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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, and were submitted to
the Laboratério de Patologia Veterindria of the Universidade Federal de Santa Maria.
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. In cattle with BEH, hematuria was observed in all cases, followed by
progressive weight loss. Non-regenerative anemia was detected in 33.33% of the cattle
with UDT SCCs form and in 66.66% of the cattle with BEH form. Changes in white blood
count occurred in some cases but drop in lymphocyte numbers was uncommon in both
forms of disease. For the morphological study, urinary bladders from 46 cattle with UDT
SCCs and 11 cattle with BEH were analyzed. Grossly, 16/46 bladders from the UDT
SCCs form had gross lesions (red or pale vesical nodules, hemorrhages, and papilomas;
red urine was detected at necropsy of only three cases). In BEH form, the bladder had
nodules, large neoplastic masses, red urine, papilomas, and hemorrhages. Pyelonephritis
and hydronephrosis were seen in a few cases. Microscopically, in the UDT SCCs form,
44/46 (95.65%) bladders had 22 different types of morphological changes, characterized
by neoplastic lesions (5/22) and non-neoplastic lesions (17/22); the latter 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, characterized 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.
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Immunohistochemistry was utilized to characterize the histogenesis of poorly differentiated
neoplasms. In conclusion, the morphological study demonstrated that urinary bladder
lesions identical to the those seen in cattle with BEH, are very often present in cattle with

the UDT SCCs form.

INDEX TERMS: Diseases of cattle, poisonous plants; Pteridium aquilinum, bovine enzootic
hematuria, squamous cell carcinomas of the digestive system, veterinary pathology.

RESUMO.- Foram estudados casos espontaneos de into-
xicagao cronica por samambaia (Pteridium aquilinum) em
bovinos nas formas clinicopatoldgicas de carcinoma de
células escamosas (CCE) no trato alimentar superior (TAS)
e de hematuria enzodtica bovina (HEB), provenientes da
Mesorregido Centro Ocidental Rio-Grandense e encami-
nhados ao Laboratério de Patologia Veterinéria da Univer-
sidade Federal de Santa Maria. Para o estudo clinico fo-
ram avaliados os sinais clinicos de bovinos com CCEs no
TAS e com HEB e realizados hemogramas na fase termi-
nal da doencga. Os principais sinais clinicos nos bovinos
com CCEs no TAS foram emagrecimento progressivo,
atonia ruminal, tosse, disfagia, timpanismo e regurgitacéo.
Nos bovinos com HEB, hematuria foi o principal sinal, ob-
servado em todos os casos, seguido de emagrecimento
progressivo. No exame hematoldgico, 33,33% dos bovi-
nos com CCEs no TAS e 66,67% dos bovinos com HEB
apresentaram anemia arregenerativa. Alteracdes no leu-
cograma ocorreram em alguns casos, mas linfopenia foi
um achado infreqliente em ambas as formas de intoxica-
¢ao. Para o estudo morfoldgico, foram avaliadas as bexi-
gas de 46 bovinos com CCEs no TAS e de 11 bovinos com
HEB. Macroscopicamente, 16/46 bexigas dos casos de
CCEs no TAS apresentaram alteragbes macroscopicas,
que consistiam nédulos vermelhos ou palidos, hemorragia
e papilomas; urina vermelha foi observada na necropsia
de apenas trés casos). Nos casos de HEB, os achados
macroscopicos vesicais foram nédulos vermelhos, massas
neoplasicas focalmente extensas, urina vermelha,
papilomas, hemorragias e ruptura de bexiga; pielonefrite e
hidronefrose foram observados em poucos casos. Histolo-
gicamente, 44/46 (95,65%) bexigas de bovinos com CCEs
no TAS apresentaram 22 tipos diferentes de alteracdes
morfolégicas, que foram classificadas em alteracoes
neoplasicas (5/22) e alteragdes nao-neoplasicas (17/22);
essas ultimas foram divididas em alteracdes epiteliais nao-
neoplasicas (6/17), alteracdes gerais na lamina propria (6/
22) e alteracdes inflamatdrias (5/17). Os achados histolo-
gicos das bexigas dos casos de HEB foram classificados
da mesma forma, resultando em 19 tipos diferentes de al-
teracdes morfoldgicas. Dessas, 5/19 eram alteracdes
neoplésicas e 14/20, alteragbes nao-neoplasicas (9/14 al-
teracGes epiteliais ndo neoplasicas, 3/14 alteragbes gerais
na lamina propria e 2/14 alteragdes inflamatdrias). Na HEB,
0s neoplasmas mesenquimais foram mais freqlientemen-
te observados que os epiteliais, e a maior parte era malig-
na. A técnica de imuno-histoquimica foi utilizada para ca-
racterizar os aspectos morfologicos, principalmente dos ne-
oplasmas. Através do estudo morfoldgico concluiu-se que
€ muito freqUente a ocorréncia de lesdes vesicais em bovi-
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nos com a forma crénica de CCEs no TAS e que essas
lesdes sdo idénticas as encontradas nos bovinos com HEB.

TERMOS DE INDEXACAO: Doengas de bovinos, plantas toxi-
cas, Pteridium aquilinum, hematuria enzodtica bovina, carcino-
ma de células escamosas do trato digestdrio, patologia veteri-
naria.

