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RESUMO

JONCK, Fernanda. A intoxicacdo de bovinos por Pteridium (aquilinum) arachnoideum em
Santa Catarina e a identificacdo das bactérias envolvidas nos infartos do quadro agudo,
2014. 105f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria, Patologia Animal). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Patologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2014.

Pteridium (aquilinum) arachnoideum é planta cosmopolita, responsavel por perdas
vultuosas na criacdo de bovinos em quase todas as regides do Brasil. Esta planta € responsavel
por causar trés quadros clinicos: um quadro agudo, caracterizado por hemorragias e febre, e dois
quadros crénicos caracterizados por tumores de bexiga e do trato digestorio superior. Em Santa
Catarina, em estudo retrospectivo, a intoxicacdo aguda é a forma que prevaleceu sobre as
demais. A maioria dos casos ocorreu no outono e os principais sinais clinicos observados foram
febre e fezes com sangue. As lesdes macroscopicas encontradas foram hemorragias
generalizadas e infartos principalmente em pulmdo, figado, intestino e linfonodo, os quais se
caracterizavam por necrose associada a agregados bacterianos baséfilos, em alguns casos com
formacdo de bolhas de gas. Na medula dssea havia rarefacdo ou auséncia do tecido
hematopoético. A reproducdo experimental da doenca foi realizada em quatro bovinos, dois
vacinados contra clostridioses e dois ndo vacinados. Estes receberam doses de 20, 20, 14 e
10g/kg/dia de Pteridium (aquilinum) arachnoideum, e morreram com 82, 94, 46 dias e 76 dias,
quando tinham ingerido 149, 180, 71 e 75% de planta em relacdo ao peso vivo. A evolugdo dos
sinais clinicos foi de 5, 4, 1 e 5 dias, e, a necropsia, as lesdes consistiram de hemorragias em
variados graus e localizacdes. Infartos de figado foram encontrados nos Bovinos 2, 3 e 4 e no
intestino em todos os bovinos. As lesBes histoldgicas se caracterizaram por rarefacdo e auséncia
de tecido hematopoético na medula déssea, necrose e agregados bacterianos no figado, pulméo,
intestino e linfonodo. As lesBes histoldgicas ndo revelaram reacdo inflamatéria e quando
presente, a intensidade era leve. Amostras de érgdos com infartos coletadas de necropsias nas
intoxicagOes espontanea e experimental foram semeadas no meio de cultivo de Tarozzi e
produziram gas. Cinco amostras causaram a morte dos camundongos ap06s inoculacdo do meio.
A necropsia desses camundongos verificou-se carcagas com cheiro puatrido, tecido subcutaneo
avermelhado e com edema e liquido avermelhado na cavidade abdominal. Dois camundongos
que foram eutanasiados apresentaram reacdo inflamatoria no local da aplicacdo, caracterizada
por areas de aderéncia da pele com o tecido subcutaneo e abscessos; quatro exalavam cheiro
patrido na hora da realizacdo da necropsia. A impressao da capsula do figado dos camundongos
que morreram e que ficaram doentes, revelou bastonetes Gram-positivos. A histologia dos
camundongos que morreram verificou-se na musculatura esquelética da regido da coxa, edema e
hemorragia entre as fibras, necrose e eosinofilia de fibras e grande quantidade de bastonetes
basofilos, associado a infiltrado inflamatorio mononuclear leve e hemorragia. Na pele também
verificou-se, infiltrado inflamatorio, com edema na derme e grande quantidade de bastonetes
basofilos. Os demais camundongos foram eutanasiados e nao tiveram alteracfes. A identificacao
por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) do meio de Tarozzi do figado dos camundongos que
morreram foi detectado Clostridium septicum.

Palavras chaves: Diatese hemorragica; Infartos; Clostridium septicum;



ABSTRACT

JONCK, Fernanda. The cattle poisoning by Pteridium (aquilinum) arachnoideum in Santa
Catarina and the identification of bacteria involved in infarcts in the acute poisoning, 2014.
105f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria, Patologia Animal). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Patologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2014.

Pteridium (aquilinum) arachnoideum is a cosmopolitan plant, responsible for heavy losses in
cattle for heavy losses in almost all Brazil. This plant causes three clinical pictures: an acute
disease, characterized by hemorrhages and fever, and two chronic diseases characterized by
bladder tumors and carcinomas of the superior digestive tract. In Santa Catarina, in a
retrospective study, the acute poisoning is the form that prevailed. Most of the cases ocurred in
the autumn and the main clinical signs observed were fever and faeces with blood. The
macroscopic lesions were widespread hemorrhages and infarcts mainly in lung, liver, intestine
and lymphnodes, which were characterized by necrosis associated with groups of basophylic
bactéria, sometimes with formation of bubbles of gas. In the bone marrow there was rarefaction
or absence of hematopoietic tissue. The experimental reproduction of the disease was realized in
four cattle, two vaccinated against clostridioses and two not vaccinated. These cattle received
doses of 20, 20, 14 and 10g/kg/day, and they died after 82, 94, 46 and 76 days, when they had
ingested 149, 180, 71 and 75% of the plant in relation to their weight. The course of the clinical
signs was 5, 4, 1 and 5 days, and at post-mortem examination the lesions found were
hemorrhages of varied degrees and locations. Liver infarcts were found in bovines 2, 3 and 4,
and in the intestine in all the cattle. The histological lesions were characterized by rarefaction
and absence of hematopoietic tissue in the bone marrow, necrosis and bacterial aggregates in the
liver, lung, intestine and lymphnodes. Histopathology did not reveal inflammatory reaction and
if present the intensity was slight. Samples of organs with infarcts collected at necropsy, in the
spontaneous and experimental intoxication, sown in Tarozzi medium, produced gas. Five
samples caused death in mice after inoculation of the medium. At necropsy the carcasses had
putrid smell, the subcutaneous tissue was red and there was edema and red liquid in the
abdominal cavity. Two mice that were sacrificed presented inflammatory reaction in the place of
the application, characterized by areas of adherence of the skin to the subcutaneous tissue and
presence of abscesso, and four presented putrid smell at necropsy. The impression of of the liver
capsula of the mice that died or got sick, revealed small Gram positive rods. Histopathology of
the mice that died, revealed in the skeletal musculature of the thighs edema between the fibers
with necrosis and eosinofilia of fibers and great amount of small basophylic rods, associated with
slight inflammatory mononuclear infiltration and hemorrhage. In the skin also inflammatory
filtrate was observed, with edema in the derma and great amount of small basophylics rods. The
rest of the mice were sacrificed and no alterations were found. The identification by Chain
reaction of Polimerase (PCR) of the liver of the mice that had died, in Tarozzi medium, resulted
in Clostridium septicum.

Index Terms: Hemorrhagic diathesis ; infarcts; Clostridium septicum
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1 INTRODUCAO

A intoxicacdo por Pteridium (aquilinum) arachnoideum (Samambaia) é uma das
intoxicagOes por plantas mais importantes no Brasil, seja por sua ampla distribuicdo ou pela
perda econdmica causada em criacdes de bovinos. Ainda hoje, é uma planta que, fora do meio
académico, poucos sabem ou aceitam que seja toxica.

Pteridium (aquilinum) arachnoideum é encontrada em quase todo territério nacional, e na
regido sul do Brasil, particularmente em Santa Catarina, € uma das principais causas de morte em
bovinos.

Essa planta é responsavel por causar trés tipos distintos de manifestacfes clinicas em
bovinos, conforme a quantidade de planta ingerida. Uma forma, de carater agudo, € caracterizada
por febre alta, hemorragias e anemia profunda, e é conhecida como sindrome hemorrégica ou
diatese hemorragica. Pteridium (aquilinum) arachnoideum causa ainda dois quadros crénicos
caracterizados por formacbes de neoplasias, 0s carcinomas escamosos no trato digestorio
superior e 0s tumores na bexiga, esses Ultimos responsaveis pela hematuria enzodtica.

Os animais acometidos pela diatese hemorragica apresentam anemia e fezes com sangue,
petéquias nas mucosas e morte rapida. A necropsia observam-se lesbes como hemorragias,
broncopneumonia fibrinosa e infartos, no figado, pulmao, e intestino.

Ao exame histologico, aléem das lesGes de rarefacdo e desaparecimento do tecido
hematopoético e das hemorragias, sdo vistas outras lesGes como enterite fibrinonecrotica e
infartos localizados em diferentes 6rgdos como figado, pulmédo e intestino, associadas a
agregados de bactérias, usualmente com pouca ou henhuma reacdo inflamatoria.

As alteracdes clinicas, lesbes macroscopicas e microscopicas observadas na intoxicacdo
aguda por samambaia sdo muito variaveis, de surto para surto e de animal para animal. Essa
variedade de sinais clinicos e lesbes macroscopicas podem induzir a erro de diagndstico. A
caracterizacdo clinica da intoxicacdo aguda por P. arachnoideum, com variacdo de sinais e
lesGes macroscopicas e microscépicas, bem como a identificacdo de outros agentes infecciosos
associados, € fundamental para compreensdo e confirmacdo do diagndstico. Identificar o tipo de
bactéria envolvida nesses infartos é importante para esclarecer a patogenia do quadro clinico
patoldgico.

Os objetivos deste trabalho foram descrever a epidemiologia, o perfil da intoxicacdo por
P. arachnoidem no Estado de Santa Catarina, principalmente a forma aguda, através do estudo
retrospectivo e da descricdo de surtos da doenca; reproduzir experimentalmente a doenca; isolar
e identificar os bastonetes encontrados nos infartos do quadro agudo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pteridium (aquilinum) arachnoideum
2.1.1 Aspectos botanicos

O género Pteridium pertence a familia Dennstaedtiaceae. Até pouco tempo conhecia-se
somente uma especie, Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, a qual possuia duas subespécies, uma P.
aquilinum ssp. aquilinum, com oito variedades, P. aquilinum var. aquilinum, var. revolutum,
var. pubencens, var. feei, var. decompositum, var. pseudocaudatum, var. latisculum e var.
africanum, e a outra subsespécie P. aquilinum ssp. caudatum, com quatro variedades, P
aquilinum caudatum var. caudatum, var. arachnoideum, var. esculentum e var. variabense
(TRYON, 1941). Recentemente, a espéecie foi reclassificada conforme caracteres genéticos e
morfométricos, e tem sido proposto que essas variedades sdo espécies distintas. A espécie
predominante no Brasil recebeu a denominacdo de Pteridium arachnoideum, juntamente com o
antigo epiteto da espécie aquilinum entre parénteses (THONSON, MICKEL e MEHLTRETER,
2008; GIL da COSTA et al., 2012).

Pteridium aquilinum é conhecida como samambaia, samambaia-comum, samambaia das
taperas, feito, feto, pluma-grande e samambaia-acu. E uma planta perene, rizomatosa, herbécea,
ereta, muito ramificada, glabra, mede de 50-160 cm em altura, e sua propagacdo ocorre por
esporos e por rizomas. A reproducdo ocorre de forma assexuada, e estes 6rgaos se localizam na
face inferior dos foliolos (LORENZI, 1982).

Pteridium aquilinum cresce em solos com uma extensa faixa de pH, entre 2,8 a 8,6, mas
tem predilecdo por solos acidos, arenosos e de baixa fertilidade (TOKARNIA et al., 2012).
Desenvolve-se melhor em regides frias e de boa pluviosidade (TOKARNIA, DOBEREINER e
SILVA, 1979). Os rizomas, estruturas armazenadoras de carboidratos, podem ter 2,0 a 2,5 cm de
didametro, e podem atingir até 50 cm de profundidade, isso faz com que resistam a queimadas.
Infesta pastagens, solos cultivados, beira de estradas e terrenos baldios (LORENZI, 1982).
Possui alta capacidade de invasao, por se propagar de forma vegetativa, por seus rizomas e de
forma assexuada, atraves dos esporos (MATOS et al., 2011). Por essa sua capacidade invasiva
pode se tornar dificil o controle nas areas invadidas.

Pteridium aquilinum apresenta distribuicdo cosmopolita, e esta presente em todos 0s
continentes (TOKARNIA et al., 2012) exceto Antartida (FENWICH, 1988). O Chile é o Unico
pais da América do Sul em que ndao h& samambaia, devido provavelmente, a barreira formada
pela vasta cadeia dos Andes, os desertos do norte e a prevaléncia dos ventos do Pacifico que
blogueiam a dispersdo de esporos provenientes de paises vizinhos como Argentina e Bolivia
(ALONSO-AMELOT et al., 2001). No Brasil, é encontrada em quase todo o territdrio,
principalmente em regides montanhosas, desde o sul da Bahia até o Rio Grande do Sul (Figura 1)
(TOKARNIA et al., 2012).



Figura 1. Distribuicdo de Pteridium aquilinum. Fonte: TOKARNIA et al., 2012.
2.1.2 Principio téxico

Pteridium aquilinum possui uma grande variedade de compostos que foram isolados na
tentativa de identificar quais eram as substancias responsaveis pelas formas de intoxicagdo aguda
e cronica. Algumas espécies, P. aquilinum var. arachnoideum, da Venezuela e P. aquilinum, do
norte de Portugal, contém glicosideos cianogénicos (GIL da COSTA et al., 2012). Substancias
como acido chiquimico (EVANS e OSMAN, 1974), quercitina (PAMUKCU et al., 1980a) e
taninos (WANG et al., 1976ab) foram isolados e apontados por causarem efeitos
carcinogénicos, porém quando essas substancias foram administradas em ratos ou camundongos
ndo produziram tumores (HIRONO, FUSHIMI e MATSUBARA, 1977; PAMUKCU et al.,
1980b; HIRONO et al., 1981; MORINO et al., 1982).

Os principios toxicos responsaveis pelas formas clinicas produzidas pela intoxicagdo pela
samambaia sdo o glicosideo norsesquiterpeno ptaquilosideo e a tiaminase (TOKARNIA et al.,
2012).

A tiaminase € responsavel por causar alteracbes patoldgicas em monogastricos,
principalmente em equinos (EVANS, 1976; VALLI, 1992; TOKARNIA et al., 2012). Em 1958,
concluiu-se que a tiaminase ndo seria o principio toxico responsavel pela diatese hemorragica,
uma vez que, em experimentos com Equisetum arvense, planta que possui tiaminase comparavel
a de P. aquilinum e com bactérias que produzem tiaminase como Bacillus thiaminolyticus e
Clostridium thiaminolyticum, ndo se conseguiu reproduzir a sindrome hemorragica em bovinos.
Somente o extrato alcodlico de P. aquilinum foi capaz de reproduzir a diatese hemorragica
(EVANS et al., 1958). A suplementacdo com tiamina ndo modifica as alterages ocorridas na
diatese hemorragica (FENWICH, 1988).



O ptaquilosideo ou aquilideo € intermediario da biossintese de pterosideos. Este
composto foi isolado por Niwa et al. (1983) e Van der Hoeven et al. (1983), e 0 seu efeito
carcinogénico foi comprovado por Hirono et al. (1984a). Pela administracdo do ptaquilosideo
puro, por via oral, reproduziu a didtese hemorrégica em bezerros (HIRONO et al., 1984b), o qual
é responsavel pela acdo de depressdo da medula déssea, semelhante ao efeito radiomimético
(EVANS, 1984).

O ptaquilosideo é estavel em temperatura ambiente, mas € um composto instavel em
solucdo aquosa, na presenca de &cidos, bases e calor, degradando-se rapidamente em pterosina B
e O (FUKUOKA et al., 1978; YOSHIHIRA et al., 1978) que ndo possuem efeito carcinogénico
(YOSHIHARA et al., 1978). Em condicGes alcalinas, o ptaquilosideo pode dar origem a um
conjugado chamado dienona (APT) (SAITO et al., 1989). O anel ciclopropil da diedona se abre
promovendo o aparecimento de uma terminacao hidroxila livre que interage com um atomo de
nitrogénio da base adenina do DNA (OJIKA et al., 1987). Considera-se que a dienona seja o
principio ativo (MATOBA et al., 1989); é capaz de associar-se quimicamente a uma infinidade
de proteinas com terminais amino expostos, como o DNA, uma vez que ele atravessa a
membrana celular e nuclear dessas células (ALONSO-AMELOT, 1999). Esse principio causa no
nacleo uma alteracdo permanente e irrepardvel em genes que codificam a ativacdo de outros
genes ou tem funcgdo reguladora de outros processos bioquimicos, por exemplo, 0 gene p53 que
regula a apoptose e supressdo de tumores (SANTOS et al., 1992). Esta proporciona a formacéo e
multiplicacdo de um tecido afuncional e canceroso (ALONSO-AMELOT, 1999). Cobaias que
foram expostos a dienona demonstraram a ativacdo do proto-oncogene H-ras, que é associado a
producdo de diversos tipos de neoplasias (SHAHIN et al., 1998).

O efeito carcinogénico de P. aquilinum pode variar de acordo com a espécie animal
envolvida; os bovinos desenvolvem neoplasias no trato digestorio superior e na bexiga
(TOKARNIA et al., 2000), ovelhas, geralmente apresentam tumores intestinais (EVANS, 1968).

A intoxicagdo crbnica por P. aquilinum em bovinos leva ao desenvolvimento de
neoplasias principalmente nas vias digestdrias superiores, principalmente na faringe, no eséfago
e na bexiga; estes orgdos possuem condi¢bes alcalinas que favorecem a transformacdo do
ptaquilosideo em dienona. O pH alcalino da saliva e da urina de bovinos favorece o
aparecimento de tumores nesses o0rgaos. Em monogastricos, o pH &acido do estdmago inativa
parte do ptaquilosideo, dando origem as pterosinas B e O. A maior parte do ptaquilosideo vai ao
intestino sem sofrer decomposicdo, este ndo é absorvido, devido ao seu alto peso molecular e
hidrofilia (MATOBA et al., 1987). As condicBes &acidas da bexiga dos monogastricos nédo
propiciam a formacdo de tumores pelo ptaquilosideo (VAN der HOEVEN et al., 1983).

Todas as partes da planta sdo tdxicas, porém a concentracdo do ptaquilosideo varia
consideravelmente com a idade e a parte da planta. O rizoma e o apice do broto, de onde irdo
desenvolver-se as folhas, sdo as paretes que concentram a maior quantidade dessa substancia
(EVANS et al., 1961; HIRONO et al., 1973; SAITO et al., 1989). O maior nivel do ptaquilosideo
no broto ocorre na primavera e declina gradualmente proximo ao inverno (SMITH et al., 1999);
com a maturidade da planta a toxicidade diminui (TOKARNIA et al., 2012).

