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RESUMO

CARVALHO, Marcos Coelho de. Valores de referéncia do acido sialico sérico em
bovinos da raga nelore e sua aplicagao ao diagndstico precoce da Hematuria
Enzoética dos Bovinos. 2007. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2007.

A Pteridium aquilinum (samambaia) € um dos vegetais toxicos mais preocupantes
em varios paises do mundo. No estado do Parana é uma das plantas toxicas que
causam grandes prejuizos a pecuaria, ocorrendo em 105 dos 399 municipios
existentes. Por essa razao, a Ciéncia busca através das instituicbes de pesquisa,
encontrar meios para o controle epidemiolégico da intoxicagdo pela samambaia,
visando diagnosticar precocemente a forma clinica da hematuria enzootica dos
bovinos. Em um ensaio realizado na década de 80 pesquisadores demonstraram a
alta correlagao entre a producao excessiva de mucoproteina nos animais com tumor
de bexiga e o acido sialico. Baseado nesse estudo, realizou-se um ensaio com o
objetivo de quantificar e determinar os valores normais do acido sialico no sangue de
fémeas sadias da raca nelore criadas no Norte do Parana. Avaliou-se 20 bezerras,
19 novilhas e 20 vacas. A média do acido sialico em cada grupo foi respectivamente
0,740 + 0,311 g/L, 0,611 + 0,225 g/L e 0,591 + 0,236 g/L. Os valores do acido sialico
encontrados nas bezerras nelore saudaveis foram préximos aos descritos na
literatura pesquisada. Porém nas vacas e nas novilhas obtiveram-se menores
médias, sugerindo que no nelore adulto sadio, o nivel do acido sialico é inferior
comparado com outras ragas europeéias leiteiras. Pautado nessas informacgdes
confrontou-se o nivel de acido sialico sérico de 19 novilhas da raca nelore
clinicamente saudaveis, contra 29 novilhas também da raca nelore, porém nascidas
e criadas em propriedade endémica para hematuria enzodtica dos bovinos. Na data
de coleta, constatou-se que 2 novilhas das 29 novilhas apresentavam o sinal clinico
classico da enfermidade, pois apresentavam sangue na urina. A média do acido
sialico sérico do grupo controle igual a 0,611 £ 0,225 g/L, esteve muito proximo da
média do grupo avaliado igual a 0,615 + 0,258 g/L. O resultado obtido na presente
pesquisa demonstra que nao foram significativas as diferengas entre as médias dos
grupos. Portanto, o acido sidlico ndo se demonstrou efetivo como biomarcador,
quando testado em novilhas que estado sofrendo intoxicagdo pela ingestdo continua
de samambaia, animais com predisposi¢ao ao desenvolvimento de tumor de bexiga.

Palavras-chave: pteridium aquilinum, acido sialico, biomarcadores, bovinos.



ABSTRACT

CARVALHO, Marcos Coelho de. Reference values of the serum sialic acid in
bovines of the Nelore breed and this application to the early diagnosis of
Bovine Enzootic Hematuriae. 2007. 69 f. Dissertation (Master's degree in Animal
Science) - State University of Londrina, Londrina. 2007.

Pteridium aquilinum is one of the most concerning toxic fern in many countries in the
world. In state bracken fern determines great losses to cattle raising, occurring in 105
of the 399 Parana’s municipal.Thus being, the Science research institutions look for
ways to anticipate the diagnosis, mainly the clinical Enzootic Hematuriae form of the
disease. In an assay in the 80’s, researchers demonstrated a positive correlation
between excessive mucoprotein production in tumoral bladder of animals and sialic
acid. Based in these studies, an assay was carried out to standardize and determine
the normal values of sialic acid concentrations in blood of clinically health Nelore
females raised in north Parana. 20 calves, 19 heifers and 20 cows were appraised.
The average blood sialic acid concentrations of each group were respectively 0,740 +
0,311 g/L, 0,611 + 0,225 g/L e 0,591 £ 0,236 g/L. The values of the sialic acid found
in healthy nelore’s heifers were close to the described in the world literature.
However in the cows and in the heifers medium minors were obtained, suggesting
that, in the healthy adult nelore the level of the sialic acid is inferior compared with
other races European milk cows. Based on those information the level of serum sialic
acid of 19 nelore’s heifers clinically healthy was confronted, against 29 heifers also of
nelore’s race, however been born and reared in endemic property for bovine enzootic
haematuriae. In the collection date, it was verified that 2 heifers of the 29 heifers
presented the classic clinical sign of the illness, because they were urinating blood.
The average of the serum sialic acid of the control group was equal a 0,611 + 0,225
g/L, very close the average of the equal group to 0,615 + 0,258 g/L. The result
obtained in the present research demonstrates that were not significant the
differences among the averages of the groups. Therefore, the sialic acid was not
demonstrated effective as biochemical marker, when tested in heifers that are
suffering continuous intoxication for the fern ingestion, animals that can development
a bladder tumor.

Keywords: pteridium aquilinum, sialic acid, biochemical marker, bovine.
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1 REVISAO DE LITERATURA
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1.1 INTRODUGAO

A Pteridium aquilinum, popularmente conhecida como samambaia, é
um dos vegetais téxicos mais preocupantes em varios paises do mundo, incluindo o
Brasil. No Parana € uma das plantas toxicas que causam grandes prejuizos a
pecuaria bovina, ocorrendo em 105 municipios (POLACK, 1990), dos 399 existentes
(FERREIRA, 1996). Embora em algumas fazendas as pastagens sejam
periodicamente renovadas, ainda assim a samambaia persiste, em propor¢des que
variam de, no minimo, brotos quase imperceptiveis a arbustos bem vigosos
(OLIVEIRA et al., 1998).

Por essa razdo, a ciéncia busca, cada vez mais, encontrar meios
para o controle epidemioldgico, ja que em algumas localidades do estado do Parana
ha predilegdo ou crescimento da planta e muitos pecuaristas utilizam essas areas
como pastagem para cria e recria de gado. Assim sendo, as instituicdes de pesquisa
buscam maneiras de diagnosticar o quanto antes os animais acometidos, sobretudo
pela forma clinica da Hematuria Enzodtica dos Bovinos (HEB) e o acido sialico pode

ser um possivel biomarcador para essa enfermidade.

A utilizagdo de biomarcadores inflamatérios para o diagnostico e para
o controle pds-operatorio de neoplasias na espécie humana, ja vem sendo utilizada
de forma rotineira ha anos. Tem-se verificado também, um aumento crescente de
publicacdes nessa linha de pesquisa na medicina veterinaria de animais de
companhia. Todavia, esta tecnologia de diagnostico ainda esta pouco difundida na

bovinocultura.

Na HEB, é produzido na superficie das células tumorais quantidade
razoavel de mucina, presente também no interior da bexiga na forma de muco.
Trabalho conduzido por Singh et al. (1980) demonstrou a possibilidade de alta
correlagado entre o acido sialico e a produgdo excessiva de mucoproteina pelos
animais com neoplasia na bexiga, sugerindo que o acido sialico € uma substancia
importante e podera estar associado ao processo do desenvolvimento tumoral.
Conforme Makimura e Usui (1990) destacaram, ha inter-relag&o entre o acido sialico

e 0 aumento de neutréfilos em bovinos acometidos por doengas inflamatérias. Os
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estudiosos Manohar et al. (1993) comprovaram a elevada significancia (P<0,01) a

correlagao entre o acido sialico e o carcinoma etmoidal em bovinos.

Por estar localizado nas posi¢cdes terminais de glicoconjugados da
superficie celular, o acido sidlico esta intimamente envolvido em processos
bioldgicos fundamentais a manutencéo da vida, mas em fun¢des diferentes daquelas
normalmente atribuidas aos carboidratos, a de armazenadores de energia
(glicogénio e amido, por exemplo), ou como componentes de blocos estruturais
(quitina e celulose). Os exemplos do envolvimento dos acidos sialicos sao relatados
nos processos bioldgicos que incluem: as fungdes de mediadores na adesédo célula-
célula; mediadores na comunicagao intercelular; renovadores celulares; receptores
para bactérias e virus, entre outras. (WILSON; VON ITZSTEIN, 2003; SEARS;
WONG, 1999).

Tram et al. (1997) comprovaram também que as maiores
concentragdes de acido sialico estdo especialmente no cérebro humano e que a
suplementacdo com 4acido sidlico tem sido associada a um aumento de
aprendizagem, apds o nascimento com o desenvolvimento cerebral. Neste estudo os
pesquisadores observaram que os niveis de acido sialico na saliva de 18 criangas
amamentadas, e o leite € um alimento rico em acido sialico, foram quase duas vezes
mais elevados do que em 15 criangas alimentadas com formulas sem o acido sialico.
Os autores concluiram que a concentragdo mais alta de acido sialico no leite
materno € a responsavel pela maior concentragao nos fluidos e tecidos corpéreos

das criangas amamentadas.

Outro exemplo da presenga do acido sialico pode ser observado no
processo inflamatoério, mais especificamente no local da inflamacédo, em que a
presencga da proteina selectina P na superficie das células endoteliais, interage com
um residuo de acido sialico especifico das glicoproteinas dos leucocitos circulantes
na corrente sanguinea. Esta interagdo diminui a velocidade de difusédo dos
leucdcitos, devido a adesao permitindo a rolagem destes ao longo do revestimento
endotelial dos capilares, possibilitando dessa forma, a migragao dos leucécitos até o
local da inflamacgao para iniciar uma resposta imune. (NELSON; COX, 2000; BERG
et al., 2002; SEARS; WONG, 1999; SLEE et al., 2001).

Ensaios conduzidos por Citil et al. (2004) e Gunes et al. (2004)

comprovaram, respectivamente, a evolugédo sérica do acido sidlico como um
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marcador inflamatério em bovinos com reticuloperitonite traumatica e os niveis do

mesmos com lesdes oculares em bezerros com ceratoconjuntivite infecciosa bovina.

Por essas e outras interacbes envolvendo o acido sialico, o
aperfeicoamento de testes praticos para a mensuragao desse agucar, ganha cada
vez mais campo na medicina humana e avanga como adjuvante na medicina

veterinaria.

1.2 Consideragdes Sobre a Planta

A Pteridium aquilinum, samambaia do campo ou simplesmente
samambaia, € uma planta perene, rizomatosa, herbacea, ereta e ramificada,
medindo entre 50 a 180 cm de altura (TOKARNIA et al., 1979).

Os estudiosos destacam que a samambaia € uma planta cosmopolita
de todas as regides tropicais e temperadas (SEHNEM, 1972). Segundo Taylor
(1989), a samambaia & encontrada em todos os continentes, exceto no Antartico,
sendo considerada a maior praga do reino vegetal e listada entre as cinco espécies

vegetais de maior ocorréncia na Terra.

Trata-se de um vegetal de caracteristica invasora, sendo bastante
frequente em solos acidos, arenosos e de baixa fertilidade. Infesta campos, matas
ciliares, capoeiras, beiras de matos e de estradas. Na Finlandia, calcula-se que
clones individuais da planta existem ha mais de 650 anos e que a remog¢ao da
cobertura florestal cria habitat ideal para a invasdo da samambaia (OINONEN,
1967), mantendo-se exuberante em ambientes onde ha pouca competicéo
(POLACK, 1990).

Do ponto de vista botanico, o género Pteridium €& considerado
monotipico e a unica espécie € a aquilinum. Entretanto, nessa espécie ha duas sub-
especies, aquilinum e caudatum, sendo estas compostas por diversas variedades
geograficas (TAYLOR, 1989). Na Ameérica do Sul registra-se, principalmente, a
ocorréncia de Pteridium aquilinum sub-espécie caudatum, variedade caudatum

(TRYON, 1941). No Brasil a presenca da Pteridium aquilinum ja foi registrada em
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praticamente todos os estados (LORENZI, 1982), tendo sido identificada a variedade
arachnoideum (TOKARNIA et al., 2000).

