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RESUMO

A hematuria enzootica bovina (HEB) € uma doenga de ocorréncia mundial e
apresenta uma prevaléncia variada em areas endémicas, que pode chegar a
90% em animais com idade superior a dois anos. A técnica da reagédo em
cadeia pela polimerase (PCR) foi desenvolvida e padronizada para a detecgao
do papilomavirus bovino tipo 2 (BPV-2). Esta técnica €& baseada na
amplificagdo enzimatica de um fragmento altamente conservado de 386 pb do
gene. A infeccdo com o papilomavirus bovino Tipo 2 (BPV-2) também tem sido
implicada na etiologia desta enfermidade. Objetivou-se com este estudo
realizar a avaliagdo macroscoépica das lesdes de bexiga de bovino e detectar a
presenca do papilomavirus tipo 2 pela técnica de reacdo em cadeia de
polimerase — PCR. Para isso foram coletadas 50 bexigas de bovinos que
apresentaram lesbes macroscopicas, sendo cada uma dividida em quatro
quadrantes, referenciadas no 6rgao para os cortes como A, B, C e D, para
avaliagao histopatolégica. A caracterizagdo macroscépica incluiu a definigdo
dos tipos de lesbes em: hemorragias difusas ou focais, lesdes verrucosas ou
hemangiomatosas, lesdes ulceradas, dentre outras. A analise histopatologica
revelou cinco amostras positivas para neoplasia (2,5%). Pelo método de reacao
em cadeia pela polimerase, todas as amostras foram consideradas neoplasicas
e apresentaram o papilomavirus bovino tipo 2. A presenca do papilomavirus
bovino tipo 2 nas lesdes neoplasicas de bexiga urinaria de bovinos, confirmada
pela técnica de PCR, indica que este virus pode estar diretamente envolvido na
patogénese da hematuria enzodtica bovina (HEB) em associagcdo com o

consumo da samambaia, sendo uma planta endémica na regiao.

PALAVRAS CHAVE: neoplasias, bexiga, PCR, bovino
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ABSTRACT

The bovine enzootic hematuria (BEH) is a disease of worldwide occurrence and
presents a varied prevalence in endemic areas, which can reach 90% in
animals older than two years. The technique of polymerase chain reaction
(PCR) was developed and standardized for the detection of bovine
papillomavirus type 2 (BPV-2). This technique was based on enzymatic
amplification of a fragment of 386 bp highly conserved gene. Infection with
bovine papillomavirus type 2 (BPV-2) has also been implicated in the etiology of
this disease. The objective of this study make a macroscopic lesions of bovine
bladder and the presence of human papillomavirus type 2 by the technique of
polymerase chain reaction - PCR. For this 50 bladders were collected from
cattle with gross lesions, each being divided into four quadrants, referenced in
the body for cuts such as A, B, C and D, for histopathologic evaluation. The
characterization included the definition of macroscopic types of lesions: focal or
diffuse hemorrhages, lesions or verrucous hemangiomas ulcerated lesions,
among others. Histopathologic analysis showed five samples positive for cancer
(2.5%). The method of polymerase chain reaction, all samples were considered
malignant and showed the bovine papillomavirus type 2. The presence of
bovine papillomavirus type 2 in neoplastic lesions of the urinary bladder of
cattle, confirmed by PCR indicates that this virus may be directly involved in the
pathogenesis of bovine enzootic hematuria (BEH) in association with the

consumption of the fern, and one plant endemic in the region.

KEY WORDS: neoplastic, bladder, PCR, bovine
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1 INTRODUGAO

A hematuria enzodtica € uma doengca que acometem bovinos e €
causada pela intoxicagdo por Pteridium aquilinum. Caracteriza-se pela
presenga de neoplasias na bexiga com consequente hematuria, anemia,
emagrecimento progressivo e morte e afeta animais de ambos os sexos com
idades superiores a dois anos de idade. Esta doenga tem sido relatada no
Brasil e em outras partes do mundo, sendo responsavel por perdas
econdmicas significativas (TOKARNIA et al., 2000).

Pteridium aquilinum é uma planta conhecida no Brasil como samambaia,
samambaia-do-campo, samambaia-das-taperas, samambaia-pluma ou pluma-
grande (TOKARNIA et al. 2000). Esta planta possui varias substancias
responsaveis por outros quadros de intoxicacdo em bovinos como a diatese
hemorragica e os carcinomas das vias digestivas superiores (SOUTO et al.,
2006).

Estudos relataram que a progresséao das neoplasias encontradas na
bexiga de animais com hematuria enzodtica bovina pode estar associada com
a infecgao do papilomavirus bovino - BPV (SANTOS et al., 1998).

O diagnéstico do BPV por meio de técnicas convencionais é dificil
devido as caracteristicas da replicagdo dos genes do BPV in vitro (BLOCH et
al., 1997). Estes autores demonstraram também que os avangos nas técnicas
de diagndstico molecular tornaram possivel a identificacdo da infeccao causada
pelo papilomavirus a partir da identificacdo do genoma viral, utilizando as
técnicas de hibridizagcdo molecular ou pela reacdo em cadeia de polimerase
(PCR). Gross e Barrosso (1999) citaram que existem outras técnicas como a
citologia, histopatologia e imunoistoquimica, porém algumas técnicas
apresentam uma menor sensibilidade, levando assim a demora para a

conclusao dos resultados.

Objetivou-se com esta revisdo descrever aspectos importantes sobre a

hematuria enzodtica bovina e sobre a influéncia do papilomavirus bovino tipo 2
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na etiologia desta enfermidade, bem como a utilizagdo da técnica de reacédo em

cadeia de polimerase como método de diagndstico para este virus.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas botanicas e principios téxicos de Pteridium

aquilinum

Pteridium aquilinum é uma espécie de planta conhecida no Brasil como
samambaia, samambaia-do-campo, samambaia-das-taperas, samambaia-
pluma ou pluma-grande (TOKARNIA et al., 2000).

Esta planta é planta rizomatosa, apresentando folhas de 60 a 180 cm de
comprimento e 60 a 120 cm de largura, com as pinas profundamente lobadas,
glabras, com as pinas lanuginosas e ferrugineas na face dorsal. O género
Pteridium ocorre nos cinco continentes e ndo é encontrado apenas nas calotas
polares, mas em regides de clima seco e arido ou em regides de florestas
tropicais fechadas (ALONSO-AMELOT, 1999).

Trotter (1990) demonstrou que a samambaia apresenta adaptagdo a
diversos ambientes, e uma alta capacidade invasora e cosmopolita devido a
seus esporos, pois se deslocam por centenas de quildmetros com o auxilio dos
ventos, permitindo assim sua colonizagdo em diversas areas. Durdo et al.
(1995) relataram também que essa planta se desenvolve em solos pobres, com

baixos niveis de calcio, fosforo, acidos e com umidade relativa do ar elevada.

A samambaia possui diferentes principios tdxicos como, por exemplo, o
ptaquilosideo-norsesquiterpeno que é considerado por varios autores como a
principal responsavel pelos efeitos toxicos e carcinogénicos, comprovado por
Hirono et al., (1984).

