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RESUMO GERAL

Pteridium ssp, pluma, feto, samambaia do campo ou simplesmamamsbaia,
como é conhecida popularmente, é uma planta técaq@maz de promover
diferentes quadros clinicos em diversas espéciemaa além de ser
considerada potencial fonte carcinogénica para meho. Este trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar os reais rist®snanifestacdes clinicas e
patolégicas em ratos alimentados com queijo fatloicom leite de vacas que
consumiam quantidades conhecidas de samanttaiad{um aquilinum). Desta
forma, utilizaram-se vacas saudaveis, que consunflamu 6g/kg/dia de
samambaia, para a coleta do leite e posterior paamuwe queijo que foi
adicionado (30%) a dieta de ratos por um perioddtedias. A auséncia de
manifestacdes clinicas, alteracdes hematologioasnérias evidenciam que o
consumo da planta nas doses fornecidas durantei@lpesstudado (29 e 36
dias) ndo foi suficiente para promover alteracfiBicas ou patologicas
detectaveis, nem sequer interferiram na producdeitdedas vacas. A adicao do
gueijo na dieta ndo diminuiu a palatabilidade dsioaque foi bem aceita pelos
ratos e nao interferiu no crescimento e ganho d® ps animais. Os ratos
tratados ndo apresentaram lesGes macroscopicasrgéss analisados, porém
apresentaram lesbes histopatoldégicas no estomatgstinos e bexiga, que
podem ser consideradas precursoras de neoplasiadieadoras da acéo
carcinogénica da samambaia.

Palavras-chave: Samamhadieoplasia. Leite. Ptaquilosideo. Carcinégenos.



GENERAL ABSTRACT

Pteridium ssp, plume, fern, bracken field or simply bracken,itais popularly
known, is a toxic plant capable of promoting diffier clinical conditions in
several animal species besides being consider@ihogenic potential source
for man. This study was carried out in order tceasshe risks associated with
clinical and pathological manifestations in ratd feith cheese made from milk
cows that consumed amounts known as bradReani dium aquilinum). Thus, it
was used healthy cows, consuming 2 or 6 g/kg/ddgraf for collection of milk
and subsequent production of cheese that was g@@é4) the rats diet for a
period of 176 days. The absence of clinical sigranatological and urinary
changes demonstrate that the consumption of tm jplahe doses given during
the study period (29 and 36 days) were not enougpromote clinical or
pathological changes detectable, not even intenfiettee cows’ milk production.
The addition of the cheese in the diet did not cedihe palatability of the feed
that was well accepted by rats and did not affeetgrowth and weight gain of
the animals. The treated rats showed no macrosdesions in the analyzed
organs but had histopathological lesions in thenath, intestines and bladder,
that can be considered precursors of neoplasia ilmidators of bracken
carcinogenic action.

Keywords: Bracken. Neoplasia. Milk. Ptaquilosider€nogens.
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1 INTRODUCAO

Pteridium ssp, popularmente conhecida como pluma, feto, samanduai
campo ou simplesmente samambaia, estd presenteaindantas propriedades
rurais do mundo e é considerada uma planta torigmriante, ndo s6 por ter
extensa distribuicdo, mas também pelos difereipes tle intoxicacdo que provoca
em diversas espécies animais. O ptaquilosideoatitdesomo o principio toxico
mais importante da planta, capaz de atuar comaentecancerigeno.

Para a cadeia produtiva dos alimentos de origemahrsdo grandes as
perdas resultantes da intoxicacdo por samambaiguesesultam em descarte
precoce dos bovinos, perda na producéo leiteira eator da carne, gastos em
assisténcia veterinaria e na aplicacdo de heri¢gleando o combate a planta é
realizado), além de degradacao das pastagens.

Estudos demonstraram que o ptaquilosideo é libenadeite de vacas
gue pastejam constantemente em areas onde a samastiapresente e que
mesmo apdés o0 processo de pasteurizacdo, parte mErenao leite. Existe
correlagdo positiva entre a maior prevaléncia de@agastrico no homem em
areas invadidas pela samambaia (ALONSO-AMELOT; AVEANO, 2002;
VILLALOBOS-SALAZAR, 1985).

A realizacdo de um estudo que contribua parareselaos reais perigos
gue a ingestdo de leite e/ou produtos lacteos,epientes de vacas que
consomem samambaia possam oferecer a salde éemainportancia, uma
vez que se sabe da correlacdo entre a doenca que oos animais com 0S
riscos a populacdo humana.

Obijetivou-se neste estudo avaliar as manifestagjeésas e patoldgicas
em ratos alimentados com queijo fabricado com Ipiteveniente de vacas
consumindo quantidade conhecida de samamBtgd dium aquilinum).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1Pteridium aquilinum

Pteridium aquilinum, planta vascular sem semente (pteridéfita), compde
grupo das samambaias que sdo consideradas umandasplantas mais bem
sucedidas do reino vegetal (CRUZ; BRACENSE, 2004).

2.1.1 Aspectos gerais e taxondmicos

Embora existam controvérsias, anteriormente iathgra familia
Polypodiaceae, a espédrteridium aquilinum, apresentando 2 subespécies e
diversas variedades (ALONSO-AMELOT, 1999), passquedencer a familia
Dennstaedtiaceae apds a realizacdo de estudoslémitanes; algumas de suas
variedades foram elevadas a condicdo de espé@asmihadas, a partir de
entdo,P. caudatum e P. arachnoideum (THOMSON, 2000, 2004, 2008, 2012),

conforme a classificacdo descrita abaixo.

Taxonomia antiga Taxonomia atual

Ordem: Filicale Ordem: Filicale

Familia: Polipodiace: Familia: Dennstaetiace
GéneroPteridium GéneroPteridium
Espécie:Pteridium aquilinum Espécie:Pteridium caudatum
Subespécie: aquilinu Pteridium arachnoideum

Subespécie: caudat
Variedade: arachnoideum

Variedade caudatum
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Em artigo de revisdo, Hojo-Souza, Carneiro e Saff040), afirmam
gue estudos apontam para consolidacao da noveoi@i@io género Pteridium,
e que alguns autores ja utilizam a nova nomeneat@onsiderando-se a
divergéncia no sistema de classificacdo, ao lornggsal revisdo adotou-se a
taxonomia mais antiga, conforme feito por Tokagtial. (2012).

Pteridium aquilinum é uma planta bem sucedida em termos adaptativos,
(RASMUSSEN, 2003)resistente as diversidades ambientais, que creste b
em solos acidos (FURLAN et al., 2014; RIBEIRO et aD13) e se dispersa
através de seus esporos que sado carreados peto (Yar®NSO-AMELOT;
AVENDANO, 2002). E uma planta invasiva e a Unicanitacdo a sua
distribuicdo sdo temperaturas extremamente friaASRISSEN, 2003).

Trata-se de uma planta perene, rizomatosa, cohadofjrandes que
formam touceiras e produzem grande quantidade @ladsisa (GAVA, 1994;
RIBEIRO et al., 2013). Normalmente, o rizoma e semgides formam uma
extensa rede com alta capacidade de rebrota e mstimdamente enterrados
no solo, o que permite alta resisténcia as queimm@eBNWICK, 1988). Com
isso se espalha rapidamente em pastagens, aregmaisae degradadas e é
favorecida pelo fogo e pela acidez do solo se twoaificil o seu controle
(DURAO et al., 1995; FURLAN et al., 2014; RIBEIR®a., 2013).