Na literatura pesquisada verificou-se um numero variado de trabalhos
cientificos com a planta Pteridium aquilinum e as suas implicagbes na clinica dos
bovinos, demonstrando a correlagao entre as manifestagdes clinicas da toxidez com
a ingestdo da samambaia pelos bovinos (MARCAL et al., 2002). Em condigdes
naturais, a samambaia determina, além da hematuria, o carcinoma de orofaringe,
popularmente conhecido por "caraguatd", sem haver influéncia racial no
aparecimento dessas enfermidades clinicas (TOKARNIA et al., 1969; MARCAL et
al., 2002).

Estudos realizados no Brasil mostraram alteragdes cromossémicas
em bovinos intoxicados pela samambaia, e que ainda, essa planta téxica exerce
uma agao imunossupressora caracterizada por anemia e diminuigdo das células de

defesa nos animais acometidos (MOURA, 1989).

1.2.1 Principios Téxicos da Samambaia

Todas as partes da samambaia contém os principios toxicos em
forma ativa, sendo o broto a por¢cao mais toxica de suas partes aéreas e o rizoma a
parte da planta com maior atividade carcinogénica (HIRONO et al., 1973). A planta,
mesmo quando dessecada, conserva sua toxidez por muito tempo (TOKARNIA et
al., 1979). A brotagdo que surge apds as queimadas ou geadas é muito temida e
perigosa, pois concentra uma grande quantidade dos principios toxicos da planta,
determinando quadros agudos de toxidez (MARCAL, 2000), principalmente quando
ha superlotagédo de pastagens (PARKER; MCCREA, 1965).

Conforme destaca Hopkins (1986), a planta possui diferentes

principios ativos toxicos com agao carcinogénica, quando ingeridos, entre os quais:

a) Tiaminase, enzima que degrada a Tiamina ou Vitamina B1, tem
maior acao toxica em equinos, que apresentam quadro

sintomatico neuroldgico;
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b) Quercetina, considerado um flavonol, € o agente carcinogénico

primario da Pteridium aquilinum;

c) Acido chiquimico, exerce efeitos carcinogénicos variaveis,

dependendo do tempo de dessecagao e estocagem da planta;

d) Prunasina, considerada um glicosideo cianogénico, encontrado

nas folhas jovens, exercendo pouca atividade carcinogénica;

e) Ptaquilosideo, capaz de produzir tumor intestinal, mamario e de

bexiga em ratos experimentais;
f) Aquilideo A, também possui atividade carcinogénica;
g) Canferol, é também um flavonol' e considerado carcinogénico.

Por muitos anos, as varias substéncias encontradas na samambaia
foram relacionadas a atividade carcinogénica, resultados conseguidos através de
experimentos em animais de laboratério. “O tanino foi considerado uma dessas
substéncias quando inoculado em ratos” (CRUZ; BRACARENSE apud WANG et
al.,1976). Entretanto, outros experimentos comprovaram que a administracdo de
samambaia sem tanino induziu em (47%) a mais tumores intestinais nesta mesma
espécie (CRUZ; BRACARENSE apud PAMUCKU et al.,1967). Portanto para alguns
pesquisadores o tanino ndo € considerado um componente carcinogénico da
Pteridium aquilinum (EVANS et al., 1982).

Hoje a acao do tanino tem relagdo apenas com a formagao de um
complexo com proteinas insoluveis e nao digeriveis. Isto leva a um emagrecimento
progressivo do animal, com perturbagdes na fisiologia do aparelho digestorio final
em ruminantes. (CRUZ; BRACARENSE apud ALONSO-AMELOT, 1999).

Segundo Polack (1990) outros principios toxicos da planta, estao
sendo isolados de diversos acidos organicos como o acido dicafeiltartarico, pelo
menos cinco flavondides, perto de 30 pterosina-sesquiterpenos e, também,
polissacarideos, (glicosideos, astragalinas, isoquercetina, catecolaminas e

pteraquilina.

' Flavonol sm (flavona+ol) Quim Cada um de varios derivados de flavonas, especialmente o
composto cristalino incolor C5H902(OH), que ocorre em forma de pigmentos vegetais
amarelos.
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Sobre o ptaquilosideo, Riet-Correa et al. (1993) afirmaram se tratar
de um glicosideo norsesquiterpeno que contribui significativamente para a agéo
mutagénica e carcinogénica da Pteridium aquilinum. Clarke e Clarke (1975);
Tokarnia et al. (1979) e Tokarnia et al. (2000), mencionaram ainda a existéncia da
tiaminase, muito representativa toxicologicamente nos equinos, determinando
quadro clinico neurolégico, embora a toxidez naquela espécie seja rara de ocorrer
nas condi¢des brasileiras (MARCAL; CAMPOS NETO, 1996; MARCAL, 2000). Ja
em 1942, Goetze (apud REICHMANN, 1975), supunha existir na samambaia, além
da tiaminase, um veneno vascular causador da diatese hemorragica. Esta fase
clinica da doencga é popularmente conhecida por “suor de sangue” (MARCAL, 1990;
NIERO et al.,, 1991), referindo-se a uma manifestagdo clinica de hematidrose
(MARCAL, 2000).

1.2.2 Condigdes para Intoxicar

Embora a planta n&o seja palatavel, determinadas condigbes
favorecem sua ingestao pelos bovinos. Em épocas de escassez alimentar, a fome
constitui a primeira causa basica de ingestdo da samambaia pelos bovinos. Isto
normalmente ocorre em estagdes secas, pois a planta suporta bem o periodo sem
chuvas, possibilitando sua procura pelos animais (MARCAL, 1990). Segundo
Tokarnia et al. (2000) os bovinos que ingerem a samambaia acabam “viciados na
planta”, por causa das ingestdes repetidas e compulsivas, caracterizando-se assim o

vicio como segundo fator para intoxicar.

O terceiro fator que possibilita a procura dos animais pela planta é a
caréncia de pastagem (TOKARNIA et al.,, 1979; MARCAL, 1990). Como a
samambaia costuma se desenvolver e atingir boa altura, os bovinos suprem a
necessidade de fibra, comendo os caules e folhas longas que a planta normalmente
possui (TOKARNIA et al., 1979; TOKARNIA et al., 2000).

Por fim, os bovinos confinados ou semi-confinados podem se
intoxicar pelo fornecimento de feno produzido em locais onde ocorra o crescimento
da samambaia (MARCAL et al., 2000; TOKARNIA et al., 2000).
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A intoxicagdo nos equinos pela planta ocorre provavelmente quando
0s animais ingerem aproximadamente 10g/Kg de peso vivo por dia, num espago de
30 a 40 dias, embora esses animais ndo tenham habito de procurar a planta, porque
possuem o0 apetite mais seletivo que os bovinos. Entretanto, as causas
apresentadas como condi¢cdes de favorecimento da intoxicagdo na espécie bovina
podem ser aplicadas aos equinos, particularmente pela fome e pela contaminagao
no feno (MARCAL, 2000).

1.2.3 Perigo das Queimadas

As queimadas ndo somente possibilitam a sobrevivéncia, como
também criam condigdes propicias para o seu crescimento devido as suas
caracteristicas invasivas, surgindo mesmo em areas onde nao havia sua detecgao.
A brotagdo que surge apos as queimadas concentra uma grande quantidade dos
principios toxicos, tornando-se altamente perigosa para os animais (MARCAL et al.,
2001).

O desmatamento florestal através do fogo, incentivados pelas
atividades agropecuarias, minerais ou madeireiras faz com que a samambaia se
propague pelo campo, afetando profundamente o ecossistema local e pondo em
risco a economia da atividade agropecuaria (ALONSO-AMELOT, 1999).

1.2.4 Manifestacdo Sazonal

Com relagdo a manifestacdo sazonal, Musca (1997), trabalhando
com bovinos na Roménia, detectou maior incidéncia de manifestagdes clinicas nas
estacbes do verao e outono. No Brasil, Tokarnia et al. (1967), ao presenciarem um
surto de intoxicagdo pela samambaia, associaram a escassez de pastagens no

inverno e a presenca da planta na propriedade rural com a ocorréncia do episodio.
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A invasdo da samambaia esta relacionada diretamente ao manejo
das terras, diminuindo consideravelmente quando os campos sdo cultivados, sem
todavia desaparecer completamente. A sua incidéncia volta a aumentar quando a
cultura de terra é abandonada. Relata-se que a freqUéncia de intoxicagdo de
samambaia em bovinos aumenta em regides em que, devido a ma qualidade dos
solos, as culturas agricolas foram abandonadas apés as colheitas (DURAO et al.,
1995).

Além da grande resisténcia frente aos diversos ambientes, a
samambaia possui capacidade invasiva muito alta em decorréncia de seus esporos.
Em épocas de seca os esporos sao langados para a atmosfera podendo viajar

centenas de quildmetros e colonizar outras areas (TROTTER, 1990).

Margal (2000) também destaca que em fazendas localizadas no sul e
sudeste do Brasil, é evidente o aumento da manifestagéo clinica de surtos agudos
na época do inverno, devido a escassez de pastagens nessas estagdes e pelo fato
da samambaia suportar bem a seca. Segundo o autor, a planta tem se disseminado
muito no estado do Parana devido as condi¢gbes edafoclimaticas favoraveis para

ocupar terras ndo mecanizaveis, € que servem como pastagem ao rebanho bovino.

1.3 Formas Clinicas da Intoxicagao em Bovinos

A toxidez da samambaia n&o se restringe a um unico bovino.
Normalmente, varios animais sao atingidos pelas toxinas, o que permite considerar
que a planta exerce maleficios para grandes rebanhos de bovinos. Pesquisadores
brasileiros caracterizaram, experimentalmente, trés formas clinicas das doencas
causadas pela samambaia aos bovinos (MARCAL; CAMPOS NETO, 1996).

Partindo do pressuposto que a samambaia tem efeito cumulativo, a
fase de intoxicacdo aguda, foi comprovada ao fornecer experimentalmente aos
bovinos uma quantidade superior a 10 g/Kg de peso vivo durante trés semanas a
pouco mais de um més. Esta fase foi classificada como diatese hemorragica, sendo
popularmente conhecida como "suor de sangue" (TOKARNIA et al., 1969; MARCAL
et al., 2001).
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Segundo Yamane et al. (1975), na intoxicagcdo aguda pela
samambaia nos bovinos, ha também um aumento de fragilidade capilar e no tempo
de sangramento, e uma diminuigdo na retragdo do coagulo, que pode ser
evidenciado com base na trombocitopenia e no aumento do fibrinogénio. Hayashi
(1981) relatou que, hematologicamente, bovinos intoxicados revelam depress&o da
atividade da medula 6ssea com trombocitopenia e leucopenia comprovada pela
biépsia de medula 6ssea. Pelas observacdes de Durado et al. (1995), a intoxicagao
aguda é caracterizada por uma sindrome hemorragica em quase todas as visceras,

levando os animais a 6bito em torno de 12 a 72 horas.

As manifestagbes cronicas do consumo lento e prolongado das
toxinas presentes nas samambaias caracterizam-se pelo crescimento de tumores
especificos em bovinos, enfermidades conhecidas pelo nome de hematuria
enzoodtica dos bovinos (HEB), tumor na bexiga, e carcinomas epidermoides do trato
digestivo superior (CETDS), tumor no es6fago (CAMPOS NETO et al.,, 1975;
TOKARNIA et al., 1979; TOKARNIA et al., 2000).