Tokarnia et al. (2000) citaram que as toxinas presentes na planta
Pteridium aquilinum levam a diversas enfermidades conforme a espécie animal.
Em bovinos, esta planta é responsavel por trés quadros clinicos distintos,

didtese hemorragica aguda, hematuria enzodtica e carcinoma de vias
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digestivas superiores (SOUTO et al., 2006). Evans (1968) registrou também

intoxicagao crénica em ovelhas, levando o aparecimento de tumores intestinais.

Hopkins (1986) destacou outros principios toxicos como o tanino,
quercetina, acido chiquimico, prumasina, ptaquilosideo, aquilideo A e canferol,

como agentes carcinogénicos.

A intoxicacdo por P. aquilium ndo s6é acomete animais como também
humanos, pois o consumo da samambaia direta ou indiretamente pode levar a
sérias complicagbes (SMITH et al., 1999). Alonso-Amelot et al. (2002)
relataram que em varias partes do mundo existe uma alta incidéncia de cancer

de es6fago em humanos associado ao consumo prolongado da samambaia.
2.2 Distribuicao geografica da planta

No Brasil, a samambaia ocorre em regides montanhosas, do sul da
Bahia até Rio Grande do Sul, sendo também invasora em areas do Estado do
Amazonas, Acre, Mato Grosso, Pernambuco e Espirito Santo (TOKARNIA et
al., 2000).

Marcal et al. (2001) também enfatizaram sua presengca em varias
localidades da regido sudeste e sul do Brasil, sendo que em épocas de inverno
ocorre uma maior manifestacdo clinica da intoxicacdo na forma de surtos
agudos, devido a escassez de pastagens e o fato de a samambaia apresentar
uma grande resisténcia ao clima seco. No estado do Parana esta planta tem
proliferado muito devido as condi¢des edafoclimaticas favoraveis em pastagens

utilizadas para o rebanho bovino.

Silva et al. (2009) relataram a presenca da hematuria enzodtica bovina
na microrregido do Caparad localizada no Sul do estado do Espirito Santo,
sendo uma das principais doengas que acometem o gado leiteiro dessa regido.
Ainda segundo os autores, esta regido compreende municipios pequenos, com
grande area rural e com caréncia em tecnologia, mao de obra qualificada e
assisténcia técnica, o que tem favorecido o aparecimento da doenca e a

existéncia da planta nas areas de pastagens.
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2.3 Forma clinica da hematuria enzoética bovina (HEB)

A hematuria enzodtica bovina (HEB) é uma das formas clinicas da
intoxicagdo por P. aquilinum de carater nao infeccioso e cronico que se
caracteriza pelo desenvolvimento de lesbes hemangiomatosas na parede da
bexiga e clinicamente por hematuria intermitente e morte por anemia
(RADOSTITIS et al., 2007). Ocorre perda de sangue sem reposi¢cao pela
medula 6ssea (anemia aplastica), podendo acometer vacas prenhes e causar
aborto (MARCAL et al., 2001).

Durao et al. (1995) retrataram os sinais clinicos em animais adultos, com
idade de trés a quatro anos, sendo que sua evolucado ocorre devido as crises
de hematudria com associagdo a disuria e poliuria, que podem durar de
semanas a anos, como também, outras associagbes mais graves com as

neoplasias do trato alimentar.

De acordo com Moreira-Souto et al. (2006), o diagnéstico de HEB é
estabelecido com base na epidemiologia, sinais clinicos e nas lesdes
macroscopicas e microscopicas da bexiga. De acordo com estes autores o
primeiro passo apds as manifestagdes clinicas da intoxicagado pela samambaia
em bovinos € ir in loco para observar a presenca da planta no pasto e realizar

uma anamnese investigativa para que possa anteceder ao diagnéstico.

Tokarnia et al. (1979) relataram a necessidade do diagndstico diferencial
de HEB com outras enfermidades com sinais clinicos similares como a
hemoglobinuria. Polack (1990) citou que Leptospirose, Babesiose,
Anaplasmose, Hemoglobinuria bacilar, intoxicagao por Crotalaria sp e por trevo
doce mofado, sdao exemplos importantes de enfermidades com sinais clinicos

semelhantes que devem ser investigadas.

Marcgal (1990) relatou que nos casos de neoplasias do trato digestivo
superior causado também pela intoxicagdo por samambaia, devem ser
diferenciadas de casos de tuberculose ou actinobacilose, pois as
caracteristicas de emagrecimento progressivo e dificuldade de degluticdo

levam a dificuldade no diagndstico.
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2.4 Achados macroscépicos e microscopicos da bexiga de animais
com HEB

Dyce et al. (2004) descreveram que a bexiga € um érgao de estocagem,
que pode sofrer uma distensdo, pois ndo apresenta ter tamanho, posicdo ou
relagcbes constantes. Em ruminantes, a localizagdo da bexiga € na cavidade

pélvica, no entanto, esta pode adentrar a cavidade abdominal quando repleta.

Junqueira e Carneiro (2008) descreveram o aspecto anatopatologico da
bexiga como uma camada de mucosa interna formada por um epitélio de
transicdo com espessura variavel de 3 a 14 camadas de células e por uma
lamina prépria de tecido conjuntivo evidenciando numerosos noédulos de
linfoides e exocitose linfocitaria. A tdnica muscular € composta por trés
camadas mal definidas com um padrao proprio de entrelacamento, que
compdem uma caracteristica marcante da bexiga com apresentagao das fibras
disposta longitudinalmente na camada interna, com fibras longitudinalmente na
camada externa e circularmente na camada média, e a membrana adventicia
externa envolve a bexiga exceto na parte superior onde é coberto por uma
membrana serosa (DELLMANN e BROWN, 1982).

As lesdes de bexiga causadas pela HEB s&o muito variadas podendo-se
apresentar em forma de couve-flor, hemangiomatosa ou lesées hemorragicas
(TOKARNIA et al., 2000). As lesbes neoplasicas e nao neoplasicas sao
semelhantes as lesdes que ocorrem na bexiga de seres humanos (PEIXOTO et
al., 2003).

Dentre as lesdes n&o neoplasicas associadas aos quadros de HEB
destacam-se as lesbes de hiperplasia, hipoplasia, descamacgdo, degeneragao
do epitélio e infiltrado mononuclear difuso na bexiga (CRUZ e BRACARENSE,
2004).

Murphy et al. (2004) relataram que em seres humanos as metaplasias
da bexiga séo classificadas em trés tipos, escamosa, intestinal e nefrogénica,
podendo apresentar outras formas como cartilaginosa, éssea e mieldide, porém

estas sdo mais raras.
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Carvalho et al. (2006) descreveram os processos metaplasicos na HEB,
do tipo intestinal e escamoso, e uma outra forma semelhante ao que foi

descrito em humanos a metaplasia e adenoma nefrogénico.

A proliferagdo de ninhos de Brum, que é um conjunto de células basais
ou intermediarias do urotélio, proliferadas, na lamina propria ou sem conexao
com o urotélio, pode levar a outra lesdo chamada de cistite glandular. Esta
lesdo ocorre quando ha o revestimento interno das células colunares da
mucosa por mucina. Quando as células assumem o aspecto das células que

revestem o colon intestinal, é chamada de cistite intestinal (RAMMANY, 2008).