Sua presenca reduz a produtividade da terra, afegativamente a
biodiversidade (RIBEIRO et al., 2013) e pde emaiaceconomia da atividade
pecuaria (ALONSO-AMELOT, 1999) e a saude humanaQANISO-AMELOT;
AVENDANO, 2001, 2002).
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Figura 1 Pteridium aquilinum. A. Pastagem invadida pd?. aquilinum em
Ibituruna, Minas Gerais. B. Broto da planta

2.1.2 Ocorréncia daPteridium aquilinum no Brasil

Duas variedades deteridium aquilinum sdo encontradas no Brasil,
caudatum e arachnoideum sendo a Ultima a espécie de maior prevaléncia
(TOKARNIA et al.,, 2012). A variedade caudatuisi descrita no estado do
Amazonas e no norte do Mato Grosso (FURLAN etall4).

Pastagens invadidas pela samambaia do campo foegmtradas
praticamente em todos os estados brasileiros (TOWARt al., 2012), no Rio
de Janeiro (MARTINI-SANTOS et al.,, 2010), em SaalBa(TOKARNIA;
DOBREINER; CANELLA, 1967), no Rio Grande do Sul (@S et al., 2008),
no Parani (FALBO et al.,, 2005; MARCAL et al., 200hp Espirito Santo
(SILVA et al.,, 2009), em Santa Catarina (BORELLIatt 2008) e no Mato
Grosso (FURLAN et al.,, 2014; MENDES et al.,, 201Eyn Minas Gerais,
observaram-s®. aquilinum em diversos municipios: Alto Caparad, Araponga,
Arax4, Aiuruoca, Belo Horizonte, Boa Esperanca, &agicaia, Caratinga,
Catas Altas, Diamantina, Felicio dos Santos, Foomo&rdo Mogol,
Itamarandiba, Iltamonte, Joaquim Felicio, Marliéhlgva Lima, Ouro Preto,
Pocos de Caldas, Resplendor, Santa Maria do Satdana do Riacho, Santo
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Antbnio do Itambé, Sdo Gongalo do Rio Abaixo, S&oque de Minas,

Simonésia, Trés Marias, Turmalina e Vicosa (AS30B8).
2.1.3 Principios toxicos

A acao toxica da samambaRteridium aquilinum, vem sendo estudada
h& muito tempo através da inducdo de lesdes coms\eubstancias isoladas da
planta, dentre elas o acido chiquimico (EVANS, 19HERONO; FUSHIMI,
MATSUBARA, 1977), a quercitina (PAMUCKU et al., 1@8), os taninos
(PAMUCKU et al., 1980b) e o ptaquilosideo (GIL DAOSTA et al., 2012;
HIRONO et al., 1987; SHAHIN et al., 1998). Outranmipio toxico encontrado
naPteridium aquilinum é a tiaminase (MARTINI-SANTOS, 2010). No entanto,
conforme revisado (FRANCA; TOKARNIA; PEIXOTO, 200B800JO SOUZA;
CARNEIRO; SANTOS, 2010; RASMUSSEM, 2003) o ptagsitteo, €
considerado o principal agente toxico.

Isolado pela primeira vez, simultaneamente, pora\ét al. (1983) e por
Van Der Hoeven et al. (1983 citado por CRUZ; BRAGENCE, 2004, p. 9), 0
ptaquilosideo foi identificado como um glicosidemrsesquiterpeno, composto
amorfo, incolor, de férmula molecular,d8,,0s. Encontrado em todas as
estruras da samambaia, o 4pice do broto é a pene¢e da planta (consumida
pelos bovinos) que concentra a maior quantidadsedsmmposto. Smith, Lauren
e Prakash (1999) encontraram concentracBes de? #4511g/g de broto seco.
Sabe-se que a idade da planta (TOKARNIA et al.2p0d tipo de solo, o clima,
a geografia (ALONSO-AMELOQT, 1999), e a luminosid¢d8MITH; LAUREN;
PRAKASH, 1999) interferem na toxicidade da plarfmirante a primavera
(SMITH; LAUREN; PRAKASH, 1999) e em altitudes de QD4 a 1800m
(VILLALOBOS-SALAZAR; HERNANDEZ; MENESES, 1999) esta

concentracdo é maior.
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Figura 2 Concentracdo de ptaquilosideo nas diferentes paéesas da
planta (ug/g).

Fonte: Adaptado de Smi{ti1997)

O ptaquilosideo se mantém estdvel por mais de semana a
temperatura ambiente e por mais de seis mesesetaturas entre -20 e
0°C (YAMADA; OJIKA; KIGOSHI, 2007). E instavel emotucdo aquosa
na presenca de base, acido ou calor. Sob condédidas o ptaquilosideo
produz pterosina B direta e rapidamente, porém endicbes alcalinas é
formada uma dienona instavel que é potencialmerteimogénica e
mutagénica que pode sofrer aromatizacéo e libepaemsina B. A dienona
é considerada o verdadeiro composto indutor deiragénese (MATOBA
et al.,, 1987 apud CRUZ; BRACARENCE, 2004, p. 252ANMADA,;
OJIKA; KIGOSHI, 2007).
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Figura 3 Transformacédo do ptaquilosideo, em meio alcalime® acido.
Fonte: Yamada, Ojika e Kigoshi (2007) (modificado)

O ptaquilosideo atravessa as membranas celutares,nicleo é capaz
de associar-se as proteinas com terminais aminost®g) como o DNA
(ALONSO-AMELOT, AVENDANO, 2002) causando alteragdgsrmanentes
em genes que codificam a ativagdo de outros, out&uefuncdo reguladora
como, por exemplo, a regulacdo da apoptose e aesmfim de tumores
(SANTOS; BRASILEIRO FILHO; SILVA, 1992). Desse madgropicia a
formacéo e multiplicagdo de tecido tumoral, senolasilerado um verdadeiro
componente téxico (CRUZ; BRACARENSE, 2004).

2.2 Condicbes em que ocorre a intoxicacdo animal

Embora ndo seja palatavel (MARCAL, 1990), brotopages jovens da
samambaia sdo consumidos pelos animais em épocascdssez de alimento
(TOKARNIA et al.,, 2012), o que normalmente ocorits restacdes secas, apos
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gueimadas, geadas, rocadas (MARCAL et al., 20@t) eondi¢cdes de superlotacéo
do pasto (MARGCAL, 1990. Outros fatores como a @&fa de fibra na dieta, a
contaminacao do feno com a samambaia, 0 vicictiizag#io da planta como cama
(TOKARNIA et al., 2012), também levam os animaiisgiestao da planta inteira.

Surtos de intoxicacdo aguda por samambaia emsgerasporadicos, com
baixa taxa de morbidade, alta mortalidade (EVANSARS; HUGHES, 1954) e alta
letalidade (ANJOS et al., 2008), porém podem aBragandes propor¢des quando
associados a ocorréncias de geadas frequenterass@ARCAL et al., 2001), apds
rocadas (SANTOS et al., 2010) e em casos de stgufidode pastos. Esses fatores
tornaram as pastagens cultivadas muito baixas,refeeodo a procura pela
samambaia, que se mantém vicosa (MARCAL et al2)206@om grande quantidade
de massa verde (RIBEIRO et al., 2013).

2.3 Doencas em animais provocadas pelo consumcaRteridium aquilinum

O efeito toxico e/ou carcinogénico &e aquilinum varia em funcéo da
guantidade ingerida, do tempo de ingestdo da péadia espécie animal envolvida
(TOKARNIA et al., 2012). A intoxicacdo pode se nfiestar de forma aguda ou
crbnica apresentando diferentes quadros clinichHT¢h LAREN; PRAKASH,
1999). A forma aguda est& associada ao consumotds Ha planta em quantidades
superiores a 10g/kg/dia (10 a 30g/kg) durante @ANS; EVANS; HUGHES,
1954; TOKARNIA et al.,, 2012) e a forma cronica, gaigestdo de quantidades
inferiores a 10g/kg/dia durante um ou mais anoK@RNIA et al., 2012).