Nos quadros téxicos nao ha predisposicdo por raca (PAMUKCU et
al., 1976), ou mesmo sexo (HOPKINS, 1986). No Brasil, os primeiros casos de HEB
foram relatados por Bueno (1953) como papilomatose faringeana e por Lacaz (1954)

nas observacgdes de cistite com presenca de hemacias na urina.

A segunda forma de intoxicagdo é a HEB, que foi verificada e
classificada quando se forneceu a planta aos bovinos em quantidades inferiores a 10
g/Kg durante um ou mais anos (ROSENBERGER; HEESCHEN, 1960; PAMUKCU et
al., 1967; MUELLER et al., 1978; MAXIE, 1993). As principais caracteristicas desta
fase evolutiva cronica sdo a evidéncia de incontinéncia urinaria com hematuria
intermitente e emaciagdo. Ocorre perda de sangue sem reposicdo pela medula
(anemia aplastica), podendo acometer vacas prenhes e causar abortamento
(MARCAL et al., 1991).

A terceira forma de manifestacdo foi observada ofertando-se
quantidades muito pequenas de samambaia aos bovinos (também inferiores a
10g/kg de peso vivo por dia), porém por varios anos. E caracterizada pela formacéo
de CETDS (DOBEREINER et al., 1967; TOKARNIA et al., 1967).
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Essa neoformacéo por se localizar na faringe, devido ao seu aspecto
macroscopico, popularmente é chamada de “figueira da goela” ou “favo” (JARRET,
1978). Os bovinos acometidos apresentam emagrecimento progressivo por
dificuldade de degluticdo, tosse, “ronquiddo” ou "ronqueira", dispnéia com
demasiado cansacgo, isolando-se do rebanho (MARCAL et al., 2002). Costuma
acometer bovinos com mais de cinco anos de idade (FENWICK, 1988). Algumas
pesquisas sugerem que ha uma interacdo entre o virus da papilomatose e a
substancias toxicas da Pteridium aquilinum no desenvolvimento desses carcinomas,
ou seja, a Pteridium aquilinum teria um efeito imunodepressivo frente ao organismo
e 0s virus, por sua vez, seriam capaz de desenvolver os tumores (JARRET, 1978;
CAMPO et al., 1980; FENWICK, 1988; MOURA, 1989; BARKER et al., 1993).

E preciso ressaltar, entretanto, que muitos estudos a campo vem
evidenciando que as manifestagdes de hematuria e o “caraguata” estdo surgindo em
bovinos mais jovens, machos e fémeas, alguns com somente 18 meses de idade,
acarretando maiores prejuizos aos criadores (MARCAL et al., 2000). Destas trés
formas clinicas classicamente conhecidas a incidéncia maior de casos refere-se a
HEB, e a menor, aos casos de CETDS (MARCAL et al., 2000).

Muitos acreditam que a ingestdo de uma planta espinhosa causa o
tumor de garganta nos bovinos, isso ocorre onde ha a Pteridium aquilinum
(samambaia) e a planta espinhosa chamada caraguata. Trata-se de um tipo de
babosa, que ndao causa o carcinoma epidermdéide do trato digestivo superior
(CETDS) ou sintoma popularmente chamado de "ronqueira". Esta babosa é

botanicamente classificada com Aloe humilis (POLACK, 1990).

1.4 Relatos no Estado do Parana

Basile et al. (1981) relataram a ocorréncia da forma aguda de
intoxicagdo em 16 bovinos na regido de Londrina, estado do Parana, onde os 6bitos
de todos os animais ocorreram entre um a trés dias apds o inicio dos sintomas
clinicos, sobretudo por diatese hemorragica. Niero et al. (1991) relataram um surto

de intoxicagdo aguda pela samambaia em Tamarana, estado do Parana. Na
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oportunidade, final de inverno de 1990, 42 machos e 5 fémeas da raca nelore, com
faixa etaria de 12 a 36 meses de vida, vieram a 6ébito. Os principais sintomas
observados pelos autores, em alguns animais antes da morte e na necrdpsia, foram
hematidrose, epistaxis, hemorragias nas mucosas e serosas, petéquias e sufusdes

na pleura e peritbnio visceral, nos intestinos e rumen.

Ainda com relagdo aos episodios de intoxicacdo aguda pela
samambaia, Polack (1990) também observou que os animais do rebanho bovino
paranaense, acometidos com o quadro agudo estavam em pastagens infestadas
pela pteridium aquilinum, o maior numero de mortes ocorreu em municipios onde a

infestacdo da planta era mais elevada.

Oliveira et al. (1998) em pesquisa requisitada por pecuaristas da
regidao nordeste do Parana, verificaram pela anamnese, nos municipios de Santo
Antbnio da Platina, Ibaiti e Arapoti, que o problema de intoxicagcado pela planta era
mais frequente nos animais de primeira cria ou em vacas na faixa etaria de 4 a 5
anos. Os bovinos apresentavam urina com coloragao avermelhada, emagrecimento
progressivo e prostragao, com quadro clinico irreversivel, culminando com 6bito no

periodo de 10 a 60 dias.

Margal et al. (2001) descreveram a ocorréncia de um surto de
intoxicagdo aguda pela samambaia em bovinos, criados numa propriedade rural
localizada no municipio de Reserva, estado do Parana. Um total de 25 animais foi a
Obito e a ocorréncia da intoxicagao teve, muito provavelmente, relagédo direta com as
frequentes e acentuadas geadas ocorridas no més de julho de 2000. Além do relato
clinico, os autores apresentaram consideracbes a respeito da proliferacdo da
samambaia no Parana, destacando condicdes ambientais e climaticas
favorecedoras dessa disseminagdo, bem como 0s prejuizos a pecuaria e as

consequéncias da presenca desse vegetal toxico nas pastagens paranaenses.

Outro surto de intoxicagdo aguda foi descrito por Margal et al. (2002),
onde 14 bovinos da raga Aberdeen angus, foram a ébito numa propriedade rural
localizada no municipio de Ortigueira, estado do Parana, infestada pela samambaia.
A ocorréncia se deve a superlotacdo de animais em piquetes, que tornaram as
pastagens cultivadas muito baixas, favorecendo a procura da samambaia, que se
mantinha vigosa e atraente ao consumo animal, possibilitando ingestao de grandes

quantidades da referida planta em curto espago de tempo pelos bovinos.
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1.5 Diagnostico

Quando ocorrem as manifestagdes clinicas da intoxicagao pela
samambaia nos bovinos, a primeira conduta ao diagnostico € constatar a existéncia
da planta na propriedade. Caso haja a existéncia desta na pastagem, é importante
que se colha a urina dos animais para submeté-la a pesquisa laboratorial de
microhematuria o que pode auxiliar no diagnoéstico da hematuria enzodtica e desta
forma, como primeira providéncia deve-se trocar os animais para pasto sem a

samambaia.

Nas situacdes cronicas, como HEB e CETDS, atendimentos clinicos
podem ser feitos em propriedades onde ndo existe a samambaia. E necessario,
entdo, uma anamnese investigativa, bem como a confirmag¢ao da planta na fazenda
de origem dos animais. Margal (2000) alerta para questdes litigiosas na compra de
animais em leildes e transag¢des comerciais, ja que a manifestagao clinica, sobretudo
de Hematuria, pode ocorrer apds algum tempo da chegada dos bovinos na nova

propriedade rural, onde ndo existia ou existe a samambaia.

Deve-se necropsiar os bovinos que morreram, para concluir a toxidez
determinada pela samambaia e em algumas circunstancias, um animal doente pode
ser sacrificado para “representar” o rebanho e confirmar a intoxicagdo. Contudo,
nem sempre essa situagao € aceita pelos pecuaristas, que preferem destinar para o

abate os animais doentes, para diminuir perdas (MARCAL, 2000).

1.5.1 Diagndstico Diferencial

Embora as formas clinicas sejam bem conhecidas, € importante
considerar algumas enfermidades com sinais clinicos semelhantes para o

diagndstico diferencial.

Na fase aguda ou de diatese hemorragica pode-se citar a
pasteurelose (TOKARNIA et al., 1979), intoxicagdo por crotalaria sp, intoxicagéo por

trevo doce mofado (POLACK, 1990), Clostridiose e a sindrome produzida por
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irradiacdo ionizante, por serem enfermidades que causam alteracdo da
permeabilidade vascular e/ou dos mecanismos de coagulagdo. (HAGAN, 1952;
SIPPEL, 1952; EVANS et al.,1954).

A forma de hematuria enzodtica precisa ser diferenciada de
babesiose, leptospirose, hemoglobinuria bacilar e hemoglobinuria pés parto, por
serem enfermidades que causam alteragdo da coloragdo da urina. (TOKARNIA et
al., 1979; MARGCAL, 1990).

A forma de CETDS precisa ser diferenciada da tuberculose e
actinobacilose e actinomicose (TOKARNIA et al.,, 1979), enfermidades com
caracteristicas de emagrecimento progressivo e dificuldade de degluticdo alimentar
(TOKARNIA et al., 1969; MARCAL, 1990).

1.5.2 Achados de Necropsia

Durante a necropsia de bovinos com quadro agudo de intoxicagao
pode-se perceber lesdes hemorragicas do tecido celular subcutaneo, hemorragias
no bacgo, intestino e bexiga, além de ulceras nas mucosas (TOKARNIA et al., 1979;
BASILE et al., 1981; DURAO et al., 1995; MARCAL et al., 2001). O sistema digestivo
mostra edema e varios pontos hemorragicos, bem como a presenga de fragmentos
da samambaia no interior do raimen (NIERO et al., 1991, MARCAL et al., 2001).
Nesta fase, a histopatologia revela rarefagdo do tecido hematopoiético na medula
ossea, (EVANS et al., 1954; TOKARNIA et al., 1967; TOKARNIA et al., 1979; NIERO
et al., 1991; TOKARNIA et al.,, 2000). As alteragdes mais significativas do exame
hematoldgico sdo trombocitopenia e leucopenia (EVANS et al., 1954; NIERO et al.,
1991; MARCAL; CAMPOS NETO, 1996; MARCAL et al., 2001).

Na HEB, sao visiveis os hemangiomas ou ndédulos puntiformes na
bexiga, as vezes do tamanho de um gréao de ervilha, podendo atingir um diametro
maior (MARCAL, 2000).

No CETDS, popular “caraguata”, observa-se formagao nodular na

regido de orofaringe, com o tumor assumindo o aspecto de “couve-flor’, atingindo
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importantes estruturas digestivas e respiratérias nos bovinos. A histopatologia revela
que o tumor é carcinomatoso. A presenga de papilomas no cardia ruminal e es6fago
nao € um achado raro, tanto na forma de hematuria como no carcinoma (TOKARNIA
et al., 1979; MARCAL, 2000).

1.6 Medidas Terapéuticas

Nao ha terapia especifica, pois a toxidez da planta pode em curto
prazo levar a 6bito os bovinos com quadros de diatese hemorragica ou determinar
alteracdes cronicas irreversiveis na HEB e na CETDS. As tentativas terapéuticas sé&o
paliativas (MARCAL, 2000). Nesse sentido, foi realizado um estudo em propriedades
rurais no estado do Parana, testando a eficacia de alguns produtos na suspensao
temporaria da hematuria, sobretudo em vacas gestantes, através de um
medicamento hemostatico diretamente aplicado na bexiga. Os resultados
preliminares permitiram considerar esse método terapéutico como importante auxilio
para evitar o abortamento dos animais, diminuindo assim, prejuizos aos criadores de

bovinos em areas endémicas (MARCAL et al., 1991).

Nos casos da Hematuria Enzodtica, Stober (1970) ja mencionava que
nao se conhece tratamento eficaz e que a retirada dos animais dos pastos invadidos
pela samambaia, com adequada suplementagdo alimentar, levam a uma lenta
recuperacado, desde que a enfermidade ndo esteja em estagio avancado, porém

nunca ha cura completa.

