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RESUMO

Dissertacdao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacao em Medicina Veterindria
Universidade Federal de Santa Maria

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS E LESOES VESICAIS NA
INTOXICACAO CRONICA ESPONTANEA POR Pteridium aquilinum EM BOVINOS
AUTORA: ADRIANE LOY GABRIEL
ORIENTADORA: GLAUCIA DENISE KOMMERS
Data e local da defesa: Santa Maria, 16 de dezembro de 2008.

Foram estudados casos espontineos de intoxica¢do crdnica por samambaia em bovinos nas formas
clinicopatolégicas de carcinoma de células escamosas (CCE) no trato alimentar superior (TAS) e de hematdria
enzodtica bovina (HEB), provenientes da Mesorregido Centro Ocidental do Rio-Grandense e encaminhados ao
Laboratério de Patologia Veterindria (LPV) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Para o estudo
epidemioldgico, foi avaliado o perfil das propriedades quanto a finalidade da criagdo, principal atividade da
propriedade, altitude e drea de infestacdo pela planta. Quanto a esses pardmetros, as propriedades com uma ou
outra forma de intoxicac@o crdnica ndo apresentaram diferencas. Foi determinado o perfil dos bovinos afetados
quanto a idade, sexo e raga. Os mais afetados por ambas as formas clinicas foram fémeas de raca mista
(predominante na regido). Na HEB houve predominio de bovinos adultos (tr€s a sete anos) e a forma de CCEs no
TAS afetou mais bovinos idosos (mais de oito anos). Para o estudo clinico foram avaliados os sinais clinicos de
bovinos com CCEs no TAS e com HEB e realizados hemogramas na fase terminal da doenca. Os principais
sinais clinicos nos bovinos com CCEs no TAS foram emagrecimento progressivo, atonia ruminal, tosse, disfagia,
timpanismo, regurgitacdo e hematuria, vista em um caso. Nos bovinos com HEB, hematuria foi o principal sinal,
observado em todos os casos, seguido de emagrecimento progressivo. No exame hematoldgico, 33,33% dos
bovinos com CCEs no TAS e 66,67% dos bovinos com HEB apresentaram anemia arregenerativa. Alteragdes no
leucograma ocorreram em alguns casos, mas linfopenia foi um achado infreqiiente em ambas as formas de
intoxicacdo. Para o estudo morfoldgico, foram avaliadas as bexigas de 46 casos de CCEs no TAS e de 11 casos
de HEB. Macroscopicamente, 16/46 bexigas dos casos de CCEs no TAS apresentaram alteragdes macroscépicas,
que foram nédulos vermelhos ou pdlidos, hemorragia e papilomas; urina vermelha foi observada em trés casos.
Nos casos de HEB, os achados macroscépicos vesicais foram nédulos vermelhos, massas neopldsicas focalmente
extensas, urina vermelha, papilomas, hemorragias e ruptura de bexiga; pielonefrite e hidronefrose foram
observados em poucos casos. Histologicamente, 44/46 (95,65%) bexigas de bovinos com CCEs no TAS
apresentaram 22 tipos diferentes de alteragdes morfoldgicas, que foram classificadas em alteragdes neopldsicas
(5/22) e alteracdes ndo-neopldsicas (17/22), as quais foram divididas em alteragdes epiteliais ndo-neopldsicas
(6/17), alteracdes gerais na ldmina prépria (6/22) e alteracdes inflamatdrias (5/17). Os achados histolégicos das
bexigas dos casos de HEB foram classificados da mesma forma, resultando em 19 tipos diferentes de alteracdes
morfolégicas. Dessas, 5/19 eram alteracdes neopldsicas e 14/19, alteracdes ndo-neopldsicas (9/14 alteragdes
epiteliais ndo neopldsicas, 3/14 alteracdes gerais na lamina prépria e 2/14 alteracdes inflamatérias). Na HEB, os
neoplasmas mesenquimais foram mais observados que os epiteliais, € a maior parte era maligno. A técnica de
imuno-histoquimica foi utilizada para caracterizar os aspectos morfoldgicos, principalmente dos neoplasmas.
Através do estudo morfolégico concluiu-se que é muito freqiiente a ocorréncia de lesdes vesicais em bovinos
com a forma cronica de CCEs no TAS e que essas sdo idénticas as encontradas nos bovinos com HEB.

Palavras-chave: doengas de bovinos; plantas toxicas; Pteridium aquilinum; hematuria enzodtica bovina;
carcinoma de células escamosas do trato digestdrio; patologia veterindria.
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Spontaneous cases of chronic poisoning by Pteridium aquilinum in cattle were studied. The clinical
forms of the disease were squamous cell carcinoma (SCCs) of the upper digestive tract (UDT) and bovine
enzootic hematuria (BEH). The cases were from the midland Region of the Midwest of Rio Grande do Sul State,
Brazil. For the epidemiological study, the profile of the farms was analyzed about herd purpose, main activity of
the farm, altitude, and area of plant infestation. No differences were observed among the clinical forms,
according to these criteria. Analysis of the ager, gender, and breed of the affected cattle revealed that, in both
clinical forms of disease, mixed breed cows (more common in that region) were more affected. In BEH, adult
cattle (3-to-7-years-old) were more frequently affected. In the form of UDT SCCs, aged cattle (more than 8-
years-old) were more affected. For the clinical study, clinical signs and blood work were evaluated at terminal
phase of disease. Cattle with UDT SCCs, had progressive weigth loss, ruminal atony, cough, dysphagia,
bloating, and regurgitation. Hematuria was clinically observed in one case of this disease form. In cattle with
BEH, hematuria was observed in all cases, followed by progresive weigth loss. Non-regenerative anemia was
detected in 33.33% in UDT SCCs form and in 66.66% of BEH form. Changes in white blood count occurred in
some cases but drop in lymphocytes was uncommon in both forms of disease. For the morfological study,
urinary bladders of 46 UDT SCCs cases and 11 BEH cases were analyzed. Grossly, 16/46 bladders of the UDT
SCCs form had gross lesions (vesical red or pale nodules, hemorrhages, and papilomas; red urine in the three
cases). In BEH form, the bladder had nodules, large neoplastic masses, red urine, papilomas, and hemorrhages.
Pielonephritis and hidronephosis were seen in a few cases. Microscopically, in the UDT SCCs form, 44/46
(95.65%) bladders had 22 different types of morphological changes, caracterized by neoplastic lesions (5/22) and
non-neoplastic lesions (17/22), which were subdivided in non-neoplastic epithelial changes (6/17), general
changes of the lamina propria (6/17), and inflammatory changes (5/17). The bladder changes in BEH form were
of 19 different types, caracterized by neoplastic lesions (5/19) and non-neoplastic lesions (14/19), which were
subdivided in non-neoplastic epitelial changes (9/14), general changes of the lamina propria (3/14), and
inflammatory changes (2/14). In BEH, mesenchymal neoplasms were more observed than epithelial ones, and
most of them were malignant. Immunohistochemistry was utilized to characterize the histogenesis of poorly
differentiated neoplasms. In conclusion, the morfological study showed that urinary bladder lesions are very
often in cattle with the UDT SCCs form, and were identical to the ones seen in cattle with BEH.

Key-words: diseases of cattle; toxic plants; Pteridium aquilinum; bovine enzootic hematuria; squamous cell
carcinomas of the digestive system; veterinary pathology.
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1  INTRODUCAO

A samambaia (Pteridium aquilinum) é uma planta de grande importancia e ampla
distribuicdo que causa diversos quadros clinicos de intoxicagdo em animais domésticos
(TOKARNIA et al., 1979). Em bovinos ela é conhecida por causar trés quadros clinicos de
intoxica¢do, um agudo e dois cronicos. As formas cronicas sdo os carcinomas de células
escamosas (CCEs) no trato alimentar superior (TAS; SOUTO et al., 2006a) e a hematuria
enzoodtica bovina (HEB; SOUTO et al., 2006b). Ambas as formas sdo responsdveis por
grandes perdas econdmicas em regides endémicas (RIET-CORREA; MEDEIROS, 2001),
porém a prevaléncia dessas formas varia de regido para regiao (TOKARNIA et al., 1969).

A concentragdo dos principios toxicos pode variar dependendo de condigdes
geograficas e ambientais (HIRONO et al., 1973; VILLALOBOS-SALAZAR, 1999) e talvez
influenciar na ocorréncia de uma ou outra forma crénica de intoxicacdo (GAVA et al., 2002).
A idade dos bovinos, a quantidade de planta ingerida e o tempo de ingestdo também estao
diretamente relacionados ao tipo de intoxicacio observada (DOBEREINER et al., 1967).

Foi observada a coexisténcia de lesdes das formas cronicas de intoxicacdo e, nesses
casos, a lesd@o mais acentuada, aquela que finalmente causa o aparecimento dos sinais clinicos
mais evidentes, parece determinar o tipo de forma clinica apresentada pelo animal
(DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969).

Nos tultimos anos, estudos das formas cronicas de intoxicacdo espontanea por P.
aquilinum t€m sido realizados no Laboratério de Patologia Veterindria (LPV) da UFSM
(SOUTO, 2005; SOUTO et al., 2006b; MASUDA, 2007). Nesses trabalhos sempre foram
enfatizadas as alteragdes caracteristicas de uma ou de outra forma clinica cronica, porém a
sobreposicdo das formas ndo foi contemplada nos mesmos, especialmente a avaliacdo das
lesdes vesicais nos casos da forma cronica de CCEs no TAS. A forma aguda da intoxicacao
também tem sido estudada no LPV-UFSM (ANJOS et al.,2008).

Os objetivos gerais deste estudo foram avaliar parametros epidemioldgicos, clinico-
hematoldgicos e morfolégicos das formas cronicas de intoxicagdo por P. aquilinum. Para o
estudo epidemioldgico foram avaliados aspectos relacionados as propriedades e aos bovinos
afetados. Os aspectos clinico-hematolégicos foram avaliados pelos sinais clinicos e as
alteracdoes hematoldgicas na fase terminal da doenga. Para o estudo morfolégico foram

estudadas as lesOes vesicais observadas em ambas as formas de intoxicagdo cronica. O
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presente trabalho foi realizado a partir de materiais recebidos pelo LPV-UFSM, entre 2003 e
2008.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracoes gerais sobre Pteridium aquilinum

Pteridium aquilinum € uma planta pertencente a familia Polypodiacea, conhecida
pelos nomes populares de “samambaia”, “samambaia do campo” ou “pluma” (TOKARNIA et
al., 2000). Ela é considerada uma das plantas toxicas mais importantes em todo o mundo,
principalmente devido a sua extensa distribuicao e pelos diversos quadros clinicopatolégicos
que provoca em animais domésticos (TOKARNIA et al., 1979). A ingestdo de outras
samambaias como P. revolutum, encontrada no sul da Asia, P. esculentum e Cheilanthes
sieberi, encontrada na Austrdlia, também induz intoxicagdo cronica com quadro clinico de
hematuria enzodtica (NEWMAN et al., 2007).

A samambaia tem por habitat ideal regides frias e montanhosas, com boa pluviosidade,
solos &cidos, bem drenados, porém se adapta em outros ambientes. P. aquilinum subesp.
caudatum var. arachnoideum é a tunica descrita no Brasil (RIET-CORREA et al., 2007), e
ocorre principalmente nas regides montanhosas, desde o sul da Bahia até o Rio Grande do

Sul, mas também € invasora nos estados de Amazonas, Acre, Mato Grosso e Pernambuco

(TOKARNIA et al., 2000).

2.2 Formas clinicopatolégicas de intoxicacao por P. aquilinum em bovinos

Em bovinos, sao descritas trés formas clinicas de intoxicac¢do, sendo uma forma aguda
chamada de sindrome hemorrédgica aguda (SHA) ou didtese hemorragica (ANJOS et al., 2008)
e duas formas de intoxicacdo cronica que sdo a hematuria enzoética bovina (HEB; SOUTO et
al., 2006b) e os carcinomas de células escamosas (CCEs) no trato alimentar superior (TAS;
SOUTO et al., 2006a).