2.3.1 Intoxicacao natural

Em bovinos, onde nao ha predisposicdo por racM{LCU; PRICE;
BRYAN, 1976) ou sexo (HOPKINS, 1986), trés sindrers@o bem conhecidas:
Diatese hemorragica, Hematdria Enzodtica bovina aeci@omas do trato
digestivo superior. Além dessas, ocasionalmente, aerimas espécies sao
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observadas a ocorréncia da deficiéncia de tiaminmores intestinais e
degeneracao progressiva da retina (CRUZ; BRACARENIDE4).

2.3.1.1 Diatese hemorragica (DH)

E uma sindrome hemorragica aguda na qual o anapatsenta
sangramento espontaneo na pele e mucosas, muceinsdegto nas narinas
podendo ocorrer diarreia com sangue (TOKARNIA gt2012). Afeta animais
jovens e adultos, porém é mais frequente em anidwiaté 2 anos de idade.
(TOKARNIA; DOBEREINER; CANELLA, 1967; TOKARNIA et b 2012).
Os sinais clinicos aparecem cerca de 3 semana® api@s do consumo e até 8
semanas depois da Ultima ingestédo da planta (EVAN&NS, 1961; EVANS;
EVANS; HUGHES, 1954). O indice de letalidade namd@eé alto e esta
normalmente esta associada ao consumo da brotagdé g parte aérea mais
téxica da planta (TOKARNIA et al., 2012).

No Brasil surtos da doencga foram observados nizgl@s do Rio de
Janeiro (MARTINI-SANTOS et al, 2010), S&o Paulo,ind Gerais
(TOKARNIA; DOBEREINER; CANELLA, 1967), Parana (MARAL et al.,
2001, 2002), Rio Grande do Sul (ANJOS et al., 2B¥RROS et al., 1987), e
Mato Grosso (FURLAN et al., 2014).

Surtos de intoxicagdo aguda foram descritos redestio Parana com
morte de 25 bovinos no municipio de Reserva (MARG&Lal., 2001), 14
Obitos de bovinos da raca Aberdeen angus no mimiadde Ortigueira
(MARCAL et al., 2002).

Na cidade de Visconde de Maua, municipio do Ridaieiro, 12 de 15
bovinos morreram 7 meses apdés terem sido introdsizdh pastagem invadida
por samambaia, apos ra¢ada (MARTINI-SANTOS efall0).

No municipio de Unido do Sul, norte do Mato Grossonstatou-se
morte de 22 animais 40 dias apds um lote de bovimmshos, com idade entre
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um e dois, ser transferido para um piquete invadido Pteridium spp
(FURLAN et al., 2014).

2.3.1.2 Hematuria enzoética bovina (HEB)

A HEB é uma doenca de evolugdo crbnica, conhetciddém pelos
nomes de hematuria vesical bovina, cistite crémiemorragica, hematiria
essencial e hematuria vesical crénica (RAVE; SANCHEUQUE, 1978),
caracterizada pela perda de sangue na urina (hematizontinua ou
intermitente (FALBO et al.,, 2005), prostracdo, aiera emagrecimento
(TOKARNIA et al.,, 2012). A doenca €é determinada pprocessos
neoplasicos e/ou hiperplasicos da mucosa da bexjga, variam desde
alguns milimetros até varios centimetros de didmeintretanto em alguns
casos, a hematudria ndo esté relacionada com angeesie neoplasias e sim
as lesbes ndo neoplasicas como a ectasia de vasgsiseos (TOKARNIA
et al.,, 2012). O pH alcalino da urina de bovinoss (¢ 8,5) favorece a
formacdo de tumures por propiciar a transformacéopthquilosideo em
dienona (MATOBA et al., 1987 apud CRUZ; BRACARENCI04, p. 252).

Excluindo-se os casos determinados pela inges&iedidium spp, a
ocorréncia de tumores na bexiga em bovinos é BR®OBST; OLSON, 1963).

No Brasil € comum a ocorréncia de HEB, oriundos dstados do
Rio de Janeiro, Sao Paulo, Minas Gerais, Parar@riessSanto (PEIXOTO
et al., 2003; TOKARNIA; DOEREINER; CANELA, 1969),i® Grande do
Sul (SOUTO et al., 2006) e Mato Grosso (FURLAN let 2014).

2.3.1.3 Carcinomas das vias digestivas superiorés\(DS)

A formacéao de neoplasias na base da lingua, thgéardo es6fago e do
rimen pode ser induzida pela acdo dos carcinéggmeamambaia ou através
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da diminui¢do da resposta imunoldgica do animaitér@os virus causadores de
tumores conforme (SOUTO et al., 2006).

Essas neoplasias quase s6 acometem bovinos @endas avancada, a
partir de aproximadamente 5 a 8 anos de idade (TRNA et al., 2012), sua
evolucgéo é crbnica, variando de meses a variosdmogestao da planta). Parte
dos animais apresenta HEB e CVDS, simultaneamanté@s et al., 2008).

2.3.1.4 Tumores intestinais (TI)

Relatam-se que tumores intestinais foram obsesvetoovelhas mantidas
em areas infestadas pBr aquilinum na Inglatera, Nova Zelandia, Australia,
Islandia, Inglaterra e Escocia (FRANCA; TOKARNIAKOTO, 2002).

2.3.1.5 Deficiéncia de tiamina (DT)

Em revisdo, Franca, Tokarnia e Peixoto (2002) &aminencionam a
existéncia da tiaminase na planta, que é muiteseptativa em termos toxicos
aos equinos e determina o desenvolvimento de umrgureuroldgico, contudo

a intoxicacao raramente ocorre de forma natural.
2.3.1.6 Degeneracao progressiva da retina (DPR)

A assim chamada bfight blindness’ (cegueira brilhante), uma
enfermidade que afeta ovinos principalmente naBBefianha, é determinada
pela ingestédo dB. aquilinum. A doenca ocorre, sobretudo em animais de 3 a 4
anos de idade, sendo raramente vista antes doss2denidade. A cegueira é
bilateral e permanente, a pupila responde fraca@hiz e o animal adota uma
atitude alerta (FRANCA; TOKARNIA; PEIXOTO, 2002).
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2.3.2 Intoxicacdo experimental

Experimentalmente, quadros patolégicos tém sidompwidos em
bovinos (ANJOS et. al., 2009), equinos (MARTINI-SAQIS, 2010), ovinos
(TOKARNIA et al., 2012), ratos (CRUZ et al., 2006amundongos, cobaias e
codornas (TOKARNIA et al., 2012).

2.3.2.1 Animais de producéo

O potencial téxico da samambaiR. (aquilinum) para animais de
producdo foi testado e confirmado, por diversosqpieadores, através da
administracdo de diferentes doses da planta fresdasidratada (FRANCA,;
TOARNIA; PEIXOTO, 2002; MARCAL, 2003; MARTINI-SANTG@, 2010).

2.3.2.1.1 Bovinos

Os aspectos da intoxicacéo induzida pela ingest&mambaia em bovinos
foram revisados (ANJOS et al., 2008, 2009; CRURABARENCE, 2004;
FRANCA; TOKARNIA; PEIXOTO, 2002; MARCAL, 2003; VETE, 2009).