A inflamacao causada pela HEB pode ser classificada em graus que vai
do severo ao moderado, por meio da infiltracdo das células de forma difusa ou

focal, tipicamente por linfocitica ou linfoplasmocitaria (CARVALHO et al., 2006).

Peixoto et al. (2003) relataram as dificuldades de identificar na
nomenclatura os processos tumorais das neoplasias existentes na bexiga, pois
nao existe padronizacado utilizada pelos autores para descreverem as lesbes

causadas pela hematuria enzodtica bovina.

Dados da Organizagcdo Mundial da Saude (1998) afirmaram que a maior
parte dos processos neoplasicos em bexigas de seres humanos sao benignos
€ que as neoplasias encontradas apresentaram um baixo potencial para
tumores malignos. Vale ressaltar que os tumores encontrados nas bexigas de

seres humanos possuem etiologias distintas das encontradas em bovinos.

Murphy et al. (2004) realizaram um estudo comparativo com Ordénez e
Rosai (1996) onde avaliaram a presencga de neoplasias em bexigas de seres
humanos e obtiveram resultados significativos de 95% de tumores tem origem
epitelial. Nestes 80% eram de carater maligno e 20% benignos. Em 0,5%
houve presenga concomitante de dois ou mais tumores diferentes na mesma

bexiga.

Em bovinos estes dados mudam significativamente, pois Carvalho et al.
(2006) realizaram estudos retrospectivos comparando dados de outros autores

e encontraram uma maior prevaléncia de tumores malignos epiteliais e
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benignos mesenquimais, havendo bastante variagao entre os estudos. Embora
Peixoto et al. (2003) também tenham encontrado coexisténcia de mais de um

tipo de neoplasico em uma mesma bexiga.
2.5 Relagao da HEB com papilomavirus

Hopkins (1986) e Campo et al. (1992) relataram envolvimento viral nos
casos de hematuria enzodtica pela provavel ligagdo etiologica entre os
compostos toxicos da samambaia e o papilomavirus bovino tipo 2.

Campo et al. (1992) e Borzacchiello et al. (2001) associaram as lesdes
neoplasicas com estrutura macroscépicas e microscopicas distintas em bexiga
e no trato digestério superior em bovinos com a infeccdo causada pelos BPV-2
e 4, e com fortes indicios da agdo da samambaia (Pteridium aquilinum) como

cofatores oncogénicos devido sua alta toxidade.

Campo (1997) descreveu algumas alteragdes neoplasicas causadas
pelo papilomavirus no trato digestorio superior e de bexiga em bovinos,
carcinomas urogenitais e cancer do trato respiratério superior em humanos,
cancer do trato digestorio e bexiga em humanos, e cancer de pele em humanos

e coelhos.

Campo et al. (1999) descreveram que o BPV é um patégeno muito
resistente na forma latente em alguns tecidos, uma vez que foi isolado em
urotélio normal, naturalmente ou em laboratoério, sem qualquer associacdo com
a HEB.

Moura et al. (1988) observaram a correlagdo de tumores de bexiga
causados pelo BPV com relagdo a indugcdo de lesbes semelhantes quando
injetados in loco o BPV em outros animais sadios, porém em animais com
presenca de carcinoma, apresentaram uma alta incidéncia de papilomas na
regidao tumoral. Pachauri et al. (1981) relataram a presenca do papilomavirus

nas formas tumorais mais comuns, papilomas e carcinomas.

Borzacchiello et al. (2001) associaram a relagdo da intoxicagado por P.
aquilinim ao processo de imunossupressao, pois pode induzir uma maior

agilidade do BPV e consequentemente o desenvolvimento de papilomas
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transicionais, sob a presenca de carcindgenos presentes na samambaia,
levando ao processo de neoplasias. Campo et al. (1992) afirmaram que dentre
os diversos fatores que predispdem a ativacdo do papilomavirus latente talvez

0 mais importante seja a imunossupressao.

Hopkins (1986) comprovou a reativagao da leséo por meio da ingestao
da samambaia ou por algum tipo de trauma fisico, e que posteriormente, com a
relagdo da imunossupressao, ha o aparecimento clinico de verrugas de pele e

tumores de bexiga.

A primeira detecgdo do DNA deste virus em tumores de bexiga foi
descrito por Campo (1987) onde pode demonstrar, tanto natural quanto
experimentalmente, a presencga do virus na forma latente e o seu envolvimento

nas neoplasias.

Campo et al. (1992) comprovaram estes dados por meio de um estudo
onde o genoma do BPV-2 foi encontrado em 46% nos casos naturais de
tumores e 69% nas lesbes induzidas experimentalmente, confirmando
estritamente a associagédo entre o virus e as neoplasias em bexiga de bovino.
Os mesmos autores relataram nesse experimento a detec¢do do genoma do
BPV-2 em animais isolados, e que posteriormente, foi inoculado com o
papilomavirus tipo 2 ou outro tipo de papilomavirus, mostrando a resisténcia do
virus na forma latente. Verificou-se ainda que houve ativacédo do virus quando
o animal foi submetido a fatores carcinogénicos e imunossupressivos da

samambaia., no entanto, 20% dos animais controle apresentou o virus BPV-2.

De Villiers et al. (2004) descreveram que a familia Papillomaviridae é
formada por 16 géneros e mais de uma centena de tipos virais e até o
momento foram caracterizados seis tipos de papilomavirus bovino os BPV-1,
BPV-2, BPV-3, BPV-4, BPV-5 e BPV-6. Os géneros Delta-papillomavirus
compreendem os BPV-1 e 2, o Epsilon-papillomavirus o BPV-5 e o Xi-

papillomavirus os BPV-3, 4 e 6.

Ogawa et al. (2004) demonstraram a utilizagdo de novos métodos
moleculares, passando a reconhecer mais de 16 tipos virais de BPV e com isso

facilita o seu diagndstico.



20

Campo (1997) classificou em dois subgrupos os seis tipos de BPV,
sendo o grupo A composto pelos BPV-1, 2 e 5, que abrange os
fibropapilomavirus, e sua infeccdo comeca pela transformacio inicial dos
fibroblastos sub-epiteliais seguida por acantose e papilomatoses, e o subgrupo
B pelos BPV-3, 4 e 6, que compreende os papilomavirus epiteliotréficos, o que
ocasiona a indugcdo dos papilomas cutdneos sem envolvimento dos
fibroblastos. Jelinek e Tachezy (2005) confirmaram a presenga de todos os
tipos de BPV na forma de papilomas cutdneos em varias partes do corpo,

incluindo ubere em forma de grao de arroz e os tetos.
2.6 Diagnéstico métodos diretos e métodos indiretos

Gross et al. (1999) relataram as principais formas de se diagnosticar as
viroses em animais, com a utilizagdo das técnicas convencionais de virologia
como a cultura de células, reagdes soroldgicas e por microscopia eletrénica,
porém nenhuma das técnicas é utilizada rotineiramente para detectar o
papilomavirus, exceto a sorologia para analises do papilomavirus humano
(HPV). Estes autores demonstraram que os virus da familia Papillomaviridae
nao podem ser cultivados em sistemas de culturas celulares, sendo realizado o
diagnodstico baseado na identificagdo do DNA viral pelas técnicas de hibridacéo
e PCR.