A SHA acomete principalmente bovinos jovens, com menos de dois anos de idade,
que ingerem doses didrias maiores que 10 g/Kg da planta (10 a 30 g/Kg) por algumas semanas

a poucos meses (TOKARNIA et al., 1979). Os bovinos afetados apresentam febre, andar
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cambaleante, sialorréia, depressdo, perda de apetite, emagrecimento, fezes com sangue e/ou
codgulos de sangue (BARROS et al., 1987) e hemorragias na pele € mucosas visiveis
(TOKARNIA et al.,, 2000). Macroscopicamente, observam-se hemorragias em todos os
orgdos e eventualmente tulceras nas mucosas (TOKARNIA et al., 1979). Através do exame
histopatoldgico, as hemorragias observadas na necropsia sdo vistas nos mais diversos 6rgaos e
ha rarefacdo do tecido hematopoético na medula 6ssea (TOKARNIA et al., 1967; ANJOS et
al., 2008).

A énfase das se¢des que se seguem desta revisdo de literatura, com detalhamento da
epidemiologia, aspectos clinicopatoldgicos e etiopatogé€nese, serd nas formas cronicas de

intoxicacdo (HEB e CCEs no TAS) por samambaia em bovinos.

2.3 Epidemiologia da intoxicacao cronica

A ocorréncia das formas cronicas de intoxicagdo em bovinos tem como caracteristica
comum a infestacdo dos pastos por P. aquilinum. A incidéncia e a freqiiéncia com que as
formas da doenca ocorrem variam entre as diversas regides do pais (TOKARNIA et al.,
1969).

A atividade carcinogénica e a concentragdo dos principios toxicos da planta sdo
influenciadas por diversos fatores, entre eles: condi¢des geograficas e ambientais (HIRONO
et al,, 1973; VILLALOBOS-SALAZAR, 1999), variedade de P. aquilinum (FENWICK,
1988), estagio de crescimento (SMITH et al., 1999) e armazenamento (FRANCA et al., 2002)
da planta. Talvez a ocorréncia das diferentes manifestagdes clinicas esteja ligada a alguns
destes fatores (GAVA et al., 2002). Foi demonstrado, através de experimentos em ratos, que
P. aquilinum proveniente de dreas onde ocorre a HEB, possui atividade carcinogénica mais
elevada e concentracdo maior de ptaquilosideo do que de dreas onde a HEB ndo tem sido
relatada (SMITH et al. 1988).

A intoxicacdo ocorre em diversos paises do mundo em dreas baixas, situadas a poucos
metros acima do nivel do mar, e em regides altas, com até 2.400 metros de altitude
(CAMPOS NETO et al., 1975). A HEB tem sido descrita especialmente em locais com
altitudes entre 200 a 1.000 metros (FRANCA et al., 2002). A ocorréncia de HEB e de CCEs
no TAS, diferentemente da forma aguda, ndo tem distribuicao sazonal, provavelmente devido

a progressao cronica da doenga (GAVA et al., 2002).
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Toda a planta € toxica (fresca e dessecada como feno) e a brotacdo € a parte mais
toxica (TOKARNIA et al., 1979). A ingestdo de feno contaminado com a planta e a ingestdo
dos rizomas expostos pela aragdo também tem causado a intoxicagdo em animais
(TOKARNIA et al., 2000). As condicdes em que ocorre a intoxicagdo sdo varias. A fome € o
principal fator que leva os bovinos a ingerirem a samambaia, porém h4 indicios de que o vicio
também possa condicionar a ingestdo, visto que os animais seguem ingerindo a planta mesmo
apds cessada a condi¢do que determinou sua ingestdo inicial (TOKARNIA et al., 1979).
Como condig¢des iniciais estdo relacionadas a escassez de alimento causada por superlotagao,
periodos prolongados de seca (GAVA, 1993), geadas, queimadas (SOUZA; GRACA, 1993) e
a caréncia de material fibroso na alimentacao (TOKARNIA et al., 2000).

Alguns fatores parecem ter participacdo em determinar o tipo de intoxicacao
observada; entre eles, a idade em que os bovinos comecam a ingerir P. aquilinum, a
quantidade consumida e o periodo de tempo pelo qual ingerem a planta (DOBEREINER et
al., 1967). A HEB afeta principalmente bovinos com idade superior a dois anos (TOKARNIA
et al., 2000). Os CCEs no TAS afetam principalmente bovinos de idade mais avangada, com
aproximadamente seis anos ou mais (TOKARNIA et al., 2000). Em um estudo de 40 casos
espontaneos de CCEs no TAS, a idade dos bovinos variou entre trés € 13 anos, com pico aos
oito anos (27,5%) (MASUDA, 2007). Quanto a quantidade ingerida, bovinos que consomem
menos de 10 g/kg/dia durante um ano ou mais, desenvolvem HEB. As quantidades didrias de
samambaia a serem ingeridas capazes de causar o desenvolvimento dos neoplasmas no TAS
sao ainda menores que as que causam HEB, porém a ingestdo se dd por mais tempo
(TOKARNIA et al., 2000).

Em ambas as formas cronicas ndo hd predisposi¢do por raca (PAMUKCU et al., 1976;
SOUTO, 2005) ou sexo (HOPKINS, 1986), porém, as fémeas parecem ser mais afetadas
devido a maior permanéncia desses animais na fazenda (CAMPOS NETO et al., 1975). Pela
mesma razdo, os bois destinados ao trabalho foram também mais afetados por CCEs no TAS
(SOUTO, 2005).

A prevaléncia da doenga varia de regido para regido; a morbidade da HEB pode ser de
10% e a dos neoplasmas no TAS de 3% nas propriedades atingidas. A letalidade nas duas
formas € de 100% (GAVA, 1993). No entanto, nao se sabe o niimero exato de animais sob
risco, visto que muitos ndo sdo enviados para diagndstico (SOUZA; GRACA, 1993).

Em um estudo realizado no estado de Santa Catarina, a forma menos freqiientemente

observada foi a HEB e, segundo os autores, esse resultado provavelmente ndo representa a
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situacdo real, pois muitas vezes os animais vao para o abate logo apds a identificacdo dos

sinais clinicos (GAVA et al., 2002).

2.4 Alteracoes clinico-hematologicas na intoxicacao cronica

2.4.1 Sinais clinicos

Ambas as formas cronicas apresentam caracteristicas clinicas distintas, entretanto, as
duas acarretam o emagrecimento progressivo e a morte dos animais afetados (DOBEREINER
et al., 1967).

A HEB ¢ observada em animais adultos e € caracterizada por hematiria e anemia
associada a lesdes hemorragicas ou neopldsicas no trato urindrio inferior. Os animais afetados
geralmente desenvolvem micro-hematuria seguida de macro-hematuria, sendo que, a primeira
muitas vezes ocorre antes do aparecimento de lesdes macroscopicamente visiveis (MAXIE;
NEWMANN, 2007).

Na HEB, os principais sinais clinicos sdo hematiria intermitente ou continua,
emagrecimento, mucosas palidas (GAVA, 1993; SOUTO et al., 2006b), e, nas vacas,
considerdvel queda na producdo de leite (GAVA, 1993). Sinais clinicos menos freqiientes
incluem: incontinéncia urindria (TOKARNIA et al., 2000), polidria, distria (HOPKINS,
1986), debilidade e obstrucdo do trigono vesical pelos neoplasmas ou da uretra por codgulos
de sangue (SCHOTT et al., 2002). Geralmente, ndo sdo observadas altera¢des na temperatura
corporal e atividade ruminal, porém a doenca progride para severa anemia e caquexia. O
volume de sangue perdido pela urina varia de 0,01 a 1,0 litro por dia (DAWRA et al., 1999).
Na palpacdo retal pode-se evidenciar espessamento da parede da bexiga em alguns casos
(RADOSTITS et al., 2002).

A HEB apresenta-se algumas vezes com intervalos sem sinais clinicos que podem
perdurar por semanas e até meses. A retirada dos bovinos dos campos infestados pela planta e
a boa alimentacdo levam a uma recuperacdo parcial que ocorre somente nas fases iniciais da
doenca. Entretanto, esses animais permanecem pouco produtivos e apds novas ingestdes da
planta a hemattria rapidamente recomeg¢a (TOKARNIA et al., 2000). A morte dos animais

afetados ocorre meses e at€ mesmo anos apds o inicio da doenca (FRANCA et al., 2002).
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Os CCEs no TAS causam principalmente perturbacdes de ordem mecanica na ingestao
e ruminagdo dos alimentos e os sinais clinicos dependem da localizacdo das lesdes
(TOKARNIA et al., 2000). Emagrecimento progressivo, atonia ruminal, tosse, disfagia,
regurgitacdo, halitose, diarréia, timpanismo, apetite seletivo, dispnéia e salivacdo sao
freqiientemente observados (SOUTO, 2005). A doenca € invariavelmente fatal, com evolu¢do
de pelo menos seis meses, podendo chegar até dois a trés anos (PLOWRIGHT, 1955).

Foi observada a coexisténcia de lesdes das formas cronicas de intoxicacdo e, nesses
casos, a lesd@o mais acentuada, aquela que finalmente causa o aparecimento dos sinais clinicos

mais evidentes, parece determinar o tipo de forma clinica apresentada pelo animal

(DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969).

2.4.2 Aspectos hematoldgicos

Os achados hematoldgicos descritos em bovinos com HEB estdo resumidos no Quadro

O perfil hematolégico de bovinos com a forma de CCEs no TAS intoxicados
espontaneamente por P. aquilinum nao foi encontrado na literatura consultada para esta
revisao.

Sob condicdes experimentais, bovinos que ingeriram a planta apresentaram rapida
queda nos leucdcitos polimorfonucleares, resultando, muitas vezes, em morte por septicemia.
Com interrup¢des periddicas na administracdo da planta, a contagem de neutrofilos
praticamente normalizou. Entretanto, a contagem de linfécitos circulantes estava
cronicamente deprimida (linfopenia cronica = valores préximos a 2.000/mm’ de sangue) ap6s
34 semanas e permaneceu assim durante todo o experimento (CAMPO et al., 1992; CAMPO
et al., 1994). Detalhes deste experimento encontram-se na se¢do 2.6.3 - Reproducgdo

experimental — desta revisao.
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Tipo de Eritrograma Leucograma Autores
intoxicacao
Espontanea -Anemia p6s-hemorrigica -Pode ocorrer leucocitose.
com perda por igual de LEE et al. (1966)
todos os elementos
figurados do sangue.
Espontinea -Geralmente ha anemia -Redugdo no nimero de
normocromica (devido a leucocitos.
perda de sangue) -Em casos graves ha ROSENBERGER
-Diminui¢do da trombocitopenia e leucopenia (1971)
hemoglobina. leve a moderada, com
distribuicdo normal de
leucdcitos.
Espontanea -Reducdo na contagem total | -Nimero total de leucécitos sem
de eritrdcitos, hemoglobina | alteragdes.
e hematdcrito (anemia pela -Linfocitose e neutropenia SINGH et al. (1973)
perda de sangue pela urina). | moderada (devido a condicio
inflamatoria cronica).
Espontinea -Redugdo no nimero de -Ndmero total de leuc6citos ndo
eritrdcitos e na hemoglobina | muda em alguns casos.
(anemia secundaria). -Leve leucocitose em alguns. PAMUKCU et al
-Leucocitose por neutrofilia (1976)
(nos bovinos com infecc¢des
piogénicas).
Espontanea -Reducdo na contagem de -Reducdo no nimero total de
eritrécitos, hemoglobina e leucdcitos. HOPKINS (1986)
hematdcrito
Experimental -Nao informado. -Linfopenia croénica. CAMPO et al. (1992)
-Neutropenia acentuada.
Espontanea -Reducdo na contagem de -Reducdo no nimero de
eritrécitos. linfécitos DAWRA et al. (1999)
-Aumento dos basoéfilos,
neutréfilos e mondcitos.
Espontinea -Anemia -Leucopenia MARRERO et al
(2001)
Espontinea -Anemia microcitica (havia | -N&o informado.
diferencas dos bovinos SANCHEZ-
controle em relacio ao VILLALOBOS et al
hematdcrito, hemoglobina, (2004)
ndmero de eritrdcitos e
volume corpuscular médio
[VCM])).
Espontanea -Reducdo do hematdcrito de | -Valores médios dos leucdcitos

alguns bovinos (valor médio
permaneceu sem
alteracdes).

