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Figura 8. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Timpanismo acentuado. A. Bovino 14. B.

Bovino 19.
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Figura 9. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Salivacao intensa. A. Bovino 10. B. Bovino

3.
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Figura 10. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). A. Bovino 11. Papilomas multifocais nos
palatos mole e duro. B. Bovino 2. Multiplos papilomas jovens no palato mole. C. Bovino 14.

Papilomas de tamanhos variados no palato mole, faringe e base da lingua.
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Figura 11. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Papilomas na faringe. A. Bovino 24.

Papiloma pedunculado. B. Bovino 26. Papilomas sésseis.
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Figura 12. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Papilomas multifocais. A. Bovino 28.
Papiloma pedunculado no esdfago cranial. B. Bovino 3. Multiplos papilomas no eséfago

médio. C. Bovino 9. Mdltiplos papilomas na entrada do rimen.
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Figura 13. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Papilomatose acentuada na regido cranial

do trato alimentar superior. A. Bovino 4. B. Bovino 24.
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Figura 14. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Aspectos histoldgicos dos papilomas. A.
Bovino 4. Proje¢des digitiformes caracteristicas dos papilomas (40x). B. Bovino 2. Epitélio
escamoso estratificado hiperplasico com queratinizacao superficial variavel (100x). C. Bovino
2. Observam-se coilécitos caracterizados por nacleos pequenos, hipercromaticos e
excéntricos, circundados por um halo claro perinuclear (setas; 400x). D. Bovino 28. Mesmo

aspecto observado em C (setas; 400x). H & E.
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Figura 15. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Fases de desenvolvimento dos papilomas.
A. Bovino 26. Papiloma em fase inicial de crescimento (40x). B. Bovino 28. Fase de
desenvolvimento de um papiloma pedunculado (submacroscopica). C. Bovino 26. Fase de
desenvolvimento de um papiloma séssil (submacroscopica). D. Bovino 26. Papiloma em fase
de regressdo com discreta atenuacdo das projecdes digitiformes (submacroscépica). E.
Observa-se acentuado infiltrado linfocitario na base dos eixos fibrovasculares do papiloma

ilustrado em D (200x). H & E.
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Figura 16. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Papilomas em transformacdo (PTs) para
carcinoma de células escamosas. A. Bovino 4. Eséfago médio. PT com projecdes digitiformes
arredondadas. B. Bovino 8. PT de contorno irregular no esofago caudal (seta). C. Bovino 12.

PTs ao longo da entrada do rimen e da goteira esofagica (setas).
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Figura 17. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Aspectos histologicos de papilomas em
transformacdo (PTs) para carcinoma de células escamosas. A. Bovino 4. llustragdo
submacroscdpica de um papiloma em transformacao (PT) e de um papiloma (PAP) na base da
lingua. B. Bovino 4. Detalhe da base do PT ilustrado em A. Observam-se ilhas de
queratindcitos neoplésicos (setas; 40x). C. Bovino 4. Magnificacdo das ilhas de queratindcitos
neoplésicos malignos ilustradas em B (100x). D. Bovino 4. Detalhe da extremidade lateral
esquerda do PT ilustrado em A (40x). E. Bovino 23. Entrada do rumen. PT com ilhas de
queratindcitos neopléasicos malignos (*) na base das projecdes digitiformes (**)

remanescentes (40x). H & E .
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Figura 18. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Encaminhamento dirigido de lesdes
macroscopicamente compativeis ou suspeitas de serem carcinomas de células escamosas
(CCEs). Bovino 4. a. Papiloma em transformacéo para CCE. b-d. CCEs bem diferenciado. e-f.

Ha éreas de hiperplasia epitelial focalmente extensas.
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Figura 19. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Carcinomas de células escamosas (CCESs)
no trato alimentar superior. A. Bovino 21. CCE endofitico na base da lingua. No detalhe,
observam-se areas amarelas na superficie de corte do CCE. B. Bovino 12. CCE ulcerado na
base da lingua. C. Bovino 6. CCE exofitico na faringe/orofaringe. D. Bovino 23. CCE
ulcerado na faringe. E. Bovino 17. CCE exofitico e pedunculado na base da lingua. F.

Superficie ventral do CCE pedunculado observado em E.
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Figura 20. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontdneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Bovino 17. Carcinoma de células
escamosas (CCE) exofitico e pedunculado na base da lingua. Observam-se também papilomas

cranialmente ao CCE.
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Figura 21. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontadneo de samambaia (Pteridium aquilinum). A. Bovino 10. Carcinoma de células

escamosas (CCE) ulcerado na epiglote. B. Bovino 8. CCE ulcerado na epiglote e orofaringe.
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Figura 22. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Espessamentos estenosantes anelares
esofagicos que correspondiam microscopicamente a carcinomas de células escamosas. A.
Bovino 23. Area rugosa ndo ulcerada no esdfago cranial. B. Bovino 9. Area rugosa no esdfago