Existe relato da utilizagdo de produtos para estimular a medula 6ssea
a produzir sangue, agao semelhante a alguns anabolizantes humanos. Utilizou-se
alcool DL-Batil com esse propésito, mas o teste foi realizado somente em um animal
(BLOOD et al.,, 2002). Essa tentativa terapéutica nem sempre surte o efeito
desejado, sendo marcada mais pelo insucesso, pois n&o ha tempo habil para que a
reposicdo sanguinea assegure a vida do animal enfermo, ja que o numero de
plaquetas e leucécitos é baixo (MARCAL, 1990). Além disso, € extremamente
oneroso 0 uso desses tipos de medicamentos e nem sempre surtem o efeito

esperado. Medicar os animais com sais de ferro também nao é recomendado, pois a
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anemia né&o é ferropriva (MARCAL, 1990; MARCAL, 2000). Complexos vitaminicos
que contenham vitamina K (anti-hemorragica), bem como as transfusdes sanguineas
sdo inuteis, pois os principios téxicos continuam agindo no organismo dos animais,
além do que, seria necessario um volume muito grande de reposicao sanglinea

para debelar o problema, o que a torna inviavel economicamente (MARCAL, 2000).

Alguns criadores do norte do estado do Parana estdo vacinando os
bovinos contra hemoglobinuria bacilar, afirmando que as vacas param de urinar
sangue. Entretanto, esta observagdo pode ser considerada também como um
paliativo, pois a vacina ndo atua sobre o efeito téxico causado pela samambaia. E
provavel que, como em toda vacinagcdo, os bovinos tenham uma “melhora
imunoldgica transitéria”, mas nado o suficiente para debelar a Hematuria. Apéds
alguns dias, o problema reincide (MARCAL et al., 2001).

E preciso destacar, todavia, que ha um significativo custo nessas
acdes, que muitas vezes sao executadas para se “mascarar’ os sintomas e vender
0s animais, ou destina-los ao abate, muitas vezes sem o servigco de inspec¢ao federal
nas carcagas (MARCAL, 2000).

1.6.1 Medidas Preventivas

E necessario e conveniente dedicar atengdo especial a profilaxia,
unica medida que consegue limitar a enfermidade causada pela toxidez da
samambaia nos bovinos. A erradicagdo da planta nos pastos, arrancando-a na
época da rebrota é fundamental. O éxito deste procedimento demora algum tempo,
mas eliminar a planta ainda continua sendo o melhor procedimento para se acabar
com as intoxicagbes (MARCAL, 2000). No estado de S&o Paulo, segundo Margal
(1992), a Brachiaria decumbens disseminou-se muito na década de 90, pois ndo é
uma graminea exigente quanto a questdo de fertilidade do solo. Segundo o autor
essa rapida disseminagao foi responsavel pela quase extingdo da samambaia em

muitas areas que, no passado, sofriam com mortalidade de bovinos intoxicados.

Na questéo da erradicagdo, melhores perspectivas podem surgir com

aplicacdo da tecnologia agricola, erradicando a samambaia por um cuidado
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intensivo do solo, com boas e completas adubacgdes, calagem e formagéo de novas
pastagens com qualidade. Se estas medidas nao forem possiveis, recomenda-se a
alternancia de pastoreio entre pastos contaminados e limpos em periodos de vinte e
um dias (REICHMANN, 1975).

E extremamente importante que haja correta e continua
mineralizagdo do gado em areas onde a samambaia ainda nao foi erradicada. O sal
mineral exerce importante agdo preventiva, evitando que os animais tornem-se
imunodeprimidos e mais vulneraveis, condigao propicia para que a planta acelere as
manifestagdes tdéxicas nos bovinos (MARCAL, 2000). As zonas geograficas onde a
samambaia predomina e onde frequentemente ocorrem as intoxicagdes dos bovinos
sdo caracterizadas por solos pobres, acidos, com baixos niveis de calcio e fésforo
(DURAO et al., 1995).

Deve-se também evitar a superpopulacdo de animais num mesmo
pasto, por decorréncia de impedir a deterioragcado rapida das pastagens, a falta de
pasto faria os bovinos procurarem a samambaia para suprir a fome. Alguns
criadores adquirem animais em época de preco baixo e arrendam pastagens para
recria. Normalmente as terras mais baratas para esta finalidade sdo aquelas onde
ha presenca da planta, o que acaba determinando grandes prejuizos pela sua

toxidez.

O desmatamento, destoca, degradagao das pastagens e os rogados
abandonados levam ao desequilibrio ecolégico, com variagdes climaticas
indesejaveis, causando o empobrecimento do solo e favorecendo a proliferagdo da
samambaia. Por essas razdes, esses aspectos devem ser sempre evitados
(MARCAL et al., 2001).

1.7 Aspectos de Saude Publica

No homem ha uma correlagdo positiva em se ingerir leite de vacas
contaminado pelo ptaquilosideo e a maior incidéncia de cancer no estdbmago
(ALONSO-AMELOT et al., 1996). A toxina da planta ja foi isolada no leite bovino, e

os bezerros que mamam o leite de vacas intoxicadas ja sofrem os efeitos da
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intoxicagdo desde que nascem. Estudos também demonstraram a formagéo de
tumores em ratos e camundongos alimentados com leite de vacas que consumiram
samambaia. O consumo de leite de vacas intoxicadas deve ser rigorosamente
evitado e comercializado. No Japao, ha uma tradicdo em se consumir a samambaia,
através de um prato conhecido por “warabi”, considerado um alimento nacional,
sendo, por outro lado, responsavel por alta incidéncia de céncer de estdbmago
(HIRAYAMA, 1979).

Pela literatura consultada, ndo ha ainda, conhecimento cientifico
suficiente para condenar o consumo de carne dos bovinos acometidos pela
enfermidade. Entretanto, alguns pesquisadores alertam que uma maior porcentagem
de cancer de estdbmago no homem, ocorre nas regides onde existem vacas leiteiras
que ingerem samambaia (ALONSO-AMELOT et al., 1996). Por estas condigbes, é
preciso evitar o consumo da carne de animais contaminados, como prevencgao a
saude do homem, exemplo que ressalta ainda mais, a importdncia dos
conhecimentos da ciéncia veterinaria e suas inumeras contribuicdes para a saude

publica.

1.8 O Acido Sialico

Os acidos sialicos sado carboidratos ou mais especificamente
agucares formados por 9 carbonos, ligados normalmente a outros carboidratos por
ligagbes acetosidicas. Estas ligagdes ocorrem nas posi¢des terminais de
glicoconjugados, ou seja, glicoproteinas e glicolipidios localizados na superficie da
membrana celular. Estes acidos estdo intimamente envolvidos aos processos
bioldgicos fundamentais a manutencéo da vida, ou seja, as células, muito diferente
das fun¢des normalmente atribuidas aos carboidratos de armazenadores de energia
(glicogénio e amido, por exemplo) ou como componentes de blocos estruturais
(quitina e celulose). Exemplos do envolvimento dos acidos sialicos em processos
bioldgicos incluem as fungdes de mediadores na adeséo célula-célula, mediadores
na comunicacgao intercelular, renovadores celulares, receptores para bactérias e
virus, entre outras (NELSON; COX, 2000; BERG et al., 2002).
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Em 1951 Gottschalk isolou pela primeira vez o acido sialico mais
abundante nos eucariontes, o acido N-acetilneuraminico. Cerca de 50 tipos de acido
sialico ocorrem na natureza, diferindo entre si por variagdes de grau de substituicao
e oxidagado no esqueleto carbdnico, tem como molécula precursora a N-acetil-D-
manosamina ou simplesmente NanaNac (ANGATA; VARKI, 2002).

Outros derivados comuns; porém encontrados em menor quantidade,
sdo acido N-glicosilneuraminico (Neu5Gl, 2) e 5-hidroxineuraminico (acido 3-desoxi-
D-glicero-[1-D-galacto-non-2-ulopiranosénico - KDN, 3). Foi relatada a ocorréncia de
derivados dos acidos sialicos 1, 2 e 3 que incorporam em suas estruturas um ou
mais grupos acetilas, ou envolvem a lactonizagao ou fosforilagdo da hidroxila em C9
ou a metilagdo ou sulfatacdo da hidroxila em C8. Como componentes de
glicoconjugados, os acidos sialicos estao ligados a hexoses, como [1(2,3)- ou [1(2,6)-
"1-Gal ou [1-GalNHR e ligados a outros acidos sialicos como [1(2,8) segundo
(CHAMPE; HARVEY, 2002)

A acao da enzima Neu5Ac aldolase (também conhecida como acido
sialico 9-P sintase) sobre a N-acetil-D-manosamina 6-fosfato, na presenca de
fosfoenolpiruvato (FEP), gera uma base de Schiff e, subsequentemente, o acido
sialico-9-P (acido N-acetilneuraminico 9-fosfato), segundo destacam (KEPPLER,
2001; JACOBS, 2001). A perda do grupamento fosfato, mediada pela enzima acido
sialico 9-fosfato fosfatase fornece o acido sialico (acido N-acetilneuraminico —

NeuSAc) total que é direcionado ao nucleo da célula.

Neste compartimento, o acido N-acetiineuraminico (Neu5Ac) é
ativado a custa de hidrdlise de citidina trifosfato (CTP), sendo formado CMP-acido
sialico que é transportado para o complexo de Golgi. Nesta organela, CMP-acido
sialico atuara como doador de glicosideo no processo de alongamento de cadeias
dos oligossacarideos de glicoproteinas e glicolipidios, por agdo de enzimas
denominadas sialiltransferases. Assim, glicoproteinas ou glicolipideos sialilados s&o

secretados ou entregues a membrana plasmatica da célula (KEPPLER, 2001).
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Figura 1 — Sintese de aminoagucares
Fonte: Champe e Harvey (2002, p.157)

1.8.1 Importancia do Acido Sialico na Ciéncia

Os acidos sialicos encontram-se presentes na membrana celular,

cravados nas proteinas, glicoproteinas e glicolipidios. As proteinas transportadoras

na membrana celular permitem a passagem de certos ions e moléculas, outras

proteinas exercem o papel de receptor, transmitindo o sinal do exterior para o

interior da célula, ha ainda proteinas que funcionam como enzimas, participando de

reacOes que ocorrem nas membranas.
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Figura 2 - Estrutura da membrana celular, com ampliagao para um glicolipideo de membrana.

Fonte: Fatima et al. (2003)
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As glicoproteinas sdo fundamentais em processos biolégicos como
fertilizacdo, ativagdo do sistema imune, replicagcdo viral, crescimento e renovagao
celular (DWEK, 1996). A biomedicina reconhece, cada vez mais, o cancer como um
disturbio resultante de genes anormais, e muitos pesquisadores do cancer acreditam
que, alteragbes na estruturas das glicoproteinas e outros glicoconjugados nas
superficies das células cancerosas, sao importantes no fenbmeno da metastase
(MURRAY, 1998).

Esse processo tem a seguinte explicagcdo: como as lectinas
reconhecem agucares especificos, elas entdo, sao utilizadas para testarem a um
nivel geral, os residuos de agucares expostos nas membranas (MURRAY, 1998).
Isso sugere que a organizagao ou a estrutura de uma série de glicoproteinas nas
superficies de células tumorais, seja de certa forma, diferentes da observada em

células normais.

As mucinas que também sdo compostas de glicoproteinas, em
alguns casos, tendem a mascarar determinados antigenos de superficie. Muitas
células cancerosas formam quantidades excessivas de mucinas, protegendo as
células mutantes neoplasicas contra a supervisdo imunolégica (MONTGOMERY et
al., 1994).

