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RESUMO

Pteridium esculentum subsp. arachnoideum ¢é uma planta cosmopolita,
conhecida popularmente como samambaia. Esta planta, frequentemente, é ingerida
pelos bovinos e é responsabilizada por causar trés doencas distintas: um quadro agudo,
caracterizado por hemorragias e febre, e dois quadros crbnicos caracterizados por
formagBes de neoplasias na bexiga (hematlria enzootica) e carcinoma de celulas
escamosas (CCEs) no trato alimentar superior (TAS). Estas enfermidades ocorrem em
todos os continentes onde ha invasdo dessa planta. Embora, haja fortes suspeitas de que
0 CCEs tenha relacdo com a ingestdo espontanea de Pteridium spp., também existem
suspeitas de que o CCEs esteja relacionado a ingestdo de Pteridium spp. com a
participacdo do papilomavirus bovino (BPV). Com o objetivo de esclarecer essa
suspeita, um estudo experimental foi conduzido, no qual Pteridium esculentum subsp.
arachnoideum foi fornecida a seis bovinos nas doses de 2,5 e 5,0 g/Kg/dia por um
periodo entre 755-1239 dias. Trés bovinos tiveram manifestacdes clinicas bem definidas
caracterizadas por tosse, disfagia, regurgitacdo, sialorreia, halitose e, emagrecimento
progressivo. Todos foram sacrificados, sendo que destes, dois encontravam-se em
estdgio avancado da doenca. Na avaliagdo macroscéopica, nos seis bovinos foram
observados processos neoplasicos sob forma de massas amareladas, infiltrativas, na
maioria das vezes com superficie ulcerada e através da avaliacdo histoldgica foram
confirmadas como CCEs. Essas lesdes estavam distribuidas desde a base da lingua,
esdfago e parte inicial do rimen. Apenas em um bovino observou-se metéastase em
linfonodo retrofaringeo. Amostras do TAS (base de lingua, es6fago e rumen) e de
bexiga dos seis bovinos utilizados na experimentacdo e de nove bovinos com a doenca
espontanea foram coletadas, congeladas e submetidas a Reacdo de Cadeia da Polimerase
(PCR) e sequenciamento de alto desempenho, a fim de verificar a possivel participagdo
de BPV. Tanto na PCR como no sequenciamento de alto desempenho os resultados

foram negativos para DNA de BPV.

Palavras-chave: Plantas toxicas, carcinoma de células escamosas, samambaia,

neoplasia, bovino, papilomavirus.



ABSTRACT

Pteridium esculentum subsp. arachnoideum is a cosmopolitan plant, popularly
known as bracken fern. This plant is frequently ingested by cattle and is responsible for
causing three distinct diseases: an acute condition, characterized by hemorrhages and
fever, and two chronic conditions characterized by the formation of neoplasms in the
bladder (enzootic hematuria) and squamous cell carcinoma (SCCs) in the upper
digestive tract (UDT). These diseases occur on all continents where there is invasion of
that plant. Although there are strong suspicions that SCCs are related to the spontaneous
ingestion of Pteridium spp, there are also suspicions that SCCs are related to the
ingestion of Pteridium spp with the participation of bovine papillomavirus (BPV). With
the objective to clarify this suspicion, an experimental study was conducted, in which
Pteridium esculentum subsp. arachnoideum was fed to six cattle at doses of 2.5 and 5.0
g/Kg/day for a period between 755-1239 days. Three cattle had well-defined clinical
manifestations characterized by cough, dysphagia, regurgitation, drooling, halitosis and
progressive weight loss. All were sacrificed, and of these, two were in an advanced
stage of the disease. In the macroscopic evaluation, in the six cattle neoplastic processes
were observed in the form of yellowish, infiltrative masses, most of the times with
ulcerated surface and through the histological evaluation they were confirmed as SCCs.
These lesions were distributed from the base of the tongue, esophagus and initial part of
the rumen. Only one cattle showed metastasis in retropharyngeal lymph nodes. Samples
from the UDT (base of the tongue, esophagus and rumen) and bladder from the six
cattle used in the experiment and from nine cattle with spontaneous disease were
collected, frozen and subjected to Polymerase Chain Reaction (PCR) and high-
performance sequencing, in order to verify the possible participation of BPV. Both in

PCR and in high performance sequencing the results were negative for BPV DNA.

Index terms: Toxic plants, squamous cell carcinoma, bracken fern, neoplasm,

bovine, papillomavirus.
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1 INTRODUCAO

Pteridium esculentum subsp. arachnoideum esta entre as plantas toxicas mais
estudadas e de maior importancia no mundo, pelo seu potencial carcinogénico e sua
ampla distribuicdo cosmopolita. Causa intoxicacdes em diversas espécies animais e €
associada a enfermidades em humanos. No entanto, no Brasil, fora do meio académico,
poucos sabem ou aceitam que a samambaia, como € conhecida popularmente, seja uma
planta toxica com tamanha importancia para bovinos (PAMUKCU et al., 1977;
EVANS, 1987; TOKARNIA et al., 2012).

A ocorréncia de carcinomas de células escamosas (CCEs) no Trato Alimentar
Superior (TAS) de bovinos e a observacdo constante de Pteridium esculentum subsp.
arachnoideum (samambaia) nas propriedades onde ocorrem essas neoplasias levanta a
hipdtese de que esta seria responsavel pela etiologia deste tumor. Também, especula-se
que CCEs no TAS de bovinos pode estar relacionado com a presenca de papilomavirus
e a ingestdo de samambaia. No entanto, Souto et al. (2006), citam que é possivel o
surgimento de CCEs, diretamente em epitélio normal, possivelmente por acéo direta dos
carcindgenos quimicos da samambaia.

Em Santa Catarina, P. esculentum subsp. arachnoideum é a planta tdxica que
causa enormes perdas econdmicas na bovinocultura. Das trés enfermidades por ela
produzidas, o CCEs no TAS é que causa maior nimero de mortes (GAVA et al., 2002).

Para melhor compreensdo desta enfermidade foram conduzidos experimentos
através da administracdo de P. esculentum subsp. arachnoideum a bovinos por longo
periodo e avaliacdo metagenémica e PCR de neoplasias do TAS de bovinos em
experimentacdo e casos naturais, a fim de tentar identificar a possivel participacdo de

papilomavirus nestas neoplasias.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. ASPECTOS GERAIS DA PLANTA

Pteridium esculentum subsp. arachnoideum conhecida popularmente como
samambaia, samambaia-do-campo, pluma ou feto, € uma pteridofita pertencente a
familia Dennstaedtiaceae, ¢ uma planta cosmopolita, de ocorréncia em todos 0s
continentes, exceto na Antartida. No Brasil, ocorre principalmente nas regides
montanhosas, desde o Rio Grande do Sul até o sul da Bahia. E uma planta daninha que
ocorre em solos &cidos, arenosos e de baixa fertilidade, regibes frias, de boa
pluviosidade e bem drenados. Em &reas de florestas tropicais fechadas a planta ndo
ocorre por encontrar condi¢Ges incompativeis com seu desenvolvimento, entretanto seu
crescimento é favorecido quando em plena exposicdo a luz, como ocorre em areas
recém desmatadas, apés a utilizacdo de queimadas, beiras de estradas e terrenos baldios
(FENWICK, 1988; ALONSO-AMELOT, 1999; GAVA et al., 2002; MARRS; WATT,
2006; TOKARNIA et al., 2012).

P. esculentum subsp. arachnoideum possui varios principios toxicos 0s quais
atuam como carcindgenos, mutagenos e imunossupressores (CAMPO, 1997). Estes
principios toxicos podem causar diferentes quadros clinicos nas diferentes espécies
animais. A acdo radiomimética é atribuida a um glicosideo norsesquiterpeno,
denominado ptaquilosideo. Este seria responsavel por quadros patoldgicos observados
em bovinos, como depressdo da medula éssea, e acdo carcinogénica e mutagénica, e
uma tiaminase, associada a distarbios neuroldgicos que ocorrem em monogastricos,
principalmente equinos (EVANS, 1968; EVANS, 1976; HIRONO et al.,, 1984;
FENWICK, 1988; TOKARNIA et al., 2012).

Trés doencas que acometem bovinos tém como caracteristica epidemioldgica
comum, o fato de ocorrerem em areas invadidas por Pteridium spp.. Uma forma clinica
aguda caracterizada por hemorragias, chamada de diatese hemorragica (DH), ou
sindrome hemorragica aguda, e duas formas de carater cronico, caracterizadas por
neoplasias no trato digestivo superior e na bexiga (TOKARNIA et al., 1967; SOUTO et
al., 2006; TOKARNIA et al., 2012).

Pteridium spp. tem efeito carcinogénico variavel nas diferentes espécies animais.