INTRODUCAO

A samambaia, Pteridium aquilinum, é uma planta de gran-
de importancia e ampla distribuicdo que causa diversos
quadros clinicos de intoxicagdo em animais domésticos.
Em bovinos causa trés quadros clinicos de intoxicacao,
um agudo e dois crénicos. Nas formas crbnicas estao in-
cluidos os carcinomas de células escamosas (CCEs) no
trato alimentar superior (TAS) e a hematuria enzodtica
bovina (HEB) caracterizada por neoplasmas vesicais
(Tokarnia et al. 2000). Ambas as formas sao responsa-
veis por grandes perdas econémicas em regides
endémicas (Riet-Correa & Medeiros 2001), porém a pre-
valéncia dessas formas varia de regido para regiéao
(Tokarnia et al. 1969).

A concentragéo dos principios toxicos pode variar de-
pendendo de condicbdes geograficas e ambientais (Hirono
et al. 1973, Villalobos Salazar et al. 1999) e pode talvez
influenciar na ocorréncia de uma ou de outra forma créni-
ca da intoxicacdo (Gava et al. 2002). A idade dos bovi-
nos, a quantidade de planta ingerida e o tempo de ingestéao
também estao diretamente relacionados ao tipo de intoxi-
cacao observada (Ddbereiner et al. 1967).

A coexisténcia de lesdes vesicais e no trato alimentar
nas duas formas croénicas da intoxicagao tem sido descri-
ta em bovinos e, nesses casos, a lesdo mais acentuada,
aquela que finalmente causa o aparecimento dos sinais
clinicos mais evidentes, determina a forma clinica apre-
sentada pelo animal (Débereiner et al. 1967, Tokarnia et
al. 1969).

Nos ultimos anos, estudos das formas crénicas de
intoxicacdo espontanea por P. aquilinum tém sido reali-
zados no Laboratdrio de Patologia Veterinaria (LPV) da
UFSM (Souto 2006a,b, Masuda 2007). Nesses trabalhos
foram enfatizadas as alteragdes caracteristicas de uma
ou de outra forma clinica crénica. Entretanto, a sobrepo-
sicao das lesdes nas duas formas, especialmente a ava-
liagcdo das lesdes vesicais nos casos da forma cronica
de CCEs no TAS, nao tinha sido abordada nesses estu-
dos.

Os objetivos gerais deste estudo foram avaliar para-
metros clinico-hematoldgicos e morfoldgicos das formas
crdnicas de intoxicagéo por P. aquilinum. Os aspectos
clinico-hematolégicos foram avaliados pelos sinais clini-
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cos e as alteragbes hematoldgicas na fase terminal da
doenca. Para o estudo morfoldgico foram estudadas as
lesOes vesicais observadas em ambas as formas de into-
xicacao crénica.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados casos espontaneos de intoxicagdo crbnica
pela samambaia, Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, em bovinos,
nas formas clinicas de carcinoma de células escamosas (CCEs)
no trato alimentar superior (TAS) e de hematuria enzodtica
bovina (HEB), provenientes de municipios da Mesorregiao
Centro Ocidental Rio-Grandense encaminhados ao Laboratdrio
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria
(LPV-UFSM) entre 2003 e 2008.

Para o estudo clinico-hematoldgico foram avaliados os sinais
clinicos observados em 30 bovinos com CCEs no TAS, nove
com HEB confirmada pela necropsia e nove com HEB clinica
(consideraram-se aqui nove bovinos que apresentaram
hematuria e provenientes de propriedades rurais infestadas pela
planta nas areas de pastoreio). Para avaliar o perfil hematoldgico
na fase terminal de ambas as formas 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 durante o atendimento clinico dos animais
com suspeita de intoxicagado crénica por P. aquilinum foram
remetidas e os hemogramas realizados conforme técnicas
convencionais. Os valores de referéncia para os exames
hematoldgicos foram determinados de acordo com Jain (1986).
Quando necessario, foi realizado o exame do sedimento da
urina, conforme técnicas padroes.

Os bovinos afetados tiveram morte espontanea ou foram
submetidos a eutanasia devido a deterioragdo do quadro clini-
co. Foi realizada a necropsia e os materiais coletados. Para o
estudo morfoldgico, foram avaliadas macroscopicamente e his-
tologicamente as bexigas de 11 casos de HEB e de e 46 casos
de CCEs no TAS nos quais a bexiga (com ou sem alteracoes
macroscopicas) foi remetida junto com os outros 6rgaos. Bexi-
gas normais de 10 bovinos foram utilizadas como controles.
Apos a fixagdo em formol 10%, os materiais foram encaminha-
dos ao processamento histolégico de rotina. Foram clivados
fragmentos de todas as lesbes macroscopicamente visiveis e
dois fragmentos de regides aleatdrias nos casos em que nao
havia lesdo vesical aparente. Cortes de 3um foram utilizados
para as avaliagdes histoldgica e histoquimica (acido periodico
de Schiff [PAS] e azul alciano).

O detalhamento das lesdes do TAS de grande parte dos
bovinos incluidos neste trabalho foi abordado em outros dois
estudos (Souto et al. 2006a, Masuda 2007).

As lesdes da bexiga foram classificadas em: a) neoplasicas
(epiteliais ou mesenquimais; malignas ou benignas); b) nao-
neoplasicas (anormalidades epiteliais ndo-neoplasicas [hiper-
plasia, displasia, ninhos de Brunn, cistite polipdide, cistite cistica,
cistite glandular, metaplasia glandular, metaplasia escamosa,
vacuolos intraepiteliais], alteragdes gerais na lamina propria
[dilatacdo de vasos linfaticos, hemorragia, edema, estroma
mixoide, tecido fibrovascular, tumefacao de células endoteli-
ais] e somente inflamatdrias [infiltrado inflamatdrio, foliculos
linféides, cistite fibrinossupurativa, cistite cronica, mastdcitos
na lamina propria). Esta classificagéo foi feita de acordo com
critérios descritos anteriormente (Peixoto et al. 2003, Murphy
et al. 2004, Sardon et al. 2005, Carvalho et al. 2006).