Nos tecidos extra-neurais os acidos sidlicos presentes nas
glicoproteinas de membrana celular sdo alvos de pesquisa contra o cancer,
entretanto, no corpo dos mamiferos sdo poucas as concentragdes de acido sialico
nas superficies das membranas das células, menos de 10% do acido sialico total
que esta presente no organismo. A maior parte do acido sialico presente no
organismo dos mamiferos encontra-se no sistema nervoso central, particularmente
nas terminagbes nervosas, sob a forma de gangliosideos, que contém

glicoesfingolipideos cobertos de acido sialico.

Nos eritrocitos os acidos sialicos atuam como mediadores na
renovacgao celular. As células eritrociticas ao se formarem na medula éssea atingem
a maturacédo e sao langadas a corrente sanglinea e tém como principal fungao o
transporte de oxigénio a todos os tecidos do corpo. Um dos eventos bioldgicos que
determinam o tempo de vida util do eritrocito, que € em média de aproximadamente
120 dias, € a perda dos residuos de acidos sialicos presentes em seus

glicoconjugados de membrana (MAMMEN et al., 1998). As unidades de acidos
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sialicos encontradas nas extremidades protegem essas células da captagédo pelo
figado. Quando os eritrécitos estdo velhos e prontos para a destruicéo e reposigéo,
ocorre a remogado dos acidos sidlicos terminais pela enzima sialidase expondo
residuos de galactose, que interagem com receptores dos hepatécitos (MAMMEN et
al., 1998).
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Figura 3 — Formacéo de eritrdcitos circulantes
Fonte: Fatima et al. (2003)

Estudo em células eritrociticas de humanos foi observado que o
acido sialico quando administrado nesse meio de cultura celular promove hemolise
em torno de 9% das células, por causar instabilidade na membrana celular.
Entretanto, quando o acido sialico € introduzido com calcio esse efeito nio foi
observado, ao contrario, em situagbes de estresse osmotico, esse conjunto
medicamentoso promoveu uma melhora na resisténcia da membrana eritrocitica
(BRUNO; CUPPINI, 1981).

Outro exemplo da importancia dos estudos sobre os acidos sialicos
refere-se ao processo inflamatério. Neste caso, os leucécitos que circulam na

corrente sanguinea devem se ligar a superficie de células endoteliais (células que
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revestem os vasos sanguineos) antes de migrarem entre estas células para chegar
ao local atingido. No local da inflamagédo, a selectina P da superficie das células
endoteliais interage com um residuo de acido sialico especifico das glicoproteinas
dos leucdcitos circulantes, esta interacdo diminui a velocidade de circulacdo dos
leucdcitos, devido a adesao e a rolagem destes ao longo do revestimento endotelial
dos capilares (SLEE et al., 2001).

Uma segunda interagao entre as moléculas de integrinas localizadas
na membrana plasmatica dos leucécitos e uma proteina de adesao na superficie das
células endoteliais permite sua passagem através da parede do capilar para os
tecidos danificados, para iniciar uma resposta imune. Farmacos que interferem na
ligacdo selectina-carboidrato auxiliam no tratamento de doengas inflamatorias

cronicas causadas por leucdcitos hiperativos (SEARS; WONG, 1999).

De todos os processos biologicos mediados por acidos sialicos, os
que despertaram maior interesse e se tornaram alvo de estudos mais detalhados, a
maior parte deles ainda em andamento, sao referentes a infecgdo dos humanos por
bactérias e virus. Por exemplo, a toxina pertussis, produzida por Bordetella
pertussis, bactéria que causa a coqueluche, penetra na célula alvo somente depois
de interagir com um oligossacarideo contendo uma unidade de acido sialico terminal
(NELSON; COX, 2000; BERG et al., 2002).

Em bovinos o &cido sidlico sérico foi mensurado nos bezerros
acometidos pela bactéria Moraxela bovis, causadora de ceratoconjuntivite (GUNES
et al., 2004). Os resultados demonstraram que o valor médio nos animais saudaveis
foi de 0,764 + 0,031 g/L; nos animais doentes 1,069 + 0,036 g/l, sendo crescente de
acordo com a sintomatologia, leve, moderada, ou grave. Ensaios conduzidos por
Citil et al. (2004) comprovaram a evolugao sérica do acido sialico como um marcador

inflamatorio em bovinos com reticuloperitonite traumatica.

Por fim, a compreenséo de detalhes dos sitios de ligagdo das toxinas
(lectinas) aos oligossacarideos, ainda incipiente, pode permitir, por engenharia
genética, a produgao de toxinas analogas para uso nas vacinas. As toxinas podem
ser modificadas de forma a perder a sua potencialidade, tornando-se atenuadas, o
que permitiria 0 desencadeamento de uma resposta imune que proteja o organismo

quando exposto a toxina natural (BERG et al., 2002).
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1.8.2 Marcadores Tumorais

Marcadores tumorais sao substancias encontradas no sangue, urina
ou tecidos de individuos com certo tipo de cancer. A maioria dos marcadores
tumorais s&do proteinas ou fragmentos de proteinas. Eles sdo produzidos pelo
préprio tumor ou pelo organismo como resposta a presenca do cancer (MILLER et
al., 1978).

E importante lembrar que na medicina humana quase nenhum
resultado de marcador tumoral isoladamente determina condutas no tratamento de
cancer. Sao utilizados outros testes e exames para explorar se ha outros fatores que

estejam causando alteragdes no nivel dos marcadores.

A maior parte dos marcadores tumorais € medida por um exame no
sangue ou na urina. Os médicos colhem uma pequena quantidade de sangue ou
urina e submetem a um exame especial de laboratério. Os testes medem a
quantidade dessas substancias (marcadores tumorais) encontradas na amostra.
Alguns marcadores tumorais sdo medidos diretamente de uma amostra do tumor
retirada durante a bidpsia. Esses marcadores tumorais dao informagdes aos
meédicos sobre o tumor e como ele podera reagir aos diferentes tipos de tratamento.

Os marcadores tumorais sao utilizados para auxiliar no:

a) Rastreamento do cancer: Alguns marcadores tumorais séao
utilizados para a triagem de pessoas com alto risco de
desenvolver um cancer. Eles agem como um “sinal de alerta”,
apontando aos meédicos que novos exames podem ser
necessarios. Esses marcadores tumorais podem auxiliar na
deteccdo do cancer em um estagio bem precoce, quando ha
melhor chance de cura;

b) Diagnéstico do céancer: Os marcadores tumorais nao sao
comumente utilizados para diagnosticar o cancer. O cancer
podera ser diagnosticado através de uma bidpsia. Entretanto, o
nivel do marcador tumoral na época do diagnostico podera

auxiliar o médico a prever a evolugao provavel da doenca,;
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c) Monitorizar o tratamento do céncer: Esse € o uso mais comum
dos marcadores tumorais. Os marcadores tumorais sao
regularmente dosados durante o tratamento com o objetivo de
avaliar se o mesmo esta funcionando. Isso € chamado de exame
seriado. Se o cancer estiver respondendo ao tratamento, os niveis
do marcador tumoral quase sempre diminuem. Se 0s niveis
aumentarem, isso podera ser um sinal de que o cancer nao esta
respondendo ao tratamento;

d) Detectar o reaparecimento do cancer: E outro uso comum dos
marcadores tumorais. Exames de seguimento realizados
regularmente podem ajudar o médico a detectar um possivel
retorno ou recorréncia do cancer antes do mesmo aparecer no
raio-X, na tomografia computadorizada ou no exame fisico.
Quanto mais rapido a recorréncia € detectada, mais facil e eficaz
sera seu tratamento (COONER,1993).

Alguns marcadores tumorais na medicina humana ainda encontram-
se em investigagdo, tais como o acido sialico LASA (acido sialico associado a
lipideos) mensurado no sangue. No inicio, parecia ser um marcador tumoral, uma
vez que um estudo demonstrou que seus niveis caiam apds cirurgia. Entretanto os

niveis de LASA também diminuem apdés a remogéao de polipos ndo-cancerosos.

Entretanto, na medicina veterinaria um dos trabalhos conduzido por
Singh et al. (1980) em 11 vacas, sendo 4 saudaveis e 7 hematuricas, houve
aumento de 35% e 50% nos niveis de mucoproteina e acido sialico séricos,
respectivamente, quando comparado em ambas categorias, isto pode ser reflexo da
reacao tecidual e da presenca de neoplasias. Makimura e Usui (1990) destacaram a
inter-relacéo entre o acido sialico e o aumento de neutrofilos em bovinos acometidos
por doengas inflamatérias. Manohar et al. (1993) comprovaram a elevada
significancia (P<0,01) entre o acido sialico total como também o ligado a lipidios com

o Carcinoma Etmoidal em Bovinos.

Portanto, cada vez mais pesquisas da medicina humana e veterinaria
envolvendo o acido sialico, convalidam este agucar como um marcador tumoral

confiavel.
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2 OBJETIVOS
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2.1 GERAL

Mensurar o marcador inflamatério e tumoral acido sialico no sangue
de bovinos da raga nelore criados no estado do Parana, visando o auxilio no
diagnostico precoce da hematuria enzodtica dos bovinos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Utilizagdo da técnica de espectrofotometria para determinacéo dos
valores médios do acido sialico no soro sanguineo de vacas,

novilhas e bezerras da raca nelore, clinicamente sadias;

e Determinar as concentracdes séricas do acido sialico em novilhas
sadias e comparar com os valores encontrados em novilhas
nascidas e criadas em propriedade endémica para hematuria

enzootica dos bovinos (HEB).
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RESUMO

Determinagio dos Valores do Acido Sialico no Sangue de Fémeas Sadias da
Raca Nelore Criadas no Norte do Parana

Marcos Coelho de Carvalho?®

Os marcadores tumorais e inflamatérios sdo substancias encontradas no sangue,
urina ou tecidos de pessoas e/ou animais com certos tipos de neoplasias ou
inflamagdes crénicas. Eles sado produzidos pelo préprio tumor ou pelo organismo
como resposta a inflamagcdo ou a presengca do cancer. A \utilizacdo de
biomarcadores, como o acido sialico, no diagndstico e no controle pds-operatoério de
neoplasias na espécie humana, ja vem sendo utilizada de forma rotineira ha anos.
Porém, esta tecnologia de diagndstico ainda esta pouco difundida na medicina
veterinaria em se tratando de animais de produgdo. Envolvidos em processos
bioldgicos fundamentais a manutengao da vida, os acidos sialicos (agucares de nove
carbonos) encontram-se na membrana celular, exercendo fungdes como:
mediadores na adesdo célula-célula, mediadores na comunicagao intercelular e
renovadores celulares, entre outras. Em um ensaio na década de 80, pesquisadores
demonstraram a alta correlagao entre a producdo excessiva de mucoproteina nos
animais com tumor de bexiga e o acido sialico. Outros destacaram a inter-relagéo
entre o acido sialico e o aumento de neutrdéfilos em bovinos acometidos por doencas
inflamatorias. Comprovaram também em elevada significancia a correlagéo entre o
acido sialico e o carcinoma etmoidal em bovinos. Pelo fato do acido sialico mostrar-
se significativamente aumentado em enfermidades como: Hematuria Enzod6tica dos
Bovinos, Tuberculose Crénica, Meningite Infecciosa, Leucose Bovina Infecciosa,
Reticuloperitonite Traumatica e Ceratoconjuntivite Infecciosa, realizou-se um ensaio
com o objetivo de mensurar o referido marcador inflamatério e verificar os valores
normais no sangue de fémeas sadias da raga nelore criadas no Norte do Parana.
Avaliou-se 20 bezerras, 19 novilhas e 20 vacas. A média do acido sialico em cada
grupo foi respectivamente 0,740 + 0,311 g/L, 0,611 + 0,225 g/L e 0,591 £ 0,236 g/L.
Os valores de acido sialico encontrados em bezerras nelore saudaveis foram
préximos aos descritos na literatura mundial. Porém nas vacas e nas novilhas sadias
obtiveram-se menores médias, sugerindo que nos nelores adultos sadios os niveis
do acido sialico sao inferiores, quando comparados a outras racas européias
leiteiras.