cranial. C. Bovino 25. Area rugosa parcialmente ulcerada no esdfago médio.
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Figura 23. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Carcinomas de células escamosas (CCES)
no esbfago caudal. A. Bovino 28. CCE ulcerado. B. Bovino 13. Espessamento da parede

esofagica por CCE com impactacdo do contetido alimentar.
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Figura 24. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Carcinomas de células escamosas ulcerados

na entrada do rimen (ambos causaram timpanismo). A. Bovino 2. B. Bovino 16.
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Figura 25. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Carcinomas de células escamosas (CCESs)
no rumen. A. Bovino 22. Extenso CCE ulcerado na goteira esofagica. B. Bovino. 7. Extenso
CCE ulcerado. C. Bovino 18. Ha& nodulages irregulares numa extensao de até 15-30 cm na

mucosa ruminal infiltrando a parede ruminal.
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Figura 26. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). A. Bovino 12. Papiloma adjacente a um
carcinoma de células escamosas (CCESs) na base da lingua. B. Bovino 23. Ha papilomas (a),

papilomas em transformacédo para CCEs (b) e CCEs (c) na entrada do ramen.
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Figura 27. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontdneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Aspectos histolégicos dos graus de
diferenciacdo celular dos carcinomas de células escamosas (CCE). A. Bovino 15. CCE bem
diferenciado. Observam-se ilhas de queratindcitos bem diferenciados com queratinizacdo
lamelar concéntrica (pérolas de queratina; 100x). B. Bovino 3. CCE moderadamente
diferenciado. Ha pequenas ilhas de queratincitos com moderado pleomorfismo e
queratinizacdo discreta (200x). C. Bovino 29. CCE pouco diferenciado. H& ninhos altamente

pleomdrficos circundados por acentuada desmoplasia (200x). H & E.
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Figura 28. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontdneo de samambaia (Pteridium aquilinum). A. Bovino 4. Carcinoma de células
escamosas (CCE) bem diferenciado e invasivo na base da lingua (100x). B. Bovino 23. llhas
de queratindcitos neopléasicos bem diferenciados circundadas por acentuada desmoplasia
invadindo a camada muscular em um espessamento estenosante anelar (CCE) no esbfago
cranial (100x). C. Bovino 3. H& acentuada reagdo desmoplésica circundando ilhas de CCE
bem diferenciado em um linfonodo (200x). D. Bovino 11. Infiltrado de eosinofilos no estroma
de um CCE bem diferenciado na epiglote (400x). E. Bovino 29. Altera¢des pré-neoplasicas no
epitélio da base da lingua (200x). F. Bovino 29. CCE em fase inicial de desenvolvimento no

epitélio da base da lingua (200x). H & E.
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Figura 29. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontadneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Metéstases de carcinomas de células
escamosas nos linfonodos. A. Bovino 1. Linfonodo ruminal mostrando areas multifocais
amarelas correspondendo microscopicamente a intensa queratinizagdo. B. Bovino 28.

Linfonodo retroesofagico com éreas de necrose em meio a acentuada queratinizacao.
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Figura 30. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Metéstases de carcinomas de células
escamosas (CCEs). A. Bovino 1. Areas amarelas multifocais nodulares no bordo do figado. B.
Bovino 7. Areas amarelas subpleurais. C. Bovino 27. Ulcera na mucosa contigua a metastase

de implantagdo de CCE nas camadas serosa e muscular do intestino delgado.
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Figura 31. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). A. Bovino 26. Metastase de carcinoma de
celulas escamosas (CCE) bem diferenciado no linfonodo retrofaringeo esquerdo (200x). B.
Bovino 29. Metéstase de CCE pouco diferenciado no figado (visto em 27C; 200x). C. Bovino
18. Metéstase de CCE bem diferenciado no pulmao (100x). D. Bovino 27. Metéastase de CCE

bem diferenciado no intestino delgado ilustrada na figura 30C (100x). H & E.
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Figura 32. Neoplasias do trato alimentar superior em bovinos associadas ao consumo
espontaneo de samambaia (Pteridium aquilinum). Imunomarcagdo para pancitoqueratina
bovina. A. Bovino 1. Linfonodo ruminal. Queratindcitos neoplasicos fortemente positivos
para citoqueratina (200x). B. Magnificacdo de A (400x). IHQ, LSAB - peroxidase,

contracoloracédo pela hematoxilina.
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4.2 Discussao

A samambaia (Pteridium aquilinum) é reconhecida como planta toxica para varias
espécies animais (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969; PLOWRIGHT et al.,
1971; PIRIE, 1973; CAMPOS NETO et al., 1975; JARRETT, 1978; FRANCA et al, 2002;
PEIXOTO et al., 2003) e sua toxicidade direta ou indireta para humanos também tem sido
investigada (EVANS et al., 1972; HIRONO et al., 1972; ALONSO-AMELOQOT et al., 1996;
MARLIERE et al., 1998; ALONSO-AMELOT et al, 1999; MARLIERE et al., 1999;
BICUDO, 2002).