Conforme revisado por Franca, Tokarnia e Peixd@002) cinco
bovinos, de idades variadas foram alimentados d®maquilinum por
Rosenberger e Heeschen (1960) e todos os animsésasveram hematuria
entre 12 e 15 meses apds o inicio do experimeaténpquatro deles morreram
de DH, entdo Rosenberger (1965) realizou outrosrérentos com mais quatro
bovinos e durante o estudo, a administracdo ddgpfanreduzida ou suspensa
periodicamente. Trés bovinos de 2 anos consumiiarachente cerca de 2 kg
de feno de samambaia e uma vaca jovem recebeu atige 0,5kg/dia a
1,5kg/dia com periodos de suspenséo. Os trés memmecaram a apresentar
hematuria a partir de 8 meses e meio de ingest@pesar da reducao da dose ,
os trés animais morreram de DH. A vaca apreserdmahiria nove meses apos
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0 inicio da ingestdo quando foi suspenso o fornewgion da planta. Mesmo
assim o animal permaneceu apresentando hematteianitente por mais 22
meses quando foi detectado tumor na bexiga.

Sinais clinicos de intoxicacdo aguda p&x aquilinum foram
reproduzidos em bovinos com a administracdo dd 8gde samambaia fresca
por um periodo de 3 meses (WANG et al., 1984 aftiBR, 2009, p. 1880), e
guando o peso da planta ingerida atingiu a propodg 47 a 63% do peso
corporal em um periodo de 53 a 58 dias (ANJOS. €2@09),

Pamukcu, Erturk e Yalginer (1978) promoveram twsopélvicos,

vesicais e intestinais em vacas que receberam tig/kgmambaia por 2 anos
2.3.2.1.2 Equinos

A toxicidade da samambaia foi testada também armes, Fernandes
(1990), promoveu intoxicacdo em equinos com a adtragdo de 10g/kg de
samambaia seca por um periodo de 108 a 106 diaginiviBantos (2010)
promoveu quadro clinico neurolégico em equinos amministracdo de 50 e
75% de samambaia seca na dieta.

2.3.2.1.3 Ovinos

Durante 8 meses dois ovinos foram alimentados ‘tualiets’ de P.
aquilinum, um apresentou adenocarcinoma colon espiral, catdstases no
figado, ap6s 2 anos e 8 meses do inicio da ing€s¥ANS, 1968). Sintomas
de DH foram reproduzidos em ovelhas alimentadasa@manta fresca (64 e 66
dias) ou dessecada (16, 33 e 70 dias); febre, salispneia e descarga nasal
foram os sintomas observados em ovelha que redalméo de P. aquilinum
seco, durante 45 meses. Os achados de necropsia @sado quadro
hemorragico classico (FRANCA; TOARNIA; PEIXOTO, Z)0
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2.3.2.2 Animais de laboratoério

A toxicidade da samambaia foi comprovada apdsotarsento do
ptaquilosideo (EVANS; MANSON, 1965) e ensaios kgidds realizados ao
longo do tempo, demonstram que o orgdo alvo pam@nogenicidade depende
da via de administracdo, da dose aplicada, do tengpoexposi¢cdo ao
carcindbgeno e da espécie animal envolvida (TOKARMAal.,, 2012). O
potencial carcinogénico da planta foi testado @&sada administracdo por via
oral (planta fresca, planta desidratada, agua merte do broto, extrato aquoso
da planta, leite cru e em pd proveniente de vaoestds), intravenosa (dose
baixa de ptaquilosideo), e intraperitoneal (ptapideo) (Quadro 1).



Quadro 1 Relacgéo de estudos sobre a a¢éo carcinogénicaragardaial. aquilinum) em ratos e camundongos

Referéncia Animal Via Fonte Dose Duracio Resultado
;Ei\;?aél;)e Manson Ratos Oral P aguilinum 1/3 da dieta 64 dias Adenocarcinoma de ileo
Pnfrmgcgagmm Ratos Oral P aguilinum 1/3 da dieta 8 meses Adenocarcinoma de intestino
Pamukcu e Price o . n Tumores intestinais e neoplasia
(1969) Ratos Oral P aguilinum 1/3 da dieta 29 semanas de bexiga
Hirono et al. P aguilinum o . Pélipos adenomatosos e
(1970) Ratos Oral (planta seca) 33% da dieta 4 meses sarcoma de ileo
Hirono et al P aguilinum apbs Adeqon}ae sarcoma deileo
Pt Ratos Oral ) NE! 4 e 9meses | com incidéncia mencor no grupo
(1972) fervura e natural - o
P. aquilinum tratada

Yasuda, Eitary P. aguilinum incgzﬂll;ss;zz:l;{c:f??aﬁtade
e Nishimura Camundongos | Oral X 33% da dieta NE orapel o

(planta seca) ossificagionos embrides de
(1974) st

grividas.
Pamukcu, Erturk 1..e1te (.fresclo ¢ po) de L?lte frelssco 6.3 ¢ N Tumor intestinal, renal, pélvico
: vacasingerindo 1gde 75 ml /dia e leite de 10 . ,

e Yalciner Camundongos | Oral i N e e vesical, isolados ou em

P. agquilinum kg de empolia meses o
(1978) T - . combinagio.

pv/dia 20g/rato/dia
Hizons. Hosaa, Ratos Oral Broto de P. aquilmum 33% da dieta 4 meses Tumor de ileo
e Kuhara (1982) (seca)

! Trabalho original ndo consultado

o€
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Sionostal. Ratos Oral Broto de P aquilinum 33% da dieta 8 meses Tumor de mama
(1983) (seco) i
1 2
E[-“lg';'%“rg gal Ratos QOral Broto de P. gquilinum | 30% da dieta gliisi- €200 Nodulos hiperplasicos no figado
Santos, Hojo & Broto de P. gguilinum o . .
Brasileiro (1986) Ratos Oral (desidratado) 33%nadieta 9 semanas | Neoplasiaileo
Hirono etal. Ptaquilosideo 0,027g/0,08%da | , . .
m(wg?) RATOS Oral purificado dicta 210 dias Tumor de ileo e bexiga
Santos, Broto de P. aguili Ad i
Brasileiro Filho | Ratos Oral roto de & aguitiiin | 5o, da dieta 70 semanas | ~FROSACHICIAS, sarcomas &
. (desidratado) adenomasnoileg
e Hojo. (1987}
Villalobos- 1 Broto de P aguilinim I-33% da dieta . B
Salazar, 2 Leite de vacas - Adenocarcinomamamario e
Camundongos | Oral . 52 semanas
Meneses e alimentadas com P. s adenoma pulmenar (1 e 2)
o II- NR*
Pashov (1990) aguilinum
Santos, Acua de fervurad
Brasileiro Filho | Ratos Oral gua de fervira do ad libitun 54 dias Tumor vesical e de fleo
o broto T —
e Silva (1992)
Shahin et al. Ratos Endovenosa Ptaquilosideo ativado 3mgporsemana | 10 semanas | Adutos de DNA e tumores de
(1998) (NaQH) glindula mamaria e ileo.