Ha suspeita de que os bovinos desenvolvem neoplasias no TAS e na bexiga
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(TOKARNIA et al., 1967) e, em ovinos, as neoplasias sdo observadas no intestino
(EVANS, 1968).

A intoxicagdo cronica por Pteridium spp. em bovinos leva ao desenvolvimento
de neoplasias principalmente na base da lingua, faringe, eséfago, rimen e bexiga. Estes
orgdos apresentam condicOes alcalinas, o que propicia a transformacéo do ptaquilosideo
em dienona. O pH alcalino da saliva (8,1 — 8,2) e da urina de bovinos (7,5 — 8,5)
favorece o aparecimento de tumores nesses 6rgdos. Em monogastricos, parte do
ptaquilosideo ¢ inativada no estbmago pela formacéo de pterosinas B e O, no entanto, a
maior parte do ptaquilosideo passa sem se decompor, segue para o intestino e nao é
absorvido, devido ao seu alto peso molecular e hidrofilia. Em monogastricos, as
condicBes é&cidas da bexiga ndo propiciariam a formacdo de neoplasias pelo
ptaquilosideo (VAN DE HOEVEN et al., 1983; MATOBA et al., 1987).

A concentracdo do ptaquilosideo e outros glicosideos de iludano varia
consideravelmente com a idade e a parte da planta. Plantas jovem e em crescimento
ativo, contém maiores quantidades de substancia toxica (EVANS, 1968), como também
observado no apice do broto, de onde irdo desenvolver-se as folhas (HIRONO et al.,
1973; SMITH; SEAWRIGHT, 1995), e no rizoma (EVANS et al., 1961; SAITO et al.,
1989). O tipo de solo, o clima, a geografia e a luminosidade também interferem na
toxicidade da planta. O maior nivel do ptaquilosideo no broto ocorre na primavera e
declina gradualmente proximo ao inverno e com a maturidade da planta a toxicidade
diminui (SAITO et al., 1989; SMITH; SEAWRIGHT, 1995; ALONSO-AMELOT,
1999; SMITH et al., 1999; RASMUSSEN et al., 2003; TOKARNIA et al., 2012).

22 CARACTERISTICAS DA INTOXICAGCAO POR Pteridium spp. EM
BOVINOS

Alguns fatores vao interferir para o surgimento dos sinais clinicos. Estes incluem
a quantidade de plantas disponiveis, a concentracdo de toxinas, o estagio de crescimento
e a época do ano, a taxa e 0 tempo de consumo, a luminosidade, sexo e idade dos
animais (SMITH, 2001; RASMUSSEN et al., 2003).

Dependendo da dose diaria ingerida e do periodo da ingestdo, os bovinos
apresentam trés formas distintas da doenca: uma manifestacdo aguda caracterizada por

hemorragias, conhecida como diatese hemorragica, decorrente da ingestdo de
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quantidades maiores que 10 g. kg™ por dia durante algumas semanas a poucos meses e
outras duas formas, de cardter crbnico, que ocorrem por ingestdo de pequenas
quantidades de planta em doses menores que 10 g. kg™ por dia durante meses a anos.
Um quadro se caracteriza por formacdes neoplasicas na bexiga, a hematiria enzootica.
O outro quadro é representado pelos CCEs em TAS (TOKARNIA et al., 2012).

2.2.1 Diatese hemorragica (DH)

Intoxicacdo aguda por Pteridium spp., também conhecida como sindrome
hemorragica aguda ou diatese hemorragica, ocorre em bovinos jovens e adultos.
Quando os animais ingerem quantidades diarias maiores que 10g.kg™ da planta, durante
algumas semanas a poucos meses ou até o peso da planta ingerida se igualar ao peso do
animal (EVANS et al., 1954a; EVANS et al., 1961; TOKARNIA et al., 1967;
TOKARNIA et al., 2012).

A intoxicacdo aguda ocorre em maior intensidade na primavera (outubro-
dezembro), mas em regiGes com temperatura elevada pode ocorrer o0 ano todo, em
decorréncia da escassez de pastagens, caréncia de matéria fibrosa, superlotacdo em
pastos e rebrote apos geadas, queimadas ou rocadas. Ocorrem em forma de surto ou
casos isolados, geralmente com morbidade baixa e mortalidade alta. A sindrome
hemorragica aguda esta associada ao consumo do broto, que é mais toxica que as outras
partes da planta e os animais podem desenvolver um gosto especial pela ingestdo da
planta (vicio) (EVANS et al., 1954a; TOKARNIA et al., 1967; GAVA, 1993;
MARCAL et al., 2002; GAVA et al., 2002; FRANCA et al., 2002; ANJOS et al.,
2008).

Em geral, os sinais clinicos iniciam de trés a oito semanas ap6s 0 inicio da
ingestdo da planta. Os bovinos apresentam hiperemia, perda de apetite e peso, dispneia,
pelos arrepiados, hipertermia (41-42°C), desidratacdo grave, mucosas palidas com
petéquias na conjuntiva, gengiva e mucosa vulvovaginal, ulceracbes nas narinas,
epistaxe e hemorragia na pele, respiracdo ofegante e fezes enegrecidas, fétidas ou
diarreicas com sangue nas fezes. Os animais permanecem longos periodos em decubito,
e sangram por qualquer lesdo cutanea como picadas de insetos, agulhas ou traumas e
apresentam sangue com viscosidade diminuida (SIPPEL, 1952; EVANS et al., 1954 a,
c; EVANS et al., 1961; DOBEREINER et al., 1967; ANJOS et al., 2008; TOKARNIA



15

et al., 2012; FURLAN et al., 2014; JONCK, 2015). Anjos et al. (2008) relatam a
presenca de sangue na urina e no leite.

Os exames hematoldgicos revelam trombocitopenia, aumento no tempo de
coagulacao e neutropenia e, na fase final, pode haver anemia e aumento da fragilidade
capilar (EVANS et al.,, 1954c; TOKARNIA et al.,, 1967; HIRONO et al., 1984;
BARROS et al., 1987; ANJOS et al., 2008; ANJOS et al., 2009; SONNE et al., 2011;
JONCK, 2015).

A morte ocorre em dois dias a uma semana apds o inicio dos sinais. Na
necropsia, observa-se palidez de mucosas com petéquias, hemorragias de diversas
formas e distribui¢cBes nas serosas e mucosas em todos 0s 6rgéos e tecidos, Ulceras nas
mucosas e codgulos de sangue no intestino. Em alguns casos, no figado, observa-se
areas de contornos irregulares, mais firmes que o restante do parénquima, palidas na
parte central e rodeadas por halo de hemorragia, atingindo capsula e parénquima
(ANJOS et al., 2008, 2009; TOKARNIA et al., 1967; TOKARNIA et al.,, 2012;
FURLAN et al., 2014; JONCK, 2015). Bovinos que apresentavam infartos,
principalmente em figado, pulméo e intestino, morrem rapidamente e as hemorragias
sd0 menos graves. A morte rapida pode estar associada a septicemia e a embolia
bacteriana ap6s o consumo de altas doses de Pteridium spp. (JONCK, 2015). A origem
das hemorragias deve-se ao aumento da fragilidade capilar, como provavel
consequéncia da trombocitopenia persistente e febre. J& os infartos no figado sdo
causados por embolias bacterianas ou trombose séptica em pequenos ramos da veia
porta, sinusoides e veia central (VALLI, 1992; RADOSTITS et al., 2002).

No exame histopatoldgico as principais lesdes sdo hemorragias e areas de
necrose em diferentes 6rgdos. No entanto, o achado de maior importancia para
diagnostico microscopico ocorre na medula 6ssea, que consiste em rarefacdo e/ou
desaparecimento do tecido hematopoético (SIPPEL, 1952; EVANS et al., 1954c;
TOKARNIA et al., 1967; VALLI, 1992; ANJOS et al., 2008, 2009; TOKARNIA et al.,
2012; FURLAN et al., 2014; JONCK, 2015). As areas de necrose observadas em
diferentes 6rgdos podem estar acompanhadas de agregados bacterianos, algumas vezes,
associados com bolhas de gas. O cultivo bacteriano de amostras coletadas de areas de

infarto revelaram a presenca de Clostridium septicum (JONCK, 2015).
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2.2.2 Hematuaria Enzodtica Bovina (HEB)

O desenvolvimento de processos hiperplasicos e neoplésicos da bexiga em
bovinos ha muitos anos estdo relacionados a ingestdo de Pteridium spp. Bovinos que
ingerem Pteridium spp. em quantidade inferior a 10 g. kg™ por dia, durante um ou mais
anos, mostram quadros cronicos de intoxicagdo, conhecido como hematiria enzootica
(HE) (DOBEREINER et al., 1967; PAMUCKU et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969).
Alguns autores descrevem que Pteridium spp. induz tumores de bexiga sem a
participacdo de papilomavirus bovino (BPV), mas é provavel que o BPV aumente 0s
efeitos carcinogénicos dos glicosideos iludano da planta. O Pteridium spp. possui
propriedades imunossupressoras que contribuem para a persisténcia viral e por outro
lado, o BPV sustenta a proliferagdo celular via PDGFf na presen¢a de dano genético
induzido pelos iludanos de Pteridium spp., permitindo o acimulo de mutagdes genéticas
e contribuindo para a carcinogénese (CAMPO, 1997; MEDEIROS-FONSECA et al.,
2021).