P. aquilinum é cosmopolita, porém subdivide-se em variedades geogréficas bem
definidas (FENWICK, 1988), sendo P. aquilinum subesp. caudatum var. arachnoideum a
variedade encontrada no Brasil (FREITAS et al., 1999; TOKARNIA et al., 2000). Esta planta
requer condigdes ambientais favoraveis para seu pleno desenvolvimento e proliferacdo
(LORENZI, 1991; TOKARNIA et al., 1979; SMITH, 1999), como as observadas nas
propriedades estudadas (solos acidos e arenosos, encostas de morros).

Os 30 bovinos estudados com CCEs no TAS eram provenientes de propriedades rurais
onde a samambaia era abundante nas areas de pastoreio ou, como no caso de dois bovinos, 0s
animais tinham sido adquiridos de propriedades infestadas pela planta. Essa observagéo
epidemioldgica reforca os relatos de outros autores para essa forma de intoxicacdo por
samambaia no Brasil e em outros paises (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al.,
1969; PLOWRIGHT et al., 1971; PIRIE, 1973; JARRETT, 1978; JARRETT et al., 1978;
TOKARNIA et al., 2000).

Na maioria das propriedades estudadas (18/27) ja havia ocorrido pelo menos um caso
de CCE no TAS de bovinos no mesmo ano em que foi realizado o questionario
epidemiolégico ou em anos anteriores, e/ou casos de HEB (7/27), o que demonstra a
ocorréncia de perdas econdmicas consideraveis na regido em conseqiiéncia da presenca de
samambaia nas areas de pastoreio.

Dentre as condi¢6es descritas para o consumo da samambaia pelos bovinos, destaca-se
a fome (TOKARNIA et al., 1979; GAVA, 1993; TOKARNIA et al., 2000). A maioria dos
proprietarios relatou que a planta era consumida espontaneamente durante todo o ano, porém
em maiores quantidades quando havia escassez de alimentos.

A taxa de morbidade foi de 2,7% numa populacdo de 1090 bovinos. A letalidade pode

ser considerada como de 100%, levando-se em consideragdo que os bovinos que foram
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submetidos a eutanasia estavam em estado avancado da doenca e provavelmente iriam morrer
dentro de pouco tempo. Esses dados assemelham-se aos descritos na literatura (morbidade de
3% e letalidade de 100%) para essa forma de intoxicacdo no Estado de Santa Catarina
(GAVA, 1993).

A maioria dos bovinos afetados eram vacas, porém isso ndo representa uma
predisposicdo das fémeas para desenvolverem CCEs no TAS. Este fato que pode ser explicado
por essa categoria representar a maior parcela da populacdo bovina nas 27 propriedades
estudadas (41%) e nos dois municipios atingidos (34,5% em Jaguari e 36,3% em Nova
Esperanca do Sul). Adicionalmente, as vacas assim como os bois (destinados ao trabalho), tém
vida mais prolongada que as demais categorias de bovinos, tendo mais chances de desenvolver
as lesbes desta forma de intoxicacdo crénica por samambaia, a qual € considerada como dose-
dependente, ou seja, 0s bovinos devem consumir pequenas quantidades de samambaia por
varios meses a anos para desenvolverem os CCEs (TOKARNIA et al., 2000).

Os bovinos neste estudo tinham entre trés e 13 anos, sendo 0 maior numero de casos
entre sete e oito anos (46,6%). Estes dados estdo em concordancia com a literatura que destaca
uma maior casuistica em bovinos acima de seis anos (TOKARNIA et al., 2000),
principalmente entre sete e oito anos (GAVA, 1993). Somente dois bovinos tinham trés ou
quatro anos, porém isso indica que animais com menos de cinco anos também podem adoecer.
Né&o foi observada predisposicdo racial, sendo a grande maioria dos bovinos atingidos de raca
mista provavelmente por esta representar a maioria da populagédo bovina nas propriedades
estudadas.

Os sinais clinicos apresentados por todos os bovinos examinados foram semelhantes
aos relatados na literatura (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969; POLACK,
1990; GAVA, 1993; TOKARNIA et al., 2000;) e geralmente variaram de acordo com a
localizacdo do CCE de maior extensdo no TAS, de forma semelhante a descrita anteriormente
(DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969; TOKARNIA et al, 1979;
TOKARNIA et al., 2000), porém verificou-se também a ocorréncia de sinais clinicos nédo
diretamente relacionados a localizacdo do maior CCE ou relacionados com papilomatose
digestiva acentuada.

Bovinos que tinham CCEs na regido cranial do TAS (base da lingua,
faringe/orofaringe, epiglote) apresentavam mais freqlientemente tosse e sinais clinicos
relacionados com distarbios da apreensdo e degluticdo de alimentos. Bovinos com tumores
ulcerados nestas localizagcGes apresentaram halitose acentuada devido a impactacdo de

alimentos e necrose da massa tumoral. Os CCEs que causavam estenose do lumen esofagico e
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da entrada do rdmen geralmente eram acompanhados por sinais clinicos relacionados a
regurgitacdo de alimentos ou dificuldades na eructacdo dos gases da ruminacgdo, levando
freqlientemente ao timpanismo, semelhantemente ao descrito por outros autores (PIRIE,
1973; RADOSTITS et al., 2003). O curso clinico cronico associado ao impedimento mecanico
a ingestdo de alimentos (TOKARNIA et al., 2000) deve ter contribuido para o acentuado
emagrecimento observado em todos os bovinos intoxicados.