Em cortes selecionados foi realizada a técnica de imuno-
histoquimica em laminas silanizadas com seg6es histoldgicas
de 3pum. Foram utilizados os seguintes anticorpos (Acs)
primarios: Ac policlonal anti-pancitoceratina bovina produzido
em coelho, (DakoCytomation, céd. Z0622), na diluicao 1:4000;
Ac monoclonal anti-vimentina suina, clone V9 (DakoCytomation,
cod. M0725), na diluicao 1:100, e Ac policlonal anti-fator de von
Willebrand humano, (DakoCytomation, cdd. A0082), na diluicao
1:400. Foi utilizada a técnica do complexo estreptavidina-biotina-
peroxidase (LSAB Kit Peroxidase Universal, DakoCytomation,
cod. K0690).

RESULTADOS
Sinais clinicos

Os sinais clinicos observados nos 30 bovinos com CCEs
no TAS, em ordem decrescente de freqiiéncia foram: ema-
grecimento progressivo (29/30), atonia ruminal (22/30), tos-
se (20/30), disfagia (18/30), timpanismo (9/30), regurgita-
¢ao (9/30), estertor (6/30), apetite seletivo (6/30), sialorréia
(6/30), anorexia (6/30), extensao do pescogo (5/30), fra-
queza (5/30), dificuldade de deglutir (4/30), halitose (3/30),
decubito (2/30), dispnéia (2/30), edema de faringe (2/30),
secrecao nasal (1/30) e queda na producgéao de leite (1/30).
Frequentemente eram observados grumos de alimento
pouco digerido nas fezes. Um dos bovinos apresentou si-
nais clinicos de ambas as formas cronicas de intoxicagao,
caracterizados por emagrecimento progressivo, tosse (in-
cluidos na contagem acima) e hematuria.

Os sinais clinicos descritos nos bovinos com HEB con-
firmada pela necropsia (9 animais) e nos casos clinicos
(9 animais) foram, em ordem decrescente de freqiéncia,
hematuria (18/18; com o tempo de duragéo 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 late-
ral (1/18), dor abdominal (1/18), polaciuria (1/18), prostra-
cao (1/18), fraqueza (1/18) e tenesmo (1/18). Em um dos
casos foi detectada, por palpagéo retal, uma massa no
interior da cavidade pélvica.

Hematologia

Foram realizados 30 hemogramas de bovinos com le-
sb6es no TAS. Desses, 20 ndo apresentaram alteracbes
no eritrograma e 10 apresentaram anemia arregenerativa
leve. Nos animais anémicos, o nimero de eritrécitos va-
riou de 3,4 a 4,9 x 108/mm?3 de sangue (valores de refe-
réncia - VR: 5,0-10,0 x 108/mm3); o hematdcrito de 18-
23% (VR: 24-46%) e o volume corpuscular médio (VCM)
variou de 46,9 a 56,2 fl (VR: 40,0-60,0 fl). Vinte e quatro
bovinos nao apresentaram alteragées no leucograma. Seis
apresentaram desvio a esquerda, cinco deles regenerati-
vos e um degenerativo. Concomitantemente ao desvio a
esquerda, um bovino apresentou linfopenia, outro eosi-
nofilia, e um outro monocitose.

Foram realizados 15 hemogramas de bovinos com HEB
e em seis deles as lesdes vesicais foram confirmadas pela
necropsia. Desses 15 bovinos, cinco ndo demonstraram
alteragdes no eritrograma e 10 apresentaram anemia
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Fig.1. Urina vermelho-escura na bexiga de bovino na forma cli-
nica de carcinoma de células escamosas no trato alimentar
superior. Observam-se também nddulos e hemorragias
multifocais na mucosa vesical.

Fig.3. Hemangiossarcoma da bexiga. A luz vesical esta preen-
chida por uma massa exofitica amarela e necrdtica (espéci-
me fixado em formol), na forma clinica de hematuria enzoé-
tica bovina.

Fig.5. Metéastase de hemangiossarcoma em linfonodo da cavi-
dade pélvica, na forma clinica de hematuria enzoética bovi-
na. Observam-se areas branco-amareladas extensas que
obliteram parcialmente a arquitetura nodal de um linfonodo
da cavidade pélvica (espécime fixado em formol).
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Fig.2. Nodulos pélidos e pequenos nddulos vermelhos multifocais
na mucosa da bexiga, com estroma mixdide/carcinoma de cé-
lulas de transicdo/hemangioma, na forma clinica de carcino-
ma de células escamosas no trato alimentar superior de bovino.

Fig.4. Carcinoma de células de transicdo na bexiga de bovino,
na forma clinica de hematuria enzoodtica. Massa tumoral
endofitica, com a superficie extensamente ulcerada, reco-
berta por fibrina, localizada no trigono, e Ulceras menores
localizadas no corpo da bexiga.