A hematuria enzo6tica em bovinos caracteriza-se por processos neoplasicos ou
hiperplasicos da mucosa da bexiga, que variam desde alguns milimetros até varios
centimetros de didmetro, com consequente hematiria cronica intermitente, anemia,
emagrecimento progressivo e morte. Essa doenca afeta bovinos de ambos 0s sexos com
idades superiores a dois anos (DOBEREINER et al., 1967; PAMACKU et al., 1976;
CAMPO et al., 1992; SOUTO et al., 2006; TOKARNIA et al., 2012).

Diferentemente da intoxicacdo aguda e dos CCEs do TAS, a HEB ndao é
observada em todas as regifes de ocorréncia da samambaia (SMITH et al., 1989;
TOKARNIA et al., 2012). Em regides com alta incidéncia da planta os prejuizos
econémicos sdo muito significativos, em especial, na pecuéria de leite. Além das perdas
na producdo e morte dos bovinos na propriedade, alguns proprietarios vendem o0s
animais com HEB, para outros menos avisados (FRANCA et al., 2002; GALVAO et
al., 2012). Jarrett et al. (1978a) observaram que 30% dos bovinos estudados
apresentavam simultaneamente neoplasmas na bexiga e CCEs no TAS.

Os sinais clinicos de HEB caracterizam-se por urina com sangue, presenca de
coagulos, palidez de mucosas e emagrecimento progressivo. Incontinéncia urinaria,
miccdo frequente, urinar torna-se dificil e doloroso fazendo que o animal arqueie as

costas durante a micgdo, pelagem sem brilho, obstrucéo e infec¢bes secundérias do trato
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urinario também pode ser observadas (FORERO, 1960; DOBEREINER et al., 1967;
TOKARNIA et al., 1969; PAMUCKU et al., 1976; FRANCA et al., 2002). A grande
maioria dos animais afetados pela HEB morre em menos de dois anos, mesmo apos
retirados dos pastos com a planta (GALVAO et al., 2012).

Na necropsia, as lesdes encontradas na bexiga sdo caracterizadas por
espessamento da parede, nddulos de tamanhos variados, de milimetros a alguns
centimetros, unicos ou multiplos, formagdes com superficie irregular (aspecto de couve-
flor) por vezes ulceradas, amareladas, esbranquicadas ou avermelhadas, urina vermelha
(hematdria) e coagulos de sangue. A mucosa pode apresentar-se congesta, com focos de
hemorragia e com crescimentos vasculares. Em casos mais graves observa-se dilatacao
e espessamento da parede da bexiga (PAMUCKU, 1955; FORERO, 1960;
DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 2012). Alguns bovinos também podem
apresentar mucosas palidas e sangue com viscosidade diminuida (SOUTO et al., 2006).

O exame histoldgico destes tumores revela diversos tipos neoplasicos de origem
tanto epitelial como mesenquimal e um mesmo animal pode apresentar mais que um
tipo de neoplasia. No Brasil foram descritas inUmeras neoplasias em bexiga: papiloma e
carcinoma de células de transicdo, adenoma tubular ou acinar, carcinoma in situ,
carcinoma de células escamosas, carcinoma anaplasico, carcinoma de pequenas células,
adenocarcinoma tubular ou papilar, adenocarcinoma mucinoso, adenocarcinoma de
células claras, hemangioma cavernoso, hemangioma capilar, hemangiossarcoma,
carcinoma trabecular com diferenciacdo em células de Paneth, adenoma e
adenocarcinoma mesonefroides, carcinoma signet ring (anel de sinete), carcinoma
plasmocitoide, carcinoma de células cromofobas e carcinoma transicional tipo ninhado.
Também se observam diversas neoplasias com aplasia e carater infiltrativo acentuado,
sem, no entanto, terem produzido metéstases. Sugere-se que a origem de diferentes
neoplasias no mesmo animal esteja relacionada com o periodo que a planta foi ingerida
e a quantidade de substancia cancerigena contida na planta em cada surto (PEIXOTO et
al., 2003; TOKARNIA et al., 2012).

LesGes inflamatorias e alteragdes ndo neoplésicas também foram descritas, como
displasia, hiperplasia, metaplasia, cistite, infiltrado inflamatério (plasmdcitos, linfécitos
e histiocitos), proliferacdo vascular ndo neoplasica, edema, fibrose e hemorragias
(PEIXOTO et al., 2003; GONZALES et al., 2004; GABRIEL et al., 2009; ROCHA et

al., 2022). Em casos de HEB associado a ingestdo crbnica por Pteridium spp.,
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metéastases s&o raras (PAMUCKU et al., 1976; GONZALES et al., 2004; GABRIEL et
al., 2009).

2.2.3 Carcinomas de Células Escamosas (CCEs) no Trato Alimentar
Superior (TAS)

A ocorréncia de carcinomas de células escamosas (CCEs) no trato alimentar
superior (TAS) (base da lingua, faringe, eséfago e rimen) de bovinos € rara em regides
onde ndo ha a ocorréncia de Pteridium spp. A partir disso e sabendo da acgdo
radiomimética da planta, correlaciona-se, a etiologia destes processos neoplésicos ao
consumo desta planta (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969;
TOKARNIA et al., 2012). Nas diferentes regides do Brasil, os CCEs, sdo popularmente
conhecidos por diferentes denominacgdes: “figueira na goela”, “cravo”, “favo”,
“garrotilho” ou “caraguatd” (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 2012).

Esta neoplasia é observada geralmente em animais com idade mais avancada
(cinco anos ou mais). Acredita-se que para causar esta neoplasia os bovinos devem
ingerir quantidades diarias de planta menores do que aquela que causa HEB, porém a
ingestdo se daria por um periodo mais prolongado. A evolugdo € cronica, varia de meses
a anos e as neoplasias causam perturbacbes de ordem mecénica na ingestdo e
regurgitacdo dos alimentos (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969;
TOKARNIA et al., 2012).

Os sinais clinicos podem variar de acordo com a localizacdo da neoplasia.
Quando localizadas na base de lingua ou na faringe, sdo observados sinais de ronco ao
respirar (ronqueira), dificuldade de mastigagéo e deglutigéo, tosse, halitose e corrimento
nas narinas e, gquando localizadas no cardia e/ou eséfago, ocorre regurgitacdo de
alimento e timpanismo (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969, SOUTO
et al., 2006; TOKARNIA et al., 2012).

Outros sinais observados com frequéncia sdo: disfagia, diarreia, emagrecimento
progressivo, pele seca, pelos ressecados, mucosas palidas, dificuldade respiratoria,
apetite seletivo, salivagdo excessiva e halitose. A letalidade atinge 100% dos animais
acometidos (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969; GAVA et al., 2002;
SOUTO et al., 2006; TOKARNIA et al., 2012).
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Na necropsia, observam-se formacOes neoplasicas, sob forma de massas
amareladas a acinzentadas e infiltrativas, muitas vezes ulceradas, com superficies
irregulares (forma de couve-flor), no palato mole, base da lingua, na faringe, eso6fago e
no rdmen. As lesdes geralmente ndo alcancam grandes tamanhos, porém com
frequéncia sdo mdltiplas e associadas a papilomas na mucosa (TOKARNIA et al., 1969;
DOBEREINER et al., 1967; JARRETT, 1978b; TOKARNIA et al., 2012).

Os achados histoldgicos observados consistem em tipicos CCEs, com formacao
de queratina e acompanhados de acentuada infiltracdo linfocitaria e papilomas.
Metéastases podem ocorrer em linfonodos regionais, figado, pulmao, intestino, omento,
baco e bexiga (DOBEREINER et al., 1967; JARRETT, 1978b; SOUTO et al., 2006;
TOKARNIA et al., 2012).