Os achados macroscopicos e histologicos caracterizaram-se principalmente por
alteracGes epiteliais neoplasicas benignas (papilomas) e malignas (PTs e CCEs) nas mesmas
localizagGes ao longo do TAS.

Papilomas foram observados em 29 dos 30 casos (97%) examinados nesse estudo,
semelhantemente ao que foi relatado na Escdcia, onde 96% dos bovinos tinham esses tumores
benignos nas mesmas localizagfes dos CCEs (JARRETT, 1978; JARRETT et al., 1978).
Foram também detalhadas as caracteristicas macroscopicas e microscopicas dos papilomas,
que se assemelharam as descritas na literatura (HEAD et al., 2002, JARRETT, 1978; 1985),
sendo importante salientar a presenca de varias fases de desenvolvimento desta lesdo. A
etiologia viral dos papilomas do TAS j& foi plenamente estabelecida, sendo 0s mesmos
causados pelo BPV-4 (JARRETT, 1985). Corplsculos de inclusdo intranucleares nos
queratindcitos foram relatados (JARRETT et al., 1978; JARRETT, 1978; 1985), porém néo
foram vistos neste estudo.

Ficou evidente através dos resultados deste trabalho que h& uma amplificacdo no
nimero de papilomas em bovinos pastoreando samambaia, pois na rotina de necropsias de
bovinos no LPV-UFSM, papilomas séo raramente vistos e quando sdo, geralmente estdo em
pequeno numero em bovinos provenientes de areas sem samambaia, fato que também foi
observado em bovinos de matadouro na Escocia (JARRETT, 1985). Esta amplificacdo tem
sido explicada (JARRETT et al, 1978; JARRETT, 1978; 1985) pelos efeitos
imunossupressores da samambaia (EVANS, 1968). Foi também demonstrado através de
estudo experimental que a ingestdo prolongada de samambaia deprime o mecanismo de
regressdo espontanea dos papilomas permitindo que os mesmos permanecam no TAS por
varios anos (JARRETT, 1985). Entretanto, vale salientar que papilomas com caracteristicas
histoldgicas tipicas da fase de regressdao, com infiltrados linfocitarios marcados (KNOWLES
et al, 1996), foram observados em varios dos bovinos deste estudo, indicando que ndo ha uma
total inibicdo dos mecanismos de regressdo espontanea dos papilomas, mas talvez haja um

retardamento neste processo. Com a permanéncia dos papilomas por mais tempo, a
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proliferacdo celular induzida pelo BPV-4 proveria um alvo amplificado para a acdo dos co-
carcindgenos quimicos presentes na samambaia (CAMPO et al., 1994; CAMPO, 1997; 2002).

Quanto a distribuicdo dos CCEs nas regides craniais, médias e caudais do TAS,
observou-se alteracdo nas percentagens quando considerados somente os tumores de maior
tamanho e quando considerou-se o nimero total de vezes em que CCEs de tamanhos variados
foram diagnosticados nas diferentes regides. A maior variacdo na percentagem foi observada
na regido média (de 16% para 26%) e as menores variacGes foram vistas nas regides cranial
(de 39% para 34%) e caudal (de 45% para 40%), respectivamente. Isto confirma que a
distribuicdo dos CCEs no TAS ndo € constante, tendo sido observados diferentes percentuais
de freqiéncia de aparecimento deste tumor em diferentes estudos (JARRETT, 1978;
JARRETT et al., 1978; GAVA, 1993; GAVA et al., 2002). Revela também uma percentagem
elevada de CCEs pequenos principalmente no es6fago, 0s quais possivelmente passam
despercebidos, no caso de apenas serem colhidos e examinados 0s tumores de maiores
proporgoes.

Microscopicamente, os CCEs examinados nos bovinos desse estudo tinham
caracteristicas semelhantes as descritas anteriormente (DOBEREINER et al., 1967;
TOKARNIA et al., 1969; JARRETT, 1978; POLACK, 1990; TOKARNIA et al., 2000). A
grande maioria era bem diferenciada e com abundante queratinizacdo. Através da
imunoistoquimica observou-se acentuada reducdo na imunomarcacdo para esse filamento
intermediario nos CCEs pouco diferenciados.