Aumento nonivel de monbdcitos
e concomitante aumento do
nivel de TNFa

1 N&o relatado

T€
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al. (2012)

tampdo fosfato salino
(PBS) pHS5 7.4

Degeneragio hidrdpica renal,
Tuz etal. xtrato aquoso do broto L - necrose e atrofia vilosidade
Cruz et al Rat Oral E quosodo b d libitu 1 fia vilosidad
(2005) atos T de P. aguilinum qg uouum 2 MESES | intestinal, neofommagio
polipoide e adenocarcinoma
1. Broto P. aquilinum Hiperlasia. adenomsa
Frei al seco e triturada 1. 10% naragdo s dp Tplasia. d
reitas etal. Pty o 5 7 15a24 adenocaranoma e carcncma de
Ratos Oral 2. Aguadecocgioda | 2.ad libitum : .
(2002) : bai - = meses ileo e bexiga; papiloma de
;a.ma.m d1a como umea bexiga (em ambos os grupos}
onte
Infiltrado inflamatério
linfoplasmocitirio discreto no
Egertetal Ratos Oral Leite cru vaca com NR 60e 90 duodeno, hiperplasia do GALT,
(2011) Hematiria dias projegdes papiliformes na
mMUCosa € um carcinoma
de células escamosas
Gil da Costa et ﬁ‘taq{.lih:siéileoailig;ado Baixo grau de displasia urotelial
1 da L0s1a gf Camundongos | Intraperitoneal a pranta disseivido em 0.5mg 15 semanas | (60%) e alto grau de displasia

urotelial zonal (20%)

A
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2.4 Riscos para a saude humana

Existem indicac6es de que a toxicidadeRdaaquilinum também seja
responsavel por induzir a formacdo de tumores eas dmimanos. Sao citados
trés modos provaveis de exposi¢cdo humana ao porzdpcinogénico da planta,
a ingestao direta da planta, contato fisico coresperos (inalagédo ou ingestdo
da agua) e ingestdo de produtos provenientes deasnicontaminados
(ALONSO-AMELOT; AVENDANO, 2001, 2002; POTTER; BAIR2000
VILLALOBOS-SALAZAR, 1985).

Ingestdo direta

— e

.-d'"'-f
/ e

/ Leite, carne
e g

\
i
1} I|

£ || i || W

Consumo
indireto

Figura4 Rotas da exposi¢ao ao(s) principio(s) toxico(dp.dauilinum
Fonte: Gil da Costa et al. (2012) (modificado)
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2.4.1 Consumo direto da planta

Pteridium sppé consumido, em quantidades significativas, emnadgu
partes do mundo, como Estados Unidos, Canadéa, C8iharia (FENWICK
1988), na Nova Zelandia, Dinamarca (RASMUSSEN, 2@08 algumas areas
da Gréa-Bretanha (EVANS, 1979), no Brasil (CRUZ; BRXRENCE, 2004,
SANTOS; BRASLEIRO FILHO; HOJO, 1987) e principalneenno Japéo
(ALONSO-AMELOT; AVENDANO, 2002; HIRONO et al., 19701972;
PAMUKCU; PRICE, 1969) onde se consome brotoRdeaquilinum cozido
(prato nacional conhecido por “warabi”). No Brasikjste o habito de consumo
de brotos de samambaia em populacdes orientaislaidecde Sao Paulo e norte
do Parana. Populac8es ndo orientais também consanteoto nas regides de
Minas Gerais (MARLIE'RE et al., 2000; SANTOS; BRASRO FILHO;
HOJO, 1987) e Espirito Santo (EGERT et al., 2011).

Recouso et al. (2003) demonstraram que ha aunsagmdicativo dos
niveis de anormalidades cromossdmicas nos lin®aitculantes de pessoas
que consumiam brotos ou folhas jovens de samamiiRizridium
arachnoideum).

Apesar da instabilidade do ptaquilosideo, mesnis &rvura, o broto
de samambaia ainda conserva parte do seu poteadiahiogénico (HIRONO et
al., 1970, 1972).

O ptaquilosideo ingerido pelo homem pode ser dizgla no estdbmago
pelo suco gastrico e parte desse principio pasaetanpara o intestino, podendo
ser absorvido e consequentemente propiciando ondasamento de cancer a
longo prazo (ALONSO-AMELOT, 1999).
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Figura5 Broto de samambaia. A. Broto “in natura” vendem feira livre
para consumo humano. B. Prato produzido com bretsathambaia
cozido, conhecido como warabi

Fonte: A. BROTO... (2014)

B. WARABI...(2014)

2.4.2 Contato fisico com esporos e ingestao de agwataminada

Estudos sugerem que a inalacdo de esporos da sammambuz a
carcinogénese (RASMUSSEM, 2003). Células de culforam tratadas com
extrato de esporos da planta, e apés 2 horas dssiedip apresentaram quebra
no DNA; segundo os pesquisadores esse resultadtrarmdaramente que o
extrato de esporos da samambaia pode causar ldsdo&NA em células
humanagn vitro (SIMAN et al., 2000).

A ingestdo do principio toxico também pode ocomer meio do
consumo de agua de reservatorios localizados eas anaito invadidas pde.
aquilinum, fato demonstrado pela contaminacdo da agua eoldoapOs as
chuvas. (RASMUSEM, 2003; RASMUSEM; HANSEN; LAURERDO5).

Engel et al. ( 2007) concluiram que o ptaquilosid&o é toxico para os
microrganismos no solo e se degrada, mas afirma aqueaquilosideo é
altamente moével no solo e pode escapar a degradagémbiana e

consequentemente contaminar a agua subterranedelarapés chuvas fortes.
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2.4.3 Consumo de produtos provenientes de animaisrdaminados

Estima-se que 8,6% do total de ptaquilosideo idgepelos bovinos
durante um periodo de 5 dias sdo eliminados ne dkitante 0 mesmo periodo
de tempo (ALONSO-AMELOT et al.,, 1998) e que atradés processo de
pasteurizacdo do leite ocorre diminuicdo de 50 &b 7%a presenca do
ptaquilosideo, mas isso ndo o torna menos toxisocansumidores, ja que ha
um acumulo do principio téxico no organismo (RASMRED, 2003).

ALONSO-AMELOT et al, 1996, demonstrando que oselies que
mamam o leite de vacas intoxicadas fecham o cildagnca e continuardo a ser
doentes; Francesco et al. (2011) detectou a peesEnptaquilosideo em 9 de 29
amostras de leite (vaca, jumenta, éguas, ovellzdra)canalisadas e Fletcher et al.
(2011) detectaram residuo do glicosideo em teclddsovinos que se alimentaram
com samambaia e levantaram preocupac¢fes com adsmictnsumidores.

Outros pesquisadores recomendam que se evite songonda carne de
animais que pastejam em areas muito infestadaandnibaia, como prevencao da
saude human@OTTER; BAIRD, 2000; WILSON; DONALDSON; SEPAI, 1998

2.4.4 Evidéncias epidemioldgicas

Existe uma correlacdo positiva entre a ingestdoleite de vacas
contaminado pelo ptaquilosideo e a maior incidédeitumor esofagico e gastrico
no homem (ALONSO-AMELOT et al., 1996) e mencionats@a possivel
associacdo entre P. aquilinum e a alta incidérctardores de bexiga em humanos
na Irflanda (FRANCA; TOKARNIA; PEIXOTO, 2000). Emeas invadidas pela
samambaia a alta incidéncia de neoplasias ocooeap@nas na populacdo que
consome a planta, mas também naquelas que apesgo deonsumirem, estdo

expostas a ela por longo periodo de tempo (RASMUS2E03).
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Villalobos-Salazar (1985), em um estudo feito rst& Rica relataram
um aumento de duas a trés vezes a presenca deocaacgastrico em criangas
alimentadas com leite bovino de regido endémicsadembaia.

Alonso-Amelot e Avendand (2001) estabeleceram x@meentre o
maior indice de cancer gastrico, 0 consumo de [ibweniente de vacas que
pastejam em areas infestadas pela samambaia endegnémero de casos de
HEB em uma regido da Venezuela. A presenca de Rilidgm no pasto
representa um risco no desenvolvimento de aderinoara gastrico para
pessoas que viveram nesses locais por mais deo20oanque foram expostas
durante a infancia (ALONSO-AMELOT; AVENDANO, 2002).