2.2.4 Papilomavirus bovino x Carcinomas de células escamosas de trato alimentar

superior

Os papilomavirus (PVs) sdo virus epiteliotropicos, ndo envelopados, que contém
DNA circular de fita dupla com cerca de 7.000 pares de bases, pertencentes a familia
Papillomaviridae. Os PVs infectam epitélios cutdneos e/ou mucosos em Vvarias espécies
animais, desde aves a mamiferos, inclusive humanos e induzem a formacdo de
papilomas ou verrugas que geralmente regridem sem provocar nenhum problema clinico
sério no hospedeiro. O ciclo de vida do virus estd intimamente ligado ao processo de
diferenciacdo da célula epitelial, pois os virus infectam os queratinécitos na camada
basal do epitélio escamoso estratificado e se replicam no nicleo dos queratindcitos. Até
0 momento, mais de duzentos tipos de PVs humanos e animais foram completamente
sequenciados, o que demonstra uma grande variabilidade genética. Os PVs geralmente
causam tumores benignos e regridem, mas ocasionalmente persistem e transformam-se
em malignos, principalmente em casos de animais imunodeficientes e na presenca de
cofatores ambientais (CAMPO, 1995; CAMPO, 1997; SUNDBERG et al., 2000;
VILLIERS et al., 2004; ZHENG; BAKER, 2006; MEDEIROS-FONSECA et al., 2021).

Alguns autores sugerem que a progressao para malignidade se deve a interagdo
entre o papilomavirus bovino tipo 2 (BPV-2) ou tipo 4 (BPV-4) e as substancias
cancerigenas de Pteridium spp. Esse potencial carcinogénico tem sido atribuido a

compostos glicosideos de iludano, com propriedades imunossupressoras e mutagénicas,
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como o ptaquilosideo, que limitam a eficiéncia da resposta imunoldgica dos animais que
ingerem a planta frente aos virus que produzem as neoplasias (JARRET et al., 1978a;
JARRETT et al., 1980; FENWICK, 1988; CAMPO et al., 1985; CAMPO et al., 1992;
BORZACCHIELLO et al, 2003; SOUTO et al, 2006; BORZACCHIELLO;
ROPERTO, 2008).

No Sul da Italia, um estudo avaliou 1133 amostras de es6fago, colhidas em
abatedouro, de bovinos com idade entre 4 e 12 anos. As amostras foram submetidas a
exame histologico e PCR. Na histologia, 147 animais, manifestaram lesOes
caracteristicas de papiloma, destas 75 foram submetidas a analise da PCR, e 15
amostras foram positivas para 0 DNA de BPV-4. Amostras de mucosa normais foram
negativas para DNA viral (BORZACCHIELLO et al., 2003). Campo et al. (1985)
avaliaram através de hibridizacdo in situ, 70 casos de neoplasias em bovinos, incluindo
lesbes pré-malignas, neoplasias primarias e metastases de TAS e em apenas um
carcinoma de lingua e um papiloma em transformacao identificaram DNA do BPV-4.
Assim, reforcaram a teoria de que a progressao maligna nos hospedeiros naturais requer
cofatores, como no caso do principio ativo de Pteridium spp. (EVANS et al., 1982;
CAMPO et al., 1985).

Faccin et al. (2018), ndo detectaram DNA de BPV em papilomas do TAS de
bovinos, por PCR. Estes dados corroboram com as observacgdes de Souto et al. (2006),
que observaram o desenvolvimento do CCE independente da presenca de papiloma no
local, sugerindo assim que em epitélio normal que sofre acdo dos carcin6genos
quimicos da samambaia pode desenvolver a neoplasia. Também Jarrett et al. (1978a)
ndo encontraram nenhum virus ou antigeno viral nos CCEs no TAS de bovinos.

Campo et al. (1992), detectaram BPV-2 em lesfes neoplésicas de bexiga de
bovinos com HEB de ocorréncia natural, sendo que os bovinos com esta doenca eram
provenientes de areas infestadas por Pteridium spp, sugerindo assim um sinergismo do
BPV-2 com o principio toxico de Pteridium spp. no processo de carcinogénese. No
entanto, esses autores acreditam que a imunossupresséo ativa o papilomavirus latente
dando origem a lesGes pré-malignas e que o sinergismo entre o virus e 0S co-
carcindgenos ambientais resulta na progressao da neoplasia.

Por outro lado, Campo et al. (1980, 1985, 1994) afirmam que o BPV-4 é o
agente etiolégico dos papilomas epiteliais do TAS de bovino. Esses tumores benignos
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podem se transformar em carcinomas de células escamosas em animais que se

alimentam de samambaias.

2.3 INTOXICAGAO POR Pteridium spp. EM HUMANOS

Em humanos associa-se o0 consumo de brotos de Pteridium spp. a neoplasias de
estomago e esofago. Alonso-Amelot e Avendafio (2001) estimam que o risco de
neoplasias de trato digestivo em pessoas que tem habito de ingerir este alimento é de 5 a
8% maior do que em pessoas que ndo consomem esse tipo de alimento. Os meios de
exposi¢do humana ao principio toxico da samambaia sdo atraves da ingestdo direta da
planta (PAMUCKU; PRICE, 1969; HIRAYAMA, 1979; SANTOS et al., 1986;
FENWICK, 1988), contato fisico com os esporos (SIMAN et al., 1990), ingestdo de
produtos originarios de animais mantidos em areas infestadas por Pteridium spp. entre
eles laticinios (SALAZAR, 1985; ALONSO-AMELQT et al., 1996), ou até mesmo por
ingestdo de &gua de reservatorios de locais altamente infestados (EVANS 1987;
FENWICK, 1988).

Pteridium spp. é consumido em quantidades significativas em algumas partes do
mundo, como no Japdo, nordeste dos Estados Unidos, no Canada, na China, na Sibéria,
na Costa Rica (HIRAYAMA, 1979; SALAZAR, 1985; FENWICK, 1988) e no Brasil
(SANTOS et al., 1986). No Brasil, na regido de Ouro Preto, Minas Gerais, 0 broto é
amplamente consumido. A planta é preparada ap6s um periodo de fervura em dgua com
bicarbonato de sddio para diminuir o sabor amargo (SANTOS et al., 1986). Este habito
também é observado em populagdes orientais nas cidades de Sdo Paulo e na regido norte
do Parand (CRUZ; BRACARENSE, 2004).

Alguns autores descrevem que o leite de vacas gue se alimentavam regularmente
com brotos de samambaia, continha ptaquilosideo a partir de 38 horas apds a ingestéo
dessa planta e continuou a ser excretado em niveis constantes por 62 — 70 horas ap6s a
planta ser retirada da dieta (ALONSO-AMELOT et al., 1996, 1998; SALAZAR, 1985).



22

3 OBJETIVO GERAL:

Avaliar o potencial carcinogénico de Pteridium esculentum subsp.

arachnoideum em bovinos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar a quantidade (g.kg™) e tempo de ingestdo de Pteridium esculentum
subsp. arachnoideum necessarios para produzir neoplasias no trato alimentar
superior de bovinos.

e Analisar a presenca de papilomavirus e sua possivel participacdo na producdo de
neoplasias do trato alimentar superior de bovinos nos casos espontaneos e nos

casos experimentais, através de PCR e sequenciamento de alto desempenho.
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5 REPRODUCAO EXPERIMENTAL DE CARCINOMA DE CELULAS
ESCAMOSAS EM TRATO ALIMENTAR SUPERIOR DE BOVINOS PELA
INGESTAO DE Pteridium esculentum subsp. arachnoideum

5.1 RESUMO

Carcinoma de células escamosas do trato alimentar superior em bovinos ocorrem
em todos os continentes e é atribuido a ingestdo de Pteridium spp., embora a doenga nédo
tenha sido reproduzida experimentalmente. Este trabalho descreve a reproducéo
experimental de carcinoma de células escamosas em trato alimentar superior de bovinos
alimentados com brotos verdes e folhas jovens de Pteridium esculentum subsp.
arachnoideum. A doenca foi reproduzida a partir do fornecimento dessa planta a seis
bovinos nas doses de 2,5 e 5,0 g.kg™, por um periodo entre 755-1239 dias. Trés bovinos
tiveram manifestacbes clinicas bem definidas caracterizadas por tosse, disfagia,
regurgitacdo, sialorreia, halitose e emagrecimento progressivo. Todos foram
sacrificados, sendo que destes, dois encontravam-se em estagio avancado da doenca. Na
avaliacdo macroscopica, nos seis bovinos foram observados processos neoplasicos sob
forma de massas amareladas, infiltrativas, na maioria das vezes com superficie ulcerada
e através da avaliagdo histoldgica foram confirmadas como CCEs. Essas lesdes estavam
distribuidas desde a base da lingua, es6fago e parte inicial do rGmen. Apenas em um
bovino observou-se metastase em linfonodos retrofaringeo. O quadro clinico-patolégico
experimental foi similar ao observado na doenga espontanea.

Palavras-chave: Carcinoma de Células Escamosas, samambaia, neoplasia, bovino.