Palavras-chave: acido sialico, nelore, vaca, novilha, bezerra.

2 Mestrando do Curso de Ciéncia animal da Universidade Estadual de Londrina. Email:
coelhoecarvalho@hotmail.com
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ABSTRACT

Determination of Values of the Sialic Acid in the Blood Of Healthy Females of
Nelore Breed Raised in North Parana

The tumoral and inflammatory markers are substances found in the blood, urine or
tissues of people and/or animals with certain types of neoplastics or chronic
inflammations. They are produced by the tumoral cells, inflammatory process or to
the presence of the cancer itself. The use of biochemical markers as the sialic acid in
the diagnosis and the postoperative control of neoplastics in the human specie has
already been used as a routine for years. However, this diagnostic technology is
barely used in Veterinary clinical practice for cattle. Sialic acid (sugars from nine
carbons) has not only been involved to basic biochemical processes, energy storing
or structural component (chitin and cellulose), but also involved on cell adhesion
factors, mediators in intercellular communication, cellular renewers among others. In
an assay in the 80’s, researchers demonstrated a positive correlation between
excessive mucoprotein production in tumoral bladder of animals and sialic acid.
Others highlighted the interrelation between sialic acid and the neutrophil increase
due to ordinary inflammatory diseases in bovines. It was also proven a positive
correlation between the total sialic acid and ethmoidal carcinoma in bovines. Due to
its relevance on diseases as: Bovine Enzootic Hematuriae, Chronic Tuberculosis,
Infectious meningitis, Infectious Bovine leucosis, Traumatic Peritonitis and Infectious
Keratoconjunctivitis, an assay was carried out to standardize and determine the
normal values of sialic acid concentrations in blood of clinically health Nelore females
(20 calves, 19 heifers and 20 cows) raised in north Parana. The average blood sialic
acid concentrations of each group were respectively 0,740 £ 0,311 g/L; 0,611 £ 0,225
g/L and 0,591 £ 0,236 g/L. The values of sialic acid found in healthy Nelore heifers
were close to described ones in the world literature. However in the cows and in the
heifers medium minors were obtained, suggesting that in the healthy adult nelores
the levels of the sialic acid are mean, when compared to other Bos taurus breeds.

keywords: sialic acid, nelore, cow, calves, heifers.
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Introducgao

Marcadores tumorais e/ou inflamatérios sdo substancias encontradas
no sangue, urina ou tecidos dos animais com certo tipo de neoplasias. A maioria dos
marcadores tumorais s&o proteinas ou fragmentos de proteinas. Eles sao
produzidos pelo proprio tumor ou pelo organismo como resposta a inflamagao ou
presencga do cancer (MILLER et al., 1978).

A utilizacado de biomarcadores no diagndstico e no controle pds-
operatorio de neoplasias na espécie humana, ja vem sendo utilizada de forma
rotineira ha anos. Tem-se verificado também, um aumento crescente de publicacbes
dessa linha de pesquisa na medicina veterinaria de animais de companhia, porém,
esta tecnologia de diagndstico ainda esta pouco difundida para animais de
produgao.

Dentre os carboidratos presentes nos glicoconjugados de membrana
destacam-se os acidos sialicos, uma familia de carboidratos complexos de nove
carbonos, normalmente ligados a outros carboidratos por meio de ligagcdes
cetosidicas (KATOPODIS et al., 1982). Localizados nas posi¢cdes terminais de
glicoconjugados da superficie celular, os acidos sialicos estdo intimamente
envolvidos em processos bioldgicos fundamentais a manutengdo da vida, mas em
funcbes diferentes daquelas normalmente atribuidas a carboidratos como
armazenadores de energia (glicogénio e amido, por exemplo) ou como componentes
de blocos estruturais (quitina e celulose). Exemplos do envolvimento dos acidos
sialicos em processos biologicos incluem-se as fungbes de mediadores na adeséo
célula-célula, mediadores na comunicagao intercelular, renovadores celulares,
receptores para bactérias e virus, entre outras (WILSON; VON ITZSTEIN, 2003;
SEARS; WONG, 1999).

Tram et al. (1997) comprovaram que as maiores concentragdes de
acido sialico estao especialmente no cérebro humano e que a presenga deste acido
na alimentagao tem sido associada a um aumento de aprendizagem em neonatos.
Neste estudo os pesquisadores observaram que os niveis de acido sialico na saliva
de 18 criangcas amamentadas foram quase duas vezes mais elevados do que em 15

criangas alimentadas de outra forma sem ser lactea. Tram et al. (1997) concluiram
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gue a concentragdo mais alta de acido sialico no leite materno é a responsavel pela
maior concentracao nos fluidos e tecidos corpéreos das criangcas amamentadas.

Trabalho conduzido por Singh et al. (1980) demonstrou a
possibilidade de alta correlagdo entre a produgcdo excessiva de mucoproteina nos
animais com tumor de bexiga e o acido sialico. Makimura e Usui (1990) destacaram
a inter-relacdo entre o acido sialico e o aumento de neutréfilos em bovinos
acometidos por doengas inflamatérias. Manohar et al. (1993) comprovaram a
elevada significancia (P<0,01) entre o acido sidlico total como também ligado a
lipidios com o carcinoma etmoidal em bovinos, provando que o acido sialico € uma
substancia importante no processo inflamatério e no desenvolvimento tumoral.

Ensaios conduzidos por Citil et al. (2004) e Gunes et al. (2004)
comprovaram, respectivamente a evolugdo sérica do acido sialico como um
marcador inflamatério em bovinos com reticuloperitonite traumatica e os niveis do
mesmo com lesdes oculares em bezerros com ceratoconjuntivite infecciosa bovina.

Outro exemplo da presencga do acido sialico no processo inflamatério
€ o fato de que no local da inflamagao, a proteina selectina P, presente na superficie
das células endoteliais, interage com um residuo de acido sialico especifico das
glicoproteinas dos leucdcitos circulantes na corrente sanguinea. Esta interagéo
diminui a velocidade de difusdo dos leucdcitos, devido a adesao e a rolagem destes
ao longo do revestimento endotelial dos capilares, possibilitando dessa forma a
migragao dos leucécitos até o local da inflamagao para iniciar uma resposta imune
(SLEE et al., 2001).

Por essas e outras interagdes envolvendo o acido sialico, hoje o
aperfeicoamento de técnicas de mensuragao rapida desse agucar ganha campo na
medicina humana e avanga como adjuvante na medicina veterinaria.

Mensurar e adaptar a técnica de extragao do acido sialico dos soros
sanguineos dos bovinos criados no estado do Parana é um passo importante na
busca do diagndstico precoce tanto da hematuria enzoética dos bovinos (HEB),
como também de outras moléstias neoplasicas ou inflamatérias que acometem essa

e outras espécies de animais.
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Materiais e Métodos

Como suporte para a pesquisa de verificagao do nivel de acido sialico
no soro sanguineo de bovinos sadios, procedeu-se um ensaio laboratorial da técnica
para determinar o valor normal desse agucar. Os animais selecionados foram
fémeas da raca nelore, criadas a pasto na Fazenda Figueira, uma estagéo
experimental da ESALQ (Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz) localizada
no municipio de Londrina estado do Parana com altitude de 585 metros, Latitude de
23°19'11"S Longitude de 51°09'12"W (GUIA RODOVIARIO QUATRO RODAS,
2007).

A area total da propriedade é de 3686 hectares, sendo 2070 hectares
de pastagem. A pastagem predominante é Panicum maximum cv Colonido, porém
foram formadas novas areas com Panicum maximum cv Tanzénia e Panicum
maximum cv Mombaca, além de Brachiaria brizantha cv Marandu. Existem ainda
pastos antigos com grande participagao do Paspalum notatum (grama batatais).

A fazenda detinha no periodo do experimento um rebanho de 5576
cabecas, sendo que, 2115 eram matrizes. O controle sanitario da propriedade é
rigoroso, por ser uma instituicdo voltada a pesquisa, portanto os animais sao
vacinados anualmente contra febre aftosa e clostridiose, sendo as bezerras
vacinadas também contra brucelose. A vermifugagdo é feita uma vez ao ano no
gado adulto e trés vezes ao ano nos jovens.

Para a realizacdo do experimento, foram selecionadas fémeas nas
trés fases distintas do desenvolvimento da raga, para isso coletou-se sangue de 20
bezerras (5 a 7 meses de idade); 19 novilhas (15 a 24 meses de idade) e 20 vacas
(com mais que 36 meses de idade), todos os animais passaram por anamnese
clinica e apresentavam auséncia de febre, baixissima carga ectoparasitaria,
hidratados, com movimentos ruminais e fezes normais, além de peso e tamanho
adequados a sua idade.

O sangue para pesquisa do acido siadlico foi coletado da veia
coccigena, por meio de agulhas descartaveis e tubos Vacuntainer® (Becton
Dickinson, New Jersey, USA). Os tubos possuiam gel separador de soro e no
laboratorio foram centrifugados a 3000 rpm, por cinco minutos para obtengao

completa do soro.
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O armazenamento do soro foi feito em tubos ependorfs, que foram
alocados em freezer com temperatura proxima a —20° C até a analise.

A analise laboratorial do acido sidlico foi realizada através do método
do tiobarbiturico, descrito por Warren (1951).

A leitura para a quantificagdo do acido sialico foi feita pelo método de
espectrofotometria, e para isso foi utilizado o equipamento Espectronic Hélios o
Computadorizado Duplo Feixe Termoestatizado, pertencente ao Hospital
Universitario em Londrina-PR.

Os dados obtidos no experimento foram submetidos a andlise de
variancia e para comparacgao das médias foi realizado o teste de Tukey, determinou-
se também, o intervalo de confianga, utilizando-se para as analises o programa
SAEG (1998).

Discussao e Resultado

As médias, desvios-padréo e intervalos de confianga obtidos estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela1 - Meédias e desvios padrdes e intervalo de confianga do acido sialico
(g/L) em vacas, novilhas e bezerras da raga nelore clinicamente saudaveis

. . INTERVALO DE
CATEGORIA ANIMAL ACIDO SIALICO CONFIANCA A 95%
Vacas 0,591 * 0,236 0,485 - 0,696
Novilhas 0,611 £ 0,225 0,510 - 0,712
Bezerras 0,740 % 0,311 0,602 - 0,880
Média geral 0,648 + 0,265 0,579 - 0,717
COEFICIENTE DE VARIAGAO 40,22%

(P= 15.40%)

Os resultados encontrados na presente pesquisa demonstraram que
0 acido sialico apresenta-se em maior quantidade no soro dos bovinos jovens
quando comparado aos adultos. Conforme é observado, as bezerras apresentam
concentragdo media de acido sialico de 0,740 £ 0,311 g/L, um pouco superior a
média do acido sialico do soro das vacas que é de 0,591 £ 0,236 g/L. Quando
observamos os valores do acido sidlico das novilhas (categoria animal pubere)

encontramos a média de 0,611 £ 0,225 g/L, e a média geral das trés categorias
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0,648 + 0,265 g/L. Apesar dessa diferenca n&o ser significativa, atribui-se a ela os
fatores nutricional leite e crescimento. O leite, por ser um alimento rico em acido
sialico, e ao fator crescimento, pelo fato do acido sialico exercer papel importante no
desenvolvimento cerebral conforme demonstram pesquisas realizadas por Tram et
al., (1997).