Cason et al. (1993) e Gross et al. (1999) demonstraram que o exame
histopatolégico € uma forma de diagnédstico indireto do papilomavirus, pois
permite a identificacdo de neoplasias do intraepiteliais associadas a viroses
com caracteristicas oncogénicas. Estes autores ainda relataram que esta
técnica nao permite a identificacdo de qual tipo de virus esta associado ao
efeito citopatico. Existem também dificuldades na interpretacdo histoldgica
quando ocorrem as alteragdes minimas do virus-associados causando a
inviabilidade para sua identificacdo na infeccao latente. Podemos citar outras
técnicas para realizar o diagnostico como a microscopia eletrdnica,
imunofluorescéncia e a sorologia, que é uma das técnicas mais utilizadas em

estudos envolvendo o papilomavirus humano (HPV).
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Entretanto as formas diretas utilizadas para o diagnéstico do
papilomavirus vém sendo o atual método para realizar sua detecgdo na forma
de esfregacgo ou fragmentos de tecidos. A imunoistoquimica € uma técnica que
pode detectar o revestimento protéico das particulas virais, que, no entanto,
nao detecta o virus em sua forma integrada ao genoma da célula hospedeira,
devido sua pouca sensibilidade em amostra de tecido neoplasico, n&o sendo
um método indicado para diagnosticar as infeccdes causadas pelo
papilomavirus (GROSS et al., 1999).

Existem também outros métodos moleculares para detecgdo do genoma
do papilomavirus, sendo considerado como principais, a hibridagcdo por
southern blot, que se trata de um método valioso para a pesquisa do genoma
do papilomavirus, no entanto, existem dificuldades para a reproducdo dos
resultados. A hibridac&o por Dot blot € um método rapido e pouco dispendioso,
porém as sondas comerciais disponiveis detectam apenas alguns poucos tipos
do HPV (OTTEN et al., 1993 e GROSS et al., 1999).

Santos et al. (1998) e Wosiacki (2002) demonstraram também que a
técnica de hibridagao in situ com filtro (FISH) e a hibridacao in situ (ISH) sao
técnicas que permitem a localizacado do DNA ou RNA em células especificas ou
regides teciduais, porém somente detectam infecgdes virais com mais de 10 a
20 cépias do genoma viral por célula. A utilizagdo de sondas comerciais
disponiveis para ISH é substancialmente menos sensivel que a técnica de
Southern blot ou a de Dot blot. A hibridagdo sanduiche em meio fluido (HCA) é
uma das mais antigas técnicas de hibridagcdo de acidos nucléicos, porém n&o
distingue entre os tipos especificos do virus e a sua aplicagdo como método de

pesquisa é limitada.

A técnica de reacao em cadeia de polimerase (PCR) tornou-se a mais
adequada técnica para a deteccao do papilomavirus devido a alta sensibilidade
e especificidade, por nao requerer o cultivo do virus. Diferentes sequéncias de
oligonucleotideos iniciadores especificos (primers) foram desenhadas com o
objetivo de identificacdo do BPV-1, BPV-2, BPV-4 e o BPV-5, (BLOCH et al.,
1997 e LANCELLOTTI et al., 2000). A amplificacdo do DNA viral pelo PCR é

uma técnica que permite a amplificacdo enzimatica in vitro de acidos nucléicos,
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DNA ou RNA, que podem ser visualizados por eletroforese (SANTOS et al.,
1998; WOSIACKI, 2002).

2.7 Imunoprofilaxia

A criacdo de imunobiolégicos “vacinas” é uma das medidas mais
eficientes para diminuir os problemas na saude publica, pois sob o ponto de
vista individual, a vacinagao pode determinar entre a saude e doenga ou a vida

e a morte.

Hopkins (1986) relatou que a comprovagdo da associagdo do
papilomavirus tipo 2 na etiologia da HEB poderia ter futuras possibilidades de
imunoprofilaxia para essa doenca por meio de vacinas especificas e com isso
traria grandes beneficios para a pecuaria, pois esta doenca constitui uma

grande perda econdmica para produtores rurais.

Campo (1995) observou em bovinos que receberam vacinas
convencionais e produzidas por engenharia genética resultados satisfatérios na

regressao de tumores epidermais e do trato digestorio de bovinos.

Até o presente momento, s6 foram reconhecidos dois tipos de vacinas,
sendo as vacinas profilaticas que produzem anticorpos virus-neutralizantes e
previnem as infecgdes e as vacinas terapéuticas que induzem a regressao das
lesdes ja presentes antes que a progressao maligna aconteca. Mesmo assim,
existem grandes dificuldades em pesquisar esse tipo de vacina contra o
papilomavirus devido a incapacidade de replicagdo in vitro em culturas
celulares e suas limitagdes de adaptacbes em culturas de tecidos (Campo et
al., 1994).

Nicholls e Stanley (2000) estudaram a vacina autégena sendo preparada
com verrugas homogeneizadas de bovinos e outras espécies de animais.
Segundo estes autores os resultados apresentaram, em alguns casos,
regressao espontanea, no entanto, outros experimentos ja indicam efeitos
positivos sobre essa imunizagao. Outra opg¢ao seria a vacinagdo com uso do

virions purificados sendo administrado por via intramuscular que protege os
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animais de novos desafios do homdlogo, apresentando em sua composigao

particulas semelhante aos virus e vacina de DNA.

2.8 Medidas de controle

Margal (2003) indicou atengao especial a profilaxia ao rebanho bovino,
por meio de medidas de que venha ajudar a consegue limitar a enfermidade,
uma das opcoes foi a realizar da erradicacdo da samambaia nos pastos, indo
em in loco para arrancar a planta na época de rebrota, pois mesmo assim esse
procedimento ndo traz resultados rapidos e ainda assim € o mais utilizado nos
dias de hoje, sendo uma forma de reduzir ou acabar com as intoxicagdes em
bovinos nos pastos.

Em Sao Paulo na década de 90 ocorreu uma disseminacdo de
Brachiaria decumbens que € uma graminea sem exigéncias para 0 seu
desenvolvimento dando em solo com pouca fertilizacdo. Porem essa
disseminagao trouxe bons resultados em areas que era infestado pela
samambaia, pois as areas onde no passado 0s bovinos sofreram com
mortalidade por meio da intoxicagdo causada pela alimentagdo da samambaia,
foram reduzidas a numeros significativos (MARCAL, 1992).

Rajendran et al. (1983) descreveu outras formas para realizar a
erradicagcdo e sugeriu novas perspectivas na implantagcdo da tecnologia
agricola, para erradicar a samambaia por meio de cuidado intensivo do solo,
com uso de adubagbes completas e de boa qualidade, calagem e formacao de
novas pastagens. E se de tudo n&o dar certo ou nao for possivel aplicar essa
metodologia, pode ser feito uma alternancia de pastoreio entre pastos com a
samambaia e outros sem a planta, porem se faz necessario a limpeza do pasto
em periodos de vinte e um dias, para a retirada da samambaia.