Os sinais clinicos ou a forma de intoxicacdo em bovinos dependerd da quantidade de
planta consumida e o periodo de tempo de ingestdo. Para ocorrer a intoxicagdo aguda, a dose
devera ser elevada (maior que 10g/kg por dia), e para a ocorréncia das formas de evolucdo
crbnica a ingestdo € de semanas a poucos meses (TOKARNIA et al., 2012).



A prevaléncia de cada forma de intoxicagdo varia de regido para regido (TOKARNIA et
al., 1969), pois a concentracdo do principio toxico pode variar dependendo das condicGes
geograficas e ambientais (HIRONO et al., 1973; VILLALOBOS SALAZAR et al., 1999).

2.2 Intoxicacgdo por Pteridium aquilinum

A intoxicacdo por Pteridium aquilinum causa diferentes tipos de intoxicacdo em
diversas espécies de animais, conforme o efeito causado por seus principios toxicos
(TOKARNIA et al., 2000). Em monogastricos atuara o principio toxico responsavel por disturbio
neuroldgico, a tiaminase, que atua principalmente em equinos (EVANS, 1951; EVANS et al.,
1963; DINIZ et al., 1984; FERNANDES et al., 1990; MARTINI-SANTOS, 2010; TOKARNIA
et al., 2012). Em ruminantes, o ptaquilosideo é o responsavel pelo efeito radiomimético e pela
formacdo de neoplasias. Os bovinos apresentam trés formas da doenca, didtese hemorragica
(EVANS et al., 1954a; HIRONO et al., 1984a; VALLI, 1992; TOKARNIA et al.,, 2012),
hematdria enzodtica (PAMUKCU, 1955; DOBEREINER et al., 1967; PRICE & PAMUCKU,
1968; TOKARNIA et al., 1969; PAMUCKU et al., 1976; RAVE et al., 1978; SOUZA e
GRACA, 1993; OLIVEIRA, 2009; TOKARNIA et al., 2012) e carcinomas de vias digestdrias
superiores (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969; SOUTO et al., 2006;
TOKARNIA et al., 2012). Nos ovinos sdo descritos quadros de diatese hemorragica (PARCKER
e McCREA, 1965; SUNDERMAN, 1987), hematdria enzodtica (HARBUTT e LEAVER, 1969),
tumores intestinais ¢ degeneragdo progressiva da retina (“Brigth blindness”) (WATSON et al.,
1965; WILCOCK, 2007).

2.2.1 Intoxicagéo por Pteridium aquilinum em bovinos

Na regido sul do Brasil, a intoxicacdo por P. aquilinum é a causa de muitas mortes em
bovinos. No Parana, é uma das principais causas de mortes em bovinos; ocorre em 105
municipios de 399 existentes (POLACK, 1990). No rio Grande do Sul, das mortes causadas por
plantas toxicas, é a segunda planta mais importante; em 16 anos, ocorreram 55 casos de
intoxicacdo por P. arachnoideum, dos quais 50 correspondiam a forma crbnica, 46 eram
caracterizados pelo desenvolvimento de carcinomas de células escamosas no trato digestério e
quatro por hematuria enzootica. Apenas cinco casos correspondiam a forma aguda (RISSI et al.,
2007). Em Santa Catarina, em cinco anos, de 572 casos de mortes de bovinos causadas por
plantas toxicas, 244 correspondiam a intoxicacdo por P. arachnoideum. Destes 122 (50%) sdo da
sindrome hemorréagica, 103 (42%) de carcinomas de células escamosas no trato digestorio
superior e 19 (8%) de hematulria enzootica (GAVA et al., 2002).

Em bovinos a intoxicagdo por P. aquilinum apresenta-se de trés formas: uma
manifestacdo aguda caracterizada por hemorragias, a didtese hemorrégica, por ingestdo de
quantidades maiores que 10g/kg por dia durante algumas semanas a poucos meses e outras duas
formas, de carater crénico, que ocorrem por ingestdo de quantidades de planta menores que
10g/kg por dia durante muitos meses a anos. Um quadro se caracteriza por formagdes
neoplasicas na bexiga, a hematuria enzodtica. O outro quadro é representado por tumores do trato
digestorio superior, os carcinomas epidermoides de vias digestorias superiores (TOKARNIA et
al., 2012).



2.2.1.1 Diatese hemorragica

O primeiro relato de intoxicacdo aguda, caracterizada por febre alta, hemorragias e
elevada letalidade foi descrito na Inglaterra, no final do século XIX, apds uma severa seca, sem
se fazer a associacdo entre o desenvolvimento da doenca e a ingestdao de P. aquilinum
(PENBERTHY, 1893; STORRAR, 1893). Somente um ano apos concluiu-se que a causa desse
surto estaria associada a samambaia (ALMONT, 1894). Realizados alguns estudos experimentais
com a planta, sem reproduzir a doenga, levantou-se a hipotese de que a enfermidade era
carbdnculo hematico, o que dificultou os estudos sobre sua etiologia (FENWICK, 1988).

Na década de 1950, houve relatos no estado da Gedrgia, Estados Unidos, que foram
relacionados a P. aquilinum, e que ocorreram num periodo em que houve restri¢cdo de pastagem
(SIPPEL, 1952). Estudos detalhados e experimentais determinaram que P. aquilinum era
responsavel pela sindrome hemorragica (EVANS et al., 1954 a,b,c; NAFTALIN e CUSHINE,
1954; EVANS et al., 1958). Posteriormente, a doenca foi descrita no Reino Unido (PARKER e
McCREA, 1965), na Nova Zelandia (HICKMAN, 1910 apud HEESCHEN, 1959) e na Australia
(SUNDERMAN, 1987).

No Brasil, o diagnéstico da intoxicacdo aguda foi descrita em 1967 nos Estados de Sao
Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais (TOKARNIA et al., 1967), no Parand (BASILE et al., 1981;
MARCAL, 2001), em Santa Catarina (GAVA et al., 2002), no Rio Grande do Sul (BARROS et
al., 1987; RISSI et al., 2006; ANJOS et al., 2008) e no Mato Grosso (FURLAN et al., 2014).

A intoxicacao aguda por ingestdo dos brotos em bovinos, ocorre em maior intensidade
na primavera (outubro-dezembro) (GAVA, 1993; ANJOS et al., 2008), mas em regifes com
temperatura elevada pode ocorrer o ano todo (TOKARNIA et al., 1967, GAVA, 1993;
MARCAL, 2001). Descreve-se que uma maior manifestacéo clinica de surtos agudos na época
do inverno ocorre devido a escassez das pastagens e pelo fato da samambaia suportar bem a seca
(MARCAL, 2001). Outras situacbes que sdo associadas a esta forma de intoxicacdo sdao
periodos com caréncia de material fibroso (TOKARNIA et al., 2012), superlotacdo em pastos
pequenos, rebrota apos queimada ou rogada (GAVA, 1993); alguns animais podem desenvolver
um gosto especial pela ingestdo da planta (vicio) (EVANS, et al. 1954a; TOKARNIA et al.,
1967).

A intoxicacdo aguda, também chamada de sindrome hemorréagica aguda ou diatese
hemorragica, ocorre em bovinos jovens e adultos (EVANS & MASON, 1965), com idade de seis
meses até dois anos (TOKARNIA et al., 1967). A intoxicacdo aguda é caracterizada por uma
sindrome hemorréagica em quase todas as visceras; a morte dos animais ocorre em torno de 12 a
72 horas ap6s o aparecimento dos primeiros sinais clinicos (SIPPEL, 1952; DURAO et al.,
1995). Esta forma clinica da doenga ¢ popularmente conhecida por “suor de sangue” (MARCAL,
1990; NIERO et al., 1991), devido a uma manifestacdo clinica de hematidrose (MARCAL,
2000). O indice de morbidade da doenca é baixo, em torno de 10 a 15% (SIPPEL, 1952), porém
a letalidade é alta (EVANS et al., 1954a; TOKARNIA et al., 1967; ANJOS et al., 2008; ANJOS
et al., 2009).

O animal deve ingerir quantidades diarias maiores que 10g/kg (10-30g/kg), num periodo
de duas a oito semanas (EVANS et al., 1954; EVANS, 1961; HOPKINS, 1986) ou até o peso da
planta ingerida se igualar ao peso do animal (TOKARNIA et al., 2012). Experimentalmente,
Anjos et al. (2009) reproduziram a doenca, no Rio Grande do Sul, ao administrar doses diarias de
8g/kg (o total ingerido correspondeu a 59,3% do peso do animal), 8,6g/kg (63,3%), 10,2g/kg
(47,4%) e 10,69/kg (47,5%) durante 53 a 58 dias.
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Os sinais clinicos tém inicio de trés semanas apés o inicio da ingestdo, até oito semanas
depois da Gltima ingestéo da planta (EVANS et al., 1954a; EVANS & EVANS, 1961; STOBER,
1970). Os bovinos apresentam pelos arrepiados, salivacdo, perda de apetite, perda de peso,
dispneia, fezes enegrecidas e fétidas ou diarreicas com sangue, febre (41-42°C), mucosas
tornam-se palidas, com petéquias na conjuntiva, gengiva e mucosa vulvovaginal, ulceracdes nas
narinas e epixtase (SIPPEL, 1952; EVANS et al., 1954c; TOKARNIA et al., 1967,
DOBEREINER et al., 1967; BARROS et al., 1987; VALLI, 1992; ANJOS et al., 2008;
FURLAN et al., 2014). Os animais permanecem longos periodos em decubito, apresentam
hemorragias frequentes no local de picadas de insetos, por agulhas e traumas (TOKARNIA et al.,
1967; PAMUKCU & PRICE, 1969). O sangue desses animais ao ser puncionado apresenta-se
aquoso (BARROS et al., 1987; ANJOS et al., 2008). Sao relatados sangue na urina (ANJOS et
al., 2008; ANJOS et al., 2009) e no leite (ANJOS et al., 2008).

A morte ocorre em dois (ANJOS et al., 2008) a trés dias (TOKARNIA et al., 1967,
VALLLI, 1992) apo6s o inicio dos sinais, excepcionalmente em uma semana (TOKARNIA et al.,
1967) a oito dias (NAFTALIN e CUSHINE, 1965). Anjos et al. (2009) reproduziram o quadro
clinico com evolucdo de 5-6 dias, e os sinais clinicos foram semelhantes aos encontrados na
intoxicacdo natural.

O exame hematoldgico revela trombocitopenia, aumento no tempo de coagulagdo e
neutropenia (SIPPEL, 1952; TOKARNIA et al., 1967; BARROS et al.,, 1987). Como ha
neutropenia acentuada, os valores relativos aos linfécitos sdo altos, o que d& a falsa impressao de
linfocitose (HIRONO et al., 1984; TOKARNIA et al., 2012). Hayashi (1981) e Anjos et al.
(2009) relataram que bovinos intoxicados revelam depressdo da atividade da medula dssea com
trombocitopenia e leucopenia e que a diminuicdo na contagem plaquetaria esta associada a
diminuicdo na contagem de megacaridcitos, comprovada pela bidpsia de medula déssea.

Na biopsia de medula déssea de bovinos intoxicados experimentalmente, observou-se
diminuicdo na quantidade de células hematopoéticas, mieloide e eritroide, com auséncia total de
megacariécitos. As Unicas células vistas nos esfregacos eram precursores eritroides, como
metarrubricitos e rubricitos (ANJOS et al., 2009).

De acordo com Yamane et al. (1975), hd aumento da fragilidade capilar e do tempo de
sangramento, com diminuicdo na retracdo do coagulo, causado pela trombocitopenia e aumento
do fibrinogénio. A hemorragia acentuada, frequente nessa enfermidade, é explicada pelo
aumento da fragilidade capilar, como provavel consequéncia da trombocitopenia persistente e
febre (VALLI, 1992; RADOSTITS et al., 2002).

Evans (1958) comparou os sinais clinicos da intoxicacdo por P. aquilinum aos sintomas
causados pelo excesso de exposicdo a radiacdo ionizante (raios X) ou substancias quimicas
radiomiméticas, os quais sdo semelhantes. Ha alteracGes caracteristicas de uma condicédo
inflamatoria sistémica aguda, como as induzidas por radiacdo; esses distdrbios incluem
modifica¢cbes humorais como aumento dos niveis de heparina e histamina no sangue e nos
tecidos, bem como aumento do numero de mastdcitos no tecido conjuntivo subcutaneo (EVANS,
1984).

A bacteremia ¢é parte importante na patogenia da intoxicacdo aguda por ptaquilosideo. A
invasdo bacteriana é facilitada pela neutropenia, e a bacteremia resultante podera causar infartos
no figado, se o0s pequenos vasos forem obstruidos pelos trombos de bactérias. Os
microorganismos podem ser levados para a circulacdo sistémica, causando infartos em outros
orgaos (RADOSTITS et al., 2002). As bactérias sdo sapréfitas em muitos dos casos, e com 0



passar do tempo ap6s a morte, as lesGes localizadas se expandem pelas col6nias no foco de
putrefacdo (VALLI, 1992).

As lesdes macroscopicas consistem em palidez de mucosas com petéquias,
principalmente nas gengivas, conjuntivas, vulva e vagina, equimoses e sufusfes nas mucosas e
serosas das cavidades toracica e abdominal com graus varidveis de intensidade e distribuicdo,
especialmente omento, mesentério, pré-estbmagos e intestino. H& hemorragias inter e
intramusculares. Ocasionalmente ha sangue livre nas cavidades formando hemoperitbnio e
hemotoérax. H& Ulceras e coagulos na mucosa do abomaso, intestino delgado e cdlon, com
coagulos de sangue, detritos necroticos e fibrina aderidos ou ndo a mucosa, petéquias e sufusdes
em outros 6rgdos como bexiga, bacgo, vesicula biliar e coragdo (SIPPEL, 1952; TOKARNIA et
al., 1967; BARROS et al., 1987; VALLI, 1992; TOKARNIA et al., 2000; ANJOS et al., 2008;
ANJOS et al., 2009; FURLAN et al., 2014), linfonodos tumefeitos, com superficie de corte
umida (ANJOS et al., 2009), figado com areas de contornos irregulares, firmes, palidas na parte
central rodeadas por halo de hemorragia, atingindo cépsula e parénquima (ANJOS et al., 2008;
ANJOS et al., 2009). No contetdo ruminal pode haver fragmentos da samambaia (BARROS et
al., 1987). Experimentalmente, Anjos et al. (2009) ainda descrevem, na bexiga dos quatro
animais intoxicados, urina com sangue e no exame dos testiculos, petéquias e pequenas sufusdes
no mesérquio e tunica vaginal ao longo do epididimo, assim como em todo o parénquima
testicular e hemartrose acentuada nas articulacdes dos membros pélvicos.

No exame histolégico sdo confirmadas as hemorragias vistas macroscopicamente e
rarefaracdo e desaparecimento do tecido hematopoético (SIPPEL, 1952; EVANS et al., 1954c;
TOKARNIA et al., 1967; TOKARNIA et al., 2000; ANJOS et al., 2008; ANJOS et al., 2009;
FURLAN et al., 2014). Ha focos de necrose com hemorragia no coracdo (TOKARNIA et al.,
1967), enterite fibrinonecrotica e hemorragica e edema da parede do abomaso (ANJOS et al.,
2008). Na mucosa intestinal ha perda de vilosidades, com grande quantidade de células
sanguineas, fibrina e agregados bacterianos (ANJOS et al., 2009). No figado sdo observadas
multiplas areas de necrose de coagulacdo associadas a agregados de bacilos (TOKARNIA et al.,
1967; VALLI, 1992; ANJOS et al., 2008). Infartos renais e esplénicos causados por trombose
séptica sdo achados menos frequentes (ANJOS et al., 2008). As areas de infartos sdo causadas
por embolias bacterianas localizadas em pequenos ramos da veia porta, sinusoides e veia central
(VALLI, 1992). Usualmente, pouca ou nenhuma reacdo celular ocorre devido as embolias
bacterianas ou nas areas de necrose em locais de infarto (VALLI, 1992).

No diagnéstico diferencial, devem ser consideradas enfermidades com sintomatologia
semelhante a pasteurelose (BARROS et al., 1987; TOKARNIA et al., 1979; TOKARNIA et al.,
2000), babesiose e anaplasmose (SIPPEL, 1952; BARROS et al., 1987), leptospirose (BARROS
et al., 1987), intoxicacdo por Crotalaria spp. (SIPPEL, 1952), intoxicacdo por trevo doce
mofado, hemoglobindria bacilar (SIPPEL, 1952), intoxicacdo por warfarina e estrégenos
(POLACK, 1990), carbunculo hematico (BARROS et al., 1987), pneumonia aguda (SIPPEL,
1952) e sindrome produzida por irradiacdo ionizante (HAGAN, 1952; EVANS et al., 1954 g;
1954b; 1954c).

Para profilaxia, recomenda-se a retirada imediata dos animais das areas com samambaia
(MARCAL et al., 2001; TOKARNIA et al, 1979).



2.2.1.2 Hematuria enzootica

A hematdria enzodtica (HE) ocorre quando os bovinos ingerem quantidades menores
que 10g/kg por dia durante um ou mais anos (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al.,
1969; PAMUCKU et al., 1976). Esta doenca é conhecida pelos nomes de hematuria vesical
bovina, cistite cronica, hematuria essencial e hematuria vesical cronica (RAVE et al., 1978). E
caracterizada pela ocorréncia de hiperplasia ou processos neoplasicos na bexiga, pois a
existéncia de tumores na bexiga sem a associacdo a ingestdo de P. aquilinum é rara (BROBST e
OLSON, 1963).

Em regiGes severamente invadidas por P. aquilinum, os prejuizos econémicos sdo muito
significativos, em especial na bovinocultura de leite. Em algumas propriedades das regides
afetadas cerca de 90% das vacas de leite urinam sangue (FRANCA et al., 2002).

Os animais acometidos frequentemente tém idades superiores a quatro anos. O longo
periodo de ingestdo até a manifestacdo dos sinais clinicos, faz com que ocorra principalmente
em bovinos leiteiros ou utilizados para trabalho, por permanecerem por um periodo maior nas
propriedades.