Quando comparamos os valores encontrados em cada categoria da
presente pesquisa com os valores descritos na literatura mundial, verificamos que as
20 bezerras apresentam valor médio de acido sialico de 0,740 g/L, muito proximo ao
valor encontrado no estudo realizado por Gunes et al., (2004) que verificaram, em 12
bezerras sadias da raca Pardo Suigo, o valor médio de acido sialico total de 0,763
g/L.

Nas novilhas da raca nelore o valor médio mensurado do acido
sialico foi 0,611 g/L. Muito embora, na literatura pesquisada, ndo se encontrou
nenhum valor de referencia para efeito de comparacgao, entretanto, pelos critérios
desenvolvidos no presente ensaio, nossos resultados podem se caracterizar como
valores normais para essa categoria, servindo inclusive de base para outros ensaios
que por ventura possam surgir.

Nas vacas nelores clinicamente sadias obteve-se o valor médio de
0,591 g/L de acido sialico. Este valor foi inferior ao encontrado em dois artigos
publicados por Citil et al. (2004) e Singh et al. (1980), que utilizaram como base de
pesquisa animais clinicamente saudaveis, mas de racgas leiteiras, sendo os valores
respectivamente de 0,76 e 0,73 g/L de acido sialico.

Esse resultado abre margem para novas discussdes e hipoteses para
explicar a possivel diferengca da concentragédo sérica do acido sialico entre animais
da raca nelore, com aptidao para carne e animais bos taurus de aptidao leiteira.
Questionamentos surgem quanto as diferengas nutricionais existentes entre os
grupos de animais. Hipoteses também s&o levantadas quanto as possiveis variagdes
experimentais, existentes entre os trabalhos na mensuragdo do acido sialico, por
exemplo, os equipamentos ou reagentes utilizados. Porém a influencia genética
pode ser determinante, pela rusticidade e aptidao de produgao de carne do nelore.
Qualquer que seja o motivo tal diferenca merece ser desvendada com novas
pesquisas, caso 0 acido sialico venha mesmo mostrar-se eficiente no cumprimento

do propésito de marcador tumoral e/ou inflamatdrio.
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Esta perspectiva adquire maior margem para discussdo quando
observamos o resultado descrito no experimento de Manohar et al. (1993), que
encontrou o valor de 0,60 g/L de acido sidlico total no sangue de vacas zebuinas,
também clinicamente saudaveis criadas na india. Este valor é muito préximo ao
encontrado na presente pesquisa 0,591 g/L.

Para futuros esclarecimentos outras pesquisas poderdo ser
conduzidas, mas a principio o nelore adulto contém menores niveis de acido sialico
na corrente sanguinea que outras ragas, principalmente leiteiras, conforme base

comparativa descritas na literatura mundial.

Conclusao

As vacas adultas da raca nelore apresentaram valores de acido
sialico inferior aos das bezerras, apesar da diferenga n&o ser significativa.

O valor médio 0,648 g/L, obtidos neste estudo podera ser utilizado
como referéncia para futuros trabalhos envolvendo o acido sialico em bovinos da

raca nelore criados a pasto.
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RESUMO

Avaliagao Bioquimica do Acido Sialico como Biomarcador Tumoral em
Novilhas Criadas em Propriedade Endémica para Hematuria Enzoética dos
Bovinos

Marcos Coelho de Carvalho®

A Pteridium aquilinum (samambaia) € um dos vegetais toxicos mais preocupantes
em varios paises do mundo. No estado do Parana é uma das plantas toxicas que
causam grandes prejuizos a pecuaria, ocorrendo em 105 dos 399 municipios
existentes. Por essa razido, a ciéncia busca através das instituicbes de pesquisa,
encontrar meios para o controle epidemiolégico da intoxicagdo pela samambaia,
visando diagnosticar precocemente a forma clinica da hematuria enzootica dos
bovinos. Estudos realizados demonstraram a alta correlacdo entre a producgao
excessiva de mucoproteina pelos bovinos com hematuria enzodtica e o acido sialico,
comprovando que este acido atua como biomarcador tumoral associado ao processo
inflamatorio e ao desenvolvimento do carcinoma de bexiga. Baseado nessas
informagdes, coletou-se sangue e confrontou-se o nivel do acido sialico sérico de 19
novilhas da raca nelore clinicamente saudaveis, criadas em propriedade isenta de
samambaia e sem registro de caso clinico de hematuria enzodtica dos bovinos,
contra 29 novilhas nelore nascidas e criadas em propriedade endémica para
hematuria enzodtica dos bovinos, devido a elevada infestacdo de samambaia nas
pastagens. Na data da coleta, constatou-se que 2 das 29 novilhas apresentavam o
sinal clinico classico da enfermidade, pois apresentavam sangue na urina. A média
do acido sialico sérico do grupo controle foi igual a 0,611 £ 0,225 g/L, muito préximo
a média do grupo avaliado igual a 0,615 + 0,258 g/L. O resultado obtido na presente
pesquisa demonstrou que as diferengas entre as médias dos grupos n&o foram
significativas. Portanto, o acido sialico nao se demonstrou efetivo como biomarcador,
quando testado em novilhas que estao sofrendo intoxicagdo pela ingestdo continua
de samambaia, animais com predisposi¢ao ao desenvolvimento de tumor de bexiga.

Palavras-chave: Pteridium aquilinum, acido sialico, biomarcadores, bovinos.

3 Mestrando do curso de Ciéncia animal da Universidade Estadual de Londrina. Email:
coelhoecarvalho@hotmail.com
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ABSTRACT

Biochemical Evaluation of the Sialic Acid as a Tumoral Marker in Heifers
Raised in Endemic Property for Enzootic Hematuria of the Bovines

Pteridium aquilinum is one of the most concerning toxic vegetables in many countries
in the world. In Parana state it is one of the toxic plants that cause great damages to
the cattle raising, occurring in 105 of the 399 existing cities.Therefore, the science
aims, try to find ways for the epidemiological control of the bovines intoxication. Thus
being, look for ways to anticipate the diagnosis, mainly the clinical Enzootic
Hematuriae form of the Bovines. Researches demonstrated the high correlation
between the excessive production of mucoprotein by animals with Bovine Enzootic
Hematuria and the sialic acid, proving that this acid act like a biochemical marker
associated to the inflammatory process and bladder tumor development. Based in
this informations, was collected blood and compare the serum sialic acid of 19
heifers of the race nelore was confronted clinically healthy, against 29 heifers also of
the race nelore that was born and reared in endemic property for bovine enzootic
haematuriae, due to a high infestation of braken fern in pasture. In the collection
date, it was verified that 2 heifers of the 29 heifers presented the classic clinical sign
of the illness, because they were urinating blood. The average of the serum sialic
acid of the control group was equal to 0,611 + 0,225 g/L, very close the average of
the equal group to 0,615 + 0,258 g/L. The result obtained in the present research
demonstrates that were not significant the differences among the averages of the
groups. Therefore, the sialic acid was not demonstrated effective as biochemical
marker, when tested in heifers that are suffering continuous intoxication for the fern
ingestion, animals that can development a bladder tumor.

Keywords: Pteridium aquilinum, sialic acid, biochemical marker, bovine.
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Introducgao

A Pteridium aquilinum, popularmente conhecida por samambaia, €
um dos vegetais tdéxicos mais preocupantes em varios paises do mundo, incluindo o
Brasil. No Parana € uma das plantas toxicas que causam grandes prejuizos a
pecuaria bovina, ocorrendo em 105 municipios (POLACK, 1990), dos 399 existentes
(FERREIRA, 1996). Embora em algumas fazendas as pastagens sejam renovadas,
ainda assim a samambaia persiste, em propor¢des que variam de, no minimo brotos
quase imperceptiveis a estruturas herbaceas bem desenvolvidas (OLIVEIRA et al.,
1998).

Oliveira et al. (1998) em pesquisa requisitada por pecuaristas da
regido nordeste do Parana, verificaram pela anamnese, nos municipios de Santo
Antbnio da Platina, Ibaiti e Arapoti, que o problema de intoxicagcado pela planta era
mais frequente nos animais de primeira cria ou em vacas na faixa etaria de 4 a 5
anos. Os bovinos apresentavam urina com coloragao avermelhada, emagrecimento
progressivo e prostragdo, com quadro clinico irreversivel, culminando com possiveis
obitos.

Por essa razao, a ciéncia busca cada vez mais encontrar meios para
controle epidemioldgico, ja que em algumas localidades do Parana existe a
predilecado da planta, por solos pobres e acidos ou crescimento sem controle devido
a topografia ingreme e muitos pecuaristas utilizam essas areas com pastagem para
cria e recria de bovinos. Assim sendo, as instituicbes de pesquisa buscam meios
para o diagnostico precoce, sobretudo da Hematuria Enzootica dos Bovinos (HEB) e
os biomarcadores podem ser um importante instrumento de diagndstico nesse
processo.

A utilizacdo de biomarcadores no diagndstico e no controle pos-
operatorio de neoplasias na espécie humana, ja vem sendo utilizada de forma
rotineira ha anos. Tem-se verificado também, um aumento crescente de publicacdes
dessa linha de pesquisa na medicina veterinaria de animais de companhia, e
atualmente este método de diagnostico tumoral vem se difundindo na bovinocultura,
pela viabilidade econdmica dos exames.

Localizados nas posicbes terminais de  glicoconjugados
(glicoproteinas e glicolipidios) da superficie e da membrana celular, o acido sialico

esta intimamente envolvido em processos bioldgicos fundamentais a manutencéo da
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vida, mas em func¢des diferentes daquelas normalmente atribuidas a carboidratos,
como armazenadores de energia (glicogénio e amido, por exemplo) ou como
componentes de blocos estruturais (quitina e celulose). O envolvimento do acido
sialico inclui processos biolégicos, como por exemplo, as fungbes de mediadores na
adesdo ceélula-célula, mediadores na comunicagcdo intercelular, renovadores
celulares, receptores para bactérias e virus, entre outras. (WILSON; VON ITZSTEIN,
2003; SEARS; WONG, 1999).

Em 1951 Gottschalk isolou pela primeira vez o acido sialico mais
abundante nos eucariontes, o acido N-acetilneuraminico. Cerca de 50 tipos de acido
sialico ocorrem na natureza, diferindo entre si por variagdes de grau de substituicdo
e oxidagdo no esqueleto carbbnico, tem como molécula precursora a N-acetil-D-
manosamina ou simplesmente NanaNac (ANGATA; VARKI, 2002).

Na enfermidade HEB, as células tumorais produzem em sua
superficie quantidade razoavel de mucina (glicoproteinas), presente também no
interior da bexiga na forma de muco. Uma pesquisa conduzida por Singh et al.
(1980) demonstrou a correlagdo entre a produgdo excessiva de mucoproteina nos
animais com HEB e o acido sialico, comprovando que este pode ser considerado um
biomarcador para bovinos no processo neoplasico no tumor de bexiga.

Makimura e Usui (1990) destacaram a inter-relagcdo entre o acido
sialico e o0 aumento de neutréfilos em bovinos acometidos por doencgas inflamatérias.
Manohar et al. (1993) comprovaram em elevada significancia (P<0,01), a correlagao
entre o acido sialico e o carcinoma etmoidal em bovinos, provando que o acido
sialico € um carboidrato envolvido nos processos inflamatorios e no desenvolvimento
tumoral.

Ensaios conduzidos por Citil et al. (2004) e Gunes et al. (2004)
comprovaram, respectivamente, a evolugdo sérica do acido sialico como um
marcador inflamatério em bovinos com reticuloperitonite traumatica e o nivel do
mesmo com lesdes oculares em bezerros com ceratoconjuntivite infecciosa bovina.