Ainda ndo existem informacdes elucidativas relacionadas a HEB e a
influéncia do papilomavirus bovino tipo 2 na etiologia desta enfermidade na
regidao Sul do Estado do Espirito Santo. Torna-se necessaria a realizacdo de
um estudo etiolégico na regido, tendo em vista que existem diferengas de
toxicidade da planta entre as diferentes regides geograficas e na histogénese

das neoplasias e lesdes ndo neoplasicas da bexiga.
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CAPITULO 1

HEMATURIA ENZOOTICA BOVINA: DETECCAO DO PAPILOMAVIRUS TIPO
2 PELA TECNICA DE REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE - PCR
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3 CAPITULO 1 - HEMATURIA ENZOOTICA BOVINA: DETECGCAO DO
PAPILOMAVIRUS TIPO 2 PELA TECNICA DE REAGAO EM CADEIA DE
POLIMERASE - PCR

3.1 RESUMO: A hematuria enzootica bovina (HEB) &€ uma doenca de
ocorréncia mundial e apresenta uma prevaléncia variada em areas endémicas,
que pode chegar a 90% em animais com idade superior a dois anos. A técnica
da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) foi desenvolvida e padronizada
para a detecgdo do papilomavirus bovino tipo 2 (BPV-2). Esta técnica foi
baseada na amplificacdo enzimatica de um fragmento altamente conservado
de 386 pb do gene. A infecgdo com o papilomavirus bovino Tipo 2 (BPV-2)
também tem sido implicada na etiologia desta enfermidade. Objetivou-se com
este estudo realizar a avaliagdo macroscopica das lesdes de bexiga de bovino
e detectar a presenca do papilomavirus tipo 2 pela técnica de reagdao em
cadeia de polimerase — PCR. Para isso foram coletadas 50 bexigas de bovinos
que apresentaram lesdes macroscoépicas, sendo cada uma dividida em quatro
quadrantes, referenciadas no 6rgao para os cortes como A, B, C e D, para
avaliagado histopatolégica. A caracterizagdo macroscoépica incluiu a definigéo
dos tipos de lesbes em: hemorragias difusas ou focais, lesdes verrucosas ou
hemangiomatosas, lesdes ulceradas, dentre outras. A analise histopatologica
revelou cinco amostras positivas para neoplasia (2,5%). Pelo método de reagéo
em cadeia pela polimerase, todas as amostras foram consideradas neoplasicas
e apresentaram o papilomavirus bovino tipo 2. A presenca do papilomavirus
bovino tipo 2 nas lesdes neoplasicas de bexiga urinaria de bovinos, confirmada
pela técnica de PCR, indica que este virus pode estar diretamente envolvido na
patogénese da hematuria enzodtica bovina (HEB) em associagcdo com o

consumo da samambaia, sendo uma planta endémica na regido.

PALAVRAS CHAVE: neoplasias, bexiga, PCR, bovino
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3 CHAPTER 1 - BOVINE ENZOOTIC HEMATURIA: DETECTION
PAPILLOMAVIRUS TYPE 2 BY TECHNIQUE OF POLYMERASE CHAIN
REACTION - PCR

3.2 ABSTRACT: The bovine enzootic hematuria (BEH) is a disease of
worldwide occurrence and presents a varied prevalence in endemic areas,
which can reach 90% in animals older than two years. The technique of
polymerase chain reaction (PCR) was developed and standardized for the
detection of bovine papillomavirus type 2 (BPV-2). This technique was based on
enzymatic amplification of a fragment of 386 bp highly conserved gene.
Infection with bovine papillomavirus type 2 (BPV-2) has also been implicated in
the etiology of this disease. The objective of this study make a macroscopic
lesions of bovine bladder and the presence of human papillomavirus type 2 by
the technique of polymerase chain reaction - PCR. For this 50 bladders were
collected from cattle with gross lesions, each being divided into four quadrants,
referenced in the body for cuts such as A, B, C and D, for histopathologic
evaluation. The characterization included the definition of macroscopic types of
lesions: focal or diffuse hemorrhages, lesions or verrucous hemangiomas
ulcerated lesions, among others. Histopathologic analysis showed five samples
positive for cancer (2.5%). The method of polymerase chain reaction, all
samples were considered malignant and showed the bovine papillomavirus type
2. The presence of bovine papillomavirus type 2 in neoplastic lesions of the
urinary bladder of cattle, confirmed by PCR indicates that this virus may be
directly involved in the pathogenesis of bovine enzootic hematuria (BEH) in
association with the consumption of the fern, and one plant endemic in the

region.

KEY WORDS: neoplastic, bladder, PCR, bovine
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3.3 INTRODUGAO

A hematuria enzodtica bovina (HEB) € uma das formas clinicas da
intoxicagdo cronica causada pelo consumo da espécie vegetal (Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn), variedade Arachnoideum, conhecida comumente por
samambaia, samambaia-do-campo, samambaia-das-taperas, pluma ou pluma-
grande, pertencente a familia Polypodiaceae (TOKARNIA, DOBEREINER e
PEIXOTO, 2000).

Segundo Silva et al. (2009) a samambaia € abundante na microrregido do
Caparad, ES e a prevaléncia de HEB em bovinos leiteiros nesta regido é
bastante elevada (56,4%) quando comparada com outros estados do Brasil. O
grande numero de animais que apresentam esta doenca tem levado os
produtores a grandes perdas econdmicas e a descartar precocemente o0s
animais utilizados em criagbes leiteiras, enviando-os para o matadouro
frigorifico. Nao existem relatos até o momento da relagdo entre os principios
quimico da samambaia e a presenga do papilomavirus bovino tipo 2 (BPV-2)
em bovinos no Sul do Estado do Espirito Santo.

Entretanto Campo et al. (1992) relataram que P. aquilinum possui varios
principios carcinogénicos, mutagénicos e imunossupressores, podendo causar
diferentes neoplasmas na bexiga.

De acordo com Moreira-Souto et al. (2006) o diagnodstico de HEB ¢é
estabelecido com base na epidemiologia, sinais clinicos e nas lesdes
macroscopicas e microscopicas da bexiga. A co-carcinogenicidade que é a
correlagdo entre o papilomavirus bovino tipo 2 (BPV-2) e os compostos
quimicos da samambaia, tem sido implicada na etiologia da HEB (CAMPO et
al., 1992; CAMPO, 2002; WOSIACKI et al., 2005).

De acordo com Wosiacki, (2002) as relagdes entre o BPV-2 e os tumores
de bexiga em bovinos ja estdo documentadas, no entanto, o envolvimento viral
na etiologia da HEB ainda tem sido pouco estudado. Algumas evidéncias
epidemiologicas sugerem que haja progressao das lesdes da bexiga em
relacdo a malignidade e que isto € dependente de inter-relagdes entre o
papilomavirus e os compostos quimicos da samambaia.

Diante do exposto, nota-se a auséncia de estudos convincentes e
concretos relacionados a este assunto na regido, onde a planta existe em vasta

escala. Torna-se, portanto, necessaria a realizagao de estudos que permitam a
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obtengao de dados, e assim, contribuir para o estabelecimento de diagndsticos
mais precisos em casos de HEB. Além disso, a deteccdo do BPV-2 em lesdes
neoplasicas pode servir como base para estudos futuros no sentido de
combate e controle da HEB, uma vez que a comprovacgao do envolvimento do
BPV-2 na etiologia desta enfermidade podera abrir perspectivas para o
emprego de vacinas especificas no controle imunoprofilatico desta importante
doenca dos bovinos.