A melhora do animal pode ocorrer na fase inicial da doenca, se os animais forem
retirados do pasto invadido pela planta e receberem boa alimentacdo (STOBER, 1970),
entretanto, se houver nova ingestdo, a hematuria recomeca com rapidez (TOKARNIA et al.,
2000). Galvéo et al., (2012) acompanharam um grupo de 26 bovinos, destes apenas dois
alcancaram peso de abate em boas condigdes corporais, 0s demais morreram dentro de no
maximo dois anos. Dessa forma pode-se afirmar que bovinos com HE ndo se recuperam.

Os sinais clinicos da hematuria enzoo6tica caracterizam-se por hematdria intermitente,
anemia e emagrecimento (PAMUCKU et al., 1976; SOUZA e GRACA, 1993; FRANCA et al.,
2002; SOUTO et al., 2006). Incontinéncia urinaria, miccao frequente, obstrucdes e infeccbes
secundarias do sistema urinario sdo outros achados menos frequentes (PAMUCKU et al., 1976;
FRANCA et al., 2002).

A necropsia, as leses encontradas sdo especificamente na bexiga e caracterizam-se por
nddulos de tamanhos variados (de milimetros a alguns centimetros), Unicos ou multiplos,
formacdes com aspecto de couve-flor esbranquicadas, amareladas ou avermelhadas
(TOKARNIA et al., 2012), com ou sem hemorragia associada (PRICE & PAMUCKU, 1968;
SOUZA E GRACA, 1993 ). Em casos mais graves ha espessamento da parede (TOKARNIA et
al., 2000). Na mucosa podem ser vistas ainda, congestdo, focos de hemorragia e crescimentos
vasculares (PAMUKCU, 1955; OLIVEIRA, 2009).

Histologicamente os tumores encontrados sdao hemangiomas (PAMUCKU et al., 1976;
SOUZA e GRACA, 1993; PEIXOTO et al., 2003; SOUTO et al., 2006; GABRIEL et al., 2009;
OLIVEIRA, 2009; LUCENA et al., 2011), hemangiossarcomas (SOUZA e GRACA, 1993;
PEIXOTO et al., 2003; GONZALES et al. 2004; SOUTO et al., 2006; GABRIEL et al., 2009;
OLIVEIRA, 2009; LUCENA et al., 2011), papilomas (SOUZA e GRACA, 1993; GABRIEL et
al., 2009), carcinoma in situ (PEIXOTO et al., 2003; OLIVEIRA, 2009), fibromas (PAMUCKU
et al., 1976; GABRIEL et al., 2009; LUCENA et al., 2011), carcinomas de células de transicao
(GABRIEL et al., 2009; LUCENA et al., 2011), leiomiossarcomas (PAMUCKU et al., 1976;
OLIVEIRA, 2009; LUCENA et al., 2011); fibrossarcomas (PAMUCKU et al., 1976),
carcinomas epidermoides (PAMUCKU et al., 1976; SOUZA e GRACA, 1993; LUCENA et al.,
2011), carcinomas indiferenciados (PAMUCKU et al., 1976), adenocarcinomas, carcinomas
uroteliais e adenocarcinomas mesonfroides (OLIVEIRA, 2009). Os diferentes tipos de
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neoplasias, de origem epitelial e mesenquimal, podem ocorrer separadamente ou em uma bexiga
de um mesmo animal, concominantes (OLIVEIRA, 2009; TOKARNIA et al., 2012).

Lesdes inflamatorias e alteracbes ndo neoplasicas sdo observadas também, como
hiperplasia, ninhos de Brunn, cistite cistica (CARVALHO et al., 2006; GABRIEL et al., 2009),
metaplasia glandular (cistite glandular e metaplasia intestinal) (CARVALHO et al., 2006) e
ainda cistite supurativa crdnica, com presenca de linfocitos agrupados em grandes quantidades
na forma de foliculos, infiltrado plasmocitario e macrofagico, edema, fibrose, descamacéo do
urotélio e ulceragio hemorragica (GONZALES et al. 2004; GABRIEL et al., 2009).

Metéstases sdo raras e sdo descritas metastases de hemangiossarcoma em baco e em
linfonodo (GONZALES et al., 2004), em linfonodos iliacos (PAMUCKU et al., 1976) e em
pulméo (PAMUCKU et al., 1976).

A HE, estd frequentemente associada a carcinomas das vias digestorias superiores
(DOBEREINER et al., 1967; SOUZA e GRACA, 1993; OLIVEIRA, 2009) e papilomas
(SOUZA e GRACA, 1993; GALVAO et al., 2012).

O diagnostico diferencial deve ser feito com doencgas que atingem o sistema urinario
como urolitiases e pielonefrites, e com hemoglobindria, causada por hemoparasitos (SOUZA e
GRACA, 1993).

2.2.1.3 Carcinomas de vias digestdrias superiores

Em regides onde os pastos sdo altamente invadidos por P. aquilinum, ha elevada
incidéncia de carcinomas escamosos, uma vez que, sem a presenca dessa planta, esses mesmos
tumores sdo raros (TOKARNIA et al., 2012). Esses tumores se caracterizam por carcinomas
epidermoides queratinizantes (DOBEREINER et al., 1967). S&o conhecidos em diferentes
regides do Brasil por “figueira na “goela”, “cravo”, “favo”, “garrotilho” ou “caraguata”
(DOBEREINER et al., 1967).

Os animais acometidos tém idade avangada, com cinco anos ou mais, e a quantidade de
P. aquilinum ingerida por dia é menor do que aquela que causa hematiria enzooética, por um
periodo mais prolongado (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1969).

A evolucdo pode levar meses a anos e 0s tumores atuam por causar perturbacdes de
ordem mecanica na ingestdo e regurgitacdo dos alimentos (TOKARNIA et al., 2012). Os sinais
clinicos dependem da localizacdo dos tumores. Se estes se localizarem na base de lingua, 0s
sinais de ronco ao respirar “ronqueira” ¢ dificuldade de degluticdo sdo observados; se a
localizacdo for ao longo do esdfago e cardia, serdo observados sinais de timpanismo e
regurgitamento (DOBEREINER et al., 1967).

Os sinais clinicos se caracterizam por timpanismo ruminal crénico (SOUTO et al., 2006),
tosse (DOBEREINER et al., 1967; SOUTO et al., 2006), disfagia (SOUTO et al., 2006),
regurgitacio (DOBEREINER et al., 1967), diarreia (DOBEREINER et al., 1967; SOUTO et al.,
2006), progressiva perda de escore corporal (DOBEREINER et al., 1967; SOUTO et al., 2006),
pele seca (DOBEREINER et al., 1967), mucosas palidas, dificuldade respiratoria
(DOBEREINER et al., 1967; SOUTO et al., 2006), edema submaxilar, corrimento nasal
(DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al.,, 1969; TOKARNIA et al., 2012) e halitose
devido a necrose (DOBEREINER et al., 1967; SOUTO et al., 2006).

A necropsia, observam-se processos neoplasicos variados, multiplos ou Gnicos, muitas
vezes de grandes extensdes, massas amareladas, acinzentadas e infiltrativas, muitas vezes

10



ulceradas, na base da lingua, no eséfago, cardia e ramen (TOKARNIA et al., 2012). Associado
pode haver proliferagdes papilomatosas (DOBEREINER et al., 1967).

Mestastases sdo observadas em linfonodos regionais, e também em 6érgdos como figado
pulmao, intestino, omento, bago e bexiga (TOKARNIA et al., 1969; JARRET 1978; SOUTO et
al. 2006).

Ao exame histopatoldgico sdo observados carcinomas epidermoides queratinizados
esquirrosos acompanhados de acentuada infiltragdo linfocitaria e papilomas (DOBEREINER et
al., 1967; TOKARNIA et al., 2012), com metéstases para linfonodos (SOUTO et al., 2006)

O diagndstico diferencial deve ser feito com doencas que levam ao aumento de
linfonodos da regido como actinobacilose, tuberculose e leucose, ou até mesmo corpo estranho
localizado na faringe (TOKARNIA et al., 2012).

N&o ha tratamento para esses processos neoplasicos, mesmo a retirada dos animais de
pastos invadidos pela samambaia, ndo tera qualquer influéncia sobre a evolucdo da doenca, e a
letalidade é de 100% dos animais acometidos (TOKARNIA et al., 2012).

2.2.2 Associacdo do Papilomavirus bovino (BPV-2) em lesGes tumorais de hematuria
enzootica e carcinomas de trato digestdrio superior

H& uma possivel relacdo entre o papilomavirus tipo Il bovino e os carcinégenos de P.
aquilinum (JARRET et al., 1978). Campo et al. (1992), ap0s isolar o papilomavirus bovino tipo
Il (BPV-2) em lesdes tumorais de bovinos com HE, sugeriram um sinergismo com o principio
toxico de P. aquilinum no processo de carcinogénese. Sugerem-se que a samambaia tem efeito
imunossupressor, e contribui para o desenvolvimento tumoral promovido por esse virus
(FENWICK, 1988; SOUTO et al., 2006). Verificou-se que o virus esta associado aos papilomas
de trato digestdrio superior (HIRONO et al., 1992). No entanto, a presenca nédo é obrigatéria para
gue a haja a transformacdo do papiloma em carcinoma (CAMPO et al., 1985), e também é
possivel o desenvolvimento de tumores diretamente do epitélio normal, por uma acédo direta dos
carcindgenos quimicos da samambaia (SOUTO et al., 2006). Campo (1994) ap6s tentar
reproduzir experimentalmente a interagdo entre o papilomavirus e os carcinomas de vias
digestorias superiores, concluiu que a imunossupressao relativa a intoxicacao pela samambaia é
fator determinante na disseminacdo da papilomatose e que a conversdo de papilomas em
carcinomas € um fato relacionado a agéo carcinogénica da planta.

O BPV-2 ndo foi encontrado em bexigas sem alteracdes macroscépicas, provenientes de
animais sadios sem 0 acesso a samambaia (WOSIAKI, 2000). O papilomavirus pode também
produzir tumores na parede de bexiga de bovinos sem estes terem acesso a samambaia (OLSON
et al., 1965). O BPV-2 é um patogeno capaz de permanecer de forma latente em varios tecidos e
foi isolado em urotélio normal, sem qualquer correlacdo com a HE, naturalmente ou de forma
experimental (CAMPO et al., 1992, CAMPO et al., 1999).

2.2.3 Intoxicagdo por Pteridium aquilinum em monogéstricos

Para monogastricos, P. aquilinum causa intoxicacdo em funcdo da enzima tiaminase,
que inativa, através de clivagem, a molécula de tiamina, a vitamina Bl. Os sinais clinicos

observados sao neuroldgicos, cardiacos e neuro-musculares (EVANS, 1963). O rizoma, seguido
do broto, sdo as partes que concentram maior quantidade de tiaminase (TOKARNIA et al.,
2012).
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Em equinos a intoxicacdo pela samambaia € rara. A dieta dos animais deve conter 40%
de P. aquilinum para desenvolver os sinais clinicos (VALLI, 1992). Acredita-se que a ma
palatabilidade da planta esteja relacionada a baixa incidéncia de casos de intoxicacdo nesta
espécie. Os animais ingerem a planta preferencialmente em periodos de escassez de pastagens
(estacdo de seca), periodo que coincide com a rebrota da samambaia, 0 que contribui para a
ocorréncia da intoxicacdo (DINIZ et al., 1984).

Os sinais clinicos apresentados por equinos na intoxicacdo natural sdo neuroldgicos,
neuro-musculares e alteragbes no ritmo cardiaco (EVANS, 1951; EVANS, 1963).
Experimentalmente, sdo descritos sinais clinicos de aumento e alteracdo no ritmo cardiaco,
apatia progressiva com hiporexia e anorexia, incoordenagdo progressiva, relutancia em
movimentar-se, aumento da temperatura, sudorese intensa, mioclonias, movimentos de
pedalagem e convulsdes (FERNANDES et al., 1990; MARTINI-SANTOS, 2010).

Os suinos ndo manifestam sinais nervosos, os sinais clinicos sado discretos, como apatia,
anorexia e crescimento retardado (EVANS, 1963; VALLI, 1992). H& aumento de piruvato
sanguineo e reticulocitopenia. Animais intoxicados se recuperam através do tratamento com
tiamina (VALLI, 1992).

Em asininos sdo descritos sinais nervosos de incoordenacdo de membros posteriores,
andar cambaleante, cabeca apoiada, perda de equilibrio, quedas, batimentos cardiacos e
respiracdo acelerada, com temperatura e mucosas normais (DINIZ et al., 1984).

As lesBes macroscopicas descritas em equinos intoxicados experimentalmente sdo
escoriacdes devido a traumas, edema de tecido subcutaneo, atrofia serosa da gordura, jugular
ingurgitada, hidroperiténio, pouco contetdo estomacal e intestinal com fezes ressecadas no reto,
congestdo de figado, rim e baco, pulmdo com congestdo e edema, hidropericardio, petéquias no
endocardio e areas escurecidas no miocardio (FERNANDES et al., 1990; MARTINI-SANTOS,
2010). Em asininos, Diniz et al. (1984) observaram estado corporal regular, com pelos arrepiados
e secos, petéquias e sufusbGes nas serosas e mucosas, principalmente no estbmago, intestino,
omento e coracdo, ulceracfes na mucosa gastrica, hiperemia e hemorragias no bago, figado e
rim, estbmago e intestinos com pouco contetdo e com fragmentos de folhas de samambaia junto
ao conteudo. Em suinos foi relatado edema pulmonar e coragdo mosqueado e dilatado (EVANS
etal., 1963).

Microscopicamente ha congestdo dos 6rgédos citados (DINIZ et al., 1984; MARTINI-
SANTOS, 2010) e areas de hemorragia no endocardio (MARTINI-SANTOS, 2010). Fernandes
et al. (1990), descreveram ainda necrose coagulativa centro lobular hepética e hepatite difusa
discreta, no rim foram observadas nefrite intersticial discreta e nefrose, na bexiga verificou-se
cistite ulcerativa necrosante, no coragdo necrose coagulativa fibrilar, e no cérebro gliose e edema.
No SNC de asininos e equinos nao foram observadas lesdes dignas de nota (DINIZ et al., 1984;
MARTINI-SANTQOS, 2010). Nos suinos havia areas de degeneracdo e necrose no miocardio
(EVANS et al., 1963)

O diagnostico baseia-se nos sinais e historico clinico, recuperagdo com tratamento com
tiamina e na comprovagdo da ingestdo de samambaia (DINIZ et al., 1984). O diagnostico
diferencial em equinos deve ser realizado com outras encefalopatias que cursam com alteracGes
clinicas neuroldgicas como raiva, leucoencefalomaléacea e encefalomielites (TOKARNIA et al.,
2012).
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2.2.4 Intoxicacao por Pteridium aquilinum em ovinos

Em ovinos a intoxicacdo por P. aquilinum € de menor incidéncia, possivelmente, por
uma maior resisténcia a sindrome hemorragica aguda, ou devido ao seu hébito de pastejo mais
seletivo e ingestdo de menor quantidade de samambaia (MOON & RAAFAT, 1951,
SUNDERMAN, 1987).

Em ovinos sdo descritos quadros de diatese hemorragica, hematuria enzootica, tumores
intestinais e degeneracgdo progressiva da retina (PARCKER e McCREA, 1965; HARBUTT e
LEAVER, 1969; SUNDERMAN, 1987; FRANCA et al., 2002).

O quadro hemorragico em ovinos é semelhante ao quadro em bovinos. A intoxicacdo
natural foi descrita na Inglaterra, onde em poucas semanas, morreram 13 ovinos de um lote de 43
animais. Ocorreu, durante 0s meses de agosto e setembro, em um periodo de severa estiagem,
com escassez de pastagem e grande infestacdo de P. aquilinum (PARCKER e McCREA, 1965).
Na Australia, morreram 120 ovinos de um lote de 450, mantidos em pastagens infestadas por P.
esculentum (SUNDERMAN, 1987).

Os sinais clinicos observados sdo perda de peso, letargia, depressdo, anemia e diarreia
com sangue. A necropsia encontram-se hemorragias em diversos 6rgios e cavidades, e ao exame
histoldgico, hemorragia e congestdo, hemossiderose no baco e figado, com auséncia de tecido
hematopoético na medula 6ssea (PARCKER e McCREA, 1965; SUNDERMAN, 1987).
Experimentalmente, a doenca foi reproduzida pela administracdo da planta fresca durante 64 a 66
dias, e com a planta dessecada, durante 16, 33 e 70 dias (MOON e RAAFAT, 1951).

A degeneragdo progressiva da retina, conhecida como “bright blindness” é caracterizada
por uma atrofia da retina, com aumento da refletancia do tapetum lucidum, o qual aparece como
um espelho no exame oftalmoscdpico, com cegueira bilateral e permanente (WILCOCK, 2007).
As lesdes sdo restritas a retina, ha destruicdo completa dos cones, da camada nuclear externa e de
porcdes da camada nuclear interna (WATSON et al., 1972). Ocorre principalmente na Gré-
Bretanha, determinada pela ingestdo de P. aquilinum em ovinos de 3 a 4 anos de idade
(WATSON et al., 1965; WILCOCK, 2007); os animais adotam uma atitude de alerta (WATSON
etal., 1972).

2.2.5 Intoxicagéo por Pteridium aquilinum em humanos

Os meios de exposicdo humana ao principio toxico da samambaia sdo atraves da
ingestdo direta da planta (PAMUCKU e PRICE, 1969; SANTOS et al., 1986; FENWICK, 1988),
contato fisico com os esporos (SIMAN et al., 1990), ingest&o de produtos de origem de animais
mantidos em areas infestadas por P. aquilinum, entre eles laticinios (ALONSO-AMELOT et al.,
1993) e carne, ou até mesmo por ingestdo de agua de reservatorios de locais altamente infestados
(EVANS 1987; FENWICK 1988).