Fig.6. Urocistite polipdide, na forma clinica de hematuria enzo-
Gtica bovina. Ha projecdes multifocais, alongadas e de con-
sisténcia gelatinosa na mucosa vesical, adjacente a um
hemangiossarcoma nao vizualizado na foto.
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arregenerativa de intensidade variada. Nos animais ané-
micos, 0 nimero de eritrdcitos variou de 2,1 a 4,8 x 108/
mm? de sangue (VR: 5,0-10,0 x 108/mm3); o hematdcrito
de 10-23% (VR: 24-46%) e o VCM de 47,6 a 56,4 fl (VR:
40,0-60,0 fl). Onze bovinos nao demonstraram alteracdes
no leucograma e quatro tiveram alteragdes. Trés destes
tiveram desvio a esquerda regenerativo (dois com linfo-
penia concomitante) e um leucocitose por neutrofilia.

Achados macroscopicos

De um total de 46 casos de CCEs no TAS em que as
bexigas foram avaliadas, 16 (34,78%) apresentavam al-
teragbes macroscoépicas. Em ordem decrescente de fre-
gUéncia, estas alteragdes se caracterizavam por nédulos
vermelhos elevados (9/46), variando de 0,1 a 1,0cm de
didmetro, na grande maioria multiplos e distribuidos alea-
toriamente pela mucosa vesical; hemorragia (6/46); no-
dulos palidos (4/46); edema (3/46), papilomas (2/46) e
urina vermelha (2/46, Fig.1). Muitas dessas alteracdes
ocorriam numa mesma bexiga. Nos bovinos em que a
urina estava vermelha, um sedimento vermelho-escuro
aparecia ap6s a centrifugacao; microscopicamente esse
sedimento correspondia a eritrécitos.

O bovino que apresentou sinais clinicos das duas for-
mas crénicas da intoxicac¢ao tinha uma ulcera focalmente
extensa na orofaringe; na superficie de corte, a ulcera
aparecia como extensa area de necrose; numerosos no-
dulos palidos, alguns com pontos vermelhos eram obser-
vados na superficie da bexiga (Fig.2).

Os achados macroscépicos observados no trato
urinario dos 11 bovinos com HEB foram: nédulos vesicais
multifocais vermelho-escuros ou vermelho-claros (4/11);
neoplasmas vesicais focalmente extensos, com alteracao
da forma normal do érgéo (5/11); urina vermelha (4/11;
dois casos com coagulos de sangue aderidos a mucosa);
hidronefrose com hidroureter (3/11); papilomas vesicais
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Fig.7. Papiloma na mucosa da bexiga, na forma clinica de car-
cinomas de células escamosas no trato alimentar superior
de bovino. HE, obj.2,5x.

(2/11); hemorragias multifocais (1/11), pielonefrite (1/11)
e ruptura da bexiga (1/11).

Os neoplasmas que ocupavam extensas areas eram
formados por crescimentos exofiticos com superficie irre-
gular, branco-amarelada (Fig.3) ou eram endofiticos, com
espessamento da parede da bexiga e superficie extensa-
mente ulcerada recoberta por fibrina (Fig.4). Esses neo-
plasmas geralmente se localizavam na regiao do trigono
vesical. Em um dos casos, os linfonodos da cavidade
pélvica estavam aumentados, com areas multifocais fir-
mes branco-amareladas (Fig.5). Em outro bovino, havia
numerosas projecdes, longas e finas com consisténcia
gelatinosa (cistite polipdide), agrupadas em areas
multifocais do neoplasma (Fig.6).
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Fig.8. Carcinoma de células de transicdo na bexiga de bovino,
na forma clinica de carcinomas de células escamosas no tra-
to alimentar superior. Células neoplasicas acentuadamente
pleomérficas, com nucleos grandes ou pequenos, de formas
variadas com um ou dois nucléolos evidentes e citoplasma
eosinofilico abundante, as vezes vacuolizado. HE, obj.40x.
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Fig.9. Displasia na mucosa da bexiga de bovino, naforma clini-
ca de carcinomas de células escamosas no trato alimentar
superior. H4 aumento do numero de camadas e perda da
orientacao das células uroteliais, com vacuolizagéo citoplas-
matica em algumas delas e nucleos de tamanhos e padroes
de cromatina diferentes. HE, obj.20x.
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Fig.10. Ninhos de Brunn na lamina propria da bexiga de bovi-
no, na forma clinica de carcinomas de células escamosas
no trato alimentar superior. H4 edema acentuado e infiltra-
do inflamatdrio linfoplasmocitico moderado. HE, obj.20x.

Achados histopatolégicos

Nas bexigas dos 46 bovinos com CCEs no TAS, 44
(95,65%) apresentaram 22 tipos de alteragdes diferentes.
Dessas 22, cinco eram alteracdes neoplasicas (irés neo-
plasmas benignos e dois malignos) e 17 eram alteracdes
ndo-neoplasicas. Das alteracdes nao-neoplasicas, seis
foram enquadradas em alteracdes epiteliais ndo-neopla-
sicas, seis em alteragdes gerais na lamina prépria e cinco
em alteragdes somente inflamatérias.

Os neoplasmas benignos observados foram classifi-
cados em mesenquimais (um fibroma e quatro hemangi-
omas) ou epiteliais (papilomas em trés bovinos [Fig.7]).
Dentre os neoplasmas malignos, havia um de origem
mesenquimal (hemangiossarcoma) e um epitelial (carci-
noma de células de transicdo [CCT] em dois bovinos
[Fig.8]).

Em trés casos houve mais de um tipo de neoplasma
nas seguintes combinacdes: hemangioma e CCT; heman-
gioma, hemangiossarcoma e papiloma; papiloma e CCT.