Objetivou-se com esse estudo detectar a presenga do papilomavirus
bovino tipo 2 por meio da técnica de reagdo em cadeia de polimerase em
amostras de bexigas urinarias de bovinos apresentando neoplasias associadas

a hematuria enzodtica bovina.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Selecgao e coleta da amostra

Para a realizagdo do experimento foram utilizadas amostras de bexigas de
bovinos coletadas no matadouro frigorifico de Muniz Freire, Espirito Santo. As
bexigas foram selecionadas quanto a presenca de lesdes macroscopicas
caracterizadas por hemorragias difusas ou focais, lesbes verrucosas ou
hemangiomatosas, lesées ulceradas, dentre outras. No total foram coletadas e

utilizadas 50 bexigas.

As bexigas foram analisadas, no préprio matadouro, por meio da abertura
pela face ventral, no sentido caudo-cranial, com corte que se iniciava da base
(uretra) até ao fundo (cicatriz do uraco) para observagdo da mucosa e

confirmacao da leséo.

As bexigas com lesdes foram embaladas individualmente e identificadas
com o numero de abate e do lote, acondicionadas em caixas de isopor
contendo gelo e, em seguida, encaminhadas ao Laboratério de Patologia
Animal do Hospital Veterinario do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Espirito Santo (HOVET/CCA-UFES). No laboratério, as bexigas
foram divididas em quatro quadrantes: A, B, C e D, totalizando 200 amostras.
Os quadrantes A e B se referiam a porg¢ao superior da bexiga e os quadrantes

C e D, inferior, conforme ilustra a Figura 1.
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Figura 1. Fotomacrografia de bexiga urinaria de bovino proveniente do
matadouro frigorifico de Muniz Freire — ES, revelando lesdes
macroscopicas. Divisdo anatébmica do 6rgdo em quadrantes superiores A
e B, quadrantes inferiores C e D.

De cada quadrante foram retirados dois fragmentos, com o auxilio de uma
tesoura e fazendo um corte de 4 cm aproximadamente, sendo uma destinada a
analise por meio da reagdo em cadeia de polimerase (PCR) e o outro para o
processamento histopatologico. Para a PCR, as amostras foram armazenadas
em sacos plasticos, identificadas e acondicionadas no freezer a — 20°C. Para a
histopatologia, as amostras foram colocadas em cassetes plasticos,
identificadas e fixadas em solugao de formalina 10%.

3.4.2 Processamento das amostras

3.4.2.1 Processamento e analise histopatolégica

O material fixado em formalina foi submetido ao processamento
histolégico que consistiu na desidratacédo (alcool absoluto), diafanizagao (xilol
absoluto) e inclusdo em parafina histolégica derretida a 60°C. Em seguida, as

amostras foram submetidas a microtomia em micrétomo rotativo manual para a
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secgdo de cortes histolégicos de cinco micrdbmetros de espessura que foram
depositados em laminas histologicas e corados pelo método Hematoxilina-
Eosina (LUNA, 1968). O material foi submetido a microscopia e avaliado por
um patologista veterinario. Apos esta avaliacdo foram emitidos laudos
histopatoldgicos que serviram de base para a realizagado da reagdo em cadeia

de polimerase — PCR.

Neste estudo, utilizou-se para PCR somente as amostras que

apresentaram lesdes neoplasicas, malignas ou benignas.

3.4.2.2 Técnica de reagdao em cadeia de polimerase — PCR

As amostras mantidas em freezer foram utilizadas para a técnica de PCR

conforme o resultado obtido na avaliagao microscépica.

3.4.2.2.1 Extragao do DNA

Para cada 100 mg de tecido coletado com neoplasicas foram previamente
pulverizados foram adicionados 250 uL do tampéao de lise (Tris 0,05 mM, pH
7,5, EDTA 1 mM, 1% de N-Laurilsarcosina e 100 ug/mL de proteinase K) e
mantidos a 37°C durante 1 hora. Em seguida, foram acrescentados 100 puL de
NaCl 5M, e a mistura incubada por 10 minutos a 65°C. Posteriormente foram
adicionados 50 uL de uma solu¢do de CTAB/NaCl a 10%, seguido por uma
incubagédo por 20 minutos 65°C. Em seguida, foi adicionada a mistura uma
solugao de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (24:24:1) na proporcao de 1:1 e
o material centrifugado a 12000 G por 10 minutos a 4°C.

Ja na fase aquosa, contendo o DNA, foi transferida para tubo de
poliestireno estéril. Com a finalidade de precipitar o DNA genbmico, foi
adicionada a fase aquosa igual volume de isopropanol, o tubo foi lentamente
invertido por trés vezes e incubado a 4°C, durante 20 minutos. Apds a
incubacao, o DNA foi recuperado por centrifugacao a 12000 G por 10 minutos a
4°C. O DNA foi lavado com etanol a 70%, centrifugado (1000 G por 5 minutos a
4°C), seco a vacuo, ressuspenso em 30uL de tampao de extragao de agua

deionizada estéril e armazenados a 4°C até o momento do uso.



31

3.4.2.2.2 Analises da PCR

Em tubo de poliestireno estérii de 200uL foi adicionado a mistura
reacional para um volume final de 50uL, contendo os seguintes componentes:
agua (RNAse livre) volume final para 25 pl, tampao da enzima Tagq DNA
Polimerase (5x), 1,5 pl MgCl, (60mM), oligoiniciadores especificos BPVCON 5°-
TGTTCCCAAAGTGTCTG-3> e o BPV2 5ATTCTAAAGGAGGACACG-3
(10mM), dNTPs (10mM), 5 ng de DNA e Taq DNA Platinum 5u/mL.

Logo apds a adicdo de todos os componentes reacionais, a mistura foi
encubada em termociclador de acordo com a seguinte estratégia de
amplificagdo: um passo inicial de 94°C por trés minutos, seguido de 40 ciclos
dimensionados em desnaturacdo a 94°C por um minuto; emparelhamento dos
oligonucleotideos iniciadores por 1 minuto e meio a 45°C; extensao da enzima
a 72°C por 1 minuto e meio. Como controle negativo foram utilizadas cinco
bexigas sem a presengca de lesbes macroscopicas para comprovagao da

auséncia do virus.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram acompanhados dois abates com intervalo de dois meses no
matadouro frigorifico de Muniz Freire, Espirito Santo. Os animais abatidos eram
procedentes das cidades de Irupi-ES, Guagui-ES, Muniz Freire-ES, Alegre-ES
e Mutum-MG. No total foram acompanhados abates de 131 animais, sendo
examinadas todas as bexigas urinarias para verificagdo de lesbes

macroscopicas, conforme mostra a tabela 1.

Tabela 1. Achados Macroscoépicos em Bexigas.