A samambaia é consumida em quantidades significativas em algumas partes do mundo,
como no Japdo, nordeste dos Estados Unidos, no Canada, na China, na Sibéria (FENWICK,
1988) e no Brasil (SANTOS et al., 1986; FREITAS, 2001). No Jap&o ha uma maior incidéncia
de cancer estomacal onde hd o habito do consumo de brotos cozidos (PAMUCKU e PRICE
1969). Estima-se que o risco de cancer de trato digestorio € de 5 a 8% maior em pessoas que tem
esse habito, do que em pessoas que ndo consomem esse tipo de alimento (ALONSO-AMELOT e
AVENDANO, 2002).
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No Brasil, na regido de Ouro Preto, Minas Gerais, 0 broto da samambaia € amplamente
consumido. A planta é coletada nos meses chuvosos, entre outubro e maio, e € preparado
fervendo-se por trés vezes em agua com uma pitada de bicarbonato de sdédio para diminuir o
sabor amargo. Costuma ser servido com carne e pode ser encontrado em alguns restaurantes da
regido de Ouro Preto e Belo Horizonte, onde também é encontrado, no comércio, no mercado
central (SANTOS et al., 1986; FREITAS, 2001). Este habito também é observado em
populacdes orientais nas cidades de Sdo Paulo, SP e na regido norte do Parana (CRUZ e
BRACARENSE, 2004).

A agua da fervura dos brotos retém sua acdo cancerigena (HIRONO et al., 1970). Quando
administrada em ratos pode induzir a formacéo de neoplasias. Em ratos que receberam a planta
fresca, todos desenvolveram tumores. Em ratos, que receberam a planta apds imersdo em agua
fervente por cinco a dez minutos, a taxa de tumores de ileo ficou em 75% (HIRONO et al., 1970;
HIRONO et al., 1972).

A ingestdo de &gua de reservatorios obtidas por lixiviavdo de areas muito invadidas
pode conter o principio toxico e é uma fonte potencial da incidéncia de processos neoplasicos em
humanos (EVANS, 1987; FENWICK, 1988).

A inalacdo de esporos pode ser uma eventual exposicdo aos carcinogénicos da
samambaia em relacdo ao cancer gastrico (SIMAN et al., 1999); os esporos demonstraram-se
mutagénicos in vitro e in vivo, porém ndo foi constatada a presenca de ptaquilosideo (GIL da
COSTA etal., 2012).

O leite proveniente de vacas que se alimentam regularmente com brotos de samambaia,
contém ptaquilosideo (ALONSO-AMELOQOT et al., 1993) e causa cancer em roedores (EVANS et
al., 1972; VILLALOBOS-SALAZAR et al., 1990); a concentracdo do ptaquilosideo no leite
corresponde a 8,5% da quantidade ingerida pelo animal (ALONSO-AMELQT et al., 1996).

2.3 Género Clostridium

As bactérias do género Clostridium, pertencem a familia Bacillaceae, que compreende
microorganismos anaerdbios restritos, formadores de esporos (KRIEK e ODENTAAL, 1994).

Os clostridios sdo bastonetes Gram positivas, grandes, fermentativas, catalase-negativas,
oxidases positivas, que requerem meios enriquecidos para crescer. S&o bacilos retos ou
levemente curvos, e a maioria possui motilidade pela presenca de flagelos peritriquios (QUINN
et al., 2005). A esporulacdo é uma caracteristica importante do género Clostridium e corresponde
ao mecanismo mais eficiente de sobrevivéncia do mesmo (KRIEK & ODENDAAL, 1994). Estes
endosporos podem ser usados para diferenciacdo de espécies de Clostridium (QUINN et al.,
2005).

As bactérias deste género sdo encontradas na pastagem, no solo, na agua, e em alimentos
de origem animal e vegetal; sdo ainda isoladas de visceras de animais sadios e habitam o trato
digestorio do homem e dos animais (KRIEK e ODENTAAL, 1994).

Mais de 100 espécies de Clostridium spp. sdo conhecidas, porém menos de 20 sdo
patogénicas (Tabela 1). Conforme a patogenicidade, sdo agrupados com base na atividade das
toxinas por eles produzidas e nos tecidos que afetam. Clostridium tetani e C. botulinum sao
clostridios neurotdxicos, afetam a funcdo neuromuscular sem inducdo de leséo tecidual. Os
clostridios histotoxicos, sdo os que produzem lesdes relativamente localizadas em tecidos, como
musculo e figado, e podem causar ainda toxemia.
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Clostridium spp. chamados de histotdxicos produzem uma variedade de lesdes em
animais domeésticos. As toxinas elaboradas por essas bactérias em replicacdo induzem necrose
tecidual local e efeitos sisttmicos que podem ser fatais. Alguns Clostridium estdo presentes
como esporos latentes e produzem doenca clinica ap6s germinagdo. Os principais clostridios
histotoxicos causadores de doencas sdo o C. chauvouei, o C. septicum, o C. novyi (tipo B) e o C.
haemoliticum, bactérias que causam respectivamente o carblnculo sintomatico, o edema
maligno, a hepatite necrética infecciosa (Black disease ou doenca negra) e a hemoglobindria
bacilar (RADOSTITS et al., 2002). Ainda ha os Clostridium perfringens tipos A até E, que
produzem lesdes inflamatdrias no trato gastrointestinal, caracteristicas da enterotoxemia
(QUINN et al., 2005).

Clostridium chauvouei e C. septicum sdo os clostridios envolvidos nas mionecroses, que
se caracterizam por infecgdes necrosantes em tecidos moles e na musculatura.

O edema maligno ocorre quando hd a contaminacdo de feridas por bactérias
(RADOSTITS et al., 2002), que produzem varias toxinas, das quais a mais importante ¢ a alfa
toxina que tem acGes hemolitica e necrosante (JONES et al., 2000), que causa danos no endotélio
vascular e na membrana plasmatica muscular (PERDRIZET, 1987).

Tabela 1. Espécies de Clostridium spp. com importancia veterinaria

CIOStr',d".)S Clostridios histotoxicos Clostridios enteropatogenicos Outros Clostridios
neurotdxicos e produtores de enterotoxemia
C. chauvoei
C. septicum C. colinum
C. tetani C. novyi (tipo A). C. perfringens (tipos A-E) C. difficile
C. botulinum C. perfringens (tipo A) i
: 2 C. piliforme
(tipos A-G) C. sordellii .
. C. spiroforme
C. haemoliticum
C. nowyi (tipo B)

Fonte: adaptado de QUINN et al. 2005.

O carbunculo sintomético ocorre quando h& a germinagdo e multiplicacdo de esporos
latentes presentes na musculatura, apds esta sofrer um processo traumatico, que resulta em areas
com baixo potencial de oxi-reducdo. As células vegetativas crescem, fermentam o glicogénio
muscular, digerem proteinas e produzem exotoxinas e gases (STEPHEN e PIETROWKI, 1986).

As mionecroses atingem todas as espécies de animais, mas principalmente equinos,
ovinos e bovinos (JONES et al., 2000; RADOSTITS et al., 2002)
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho desenvolveu-se em quatro etapas: estudo retrospectivo dos casos de
intoxicagdo por Pteridium (aquilinum) arachnoideum, acompanhamento de casos e surtos da
doenca durante janeiro de 2011 a junho de 2014, reproducdo experimental da doenca, e
isolamento bacteriano e identificacdo dos bastonetes encontradas nos infartos, na intoxicacéo
aguda por P. arachnoideum.

3.1 Estudo Retrospectivo

O estudo retrospectivo foi realizado através de levantamento de todos os casos de
intoxicagdo por P. arachnoideum, registrados no Laboratério de Patologia Animal do Centro de
Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV-UDESC), sob a
forma de material enviado e da realizacdo de necropsias pelo setor. Este levantamento abrange os
anos de 1988 a dezembro de 2010. Os casos encontrados foram agrupados de acordo com as trés
formas de intoxicacdo: didtese hemorragica, hematuria enzoGtica e carcinomas de vias
digestoriassuperiores.

Dentre a intoxicagdo aguda, foram revisados todos os casos registrados em relagdo ao
periodo do ano que ocorreram e as principais lesdes macroscépicas e microscopicas.

3.2 Surtos Acomanhados de Intoxicacdo Aguda por Pteridium (aquilinum) arachnoideum
No periodo entre janeiro de 2011 a junho de 2014, através de atendimentos solicitados

por médicos veterinarios ao Laboratério de Patologia Animal do CAV-UDESC, foram

acompanhados 9 surtos de intoxicacdo aguda. Em um dos casos, foi possivel o acompanhamento

das manifestacdes clinicas e em 8 casos foram realizadas a necropsia e coleta de histérico.

3.2.1 Coleta de historicos

O histdrico era fornecido pelos criadores e/ou veterindrios em visitas as propriedades.
Nesta ocasido também se verificou a ocorréncia da samambaia e se havia o0 seu consumo.

3.2.2 Caso clinico acompanhado

Foi acompanhado um caso clinico de intoxicacdo aguda por P. arachnoideum. O bovino
foi recebido no LAPA, com suspeita de tristeza parasitaria bovina; acompanhou-se a evolugéo
dos sinais clinicos até a morte, e se realizou a necropsia.
3.2.3 Realizacéo de necropsias

As necropsias foram realizadas nas dependéncias do LAPA e nas propriedades em que

havia solicitacdo de atendimento pelos veterinarios. Foram registradas as lesdes macroscopicas,
coletadas amostras para histologia e amostras de infartos para isolamento microbiologico.

16



3.2.4 Histologia

Para histologia, amostras de visceras coletadas foram fixadas em formalina tamponada a
10% por 72 horas. Em seguida, os fragmentos foram desidratados em &lcool, clarificados em
xilol e incluidos em parafina. Cortes de trés micrometros de espessura, corados pela técnica de
hematoxilina e eosina (HE) foram examinados em microscopio optico. Adicionalmente, quando
necessario, realizou-se as coloragdes de Gram histolégico e de Acido Periodico de Schiff (PAS)
(PROPHET et al., 1992).

3.3 Reproducao Experimental

A reproducdo experimental da doenca que foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA do CAV-UDESC), e registrada sob o nimero 01.09.11, e foi
realizada nas dependéncias do Laboratério de Patologia Animal do CAV-UDESC.

3.3.1 Coleta e administracédo de brotos de samambaia

Para reproducdo experimental, foram coletados brotos Unicos e hastes superiores com as
folhas mais novas de P. arachnoideum (Figuras 2A-C). A coleta foi realizada na localidade de
Trés Arvores, municipio de Lages, regido Serrana do Estado de Santa Catarina. Esta regido
apresenta clima subtropical, altitude de 900metros, temperatura média anual em torno de 15°C e
pluviosidade de aproximadamente 1300mm por ano.

A coleta foi realizada em uma area onde havia plantacdo de eucaliptos (Eucalyptus
globulus) e em outra &rea em beiradas de estradas. Na primeira area parte do terreno era
sombreada e a outra parte tinha boa incidéncia solar; a segunda area tinha constante incidéncia
de sol.

A planta era colhida duas ou trés vezes por semana, pesada nas quantidades necessarias
para cada animal, armazenada em sacos abertos, em sala arejada, e em temperatura ambiente.
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Figura 2. Pteridium (aquilinum) a

rachnoideum. A.
Planta com brotagdo. B. Broto. C. Local de coleta de
brotos de samambaia, localidade de Trés Arvores,
Lages, SC.

3.3.2 Animais utilizados

Foram utilizados quatro bovinos, dois machos (Bovinos 1 e 2), da raca Holandés, com
pesos médios de 200kg e 227kg e duas fémeas (Bovinos 3 e 4), mesticas, com pesos médios de
102kg e 113Kkg.

O delineamento experimental consta na Tabela 2.
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Tabela 2. Delineamento experimental da intoxicacdo aguda por Pteridium (aquilinum) arachnoideum em bovinos

. Ragae . Inicio do Fim do Total de dias
N° Bovino Vacina Idade Dose . . em
Sexo experlmento experlmento . ~
(meses) experimentacéo
1 Holandes o, 17 20g/kg  1.11.2013 23.1.2014 85 dias
Macho
Holandés o, 16 20g/kg  1.11.2013 4.2.2014 96 dias
2 Macho o -
Mestica  Nao 8 l4glkg  3.12.2013 19.1.2014 47 dias
3 Fémea
Mestica a0 8 10g/kg ~ 3.12.2013 19.2.2014 78 dias
4 Fémea

3.3.3 Manejo dos animais

Os Bovinos 1 e 2 foram vacinados com vacina Poli-star (Vallée), composta por cultura
inativada de Clostridium chauvoei e toxoides de C. botulinum tipo C e D, C. septicum, C. novyi,
C. perfringens tipo B, C e D e C. sordelli. Os Bovinos 3 e 4 nao foram vacinados.

Os Bovinos 1 e 2 recebiam a planta pela manhd, picada e misturada com
aproximadamente 100g de ra¢do no cocho. Apds ingerirem toda a planta eram soltos no piquete
e recolhidos no final do dia, quando permaneciam em baias fechadas durante a noite, com agua a
vontade, até o dia seguinte.

Os Bovinos 3 e 4 permaneceram em baias de alvenaria fechadas durante todo o
experimento devido ao comportamento agressivo. O Bovino 3 recebia a planta picada misturada
com pequena quantidade de pastagem e o Bovino 4 recebia a planta com ragdo. Estes dois
bovinos recebiam a samambaia dividida em por¢des de aproximadamente um ter¢o da dose
programada, que sO era reposta quando boa parte da anterior havia sido consumida. A sobra era
pesada na manhd do dia seguinte, anteriormente ao inicio da administracdo do dia. No final da
tarde, recebiam capim quicuio (Penisetum clandestinum) no cocho.

Os Bovinos 1 e 2 ingeriram dose diaria de 20g/kg e os Bovinos 3 e 4 ingeriram doses de
14g/kg e 10g/kg, respectivamente, devido ao comportamento agressivo e ao fato de ndo
consumirem toda a planta.

Os animais em experimentacdo eram avaliados diariamente, em relacdo as caracteristicas
das fezes, urina, apetite, comportamento, temperatura e a coloracdo das mucosas.

Amostras de sangue foram coletadas semanalmente dos Bovinos 1 e 2, e uma vez anterior
a morte dos Bovinos 3 e 4. A coleta foi realizada na veia coccigea, em frascos com
anticoagulante &cido etileno diamina tetra acético (EDTA), armazenadas em caixa isotéermica
com gelo e enviados ao laboratério. As amostras foram analisadas em laboratério particular, pelo
método Celldyn 3700 — Abbott/Microscopia.
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Os animais foram acompanhados até a morte ou eutanasiados in extremis e a necropsia
realizada logo apds. Amostras de visceras foram coletadas para a histologia e para o isolamento
microbiologico.

3.4 Exame Microbiologico e Isolamento Bacteriano

As amostras de regides com infartos, coletadas durante as necropsias, foram armazenadas
congeladas em sacos plasticos, devidamente identificadas, para o isolamento bacteriano e
inoculagdo em camundongos.

O processo de isolamento bacteriano foi realizado no Laboratdrio de Enfermidades
Infecciosas dos Animais da Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina Veterinaria,
UNESP - Campus de Aracatuba, S&o Paulo, conforme técnicas padrdes do laboratério.

3.4.1 Isolamento bacteriano

Para isolamento bacteriano, foi usado o meio de cultura Tarozzi, que usa caldo simples,
que contém para 1 litro de agua destilada, 3g de extrato de carne, 10g de peptona e 59 de cloreto
de sddio e fragmentos de figado de aproximadamente 0,5cm.

Para preparo do caldo, ferveu-se por meia hora, em vapor fluente, os fragmentos de
figado, posteriormente, filtrou-se o caldo e os fragmentos de figado foram lavados para
desgrudarem. Estes foram distribuidos em tubos grossos, com uma camada de 3cm de
fragmentos de figado e meio tubo de caldo. Adicionou-se por fim, 0,5 a 1,0ml de vaselina sélida
fundida. Os tubos foram autoclavados por meia hora a temperatura de 110°C para esterilizacao.

Fragmentos de aproximadamente 3mm das areas de infarto foram introduzidos no meio
de cultura Tarozzi, entre os fragmentos de figado (Figura 3A). Apds esse procedimento os tubos
permaneceram em Banho-Maria a 80°C, durante 30 minutos, e posteriormente & estufa a 37°C.
Procedeu-se a leitura ap6s 24 horas.

3.4.2 Inoculagédo em camundongo

Foram inoculados 0,2ml do meio de cultivo Tarozzi, apds 24 horas, por via subcutanea na
regido abdominal de 43 camundongos (Figura 3B). Apos a inoculacdo, estes foram identificados
e colocados em caixas com maravalha, agua e racdo, e acompanhados por um periodo de 48
horas.

Nos camundongos que morreram ou que foram eutanasiados ap6s 48horas, foi realizada a
impressdo da capsula do figado e em seguida a necropsia. Todos os 6rgdos foram coletados para
histologia e uma amostra dos figados dos camundongos que morreram naturalmente, foi coletada
para a identificagdo por reagédo em cadeia de polimerase (PCR).

Para eutanasia dos camundongos utilizou-se sobredose de anestésicos dissociativos,
100mg/kg de quetamina e 10mg/kg de xilazina via intraperitoneal.

A impresséo de figado consistiu em encostar uma lamina de vidro na capsula do figado,
fixa-la em chama e corar com coloracdo de Gram. Apo6s a coloragdo, as laminas foram
examinadas em microscépio otico.

As amostras para histologia foram processadas rotineiramente e coradas com
hematoxilina e eosina.
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Figura 3. Cultivo e inoculagdo em camundongo de bactérias envolvidas nos infartos de bovinos na
intoxicagdo aguda por Pteridium (aquilinum) arachnoideum. A. Fragmento de amostra de pulmao
com infarto introduzido entre os fragmentos de figado (seta) no meio de cultura de Tarozzi. B.
Inoculagdo por via subcutanea na regido abdominal de camundongo do meio de cultura de Tarozzi
apos 24 horas de cultivo.

3.4.3 Cultivo em 4gar sangue

Os meios de cultivo em Tarozzi foram semeados em placa contendo &gar sangue de
carneiro a 5%, em condic¢des de anaerobiose, em jarra de Mclintosh & Fields a 37°C por 24 horas.
Ap0s o periodo de 24 horas de incubagdo, as coldnias foram observadas com relacdo ao aspecto,
coloracéo, presenca e tipo de hemolise.

Do crescimento total de cada placa, foram coletadas amostras das col6nias em &gua
ultrapura para identificacdo por PCR.

3.4.4 Identificacdo da espécie envolvida por Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

A analise por Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) foi realizada no Laboratério de
Bacteriologia (LABAC) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), conforme descrita por
Sasaki et al. (2002).