Na regido de Ouro Preto (MG) a incidéncia de cadeeestbmago é
3,63% maior entre a populacdo que consome o bratsathambaia cozido
(MARLIE'RE et al., 2000; SANTOS; BRASILEIRO FILHGBILVA, 1992).
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AVALIACAO CLINICOPATOLOGICA DE VACAS EM LACTACAO
APOS INGESTAO DE DOSES SUBTOXICAS DEPTERIDIUM
AQUILINUM

Tania Maria Pereira Alvarenga, Anaise Emanuele Resgle, Mary Suzan
Varaschin, Djeison Lutier Raymundo, Flademir Wouters & Josilene
Nascimento Seixas

RESUMO

Pteridium aquilinum é uma planta toxica de grande interesse pecuario,
encontrada em praticamente todos os estados n@sil@em efeito téxico
variavel e dependente da quantidade e tempo destéiigeNeste trabalho
objetivou-se avaliar as possiveis manifestacdegal e patologicas, alteracdes
laboratoriais e a producdo de leite de vacas qusucoiram na dieta doses
subtoxicas de samambaia. Duas vacas em lactacam fsubmetidas ao
consumo de samambaia seca na dose de 2g/kg/disteriprmente 6g/kg/dia
(doses correspondentes a plantaatura). O estado geral das vacas, bem como
fezes, urina e producédo de leite foram avaliadesathente; foram realizados
periodicamente exame clinico, avaliacdo hematadogiarinalise. Na ocasido
do abate foi realizada avaliacdo macroscoépica dyioé e tecidos e colheita de
amostras para andlise histopatoldgica. A quantidielanta ingerida pelas
vacas correspondeu a 11,14% e 9,82% em relacaesaccprporal dos animais.
A auséncia de manifestacdes clinicas e de altesdg@matoldgicas, urinarias e
anatomohistopatoldgicas evidenciam que 0 consumopldata nas doses
fornecidas (2g/kg e 6g/kg de peso vivo/dia) duranperiodo estudado (29 e 36
dias) ndo foi suficiente para promover alteracObsicas ou patolégicas
detectaveis, nem sequer interferiram na producaeitde

Palavras-chave: samambaia, intoxicacao subclib@ano.
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CLINICOPATHOLOGICAL EVALUATION OF LACTATING COWS
AFTER INTAKE OF SUBTOXIC DOSES OF
PTERIDIUM AQUILINUM

ABSTRACT

Pteridium aquilinum is a toxic plant, of great interest for livestoitkis found in
virtually all Brazilian states. It has a variabtit effect and it depends on the
amount and the time of ingestion. The aim of thiglg was to evaluate the
possible clinical and pathological manifestatioladoratory abnormalities and
milk production of cows that were fed with a diétsobtoxic doses of bracken
fern. Two lactating cows were submitted to consumed daghen fern at a dose
of 2g/kg/day and then 6g/kg/day (doses correspgntbinthe plant in natura).
The general condition of the cows, as well as faegene and milk production,
were evaluated daily. Clinical examinations, henogfical evaluation and
urinalysis were carried out periodically. Duringusfjhter was the macroscopic
evaluation of the organs and tissues and the sagnfitir histopathological
analysis were carried out. The amount of plant steg by the cows were
11.14% and 9.82% related to the animal’s weighte Hibsence of clinical
manifestations and hematological, urinary and anetg@athological changes
show that the consumption of plant in doses giverg/kg and 6g/kg body
weight) during the study period (29 and 36 daysjewet sufficient to promote
detectable clinical- pathological changes, evenrfaeted in the production of
milk.

Keywords: bracken fern, subclinical poisoning, Imavi



52

1 INTRODUCAO

Pteridium aquilinum (“samambaia”, “samambaia do campo”, “pluma”
ou “feto”) € uma planta téxica de grande interegseuario, encontrada em
praticamente todos os Estados brasileiros. E essist as diversidades
ambientais e invade as pastagénsom producdo de grande quantidade de

biomassa >3**

Entre as substancias toxicas presentes na plesti o
ptaquilosideo, um agente carcinogénico encontradonaiores concentracdes
no broto®’. Embora néo seja palatavel, em épocas de esamssdimento, por
vicio ou como contaminante na silagem, a plantansumida pelos bovinos,
promovendo quadros clinicopatologicos variaveipethelendo da quantidade
ingerida e do tempo de ingesta®iatese hemorragica é a forma aguda da
intoxicacéo™® e a ocorréncia de neoplasidss vias digestivas superiores e na
bexiga (esta ultima doenca conhecida como hematadadtica bovina) sdo as
formas cronicas”.

No presente estudo objetivou-se avaliar a produlfdna de leite, o
peso corporal e as possiveis manifestacdes claticlfigicas em vacas que
consumiranP. aquilinum em doses subtoxicas (2 e 6 g/kg/dia) por um period
de 29 e 36 dias.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta e secagem da samambaia

Brotos e folhas jovens de samambdi dquilinum) foram coletados
manualmente em setembro de 2012, em uma propriededeno municipio de
Ibituruna — MG, na qual havia grande quantidadesat®ambaia e histérico de
bovinos que tiveram sinais clinicos compativeis osrda intoxicagdo. No mesmo dia
da coleta a planta foi levada para um galpao, @ideeca a sombra por sete dias.
Durante esse periodo o material foi revolvido urea por dia para se obter uma
secagem homogénea. Apds esse processo, a plantideturada e estocada em
sacos de pano em ambiente fresco e ao abrigo dalarz Das partes coletadas foi
retirada uma amostra para determinacdo do teomittade da samambaia antes e

apos a secagem.
2.2 Animais

O experimento foi conduzido no Departamento deidited Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) e o protodEocestudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da UFLA (processo n° 51/10). Fartiimadas duas vacas, mantidas
em propriedades livres da samambaia, sendo o bdvinmestica, com idade
aproximada de 5 anos, 416kg de peso vivo, no 4Uméxtacdo e producdo média
de 5 litros de leite/dia, e o bovino 2, uma ¥ sar@iolanda, com idade aproximada
de 4 anos, 440kg de peso, no 3° més de lactag@mlecfio média de 12 litros de
leite/dia.

2.3 Manejo e dieta experimental

Os bovinos foram mantidos em um piquete com aredden?, cercado de

tela, com capimBrachiaria sp.), recebendo agua e sal minallibitum. Apds
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adaptacao de sete dias (em que a samambaia baegjdido introduzida na dieta em
guantidades menores), as vacas foram manejadageatatias de forma semelhante a
habitual das propriedades de origem, com silagemiltle e concentrado proteico,
fornecidos duas vezes ao dia durante os periodasieeha (6h30min e 15h30min).
A samambaia seca era fornecida misturada ao ceederdurante a 12 ordenha, em
guantidades e por periodos de ingestéo variadoamFamministrados 2g/kg de peso
vivo/dia durante 17 dias para o bovino 1 e 10 jpa 0 bovino 2, e posteriormente,
6g/kg de peso vivo/dia por 11 dias para ambosposgne o periodo total de ingestéo
da planta foi de 36 dias para o bovino 1 e 29pdiess 0 bovino 2.

2.4 Avaliacgao clinicopatolégica

Diariamente foi feita avaliacdo da producdo de,lei condicao fisica geral e
aspecto da urina e das fezes. As vacas foram pesaiaa dez dias para calculo e
ajuste da dose de samambaia. Foram realizados elfaic® avaliagdo hematologica
e urindlise no 2° dia do periodo de adaptacéorimeipo dia de ingestdo das dietas
experimentais e no Ultimo dia do experimento, queesponderam aos dias 2, 8, 24 e
36 para o bovino 1 e aos dias 2, 8, 18 e 29 p&avioo 2. Foram avaliados 0s
parédmetros de frequéncias cardiaca e respirat@midmentos ruminais, temperatura
corpérea e colorac@o das mucosas. A coleta deespagairealizagdo do hemograma
foi realizada por meio de puncéo venosa, em tubaieicdo EDTA e a amostra de
urina foi obtida através de mic¢do espontanea.