As alteracdes epiteliais ndo-neoplésicas observadas
nas bexigas dos bovinos com CCEs no TAS foram, em
ordem decrescente de frequéncia, displasia (17/46; Fig.9),
caracterizada por vacuolizagéo citoplasmatica, prolifera-
cao e perda da orientagéo das células nas camadas do
urotélio, com nucleos de tamanhos e padres de cromatina
diferentes; vacuolos intraepiteliais no urotélio (10/46); ni-
nhos 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 (Fig.10); hiper-
plasia (3/46), caracterizada por mais de sete camadas de
células epiteliais em areas focalmente extensas do
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urotélio, cistite cistica (2/46), caracterizada pela forma-
cao de estruturas cisticas na lamina propria (Fig.11),
revestidas por epitélio de transicdo, algumas contendo
substancia eosinofilica amorfa intraluminal PAS-positiva
e cistite polipdide (1/46), quando havia edema na lamina
propria, causando a formacéo de pdlipos, cobertos por
urotélio normal.

As alteracdes gerais na lamina propria foram: dilata-
¢ao de vasos linfaticos (18/46), alguns acompanhados de
infiltrado inflamatério perivascular; tumefacéo de células
endoteliais; hemorragias na l1amina propria (8/46; sendo
que 5/8 tinham diapedese de eritrdcitos pelo urotélio;
Fig.12); edema (6/46); estroma mixdide (4/46), quando
havia areas multifocais de tecido conjuntivo frouxo com
producao de pequena quantidade de substancia amorfa
levemente basofilica (Fig.13), azul alciano-positiva e for-
macao focal de tecido fibrovascular (1/46).

As alteracdes somente inflamatdrias consistiam de in-
filtrado linfoistioplasmocitico (41/46); foliculos linféides (16/
46) organizados, muitas vezes, ao redor de pequenos
vasos; aumento leve nos mastdcitos da lamina propria (5/
46); cistite fibrinonecrossupurativa (1/46) e cistite
histiocitica crénica com fibrose (1/46).

Apenas em dois bovinos ndo foram observadas alte-
racdes histopatologicas na bexiga e em 36 casos, mais
de uma alteracao histopatoldgica foi observada.

Nas bexigas de 11 bovinos com HEB foi observado
um total de 19 tipos de alteracdes, em 10 bovinos foram
encontradas alteragbes multiplas numa mesma bexiga.
Das 19 alteracbes observadas, cinco eram alteragdes
neoplasicas e 14 eram nao-neoplasicas (nove classifica-
das como alteragdes epiteliais ndo-neoplasicas, trés como
alteracdes gerais na lamina prépria e duas como altera-
¢cbes somente inflamatérias).

Dentre os neoplasmas benignos, dois eram de origem
epitelial (papilomas) e trés de origem mesenquimal
(hemangiomas capilares e/ou cavernosos).

Dentre os neoplasmas malignos, observaram-se trés
de origem epitelial (dois carcinomas de células escamo-
sas [CCE] e um carcinoma de células de transicao [CCT])
e cinco de origem mesenquimal (hemangiossarcomas).
Quanto ao comportamento bioldgico, 38,46% dos neoplas-
mas eram benignos e 61,53% eram malignos. Em dois
bovinos havia metastases de CCT (Fig.14) ou de heman-
giossarcoma para linfonodos regionais. Em trés bovinos
havia mais de um tipo de neoplasma: hemangioma e he-
mangiossarcoma (2/3) ou papiloma e hemangiossarco-
ma (1/3). Em apenas um dos casos nao houve a forma-
¢cao de neoplasmas.

A maioria das alteragbes nao-neoplasicas estava rela-
cionada ao epitélio de transicdo. Esse grupo continha hi-
perplasia (5/11); displasia (3/11); ninhos de Brunn (6/11);
vacuolos intraepiteliais (5/11); cistite polipodide (2/11; Fig.15);
cistite cistica (2/11); metaplasia glandular (3/11), quando
células isoladas ou grupos de células no urotélio e na lami-
na propria produziam muco PAS e azul alciano-positivo;
cistite glandular (1/11), quando as células referidas anteri-
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Fig.11. Urocistite cistica, na forma clinica de carcinomas de
células escamosas no trato alimentar superior de bovino. hemorragia acentuada na lamina prépria, na forma clinica
Proliferagao de células epiteliais formando cistos, contendo de carcinomas de células escamosas no trato alimentar
material amorfo eosinofilico intraluminal. Observam-se ain- superior de bovino. HE, obj.20x.
da ninhos de Brunn na lamina propria (setas). HE, obj.10x.  Fig.14. Metastase de carcinoma de células de transigdo em

Fig.13. Proliferacao de células fusiformes ou estreladas arranja- linfonodo renal, na forma clinica de hematuria enzodtica
das frouxamente e envoltas por matriz eosinofilica, formando bovina. Ha células epiteliais neoplasicas nos seios
um nodulo bem delimitado na Iamina prépria de estroma trabeculares do linfonodo. As células neoplasicas séo acen-
mixoide na bexiga, na forma clinica de carcinomas de células tuadamente pleomdrficas e observam-se mitoses. HE,
escamosas no trato alimentar superior de bovino. HE, obj.4x. 0bj.40x.

Fig.15. Urocistite polipdide, na forma clinica de hematuria enzodti- Fig.16. Urocistite glandular, na forma clinica de hematuria en-
ca bovina. Observam-se proje¢des recobertas por epitélio de zoodtica bovina. Proliferacdo de células epiteliais formando
transicao, com edema acentuado na lamina prépria. HE, obj.2,5x. estruturas glandulares na lamina propria. HE, obj.10x.
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ormente formavam estruturas semelhantes a glandulas que
invadiam a lamina propria (Fig.16); e metaplasia escamosa
(1/11), caracterizada pela proliferagdo de células bem dife-
renciadas do urotélio, as quais sofriam ceratinizacéo a
medida que se aproximavam da luz vesical.