5.2 INTRODUCAO

Pteridium esculentum subsp. arachnoideum esta entre as plantas téxicas mais
estudadas e de maior importancia do mundo, por seu potencial carcinogénico e sua
distribuicdo cosmopolita. Causando intoxicacbes em diversas espécies animais e sendo
associada a enfermidades em humanos. No entanto, no Brasil, fora do meio académico,
poucos sabem ou aceitam que a samambaia, como é conhecida popularmente, seja uma
planta toxica com tamanha importancia para bovinos (PAMUKCU et al., 1977;
EVANS, 1987; TOKARNIA et al., 2012).
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Em bovinos, trés doencas distintas sdo associadas a ingestdo de P. esculentum
subsp. arachnoideum. Uma enfermidade que cursa com quadro agudo, caracterizado por
hemorragias, anemia e febre, conhecida como sindrome hemorrégica aguda ou diatese
hemorragica, associada a aplasia de medula Ossea. Nesta 0s animais ingerem
quantidades diarias maiores que 10g/kg da planta (10-30g/kg), durante algumas
semanas a poucos meses ou até o peso da planta ingerida se igualar ao peso do animal
(EVANS et al., 1954 a, c; EVANS et al., 1961; DOBEREINER et al., 1967; ANJOS et
al., 2008; TOKARNIA et al., 2012; JONCK, 2015). E dois quadros cronicos, um
caracterizado por formacg6es neoplésicas ou hiperplasicas na bexiga, com consequente
hematdria intermitente, anemia, emagrecimento progressivo e morte. Na Hematuria
Enzootica Bovina (HEB), os animais ingerem a planta, em quantidade inferior a 10g.kg"
! por dia, durante um ou mais anos (DOBEREINER et al., 1967; PAMUCKU et al.,
1967; TOKARNIA et al., 1969; CAMPO et al., 1992; SOUTO et al.,, 2006;
TOKARNIA et al., 2012). Ja os carcinomas de células escamosas (CCEs) associado a
ingestdo cronica de Pteridium spp. sdo encontrados em diferentes localizagbes no trato
alimentar superior (TAS) (base da lingua, faringe, eséfago e rimen). O quadro clinico é
observado em bovinos mais velhos (acima de 5-6 anos) e caracteriza-se por
emagrecimento progressivo, dificuldade de degluticdo, regurgitacdo de alimento, tosse,
e as vezes corrimento esverdeado nas narinas e timpanismo (DOBEREINER et al.,
1967; TOKARNIA et al., 1969, SOUTO et al., 2006; TOKARNIA et al., 2012).

Os bovinos podem ingerir os brotos de samambaia quando houver escassez de
pastagens devido condi¢Bes climaticas adversas (geadas e secas), queimadas,
superlotacdo ou por pastejarem em pastagens tenras e necessitarem alimentos fibrosos.
Uma vez adquirido o habito da ingestdo suspeita-se que 0s animais viciam e
permanecem com 0 consumo da planta mesmo saneado o problema (SIPPEL, 1952;
EVANS et al., 1954a; PARKER; McCREA, 1965; TOKARNIA et al., 2012).

Entre os principios téxicos da planta destaca-se um norsesquiterpeno
denominado ptaquilosideo, que apresenta efeito carcinogénico por sua agdo
radiomimética (HIRONO et al., 1984).

Os objetivos deste trabalho foram a reproducdo experimental, determinacdo da
quantidade (g.kg™) e tempo de ingestdo de P. esculentum subsp. arachnoideum,

necessarios para o desenvolvimento de CCEs no TAS em bovinos.
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5.3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido nas dependéncias do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina. Para a experimentacédo
foram colhidos brotos verdes e folhas jovens de P. esculentum subsp. arachnoideum,
duas ou trés vezes por semana, em propriedades localizadas na regido serrana de Santa
Catarina, com alta infestagdo da planta e com histérico da ocorréncia da doenca.

A planta foi armazenada em sala arejada, em temperatura ambiente e
posteriormente fornecida em doses diarias de 2,5 e 5,0 g/Kg, para seis bovinos machos e
fémeas, de ragas puras e mesticos. Os bovinos eram provenientes de propriedade livre
de P. esculentum subsp. arachnoideum. O experimento foi conduzido durante o periodo
vegetativo da planta (setembro a maio).

P. esculentum subsp. arachnoideum era fornecida no final do dia, em cochos
individuais e os bovinos eram pesados a cada 60 dias, a fim de ajustar a quantidade de
planta fornecida. Com o intuito de estimular o consumo, nos primeiros dias de
experimento era fornecido ragdo misturada com a planta.

Os animais em experimentacdo eram avaliados diariamente, em relacdo as
caracteristicas das fezes, urina, apetite e comportamento. As duas fémeas (bovino 01 e
02) submetidas a experimentacdo foram eutanasiadas em estagio avancado da doenca e
0s bovinos 03, 04, 05 e 06 foram sacrificados em abatedouro. De todos os bovinos
foram coletadas amostras de pulmao, coragdo, es6fago, bexiga, ramen, reticulo, omaso,
abomaso, intestino, figado, rim, baco, linfonodos, glandula salivar, tireoide e sistema
nervoso central, e fixadas em formalina a 10%, para exame histoldgico.

A reproducéo experimental da doenca foi aprovada pela Comissio de Etica no
Uso de Animais da Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/CAV-UDESC), e
registrada sob o nimero 6544210716.

5.4 RESULTADOS

Os sinais clinicos dos bovinos 01 e 02 foram semelhantes e iniciaram 21 e 29
meses, respectivamente, apos inicio da ingestdo da planta. Estes sinais caracterizam-se
por disfagia, tosse, principalmente ao ingerir alimentos, regurgitagdo, pelos longos,

opacos e arrepiados, salivacdo, progressiva perda de peso (Figura 1) e halitose. No
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bovino 01, além dos sinais descritos observou-se corrimento nasal esverdeado (Figura
2) e diarreia. Em ambos, 0 apetite se manteve e por serem vacas gestantes os sinais
clinicos se exacerbaram proximo e ap0s o parto, e foram eutanasiadas na fase terminal

da doenca.

Figura 1- A. Bovino 01, 16 dias p6s-parto, emagrecimento progressivo, pescoco esticado apds pastejo e
aumento de volume no pescoco. B. Bovino 2, emagrecimento progressivo e com pelos longos e
arrepiados

Bt

Fonte: Elaborada pela autora (2019, 2020).
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Figura 2 - Bovino 01, corrimento nasal esverdeado.

Dos quatro bovinos restantes apenas o Bovino 04 manifestou sinais clinicos aos
1131 dias (37 meses ou 3 anos e 1 més) de experimento, caracterizados por disfagia,
mantinha o pescogo esticado durante a mastigacdo e teve episodios de regurgitacéo,
tosse frequente e todos foram encaminhados para abate.

A necropsia, no Bovino 01 observou-se um Unico processo neoplasico,
caracterizado por espessamento anelar estenosante na parede esofégica (Figura 3), na
porcdo proximal (17 cm da glote), a massa apresentava-se com consisténcia firme,

medindo 11 x 8 x 7 cm, ndo ulcerada, ao corte amarela com necrose central.
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Figura 3 - Bovino 01 - Neoplasia em es6fago, com consisténcia firme, ndo ulcerado, ao corte coloracéo
amarelada com necrose central

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

No Bovino 02, observou-se multiplos processos neoplasicos. Na base da lingua a
massa era ulcerada, medindo 8 cm de comprimento por 5 cm de largura, infiltrativa (9
cm de profundidade), de coloragdo amarela, associada a extensa necrose, acimulo de
alimento e odor fétido. No es6fago na porcdo media observou-se multiplas areas
espessas na mucosa, com formato arredondado, tamanhos variando de 1 a 5,5 cm de
didmetro. Multiplos papilomas foram observados ao longo de todo esdéfago, glote e
cardia. Os linfonodos retrofaringeos foram os Unicos que apresentaram aumento de

volume e ao corte eram firmes e de coloragdo amarela (Figura 4).
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Figura 4 - Bovino 02, A. Neoplasias em base de lingua e es6fago, B. linfonodo retrofaringeo com
metéstase

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

No Bovino 03, observou-se na base da lingua trés nodulagcdes com superficie
irregular e vermelha, com tamanhos variando entre 0,3 cm a 1 cm de diametro e
pequenas ulceragdes associadas a alguns papilomas. No es6fago, a 12 cm da base da
lingua, area de 11,5 cm com multiplas lesdes circulares em placa com centro deprimido
e bordos elevados, de tamanho ndo maior que 0,9 cm de didmetro com superficie branca
e irregular, multiplos papilomas de tamanhos variando de 0,2 a 0,5 cm de didmetro. A
30 cm da base da lingua um nddulo de 2,3 x 1 cm de didmetro, brancacento, de

superficie lisa e firme ao corte, com a mesma caracteristica a 11 cm do ridmen havia um
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nodulo de 2 x 1,5 cm de didmetro, que ao corte apresentava area de necrose central e
proximo a este observou-se multiplas les6es circulares em placa com centro deprimido e
bordos elevados, de tamanhos variados, sendo a maior medindo 7 mm, com superficie
branca e rugosa e pequenos papilomas. No rimen, estas lesdes circulares em placa
tinham centro deprimido e bordos elevados, apresentavam tamanhos de até 0,5 cm, com

superficie vermelha e irregular (Figura 5).