Ao final do experimento os animais foram encandokaao frigorifico para
aproveitamento condicional, onde foram realizadas/aiacdo macroscopica e a
coleta de fragmentos de diversos Orgdos/tecidas g@adlise histopatologica. Os
tecidos foram fixados em formol a 10% por 24 h¢gssados pelos métodos de rotina

para histologia e as laminas foram coradas pelatdgiina e Eosina (HE).
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3 RESULTADOS
3.1 Rendimento e consumo da planta seca

Antes e apdés 0 processamento, a planta foi ashaligaanto ao teor de
umidade (método gravimétrico) para célculo do reedio e determinacdo da
dosagem para formulagdo da dieta das vacas. Aaptattral apresentou teor de
umidade igual a 50% e, apds secagem, 9,7%.

Somando-se a quantidade de samambaia seca coagluradte o periodo
de adaptacao (1,2 kg para cada vaca, duranteiagted periodo experimental se
obteve um total de 26,215 kg (bovino 1) e de 24,480(bovino 2), que
correspondeu a 47,344 kg e 44,211 kg de plantzefresspectivamente.

3.2 Achados clinicopatolégicos

Os animais ndo apresentaram quaisquer alteracdes parametros
fisioldgicos avaliados diariamente e a producaeitie se manteve estavel durante
todo o periodo experimental. Os valores hematadégicde urinalise permaneceram
dentro dos limites normais para a espécie. Naagaai macroscopica realizada na
linha de abate ndo foram evidenciadas alteracdesmseamostras de figado, rins,
baco, pulméo, coracao, linfonodos, compartimerdstrigos e intestinos ndo foram

observadas alteracGes histologicas dignas de nota.
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4 DISCUSSAO

O rendimento da samambaia apds o processo deesedaigde 59,7%,
resultado diferente do ja relatado, em que é desem rendimento de 1096:
observou-se que a planta perdeu 40,3% de aguae ja @or de umidade da planta
natural foi de 50% e da planta seca foi de 9,7%a Mez que o material obtido apés
secagem nao ficou completamente desidratado, a athsénistrada deve ser
calculada com base na matéria seca. Logo, recorserglze seja realizada a analise
de umidade da planta natural (integral) e apdsgeeta para o0 correto
estabelecimento da dose diaria nos casos de mp@xicexperimental, em que se
deseja correlacionar com a ingestdo da plantaafresn condi¢cdes naturais. Os
dados analiticos obtidos mostraram que 100g déeptertural correspondem a 50g
de matéria seca; e que 100g da planta seca cardespa 90,39 de matéria seca.
Nao foi encontrado na literatura outro trabalhogera a determinagdo de umidade
da samambaia natural e apés secagem tivesse altiada.

A quantidade de samambaia seca ingerida, corresptnch planta
natural, durante o presente estudo foi de 11,1882% em relacdo ao peso
corporal dos bovinos 1 e 2, respectivamente. N&aosre@@m quaisquer sinais
clinicos ou patol6gicos de intoxicagdo, nem mesheragdo na producéo diéria
de leite. Sabe-se que a manifestacéo clinica daigacdo poP. aquilinum é
dependente da quantidade ingerida e do tempo dsstém da planta; assim
doses baixas promovém quadros clinicos de intok@apos meses ou anos de
consumo, induzindo a forma croénica e doses maimgsridas por dias ou
semanas resultam na manifestacdo aguda da do&wgadro de intoxicacéo
aguda foi induzido em quatro bovinos fornecendotdsrade P. aquilinum
triturados, em quantidade de 5 a 15 g/kg de peas manifestacdes clinicas

iniciaram quando a quantidade da planta ingeridaespondeu a 59,3%, 63,3%,
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47,4% e 47,5% do peso dos bovinos, que ocorrea 4nite 53 dias apos o inicio
da ingestaU.

Os parametros hematoldgicos avaliados apresentadentro dos
limites normais, embora leucopenia por neutropemidgrombocitopenia ja
tivessem sido evidenciados em bovinos alimentados lrotos de samambaia
frescos nas doses de 5g a 15g/kg a partir de 3@idi@onsumno. Os relatos em
gue foram detectadas alteragBes mais precocesxan®ee de urina ocorreram
somente a partir de 67 dias de consumo de samarsbeia (300 a 6009g) e
brotos frescos (400 a 1000 #) ndo sendo, portanto, esperadas nos animais
deste estudo.

Neste estudo ndo houve queda na producdo de Issteciada ao
consumo de samambaia, que é um dos fatores quebcemt para as perdas
econbmicas em areas infestadas Poaquilinum. Anemia, emagrecimento e
qgueda na producdo de leite sdo sinais comuns 130s d& intoxicagdo cronica
por P. aquilinum'. Embora ndo tenham sido evidentes quaisquer gliesa
clinicopatoldgicas nos animais que consumiram pks#a toxica, € importante
lembrar que o leite de bovinos que consomem samarmbde ser um veiculo
para a ingestao indireta de principios carcinog@&np@ara humanos que, através
da ingestédo prolongada, podem vir a desenvolvarlasias, assim como ocorre
nos bovinos?.

Em regides onde as pastagens sdo muito invadidasaptambaia, 0s
prejuizos econdmicos sdo significativos, princigaite na pecuaria de leite,
onde a hematiria enzooética bovina é consideradgrofiema tdo sério que
leva alguns produtores ao abandono da atividatlegcio que se agrava pela
dificuldade do controle da planta nas pastagén®lo entanto, em diversas
situacdes, o0s produtores aprendem a conviver copnoblema e passam a
considerar a doenca, que as vezes é de cararenitetee, como “normal” e por

isso, consomem e comercializam o leite desses @iEhaeste ponto que reside
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0 problema, pois envolve também a salde humanae Hahtos agentes
mutagénicos e carcinogénicos a que os homens pégsteg ao longo da vida,
um produto aparentemente inofensivo, o leite, podater uma ou mais
substancias, que podem atuar como um agente ioic@d promotor de uma

proliferacdo tumoral.
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5 CONCLUSAO

A auséncia de manifestacbes clinicas e de alesab@matoldgicas,
urinarias e anatomohistopatoldgicas evidenciam ajgensumo da planta nas
doses fornecidas (2g/kg e 6g/kg de peso vivo/digamte o periodo estudado
(29 e 36 dias) nao foi suficiente para promoveeraftdes clinicopatolégicas
detectaveis nos exames realizados, nem sequderitan na producao de leite.
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CAPITULO 3 - Lesbes pré-neoplasicas em ratos aliméados com queijo de
leite de vacas que consumiarteridium arachnoideum
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LESOES PRE-NEOPLASICAS EM RATOS ALIMENTADOS COM
QUEIJO DE LEITE DE VACAS QUE CONSUMIAM
Pteridium arachnoideum
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Flademir Wouters
Paulo Vargas Peixoto
Mary Suzan Varaschin
Luiz Ronaldo Abreu

ABSTRACT

The carcinogenic effect of bracken ferA. @rachnoideum) has been proven
through the induction of tumors in domestic animasad laboratory.
Epidemiological studies in humans have also showrassociation between
exposure and ingestion of the plant with increassdof developing tumors in
the digestive tract. However, little is known abdhé toxic effects of dairy
products made with milk from cows that consumedaig plant. In this sense,
the present study investigated the possible clirdiod pathological changes in
rats that receiving dietary cheese made with midknf cows fed with bracken
fern. To collect the milk (and subsequent productkd cheese) were used two
cows, daily offered up protein concentrate (feddy pud and young leaves of
dry fern, at a dose of 2g/kg/day (batch of milk And posteriorly 6g/kg/day
(batch of milk 2). After cheese production, 32 \&listats with 30 days were
divided into four groups of eight animals, two aohgroups (A and B) and two
experimental groups (C and D). Group A received aoimmercial diet (control
diet); group B, diet plus 30% of cheese from cowsictv did not consume
bracken fern (control diet with cheese); groupsnd B, diet 30% of cheese
produced from batch of milk 1 and diet 30% of cleepsoduced from batch of
milk 2, respectively. At necropsy were not obseraeg macroscopic changes.
Histopathological examination, however, revealede tldevelopment of
preneoplastic lesions (hyperplasia/dysplasia) i@ #tomach, intestines and
bladder of animals that received the experimeritsd

INDEX TERMS: Bracken fern. Carcinogenicity. Public health. Malfoducts.