-Valores médios da
concentragdo de
hemoglobina, hematdcrito e
contagem de eritrécitos sem
alteracdes.

totais, neutréfilos, eosinéfilos e
linfécitos sem alteragdes.
-Leucocitose por neutrofilia,
linfopenia e eosinofilia em
alguns bovinos.

FALBO et al. (2005)

Quadro 1 - Achados hematolégicos na hematiria enzo6tica bovina (HEB).
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2.5 Alteracoes morfologicas na intoxica¢io cronica

2.5.1 Alteracdes macroscépicas

H4 uma grande heterogeneidade de lesdes inflamatoérias, anormalidades epiteliais e
alteracdes neopldsicas em bovinos com HEB. Outra caracteristica interessante € que muitas
bexigas examinadas apresentam multiplas alteracdes (PEIXOTO et al., 2003; CARVALHO et
al., 2006). Em um estudo, de 15 casos naturais de HEB, seis animais apresentaram mais de
um tipo de neoplasma na bexiga (CAMPO et al., 1992).

Na mucosa vesical podem-se observar dreas hemorrdgicas, na maioria das vezes
petéquias (DOBEREINER et al., 1967), ulceracdes multifocais (SOUZA; GRACA, 1993) e
congestdo (TOKARNIA et al., 2000). O aspecto macroscéopico das lesdes neopldsicas varia
grandemente. Observam-se crescimentos exofiticos aderidos na parede vesical por base ampla
ou pedunculada, de superficie lisa ou rugosa, palidos ou hemorrdgicos e crescimentos
endofiticos, que variam desde discretas ondulacdes na mucosa com moderada alteracdo na
cor, até grandes massas infiltrativas, ocupando extensas dreas (CARVALHO et al., 2006). A
urina é vermelha e, as vezes, apresenta codgulos de sangue (GAVA, 1993). A formacdo de
coagulos de sangue na bexiga pode propiciar a ocorréncia de infec¢des secunddrias, levando a
cistite e pielonefrite (DAWRA et al., 1999). Em alguns animais pode ocorrer obstrucdo das
vias urindrias com hidronefrose e até ruptura da bexiga, porém este € um achado raramente
observado (TOKARNIA et al., 2000).

Na outra forma crénica de intoxicacdo os principais achados de necropsia sdo
papilomas e CCEs, geralmente em associacdo, ao longo do TAS (TOKARNIA et al., 1969;
JARRETT, 1978; JARRETT et al., 1978; SOUTO et al., 2006a). Papilomas em transformacgao
para CCE também tém sido freqiientemente relatados (JARRETT, 1978; JARRETT et al.,
1978; SOUTO et al., 2006a). Os CCEs consistem de massas exuberantes, de crescimento
exofitico ou endofitico, podendo ser sésseis ou pedunculados, acompanhados ou niao por
edema e por extensas dreas de ulceracdo ou de necrose na superficie de corte (SOUTO et al.,
2006a; MASUDA, 2007).

Informagdes detalhadas sobre a freqiiéncia da coexisténcia de lesdes das formas
cronicas de intoxicacdo num mesmo animal foram limitadas na literatura consultada

(DOBEREINER et al., 1967; JARRETT et al., 1978; POLACK, 1990; SOUZA; GRACA,
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1993). Em um estudo de 80 casos espontaneos de CCEs no TAS, foram observados
neoplasmas na bexiga de 30% deles (JARRETT et al., 1978). Em outro estudo com 12 casos
contendo lesdes na bexiga, oito (66,7%) também tiveram lesdes no TAS. Entretanto, ndo

foram fornecidos detalhes quanto a natureza das lesdes vesicais (POLACK, 1990).

2.5.2 Alteragdes histopatoldgicas

Histologicamente, as bexigas podem ser consideradas sem alteracdes quando a mucosa
for formada por trés a sete camadas de células do epitélio transicional normal (urotélio),
incluindo as camadas superficial, intermedidria e basal (CARVALHO et al., 2006). As células
basais sdo muito pequenas e de formato poliédrico; as da regido intermedidria sdo poliédricas
ou piriformes e as células da borda luminal sdo ctibicas, e suas membranas apicais se projetam
para o lumen. A variacdo no nimero de camadas de células depende de como estava a bexiga
no momento da coleta. Quando o 6rgdo estd vazio, a mucosa estd relaxada e apresenta-se
pregueada com mais camadas de células; quando a bexiga esta repleta de urina, as pregas da
mucosa se desfazem e a espessura do epitélio se reduz (BANKS, 1992). Subjacentes a
mucosa, observam-se a lamina prépria e a submucosa, separadas entre si pela muscular da
mucosa. A préxima camada é a muscular prépria, formada por uma camada interna de fibras
dispostas longitudinalmente e uma externa espessa e circular. Uma serosa recobre o dpice e o
corpo; o colo é revestido pela adventicia (BACHA; WOOD, 1990).

As alteragdes histopatoldgicas observadas nas bexigas de animais com HEB podem
ser divididas em neoplésicas e nao-neoplésicas; nessa ultima incluem-se lesdes inflamatdrias,
hiperpldsicas e metapldsicas. E comum a ocorréncia simultinea de algumas destas lesdes na
mesma bexiga e € extremamente dificil ou até impossivel estabelecer qual € a principal
alteracdo e a ordem cronoldgica do surgimento destas lesdes (PEIXOTO et al., 2003).

As alteracdes neopldsicas descritas na HEB podem ser de origem epitelial ou
mesenquimal, as vezes com acentuado grau de anaplasia e acompanhados de marcada reacdo
inflamatéria linfocitdria (TOKARNIA et al., 2000). Em um estudo, 52% dos neoplasmas
vesicais encontrados eram malignos, 42% benignos e 6% foram classificados como
neoplasmas epiteliais com baixo potencial maligno. Os neoplasmas epiteliais foram mais
comuns (62%) que os mesenquimais (38%) (CARVALHO et al., 2006). Outros autores

observaram 35% de neoplasmas puramente epiteliais, 9% de neoplasmas mesenquimais e
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54% de neoplasmas mistos em casos naturais de HEB (PAMUKCU et al., 1976). A
coexisténcia de neoplasmas com elementos epiteliais e mesenquimais, bem como a
concomitancia de dois ou mais tumores da mesma origem, no mesmo animal, tornam
complicada a tentativa de determinar a freqiiéncia com que os neoplasmas ocorrem em
bovinos com HEB (PEIXOTO et al., 2003).

Dentre os neoplasmas benignos encontram-se papilomas, hemangiomas (BENTO et
al.,, 1999), papilomas invertidos, adenomas e fibromas (CARVALHO et al., 2006). Os
neoplasmas malignos comumente observados sdo: carcinoma de células de transigdo,
adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas, carcinoma in sifu € hemangiossarcoma
(CARVALHO et al., 2006). No entanto, neoplasmas e diferenciacdes raras também tém sido
descritos, tais como carcinoma trabecular com diferenciacdo em células de Paneth, adenoma e
adenocarcinomas mesonefrdides, carcinoma em anel de sinete, carcinoma plasmocitdide,
carcinoma de células croméfobas e carcinoma transicional tipo em ninho (PEIXOTO et al.,
2003).

A diversidade de neoplasmas observados nas bexigas de bovinos com HEB ¢
surpreendente, especialmente quando consideramos a pequena variagdo na ocorréncia de
neoplasmas de bexiga nas outras espécies animais (PEIXOTO et al., 2003).

Apesar de muitas vezes serem pouco diferenciados, esses neoplasmas dificilmente
causam metdstases, e quando essas ocorrem, sdo geralmente para linfonodos regionais, no
peritdnio por implantagdo e mais raramente para outros 6rgaos (TOKARNIA et al., 2000). A
reacdo imunoldgica local pode ajudar a impedir essa disseminagdo. A descoberta das causas
dessa “barreira contra metéstases” e suas relacdes com a carcinogénese quimica induzida pelo
ptaquilosideo podem ser de interesse para estudos futuros (PEIXOTO et al., 2003).

As principais alteracdes nao-neoplédsicas descritas na HEB incluem: hiperplasia
epitelial, displasia epitelial, ninhos de Brunn, metaplasia glandular, cistite polipdide, estroma
mixoide, cistite folicular, cistite cistica e cistite glandular. A hiperplasia epitelial €
caracterizada pelo aumento no nimero de camadas de células normais do urotélio, formando
ou nio ondulacdes na mucosa (CARVALHO et al., 2006), muitas vezes com descamacao
celular. A displasia epitelial (PEIXOTO et al., 2003) caracteriza-se pela presenca de nicleos
grandes, desorientados e agrupados (MURPHY et al.,, 2004). Os ninhos de Brunn sdo
caracterizados por colunas ou agregados de células do epitélio transicional na lamina prépria
(HOPKINS, 1986), com ou sem conexdao com a superficie epitelial (CARVALHO et al.,
2006). A metaplasia glandular, também chamada de metaplasia intestinal, ocorre pela

formacgdo de células epiteliais contendo muco, localizadas tanto na superficie epitelial como
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na lamina prépria, lembrando células da mucosa intestinal (MURPHY et al., 2004;
CARVALHO et al., 2006). A cistite polipdide caracteriza-se por edema na ladmina propria,
formando pregas na mucosa, cobertas por urotélio normal, muitas vezes com infiltrado
inflamatério (CARVALHO et al., 2006), podendo exibir dreas de hiperplasia epitelial e
estroma mixdide (PEIXOTO et al., 2003). A cistite folicular é assim chamada quando ha
presenca de foliculos linféides na lamina prépria, com ocasional atipia e variagdes no
tamanho do nicleo e coloragdo das células do epitélio transicional (CARVALHO et al.,
2006). A cistite cistica caracteriza-se pela formacdo de cavidades cisticas na lamina prépria,
revestidas por células do urotélio e a cistite glandular, inicia com a proliferacdo dos ninhos de
Brunn, seguida da obstru¢do dos poros desses ninhos, formando cistos e estruturas
semelhantes a glandulas. As células uroteliais superficiais que revestem esses cistos secretam
mucina, a qual comumente se acumula no interior dessas estruturas (MURPHY et al., 2004).
Descrevem-se ainda proliferacdo micropolipdide, cistos intraepiteliais, proliferacao vascular,
infiltrado linfoplasmocitico, hemorragia, fibrose (PEIXOTO et al., 2003) e ectasia vascular
(TOKARNIA et al., 2000).

Na forma de CCEs no TAS, as principais alteragdes histopatolégicas sdo papilomas,
papilomas em transformacdo e CCEs afetando desde a cavidade oral até a entrada do rimen
(JARRETT et al., 1978; JARRETT, 1978; SOUTO et al., 2006a). Em um estudo de 40 casos,
metastases ocorreram em 57,75% dos bovinos afetados (MASUDA, 2007).