As alteragcbes na lamina prépria, observadas nos 11
casos de HEB perfizeram 3/14 alteragbes nao-neoplasicas
e foram: dilatacao de vasos linfaticos (6/11), associada
ou nao a infiltrado inflamatdrio adjacente; hemorragia (6/
11; 3/6 com diapedese de eritrécitos pelo urotélio) e ede-
ma leve a acentuado na lamina propria (6/11).

Foram observados dois tipos de alteragdes somente
inflamatorias (2/14): formacao de foliculos linfoides (dis-
tribuidos multifocalmente na lamina prépria) em seis dos
casos e infiltrado inflamatdrio (composto por linfocitos,
plasmdcitos e histiécitos) em 10 dos casos estudados.

No rim de um bovino observaram-se alteragdes histo-
I6gicas consistentes com pielonefrite.

DISCUSSAO

Os sinais clinicos observados nos bovinos com CCEs no
TAS estao de acordo com os descritos na literatura
(Débereiner et al. 1967, Tokarnia et al. 1969, Tokarnia et
al. 2000) e ja foram relatados ou discutidos em outros
estudos, que utilizaram bovinos da mesma regiao (Souto
2006a, Masuda 2007).

Em relacdo a HEB, a hematuria foi o sinal clinico ob-
servado em todos 0s casos e o parametro utilizado para a
inclusdo dos nove casos clinicos de HEB do presente
estudo. Esse achado clinico é considerado o sinal cardi-
nal dessa doenca (Pamukcu et al. 1976); esse sinal inicia
com micro-hematuria, condicdo em que os eritrécitos na
urina sdo observados apenas microscopicamente
(Rosenberger 1971). Semanas ou meses apds, ja se pode
observar macro-hematuria, onde a urina fica tingida de
vermelho e, apds a centrifugacao, ocorre a formacao de
um sedimento de eritrécitos (Rosenberger 1971). A he-
maturia pode ser intermitente ou continua (Gava 1993),
durando poucas semanas a meses (Pamukcu et al. 1976).

Apesar da marcada sobreposi¢do das lesbes vesicais
nas duas formas crénicas da intoxica¢ado, que sera discu-
tida mais adiante, clinicamente apenas um bovino apre-
sentou sinais clinicos das duas formas. Este caso foi in-
cluido, em todos os parametros avaliados, como um caso
de CCE no TAS, pois a lesdo mais grave observada nes-
se bovino se localizava no TAS, indo ao encontro do que
ja foi previamente descrito (Dobereiner et al. 1967, Tokar-
nia et al. 1969).

Através dos hemogramas, foi observado que 33,33%
dos bovinos com CCEs no TAS apresentaram anemia
arregenerativa leve. Em 5/10 casos com anemia, observa-
ram-se morfologicamente hemorragia na lamina propria e/
ou hemangiomas na bexiga, o que talvez tenha permitido a
perda de sangue pela urina. Os resultados obtidos no eri-
trograma dos bovinos deste estudo serédo discutidos pos-
teriormente. Apenas um trabalho experimental, dentre os
consultados, relata as alteragées hematoldgicas relacio-
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nadas a essa forma de intoxicagao croénica por Pteridium
aquilinum, sendo que as alteracdes sdo descritas apenas
no leucograma (Campo et al. 1994). Linfopenia € um acha-
do hematoldgico importante em bovinos cronicamente e
experimentalmente intoxicados (Campo et al. 1994), po-
rém foi observado em apenas um bovino deste estudo. E
importante salientar que neste estudo os hemogramas
foram realizados com o objetivo de determinar o perfil
hematoldgico da fase terminal da intoxicacao e talvez isso
explique as diferencas de alguns resultados aqui obtidos
dos descritos na literatura, onde a doenca foi reproduzida
experimentalmente e os animais foram acompanhados
periodicamente por longos periodos (Campo et al. 1994).
Todos os bovinos deste estudo que apresentaram desvio
a esquerda tinham CCEs ulcerados no TAS e/ou absces-
sos adjacentes aos CCEs.

Nos bovinos com HEB aqui estudados, 66,67% apre-
sentaram anemia arregenerativa normocitica. As altera-
¢bes no eritrograma observadas em bovinos com HEB
incluem a diminuicdo dos valores do hematécrito (Ht),
hemoglobina, nimero de eritrécitos e volume corpuscular
médio (VCM) (Sanchez-Villalobos et al. 2004). No pre-
sente estudo houve diminuicdo no numero de eritrocitos
e no valor do Ht, porém n&o houve alteragdo no VCM,
caracterizando morfologicamente a anemia como normo-
citica e, consequentemente como arregenerativa. A ane-
mia observada em bovinos com HEB tem sido relaciona-
da a continua perda de sangue pela urina (Singh et al.
1973), no entanto as anemias hemorragicas se caracteri-
zam por serem bastante regenerativas (Fighera 2001),
caracteristica essa que nao foi observada no presente
estudo, nas duas formas cronicas da intoxicagao. A pre-
senca de hematuria evidencia a perda de sangue, que
com certeza estava ocorrendo nestes bovinos, porém
outro fator interferiu, impedindo a regeneracao do tecido
eritréide, regeneracao esta esperada nas anemias por
perda de sangue. Um tipo de anemia, denominada ane-
mia por doenca crdnica, associada a redugao na prolife-
racao eritrdide e a utilizacdo inadequada do ferro € des-
crito (Cotran et al. 2000). A anemia por doenca crénica
ocorre associada a doencas cronicas infecciosas, infla-
matdrias, traumaticas e a neoplasmas (Lee et al. 1998) e
caracteriza-se por ser arregenerativa leve (Meuten 2002,
Thrall 2006). Talvez esse tipo de anemia possa explicar
os resultados aqui obtidos. Outra hipétese é que o princi-
pio ativo da planta estivesse agindo diretamente sobre a
medula éssea, ja que na forma aguda da intoxica¢do ocor-
re rarefacdo do tecido hematopoético (Tokarnia et al.
2000). Porém, alteragdes na hematopoese nas formas
cronicas da intoxicagao nao foram descritas na literatura
consultada.