Um achado interessante foi a presenca freqliente de infiltrado inflamatério eosinofilico
no estroma conjuntivo dos CCEs. Esses infiltrados tinham sido observados anteriormente
(POLACK, 1990), porém sua presenca ndo foi discutida. Eosindfilos tém sido constantemente
observadas em CCEs de laringe em humanos (ERCAN et al., 2005; SAID et al., 2005) e foram
correlacionados com um maior potencial de invasédo tumoral (SAID et al., 2005) ou com a
idade dos pacientes, sendo mais freqiientes em pessoas com idade superior a 60 anos (ERCAN
et al., 2005). O papel dos eosinéfilos nos CCEs de bovinos intoxicados por samambaia ndo
esta definido e podera vir a ser investigado.

Metastases de CCEs foram observadas independentemente do grau de diferenciagéo
celular dos CCEs primarios. A percentagem de metastases (60%) foi superior aos relatos
anteriores que reportaram metastases em 20-40% dos casos (HEAD et al., 2000; JARRETT,
1978; JARRETT et al., 1978).

Somente em um bovino foi observada uma lesdo nodular no intestino, correspondendo

histologicamente a um adenoma. Lesbes nodulares multiplas (adenomas ou pdlipos
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adenomatosos; placas sésseis compostas de epitélio hipercromatico; lesdes marcadamente
proliferativas na ampola de Vater; e adenocarcinomas) foram relatadas nos intestinos de 56%
de 80 bovinos examinados com CCEs no TAS (JARRETT et al., 1978).

Um bovino tinha um papiloma na mucosa da bexiga, diferindo da literatura que relata a
frequente coexisténcia entre CCEs no TAS e tumores na bexiga relacionados a HEB
(DOBEREINER et al., 1967; JARRETT et al., 1978; POLACK, 1990; SOUZA & GRACA,
1993; TOKARNIA et al., 1969; TOKARNIA et al., 2000). Baseado no questionario
epidemioldgico, a ocorréncia de HEB nas propriedades estudadas é bem menos expressiva
naquela regido do que a ocorréncia de CCEs no TAS associada ao consumo de samambaia,
concordando com os autores que observaram que as diferentes formas clinicas da intoxicacéo
por samambaia ndo ocorrem com a mesma freqiiéncia nas diversas regides (DOBEREINER et
al., 1967; TOKARNIA et al., 2000).

A observacdo da estreita correlacdo na distribuicdo da papilomatose digestiva e dos
CCEs alimentares (BUENO, 1953; PLOWRIGHT, 1955; JARRETT, 1978; JARRETT et al.,
1978) bem como a ligacdo desta doencga ao consumo de samambaia (DOBEREINER et al.,
1967; TOKARNIA et al., 1969; JARRETT, 1978; JARRETT et al., 1978) foi crucial para a
elucidacdo de grande parte da patogenia desta forma de intoxicacdo por P. aquilinum. Os
estudos experimentais in vivo também confirmaram o papel da samambaia na carcinogénese
da HEB (ROSEMBERGER & HEESCHEN, 1960 apud DOBEREINER et al., 1966) e dos
CCEs do TAS (JARRETT, 1985; CAMPO et al., 1994). A etiologia viral dos papilomas
alimentares foi confirmada pela demonstracdo de grandes corpusculos de inclusdo
intranucleares em queratindcitos, pela evidenciacdo de particulas virais correspondentes a um
papilomavirus na microscopia eletronica (JARRETT, 1978), e pela deteccdo do DNA do
BPV-4 (CAMPO et al., 1985; CAMPO et al., 1994).

A presenca de papilomas em transformagdo (PTs) para CCEs em mais da metade dos
bovinos estudados foi um dos achados mais importantes deste estudo. Os PTs estavam
localizados proximos a papilomas ou CCEs e apresentavam aspectos histologicos
convincentes da malignizacdo desta neoplasia inicialmente benigna. Essas sdo evidéncias
morfolégicas indiscutiveis da transformacdo de papilomas em CCEs no TAS, como descritas
anteriormente (JARRETT, 1978; JARRETT et al., 1978), e foram a base para varios estudos
moleculares ja realizados (CAMPO et al., 1980; JARRETT, 1980; JENSON et al., 1980;
CAMPO et al., 1985; GAUKROGER et al., 1989; GAUKROGER et al., 1991; ANDERSON
et al., 1997) . A presenca do DNA do BPV-4 ndo é necessaria para a manutencao do estado
maligno dos CCEs (CAMPO et al.,, 1985; CAMPO et al., 1994), como comprovado por
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técnicas moleculares avangadas (CAMPO et al., 1994; GAUKROGER et al., 1991), incluindo
a tecnica de Southern blot, que é considerada como padrdo-ouro para a deteccdo de
papilomavirus (WOSIACKI, 2002). Uma explicacdo para a auséncia do DNA viral nos CCEs
alimentares é a de que o papel do BPV-4 na carcinogénese estaria confinado aos primeiros
estagios de transformacdo celular (CAMPO et al., 1994). Uma das grandes diferencas entre o
potencial oncogénico do BPV-4 e do papilomavirus humano (HPV), é que o BPV-4 néo
possui 0 gene E6 (JACKSON et al., 1991), o qual contribui grandemente para a transformacéo
celular maligna observada na infeccdo pelo HPV-16 em humanos (PENNIE et al., 1993;
CAMPO et al., 1985; DAS et al., 1993; SHOW-LI et al., 1993; LANCASTER, 1993).