Em poucos estudos foram detalhados os tipos histoldgicos dos neoplasmas que
afetaram a bexiga e o TAS simultaneamente. Em um desses estudos, de 21 bovinos com as
formas cronicas de intoxicacdo, trés apresentaram sinais clinicos de HEB, mas também
tinham CCEs no TAS; de sete bovinos com sinais clinicos de CCEs no TAS, seis tinham
proliferacdes capilares e hemangiomas na bexiga. Nos demais onze casos de bovinos com
papilomas e/ou CCEs no TAS, as bexigas ndo foram remetidas para avaliagdo
(DOBEREINER et al., 1967). Os autores discutiram seus resultados, encontrando
semelhancas com outro estudo de nove casos realizado no estado do Parand (CURIAL, 1964,
apud DOBEREINER et al., 1967). Em um estudo de 80 casos espontineos de CCEs no TAS
com 30% de neoplasmas também na bexiga, observaram-se hemangiomas (23%), fibromas
(4%), carcinomas de células de transicao (8%) e adenocarcinomas (1%), considerando que a
presenca simultinea de mais de um tipo de neoplasma ocorreu ocasionalmente (JARRETT et
al.,, 1978). Em outro estudo retrospectivo, de 18 bovinos com neoplasmas atribuidos a
intoxica¢do cronica por samambaia, trés tiveram neoplasmas simultaneamente na bexiga

(hemangiomas) e no TAS (CCEs) (SOUZA; GRACA, 1993).
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2.6 Etiopatogénese na intoxicacao cronica

A etiopatogénese da HEB e dos CCEs no TAS de bovinos tém sido alvo de varios
estudos de casos espontaneos (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969;
JARRETT et al., 1978; SOUTO et al., 2006a) ou experimentais (ROSENBERGER, 1971;
PAMUKCU et al., 1976; CAMPO et al., 1992; CAMPO et al., 1994). Muitos deles tém
buscado o papel de P. aquilinum na génese dos neoplasmas vesicais ou do trato alimentar
(DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969; ROSENBERGER, 1971; PAMUKCU
et al., 1976). Por outro lado, vérios grupos de pesquisadores t€ém voltado seus esfor¢os para
estudar a participagdo dos papilomavirus bovinos, particularmente do papilomavirus bovino
tipo 2 (BPV-2), encontrado na bexiga, e do papilomavirus bovino tipo 4 (BPV-4), encontrado
no TAS, como agentes atuando sinergicamente com os principios toxicos de P. aquilinum no
desenvolvimento de neoplasmas nessas localizacdes anatdomicas (JARRETT, 1978;

JARRETT et al., 1978; CAMPO et al., 1992; CAMPO et al., 1994).

2.6.1 Carcinogénese quimica

A samambaia € a unica planta que naturalmente produz neoplasmas em animais
(YAMADA et al., 2007). Ela contém principios toxicos que reproduzem muitos dos efeitos da
radiacdo, capazes de causar, experimentalmente, alteracdes neopldsicas como
adenocarcinomas intestinais em ratos, adenomas pulmonares em camundongos, neoplasmas
vesicais € hematuria em porquinhos—da—fndia (EVANS, 1968). Da mesma forma, causa dano
progressivo no tecido hematopoético de bovinos e ovinos, produzindo lesdes semelhantes as
causadas por radiacio ou produtos quimicos radiomiméticos (EVANS, 1958). Seus efeitos em
longo prazo, testados em vdérias espécies, sdo consistentemente radiomiméticos (EVANS,
1968). Seus principios toxicos atuam como mutdgenos, carcinégenos (FENWICK, 1988) e
imunossupressores (MEUTEN, 2002). O ptaquilosideo (Pt) € considerado a substancia mais
carcinogénica da samambaia (ALONSO-AMELOT et al., 1999; SHAHIN et al., 1999). Sob
condicdes alcalinas, ele é convertido em uma dienona reativa (APT), a qual causa alteragdes
no DNA das células. Enquanto algumas alteracdes sdo reparadas, outras levam a mutacdes em

genes, direcionando a célula até vérios estdgios de transformacio hiperplasica e neoplésica
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(SHAHIN et al., 1999). Através da administracdo intravenosa de APT para ratos, ocorreu a
formacdo de carcinomas de glandula mamadria, demonstrando o potencial carcinogénico dessa
substancia (SHAHIN et al., 1998). Os neoplasmas induzidos no esdfago e na bexiga de
bovinos foram associados com os pHs dessas regides, que sdo aproximadamente 8,1-8,2
(saliva) e 7,5-8,5 (urina) (FENWICK, 1988). A grande maioria dos neoplasmas observados
nas bexigas de bovinos com HEB se localiza na por¢do ventral e paredes laterais da bexiga,
regides estas, que ficam grande tempo em contato com a urina (NEWMAN et al., 2007).

A quercetina ¢ um flavondide mutagénico presente em altas concentracdes na
samambaia (BENISTON et al., 2001). Exerce atividades clastogénica e carcinogé€nica, mas
alguns dos seus efeitos bioldgicos sdo considerados benéficos (MUSONDA; CHIPMAN,
1999). Foi demonstrado que existem substancias carcinogénicas na urina de vacas que
ingerem a samambaia (DOBEREINER et al., 1966). Posteriormente, os dois principios

téxicos citados anteriormente foram detectados qualitativamente na urina, soro e leite de 19

animais, num grupo de 20 bovinos com HEB (LIOI et al., 2004).

2.6.2 Infeccdo pelo papilomavirus bovino tipo 2 (BPV-2)

O papilomavirus bovino tipo 2 (BPV-2) € o virus indutor de fibropapilomas na pele e
no canal alimentar (infec¢do abortiva) nessa espécie animal ( LANCASTER, 1979). O BPV-2
tém sido associado aos casos de HEB (CAMPO et al., 1992), e seu papel na génese dos
neoplasmas vesicais permanece alvo de investigacdo (BORZAQUIELLO et al., 2007).

Alguns autores, através da técnica de hibridizacdo em Southern blot, detectaram BPV-
2 em 46% dos casos naturais de hemattria e em 69% dos casos experimentais (CAMPO et al.,
1992). Posteriormente, foi proposto um mecanismo de interacdo entre o BPV-2 e a
samambaia. O virus infectaria as células do urotélio e estabeleceria uma infec¢io abortiva,
sem a producdo de virides. Os imunossupressores da samambaia permitiriam a formacgao de
lesdes pré-neopldsicas, as quais podem tornar-se malignas pela acdo dos carcindgenos
quimicos da planta (CAMPO, 2002).

Através da técnica de PCR foi detectado o DNA do BPV-2 em 62,5% de casos
naturais de HEB, e os fragmentos de bexigas provenientes de animais clinicamente sadios de
regides livres de samambaia (grupo controle) foram todos negativos para essa técnica. A

observacdo de DNA viral em bexigas de animais com HEB, reforcam a teoria do
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envolvimento do BPV-2 na etiologia dessa doenga (WOSIACKI, 2002). Recentemente, o
DNA do BPV-2 foi detectado através da técnica de PCR, em 100% de neoplasmas vasculares
vesicais em casos de HEB, e também detectaram por imuno-histoquimica as proteinas ES e
E7 nessas células neoplasicas (BORZACCHIELLO et al., 2007). A proteina E5 € a principal
oncoproteina transformadora dos papilomavirus e a proteina E7 age em conjunto com as
proteinas E5 e E6 na transformacao celular (BORZACCHIELLO; ROPERTO, 2008). A alta
porcentagem de detec¢do do BPV-2 nos neoplasmas de origem mesenquimal e a
imunomarcac¢do da oncoproteina ES nas células neoplasicas (BORZACCHIELLO et al.,
2007), somado a ligacdo demonstrada entre a oncoproteina E5 e o receptor  do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFBR) nas células epiteliais neopldsicas, sugerem que
o virus possa ter um papel causal nesses processos neoplasicos (BORZACCHIELLO et al.,
2007). A observacdo da expressdo das duas oncoproteinas (E5 e E7) na mesma célula
endotelial (por imunofluorescéncia confocal) pode indicar a cooperacdo dessas duas proteinas
na formacao de neoplasmas vasculares vesicais (BORZACCHIELLO et al., 2007). Também
através da PCR, 68% de neoplasmas de bovinos com HEB e uma amostra de bexiga sem
alteracdes foram positivos para o BPV-2. Pela técnica de imuno-histoquimica, todas as lesoes
neopldsicas e pré-neopldsicas foram positivas para a proteina ES5, a qual ndo foi
imunomarcada nos fragmentos de bexigas sem alteracdes (controle). A observacdo do DNA
viral nos neoplasmas de diferentes tipos histolégicos sugere que ndo ha determinados tipos de
neoplasmas associados com o agente viral. A marcacdo da proteina ES somente nas amostras
com lesdes, indica a ligacdo entre o agente viral e os neoplasmas de bexiga de bovinos
provenientes de determinadas dreas geogréificas, onde a samambaia estd disseminada nos
pastos e sugere um possivel papel desse virus nos processos neopldsicos (BALCOS et al.,

2008).

2.6.3 Reproducao experimental

Tentativas de reproducdo experimental de HEB, muitas vezes desencadearam
alteracdes compativeis com a forma aguda (SHA) de intoxicacdo, dependendo da dose e da
duracdo da administracdo da planta (ROSENBERGER, 1971; PAMUKCU et al., 1976;
CAMPO et al, 1992). Isso foi detalhadamente relatado em trés experimentos

(ROSENBERGER, 1971), sendo que no terceiro deles, foi administrado cerca de 1kg/dia de



34

feno de samambaia. Uma vaca jovem teve micro-hematiria nove meses apds o inicio do
experimento € macro-hemattria sete semanas mais tarde. A dose foi reduzida para 500g por
uma semana, depois a administragdo foi suspensa. A urina permaneceu turva, variando de
levemente avermelhada a sanguinolenta. A hematiria continuou com severidade varidvel por
um periodo de trés anos, embora a administracdo da planta tenha sido suspensa. No abate, o
animal apresentou os tumores vesicais tipicos de HEB.

Os neoplasmas vesicais observados em casos experimentais foram macroscopicamente
e histologicamente idénticos aos vistos em casos espontaneos (PAMUKCU et al., 1976).

Num experimento complexo, com duragdo de até 13 anos (1979-1992) para alguns
bovinos, oito tratamentos foram utilizados numa tentativa de analisar os efeitos de diferentes
fatores na génese dos neoplasmas vesicais (HEB) e dos tumores do trato alimentar. Os
bezerros utilizados tinham 3-5 meses, eram filhos de maes livres e eles proprios eram livres
de papilomatose e foram mantidos em baias isoladas (CAMPO et al., 1992). Dentre os
principais resultados desse estudo resumidamente, constam:

- Grupo 1 (inoculacao de BPV-4; seis bovinos): papilomas confinados aos locais de
inoculagao (lingua e palato mole); auséncia de lesdes vesicais;

- Grupo 2 (inoculacdo de BPV-4 + azatioprina [imunossupressor]; seis bovinos):
severa imunossupressdo (diminui¢do no nimero de leucdcitos totais de 6.700 para 2.200/mm’
de sangue); todos tiveram papilomas no canal alimentar; todos com hemangiomas vesicais;
submetidos a eutandsia (em 1981) devido a hemattria continua;

- Grupo 3 (azatioprina; quatro bovinos): severa imunossupressdo (diminui¢do no
nimero de leucdcitos totais de 6.700 para 2.200/mm’ de sangue); todos com hemangiomas
vesicais; submetidos a eutandsia (em 1981) devido a hematuria continua;

- Grupo 4 (controle [sem tratamento]; quatro bovinos): sem alteracoes;

- Grupo 5 (dieta [a vontade] de samambaia; seis bovinos): neutropenia ciclica
acentuada (contagem de neutréfilos retornava ao normal apds pausas na administracdo da
planta); linfopenia cronica (valores préximos a 2.000 linfécitos/mm’ de sangue) apods 34
semanas; auséncia de papilomas no canal alimentar; todos os bovinos tiveram neoplasmas de
um ou mais tipos histolégicos na bexiga, incluindo hemangiomas, hemangiossarcomas,
hemangioendoteliomas, carcinomas de células de transicdo (CCT) e metéstases; trés deles
submetidos a eutandsia (em 1981) devido a hematdria continua; demais submetidos a
eutanasia entre 1983 e 1990;