38

Figura 5 - Bovino 3. A. Nodulagbes com superficie irregular em base de lingua. B. RUmen, les6es
circulares em placa com centro deprimido e bordos elevados, com superficie vermelha e irregular. C.
Es6fago, nodulo, e 2,3 x 1cm. D. Es6fago, maltiplas lesGes circulares

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

No Bovino 04, observou-se varios papilomas na base da lingua e no eséfago, a 9

cm da faringe, area de 29 cm com multiplas lesGes circulares em placa com centro
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deprimido e bordos elevados, de tamanhos variando de 2 mm a 1 cm, com superficie
branca e rugosa e multiplos papilomas. Na por¢cdo média a distal do es6fago, area de 33
cm com lesdes iguais as descritas na porcao superior (Figura 6).

Figura 6 - Bovino 4. A. Papiloma em base da lingua. B e C. Esdéfago com multiplas lesdes circulares,
bordos elevados com centro deprimido superficie branca e irregular.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

O Bovino 05, na base da lingua observou-se multiplas lesées circulares em placa
com superficie rugosa e ulceradas, de tamanho variando de 0,5 a 1 cm de didmetro. Na
glote, multiplas lesdes circulares em placa com centro deprimido e bordos elevados, de
superficie vermelha e irregular. No rimen, maltiplas elevacdes de tamanhos variando de
0,3 a 1 cm de didmetro e multiplas lesbes circulares em placa com centro deprimido e

bordos elevados, superficie vermelha e irregular, de tamanho variando de 0,5 a 2 cm de
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didametro. Ja no esd6fago um unico papiloma de 1 cm de diametro foi encontrado a 14 cm
da glote (Figura 7).

Figura 7 - Bovino 5. A. Glote, mdltiplas lesdes circulares e Ulceras. B. Base da lingua, elevacoes da
superficie, de forma rugosa e ulceradas. C. Rimen, lesdes circulares em placa com centro deprimido e
bordos elevados, superficie vermelha e irregular.

.

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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O Bovino 06, resultante da gestacdo de uma das vacas (Bovino 02), durante o
experimento, por permanecer junto a mde, ao terceiro dia de vida iniciou
voluntariamente a ingestdo fragmentada de P. esculentum subsp. arachnoideum e a
partir do 10° més de vida foi incluido no experimento recebendo diariamente 5,0 g/kg
de samambaia. Com 2 anos e 11 meses foi abatido e observou-se na porcdo distal do
esdfago, multiplas lesBes circulares em placa, com superficie irregular e tamanhos
variados, de até 5 mm de diametro (Figura 8). Os resultados da reproducgdo experimental
constam na Tabela 01.

Figura 8 - Bovino 6, A e B. Esdfago. Multiplas lesdes circulares em placa, com superficie irregular

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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O exame histologico das amostras de lingua, esdéfago e rimen, dos seis bovinos
revelaram carcinoma de células escamosas, caracterizado pela proliferacdo de células
epiteliais, formando ninhos, as vezes com “pérolas” de queratina central e circundados
por linfocitos e em menor ndmero plasmdcitos. As células neoplasicas estendem-se
desde a mucosa até a submucosa, da base da lingua, do es6fago e do rimen. Estas
células geralmente s&o grandes e poligonais com citoplasma amplo e eosinofilico. Na
superficie das areas ulceradas, observa-se necrose, infiltrado predominante de
neutrofilos e colbnias bacterianas. Frequentemente, as células neoplasicas sdo vistas
infiltrando-se no epitélio adjacente (Figura 9). No bovino n° 02, as células tumorais
também sdo observadas invadindo os linfonodos retrofaringeos. Na bexiga foi
observado hiperplasia de epitélio de transicdo e infiltrado mononuclear, de intensidade
leve na submucosa, nos bovinos n° 1, 3 e 4. No bovino n° 1, além dessas lesdes,
também foi observado proliferacdo de capilares sanguineos e projecdes papilares na

mucosa.

Figura 9 - Microscopia de neoplasia em eséfago, caracterizando um Carcinoma de células
escamosas. Bovino 1. Reproducao experimental. Coloracdo de HE. A e B. Aumento de 40x. C.
Aumento de 100x



43




44

P i >

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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Tabela 1. NUmero, idade, peso, dose e resultados obtidos com a reproducéo experimental por P. esculentum subsp. arachnoideum em bovinos.

: . Inicio Curso AT . ~
Ne Bovino/ (:::Scii) irlTiisigl e;ee?l(’)i rfr:gﬁlto Dose Total dias Dias de %;?:Jﬁﬁjd; dos Clinico Sinais Clinicos Localiz. Leses
Sexo (Kg) p(K ) 9/Kg experimento  ingestdo (Kg) sinais (Dias) / macro/microscopicas
g g (Dias) Desfecho
Tosse,
Regurgitacéo,
y 14 140 380 5,0 770 331 424660 639 131 Disfagia, Esofago/bexiga
Feminino Eutandsia ~ Emagrecimento
Progressivo
Tosse, Disfagia,
02 Sialorreia, Base da Lingua,
S 14 175 350 5,0 1050 425 515,550 881 169 Emagrecimento Es6fago e
Feminino - - -
Eutanésia Progressivo, linfonodos
halitose
03 - Base da Lingua,
Masculino 12 163 750 2,5 1239 618 606,340 SSC Abate Esdfago, Rimem e
bexiga.
04 . R .
Masculino 15 210 650 5,0 1140 509 1091,900 1131 Abate Disfagia Esofago e bexiga
05 Base da lingua,
. 15 160 540 2,5 868 401 393,600 SSC Abate - Glote, Rimen
Masculino
06 10 266 550 5,0 755 217 302150  SSC  Abate - Esofago
Masculino

*SSC: sem sinais clinicos
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5.5 DISCUSSAO

Experimentalmente, P. esculentum subsp. arachnoideum produziu CCEs no
TAS de bovinos. Este fato comprova as afirmacbes de Ddbereiner et al. (1967) e
Tokarnia et al. (1969). Estes autores, embora ndo tivessem comprovacdo sobre a real
etiologia destes tumores em bovinos, sempre relacionaram esses tumores a ingestdo de
P. esculentum subsp. arachnoideum. No presente estudo foi possivel verificar que
quantidades totais, a partir de 424,6 e 393,6 kg de P. esculentum subsp. arachnoideum,
divididas em doses diarias de 2,5 e 5,0 g/kg de peso vivo, respectivamente, produziram
CCEs no TAS a partir de 770 e 868 dias ap6s inicio da ingestdo da planta. Esses
resultados comprovam a suspeita de Tokarnia et al. (2012), que para a inducdo da
hematuria enzodtica seria necessario a ingestdo de quantidades menores que 10 g/kg de
peso Vivo por um ano ou mais, e doses ainda menores, por longo periodo produzem
CCEs no TAS.

No presente estudo, também ficou comprovado que a ingestdo de doses de 5
o/kg de peso vivo, induzem, de forma mais rapida, a formacdo de CCEs no TAS,
enquanto doses diarias de 2,5 g/kg de peso vivo, embora, também tenham produzido o
tumor, foi necessario um periodo mais longo para inicio de manifestagcdes clinicas.
Esses resultados devem serem considerados quando comparados a doenga natural. Em
nossos registros de necropsias de bovinos com CCEs no TAS, a idade dos bovinos
acometidos variou, com raras excecles, entre 5 e 7 anos, idade essa semelhante as
citadas por Tokarnia et al. (1969 e 2012), Jarrett et al. (1978a) e Gava et al. (2002).

Espontaneamente, 0 CCEs no TAS é observado tanto em fémeas como em
machos, porém, o nimero de fémeas com este tumor é muito maior do que em machos.
Isto esta relacionado ao fato de que em geral, os machos, permanecem na propriedade
por um tempo menor do que as fémeas. Neste estudo foi possivel verificar que tanto os
machos como as fémeas podem serem acometidos pelo CCEs no TAS. A diferenca
entre os sexos foi verificada quanto a gravidade do quadro clinico. Experimentalmente,
nas duas fémeas utilizadas, ao final da gestacéo e nos primeiros dias ap0s o parto houve
agravamento do quadro clinico. Este fato sugere que em situacBes de estresse a
neoplasia prolifera mais rapidamente, o que pode contribuir para o entendimento do

quadro clinico variavel observado na doencga natural.
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Na literatura, embora raramente, o CCEs do TAS de bovinos pode estar
associado a lesdes de hematuria enzootica (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et
al., 1969; JARRETT et al., 1978a). No presente estudo, trés bovinos que receberam
dose de 2,5 e 5,0 g/kg, ao exame histologico, foi possivel observar hiperplasia do
epitélio da bexiga. Este fato demostra que, espontaneamente, pode sim ocorrer casos de
CCEs do TAS associados a lesdes de hematUria enzodtica.