Localidades Animais Bexigas com Les6es Macroscépicas
Alegre-ES 20 10 (50%)
lrupi-ES 39 17 (43,6%)
Muniz Freire-ES 25 07 (28%)
Guacui-ES 20 06 (30%)
Mutum-MG 27 10 (37%)

Total 131 50 Bexigas
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Silva et al. (2009) encontraram presencga da planta nos dez municipios
que compdem a microrregiao do Caparad, ES, sendo estes, Alegre, Guagui,
Divino de Sao Lourengo, Muniz Freire, luna, Ibatiba, Ibitirama, Irupi, Dores do

Rio Preto e Sdo José do Calcado.

Tokarnia, Ddbereiner e Peixoto, (2000) e Riet-Corréa et al. (2007)
encontraram a presenga da samambaia em quase todo o pais, nas regides que
apresentaram solos acidos e arenosos. Ha registros do seu desenvolvimento
também em regides com solos pobres, acidos, com baixos niveis de calcio e de
fésforo e com umidade relativa do ar elevada, sendo condi¢gdes adequadas
para o crescimento e proliferacdo da samambaia (DURAO, FERREIRA e
CABRAL, 1995).

Evans (1986), Polack (1990) e Tokarnia, Ddbereiner e Peixoto, (2000)
destacaram que a samambaia € comum em regides com caracteristicas
montanhosas, como o sul da Bahia até o Rio Grande do Sul, areas dos estados
do Amazonas, Acre, Mato Grosso, Pernambuco, Sdo Paulo, norte do Parana,

Minas Gerais e Espirito Santo.

Do total de 50 bexigas analisadas, apresentaram algum tipo de lesbes
macroscopicas. Dentre as lesdes observadas prevaleceram as hemorragias
petequiais ou equimoticas focais ou difusas em 86% das amostras (43/50)
seguidas das lesbes hemangiomatosas em 26% (13/50) e lesdes
papilomatosas em 4% (02/50), conforme ilustram as Figuras 2 e 3,

respectivamente.



Figura 2. Fotomacrografia de bexiga urinaria de bovino proveniente do
matadouro frigorifico de Muniz Freire — ES, revelando lesbes
macroscopicas do  tipo hemorragicas (seta).

Figura 3. Fotomacrografia de bexiga urinaria de bovino proveniente do
matadouro frigorifico de Muniz Freire — ES, revelando lesbes
macroscopicas do tipo hemangiomatosas (seta).
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Segundo Price e Pamucku (1968) a HEB pode ser caracterizada por
neoplasias presentes na parede da bexiga e hemorragias da vesicula urinaria.
Tokarnia, Débereiner e Peixoto, (2000) realizaram avaliagdo macroscoépica de
animais com HEB e demonstraram que as lesdes variam desde nddulos de
alguns milimetros ou com aspecto de couve-flor de varios centimetros de
diametro, podendo apresentar coloragdes branco-amarelada ou avermelhada,
focos de hemorragia e crescimentos vasculares. De acordo com estes mesmos
autores, nos casos mais graves, pode haver espessamento da parede. Peixoto
et al. (2003) também descreveram que as lesbes em bexiga de bovinos com

HEB apresentam uma diversidade de lesdes.

Tokarnia, Ddbereiner e Peixoto, (2000) relataram que as neoplasias
encontradas em bovinos com HEB tém origem tanto epitelial quanto
mesenquimal e raramente geram metastases. Outro fato € que as alteragdes
neoplasicas nem sempre estdo envolvidas diretamente com a hematuria, e sim
com a presenga de congestdo e ectasia de vasos sanguineos. Este fato foi
também observado neste estudo, onde as lesdes hemorragicas variando desde
petéquias até equimoses prevaleceram, demonstrando que nem sempre o0 que
causa necessariamente a hematuria no bovino séo lesbes neoplasicas e sim as

lesdes vasculares.

Estudos realizados por Souza e Graga (1993) no Estado do Rio Grande
do Sul revelaram que em 18 animais com hematuria enzootica bovina (HEB),
dez (55,5%) apresentaram tumores na bexiga e hematuria intermitente ou
constante. Apenas uma (5,5%) bexiga apresentou lesdo papilomatosa e as

demais demonstraram focos hemorragicos e ulceragbes na mucosa.

Gabriel et al. (2009) apresentaram uma nova classificagdo para as lesdes
macroscopicas, ap0s a observacdo em onze bexigas de bovinos, a saber:
nodulos vesicais multifocais vermelho-escuros ou claros em 4/11(36,36%);
alteracdo da forma normal do 6rgéao e neoplasias vesicais focalmente extensas
em 5/11(45,45%); acumulo de urina com presenca de sangue e dois casos com
coagulos de sangue aderidos a mucosa 4/11(36,36%); hidronefrose com
hidroureter 3/11(27,27%); papilomas vesicais 2/11(18,18%); hemorragias
1/11(9,1%); pielonefrite 1/11(9,1%) e ruptura da bexiga 1/11(9,1%). De acordo

com estes mesmos autores, algumas lesdes macroscopicas acometiam toda a
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extensdo da bexiga, formadas por crescimentos exofiticos com superficie
irregular, branco-amarelado ou eram endofiticos, com espessamento da parede

da bexiga e superficie extensamente ulcerada recoberta por fibrina.

Nossos achados foram semelhantes aos autores citados conforme a
tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo anatémica das leses macroscépicas nos quadrantes da bexiga.

Quadrantes Superiores

A 10/50 20%

B 14/50 28%
Quadrantes Inferiores

C 42/50 84%

D 34/50 68%

Acredita-se que a maior frequéncia de lesdes na porg¢ao caudal da bexiga

seja devido ao maior tempo de armazenamento de urina neste local.

Gabriel et al. (2009) avaliando lesbes de bexiga em animais com HEB
verificaram que a maioria das lesdes foram encontradas na regidao do trigono
vesical, e em alguns casos, as lesdes eram localizadas nos linfonodos da
cavidade pélvica, com areas multifocais firmes branco-amareladas. Dos onze
animais avaliados por estes autores, apenas em um bovino foram observadas
numerosas projec¢des, longas e finas com consisténcia gelatinosa (cistite

polipoide), sendo agrupadas em areas multifocais.

Segundo Murphy, Grignon e Perlman, (2004), Moore e Persaud (2000), o
local onde ocorrem com maior incidéncia as lesées nao estda bem elucidado,
pois se estuda a parte anterior (ventral) da bexiga e a parte das paredes
laterais. A parede anterior € o local onde geralmente se faz a incisao
longitudinal sendo identificada exatamente pelas bordas da bexiga aberta, ndo
apresentando nenhuma relagdo a parede posterior da bexiga. No entanto,
Murphy, Grignon e Perlman, (2004), afirmaram que em seres humanos existem
relatos que remanescentes embriolégicos do uraco poderiam levar a dar

origem a processos neoplasicos incomuns, mesmo assim nao foram
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encontradas evidéncias macroscopicas ou microscopicas de lesdes especificas

nesta regiao.

Os resultados da histopatologia obtidos por meio dos laudos registrados
no Laboratério de Patologia Animal do Hospital Veterinario revelaram que das
200 amostras analisadas cinco apresentaram neoplasias (2,5%), sendo trés
carcinomas de célula de transi¢cdo, dois hemangiossarcomas, um adenoma
cistico, um hemangioma cavernoso. Em duas amostras foram observadas duas

neoplasias concomitantes. Estes dados estao dispostos na Tabela 1.