- Grupo 6 (inoculacdo de BPV-4 + dieta [a vontade] de samambaia; seis bovinos):

neutropenia ciclica acentuada (contagem de neutréfilos retornava ao normal apds pausas na
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administracdo da planta); linfopenia cronica (valores préximos a 2.000 linfécitos/mm’ de
sangue) apos 34 semanas; todos com papilomas no canal alimentar; cinco bovinos tiveram
tumores na  bexiga, incluindo  pdlipos, hemangiomas, hemangiossarcomas,
hemangioendoteliomas, carcinomas de células de transi¢do (CCT) com metdstases; dois deles
submetidos a eutandsia (em 1981) devido a hematiria continua; trés foram submetidos a
eutandsia entre 1985 e 1992; um bovino estava vivo ao término do experimento;

- Grupo 7 (quercetina (um dos principios toxicos da samambaia; dois bovinos): sem
efeito no estado imunolégico (contagem de neutréfilos normal); sem sinais de hematdria; nao
foram necropsiados;

- Grupo 8 (BPV-4 + quercetina; 2 bovinos): sem efeito no estado imunolégico
(contagem de neutr6filos normal); papilomas confinados aos locais de inoculagao (lingua e
palato mole); sem sinais de hematiria; ndo foram necropsiados;

Nesse mesmo experimento, o DNA do BPV-2 (epissomal) foi encontrado (por
hibridizacdo em Southern blot) em neoplasmas de bovinos (dos grupos 2, 5 e 6) que ndo
tinham sido inoculados com BPV algum ou que tinham sido inoculados com BPV-4 e que
foram mantidos isolados, sugerindo que o BPV-2 pode persistir num estado latente e ser
ativado quando o animal € exposto aos co-carcindgenos da samambaia € a imunossupressores.
Na época, ndo foram encontrados virus ou antigeno viral nas lesdes vesicais, somente 0 DNA
viral. A rota de infeccao sugerida para o BPV-2 em bovinos foi a possivel propagacdo a partir
de 4reas genitais, como tem sido postulado para os papilomavirus humanos (HPVs) em
tumores vesicais. Os autores concluiram através desse experimento de longa duracdo que
ambos, virus e samambaia, estdo envolvidos na carcinogénese vesical e que a samambaia
realmente contribui para o processo (CAMPO et al., 1992).

Resultados complementares do experimento descrito anteriormente foram publicados
posteriormente, com énfase nos neoplasmas alimentares (CAMPO et al., 1994). Papilomas
estavam confinados ao local de inocula¢do nos bovinos dos grupos 1 e 8, e desapareceram
ap6s um ano (semelhantemente ao que ocorre em animais imunocompetentes). Papilomatose
acentuada e persistente (sem regressao) foi reproduzida somente nos animais infectados com
BPV-4 e imunossuprimidos pela azatioprina (grupo 2) ou pela samambaia (grupo 6; um
bovino tinha papilomatose da boca ao rimen 13 anos pés-inoculacdo de BPV-4). Papilomas
ou carcinomas no TAS ndo ocorreram nos bovinos tratados somente com samambaia (grupo
5). Carcinomas no TAS e no intestino foram observados somente em dois animais infectados
pelo BPV-4 e consumindo samambaia (grupo 6). Um desses bovinos, submetido a eutandsia

em 1985, além de papilomas na lingua, palato e esdfago, apresentou dois focos de CCE no
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esofago e miltiplos pélipos, adenomas e adenocarcinomas no intestino. O outro bovino
submetido a eutandsia em 1989, tinha papilomas e CCEs no eso6fago e adenocarcinoma
intestinal.

Papilomas removidos trés meses pos-infec¢do continham multiplas copias de DNA de
BPV-4 epissomal. Papilomas de longa duragdo (da mesma forma que em casos espontianeos),
CCEs esofagicos e tumores intestinais dos dois bovinos descritos anteriormente foram
negativos para o DNA viral. Os autores concluiram que a imunossupressao € necessdria para a
persisténcia e disseminacdo dos papilomas virais, que os mutidgenos da samambaia sao
responsaveis pela conversdo neopldsica (maligna) das células dos papilomas e que a
expressao continua das fungdes virais nao € necessdria para a manutenc¢do do estado maligno
(papel do BPV-4 na carcinogénese confinado aos estdgios iniciais de transformacao celular).
A proliferacao celular induzida pelo BPV-4 proveria um alvo grandemente expandido para os

co-carcindgenos da samamabaia (CAMPO et al., 1994).

2.7 Imuno-histoquimica (IHQ) nos neoplasmas vesicais

A THQ ¢é uma técnica amplamente utilizada na classificacio de neoplasmas,
principalmente nos casos em que nao € possivel identificar o tipo de célula na coloracido de
hematoxilina-eosina (HE) (CULLEN et al.,, 2002). Anticorpos anti-citoceratina e anti-
vimentina sdo freqiientemente utilizados, pois permitem a diferenciacdo entre células
epiteliais e mesenquimais (CULLEN et al., 2002). Anticorpos contra o fator de von
Willebrand sdo usados principalmente para distinguir neoplasmas vasculares pouco

diferenciados de outros neoplasmas mesenquimais (CERILLI; WICK, 2006).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Casos estudados e parametros analisados

Foram estudados casos espontaneos de intoxicacdo cronica por samambaia (Pteridium
aquilinum) em bovinos, nas formas clinicas de hematiria enzodtica bovina (HEB) e de
carcinoma de células escamosas (CCEs) no trato alimentar superior (TAS), provenientes de
propriedades rurais de municipios da Mesorregido Centro Ocidental Rio-Grandense, que
incluem Nova Esperanca do Sul, Jaguari, Santiago, Mata e Vale Véneto. Dois casos de HEB,
provenientes de Vale Véneto-RS e de Campo Mourao-PR, foram incluidos somente no estudo
morfoldgico das lesdes vesicais. As necropsias foram realizadas pela equipe do Laboratério
de Patologia Veterindria da Universidade Federal de Santa Maria (LPV-UFSM) ou amostras
de necropsias, feitas por outros veterinarios, foram encaminhadas ao LPV no periodo de
Agosto/2003 a Agosto/2008.

Através deste estudo foram avaliados aspectos epidemioldgicos, clinico-hematolégicos
e morfoldgicos da intoxicagdo crénica por samambaia. Para cada um dos parametros
avaliados foram utilizados todos os casos disponiveis que continham elementos necessarios
para a inclusdo no estudo, desta forma cada parametro teve um nimero diferente de bovinos,
visando sempre aproveitar o maior nimero de dados e materiais remetidos ao laboratdrio,

conforme Quadro 2.

Epidemiologia Sinais clinicos Hematologia Morfologia
CCE 48 60 bovinos 30 bovinos 30 bovinos 46 bovinos
propriedades
HEB 16 17 bovinos (8 | 18 bovinos (9 | 15 bovinos (6 | 11 bovinos
propriedades | confirmadas e | confirmadas e 9 | confirmadas | (todos
9 clinicas)* clinicas)* e 9 clinicas)* | confirmados)*
Controles - - - - 10 casos

Quadro 2 — Numero de propriedades e de bovinos avaliados em cada parametro estudado.
CCE = carcinoma de células escamosas; HEB = hematiiria enzo6tica bovina. *Incluem-se aqui os casos de HEB
confirmados pela necropsia e casos de HEB clinica.

O detalhamento dos casos estudados e os parametros avaliados podem ser visualizados no

Apéndice A.
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3.2 Epidemiologia

Com a finalidade de tragar o perfil das propriedades afetadas pelas diferentes formas
clinicas cronicas da intoxicacdo, foram avaliadas as caracteristicas de 48 propriedades,
totalizando 60 casos de CCEs no TAS, e 16 propriedades com 17 casos de HEB. As
informacdes necessdrias foram obtidas através da ficha de encaminhamento do material,
remetida pelo veterindrio de campo. Os parametros avaliados foram: a) finalidade da criagcao
(cria, engorda, subsisténcia, cria/recria, cria/recria/engorda e recria/engorda); b) principal
atividade da propriedade (pecudria e/ou agricultura); c) altitude (abaixo de 200 metros, entre
200 e 400 metros e entre 400 e 800 metros); d) percentual estimado de infestacdo das dreas de
pastoreio por P. aquilinum.

Da mesma forma, foi também avaliado o perfil dos animais afetados (60 bovinos com
CCEs no TAS, oito com HEB confirmada pela necropsia e nove com hematuria clinica),
incluindo informagdes sobre sexo, raca e idade. Quanto a idade, os bovinos foram
classificados em jovens (até dois anos de idade), adultos (de trés a sete anos) e idosos (acima
de oito anos), conforme havia sido classificada anteriormente (MASUDA, 2007).

Esses pardmetros foram analisados através da formacdo de tabelas de contingéncia

simples e andlise descritiva.

3.3 Aspectos clinico-hematolégicos

Foram avaliados os sinais clinicos observados em 30 bovinos com CCEs no TAS (todos
com hemograma), em nove bovinos com HEB confirmada pela necropsia (seis destes com
hemograma) e nove com HEB clinica (todos com hemograma; consideraram-se aqui nove
bovinos provenientes de propriedades com a planta nas dreas de pastoreio que apresentaram
hematuria).

Com o objetivo de avaliar o perfil hematoldgico na fase terminal de ambas as formas
clinicas cronicas, foram realizados hemogramas de 30 bovinos com CCEs no TAS, seis com
HEB confirmada pela necropsia e nove com HEB clinica. Amostras de sangue, coletadas pelo
veterindrio responsavel durante o atendimento clinico dos animais com suspeita de

intoxicacdo cronica por Pteridium aquilinum, foram remetidas e os hemogramas realizados
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conforme técnicas convencionais, constituindo-se de: 1) contagem de eritrdcitos e leucdcitos
em camara de Neubauer utilizando-se liquidos de Hayen e de Tiirk como diluentes,
respectivamente; 2) determinacdo do hematdcrito por centrifugacdo de microcapilares por
cinco minutos a 7.000 rotagdes por minuto (RPM); 3) determinacdo do volume corpuscular
médio (VCM) por cdlculo; e 4) andlise de esfregacos corados por pandtico rdpido para a
diferenciacdo celular e pesquisa de alteracdes morfolégicas nas células. Os valores de
referéncia foram determinados de acordo com Jain, 1986.

No Bovino 78, foi realizado o exame do sedimento da urina. Para isso, a urina foi
centrifugada por cinco minutos a 1.500 RPM, o sobrenadante foi desprezado e uma gota do
sedimento foi colocada numa lamina e coberta com laminula. Apds a confec¢do, a l1amina foi

observada em microscopio de luz.

3.4 Aspectos morfolégicos

N

Os bovinos tiveram morte espontdnea ou foram submetidos a eutandsia devido a
deterioracdo do quadro clinico. Foi realizada a necropsia e os materiais foram coletados. O
detalhamento das lesdes do TAS de grande parte dos bovinos incluidos nesta dissertacdo foi
abordado em outros dois estudos (SOUTO, 2005; MASUDA, 2007) e ndo sera repetido.