A distribuicdo e o tamanho das lesbes macroscépicas observadas em CCE no
TAS de bovinos produzidas experimentalmente com P. esculentum subsp.
arachnoideum foram variaveis. No presente estudo, a localizacdo dos CCEs no TAS foi
verificada na lingua (Bovinos 2, 3 e 5), no es6fago (Bovinos 1, 2, 3,4 e 6) e no rimen
(bovinos 3 e 5). Localizacdo e tamanho varidvel também sdo citados na doenca natural
(JARRETT et al., 1978a, 1978b; GAVA et al., 2002; SOUTO et al., 2006).

De acordo com Jarrett et al. (1978a) e Head et al. (2002), 20 a 40% dos os CCEs
em TAS metastatizam. No presente estudo P. esculentum subsp. arachnoideum
produziu metéastase em linfonodo faringeo (Bovino n° 2), o que representa 16,66%.

No Estado de Santa Catarina observa-se uma prevaléncia maior de casos de
HEB na regido Oeste e Alto Vale do Itajai enquanto os CCEs no TAS sdo menos
frequentes, ao contrério do que é observado na regido Serrana, onde a ocorréncia de
HEB ¢é rara e os CCEs no TAS sdo mais frequentes (GAVA, 2022 comunicagdo
pessoal). A ocorréncia maior de carcinomas na regido Serrana, poderia ser atribuida ao
fato de que, nesta Regido ha predominancia de bovinos de corte, enquanto nas demais
Regides predomina a criacdo de bovinos de ragas leiteiras, as quais, por necessidade
consomem maior quantidade da planta em um menor periodo. Este fato foi observado
experimentalmente com o Bovino n° 1, que recebeu dose de 5 g/kg de peso vivo, por
um periodo de 770 dias que além do CCE em TA, teve também alteracbes mais
significativas na bexiga.

5.6 CONCLUSAO

A ingestdo de Pteridium esculentum subsp. arachnoideum por bovinos em
doses entre 2,5 e 5 g/Kg de peso vivo por mais de 25 meses é responsavel por produzir
carcinomas de células escamosas em trato alimentar superior de bovinos e, em doses de
5g/kg, além de produzir CCEs em TAS, pode produzir concomitantemente lesdes na

mucosa vesical, que podem induzir a hematuria enzodtica.
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6 CARCINOGENICIDADE DE Pteridium esculentum subsp. arachnoideum X
PAPILOMAVIRUS

6.1 RESUMO

Os papilomavirus sdo virus epiteliotropicos, que conttm DNA, capazes de
infectar epitélio cutdneo e/ou mucosas de varias espécies animais. Geralmente, os
papilomavirus causam tumores benignos que regridem espontaneamente, sem provocar
nenhum problema clinico ao hospedeiro, mas podem persistir evoluindo para neoplasias
malignas quando ha presenca de cofatores carcinogénicos ambientais. Dentre estes
cofatores o mais estudado é o ptaquilosideo presente em Pteridium spp. Esta planta é
conhecida por possuir atividade radiomimética, mutagénica e carcinogénica. O
sinergismo entre 0 virus e a agdo imunossupressora e carcinogénica da planta vem
sendo estudada em animais e humanos ha muitos anos. Com o intuito de esclarecer se
ha participacdo de papilomavirus na etiologia dos carcinomas de células escamosas
(CCEs) no trato alimentar superior (TAS) de bovinos foi utilizado PCR e
sequenciamento de alto desempenho em amostras de neoplasias de TAS de bovinos que
ingeriram Pteridium esculentum subsp. arachnoideum. Foram analisadas nove amostras
de neoplasias coletadas em necropsia de bovinos com a doenga natural e cinco amostras
de bovinos submetidos a experimentacdo com Pteridium esculentum subsp.
arachnoideum que desenvolveram a doenca. Tanto na PCR como no sequenciamento de
alto desempenho os resultados foram negativos para DNA de BPV. Assim podemos
descartar a infeccdo por BPV no desenvolvimento de CCEs de TAS de bovinos e
afirmar que Pteridium esculentum subsp. arachnoideum, com seus carcin6genos
desenvolvem CCEs no TAS de bovinos.

Palavras-chave: Papilomavirus, samambaia, PCR, Sequenciamento de alto

desempenho.

6.2 INTRODUCAO

Pteridium esculentum subsp. arachnoideum é uma planta invasora, conhecida
popularmente como samambaia, com distribuicdo cosmopolita. Esta planta possui efeito

carcinogénico, causado por um glicosideo norsesquiterpeno, denominado ptaquilosideo,
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que é seu principio toxico com alto potencial radiomimético para animais e para seres
humanos (HIRONO et al., 1984). Todas as partes da planta sdo tdxicas, no entanto, o
rizoma € a parte mais toxica. Em relacdo as partes aéreas, a toxicidade é maior no broto
e decresce progressivamente com a maturacdo da planta (EVANS et al., 1961;
HIRONO et al., 1973). Em bovinos a acdo de Pteridium spp. varia em fungdo da
quantidade ingerida diariamente e do tempo de ingestdo, podendo provocar trés
diferentes quadros clinico-patolégico de intoxicacdo: a didtese hemorragica
(TOKARNIA et al., 1967; JONCK, 2015), Hemat(ria enzodtica e carcinoma de células
escamosas (CCEs) do trato alimentar superior (TAS) (DOBEREINER et al., 1967;
TOKARNIA et al., 1969).

O CCEs do TAS é uma doenca cronica, progressiva e irreversivel em bovinos,
observada em diversas regides do mundo. A doenca tem sido diagnostica em bovinos
que pastejam em regides com alta infestacdo de Pteridium spp., associando-se assim o
aparecimento de CCEs pela ingestdo de pequenas quantidades da planta, por longos
periodos. Essa planta conter ptaquilosideos com acdo mutagénica, cancerigena e
imunossupressora (EVANS et al., 1982; HIRONO et al., 1984; CAMPO, 1997), que
sob condigbes alcalinas, é convertido em dienona, a qual se liga a nucleotideos,
causando a divisdio do DNA (KUSHIDA et al., 1994). No entanto, alguns autores
relacionam que os CCEs do TAS dos bovinos estdo epidemiologicamente associados a
infeccdes por papilomavirus bovino tipo 4 (BPV-4), que progride para malignidade pela
interacdo com os carcindgenos de Pteridium spp. (CAMPO et al., 1985; JARRETT et
al., 1978a, b).

Os papilomavirus (PVs) sdo virus epiteliotropicos, ndo envelopados, que contém
DNA circular de fita dupla (ZHENG, BAKER, 2006). A infec¢do por BPV em bovinos
causa papilomas mucocutaneos que se desenvolvem em varios locais do corpo,
incluindo o TAS (cavidade oral, esdéfago e rimen). Os papilomas induzidos por virus
geralmente se resolvem espontaneamente e, portanto, sao considerados hiperplasicos em
vez de neoplasicos (MUNDAY, 2014). Jarrett et al. (1978c), observaram que papilomas
frequentemente estavam presentes em bovinos com CCEs em TAS e, que os papilomas
e CCEs tinham uma distribuicdo semelhante. A partir disso varios autores passaram a
estudar a coparticipacdo do papilomavirus bovino na patogénese desta neoplasia.

Alguns autores sugerem que o PVs do TAS de bovinos seja o ponto de partida

para o desenvolvimento de CCEs em bovinos que se alimentam de Pteridium spp., uma
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vez que a planta causa efeito de imunossupressao limitando a resposta imunolégica do
animal, sendo assim um fator crucial na disseminagdo e persisténcia dos BPV
(JARRETT et al., 1978a, b; EVANS et al., 1982; FENWICK, 1988; CAMPO et al.,
1980, 1994). Smith e Campo (1988), propdem que 0 BPV-4 esteja envolvido em uma
das etapas iniciais da transformacdao celular, executando um ou mais eventos precoces, e
que outros fatores contribuem para o estabelecimento e manutencdo do fendtipo
maligno. Campo et al. (1985), ndo detectaram DNA do BPV-4, por hibridizacgdo in situ,
em neoplasias do TAS de bovinos, no entanto afirmam que, mesmo necessarios para a
inducdo de papilomas, a presenca e a expressdao do genoma viral ndo sdo necessarias
para a progressdo ou manutencdo do estado maligno. Por outro lado, Faccin et al.
(2018), ndo detectaram DNA de BPV em papilomas do TAS de bovinos, por PCR e
descartam a infeccdo por BPV como coparticipante no desenvolvimento de CCEs em
bovinos. Estes dados corroborando com as observacdes de Souto et al. (2006), que
observaram o desenvolvimento do CCE independente da presenca de papiloma no local,
sugerindo assim que em epitélio normal que sofre acdo dos carcindgenos quimicos da
samambaia pode desenvolver a neoplasia.