Tabela 3. Classificagdo histomorfoldgica dos tumores de bexiga urinaria de bovinos
com HEB provenientes do matadouro frigorifico de Muniz Freire-ES, entre setembro e
novembro de 2009.

Animal Lesao microscopica bexiga urinaria

Benignas Malignas
P104/09 Adenoma cistico -
P114/09 -—- Carcinoma de células de transigao
P123/09 --- Hemangiossarcoma
P129/09 - Carcinoma de células de transicao

Hemagiossarcoma

P199/09 Hemangioma cavernoso  Carcinoma de células de transi¢cao

Souza e Graga (1993) no Estado do Rio Grande do Sul encontraram
resultados histopatologicos semelhantes ao deste estudo, sendo que em 18
animais com hematuria enzodtica bovina (HEB) nove bexigas com
hemangiomas, uma com hemangiossarcoma, uma com carcinoma e uma com
papiloma. As demais bexigas estudadas tiveram relagdo com carcinomas das

vias digestivas superiores (CVDS).

No entanto, Oliveira (2009) verificou que as principais neoplasias
observadas em animais com HEB sdo os tumores vasculares (81,5%). Em
12,5% das neoplasias foram encontrados carcinomas uroteliais, e em uma
bexiga somente prolifera¢cdes vasculares hiperplasicas e acentuada hemorragia
na lamina propria. Estudos anteriores demonstraram que a hematuria pode
estar associada apenas a alteracbes inflamatérias e vasculares, nao-
neoplasicas (TOKARNIA, DOBEREINER e PEIXOTO, 2000). Murphy, Grignon

e Perlman, (2004) explicaram que mesmo pequenas lesdes que resultem em
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perda de células uroteliais podem causar sangramento devido a presenga de
pequenos vasos justapostos a camada basal do urotélio. Estes achados ainda

nao foram descritos em animais com HEB.

O par de oligos utilizados nesse estudo foi idealizado para amplificar um
fragmento de 386 pb proveniente do virus do papiloma bovino tipo 2 — BPV-2
(WOSIACKI, 2002). Apos a reacao da PCR todas as amostras neoplasicas se
mostraram positivas para PBV-2, como observado na figura 4A. Com relagao
ao controle negativo, nao foi visualizado a amplificagdo de nenhum fragmento
(Figura 4B).

PM 1 2 3 4 5 6 PM 1 2 3 4 5

A B

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5 % corado com brometo de
etideo, mostrando os resultados da PCR, para o virus do Papilomavirus
Bovino Tipo 2 (BPV2). PM — Padrao do peso molecular de 100pb. 4A. 1, 2,
3, 4, 5 e 6 Amostras com neoplasias positivas para BPV-2 (fragmento de
386 pb). 4B. 1, 2, 3, 4 e 5 - Amostras negativas para BPV-2.

A baixa prevaléncia de neoplasias nas amostras avaliadas talvez se deva
ao fato destas serem provenientes de matadouro frigorifico onde a idade média
dos animais abatidos foram de 6 anos. Sabe-se que a HEB é uma doenca
crOnica que acomete animais com idade superior a dois anos, e que, na
maioria das vezes, ocorre em animais acima de cinco anos. Silva et al. (2009)

encontraram a doenca em animais entre 4 e 14 anos de idade.

Mesmo com a pequena quantidade de lesdes neoplasicas foi possivel
identificar a presencga viral em todas as amostras, utilizando-se o PCR. Estes
dados demonstraram que o BPV-2 pode participar diretamente da etiologia da
HEB. De acordo com Wosiacki (2002), os avan¢os nos métodos de analise
molecular vém tornando possivel o diagndstico da infecgcao pelo papilomavirus

a partir da identificacdo do genoma viral por técnicas de hibridagao molecular
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ou pela reagdo em cadeia pela polimerase (PCR). Outras técnicas
convencionais como a citologia, a histopatologia e a imunoistoquimica também
podem ser utilizadas, porém com menor sensibilidade e, em algumas

situagdes, com demora para a conclusao dos resultados.

A primeira deteccdo do DNA deste virus, em tumores de bexiga, foi
descrito por Campo em 1987, onde foi observada a presenca do virus em
lesdes naturais e induzidas, sugerindo a sua relacdo com a formacao dos
tumores.

Hopkins (1986) relatou a atividade do virus BPV-2 nos casos de HEB pela
sua provavel ligagao etioldégica entre os compostos toxicos da samambaia.
Borzacchiello et al. (2001) apresentaram a relacdo da intoxicagdo por P.
aquilinim devido ao processo de imunossupressao, pois pode induzir uma
maior agilidade do BPV-2 e consequentemente o desenvolvimento de
papilomas transicionais, sob a presenca de carcindbgenos presentes na
samambaia levando ao processo de malignizagao.

Campo et al. (1992) comprovaram esses dados por meio de um estudo
onde o DNA do BPV-2 foi encontrado em 46% nos casos naturais de tumores e
69% nas lesdes induzidas experimentalmente, confirmando estritamente a
associacao entre o virus e as neoplasias em bexiga de bovino. Juntamente a
esse experimento também foi detectado em animais isolados, e posteriormente
foi inoculado com o papilomavirus tipo 2 ou outro tipo de papilomavirus,
mostrando a resisténcia do virus na forma latente e sendo ativado quando o
animal for submetido a fatores carcinogénicos e imunossupressivos da

samambaia.

Oliveira, (2009) demonstrou 80% de positividade de para BPV2 em
amostras de bexiga, sendo justificada pelo uso da técnica de PCR devido sua
sensibilidade. As amostras utilizadas por este autor apresentaram lesdes
macroscopicas expressivas e verrugosas e todos o0s animais eram

provenientes de regides onde a presenga da samambaia era alta.

Com relacao a sensibilidade da técnica de PCR, Oliveira (2009) encontrou
diferenga entre os resultados da eletroforese utilizando gel de agarose e gel de
poliacrilamida, sendo que em agarose houve 62,5% de positividade viral e em

poliacrilamida, 80%. Neste estudo ndo foram utilizados diferentes tipos de
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meios para a realizagcao da eletroforese, mesmo assim, houve uma maior

sensibilidade utilizando-se a técnica do gel de agarose.

As amostras utilizadas como controle negativo eram provenientes de
animais das mesmas regides, coletadas aleatoriamente, e submetidas as
mesmas condi¢des de manejo e pastoreio, porém sem presenca de lesdes
macroscopicas. Todas as cinco amostras avaliadas foram negativas a
presenca do virus. Neste contexto, Campo et al. (1999) descreveram o BPV-2
como um patdégeno muito resistente na forma latente em alguns tecidos, pois
foi isolado em urotélio normal, naturalmente ou em laboratério e sem qualquer

associacao com a HEB.

3.6 CONCLUSOES

A presenga do papilomavirus bovino tipo 2 nas lesées neoplasicas de
bexiga urinaria de bovinos, confirmada pela técnica de PCR, indica que este
virus esteja diretamente envolvido na patogénese da hematuria enzodtica

bovina (HEB) em associacdo com a samambaia.
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