Para este estudo, foram avaliadas macroscopicamente e histologicamente as bexigas
de 11 casos de HEB e de todos os casos de CCEs no TAS nos quais as bexigas com ou sem
alteracdoes macroscopicas tenham sido remetidas (46 casos). Bexigas normais de 10 bovinos
foram utilizadas como controles. Metéstases de neoplasmas vesicais também foram avaliadas.
Apdés a fixagdo em formol 10%, os materiais foram clivados e encaminhados ao
processamento histolégico de rotina, sendo emblocados em parafina. Foram encaminhados
fragmentos de lesdes vesicais macroscopicamente visiveis e dois fragmentos de regides
aleatdrias nos casos em que nao havia lesao aparente. Cortes de 3um foram utilizados para as
avaliacdes histologica e histoquimica. Em cortes selecionados, foram realizadas as seguintes
técnicas histoquimicas: dcido periddico de Schiff (PAS) e azul alciano (conforme técnicas
padrdo).

As lesdes da bexiga foram classificadas em: a) neopldsicas (epiteliais ou
mesenquimais, malignas ou benignas); b) nao-neopldsicas (anormalidades epiteliais nao-

neoplasicas [hiperplasia, displasia, ninhos de Brunn, cistite polipdide, cistite cistica, cistite
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glandular, metaplasia glandular, metaplasia escamosa, vacuolos intraepiteliais], alteragdes
gerais na lamina propria [dilatacdo de vasos linfaticos, hemorragia, edema, estroma mixdide,
tecido fibrovascular e tumefacdo de células endoteliais] e somente inflamatdrias [infiltrado
inflamatério, foliculos linféides, cistite fibrinossupurativa, cistite cronica e aumento leve nos
mastocitos na lamina prépria]. Esta classificacdo foi compilada a partir das descrigdes de
lesdes vesicais na HEB (PEIXOTO et al., 2003; SARDON et al., 2005; CARVALHO et al.,
2006) e de alteracdes vesicais em humanos (MURPHY et al., 2004) e estd resumida no

Esquema 1.

3.5 Estudo imuno-histoquimico

As andlises de imuno-histoquimica foram feitas em laminas silanizadas com secdes
histolégicas de 3um. Foram utilizados os seguintes anticorpos (Acs) primdrios: anticorpo
policlonal anti-pancitoceratina bovina produzido em coelho (DakoCytomation, c6d. Z0622),
na diluicdo 1:4000; anticorpo monoclonal anti-vimentina suina, clone V9 (DakoCytomation,
c6d. M0725), na dilui¢ao 1:100, e anticorpo policlonal anti-fator de von Willebrand humano
(DakoCytomation, c6d. A0082), na diluicdo 1:400. Foi utilizada a técnica do complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB Kit Peroxidase Universal, DakoCytomation, cdd.
K0690).

Apés a desparafinizacdo e re-hidratacdo com banhos de xildis e &lcoois em
concentracoes decrescentes até 4gua destilada, foi realizado o bloqueio da peroxidase
endégena com perdxido de hidrogénio e as secdes histologicas foram submetidas a
recuperagdo antigénica, sendo incubadas em solu¢do de TRIS-EDTA (pH 9,0) no forno
microondas (800W) em poténcia maxima por 10 minutos. Os Acs primdrios diluidos em
PBST foram adicionados separadamente nos cortes histolgicos e incubados a 37°C por duas
horas. O Ac secunddrio biotinilado e o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase
(DakoCytomation, cédigo K0690) foram incubados consecutivamente a 25°C por 35 minutos
e marcados através da adicdo do cromdgeno de tetracloreto de 3-3’diaminobenzidina (DAB,
Sigma D-5637). As secdes histologicas foram entdo contra-coradas com hematoxilina de
Harris, desidratadas e montadas com resina sintética e laminulas. Em cortes histologicos
selecionados, as secdes foram primeiramente contra-coradas com azul alciano para a

demonstracdo de muco, por 20 minutos, antes da utilizagdo da hematoxilina de Harris.
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Como controles positivos, foram utilizadas secdes histolégicas previamente
determinadas como positivas para os Acs primdrios utilizados. Como controles negativos
foram utilizadas as mesmas secdes histolégicas testadas, porém com substituicdo dos Acs

primarios por diluente de anticorpo (PBST).

— | epitelial

— | benignas

mesenquimal

!

—> Neoplasicas [

!

epitelial

— | malignas

—>» | mesenquimal

Alteracoes

Alteragdes epiteliais ndo-
neopldsicas

v

AlteracOes gerais na lamina
propria

— | Nido-neoplasicas

—» | Alteracoes inflamatdrias

Esquema 1 - Classificacdo das alteracoes histologicas observadas nas bexigas dos bovinos cronicamente
intoxicados por samambaia (Pteridium aquilinum). Os critérios utilizados basearam-se em alteracoes vesicais
descritas para humanos (MURPHY et al., 2004) e animais (PEIXOTO et al., 2003; SARDON et al., 2005;
CARVALHO et al., 2006).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados

4.1.1 Epidemiologia

Foram analisadas 48 propriedades com ocorréncia de carcinoma de células escamosas
(CCE) no trato alimentar superior (TAS), as quais totalizaram 60 casos dessa forma de
intoxicacdo e 16 propriedades com ocorréncia de hematiria enzoética bovina (HEB), com 17

casos. Os resultados obtidos estdo descritos abaixo.

4.1.1.1 Perfil das propriedades e dos animais afetados por CCEs no TAS

Quanto a finalidade da criacdo, 28 (58,33%) propriedades realizavam cria e recria,
oito (16,66%) cria/recria/engorda, seis (12,5%) tinham a finalidade de subsisténcia, cinco
(10,41%) de cria e uma (2,08%) fazia somente a engorda dos animais. Em 23 (47,91%)
propriedades a pecudria era a principal atividade econdmica e em 25 (52,08%) nao.

Quanto a altitude, 30 (62,5%) propriedades se localizavam até 200 metros acima do
nivel do mar, 15 (31,25%) entre 200 e 400 metros e trés (6,25%) entre 400 e 800 metros de
altitude. A porcentagem da drea de pastoreio infestada pela samambaia foi até 30% em todas
as propriedades que apresentaram essa forma de intoxicagao.

Dos 60 animais que apresentavam CCEs no TAS, 28 (46,66%) eram adultos, com
idades entre trés e sete anos e 32 (53,33%) eram idosos, com mais de oito anos. Nenhum dos
animais afetados era jovem (até dois anos de idade). Com relac@o ao sexo, 56 (93,33%) eram
fémeas e quatro (6,66%) eram machos. A grande maioria dos animais afetados (55) eram de

raca mista (91,66%), trés (5,0%) eram da raca Holandesa e dois (3,33%) da raca Jersey.
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4.1.1.2 Perfil das propriedades e dos animais afetados por HEB

Com relacdo a finalidade da criacdo, cinco (31,25%) propriedades realizavam cria,
quatro (25%) cria e recria, quatro (25%) subsisténcia, duas (12,5%) cria/recria/engorda e uma
recria/engorda (6,25%). Nenhuma das 16 propriedades fazia apenas a terminacdo dos animais.
Em oito (50%) propriedades, a pecudria era a atividade principal e em oito (50%) nao.

Com relacdo a altitude, seis (37,5%) estabelecimentos estavam situados em altitude até
200 metros, nove (56,25%) localizadas entre 200-400 metros ¢ um (6,25%) entre 400-800
metros. Nas 16 propriedades estudadas a infestacdo dos campos por P. aquilinum foi estimada
como de até 30% da area de pastoreio. A distribui¢do das propriedades, com CCEs no TAS e
com HEB, conforme a altitude encontra-se no Grafico 1.

Dos 17 bovinos acometidos por HEB, 14 eram adultos (82,35%) e apenas trés
(17,64%) eram idosos. Nenhum estava na faixa etdria considerada jovem. Quanto ao sexo, 15
(88,23%) eram fémeas e dois (11,76%) eram machos. Com relacdo a raga, 14 (82,35%) eram
de raca mista, dois eram da raca Holandesa (11,76%) e um da raca Jersey (5,88%). A
distribuicao dos bovinos, com CCEs no TAS e com HEB, conforme a idade encontra-se no

Grafico 2.

4.1.2 Aspectos clinico-hematolégicos

4.1.2.1 Sinais clinicos em bovinos com CCEs no TAS

Os sinais clinicos observados nos animais com CCEs no TAS (30 bovinos com
hemograma), em ordem decrescente de freqii€éncia, foram emagrecimento progressivo
(29/30), atonia ruminal (22/30), tosse (20/30), disfagia (18/30), timpanismo (9/30),
regurgitacdo (9/30), estertor (6/30), apetite seletivo (6/30), sialorréia (6/30), anorexia (6/30),
extensdo do pescocgo (5/30), fraqueza (5/30), dificuldade de deglutir (4/30), halitose (3/30),
decubito (2/30), dispnéia (2/30), edema de faringe (2/30), secre¢ao nasal (1/30) e queda na
producdo de leite (1/30). Freqiientemente eram observados grumos de alimento pouco

digerido nas fezes. O Bovino 40 apresentou sinais clinicos de ambas as formas cronicas de
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intoxicacdo, caracterizados por emagrecimento progressivo, tosse (incluidos na contagem

anterior) e hematuria.

propriedades (%)

o CCE
= HEB

até 200 200-400 400-800
metros

Gréfico 1 — Altitude das propriedades afetadas pelas formas cronicas da intoxica¢do por samambaia
(Pteridium aquilinum).

bovinos (%)

o CCE
m HEB

jovens (até 2 anos) adultos 3-7 anos idosos + de 8 anos

idade (anos)

Grifico 2 — Idade dos bovinos afetados pelas formas cronicas da intoxicag@o por samambaia (Pteridium

aquilinum).
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4.1.2.2 Sinais clinicos em bovinos com HEB

Os sinais clinicos descritos nos bovinos com HEB confirmada pela necropsia (nove
animais) e nos casos clinicos (nove animais) foram, em ordem decrescente de frequéncia:
hematiria (18/18; com o tempo de duracdo informado em trés casos de 40, 90 e 180 dias e
intermitente em outro), emagrecimento progressivo (9/18), mucosas palidas (4/18), apetite
seletivo (2/18), anorexia (2/18), decubito lateral (1/18), dor abdominal (1/18), polacitria
(1/18), prostracdo (1/18), fraqueza (1/18) e tenesmo (1/18). No Bovino 81 foi detectada, por

palpacdo retal, uma massa no interior da cavidade pélvica.

4.1.2.3 Achados hematolégicos em bovinos com CCEs no TAS

Foram realizados 30 hemogramas de bovinos com lesdes no TAS. Destes, 20 ndo
apresentaram alteracOes no eritrograma e 10 apresentaram anemia arregenerativa leve. Nos
animais anémicos, o nimero de eritrocitos variou de 3,4 a 4,9 x 10%mm? de sangue (valores
de referéncia - VR: 5,0-10,0 x 10%mm> ); o hematdcrito de 18-23% (VR: 24-46%) e o VCM
variou de 45,2 a 56,2 f1 (VR: 40,0-60,0 f1).

Vinte e quatro bovinos ndo apresentaram alteracdes no leucograma. Seis apresentaram
desvio a esquerda (Figura 1), sendo cinco deles regenerativos e um degenerativo. O Bovino
42 apresentou linfopenia, o Bovino 60 eosinofilia, e o Bovino 77 monocitose
concomitantemente ao desvio a esquerda.

Os resultados detalhados e individualizados dos hemogramas dos bovinos com CCEs

no TAS podem ser observados no Apéndice B.

4.1.2.4 Achados hematolégicos em bovinos com HEB

Foram realizados 15 hemogramas de bovinos com HEB, sendo que em seis destes as
lesdes vesicais foram confirmadas pela necropsia. Destes 15, cinco ndo demonstraram

alteracOes no eritrograma e 10 apresentaram anemia arregenerativa. Nos animais anémicos, 0
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ndmero de eritrécitos variou de 1,9 a 4,8 x 10%mm? de sangue (VR: 5,0-10,0 x 106/mm3); 0
hematdcrito de 10-23% (VR: 24-46%) e o VCM de 43,9 a 56,4 {1 (VR: 40,0-60,0 fI).