O sinergismo entre a infeccdo por BPV-4 e a exposi¢do a quercetina, um flavonoide
carcinogénico presente na samambaia (PAMUCKU et al., 1980; MUSONDA & CHIPMAN,
1999), na transformacdo celular foi bem estabelecido em estudos in vitro (JAGGAR et al.,
1990; CAMPO et al., 1999; PENNIE & CAMPO, 1992; CAIRNEY & CAMPO, 1995;
CONNOLLY etal., 1998; BENISTON et al., 1999; BENISTON et al., 2001). A comprovacéo
deste sinergismo in vivo ndo foi completa, ndo ocorrendo malignizacdo dos papilomas em
bovinos infectados pelo BPV-4 e tratados com quercetina, possivelmente porque estes eram
imunocompetentes, eliminando qualquer célula maligna através de mecanismos de
imunovigilancia. Isto confirma também a necessidade da imunossupressdo conferida por
outros principios toxicos da samambaia na patogenia dos CCEs, pois a quercetina ndo €
imunossupressora (CAMPO et al., 1994).

Adicionalmente, em outros estudos in vivo (JARRETT et al., 1978; JARRETT, 1980)
foi dificil afirmar se todos os CCEs originavam-se de papilomas pré-existentes ou se também
havia transformacdo maligna simultanea do epitélio previamente normal. Através do
encaminhamento dirigido de areas rugosas na mucosa do TAS, principalmente da mucosa
esofagica, foi possivel observar microscopicamente alteragdes pré-neoplasicas (areas de
displasia), areas de CCE in situ e CCEs em fase inicial de crescimento, independentemente da
presenca de papilomas no local, mostrando claramente ser possivel o desenvolvimento de
CCEs diretamente do epitélio normal. Este aspecto é muito importante na patogenia dos
CCEs, pois indica que além das interagdes BPV-4-quercetina propostas por alguns autores
(PENNIE & CAMPO, 1992; CAIRNEY & CAMPO, 1995; CONNOLLY et al., 1998;
BENISTON et al.,, 1999; BENISTON et al.,, 2001), deve haver uma acdo direta da
carcinogénese quimica da samambaia, possivelmente do ptaquilosideo norsesquiterpeno
(EVANS et al., 1961; HIRONO et al., 1973; FENWICK, 1988; POTTER, 1999; SMITH et al.,
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1999; VILLALOBOS-SALAZAR et al., 1999), no desenvolvimento pelo menos de parte dos
CCEs digestivos.
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5. CONCLUSAO

1 — O diagnostico da doenca é baseado nos dados epidemioldgicos (presenga e consumo da
samambaia), sinais clinicos, achados de necropsia e histolégicos.

2 — A idade dos bovinos variou entre trés e 13 anos, sendo mais freqlientemente afetados os

bovinos entre sete e 0ito anos.

3 — Os achados macroscopicos e histoldgicos consistiram de papilomatose digestiva,

papilomas em transformacéo (PT) para CCEs, CCEs e metastases de CCEs.

4 — Os CCEs foram observados mais freqlientemente nas regides craniais (base da lingua,
faringe/orofaringe, epiglote) e caudais (entrada do rumen e rimen), e menos frequentemente

no es6fago.

5 — A histologia dos papilomas revelou trés fases de desenvolvimento: fase inicial de

crescimento, fase de desenvolvimento e fase de regressao.

6 — A presenca de PTs ao longo do TAS é a principal evidéncia histomorfoldgica da co-
carcinogenicidade entre os principios toéxicos da samambaia e a infecgdo pelo papilomavirus

bovino tipo 4.

7 — A presenca de areas de displasia e de CCEs in situ no epitélio de revestimento de varias
regibes do TAS demonstra que os CCEs também podem iniciar diretamente do epitélio prévia

e aparentemente normal.
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APENDICE A

Protocolo de imunoistoquimica (IHQ) para citogueratina bovina.

1) Preparacao das laminas

- Corte histol6gico de 3 um em lamina silanizada

2) Protocolo de IHQ

- Xilol por 30 min (na estufa 60° C)

- Xilol (frio) por 5 min

- Alcool absoluto (banho rapido para retirar o excesso de xilol)

- Alcool 96° GL por 1 min

- Alcool 90° GL por 30 seg

- Alcool 80° GL por 30 seg

- Alcool 70° GL por 1 min

- Agua corrente por 3 min

- Agua destilada por 1 min

- Perdxido de hidrogénio a 3% (10 volumes) — 2 vezes de 10 min (pingar sobre 0s cortes
individualmente)

- Lavar em &gua corrente por 10 min

- Agua destilada por 1 min

- Lavar em &gua destilada em 2 vezes por 5 min

- Levar ao microondas no tampdo TRIS-EDTA (pH 9,0) — 4 vezes por 2,5 minutos
(preenchendo o recipiente quando necessario)