Determinar as concentracdes séricas do acido sialico em novilhas
sujeitas a intoxicagdo pela samambaia e compara-las com o0s niveis normais de
acido sialico em novilhas sadias, é a fase inicial de uma pesquisa com
biomarcadores, que no futuro pode gerar rapidez e efetividade ao diagndstico

precoce da Hematuria Enzoética dos Bovinos (HEB).
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Material e Métodos

Como procedimento de pesquisa, para testar o acido sialico como um
provavel biomarcador tumoral, avaliou-se dois grupos distintos de fémeas da raga
Nelore. O grupo 1 (controle) composto de 19 novilhas clinicamente sadias. O grupo
2 (experimental) constituido de 29 novilhas nascidas em propriedade rural com
pastagens infestadas com a planta Pteridium aquilinum (samambaia) e endémica
para hematuria enzoédtica dos bovinos, sendo que na data da coleta de sangue,

verificou-se hematuria em duas fémeas desafiadas.

A fazenda do grupo 2 (experimental) localiza-se no municipio de Sao
Jerdbnimo da Serra — Parana, com altitude de 976 metros, Latitude de 23°43'06” S
Longitude de 50°43'48" W (Guia Rodoviario Quatro Rodas, 2007). Esta regido
registra durante décadas elevadas prevaléncias de casos clinicos de HEB, segundo
relato dos funcionarios da fazenda pesquisada, anualmente surgem na propriedade
cerca de 30 a 40 novos casos de HEB, 2 a 3 casos de carcinoma epidermoéide do
trato digestivo superior (CETDS), e nunca registrou-se caso de diatese hemorragica.
Na data de realizacdo do experimento o rebanho total era de 608 animais com uma
area total de 1769 hectares, porém somente 920 hectares estavam sendo utilizados
como area de pastagem. Aproximadamente 90% dos pastos sdo constituidos de
Brachiaria Brizanta, entremeados de samambaia, o terreno € acidentado e ingreme,
o que favorece o desenvolvimento da pteridium aquilinum, dificultando o seu controle
e a tecnificacdo do solo. Os animais eram suplementados no inverno com protéicos

a base de uréia e no verao recebiam sal mineral.

A outra propriedade, a fazenda Figueira a qual pertencia o grupo 1
(controle), € uma estagdo experimental da ESALQ (Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz) localizada no municipio de Londrina estado do Parana com altitude
de 585 metros, Latitude de 23°1911"S Longitude de 51°09'12"W (GUIA
RODOVIARIO QUATRO RODAS, 2007).

A area total da propriedade é de 3686 hectares, sendo 2070 hectares
de pastagem. A pastagem predominante € Panicum maximum cultivar Coloniao,
porém foram formadas novas areas com Panicum maximum cultivares Tanzania e
Mombaga, além de Brachiaria brizantha. Ainda existem pastos antigos com grande
participacdo do Paspalum notatum (grama batatais).



62

A fazenda detinha no periodo do experimento um rebanho de 5576
cabecas, sendo que, 2115 eram matrizes. O controle sanitario da propriedade é
rigoroso, por ser uma instituicdo voltada a pesquisa, portanto os animais sao
vacinados anualmente contra febre aftosa e clostridiose, sendo as bezerras
vacinadas também contra brucelose. A vermifugagdo € feita uma vez ao ano no
gado adulto e trés vezes ao ano nos jovens.

Para a realizacdo do experimento, foram selecionadas 19 novilhas
(15 a 24 meses de idade) todas elas passaram por anamnese clinica e
apresentavam auséncia de febre, baixissima carga ectoparasitaria, hidratados, com
movimentos ruminais e fezes normais, além de peso e tamanho adequados a sua
idade.

O sangue para pesquisa do acido siadlico foi coletado da veia
coccigena, por meio de agulhas descartaveis e tubos Vacuntainer® (Becton
Dickinson, New Jersey, USA) com gel separador, em alguns houve a necessidade
de centrifugar a 3000 rpm por cinco minutos para obtengédo do soro. Armazenou-se
os soros em tubos ependorfs, que foram alocados em freezer com temperatura
inferior a —=30° C, onde permaneceu até a data em que mensurou-se o acido sialico.

A analise laboratorial do acido sialico foi realizada através do método
do tiobarbiturico, descrito por Warren (1985).

A leitura para a quantificagao do acido sialico foi feita pelo método de
espectrofotometria, e para isso foi utilizado o equipamento Espectronic Hélios o
Computadorizado Duplo Feixe Termoestatizado pertencente ao Hospital

Universitario em Londrina-PR.

Analise Estatistica

Os dados obtidos no experimento foram submetidos a analise de
variancia e para comparag¢ao das médias foi realizado o teste de Tukey, utilizando-
se o programa SAEG (1998).
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Discussao e Resultado

Tabela 1 — Valores das médias e desvios padrdées da concentragao do acido sialico
em novilhas sadias, nascidas e criadas em propriedade sem ocorréncia
de HEB e novilhas criadas em propriedade endémica para HEB, da raca

nelore.
F. VARIACAO s?,gll_?é)o
Teste F NS
GRUPO CONTROLE 0,611 £ 0,225
GRUPO AVALIADO 0,615 + 0,258
MEDIA GERAL 0,613 + 0,243
COEFICIENTE DE VARIAGAO 40,03

NS = Nao significativo

A representacdo do acido sialico como biomarcador inflamatério e
tumoral é inquestionavel de acordo com os trabalhos conduzidos por Gunes et al.
(2004), Citil et al. (2004), Manohar et al. (1993), Makimura e Usui (1990). Porém o
resultado do experimento demonstrado na tabela 1, destaca que ndo foram
significativas as diferengas entre as médias dos grupos controle e experimental, na
tentativa de diagnéstico precoce para HEB. A média do acido sialico nas novilhas
nelore nascidas em propriedade onde ndo ha samambaia na pastagem e nem
registro clinico da enfermidade HEB, foi de 0,611 £ 0,225 g/L. O valor é muito
préximo ao encontrado nas novilhas nascidas e criadas em propriedade endémica
para HEB, com elevada infestacdo de samambaia, média igual a 0,615 + 0,258 g/L.
Cabe ressaltar que duas das vinte e nove novilhas examinadas ja estavam com sinal
clinico classico da hematuria enzodtica dos bovino, ou seja, apresentavam sangue
na urina na data de coleta do material biologico.

Ensaios e pesquisas que propiciam a antecipagado diagndstica de
enfermidades em animais de producao, sobretudo nos bovinos, é sempre desafiador
e necessario, bem como confrontar um grupo de animais sadios contra outro de
animais prestes a desenvolver tumores, como € o caso da proposta deste
experimento.

Mensurar o nivel do acido sialico sérico é a etapa inicial do estudo
em busca de um diagndstico precoce para hematuria enzodtica dos bovinos

utilizando biomarcadores tumorais e/ou inflamatérios. A mensuragao deste acido
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teve inicio na década de 80, como ferramenta de patologia clinica, através de
pesquisa conduzida por Singh et al (1980). Nesta ocasido estes pesquisadores
verificaram em 4 animais saudaveis e 7 hematuricos, o nivel da mucoproteina e do
acido sidlico com o objetivo de comparar valores entre animais saudaveis e
hematuricos. No exame post-mortem dos animais hematuricos foi relatada a
presenga de hemangioma, adenoma e adenocarcinoma na bexiga urinaria, além de
aumento entre 35% e 50% nos niveis de mucoproteina e acido sialico no sangue
destes animais, respectivamente, isto pode ser reflexo da reagao tecidual e da
presenca de neoplasias.

Nota-se pela literatura compulsada haver um hiato de tempo, com
inicio na década de 80 e com novas mensuragbes somente uma década apds. Isso
provavelmente é reflexo do alto custo operacional de analises laboratoriais, que ja
ndo representa fator limitante no atual século. A medida em que a ciéncia e a
tecnologia evoluem, é de se esperar que o custo analitico também seja mais

acessivel e possivel em novos desafios experimentais.

Conclusao

Nesta pesquisa o acido sialico ndo se demonstrou efetivo como
biomarcador, quando testado em novilhas nascidas e criadas em propriedade
endémica para hematuria enzodtica dos bovinos, algumas inclusive com o sinal

clinico da enfermidade.
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4 CONCLUSAO

As vacas e novilhas da raga nelore apresentaram valores de acido
sialico inferiores aos das bezerras, apesar da diferenga nao ser significativa.

O valor médio 0,648 g/L, obtidos neste estudo podera ser utilizado
como referéncia para futuros trabalhos envolvendo o acido sialico em bovinos da
raca nelore criados a pasto.

Nesta pesquisa o acido sidlico ndo se demonstrou efetivo como
biomarcador, quando testado em novilhas nascidas e criadas em propriedade
endémica para hematuria enzodtica dos bovinos, duas inclusive com o sinal clinico

da enfermidade.
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5 APENDICES

APENDICE: Protocolo da Técnica
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Analise laboratorial do acido sialico pelo método do tiobarbiturico
1 - Reagentes

e Padréo do acido N-acetilmuramico.

e Metaperiodato de sodio (0,2M) em acido fosférico 9M;

¢ Arsenito de sodio 10% em uma solucao de sulfato de sédio a 0,5M e 0,1 N
de sulfato de aménia NH,SO4 (volumes iguais);

o Acido Thiobarbittrico 0,6% em sulfato de sédio 0,5M;

2 - Metodologia para quantificagdo do Acido Sialico:

e Para a realizacdo das analises dos soros dos animais, inicialmente obteve-
se o pdrao colorimétrico, que seria equivalente ao valor da cor esperada
para o material analisado. Para isso teve-se que fazer uma curva de trés
pontos (minimo, médio e maximo) que ficou determinado entre 0,100 e 0,800
ul.

ePara a obtenc&o da curva diluiu-se o padrao (0,05 g %) ou seja 50 mg/100
mi

e Para fidelizar os resultados, pegou-se o soro dos animais e colocou-se em
banho Maria por 15 minutos para o descongelamento, em seguida
centrifugou-se o soro a 10.000 RPM por cinco minutos, para evitar os efeitos
de uma possivel hemalise.

e Em uma amostra contendo acima de 0,05 nmol e acido N-acetiimuramico em
um volume de 0,2 ml, foi adicionado 0,1 ml de solu¢do de Metaperiodato;

¢ Os tubos foram agitados e deixados a temperatura ambiente por 20 minutos;

¢ Acrescentou-se aos mesmos, 1 ml de solugéo de arsenito, agitando os tubos

até que a cor amarelo-marrom desaparega (nem sempre isso ocorreu);
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e Acrescentou-se 3 ml de solugdo de acido Thiobarbiturico, os tubos foram
agitados e colocados em banho de agua fervente por 15 minutos;

e Deixados para esfriar em banho de agua fria por 5 minutos;

eDurante o resfriamento, a cor vermelha pode enfraquecer e a solugao
frequentemente torna-se “enevoada”. Isso ndo afeta a leitura final;

eDesta solugédo, 3 ml foram transferidos a outro tubo que contém 3 ml de
ciclohexanona. Os tubos foram agitados no agitador por mais ou menos 20
segundos (para extragcéo) e centrifugados por 3 minutos em uma centrifuga
clinica.

¢ Retirou-se a fase organica (vermelho) e I1é-se em 549 nm

Uso padrao de acido sialico:

Fator -[ ] de acido sialico

D.O. 549 nm
N moles de ac. N-acetil muramico = fator X D.O. 549 nm
e Para evitar a interferéncia, por exemplo, dos lipidios insaturados, fez-se a
leitura em 532 nm e em 549 nm.
N moles de acido. N-acetil muramico é igual:

= fator 549 nm X D.O. 549 nm - fator 532 nm X D.O. 532 nm
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