Onze bovinos ndo demonstraram alteracdes no leucograma e quatro tiveram
alteracoes, sendo que trés tiveram desvio a esquerda regenerativo, dois destes com linfopenia
concomitante, e um leucocitose por neutrofilia.

Os resultados detalhados e individualizados dos hemogramas dos bovinos com HEB

podem ser observados no Apéndice C.

4.1.3 Aspectos morfolégicos

4.1.3.1 Achados macroscépicos em bovinos com CCEs no TAS

De um total de 46 casos de CCEs no TAS em que as bexigas foram avaliadas, 16
(34,78%) apresentavam alteracdes macroscopicas. Em ordem decrescente de freqii€ncia, estas
alteracOes se caracterizavam por nddulos vermelhos e elevados (9/46; Figura 2), que variam
de 0,1 a 1,0 cm de didmetro, na grande maioria multiplos e distribuidos aleatoriamente pela
mucosa vesical (Figuras 3 e 4); hemorragia (6/46; Figura 5), principalmente nas formas de
petéquias e sufusdes; nddulos palidos (4/46; Figura 6), com no méaximo 0,7 cm de diametro;
edema (3/46), papilomas (2/46; Figuras 7 e 8) e urina vermelha (2/46; Figuras 9 e 10). Muitas
dessas alteracOes estavam presentes numa mesma bexiga. Nos Bovinos 73 e 76 em que a
urina estava vermelha, através da centrifugacdo, foi possivel observar um sedimento
vermelho-escuro (microscopicamente correspondente a eritrocitos; Figura 11).

O Bovino 40, que apresentou sinais clinicos das duas formas cronicas da intoxicacao,
tinha macroscopicamente uma ulcera focalmente extensa na orofaringe (Figura 12), a qual na
superficie de corte se apresentava como extensa drea de necrose (Figura 13) e numerosos
nédulos pdlidos de até 0,7 cm de diametro na bexiga (Figura 14), alguns com pontos

vermelhos na superficie.
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4.1.3.2 Achados macroscépicos em bovinos com HEB

Os achados macroscépicos observados no trato urindrio dos 11 bovinos com HEB
foram: nédulos vesicais multifocais vermelho-escuros ou vermelho-claros (4/11); neoplasmas
vesicais focalmente extensos, com alteracdo da forma normal do 6rgao (5/11); urina vermelha
(4/11); hidronefrose com hidroureter (3/11); papilomas vesicais (2/11); dreas vermelhas
multifocais na mucosa vesical (1/11), pielonefrite (1/11) e ruptura da bexiga (1/11).

Os ndédulos vermelho-escuros ou vermelho-claros (Figura 15) estavam distribuidos
aleatoriamente na mucosa vesical, variando desde 0,1 até 0,8 cm de didmetro, alguns
ulcerados. Os neoplasmas que ocupavam extensas areas eram formados por crescimentos
exofiticos com superficie irregular, branco-amarelada, com ou sem areas vermelhas (Figuras
16 e 17) ou eram endofiticos, com espessamento da parede da bexiga e superficie
extensamente ulcerada recoberta por fibrina (Figura 18). Esses neoplasmas geralmente se
localizavam na regido do trigono vesical. No Bovino 63 havia uma massa exofitica e necrética
que obliterava toda a luz do 6rgao (Figura 19) e os linfonodos da cavidade pélvica estavam
aumentados, alguns com areas multifocais firmes branco-amareladas (Figura 20). No Bovino
68 havia numerosas projecoes, longas e finas com consisténcia gelatinosa, agrupadas em dreas
multifocais do neoplasma (cistite polipdide; Figuras 21 e 22).

Urina vermelha foi observada na bexiga de quatro bovinos (4, 36, 39 e 78), em dois
destes havia codgulos de sangue, alguns aderidos a mucosa vesical (rever Figura 15).

Hidronefrose e hidroureter (Figura 23, 24 e 25) estavam associadas a obstru¢do dos
Ostios ureterais ou do inicio da uretra pelos neoplasmas e foram observados somente nos
casos com grandes neoplasmas vesicais. Os papilomas tinham aproximadamente 0,5 cm de
diametro. As dreas vermelhas multifocais eram constituidas de petéquias e equimoses. No
Bovino 78 o rim estava aumentado de tamanho, com a capsula espessada e aderida (Figura
26). Na superficie capsular havia areas branco-amareladas, multifocais a coalescentes e
irregulares (Figura 27), recobertas por exsudato purulento e fibrina. Ao corte, este rim estava
repleto de urina turva (Figura 28). Quando pressionado o ureter correspondente a esse rim,
fluia um liquido branco-amarelado e turvo para o interior da bexiga, misturando-se ao
conteddo sanguinolento vesical (Figura 29). A urina contida na bexiga era vermelho-escura
com codgulos de sangue, diferente da observada no rim, a qual era turva (Figura 30). No

exame da urina encontrada neste rim, apods a centrifugacao, formou-se um sedimento amarelo-
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acinzentado (Figura 31), o qual era formado por uma grande quantidade de neutréfilos

degenerados (indicando pidria) em meio a células epiteliais descamadas (Figura 32).

4.1.3.3 Achados histopatolégicos em bovinos com CCEs no TAS

Nas bexigas dos 46 bovinos com CCEs no TAS, 44 (95,65%) apresentaram 22 tipos de
alteracoes diferentes. Dessas 22, cinco eram alteragdes neopldsicas (trés neoplasmas benignos
e dois malignos) e 17 eram alteragdes ndao-neopldsicas. Das alteragdes ndo-neopldsicas, seis
foram enquadradas em alteragdes epiteliais ndo-neopldsicas, seis em alteracdes gerais na
lamina propria e cinco em alteracdes somente inflamatérias. O detalhamento dos achados
histolégicos observados nos bovinos com CCEs no TAS podem ser observados no Apéndice
D.

Os neoplasmas benignos observados foram classificados em mesenquimais (um
fibroma e quatro hemangiomas) ou epiteliais (papilomas em trés bovinos). Dentre os
neoplasmas malignos, havia um de origem mesenquimal (hemangiossarcoma no Bovino 67) e
um epitelial (carcinoma de células de transi¢do — CCT — nos Bovinos 40 e 73).

O fibroma se caracterizava pela proliferacdo de células neoplésicas fusiformes,
delimitadas por uma cdpsula de tecido conjuntivo (Figura 33). As células tinham o citoplasma
eosinofilico, com niucleos alongados e cromatina agregada. O pleomorfismo era leve.

Os hemangiomas eram do tipo cavernoso e se caracterizavam pela formacdo de
espacos vasculares irregulares de tamanhos variados (Figura 34), geralmente preenchidos por
eritrécitos, delimitados internamente por uma unica camada de células endoteliais bem
diferenciadas e separados um dos outros por septos de tecido conjuntivo (Figura 35). Os
papilomas (Figuras 36 e 37) eram compostos por células epiteliais bem diferenciadas,
arranjadas sobre um delicado estroma fibrovascular (Figura 38).

O hemangiossarcoma se caracterizava pela proliferacio de células endoteliais
neoplésicas, pleomorficas formando espagos vasculares e, algumas vezes com projecdes para
dentro desses espacos (Figura 39).

O CCT caracterizava-se pela proliferacio de células uroteliais neoplésicas
pleomorficas, invadindo a lamina prépria (CCT nao-papilifero e infiltrativo) (Figuras 40 e

41).
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Em trés casos houve mais de um tipo de neoplasma; no Bovino 40 observaram-se
hemangioma e CCT, no Bovino 67 hemangioma, hemangiossarcoma e papiloma e no caso 73,
papiloma e CCT.

As alteragdes epiteliais nao-neopldsicas observadas nas bexigas dos bovinos com
CCEs no TAS foram, em ordem decrescente de freqiiéncia, displasia (17/46), caracterizada
por vacuolizagdo citoplasmaética, proliferacdo e perda da orientagdo das células nas camadas
do urotélio, com nucleos de tamanhos e padrdoes de cromatina diferentes (Figura 42; ver
controle na Figura 43); vacuolos intraepiteliais (10/46), quando havia somente a formacdo de
vacuolos nas células do epitélio de transicdo (Figura 44); ninhos de Brunn (8/46), formados
por células do epitélio de transicdo, agrupadas em ninhos na lamina prépria, com ou sem
ligacdo com a superficie epitelial (Figuras 45, 46 e 47); hiperplasia (3/46), caracterizada por
mais de sete camadas de células epiteliais em dreas focalmente extensas do urotélio (Figura
48; rever controle na Figura 43), cistite cistica (2/46), caracterizada pela formacdo de
estruturas cisticas na lamina prépria, revestidas por epitélio de transicdo (Figuras 49 e 50),
algumas contendo substancia eosinofilica amorfa intraluminal, PAS-positiva (Figura 51) e
cistite polipdide (1/46), quando havia edema na lamina propria, causando a formacdo de
polipos, cobertos por urotélio normal.

As alteracOes gerais na lamina prépria foram: dilatacdo de vasos linfaticos (18/46)
(Figura 52), alguns acompanhados de infiltrado inflamatério perivascular; tumefacdo de
células endoteliais (9/46; Figura 53); hemorragia (8/46), caracterizada por acimulos de
eritrcitos na lamina propria (em cinco casos havia diapedese de eritrécitos pelo urotélio;
Figura 54) e em um havia eritrofagocitose e pigmento granular marrom-dourado
(hemossiderina) no interior de macréfagos; edema (6/46); estroma mixdide (4/46), quando
havia dreas multifocais de tecido conjuntivo frouxo com producao de pequena quantidade de
substancia amorfa levemente basofilica, azul alciano-positiva (Figuras 55, 56 e 57) e
formacao focal de tecido fibrovascular (1/46).

As alteracdes somente inflamatdrias foram: infiltrado linfoistioplasmocitico (41/46)
(Figura 58); foliculos linféides (16/46) organizados, muitas vezes, ao redor de pequenos vasos
(Figura 59); aumento leve nos mastécitos da lamina prépria (5/46); cistite
fibrinonecrossupurativa (1/46), quando havia neutr6filos na lamina prépria, necrose
multifocal no epitélio de transicdo e depdsitos de fibrina (Figura 60) e cistite histiocitica
cronica (1/46), quando o infiltrado inflamatério era composto predominantemente por

macréfagos, com tecido conjuntivo fibroso.
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Apenas em dois bovinos (18 e 58) nao foram observadas alteracdes histopatoldgicas

vesicais. Em 36 casos, mais de uma alteracdo microscopica foi observada na bexiga.

4.1.3.4 Achados histopatolégicos em bovinos com HEB

Nas bexigas de 11 bovinos com HEB foi observado um total de 19 tipos de alteracdes,
em 10 bovinos foram encontradas alteragdes multiplas numa mesma bexiga. Das 19 alteracdes
observadas, cinco eram alteracdes neopldsicas e 14 eram nado-neopldsicas (nove classificadas
como alteragdes epiteliais ndo-neopldsicas, trés como alteragdes gerais na lamina propria e
duas como alteragdes somente inflamatérias). O detalhamento dos achados histolégicos
observados nos bovinos com HEB podem ser observados no Apéndice E.

Dentre os neoplasmas benignos, havia dois de origem epitelial, dois papilomas
(Bovinos 43 e 68), e trés de origem mesenquimal, todos hemangiomas (Bovinos 4, 36 e 64).
Os hemangiomas eram do tipo capilar (Bovino 36; Figura 61), cavernoso (Bovino 64) e dos
dois tipos no Bovino 4.

Dentre os neoplasmas malignos, observaram-se trés de origem epitelial, dois
carcinomas de células escamosas (CCE) nos Bovinos 5 e 65 ¢ um carcinoma de células de
transi¢cao (CCT) no Bovino 78; e cinco de origem mesenquimal, todos hemangiossarcomas
(Bovinos 4, 17, 63, 68 e 64; Figura 62).