- Deixar esfriar em temperatura ambiente

- Agua corrente por 5 min; 4gua destilada por 1 min

- Clara de ovo (1 clara em 100 ml de agua) em agua destilada por 15 min

- Agua corrente por 5 min; 4gua destilada por 1 min

- Leite em pé desnatado a 5% em PBS por 20 min

- Agua corrente por 3 min; 4gua destilada por 1 min

- PBS por 5 min

- Anticorpo primario: - pingar o Ac diluido a 1:1000 (em diluente de anticorpo) sobre os

cortes
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- Incubar “overnight” em camara Umida

- Lavar em PBS - 2 vezes de 5 min (cada)

- LSAB (Ac secundario e biotina): - pingar gotas amarelas na quantidade suficiente para
cobrir o corte

- Incubar por 30-35 min a 25° C (temperatura ambiente)

- Lavar o excesso com PBS

- Mergulhar em PBS por 2 vezes de 5 min (trocando o PBS)

- LSAB (estreptavidina - peroxidase): pingar gotas vermelhas em quantidade suficiente para
cobrir o corte

- Incubar por 30-35 min a 25° C (temperatura ambiente)

- Lavar o excesso em PBS

- Mergulhar em PBS — por 2 vezes de 5 min (trocando o PBS)

- DAB - diluido conforme as indicacdes do fabricante (pingar quantidade suficiente para
cobrir os cortes) - tempo variavel (até o corte ficar levemente marrom)

- Parar a reacdo em agua destilada

- Agua corrente por 3 min

- Contracorar com Hematoxilina de Harris por 1 min

- Agua corrente por 5 min

- Alcool absoluto rapido

- Alcool absoluto por 2 vezes de 1 min

- Xilol 1 (lavar bem)

- Xilol 2

- Montagem em laminula com Entellan
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APENDICE B

Outras alteragcBes macroscopicas e histolégicas observadas em 30 bovinos com carcinomas de células escamosas
(CCEs) no trato alimentar superior.

Bovino

Alteracdes

01

Lingua: multiplos cistos de Sarcocystis sp.
Utero: endometrite fibrinopurulenta subaguda difusa moderada.
Encéfalo - Meninges: hemorragias multifocais. Ponte: leucocitostase leve.

02

Lingua: multiplos cistos de Sarcocystis sp.
Rim: infarto subagudo focal.
Encéfalo - Mesencéfalo: vacuolizagdo neuronal moderada no ndcleo vermelho.

03

Pele hirsuta: dermatite eosinofilica e linfo-histioplasmocitaria associada a organismos com
morfologia compativel com larvas de Dermatobia hominis.

Pulmao: enfisema intersticial e interlobular difuso acentuado com fibrose multifocal.

Rdmen: numerosos exemplares de trematddeos compativeis morfologicamente com
Paramphistomum sp.

Pancreas: multiplos nddulos de hiperplasia.

Rim: atrofia da gordura perirrenal.

Figado: atrofia do lobo esquerdo.

Encéfalo - Cértex telencefélico e cerebelo: manguitos perivasculares discretos.

04

Figado: telangiectasia multifocal e leve infiltrado inflamatério linfocitario periportal.
Encéfalo - Cértex telencefalico, hipocampo, nucleos da base: melanécitos nas leptomeninges.
Talamo: melanécitos nas leptomeninges e vacuolizacdo de neur6nio do nucleo habenular.

05

Tegumento e tecido subcutaneo: moderada infestacdo por Boophilus microplus e Dermatobia
hominis.

06

Encéfalo - Tronco encefalico: hemorragia subdural focalmente extensa. Capsula interna:
presenca de um exemplar de Sarcocystis sp.

07

Encéfalo - Mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais: vacuolizagdo neuronal moderada. Bulbo
na altura do dbex e mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais: presenca de lipofuscina.

08

Tegumento e tecido subcuténeo: atrofia serosa da gordura.
Pulmao: pneumonia granulomatosa com areas de agudizacdo multifocal acentuada.
Figado: telangiectasia multifocal moderada.

09

Tegumento e tecido subcuténeo: atrofia serosa da gordura.
Coracao: presenca de petéquias no sulco coronario.

10

Tegumento e tecido subcuténeo: atrofia serosa da gordura.
Coracao (epicardio): area focalmente extensa de hemorragia.

12

Encéfalo - Rete mirabile carotidea: presenca de sangue nos seios venosos. Mesencéfalo na
altura dos coliculos rostrais: vactolos no citoplasma de neurénios do ntcleo vermelho.

13

Utero: presenca de um feto fémea com 25 cm de comprimento da nuca ao sacro.
Encéfalo - Mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais: vactolos no citoplasma de neurdnios do
nicleo vermelho. Ponte na altura dos pedinculos cerebelares: lipofuscinose multifocal.

14

Tegumento e tecido subcuténeo: atrofia serosa da gordura.

Intestino delgado: maltiplos nédulos de Oesophagostomum sp.

Figado: atrofia do lado esquerdo. Histo: infiltrado neutrofilico e linfocitéario periportal moderado.
Vesicula biliar: presenca de concrecdo arenosa de 3 cm de diametro.