Em cinco bovinos com HEB nao houve anemia, resul-
tado também descrito na literatura, em bovinos com micro-
hematuria (Falbo et al. 2005). A auséncia de anemia em
animais que ja desenvolveram macro-hematuria, como
vista em 5/15 casos deste estudo, nao foi relatada nos
trabalhos revisados. As altera¢des no leucograma ocor-
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reram em apenas quatro bovinos com HEB. Altera¢des
na contagem total de leucdcitos ndo foram observadas
por alguns autores em bovinos com HEB (Singh et al.
1973, Falbo et al. 2005), porém outros autores descreve-
ram leucopenia como um achado freqiiente (Hopkins 1986,
Marrero et al. 2001). Nos bovinos do presente estudo nao
foi observada leucopenia, e sim leucocitose por neutrofilia,
sendo que nesses casos havia ulceracao epitelial vesical,
cistite ou pielonefrite, 0 que explica esse achado. Em ape-
nas dois bovinos com HEB observou-se linfopenia, sen-
do este um achado importante em bovinos de um estudo
experimental (Campo et al. 1992).

Na avaliagdo macroscépica, 34,78% das bexigas de
bovinos com CCEs no TAS apresentavam lesdes macros-
copicas na mucosa vesical, muito semelhantes as obser-
vadas nos casos de HEB. Este achado esta de acordo
com o relatado anteriormente, onde 30% dos casos de
CCE no TAS tinham também neoplasmas na bexiga
(Jarrett et al. 1978). A coexisténcia de lesdes no TAS e
na bexiga ocorre nos bovinos, e a lesdo mais acentuada,
responsavel pelo surgimento dos sinais clinicos, é o que
determina o quadro clinico apresentado pelo animal
(Tokarnia et al. 1969). Apesar de no presente estudo ape-
nas um bovino apresentar sinais clinicos das duas for-
mas da intoxicagao crénica, no exame macroscopico, mais
dois bovinos tinham urina vermelha na bexiga, que de-
pois de centrifugada revelou um sedimento de eritrdcitos,
0 que caracteriza a hematuria.

As diversas alteragdes macroscopicas observadas nas
bexigas de bovinos com HEB estao de acordo com o des-
crito na literatura (Pamukcu et al. 1967, Carvalho et al.
2006). Hidronefrose com hidroureter, ruptura da bexiga e
pielonefrite, como vistas em poucos casos, séo altera-
¢cbes que ocorrem como complicagbes graves dos neo-
plasmas vesicais, causadas por obstru¢édo do fluxo urinério
e infecgdo bacteriana ascendente (Rosenberger 1971) e
sa0 pouco observadas na HEB (Tokarnia et al. 2000). Em
apenas um dos casos, observaram-se metastases ma-
croscopicas para os linfonodos regionais. Metastases séo
descritas eventualmente em bovinos com HEB e geral-
mente ocorrem para os linfonodos regionais e érgaos ad-
jacentes ao neoplasma (Tokarnia et al. 2000).

Histologicamente, 44 bexigas de 46 casos com CCEs
no TAS apresentaram algum tipo de alteracéao. Este re-
sultado é interessante quando comparado com as altera-
cbes observadas macroscopicamente (apenas 16/46 be-
xigas). As lesdes vesicais apenas microscopicamente vi-
siveis, observadas neste trabalho, especialmente as alte-
racdes nao-neoplasicas, nao foram descritas em casos
de CCE no TAS na literatura consultada. Os neoplasmas
observados neste estudo, nos casos de CCEs no TAS,
foram benignos ou malignos, epiteliais ou mesenquimais.
Hemangiomas, fibromas, carcinomas de células de tran-
sicdo e adenocarcinomas também foram observados nas
bexigas de bovinos com CCEs no TAS (Jarrett et al. 1978).
As alteragbes epiteliais ndo-neoplasicas observadas nos
bovinos com CCEs no TAS englobaram uma série de al-

teracOes histolégicas, sendo muitas delas displasicas.
Displasias sao consideradas alteragdes pré-neoplasicas,
porém, nem todas elas evoluem para uma neoplasia
(Cullen et al. 2002).

As alteragcbes na lamina propria e as inflamatdrias,
conforme observadas neste estudo, podem anteceder ou
ocorrer concomitantemente aos neoplasmas vesicais
(Meuten 2002). Alteragdes vasculares descritas em ca-
sos de HEB variam desde a proliferacdo de vasos san-
guineos bem diferenciados até a proliferacdo de células
endoteliais da intima das artérias, formando pequenas
papilas no lumen vascular (Peixoto et al. 2003). Vasos
sanguineos alterados provocam hemorragias para a pa-
rede ou lumen vesical e alteragbes hemangiomatosas
podem se desenvolver nessas areas, ocasionando macro-
hematuria, que, em alguns casos, ocorre sem o desen-
volvimento de lesbes neoplasicas (Newman et al. 2007).
Neste estudo foram observados casos com macro-hema-
taria, sem lesdes neoplasicas vesicais, tanto nos casos
de CCEs no TAS quanto nos casos de HEB.