As amostras selecionadas foram as que causaram a morte dos camundongos apds a
inoculagdo subcutanea. Foram utilizadas as amostras de figado de camundongos inoculados, 0s
meios de cultivo de Tarozzi onde o figado dos camundongos foi inoculado, e 0s raspados do
crescimento bacteriano total da placa de agar sangue.

Foram utilizados os Camungongos 23, 29, 31, 34 e 44.
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4 RESULTADOS

4.1 Estudo Retrospectivo

O numero de surtos registrados de intoxica¢des por Pteridium (aquilinum) arachnoideum
no Laboratorio de Patologia Animal CAV-UDESC consta na Tabela 3. A maioria dos casos de
intoxicacdo pela samambaia, consistiram da forma aguda, seguida pelas intoxicacfes cronicas de
carcinomas de trato digestorio superior e de tumores de bexiga (Figuras 4 e 5).

M Intoxica¢do Aguda

 Carcinoma de Trato
Digestério Superior

= Hematuria Enzodtica

Figura 4: Distribuicdo das formas de intoxicagbes por Pteridium (aquilinum)
arachnoideum em bovinos no estado de Santa Catarina, entre 0os anos de 1988-2010.

De todos os materiais, 271 foram casos de intoxica¢do aguda por P. arachnoideum, 175
casos foram de diagnostico de carcinomas escamosos do trato digestorio superior e 76 foram de
tumores da bexiga.

A intoxicagdo aguda ocorreu durante o ano todo, com maior concentragdo no outono,
com 109 casos (40%), nas demais esta¢cdes o nimero de casos foi semelhante, na primavera 51
(19%), no verdo 61 (23%) e no inverno 50 casos (18%) (Figura 6).
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Tabela 3. Ndmero total de surtos de bovinos registrados no Laboratério de Patologia Animal
do CAV/UDESC, total de casos de intoxicacdo por Pteridium (aquilinum) arachnoideum,
totais de intoxicacdo aguda, de carcinomas do trato digestorio superior e de hematdria
enzootica no periodo entre 1988 a 2010

Ano Total de Total porano Intoxicagdo Carcinomas de Hematdria
casos de de intoxicacdo aguda trato digestorio enzodtica
bovinos por Pteridium superior

registrados (aquilinum)
arachnoideum

1988 95 8 2 2 4

1989 155 11 4 6 1

1990 125 13 5 7 1

1991 157 8 1 5 2

1992 178 8 4 2 2

1993 257 6 1 3 2

1994 245 15 5 8 2

1995 304 30 14 10 6

1996 338 20 7 6 7

1997 384 16 10 6 0

1998 528 19 9 10 0

1999 614 24 11 6 7

2000 736 24 12 11 1

2001 800 66 47 16 3

2002 964 39 18 14 7

2003 826 35 23 9 3

2004 724 25 18 4 3

2005 676 52 33 14 5

2006 629 27 11 11 5

2007 557 15 8 6 1

2008 508 20 9 6 5

2009 537 18 9 5 4

2010 474 27 14 8 5

Total 23 10811 526 275 175 76
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Figura 5. Distribuicdo das formas de intoxicacdo por Pteridium arachnoideum por ano no periodo de 1988
a 2010.
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Figura 6. Distribuicdo dos casos de intoxicagdo aguda por Pteridium (aquilinum)
arachnoideum por estacdes do ano.
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Os casos ocorridos incluem materiais enviados ao LAPA para diagndstico e as necropsias
realizadas pelo setor de patologia animal.

Nos historicos de intoxicagdo aguda, as informacGes se referiam & morte de animais com
febre, acima de 40° C, anemia, e fezes ou diarreia com sangue.

As lesGes macroscopicas eram caracterizadas por hemorragias com graus variaveis de
extensdo e distribuicdo, desde o tecido subcutaneo até a musculatura esquelética, cardiaca, em
serosas e em mucosas, petéquias nas meninges do sistema nervoso central e medula espinhal
(Figura 7A). Foram observados edema de linfonodos (Figuras 7C e D), abomaso (Figuras 7E e
F) e hemorragia de lobo renal (Figura 7B). No intestino, foram visualizadas hemorragias desde a
serosa até a mucosa, codgulos no lumem (Figuras 8A, B e C), areas de aderéncia de alcas
intestinais com deposicdo de fibrina (Figura 8D), mucosa avermelhada com &reas erosivas
(infarto) (figura 8E) e edema de parede (Figura 8F). Infartos foram encontrados principalmente
no figado, e caracterizados por areas branco-amareladas de bordos irregulares de tamanhos
variados, de milimetros a alguns centimetros, com distribuicdo aleatdria, atingindo a capsula e o
parénquima (Figuras 9A a D). Os infartos também foram observados no pulméo e intestino.
Ulceras foram encontradas no rimem (Figura 9E) e abomaso (Figura 9F). Na bexiga foram
observadas petéquias na serosa e mucosa e codgulos na mucosa.
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N -
Figura 7. Orgos de bovinos na intoxicagdo aguda por Pteridium (aquilinum) arachnoideum. Necopsas realizadas
pelo LAPA e materiais enviados. A. Cerebelo e ponte com petéquias na meninge. B. Rim com lobo hemorragico
devido a um infarto. C. Linfonodos mesentéricos brilhantes (edema). B. Superficie de corte de linfonodos com

necrose. E. Edema de parede do abomaso. F. Superficie de corte de E, evidencia o acentuado edema hemorragico da
parede do abomaso.
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Figura 8. Intestino delgado de bovinos na intoxicacdo por Pteridium (aquilinum) arachnoideum. Necropsias
realizadas pelo LAPA e materiais enviados. A. e B. Mucosa difusamente vermelha com sangue e codgulos. C.
Hemorragias na serosa. D. Aderéncia de alcas intestinais com deposi¢do de fibrina e hemorragia. E. Mucosa
vermelha com érea erosiva (infarto). F. Corte longitudinal do intestino com edema acentuado em todas as camadas.
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Figura 9. Infartos de figado, rumen e abomaso de bovinos na intoxicacdo aguda por Pteridium arachnoideum.
Necropsias realizadas pelo LAPA e materiais enviados. A. Figado de bovino enviado ao frigorifico, grande infarto
na capsula na face diafragmatica. B. Superficie de corte de A. C. Infarto na superficie capsular. D. Pequenos
infartos multifocais no parénquima. E. Mucosa do ridmen com multiplas Ulceras. F. Mucosa do abomaso com
maltiplas ulceragoes.
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As principais lesdes histoldgicas encontradas constam na Tabela 4. De todos 0s casos,
126 (46,5%) apresentavam medula 6ssea com rarefacdo ou auséncia de tecido hematopoético; de
145 casos (53,5%) ndo foram processados medula dssea; nestes foram constatadas leses de
figado e/ ou outros 6rgaos, compativeis com a intoxicagdo aguda.

As hemorragias vistas a macroscopia, em diferentes 6rgdos, também foram observadas a
histologia (Figura 10A). Em um caso, o timo apresentou necrose de coagulacdo com agregados
de bastonetes Gram positivos (Figuras 10B e C). As lesBes de figado se caracterizavam por
necrose de coagulacdo centrolobular, circundada por hepatdcitos com degeneracdo vacuolar, e
infartos com agregados bacterianos associados, algumas das vezes com bolhas de gas (Figuras
10D a F). No pulmdo foram observadas hemorragia, fibrina, com ou sem infiltrado
polimorfonuclear e agregados bacterianos. No rim e bago também havia necrose e agregados
bacterianos. Nos linfonodos mesentéricos havia necrose, edema e hemorragia, alguns com
formacdo de gas. N&o havia infiltrado inflamatorio nas lesGes.

Tabela 4. Principais lesBes histoldgicas encontradas em bovinos com intoxicagdo aguda por Pteridium
(aquilinum) arachnoideum

Rarefagdo Rarefacdo
de tecido  Enfisema de tecido
linfoide hematopoético

Necrose de  Agregados Exsudacdo

Hemorragia . qulagio  bacterianos  de fibrina

Glandula
salivar

Lingua

X

Palato

RUmem

Abomaso

Intestino

X | X | X [ X | X

Pulmao

X | X | X [ X | X

Coracéo

Timo

Figado

Baco

XIX|X[X|X[X|X|[X|X|X]|X]| X

Linfonodo

Rins

X | X | X [ X | X
X | X [ X [ X | X | X

Bexiga

Medula
Ossea
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Figura 10. Lesdes histolégicas em o6rgdos de bovinos na intoxicagdo aguda por Pteridium (aquilinum)
arachnoideum. Necropsias realizadas pelo LAPA e materiais enviados. A. Cerebelo com hemorragia multifocais
(HE, obj 4). B. Timo com area focal de necrose de coagulacdo e agregados bacterianos (HE, obj. 10). D.
Evidenciagdo de bacilos Gram positivos (Gram, obj. 10). D. Figado com érea de necrose de coagulacdo, agregados

bacterianos e bolhas de gas (HE, obj.4). E. Bolhas de gas em regido de necrose, associada a agregados bacterianos
(HE, obj. 10). F. Bolhas de gas entre hepatocitos (HE obj. 10).
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4.2 Caso Clinico e Realizacdo de Necropsias de Casos de Intoxicacdo Aguda por Pteridium
(aquilinum) arachnoideum Durante o Periodo de Janeiro de 2011 a Junho de 2014

4.2.1 Caso clinico

Um bovino fémea, da raga Devon, com 1,5 anos de idade, foi enviado ao laboratério de
patologia com o historico de tristeza parasitaria, no inicio de dezembro de 2012. J& havia
morrido na fazenda seis animais com 0s mesmos sinais clinicos, sem realizacdo de necropsias. A
propriedade, de onde o animal era oriundo, se caracterizava por aptidao para gado de corte, e
localizava-se na localidade de Coxilha Rica, Lages. Em visita a propriedade observou-se grande
quantidade de brotos de samambaia consumidos. O lote de 50 animais estava em um piquete de
campo nativo, havia 15 a 20 dias.

O bovino morreu 44 horas e 10 minutos apds sua chegada ao laboratorio. Ao ser
descarregado, o bovino debateu-se e o chifre direito perdeu a camada cdrnea, que sangrou por
aproximadamente 24 horas (Figuras 11A e B). Quando o animal chegou, possuia comportamento
agressivo, febre de 40° e mucosas palidas. Posteriormente a temperatura baixou em torno de
38,5°C e antes de morrer em 37,8°C.

Apo6s 30 horas, permanecia longos periodos em decubito, mas se levantava com
estimulos, mantinha-se alerta, porém mais calmo, havia petéquias nas mucosas ocular e oral,
com hemorragia na gengiva dos alvéolos dentarios (Figura 11C).

Quatro horas antes da morte comecgou a apresentar salivacdo, respiracdo ofegante, plano
nasal Umido, extremidades e corpo frios. Duas horas antes de morrer, apresentou decubito lateral,
ainda com retorno ao decubito esternal. Uma hora antes da morte apresentou nistagmo,
dificuldade respiratéria grave e progrediu para morte.

O hemograma revelou diminuicdo das plaquetas (17mil /uL — Valor de Referéncia (VR)
140 a 400mil/uL), hematocrito baixo (23,70% - VR 35-47%) e os eritrocitos dentro da
normalidade (4,9milhdes/uL — VR 3,9-5,4milhGes/uL); o leucograma estava dentro da
normalidade.

A necropsia, foram observadas palidez das mucosas e petéquias na terceira palpebra, no
plano nasal hemorragias de 0,1 a 0,3cm e na insercdo do chifre direito, sangue coagulado e
auséncia da camada cornea.

Petéquias, equimoses e sufusdes (moderadas) distribuidas aleatoriamente foram
visualizadas no tecido subcutaneo, lingua, glote e epiglote, fascias musculares, pleura parietal,
diafragma, serosas do baco, rimen, omaso, vesicula biliar, bexiga e gordura perirrenal.

Na cavidade torécica, havia hemorragia difusa entre os anéis traqueais, € na mucosa do
terco inicial petéquias e sufusbes (Figura 12A); Nos pulmdes observaram-se areas vermelho-
escuras e firmes no lobo cranial, préximo ao brénquio primério (Figura 12B). No coracdo havia
equimoses no endocardio e epicardio.
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Figura 11. Sinais clinicos do caso de intoxicacdo aguda
por Pteridium (aquilinum) arachnoideum acompanhado.
A. Hemorragia grave devido a perda da camada cérnea
do chifre direito. B. Chifre direito com auséncia da
camada cornea e com hemorragia. C. Hemorragia na
mucosa oral.

Na cavidade abdominal havia aproximadamente 2 litros de liquido avermelhado com leve
deposicdo de fibrina sobre visceras, omento e parede abdominal. O omento estava avermelhado,
o figado vermelho escuro, o abomaso com a serosa aderida ao omento e com deposicdo de
fibrina nessa area. Ao corte do abomaso foi observado edema acentuado de parede e das pregas,
mucosa vermelho escura, com ulceragdes difusas de 0,5 a 3 cm, algumas vezes com deposicao
de material enegrecido irregular. O odor era fétido e o conteldo abomasal avermelhado (Figura
12C). O intestino delgado apresentava serosa com areas esféricas multifocais de 3 a 4 cm
avermelhadas, e uma area também esférica de mais ou menos 2 cm de diametro branco-
amarelado, com deposicdo de fibrina; ao corte da mucosa havia depressdo e deposicdo de
material acinzentado. No intestino grosso, o célon apresentava a serosa com areas esféricas de 3
a 6cm de diametro, branco-amarelada, opaca, com deposicao de fibrina e aderéncia ao omento;
ao corte da mucosa havia ulceragdes de bordos irregulares vermelho-escuros, ou cinza-
enegrecidos (Figura 12D). Linfonodos mesentéricos, mamarios, popliteos e inguinais eram
aumentados de volume, ao corte brilhantes (Figura 12E). A bexiga apresentava mucosa com
multiplas hemorragias de 0,1 a 1cm. O utero continha as cardnculas vermelho escuras
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(hemorragia) e o canal vaginal e a cérvix com palidez acentuada e petéquias maltiplas por toda a
mucosa (Figura 12F).

A histologia, as lesées hemorragicas foram confirmadas, na traqueia havia hemorragia de
submucosa, no coragdo hemorragia moderada no endocérdio, na bexiga, hemorragia na mucosa
abaixo do epitélio e da ldamina prépria e no Utero acentuada hemorragia da mucosa e submucosa,
com alguns bastonetes na submucosa. No linfonodo mesentérico havia edema, bolhas de gés na
regido cortical e medular e necrose de centros germinativos, com multiplos agregados
bacterianos (Figura 13A e B). No intestino foi verificado edema acentuado da submucosa e da
camada muscular, com fibrina e bastonetes multifocais, associado a congestdo de vasos. No
abomaso havia hemorragia extensa da submucosa, associado a edema e fibrina; na mucosa via-se
necrose difusa. Na medula 6ssea havia rarefacao e auséncia do tecido hematopoético.

Foram coletadas amostras para isolamento bacteriano.
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Figura 12. Lesfes macroscOpicas observadas a necropsia do bovino acompanhado clinicamente na intoxicacdo
aguda por Pteridium (aquilinum) arachnoideum. A. Traqueia com hemorragia na mucosa e tecidos adjacentes. B.
Pulm&o com é&reas vermelho escuras e firmes no lobo cranial préximo ao brénquio primario. C. Abomaso com
edema acentuado das pregas, mucosa e conteldo avermelhados. D. Mucosa do cdlon com ulceracBes de bordos
irregulares vermelho escuros com areas enegrecidos. E. Linfonodos mesentéricos aumentados de volume, brilhantes
com areas avermelhadas e amareladas. F. Mucosa uterina com mucosa difusamente hemorragica; mucosa da vagina
e da cérvix com acentuada palidez e petéquias.
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Figura 13. Lesdes histolégicas de linfonodo mesentérico do bovino acompanhado clinicamente na intoxicagdo
aguda por Pteridium (aquilinum) arachnoideum. A. Linfonodo mesentérico com edema, bolhas de gas na regido
cortical e medular com necrose de centros germinativos (HE, obj. 4). B. Evidenciacdo de bastonetes basdfilos
préximos a capsula (HE, obj. 40).

4.2.2 Necropsias realizadas

Foram realizadas 670 necropsias em bovinos no periodo de janeiro de 2011 a junho de
2014; destas 27 necropsias foram de casos de intoxicacdo por Pteridium arachnoideum, 11
foram de carcinomas de trato digestorio superior, sete de hematuria enzodtica e nove de
intoxicacdo aguda.

Na intoxicacao aguda, 6 casos (67%) ocorreram no outono, e 3 casos (33%) no ver&o.

Em todas as propriedades visitadas foi verificado o consumo de Pteridium arachnoideum
(Figura 14A). O consumo por parte dos animais ndo ocorria somente em propriedades em que a
oferta de pastagem era deficiente, mas também quando havia pastagem em boa quantidade e
qualidade. A disponibilidade da samambaia era variavel, algumas propriedades possuiam grande
quantidade de brotacdo em meio as pastagens (Figura 14B) e outras apenas em beiradas de cerca,
e nestes locais também havia sinais de consumo.

Nos casos de intoxicacdo aguda os historicos foram semelhantes: animais com febre alta,
acima de 40°C e fezes ou diarreia com sangue (melena) (Figura 16A). No inicio dos sinais
clinicos a suspeita primaria era de tristeza parasitaria.
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Figura 14. A. Brotagdo de Pteridium arachnoideum consumida. B. Piquete com grande infestacdo de Pteridium
(aquilinum) arachnoideum, Coxilha Rica, Lages, SC.

As lesBes macroscopicas caracterizaram-se por palidez das mucosas, hemorragias, de
diferentes graus de extensdo e gravidade desde mucosas a tecido subcutaneo (Figura 15A),
fascias musculares, serosas de visceras e cavidades. Havia hemorragia entre a dura-mater e pia-
mater (Figura 15B).

Infartos foram observados no pulméo, representados por areas vermelho escuras, visivel
na pleura e se estendia ao parénquima (Figura 15C). No figado eram representados por areas
palidas a amareladas, de diferentes tamanhos, distribuicdo irregular, nicos ou multiplos, visiveis
na capsula e no parénquima, de diferentes tamanhos (Figura 15D).