Quanto ao comportamento biolégico, 38,46% dos neoplasmas eram benignos e
61,53% eram malignos. A classificacao histolégica das lesdes neoplasicas, com a freqiiéncia
de cada uma, pode ser observada na Tabela 1.

Os CCEs se caracterizavam pela proliferacao de ceratindcitos neopldsicos formando
ilhas, algumas com ceratinizacdo central (pérolas de ceratina; Figura 63), fitas e corddes. As
células eram poliédricas, grandes, com citoplasma eosinofilico, as vezes vacuolizado, nicleo
grande, redondo ou oval, com cromatina frouxa e um a dois nucléolos grandes e evidentes.
Havia grande quantidade de tecido conjuntivo fibroso (reagdo desmoplasica) entre as células
neoplasicas.

O CCT era do tipo ndo-papilifero e infiltrativo, formado pela proliferacido de células
neoplésicas originadas do epitélio de transicdo. As células neopldsicas eram acentuadamente
pleomoérficas, formando ninhos, fitas, pequenos agregados e dispostas em células individuais,

as quais invadiam a camada muscular propria da bexiga (Figura 64). Havia ilhas de células
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neopldsicas no interior de vasos linfaticos (Figura 65), e as mesmas células obliteravam os
seios subcapsulares e trabeculares do linfonodo renal (Figura 66). Observavam-se em média
trés mitoses em campo de grande aumento e areas de metaplasia escamosa e glandular

adjacentes ao neoplasma.

Tabela 1 — Classificagdo histoldgica das lesdes neoplésicas observadas nos casos de hematuria
enzoodtica bovina (HEB).

Tipo de neoplasma Nuamero Porcentagem (%)
Epiteliais 5 38,46
Benignos
Papiloma 2 15,38
Malignos
CCE 2 15,38
CCT 1 7,69
Mesenquimais 8 61,53
Benignos
Hemangiomas 3 23,07
Malignos
Hemangiossarcoma 5 38,46
Niimero total 13 100

CCE = carcinoma de células escamosas; CCT = carcinoma de células de transi¢3o.

Os hemangiossarcomas eram formados pela proliferacdo de células neoplésicas, as
vezes originando pequenos espacos vasculares, contendo poucos eritrocitos e dreas solidas
adjacentes (Figura 67). As células eram na maioria fusiformes, com moderada quantidade de
citoplasma eosinofilico, nicleos grandes, redondos, alongados ou reniformes, com cromatina
frouxa e dois ou trés nucléolos grandes e evidentes. O pleomorfismo era moderado ou
acentuado e observavam-se uma a trés mitoses por campo de grande aumento (CGA). Em
dois bovinos (63 e 68), as células neopldsicas eram acentuadamente pleomorficas (Figura 68).
Nesses dois casos se fez necessdrio a utilizacdo da técnica de imuno-histoquimica para a
determina¢do do diagndstico. Em dois bovinos (63 e 78) havia metéstases para linfonodos

regionais. No Bovino 63, o tecido linféide dos linfonodos da cavidade pélvica estava



52

substituido pelas células neopldsicas (Figura 69). No Bovino 78 os seios subcapsulares e
trabeculares do linfonodo renal estavam obliterados pelas células epiteliais neoplésicas,
conforme descrito anteriormente.

Em trés bovinos havia mais de um tipo de neoplasma, no Bovino 4 e 64 observou-se
hemangioma e hemangiossarcoma e no 68, papiloma e hemangiossarcoma. Em apenas um
dos casos ndo houve a formagao de neoplasmas (Bovino 39).

A maioria das alteracdes nao-neoplésicas estava relacionada ao epitélio de transicdo.
Esse grupo continha hiperplasia (5/11); displasia (3/11); ninhos de Brunn (6/11); vactolos
intraepiteliais (5/11; Figura 70); cistite polipdide (2/11; Figura 71); cistite cistica (2/11);
metaplasia glandular (3/11), quando células isoladas ou grupos de células no urotélio e na
lamina prépria produziam muco PAS e azul alciano-positivo; cistite glandular (1/11), quando
as células referidas anteriormente formavam estruturas semelhantes a glandulas que invadiam
a lamina propria (Figuras 72, 73, 74 e 75); e metaplasia escamosa (1/11), caracterizada pela
proliferacdo de células bem diferenciadas do epitélio de revestimento, as quais sofriam
ceratinizacdo a medida que se aproximavam da luz vesical (Figura 76).

As alteragdes na lamina prépria, observadas nos 11 casos de HEB perfizeram 3/14
alteracOes ndo-neoplasicas e foram: dilatacdo de vasos linfaticos (6/11), associada ou ndo a
infiltrado inflamatério adjacente; hemorragia (6/11), em trés bovinos com diapedese de
eritrocitos pelo epitélio de transicdo da bexiga e edema leve a acentuado na ldmina prépria
(6/11).

Foram observados dois tipos de alteragdes somente inflamatérias (2/14), as quais
foram: formacdo de foliculos linféides em seis dos casos e infiltrado inflamatério em 10 dos
casos estudados. Os foliculos linféides tinham distribuicdo multifocal na 1amina prépria e o
infiltrado inflamatério observado era localizado subjacente ao urotélio e composto
principalmente por linfécitos, plasmdcitos e histiocitos. Em trés desses casos havia grande
quantidade de neutréfilos em associacdo com estas células. No Bovino 78 havia ulceragdo
multifocal no urotélio, agregados bacterianos basofilicos multifocais e acentuado infiltrado
neutrofilico.

No rim do Bovino 78 observava-se grande quantidade de neutréfilos e agregados
bacterianos basofilicos no interior de tibulos, necrose tubular e dilatagdo tubular multifocal.
Em regides multifocais havia infiltrado neutrofilico no intersticio, formando microabscessos

(pielonefrite) (Figuras 77 e 78).
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4.1.4 Imuno-histoquimica

Os papilomas (Figura 79), CCE (Figura 80) e CCT (Figuras 81 e 82) e as alteracdes
epiteliais ndo-neoplésicas, como ninhos de Brunn (Figuras 83 e 84), metaplasia escamosa
(Figura 85) e cistite glandular (contracorada com azul alciano e hematoxilina de Harris)
(Figuras 86, 87 e 88) foram positivos para citoceratina. A vimentina marcou a reacao
desmopldsica do CCE e CCT e os dois hemangiossarcomas pouco diferenciados (Figura 89),
os quais foram submetidos também a citoceratina, obtendo-se resultado negativo nesse
anticorpo. Os hemangiomas e hemangiossarcomas (Figuras 90 e 91) foram positivos para o
fator de von Willebrand. Nos dois hemangiossarcomas pouco diferenciados, referidos
anteriormente, obteve-se imunomarcacao de poucas células neoplésicas através do uso desse

anticorpo (Figura 92).
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Figura 1 - Esfregaco sanguineo; Bovino 76; forma clinica de carcinoma de células escamosas
(CCEs) no trato alimentar superior (TAS). Grande quantidade de neutréfilos no esfregaco
sanguineo deste bovino que apresentou leucocitose por neutrofilia. Este mesmo animal estava
anémico e nao foram observados sinais indicativos de regeneragdo medular. Panético rapido
(Obj. 20X)

Figura 2 - Hemangioma; bexiga; Bovino 74; forma clinica de carcinoma de células escamosas
(CCEs) no trato alimentar superior (TAS). Nédulo vermelho-escuro, tinico, na mucosa vesical
(peca fixada).

Figura 3 - Hemangiomas; bexiga; Bovino 76; forma clinica de carcinoma de células
escamosas (CCEs) no trato alimentar superior (TAS). Noédulos vermelhos, multiplos e de
tamanhos variados e hemorragias multifocais na mucosa. Ha urina com sangue na luz vesical.

Figura 4 - Hemangiomas; bexiga; Bovino 76; forma clinica de carcinoma de células
escamosas (CCEs) no trato alimentar superior (TAS). Magnificacdo da Figura 3. Nédulos
vermelhos de 0,2 e 0,5 cm de didmetro.
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Figura 5 - Hemorragia; bexiga; Bovino 73; forma clinica de carcinoma de células escamosas
(CCEs) no trato alimentar superior (TAS). Hemorragias leves e multifocais na mucosa
vesical.

Figura 6 - Carcinoma de células de transicdo; bexiga; Bovino 73; forma clinica de carcinoma
de células escamosas (CCEs) no trato alimentar superior (TAS). Nodulos discretos, branco-
amarelados, multiplos e de tamanhos variados na mucosa vesical (setas).

Figura 7 - Papiloma; bexiga; Bovino 67; forma clinica de carcinoma de células escamosas
(CCEs) no trato alimentar superior (TAS). Papilomas multifocais na mucosa vesical (peca
fixada).

Figura 8 - Papiloma; bexiga; Bovino 30; forma clinica de carcinoma de células escamosas
(CCEs) no trato alimentar superior (TAS). Papiloma na mucosa vesical (peca fixada).
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Figura 9 - Urina vermelha; bexiga; Bovino 76; forma clinica de carcinoma de células
escamosas (CCEs) no trato alimentar superior (TAS). Grande quantidade de urina vermelho-
escura na bexiga. Observam-se também nddulos e hemorragias na mucosa vesical.

Figura 10 - Urina vermelha; bexiga; Bovino 73; forma clinica de carcinoma de células
escamosas (CCEs) no trato alimentar superior (TAS). Urina vermelho-escura na bexiga sendo
retirada com uma seringa.

Figura 11 - Urina vermelha pds-centrifugacdo; Bovino 76; forma clinica de carcinoma de
células escamosas (CCEs) no trato alimentar superior (TAS). Observa-se grande quantidade
de sedimento vermelho-escuro no fundo do tubo de ensaio (microscopicamente esse
sedimento corresponde a eritrocitos). H4 também marcado avermelhamento do sobrenadante
devido a hemdlise pelo tempo transcorrido entre morte e coleta.
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Figura 12 - Carcinoma de células escamosas (CCE); trato alimentar superior (TAS); Bovino
40; forma clinica de CCEs no TAS. Ulcera focalmente extensa na orofaringe. Bolo alimentar
impactado caudalmente a epiglote.

Figura 13 - Carcinoma de células escamosas (CCE); trato alimentar superior (TAS); Bovino
40; forma clinica de CCEs no TAS. Na superficie de corte da orofaringe hd uma extensa area
de necrose. Observam-se ainda papilomas na orofaringe e pequenas dreas ulceradas na
epiglote.

Figura 14 - Estroma mixéide/carcinoma de células de transi¢do/hemangioma; bexiga; Bovino
40; forma clinica de carcinoma de células escamosas (CCEs) no trato alimentar superior
(TAS). Nodulos pélidos e pequenos nddulos vermelhos multifocais na mucosa vesical.
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Figura 15 - Hemangioma; bexiga; Bovino 36; forma clinica de hematiria enzodtica bovina
(HEB). Ha um nédulo vermelho na mucosa e um codgulo de sangue na luz vesical.

Figura 16 - Hemangiossarcoma; bexiga; Bovino 68; forma clinica de hematiria enzodtica
bovina (HEB). Massa tumoral exofitica de 20 x 28 cm de superficie irregular, branco-
amarelada com dreas vermelhas, localizada na regido do trigono da bexiga.

Figura 17 - Carcinoma de células escamosas; bexiga; Bovino 5; forma clinica de hematuria
enzodtica bovina (HEB). Massa tumoral exofitica de superficie irregular e amarela que se
estende para a luz vesical. Ha contetido necrético sobre a massa tumoral e na luz da bexiga.

Figura 18 - Carcinoma de células de transi¢ao; bexiga; Bovino 78; forma clinica de hematuria
enzodtica bovina (HEB). Massa tumoral endofitica, com a superficie extensamente ulcerada,
recoberta por fibrina, localizada no trigono da bexiga. H4 udlceras menores localizadas no
corpo da bexiga.