Encéfalo - Rete mirabile carotidea: presenca de sangue nos seios venosos. Mesencéfalo na
altura dos coliculos rostrais: vactolos no citoplasma de neurdnios do nicleo vermelho.

16

Figado: abscessos multifocais. Fibrose periportal acentuada.
Encéfalo - Mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais: lipofuscinose multifocal.

17

Traqguéia: edema moderado.

Pulmdo: enfisema e congestdo multifocal moderada.
Coracao: atrofia serosa da gordura.

Rim: atrofia da gordura perirrenal.
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Figado: atrofia difusa moderada do parénquima hepaético.
Encéfalo - Mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais: vacuolizagdo neuronal no nucleo
vermelho.

Pulmao: hemorragia, congestdo e edema multifocal acentuado.

18 Encéfalo - Ponte na altura dos peduinculos cerebelares e mesencéfalo na altura dos coliculos
rostrais: lipofuscinose. Cerebelo: conglutinacdo cerebelar.
Rim: auséncia da gordura perirrenal.

19 . P . . . o
Encéfalo - Mesencéfalo: hd um manguito perivascular linfo-histiocitario.

20 Rim: auséncia da gordura perirrenal. _

Encéfalo - Cortex frontal: melanose meningea multifocal leve.

21 Pulmao: _pneumon_ia fibrinosupurativa e linfo-histiocitaria com fibrose multifocal moderada
(pneumonia por aspiracdo).

Figado: numerosos exemplares de trematddeos compativeis morfologicamente com Fasciola
hepatica.
Rim: auséncia da gordura perirrenal.

22 Rumen: numerosos exemplares de trematédeos compativeis morfologicamente com
Paramphistomum sp.

Encéfalo - Ponte na altura dos peduinculos cerebelares: manguito perivascular. Rete mirabile
carotidea: sangue nos seios venosos. Hipofise: microcistos.

93 Fl'.gado: absc_essos multifocaisf.

Rim: auséncia da gordura perirrenal.
Ubere: mastite purulenta multifocal moderada.

24 Pulmao: -pneumon_ia fibrinosupurativa e linfo-histiocitaria com fibrose multifocal moderada
(pneumonia por aspiracdo).

Rim: auséncia da gordura perirrenal.
Coragéo: exemplares de Sarcocystis sp.

25 Encéfalp - Bulbq na altura do Obex e mesencéf_alo na altura dos co_Iicqus rostrais:
lipofuscinose multifocal moderada. Cortex telencefalico: melanose nas meninges. Cerebelo:
conglutinacdo cerebelar e hemorragia subdural leve a moderada.

Encéfalo - Bulbo na altura do dbex, mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais, cerebelo:

26 conglutinacdo cerebelar. Ponte na altura dos pedunculos cerebelares: lipofuscinose multifocal
leve.

Encéfalo - Bulbo na altura do 6bex: lipofuscina acentuada predominantemente nos nicleos
dorsais dos nervos vago e trigémeo. Ponte na altura dos pedinculos cerebelares: lipofuscinose
acentuada. Mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais: lipofuscinose acentuada e presenca de

97 vacuolos intracitoplasméticog em neurdnios (_jo nacleo ver_melho. Cerebelo:' conglutinacédo
cerebelar. Cortex telencefélico frontal e parietal: melandcitos nas leptomeninges. Talamo:
vacuolos intracitoplasmaticos em neurdnios do ndcleo habenular. Hipocampo: hialinizagdo dos
vasos do plexo cor6ide e presenca de melandcitos leptomeningeais. Nicleos da base: melandcitos
leptomeningeais.

Encéfalo - Bulbo na altura do 6bex: lipofuscinose moderada. Ponte na altura dos pedunculos
cerebelares: hemorragia subdural e lipofuscinose moderada. Mesencéfalo na altura dos coliculos

28 rostrais: lipofuscinose acentuada nos ngurénios dc_) nucleos vermelho e oculomotor e neurénios_ao
redor do aqueduto. H& vacuolos intracitoplasméaticos no nucleo vermelho. Cortex telencefalico
frontal e parietal e hipocampo: ha moderada quantidade de macréfagos carregados com
hemossiderina ao redor dos vasos da substancia branca e leptomeninges.

29 Encéfalo - Bulbo na altura dp obex, ponte na gltura dos pedunculos cerebelares, mesencéfalo
na altura dos coliculos rostrais: hemorragia perivascular leve.

Encéfalo - Bulbo na altura do ébex: hemorragia subdural. Ponte na altura dos peddnculos
cerebelares: lipofuscinose discreta. Cerebelo: h4d hemorragia subdural multifocal moderada e
30 conglutinagdo cerebelar. Alguns neurdnios de Purkinje estdo finamente vacuolizados. Talamo:

hemorragia no 11l ventriculo. Cértex telencefalico frontal e parietal, hipocampo e nudcleos da
base: presenca de melandcitos leptomeningeais.