No intestino verificou-se serosa com areas esféricas multifocais avermelhada, ou branco-
amareladas, opacas e com deposicdo de fibrina; ao corte a mucosa apresentava depressdo e
deposicao de material acinzentado. Na luz intestinal, codgulos de sangue de diferentes tamanhos
e fezes com sangue (Figuras 15E e F). O abomaso apresentava mucosa vermelho escura, com
edema de parede e/ ou com maltiplas ulceragdes.
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Figura 15. LesBes macroscopicas de bovinos na intoxicacdo aguda por Pteridium (aquilinum) arachnoideum A.
Hemorragia no tecido subcutaneo B. Hemorragia entre a pia-mater e a dura-mater. C. Figado com maltiplos infartos
amarelados medindo 0,5cm. D. Pulmdo com infarto vermelho escuro em varios I6bulos. E. Coagulo sanguineo na
luz intestinal. F. Fezes vermelho escuras e amolecidas.
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A histologia verificaram-se hemorragias; no pulméio, edema com fibrinas nos septos
interlobulares, 16bulos com necrose e hemorragias multifocais a difusas, muitas vezes associadas
a agregados de bastonetes basofilos (Figuras 16A e B). No abomaso havia hemorragia extensa na
submucosa, associada a edema e fibrina; na mucosa, as vezes, via-se necrose difusa. Os
linfonodos tinham edema e necrose dos centros germinativos, com ou sem agregados
bacterianos.

No figado foram visualizadas necrose de coagulacdo centrolobular, hepatécitos da regido
mediozonal com degeneracdo vacuolar quando ndo havia infarto (Figuras 16A e B), e necrose de
coagulacdo focal, multifocal ou massiva, com agregados bacterianos em figados em que havia
infartos, algumas vezes associadas a estas lesdes haviam bolhas de gés (Figuras 16C e D).

No intestino havia hemorragia na mucosa (Figura 17C), edema e deposicao de fibrina na
serosa, edema nas camadas submucosa e muscular, com congestdo de vasos da submucosa
(Figura 17D). Associado ao edema, foram observados bastonetes Gram positivos difusos (Figura
17E). Na medula éssea havia rarefacdo ou auséncia de tecido mieloide (Figura 17F).
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Figura 16. Lesdes histoldgicas de figado de bovinos na intoxicacdo aguda por Pteridium (aquilinum) arachnoideum
em necropsias realizadas entre 2011 a 2014. A. Necrose centrolobular, com agregados bacterianos e bolhas de gés.
(HE, obj. 4). B. Detalhe de A. (HE, obj. 10). C. Evidenciagéo de bastonetes basofilos. (HE, obj. 40). D. Hepatdcitos
na regido mediozonal com degeneragdo vacuolar. (HE, obj. 4). E. Detalhe de D (HE, obj. 10). F. Detalhe de D. (HE,
obj. 40).
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Figura 17. Lesdes histologicas de bovinos na intoxicagcdo aguda por Pteridium (aquilinum) arachnoideum em
necropsias realizadas entre 2011-2014. A. Pulmdo com edema dos septos pulmonares e lobo com extensa
hemorragia. (HE, obj. 4). B. Agregados bacterianos baséfilos no interior de vaso no pulméao em érea de infarto (HE,
obj 10). C. Hemorragia na mucosa do intestino delgado (HE, obj 10). D. Congestéo de vasos e edema da submucosa
de intestino grosso (HE, obj. 4). E. Evidenciacdo de bastonetes Gram positivos no edema de submucosa do intestino
grosso (Gram, obj. 40). F. Medula 6ssea com auséncia de tecido hematopoético (HE, obj 10).
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4.3 Reproducao Experimental

Os resultados da reproducédo experimental constam na Tabela 5.

Os sinais clinicos se iniciaram em cinco a seis dias antes da morte, somente o Bovino 3
morreu em 20horas apos o inicio dos sinais, sem apresentar elevacdo na temperatura. Os outros
trés apresentaram aumento da temperatura, que variou entre 39 a 42°C. Os quatro bovinos
tiveram alteracdes no aspecto das fezes (Figuras 18A-F), o Bovino 1 apresentou diarreia liquida
esverdeada, com poucos e pequenos codgulos, evacuou grande quantidade de codgulos, antes de
morrer (Figuras 18A-C), enquanto os Bovinos 2 e 3, apresentaram as fezes amolecidas, com
quantidade moderada de muco e de codgulos de sangue (Figuras 18 D e E), e o Bovino 4 (Figura
18F) apresentou fezes secas e poucos coagulos.

Tabela 5. Reproducdo experimental da intoxica¢do aguda por Pteridium (aquilinum) arachnoideum em bovinos

0,
Dose de Inicio e fim Total de dias Total de in e/st;:ggem
Bovino Vacina  planta do em planta rgla 30 20 Desfecho
por kg experimento  experimento ingerida pesg vivo
1 . 1.11.13
Sim 20g 93.1.14 82 442,76 kg 149,80 Morreu
2 . 1.11.13
Sim 20g 4214 94 444,83kg 180,6 Morreu
3 x 3.12.13
Nao 14g 19.1.14 6 80,22 kg 71,0 Morreu
4 x 3.12.13 :
Nao 10g 19.2.14 76 76,64 kg 75,2 Eutanasiada

Todos os bovinos apresentaram desidratacdo e mucosas palidas. As hemorragias nas
mucosas foram mais acentuadas na mucosa oral do Bovino 2 (Figura 19A) e observou-se
hemorragia na cdmara anterior do olho do Bovino 4 (hifema) (Figura 19B) e hemorragia nasal no
Bovino 4 (Figura 19C)

Verificou-se sangue aquoso e o tempo de coagulacdo aumentado em todos os bovinos.
Aos 45 dias de experimento ao coletar sangue na veia coccigea do Bovino 2, o sangue
permaneceu escorrendo por 10 minutos, para entdo coagular; no dia que morreu, permaneceu
sangrando por 30 minutos na veia coccigea apdés a coleta de sangue. Adicionalmente havia
sangramento nos membros em picadas de insetos nos Bovinos 1, 2 e 4 (Figuras 19D e E) e
hemorragia na mucosa vulvar (Figuras 19F). Outros detalhes sobre 0s sinais clinicos contam no
Anexo 1.
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Figura 18. Aspectos da bovinos na intoxicacdo aguda experimental por Pteridium (aquilinum)
arachnoideum. A. Bovino 1: diarreia liquida esverdeada no primeiro dia de evolugdo clinica. B. Bovino 1: Diarreia
com poucos e pequenos codgulos de sangue no primeiro dia de evolugdo clinica. C. Bovino 1: codgulos de sangue
eliminados 3 horas antes de morrer. D. Bovino 2: fezes com coagulos de sangue. E. Bovino 3: fezes amolecidas com
grande quantidade de muco e poucos coagulos de sangue. F. Bovino 4: fezes secas com poucos coagulos de sangue.
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Figura 19. Hemorragias observadas em bovinos na intoxicacdo aguda experimental por Pteridium (aquilinum)
arachnoideum. A. Numerosas petéquias e equimoses por toda a mucosa oral (Bovino 2). B. Hemorragia na camara
anterior do olho (hifema) (Bovino 4). C. Hemorragia nasal (Bovino 4). D. Sangramento ap6s picadas de insetos
(Bovino 1). E. Sangramento apdés picadas de insetos (Bovino 4). F. Hemorragia na mucosa vulvar (Bovino 4).
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Os exames hematologicos dos bovinos em experimento constam na Tabela 6.

As alteragdes nos exames iniciaram com o inicio dos sinais clinicos. Revelaram
diminuicdo das plaquetas nos Bovinos 1, 2 e 4, hematocritos abaixo dos valores normais em
todos os bovinos, eritrdcitos dentro da normalidade, leucogramas dentro dos valores de
referéncia nos Bovinos 1,3 e 4, e abaixo dos valores de referéncia no Bovino 2, todos os bovinos
apresentaram neutropenia.

Tabela 6. Exame hematolégico de bovinos na intoxicacdo aguda experimental por Pteridium (aquilinum)
arachnoideum

Eritrocitos Neutréfilos Neutrofilos

Plaquetas Hematdcrito Eosinofilos Basofilos Mondcitos Linfocitos

Bovinos - 0 (milhGes segmentados Bastonetes

(mil/uL) (%) JuL) m L /uL /uL /uL /uL

1 96 30 7,03 237,9 0 79,3 79,3 79,3 7454

2 100 13 3,18 20 0 10 10 10 950

3 250 33,1 8,5 130 0 26 26 78 2340

4 104 27 52 186 0 54 40 40 2567
Valorde 4 400 35446 3954  600-4000  0-120 02400  0-200 25840 2200
referéncia 7.500

A necropsia do Bovino 1, observaram-se mucosas palidas, hemorragia de terceira
palpebra, desidratacdo severa e secrecdo nasal sanguinolenta leve, na cavidade nasal hemorragia
focal de 1x3cm na regido do septo de ambas as narinas. Na cavidade toracica, no terco médio do
esdfago havia hemorragia focal na serosa (10cm) e no coracdo hemorragia leve focal no
epicardio e acentuada focalmente extensa proximo as cordas tendinosas. Na cavidade abdominal,
0 abomaso apresentava a mucosa avermelhada com multiplas Ulceras de 0,2-1cm de diametro
com coagulos de sangue aderidos. No intestino, a serosa apresentava hemorragias multifocais, ao
corte mucosa com areas de erosdo e de superficie irregular. O colon espiral apresentava a mucosa
vermelho enegrecida contendo coagulo de sangue por toda a extensdo (Figuras 20A e B); ceco
com areas multifocais avermelhadas. Na bexiga havia petéquias na mucosa.

O Bovino 2 apresentou hemorragia na terceira palpebra e mucosa oral e regido ventral da
lingua com petéquias. No tecido subcutédneo havia equimoses e sufusdes. No coracdo havia
hemorragias no epicardio, de grau moderado, e equimoses proximo as artérias aorta e pulmonar
(Figura 20C).

Na cavidade abdominal, verificou-se hemorragias no diafragma (Figura 20D) e
hemorragias difusas na serosa do baco. Na face diafragmética do figado havia areas irregulares
esbranquicgadas visiveis na capsula e no parénquima, medindo de 2-3cm por 0,5 cm (Figura 20
E), na vesicula biliar havia hemorragia e edema de parede. O abomaso apresentava a serosa
avermelhada, a parede espessa e com mudltiplas ulceras (Figura 20F), e no intestino havia areas
de hemorragia na serosa e areas brancas a amareladas, as vezes de bordos avermelhados; ao corte
a mucosa com areas de erosdes e o contetdo intestinal com coadgulos. Na bexiga havia
hemorragias na mucosa. As articulacdes fémoro-tibio-patelares apresentavam o liquido sinovial
avermelhado.
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No Bovino 3, as mucosas eram palidas e a desidratacdo severa; quase ndo se observaram
hemorragias no tecido subcutaneo. Na cavidade toracica, verificou-se pequenas hemorragias no
epicardio, e no pulmdo areas vermelho-escuras de aproximadamente 2cm (infartos) e os
linfonodos traqueo-bronquicos aumentados de volume. Na cavidade abdominal, havia
aproximadamente um litro de liquido seroso avermelhado; o omento apresentava 0s vasos
evidentes e equimoses multifocais (Figura 21A), com moderada quantidade de fibrina sobre as
visceras. No péancreas havia hemorragia focal de 10cm. O figado apresentava uma area
amarelada de aproximadamente 7cm, e outras menores de 0,2-1cm multifocais, de bordos
irregulares (infartos) (Figura 21B). No intestino, havia areas de 2-6 cm, amarelo-esbranquicadas,
com aderéncias de alcas intestinais, omento e parede abdominal (Figura 21C). O conteudo era
liquido e avermelhado, com coagulos de sangue por toda a luz. Na bexiga verificou-se petéquias
na mucosa e na musculatura esquelética dos membros posteriores havia hemorragias multifocais
de 2cm.

O Bovino 4 apresentou desidratacdo severa com mucosas ocular, oral e vulvar palidas.
Havia crostas e erosfes na pele dos membros. As narinas estavam com ulceragdes multifocais no
septo nasal. No tecido subcutaneo havia hemorragias na periferia dos vasos dos membros (Figura
21D). Na cavidade toracica, os pulmdes possuiam lobulos multifocais de coloracdo vermelho-
escura e no coracgdo havia equimoses e sufusées no epicardio.

Na cavidade abdominal verificou-se o omento com petéquias multifocais. No figado
haviam maultiplos pontos (1-2mm) amarelados multifocais, distribuidos na cépsula e no
parénquima (Figura 21E). Na vesicula biliar foram observadas petéquias e equimoses na serosa.
O intestino apresentava edema de mesentério, hemorragias focais na serosa e petéquias na
mucosa. O conteldo era liquido em toda a extensao intestinal e os linfonodos mesentéricos eram
edemaciados. No abomaso havia edema de parede e a mucosa com mudltiplas ulceragdes (Figura
21F), e no tecido subcutaneo da parte distal dos membros haviam hemorragias ao longo dos
vasos.
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Figura

20. Lesbes macroscOpicas de bovinos na itoxica(_;éo aguda experimental por Pteridium (aquilinum)
arachnoideum. A. Serosa do c6lon espiral vermelho escura (Bovino 1). B. superficie de corte do célon espiral com
grande coagulo de sangue na luz (Bovino 1). C. Hemorragias multifocais na aorta e artéria pulmonar (Bovino 2). D.

Hemorragia no diafragma e rdmen ao longo dos vasos (Bovino 2). E. Infarto visivel no parénquima do figado F.
Abomaso com mucosa avermelhada e hemorragia na parede.
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Figura 21. Lesdes macroscoplcas de bovinos na intoxicacdo aguda experlmental por Pteridium (aqunlnum)
arachnoideum. C. Omento avermelhado com evidenciac¢do dos vasos (Bovino 3). D. Figado com érea de infarto na
face diafragmatica (Bovino 3). E. Serosa intestinal com areas amareladas e areas hemorragica (Bovino 3). F. Corte
de intestino com conteldo intestinal com coéagulos (Bovino 3). A. Serosa da vesicula biliar com hemorragia. B.
Hemorragia no tecido subcutaneo de membro pélvico. C. Abomaso com edema leve e petéquias na mucosa. D.
Detalhe de C. E. Figado com superficie capsular com pequenos e multiplos infartos F. superficie de corte de E.
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A histologia, verificou-se que ndo havia reacdo inflamatoria associada as leses e quando
presente, era discreta. As lesGes histologicas constam na Tabela 7.

Tabela 7. Descricdo das lesdes histologicas de bovinos na intoxicacdo aguda experimental por Pteridium
(aquilinum) arachnoideum

Orgéo Bovino 1 Bovino 2 Bovino 3 Bovino 4
Necrose, deposicdo de
fibrina e hemorragia . . .
. . Hemorragias multifocais,
Hemorragia e edema associados a restos .
~ . ~ ) associada a agregados
Pulmao Auséncia de lesbes  leve interlobular celulares. Poucos .
. e bacterianos
multifocal bastonetes basoéfilos
intralesionais
(Figuras 223A e B)
Acentuada
hemorragia .
ragia Hemorragia moderada . .
N subepicardica e . A Hemorragia leve no Hemorragia leve de
Coracéo . difusa no endocardio e P L P
entre fibras de o endocardio e epicardio  epicardio
L epicardio
Purkinje
Necrose de coagulacéo
multifocal a difusa,
com agregados Necrose de coagulacdo  Necrose de coagulacdo
Necrose de bacterianos multifocal a difusa, multifocal a difusa, com
~ intralesionais e na luz com agregados agregados bacterianos
. coagulacéo ; : . o .
Figado centrolobular de vasos (Figura 22B),  bacterianos intralesionais associado a
(Figura 23A) hemorragia intralesionais (Figura focos de hepatécitos
9 centrolobular, e 22C e D) e bolhas de necroticos (Figura 22E e
hepatécitos da periferia  gas. F)
com degeneragéo
vacuolar
A ~ Hemorragia A ~ A ~
Baco Auséncia de lesdes g Auséncia de lesdes Auséncia de lesdes
supcapsular
Necrose de epitélio da
papila extendendo-se
até a submucosa,
Rdmen Auséncia de lesbes  associado a edema, Auséncia de lesdes Auséncia de lesdes
fibrina e agregados
bacterianos (Figuras
24Ce D)
Reticulo Auséncia de lesdbes  Auséncia de lesdes Auséncia de lesdes Auséncia de lesdes
. Hemorragia e necrose Hemorragia e necrose
Necrose multifocal
R acentuada na mucosa, acentuada na mucosa,
na mucosa, € as Edema de submucosa e
; com edema acentuado com edema acentuado . : ;
Abomaso  vezes ate hemorragias multifocais
de submucosa, de submucosa,
submucosa - ~ . ~ na mucosa
(Ulceras) associada a congestdo e  associada a congestédo e

bastonetes basofilos.

bastonetes baséfilos
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“Tabela 7. Continuacao”

Intestino
delgado

Bexiga

SNC

Linfonodo

Rim

Muasculo
esquelético

Medula
ossea

Edema acentuado de
submucosa e serosa.
Serosa com
proliferacdo de
colageno.
Hemorragia, necrose e
deposicédo de fibrina
na superficie da
mucosa. Necrose de
placa de Peyer focal
(Figura24E e F)

Auséncia de lesdes

Auséncia de lesdes

Edema na regido
medular, com leve
infiltrado de
macréfagos leve e
hemorragia
subcapsular

Auséncia de lesdes

Auséncia de lesdes

Rarefacéo e auséncia
de tecido
hematopoético
(Figura 23C)

Hemorragia multifocal
moderada na mucosa,
edema acentuado de
submucosa, associada a
congesto. ileo:
necrose multifocal com
hemorragia edema e
deposicéo de fibrina na
submucosa, infiltrado
inflamatério
mononuclear leve,
associado a bastonetes
basofilos.