Aproximadamente 30% das alteragcdes observadas nas
bexigas de bovinos com HEB eram neoplésicas, sendo
0s neoplasmas mesenquimais mais observados (61,53%)
que os epiteliais (38,46%). Outros estudos descrevem
maior quantidade de neoplasmas epiteliais (Carvalho et
al. 2006) e de neoplasmas mistos, contendo células
mesenquimais e epiteliais num mesmo tumor (Pamucku
et al. 1976). Em trés casos havia mais de um tipo histolo-
gico de neoplasma no mesmo bovino, achado também
descrito na literatura (Carvalho et al. 2006). A maioria
dos neoplasmas eram malignos (61,53%), o que esta de
acordo com o descrito na literatura (Carvalho et al. 2006).
Em dois casos, observou-se metastase para os linfono-
dos regionais, sendo que em um deles a metéstase foi
detectada somente na avaliagdo microscopica. Por razbes
ainda nao determinadas, metastases raramente ocorrem
em casos de HEB, mesmo naqueles em que 0s neoplas-
mas sao acentuadamente pleomorficos e com carater
invasivo (Peixoto et al. 2003).

Aproximadamente 70% das alterag¢des vesicais obser-
vadas em bovinos com HEB eram nao-neoplasicas e,
apesar de nao terem a mesma prevaléncia aqui observa-
da, foram também descritas por outros autores (Peixoto
et al. 2003, Sardon et al. 2005, Carvalho et al. 2006). Es-
sas alteracGes muitas vezes estdo associadas a neopla-
sias vesicais e também contribuem para o diagndstico
histoldgico da doenca (Borzacchiello & Roperto 2008). As
alteracdes epiteliais foram as mais prevalentes das alte-
racoes nao-neoplasicas observadas nos casos de HEB.
Esses achados séo relevantes, pois podem significar al-
teracdes iniciais, as quais antecedem alteracdes
neoplasicas. Neoplasmas epiteliais parecem se desen-
volver a partir de alteracdes hiperplasicas e metaplasicas
(escamosas e glandulares) no urotélio, freqlientemente
acompanhadas de alteracoes vasculares (Newman et al.
2007). Os carcindgenos quimicos em geral, induzem a
formacao de neoplasmas apds uma série de eventos ce-

Pesq. Vet. Bras. 29(7):515-525, julho 2009



524 Adriane L. Gabriel et al.

lulares e histoldgicos, que iniciam com hiperplasia focal
do urotélio e metaplasia escamosa, as quais evoluem para
displasias, que por sua vez se transformam em neoplasi-
as (Meuten 2002).

As mais diversas alteracdes vesicais aqui observadas
talvez tenham sido induzidas pelos principios téxicos da
planta, os quais sao eliminados de forma ativa pela urina
(Lioi et al. 2004). A coexisténcia de lesdes vesicais e no
TAS de bovinos intoxicados cronicamente por samam-
baia, como vista neste estudo, possivelmente tenha rela-
¢ao com o pH alcalino dessas regides. Em pH alcalino, o
ptaquilosideo é convertido a uma dienona instavel que é
subseqlientemente carcindbgena/mutagena (Fenwick
1988). A avaliacao de uma possivel participagéo do papi-
lomavirus bovino tipo 2 (BPV-2) na génese das lesdes
vesicais, conforme relatado na literatura (Borzacchiello &
Roperto 2008), nao foi alvo deste estudo.

A técnica de imuno-histoquimica mostrou ser eficiente
no diagndstico de neoplasmas pouco diferenciados. A uti-
lizacao dos anticorpos anti-pancitoceratina e anti-
vimentina possibilitaram a diferenciacao entre células
neoplasicas epiteliais € mesenquimais, respectivamente.
Em dois casos, a utiliza¢do de anticorpo anti-fator de von
Willebrand, permitiu o diagndstico de dois hemangiossar-
comas, que tinham sido previamente classificados como
sarcomas indiferenciados. Nos dois neoplasmas obteve-
se a imunomarcacao de poucas células neoplasicas.

CONCLUSOES

Cada uma das formas cronicas da intoxicagéo por
Pteridium aquilinum apresenta sinais clinicos bastante
definidos e a sobreposi¢éo dos sinais foi raramente ob-
servada neste estudo.

A principal alteracdo hematoldgica observada nas for-
mas cronicas da intoxicacdo foi anemia arregenerativa;
alteragdes do leucograma ocorreram em alguns casos,
mas linfopenia foi um achado infreqliente em ambas as
formas de intoxicacéao.

A ocorréncia de lesdes vesicais concomitantemente
com a forma crénica de CCEs no TAS em bovinos é co-
mum e as lesbes macroscopicas e histopatoldgicas ob-
servadas nas bexigas desses bovinos séo idénticas as
encontradas nos casos de HEB.

Além das alteragOes neoplasicas, diversas alteracdes
nao-neoplasicas sao observadas nas bexigas dos bovi-
nos, tanto com CCEs no TAS quanto com HEB, demons-
trando que essas alteracbes sdo comumente observadas
na intoxicagcao crénica por samambaia e devem ser con-
sideradas no diagndéstico da doenca.
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