O objetivo deste trabalho é avaliar a presenca de DNA de BPV em CCEs de
TAS de bovinos, em casos de doenca natural e experimental através de PCR e
amplificacdo por circulo rolante de sequenciamento de alto desempenho.

6.3 MATERIAL E METODOS

Carcinomas de células escamosas de 14 bovinos foram coletadas em diferentes
localiza¢Bes no trato alimentar superior (base da lingua, faringe, glote, eséfago e rimen)
de bovinos. Nove amostras foram obtidas através de necropsias de bovinos que
manifestaram a doenca natural e pastejavam em areas com alta infestacdo de Pteridium
esculentum subsp. arachnoideum. Cinco amostras foram provenientes de bovinos (trés
machos e duas fémeas) com idade inicial entre 12 e 15 meses, submetidos a
experimentacdo com P. esculentum subsp. arachnoideum com doses entre 2,5 e 5,0
gramas por quilogramas de peso vivo.

Em todos os casos foram coletadas areas periféricas das neoplasias mantidas
congeladas a temperatura de -80°C e posteriormente submetidas a extracdo de DNA

viral para PCR e sequenciamento de alto desempenho. Outra parte periférica das
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neoplasias foram fixadas em formalina tamponada 10%, processadas rotineiramente

para analise histopatoldgica.

6.3.1 Extracdo de DNA, PCR e Sequenciamento de Alto Desempenho

As amostras foram maceradas e diluidas 20% (w/v) em PBS pH 7,2,
centrifugadas a 1.800 x g durante trinta minutos, filtradas em filtro com membrana 0,45
UL e armazenadas a -80 ° C. O DNA total foi extraido de 100 pm de amostra utilizando
um protocolo de fenol cloroférmio (SAMBROOK, RUSSEL, 2001). A qualidade do
material extraido foi aferida utilizando NanoDrop™ 3300 Fluorospectrometer (Thermo
Fisher Scientific). O DNA extraido foi enriquecido randomicamente utilizando a técnica
de circulo rolante (RCA) (DAUDT et al, 2016) com um kit comercial
(TempliPhi™100Amplification Kit, GE Healthcare) para amplificar 0 numero de
genomas circulares na amostra. Os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 0,5% e visualizados em luz UV.

As amostras foram purificadas utilizando o MagMAX™ CORE Nucleic Acid
Purification Kit (Life Technologies) e quantificadas utilizando o fluorémetro para DNA
fita dupla Qubit® 2.0 (Life Technologies), e sua qualidade e pureza avaliadas com
NanoDrop™ 3300 Fluorospectrometer.

As amostras de DNA viral total foram submetidas a sequenciamento de alto
desempenho (HTS) na plataforma Illumina MiSeg®. As bibliotecas foram geradas com
a aplicacdo do kit Nextera XT (lllumina) e sequenciadas utilizando o MiSeq Reagent
Kit v2 (lllumina). Para tanto, foi utilizado o cartucho de sequenciamento de 2 x 150
ciclos paired-end (MiSeq v2 Reagent Kit 300 Cycles PE). Para remogéo dos index e
adaptadores dos fragmentos, foi usado um filtro de controle de qualidade MiSeq Control
Software.

As sequéncias de nucleotideos foram analisadas e os contigs montados em
sequéncias finais para demais analises com o programa SPADES em sua Ultima versédo
(Bankevich et al., 2012). Para andlise das possiveis identidades (caracterizagdo
taxonémica preliminar) das sequéncias encontradas, foi utilizada a ferramenta BlastX
disponivel no programa BLAST2GO (GOTZ et al., 2008). As regides abertas de leitura
(open reading frame, ORF) foram analisadas e anotadas com o programa Geneious em
sua ultima versdo (KEARSE et al., 2012).
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6.3.2 Declaracao de ética

A reproducdo experimental da doenca foi aprovada pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/CAV-UDESC), e
registrada sob o0 nimero 6544210716. As amostras coletadas de bovinos com a doenca
natural foram provenientes da rotina diagndstica do Laboratorio de Patologia
Veterinéria, do Centro de Ciéncias Agroveterinérias, Lages/SC.

6.4 RESULTADOS

As amostras oriundas da doenca natural foram coletadas de vacas com idade
entre 5 e 10 anos, sendo, duas da raca Hereford e sete sem raca definida. As amostras da
reproducdo experimental foram provenientes de machos e fémeas (Aberdeen Angus/ 2,
Jersey/ 1 e mesticos 2), com idade média de 14 meses, que receberam P. esculentum
subsp. arachnoideum nas doses de 2,5 e 5,0 g/Kg/dia, por um periodo entre 770 - 1239
dias.

A localizacdo anatdmica e a caracteristica dos CCEs, nos bovinos com doenca
natural e experimental foram semelhantes e observados em base de lingua, glote,
esdfago e rimen. Os processos neoplasicos apresentavam-se sob forma de massas
amareladas, infiltrativas, na maioria das vezes com superficie ulcerada. Ao longo do
TAS, desde o palato mole até a entrada do rumen, os 14 bovinos apresentaram alguns
ou multiplos papilomas, de tamanhos variando de poucos milimetros até 1 cm de
diametro, pedunculados ou sésseis, com superficie irregular (semelhante a couve-flor) e
com cobertura queratinizada. Metéstases em linfonodos retrofaringeos foram

observadas em um animal com intoxicacao natural e um experimental.

6.4.1 PCR e sequenciamento de alto desempenho

O resultado dos testes para detecgdo de papilomavirus bovino nos pools de
amostras de neoplasias do trato alimentar superior (base de lingua, faringe, laringe,
esofago e ramen) de 14 bovinos com a doenca natural e experimental foram negativos,
uma vez que ndo foram obtidas leituras caracterizadas ou relacionadas a membros da

familia Papillomaviridae ap6s o sequenciamento de alto desempenho.
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6.5 DISCUSSAO

O sequenciamento de alto desempenho, consiste em uma técnica sensivel na
deteccdo de DNA de BPV. Com a ndo deteccdo do DNA viral nas 14 amostras
avaliadas, pode-se afirmar que o BPV ndo esté presentes nos CCEs nas amostras TAS
de bovinos que ingerem Pteridium esculentum subsp. arachnoideum analisadas no
presente experimento.

A auséncia da deteccdo de DNA de BPV por PCR, em papilomas associados a
neoplasias sugerem que papilomas de TAS de bovinos podem ndo estdo associados ao
desenvolvimento de CCEs.

A papilomatose em TAS de bovinos é um achado comum associado a CCEs em
bovinos que pastam por longos periodos em locais com alta invasdo de P. esculentum
subsp. arachnoideum (DOBEREINER et al., 1967; CAMPO et al., 1980; JARRETT,
1980). Alguns autores sugerem que a acdo mutagénica, carcinogénica e
imunossupressora crénica e persistente induzida pelo glicosideo norsesquiterpeno,
ptaquilosideo (EVANS et al., 1982; HIRONO et al., 1984; CAMPO, 1997), limitam a
resposta imunolégica do animal, assim permitindo a formacdo e manutengdo dos BPV
(JARRETT et al., 1978b; EVANS et al., 1982; FENWICK, 1988; CAMPO et al., 1980,
1994). Desta forma, os CCEs seriam induzidos quimicamente por carcindégenos de
Pteridium spp. e 0 BPV seria oportunista, multiplicando-se pela baixa resposta imune
do animal.

A patogénese da intoxicagdo cronica por Pteridium spp. esta relacionada com a
localizagdo dos CCEs uma vez que a saliva no TAS e a urina na bexiga tém pH alcalino
em condi¢des normais. O ptaquilosideo sob condicbes alcalinas sofre ativacdo
transformando-se em um composto carcinogénico-mutageno, a diedona, que causa
alteracdes celulares locais (FENWICK, 1988; YAMADA et al., 2007).

6.6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos através de experimentacdo e o resultado negativo para

papilomavirus bovino nas 14 amostras avaliadas sugerem que P. esculentum subsp.
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arachnoideum pode ser considerado como causa de carcinomas de células escamosas

em trato alimentar superior de bovinos sem a participacdo dos papilomavirus bovino.
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