Hemorragia multifocal
moderada na lamina
prépria

Auséncia de lesdes

Hemorragia acentuada
subcapsular

Cilindros hialinos na
luz de tubulos

Auséncia de lesdes

Rarefacéo e auséncia
de tecido
hematopoético
(Figura 23D)

Edema acentuado de
submucosa e serosa
com proliferacdo de
colageno. Hemorragia
e deposicdo de fibrina
na superficie da
mucosa. Com
deposicéo de fibrina ao
redor de vasos.
Algumas vezes havia
necrose de placas de
Peyer

Auséncia de lesdes

Auséncia de lesdes

Foliculos linfoides com
necrose associada a
edema e congestdo
medular

Auséncia de lesdes

Necrose focal de fibras
musculares, associada a
eosinofilia de fibras,
edema e bastonetes
basofilos entre as
miofibras (Figuras 24A
e B)

Auséncia de tecido
hematopoético e
hemorragia leve
(Figura 23E)

Edema leve de serosa
e moderado de
submucosa

Hemorragia
multifocal moderada
na lamina propria

Auséncia de lesdes

Edema e hemorragia
moderada no cortex e
medula

Cilindros hialinos na
luz de tubulos

Auséncia de lesdes

Auséncia de tecido
hematopoético
(Figura 23F)
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Figura 22. Lesdes histologicas de figado de bovinos na intoxicacdo aguda experimental por Pteridium
arachnoideum. A. Necrose de coagulagdo centrolobular com hepatdcitos na periferia com degeneragdo vacuolar
(Bovinol) (HE, obj. 40). B. Hemorragia perivascular e agregados bacterianos baséfilos no interior de vasos e entre
hepatdcitos (Bovino 2) (HE, obj. 10). C. Necrose de coagulacdo e agregados bacterianos basofilos (Bovino 3) (HE,
obj. 4). D. Detalhe de C, agregados bacterianos na periferia e no interior de vasos (Bovino 3) (HE, obj. 40). E.
Necrose de coagulacdo e agregados bacterianos baséfilos entre hepatocitos e no interior de vasos (Bovinon 4) (HE,
obj. 4). F. Detalhe de E, evidenciagdo de agregados de bastonetes baséfilos no interior de vasos e em meio a necrose
(Bovino 4) (HE, obj. 40).
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Figura 23.
Pteridium arachnoideum. A. Pulm&o com edema de septo interlobular e congestdo de vasos (Bovino 3) (HE, obj.
4). B. Detalhe de A, evidenciacéo de bastonetes basofilos (setas) (Bovino 3) (HE, obj. 40). Extensa hemorragia no
epicardio. (HE, obj. 4). C. Medula 6ssea com auséncia de tecido hematopoético e hemorragia (Bovinol) (HE, obj.
10). D. Medula 6ssea com auséncia de tecido hematopoético (Bovino 2) (HE, obj. 10). E. Medula 6ssea com
auséncia de tecido hematopoético e hemorragia leve (Bovino3) (HE, obj, 10). F. Medula 6ssea com auséncia de
tecido hematopoético (Bovino4) (HE, obj, 10).
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Figura 24. LesBes histologicas de musculatura esquelética, rimen e intestino de bovinos na intoxicagdo aguda
experimental por Pteridium arachnoideum. A. Musculo esquelético com necrose, eosinofilia de fibras e edema entre
as miofibras (Bovino 3) (HE, obj. 4). B. Detalhe de A, evidenciacdo do edema entre as miofibras e bastonetes
baséfilos multifocais (seta) (Bovino 3) (HE, obj. 40). C. Rimen com ulcera¢do na mucosa (Bovino 2) (HE, obj.4).
D. Detalhe de C, evidenciagdo de agregados bacterianos (setas) (Bovino 2) (HE, obj. 10). E. Intestino delgado com
edema de submucosa e proliferagdo de colageno da serosa (Bovino 3) (HE, obj. 4). F. Detalhe de A, evidenciagio de
hemorragia, edema e agregados bacterianos basofilos (seta) (Bovino 3) (HE, obj. 10).
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4.4 1solamento e Identificacdo Bacteriana
4.4.1 Isolamento bacteriano

Os resultados do isolamento bacteriologico constam na Tabela 8.

Tabela 8. Isolamento bacteriano e inoculagdo em camundongos realizados no Laboratério de Enfermidades
Infecciosas dos Animais da Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Odontologia e Curso de Medicina
Veterinaria, UNESP - Campus de Aracatuba, Sdo Paulo

Camundongo Nﬂr_nero de Tipo de Meio de~Tarozz,i Irpprint de ]
registro amostra Formagao de gas Desfecho cépsula de figado
(SAP) apos 24 horas® de camundongo®
1 34625 Figado + Eutanasiado -
2 35464 Figado - Eutanasiado -
3 35467 Figado - Eutanasiado -
4 35484 Intestino (1) +++ Eutanasiado -
5 35484 Intestino (1) ++ Eutanasiado -
6 35484 Intestino (111) ++ Eutanasiado -
7 35526 Intestino ()~ ++ éS&i;iTa o i
8 35526 Intestino (1) ++ Eutanasiado -
9 35926 Figado (1) +++ Eutanasiado -
10 35926 Figado (11) ++ Eutanasiado -
12 35926 Intestino ++ Eutanasiado -
13 37692 Pulméo - Eutanasiado -
14 37320 Intestino - Eutanasiado -
15 38667 Figado - Eutanasiado -
16 38667 Linfonodo +++ Eutanasiado -
17 38667 Intestino (1) +++ Eutanasiado +
18 38667 Intestino (1) ++ Eutanasiado -
19 38667 Lingua (1) - Eutanasiado -

& sem producio de gas (-); pouco gas (+); Moderado gas (++); Muito gas (+++)
¢ auséncia de bastonetes Gram positivos (-); poucos bastonetes Gram positivos (+); moderada quantidade de
bastonetes Gram positivos (++); grande quantidade de bastonetes Gram positivos (+++)
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“Tabela 8. Continuagdo

20 38667 Lingua (I1) + Eutanasiado -
21 38667 Abomaso +++ Eutanasiado +
22 38792 Figado ++ Eutanasiado -
x Morreu ap0s
23 38792 Pulmao + 6:50h +++
24 38792 Pulmao + Eutanasiado +
25 39044 Intestino +++ Eutanasiado -
26 39044 Abomaso (1) +++ Eutanasiado -
27 39044 Abomaso (1)  +++ Eutanasiado -
28 39044 Abomaso (I11)  ++ Eutanasiado -
29 40284° Figado ++ Morreu ap6s 8h  +++
30 40284° Pulméao ++ Sacrificado ++
31 40284b Linfonodo ++ Morreu apos 8h  +++
32 40284° Intestino ++ Sacrificado +
33 40332° Figado i - -
b u Morreu ap06s
34 40332 Pulméo ++ 12,35 +++
b . Adoeceu
35 40332 Linfonodo ++ Eutanasiado ++
36 40332° Intestino - - -
37 40387° Figado ++ Eutanasiado ++
b u Adoeceu
38 40387 Pulméo ++ Eutanasiado +
39 40387° Abomaso ++ Eutanasiado ++
b . Adoeceu.
40 40293 Intestino (1) ++ Eutanasiado +
b . Adoeceu. i
41 40293 Intestino (1) ++ Eutanasiado
42 40752 Figado ++ Eutanasiado -
43 40752 Intestino ++ Eutanasiado +
44 40385 Figado ++ Morreu ap6s 8h  +++

#sem producio de gas (-); pouco gas (+); Moderado gas (++); Muito gas (+++)

® hovinos com intoxicacdo aguda experimental por P. arachnoideum

¢ auséncia de bastonetes Gram positivos (-); poucos bastonetes Gram positivos (+); moderada quantidade de
bastonetes Gram positivos (++); grande quantidade de bastonetes Gram positivos (+++)
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Ap0s as 24 horas de incubacdo no meio de cultivo de Tarozzi, houveram amostas que nao
produziram gés (Figura 25A) e as que produziram gas. Dentre estas amostras, haviam as que
produziram pouco, moderado e muito gas (Figura 25B). Foram as amostras que tiveram
producdo de gas que foram utilizadas para a inoculagdo em camundongo.

Os camundongos doentes apresentavam lentidao, se afastavam do grupo e a respiracédo se
tornava abdominal.

Na necropsia dos camundongos que morreram (Camundongos 23, 29, 31, 34 e 44), as
lesbes encontradas foram as mesmas: carcagas com cheiro patrido, o tecido subcutaneo e omento
avermelhado (Figura 25C) e com edema, e havia liquido avermelhado na cavidade abdominal.
Dois camundongos que foram eutanasiados apresentaram reacdo inflamatéria no local da
aplicacdo (Camundongos 32 e 38), caracterizadas por areas de aderéncia da pele com o tecido
subcutaneo e presenca de pus (abscessos), e quatro que foram eutanasiados apresentaram cheiro
putrido na hora da realizacdo da necropsia (Camundongos 7, 35, 40 e 41).

Nas impressdes de figados coradas com Gram, foram observados bastonetes Gram
positivos (Figura 25E e F).

A histologia dos camundongos que morreram naturalmente, verificaram-se na
musculatura esquelética da regido da coxa, edema entre as fibras com necrose e eosinofilia de
fibras e grande quantidade de bastonetes basofilos, associado a infiltrado inflamatorio
mononuclear leve e hemorragia (Figuras 26A e B).

Na pele verificou-se também infiltrado inflamatorio, com edema na derme e grande
quantidade de bastonetes basoéfilos (Figura 26C e D). Nos demais 6rgdos ndao foram observadas
alteracdes.

Em agar sangue foram cultivados os meios de Tarozzi e os figados dos camundongos que
morreram (23, 29, 31, 34 e 44) nestes houveram crescimento intenso de colonias bacterianas
hemoliticas (Figura 26D) e ndo hemoliticas.
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Figura 25. Meio de cultivo de Tarozzi, necropsia de camundongo, cultivo em agar sangue e impressdo da capsula
de figado de camundongo com inoculagdo de meio de Tarozzi cultivado com amostras de infartos colhidos de
6rgdos de bovinos na intoxicagdo aguda por Pteridium (aquilinum) arachnoideum. A. Cultivo em Tarozzi sem
producdo de gas (seta). B. Cultivo em Tarozzi com producdo de muito gas (seta). C. Cavidade abdominal
avermelhada do Camundongo 35. D. Cultivo em &gar sangue. Crescimento de bactérias hemoliticas com hemélise
do meio. E. Impressdo da cépsula de figado de camundongos com evidenciacdo de bastonetes Gram positivos
(amostra de infarto de figado do bovino 3) (Gram, 0bj.100). F. Impressdo da cépsula de figado de camundongos
com evidenciacdo de bastonetes Gram positivos (amostra de infarto de pulméo do bovino 2) (Gram, obj.100).
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Figura 26. Lesdes histologicas e impressdo de figado de camundongo com inoculagdo de meio de Tarozzi cultivado
com amostras de infartos colhidos de o6rgdos de bovinos na intoxicagdo aguda por Pteridium (aquilinum)
arachnoideum. A. Musculatura esquelética com edema entre as fibras, necrose e eosinofilia de fibras e grande
guantidade de bastonetes basdfilos, associado a infiltrado inflamatério mononuclear leve e hemorragia (HE, obj. 4).
B. Detalhe de A, evidenciagdo de bastonetes basofilos em meio ao edema entre as fibras (setas) (HE, obj. 40). C.
Pele com edema na derme e infiltrado inflamatério leve (HE, obj. 4). D. Detalhe de C, evidenciagdo de bastonetes
basdéfilos na derme (setas) (HE, obj. 40).

4.4.2 ldentificacdo da espécie envolvida por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A identificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada no Laboratorio
de Bacteriologia da UFSM e os resultados constam na Tabela 9.

A eletroforese em gel de agarose resultou positiva para Clostridium septicum (Figura 27)
em figados de camundongos semeados em meio de Tarozzi para trés camundongos
(Camundongo 29 — Bovino 3, Amostra de figado; Camundongo 31 — Bovino 3, Amostra de
linfonodo; Camundongo 34 — Bovino 2, Amostra de pulméo), correspondentes aos bovinos com
intoxicacdo aguda experimental por P. arachnoideum e, em um camundongo (Camundongo 44 —
Amostra de figado) que corresponde a necropsia realizada pelo setor de patologia.
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Tabela 9. Resultados da Reacdo em Cadeia da Polimerase realizados no Laboratorio de Bacteriologia (LABAC) —
UFSM, de figado de camundongo inoculado, meio de Tarozzi utilizado para o crescimento bacteriano, através do
cultivo de amostras de areas de infarto e do raspado do crescimento total de col6nias bacterianas no agar sangue

PCR1 PCR 2 PCR 3
Tarozzi e raspado de Figados dos camundongos semeados em Figados dos
colbnias de agar sangue Tarozzi camundongos

Camundongo
Amostra

C. chauvoei

C.chauvoei C.chauvoei C. novyi C. gene flic
gene flic generecA  TipoA  septicum C.chauvoei
gene recA

C. C.
perfringens chauvoei
tipo A gene flic

23
38792
(pulméo)

29
40284 - _ - - ; + -
(figado)

31
40284 - - - - - + -
(linfonodo)

34
40332
(pulméo)

44
40385 - - - - - + -
(figado)

u 294pb

Figura 27. Eletroforese em gel de agarose. Reacdo em cadeia da Polimerase. Marcag6es
positivas para Clostridium septicum (traco). Gene FIiC — C. septicum: 294pb (SASAKI
et al., 2002).
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5 DISCUSSAO

Em Santa Catarina a intoxicacdo por Pteridium (aquilinum) arachnoideum é causa de
morte de numerosos bovinos. Verificou-se neste estudo que dentro das trés formas de
intoxicacdo causadas por esta planta, a intoxicagdo aguda foi a mais frequente com 52%, seguido
de carcinomas do trato digestivo superior com 33% e da hematuria enzodtica com 15%.

A diatese hemorragica manifestou-se durante o ano todo, com maior concentragdo no
outono. Gava (1993) e Anjos et al. (2008) descreveram que casos de diatese ocorrem
principalmente na primavera (outubro-dezembro) e Tokarnia et al. (1967) opinam que em
regibes com temperatura elevada podem ocorrer durante o ano todo. Foi observado neste estudo
que, em anos que a temperatura se manteve constante, sem o inverno muito rigoroso, a
samambaia brotava durante quase todo o ano. Em anos em que o inverno foi muito rigoroso, a
samambaia brotou mais tarde, e ndo foram observados brotos no inicio da primavera, o que fez
com que a doenca ocorresse mais tarde, no verao e até mesmo no outono. No ano de 2012, houve
precipitagdo de neve no inverno, e a brotagdo que normalmente aparecia em inicio de setembro,
comecou a aparecer em meados de outubro.

Nos Gltimos anos ndo ocorreram muitos casos de intoxicacdo aguda por Ptedidium
(aquilinum) arachnoideum, nem das duas outras formas de intoxicacdo. Provavelmente devido
ao conhecimento desta intoxicacdo por parte de médicos veterinarios e produtores, estes
prescindiram dos servicos do Laboratério de Patologia ou houve desinteresse pelos mesmos em
definir o diagndstico.

A ingestdo de P. arachnoideum pelos bovinos ocorreu em propriedades com escassez de
pastagens, bem como em propriedades com boa oferta de pastagens. Notou-se que uma vez
tendo ingerido a planta, os animais adquiriam um certo gosto pela planta, que podemos
interpretar como vicio. Os bovinos manifestavam interesse pela brotacdo mesmo quando néo
estava disponivel nos piquetes, procurando-a em beiradas de cercas. O vicio também foi
observado nos Bovinos 1 e 2, utilizados na experimentagdo, que ingeriram a planta
vigorosamente, sem deixarem sobras.

Em relacdo ao periodo de ingestdo e a quantidade de P. arachnoideum ingerida, em
alguns relatos de produtores, os animais permaneciam de 15-20 dias em piquetes que continham
grande quantidade de samambaia. Outras vezes havia grande quantidade de brotacdo sem
definicdo de quanto tempo o0s animais permaneciam nesses piquetes. A diatese hemorragica é
descrita quando os animais ingerem quantidades maiores que 10g/kg por periodo de duas a oito
semanas (EVANS et al., 1954; EVANS, 1961; HOPKINS, 1986) ou quando o peso da planta
ingerida se iguala ao peso do animal (TOKARNIA et al., 2012). Acredita-se que em locais com
grande infestacdo de brotos de P. arachnoideum, sob condig¢fes naturais, 0s bovinos ingiram
doses muito maiores que 10g/kg e a doenca se manifeste mais rapidamente.

Anjos et al. (2009) reproduziram a doenga com doses diérias de 8; 8,6; 10,2 e 10,59/kg
em 53, 57, 58 e 58 dias, 0 que correspondeu a 59,3; 63,3; 47,4 e 47,5% de planta ingerida em
relacdo ao peso dos animais. No presente trabalho, as doses utilizadas na experimentagdo foram
de 20, 20, 14 e 10g/kg, no periodo de 82, 94, 46, 76 dias, e correspondeu a 149,76; 180,6; 71 e
75,2% de planta ingerida em relacdo ao peso dos animais. Nos Bovinos 1 e 2 a dose e o periodo
para que manifestassem os sinais clinicos foram o dobro do que o encontrado na literatura pelo
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autor; estes mesmos bovinos ingeriram quantidades da planta superiores a 70% em relacdo ao
seu peso, diferente dos 47% a 63% observados por Anjos et al. (2009).

Neste estudo experimental, notou-se que os brotos de P. aracnoideum no inicio do
experimento (novembro de 2013) eram mais vi¢osos, com um teor de &gua e suculéncia maiores.
Com o passar dos dias (final de dezembro-inicio de janeiro de 2014), os brotos perderam a
suculéncia e ficaram mais fibrosos. Acredita-se que a quantidade de principio tdxico foi maior
nesta Ultima época, o que favoreceu as manifestacdes clinicas. Este fato pode ter favorecido a
menor dose e 0 menor peso de planta em relagdo ao peso dos animais nos Bovinos 3 e 4, que
ingeriram 14 e 10g/ kg, que correspondeu a 71 e 75,2% do peso dos animais. Estes bovinos
iniciaram o experimento um més mais tarde que os Bovinos 1 e 2, no inicio de dezembro. E
descrito que todas as partes da planta sdo toxicas, porém a concentracdo do ptaquilosideo varia
consideravelmente com a idade e a parte da planta (EVANS et al., 1961; HIRONO et al., 1973;
SAITO et al., 1989). O maior nivel do ptaquilosideo no broto ocorre na primavera e declina
gradualmente préximo ao inverno (SMITH et al., 1999); com a maturidade da planta a
toxicidade diminui (TOKARNIA et al., 2012). A variacdo entre 0s experimentos pode ter
ocorrido devido também a variacdo na quantidade de ptaquilosideo presente nas diferentes
regibes, e a quantidade sazonal do principio toxico durante o experimento.

Os sinais clinicos manifestados pelos bovinos do presente estudo, intoxicados
naturalmente ou experimentalmente, sdo semelhantes aos descritos por Sippel (1952), Evans et
al. (1954c); Tokarnia et al. (1967), Dobereiner et al. (1967), Barros et al. (1987), Valli (1992),
Anjos et al. (2008), Anjos et al. (2009) e Furlan et al. (2014) e foram caracterizados por pelos
arrepiados, salivacdo, perda de apetite, perda de peso, dispneia, fezes enegrecidas e fétidas ou
diarreicas com sangue. Havia desidratacao grave, febre (41-42°C), mucosas palidas, petéquias na
conjuntiva, gengiva e mucosa vulvovaginal, ulceracBes nas narinas e epistaxe, periodos em
decubito, com hemorragias frequentes no local de picadas de insetos e traumas e sangue aquoso.
Foi relatada a presenca de sangue na urina (ANJOS et al., 2008; ANJOS et al., 2009) e no leite
(ANJOS et al., 2008), o que néo foi observado nos casos naturais e experimentais do presente
estudo. O Bovino 3 ndo apresentou febre, provavelmente pelo curso clinico curto e a morte
rapida; todos os outros bovinos, o0 acompanhado clinicamente e naqueles que foram realizadas
somente as necropsias, tinham histérico de aumento na temperatura. Nos outros bovinos a
duracdo dos sinais clinicos foi mais longa, em torno de seis dias. Estes foram semelhantes aos
descritos nas formas espontanea e experimental (NAFTALIN e CUSHINE, 1965; TOKARNIA
etal., 1967; VALLI, 1992; ANJOS et al., 2008; ANJOS et al., 2009).

As lesdes macroscopicas de bovinos na intoxicacdo aguda por P. arachnoideum foram
variadas entre 0s casos naturais € 0S casos experimentais deste estudo. Nos bovinos que
morreram rapidamente, como no Bovino 3, utilizado na experimentacdo, e em bovinos em que
foram realizadas as necropsias e que havia o histérico de morte répida, as hemorragias ndo
tinham gravidade acentuada, apesar de muitas vezes estarem presentes. Nestes casos havia
infartos localizados principalmente em figado, pulméo e intestino. Infartos foram observados
também em Orgdos como lingua, timo, linfonodo, rim, rimen, abomaso, bago e cora¢do. Os
infartos foram descritos em figado, em rim e baco, neste ultimo menos frequentemente (ANJOS
et al., 2008; 2009). No presente estudo, animais que apresentavam infartos significativos no
figado, tiveram morte rapida.

Nos bovinos em que os sinais clinicos tiveram duragdo maior, em torno de seis dias, as
lesbes hemorragicas tinham maior intensidade, com a presenca ou ndo de infartos. As lesdes
hemorragicas foram semelhantes aquelas encontradas por outros autores (SIPPEL, 1952;
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TOKARNIA et al., 1967; BARROS et al., 1987; VALLI, 1992; TOKARNIA et al., 2000;
ANJOS et al., 2008; ANJOS et al., 2009; FURLAN et al., 2014).

As hemorragias, rarefacdo e desaparecimento do tecido hematopoético, focos de necrose
com agregados bacterianos no figado e no intestino observados ao exame histologico, foram
semelhantes as descritas na literatura (SIPPEL, 1952; EVANS et al., 1954c; TOKARNIA et al.,
1967; TOKARNIA et al., 2000; ANJOS et al., 2008; ANJOS et al., 2009; FURLAN et al., 2014).
No presente estudo, foram encontrados infartos no figado, pulméo, coragdo, timo, intestino,
lingua, baco, rim, com ou sem agregados de bastonetes basofilicos. A morfologia destes
bastonetes foi semelhante em todos os casos.

Os infartos no figado sdo causados por embolias bacterianas ou trombose séptica em
pequenos ramos da veia porta, sinusoides e veia central (VALLI, 1992). Explica-se que a origem
das hemorragias deve se ao aumento da fragilidade capilar, como provavel consequéncia da
trombocitopenia persistente e febre (VALLI, 1992; RADOSTITS et al., 2002). E provavel que os
bovinos tiveram morte mais rapida devido a septicemia e a embolia bacteriana apés a ingestédo de
doses elevadas de P. arachnoideum.

Neste estudo ainda foram observadas no figado necrose de coagulacao centrolobular sem
agregados bacterianos e degeneracdo de hepatocitos na periferia ou no centro do I6bulo, devido a
provavel anemia dos animais. Na musculatura esquelética, algumas vezes havia necrose e
eosinofilia de fibras, associadas a edema entre as fibras e a presenca de bastonetes basofilicos.
Em todos os casos estudados observou-se pouca ou nenhuma reacdo celular associada as
embolias bacterianas, ou nas areas de necrose em locais de infarto, como também foi descrito por
Valli (1992). Nos camundongos que morreram naturalmente ap6s a inoculagdo do meio de
cultivo de Tarozzi, foram observadas lesdes histoldgicas na musculatura esquelética semelhantes
as que ocorreram nos bovinos. Na pele dos camundongos havia edema na derme, infiltrado
inflamatdério mononuclear e bastonetes basofilicos, 0 que ndo foi observado nos bovinos. A
explicacdo seria a presenca de aplasia de medula 6ssea nos bovinos com intoxicagdo aguda por
P. arachnoideum com diminuicdo ou auséncia de tecido hematopoético e a normalidade da
medula 6ssea nos camundongos, que resulta em recrutacdo de células inflamatorias nos tecidos.

Ao exame histologico foi possivel observar, em alguns casos, a presenca de bolhas de
gas em areas de necrose, mas também em areas de tecido normal, principalmente no figado e
linfonodos. Ressalta-se aqui que se forem avaliadas as lesdes somente na area de necrose, tem-se
a falsa impressdo que havia autélise do tecido com producdo de gas e presenca de bacilos da
putrefacdo. Logo ao percorrer 0 campo nota-se que havia tecidos sem alteracdo somente com as
bolhas de gas com ou sem a presenca de bastonetes. Estes bastonetes posteriormente
identificados como do género Clostridium, devido as suas caracteristicas morfoldgicas de
bastonetes basofilicos Gram positivos e bactérias produtoras de gas, nos levou a suspeitar do
envolvimento das mesmas nessas lesdes. A presenca destas bactérias nessas lesbes foi
confirmada pelo cultivo bacteriano em meio de Tarozzi, (especifico para crescimento de
bactérias anaerdbias produtoras de gas) onde houve o crescimento de clostridios produtores de
gas e na inoculacdo em camundongo por via subcutadnea do meio de Tarozzi, o que resultou na
morte dos camundongos de cinco a nove horas apos a inoculagdo, o que confirmou que eram
Clostridium patogénicos.

Os bastonetes observados nos infartos e associados as lesGes histoldgicas foram
identificados pela reagdo em cadeia da polimerase como Clostridium septicum. Esta bactéria é
uma das espécies de Clostridium isoladas no edema maligno, doenga caracterizada por
mionecroses e que ocorre quando ha a contaminacdo de feridas por essas bactérias
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(RADOSTITS et al., 2002); elas produzem varias toxinas, que tem a¢des hemolitica e necrosante
(JONES et al.,, 2000), que causam danos no endotélio vascular e na membrana plasmatica
muscular (PERDRIZET 1987). As bactérias do género Clostridium séo bactérias normalmente
isoladas de figados sadios (KRIEK e ODENTAAL, 1994). A intoxicacdo aguda por P.
arachnoideum, causa aplasia de medula éssea e severa anemia, com consequente diminui¢do no
teor de oxigénio na regido centrolobular; esse ambiente propicio possibilita a proliferacdo dessas
bactérias o que culmina com as embolias e os infartos.

Ao comparar as lesdes histoldgicas na musculatura esquelética do Bovino 3 utilizado na
experimentacao, com a dos camundongos que morreram naturalmente apos inoculagdo do meio
de cultivo de Tarozzi verifica-se que foram semelhantes, com excessdo do infiltrado
inflamatdrio, que ndo foi observado no Bovino # e nem nos demais bovinos com intoxicagédo
aguda. Estas lesdes musculares sdo observadas em bovinos acometidos por edema maligno,
porem as leses nessa enfermidade possuem maior gravidade e ha infiltrado inflamatorio. Estas
diferencgas se explicam pela presenca de aplasia de medula 6ssea na intoxicacdo aguda por P.
arachnoideum e a auséncia desta mesma lesdo nos camundongos e em bovinos com edema
maligno.

O exame hematologico de bovinos com diatese hemorragica revela trombocitopenia,
aumento no tempo de coagulacdo e neutropenia (SIPPEL, 1952; TOKARNIA et al., 1967;
BARROS et al., 1987). No bovino acompanhado clinicamente, e nos bovinos intoxicados
experimentalmente, houve diminuicdo das plaquetas e hematdcrito, e houve uma queda
significativa no leucograma, o0 que ocorreu nos bovinos intoxicados experimentalmente por
Anjos et al. (2009), que observaram leucopenia por neutropenia e trombocitopenia.

O ptaquilosideo tem acdo radiomimética semelhante a radiacdo responsavel pela anemia
aplastica (YOUNG, 2002). Ha aplasia de medula 6ssea, com rarefacdo e auséncia de tecido
hematopoetico. A sindrome hemorragica ocorre por danos permanentes na parede de vasos
sanguineos e aumento de sua permeabilidade (EVANS 1968; FENWICK, 1988; HIRONO et al.,
1984).

Com relacdo as lesdes macroscépicas e microscépicas nao foram observadas diferencas
entre os Bovinos 1 e 2, que foram vacinados, e 0s Bovinos 3 e 4, que ndo receberam vacina
contra as clostridioses. Os Bovinos 2, 3 e 4 apresentaram bastonetes em infartos, e no Bovino 1,
foram observados bastonetes na submucosa intestinal. O uso de vacina composta por cultura
inativada de Clostridium chauvoei e toxoides de C. botulinum tipo C e D, C. septicum, C. novyi,
C. perfringens tipo B, C e D e C. sordelli, ndo influencou nas lesbes causadas pela intoxicagéo
aguda por P. arachnoideum.

Para o diagnostico diferencial da intoxicacdo aguda por Pteridium (aquilinum)
arachnoideum devem ser consideradas enfermidades com sintomatologia semelhante (BARROS
et al., 1987; TOKARNIA et al., 1979; TOKARNIA et al., 2000). A Tristeza parasitaria bovina é
a principal doenca a ser considerada uma vez que, médicos veterindrios e produtores podem
confundir os sinais clinicos por serem similares. A intoxicacdo aguda por P. arachnoideum deve
ser diferenciada da hemoglobindria bacilar; nesta a epidemiologia é diferente da ocorrida na
diatese hemorragica (SIPPEL, 1952).
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6 CONCLUSOES

A intoxicacgéo por Pteridium (aquilinum) arachnoideum em bovinos € de grande importancia em
Santa Catarina.

O quadro agudo ocorre com maior frequéncia, sua incidéncia depende das condicGes climaticas e
pode ocorrer durante o ano todo.

Ha variacdo da quantidade do principio tdxico entre regides com P. arachnoideum, assim como
no mesmo local em relacdo ao broto. Os brotos no inicio da brotagdo, quando estdo muito
Vicosos e com maior quantidade de umidade, tém toxicidade maior em relacdo aos brotos que
tém umidade diminuida e se apresentam mais fibrosos.

O tromboembolismo séptico por bactérias do género Clostridium explica a patogenia dos infartos
em seus diversos 6rgdos e encurtam o periodo de evolucdo da intoxicacdo aguda por Pteridium
(aquilinum) arachnoideum.

Ao exame histoldgico, as lesdes de necrose com bastonetes basofilicos e bolhas de gas, sem
lesbes inflamatorias sugerem autdlise, na intoxicacdo aguda por Pteridium (aquilinum)
arachnoideum, essas lesdes ocorrerm entremeadas a tecido sem alteracGes de autolise.

Em nosso estudo, os bastonetes envolvidos nas lesfes histologicas na intoxicagdo aguda por
Pteridium (aquilinum) arachnoideum sdo Clostridium septicum. Estas bactérias quando
presentes podem agravar as lesdes, provocando a morte mais rapida.

A vacinagdo dos animais contra clostridioses ndo influenciou na gravidade e nem nas

caracteristicas  clinico-patologicas da intoxicagdo aguda por Pteridium (aquilinum)
arachnoideum.
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ANEXOS

Anexo 1. Sinais clinicos observados em bovinos na intoxicagao aguda experimental por Ptedidium arachnoideum

Bovino

Inicio da
ingestéo da
planta/
Duracao do
experimento

Duracéo
dos
sinais
clinicos

Sinais clinicos

1.11.13
84 dias

19.1.14-
23.1.14
(5 dias)

17.01.14: Ingeriu toda a planta, comeu devagar e ficou escolhendo

18.01.14: Iniciou com mucosas vermelho vivo e temperatura de 40,4°C (8h);
Comeu a planta mas escolheu, sobrou 2,4 kg de 6,0kg de planta. Temperatura de
41,4°C (19h)

19.01.14: N&o comeu a planta. Ao solta-lo no piquete, andava devagar, nao
comeu e permaneceu bom tempo deitado. Desidratagdo moderada, e ndo comeu
racdo no final do dia. Temperatura de 40,3 pela manha e ao fim do dia 41,3°
20.01: Diarreia esverdeada liquida, fétida e com poucos coagulos de sangue
(codgulos pequenos), desidratacdo grave. Inquietacdo, deitava, levantava. E
gemia muito. Temperatura de 38,9° pela manha e ao fim do dia 40,7°

21.01: Diarreia acentuada com grave desidratacdo e mucosas palidas.
Inquietacéo, deitava e levantava, gemia e o dorso estava arqueado. Temperatura
37,9° pela manhd e ao final do dia 40,2°. Hemorragia no septo nasal e na
cavidade oral. Néo se alimentava.

22.01: Diarreia frequente com pequenos codgulos de sangue. Hemorragia nos
membros por picadas de insetos e no septo nasal. Ndo se alimentou.
Temperatura pela manha 38°e ao final do dia 40,3°.

23.01: Diarreia frequente, com pequenos coagulos de sangue, as 15 horas
defecou grande quantidade de coagulos de sangue, desidratacéo grave.

Sangue com baixa coagulabilidade (10 min para coagulacdo total), secrecdo
nasal sanguinolenta leve, mucosas palidas. Deitou as 16 horas, ndo levantou
mais, progrediu para respiracdo ofegante. As 18:30h entrou em decubito
esternal e lateral. Morreu as 20:20hs. Temperatura oscilou em 38,2-38,4°

01.11.14
95 dias

31.01-
03.02
(4 dias)

20.12: Diarreia esverdeada sem coagulos, desidratacdo e temperatura 40,7°.
Sangue aquoso, mas coagula rapido.

21.12: Apético, fezes amolecidas sem sangue.

22.12: Recuperou-se.

30.01: Néo ingeriu toda a samambaia, sobrou 0,6kg. Quando solto, ficou parado,
ndo pastou e logo deitou, temperatura 39,5°.

01.02: Ingeriu toda a planta. Pela manha temperatura 40,5°. Lento, pasta pouco.
02.02: Ingeriu apenas 0,5kg. Solto no piquete ndo come. Coagulos pequenos nas
fezes. As 13hs temperatura 42,1° e permaneceu elevada até o dia seguinte.
Respiracdo ruidosa, salivacao excessiva, secre¢do nasal levemente avermelhada.
Mucosa oral com hemorragia

02.02: Temperatura pela manha 40° e ao fim do dia 42,7°. Desidratagdo severa.
Sangue com baixa coagulabilidade e secrecdo nasal sanguinolenta leve.
Levantou, cambaleiou, ndo se alimentou. Inquieto, urinava com frequencia
03.02: Temperatura 39,7° pela manhd, agitado, saiu da baia, defecou fezes secas
com coagulos de sangue. Gemia, respiragdo ruidosa e ofegante.

Decubito esternal e lateral. Sangue demorou cerca de meia hora para coagular.
Hemorragia mais evidente na mucosa oral. As 10 horas deitou e ndo levantou
mais, agravou a respiracdo, ficou em decubito lateral e morreu as 14:15horas.
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“Tabela 6. Continua¢do”

3 03.12.13 18.01-  19.01 Pela manha levantou cheirou a planta e ndo quis comer. Logo apds deitou e
49 dias 19.01 ndo levantou mais. As fezes eram amolecidas com muco e poucos coagulos de

(1dia)  sangue. Havia desidratacdo severa, mucosas palidas e auséncia de hemorragias.

Respiragdo profunda e ruidosa. Temperatura de oscilou entre 38° e 37,5°. Morreu

as 4horas.
4 03.12.13 14.02- 14.02: Sangramento nos membros por picadas de insetos. Ingeriu toda a planta,
74 dias 19-02 racdo e pasto. Estava agitada, agressiva. As 18hs, a temperatura era 41°. As

(5dias) mucosas palidas, desidratacdo leve, as fezes secas com poucos codgulos.
15.02: Permanecia muito tempo deitada, s6 levantava com estimulos. A
respiracéo era ruidosa. Quando em pé, o dorso estava arqueado. O sangue aquoso,
secrecdo nasal sanguinolenta leve. Comeu a planta e pasto, as fezes eram secas,
fétidas e com poucos coagulos. A noite deitada, levantou com dificuldade.
Temperatura 39,6°.
16.02: Fezes amolecidas mas formavam bolo fecal, havia muco e sangue
Temperatura 40,4°. Comia bem, a respiracdo era ruidosa. Cambaleia e sangra
por feridas. A noite temperatura 40,4°.
17.02: Pela manhd temperatura 39,6°, comeu apenas 1kg de samambaia.
Havia pingos de sangue na baia. A respiragdo era ruidosa e secre¢do nasal
sanguinolenta moderada. Cambaleio e tremores musculares na regido posterior.
As 14hs deitou e relutou em levantar. As 15 horas ndo levantou mais, mas ainda
comia e a temperatura 40,8° as 17horas.
18.02: Decubito esternal com cabeca voltada para o flanco. N&o levantou mais, a
respiracdo era ruidosa e ndo se alimentou. Ainda alerta ao meio. Permaneceu
assim até o dia seguinte.
19.02: Passou a noite em decubito lateral com respiracdo bem profunda.
Pela manha decubito lateral, com salivagdo acentuada. Sacrificada as 8horas.
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