64

RESUMO

O efeito carcinogénico da samambaiR. (arachnoideum) vem sendo
comprovado através da inducdo de tumores em anid@isésticos e de
laboratério. Estudos epidemioldgicos em humanoséamtém demonstrado
uma associacao entre a exposicéo e a ingestaamta pbm o aumento do risco
de desenvolver tumores no trato digestoério. Enitetgpouco se conhece sobre
os efeitos toxicos de produtos lacteos fabricadm® deite de vacas que
consomem a referida planta. Nesse sentido, noreesstudo investigaram-se
as possiveis alteracdes clinico-patoldgicas ens rqte recebiam na dieta de
queijo produzido com leite de vacas alimentadas samambaia. Para a coleta
do leite (e posterior producdo de queijo) utilinarse duas vacas, que
diariamente oferecia-se concentrado proteico (Jaadescido de broto e folhas
jovens de samambaia seca, na dose de 2g/kg/dia (let leite 1) e
posteriormente, de 6g/Kg/dia (lote de leite 2). as@oproducao de queijo, 32
ratosWistar, com 30 dias, foram divididos em quatro guple oito animais,
sendo dois grupos controle (A e B) e dois grupgeementais (C e D). O
grupo A recebeu apenas ragdo comercial (contr@&ojao grupo B, racéo
acrescida de 30% de queijo proveniente de vacas ngme consumiram
samambaia (controle racdo com queijo); os grupas [ racdo acrescida de
30% de queijo produzido com leite do lote 1 e ragéieescida de 30% queijo
produzido com leite do lote 2, respectivamente. dcrapsia ndo foram
observadas quaisquer alteracbes macroscopicas. atheeshistopatoldgico,
porém, revelou o desenvolvimento de lesGes prélasiops
(hiperplasia/displasia) no estébmago, intestinos exiga dos animais que
receberam as dietas experimentais.

TERMOS PARA INDEXACAO: Samambaia. Carcinogenicidade. Saude
publica. Produtos lacteos.
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1 INTRODUCAO

Pteridium arachnoideum (popularmente conhecida como “samambaia”,
“samambaia do campo”, “pluma” ou “feto”) é uma pharidxica, de ampla
distribuicdo mundial que ja foi registrada em mmitBstados brasileiros
(TOKARNIA et al., 2012), preferencialmente em regidmontanhosas e em
pastagens e areas degradadas ou submetidas a da®i(fJRLAN et al.,
2014). Considerada um problema ambiental (HOJO-SQUZARNEIRO;
SANTOS, 2010; RIBEIRO et al., 2013), a sua presendasenvolvimento nas
pastagens representa perigo tanto para a saldmidwss como a dos homens.

Investigacdes a cerca da toxicidade BEo arachnoideum, foram
revisadas por diversos autores (ALONSO-AMELOT; AVEANO, 2002;
FRANCA; TOKARNIA; PEIXOTO, 2002; GIL DA COSTA et al 2012;
HOJO-SOUZA; CARNEIRO; SANTOS, 2010; POTTER; BAIR2000;
TOURCHI-ROUDSARI, 2014; ULIAN et al.,, 2010; YAMADA;OQOJIKA,
KIGOSHI, 2007), e indicam o ptaquilosideo como dngpio téxico mais
importante da planta.

A ingestdo da samambaia é capaz de promover iagiheés com quadros
clinicos e patolégicos variaveis, dependendes g@écies animal envolvida, da
guantidade ingerida e do tempo de ingestéo (TOKARAI., 2012).

Considerando os estudos cientificos existentes ksta de agentes
cancerigenos da Agéncia Internacional para a igaesib do Cancer (IARC) e da
Organizacao Mundial da Saude (OMS), recentemenBramil, através da Portaria
Interministerial n° 9, de 7 de outubro de 2014pigblicada a Lista Nacional de
Agentes Cancerigenos para Humanos (LINACH) (BRAS014). Essa lista que
serd atualizada semestralmente e servird comocémefar para formulagdo de

politicas publicas traz a samambaia entre os ageotsivelmente carcinogénicos
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para humanos (grupo 2B), com base em evidéncidsrejaldgicas e experimentais
de carcinogenicidade e outros dados relevantes.

O leite de vaca proveniente de animais que pastjar@areas invadidas por
samambaia tem sido apontado como um fator de pm@algumas neoplasias em
humanos (ALONSO-AMELOT et al., 1996, 1998, 2001ARNKESCO et al., 2011,
RASMUSEM, 2003; RASMUSEM; HANSEN; LAUREN, 2005; MIALOBOS-
SALAZAR; MENESES; PASHOV, 1990), sobretudo paravfiios que consomem
o leite na propria localidade de producéo, sencdituprévia no tanque de recolha ou
sem processamento industrial. Uma preocupacaomalieista no fato de que mesmo
apos o processo de pasteurizacé@o ou fervura dpdeibora ocorra uma diminuicéo
de 50 a 75% da concentracao de ptaquilosideogngmde afirmar que este alimento
se torne seguro para consumo (VILLALOBOS-SALAZARIet1999).

O potencial carcinogénico da planta foi testadavéts da administracéo
por via oral (planta fresca, planta desidratadaadlg fervura do broto, extrato
aquoso da planta, leite cru e em pé provenienteadas doentes), intravenosa
(dose baixa de ptaquilosideo), e intraperitoneal ptaquilosideo (Quadro 1).



Quadro 1Relacéo de estudos sobre a acdo carcinogénicandangaia P. aquilinum) em ratos e camundongos

Referéncia | Animal Via Fonte Dose Duracdo Resultado
Evanz e
Manzon Baztos Orzl F. gguilinum 1/3 da dieta 64 dias Adenocarcinoma de dleo.
(1963)
Pocs e
. Ratos Oral P aguilinum 1/3 da dieta 3 meszes Adenpcaromoma de mtestmeo.
(1968)
%; Ratos Oral P. gguilinum 1/3 da dieta 29 semanas Tumores intestinais e neoplasia de bexiga.
ﬁg%? gtal Fatos Cral P aguilinum (seca) 33% da dista 4 meses Palipes ademematoses 2 sarcoma de dso.
Hirong st al. P gguilmum apos 3 . Adenoma e sarcoma de =0 com mcidéncia menor no
(1972) Fatos Ordl fervura e natural NE 429 meses grupe F. gguilinum tratada.
Eihara e e 220y - Anomalia de costela, fusdo meompleta do esterno e falta
e Cammmdonges | Oral P gguilimun (seca) 33% da dista NE de ossificacip nos embrides de grividas.
(1974)
Pamukeon, Leite (fresco e po) de Leitz frezsco6ie
Ef‘m.t_].: g Camumdonzos | Oral varas ".‘%Emd‘_’ lgde Tmldiaelete | L de 10 meses Tumo_r im'esﬁnal: renal, pélvico e vesical, isolados ou em
Talcmer = P gguilmum kg de em po 152 combmaggo.
(1978) PVidia 20p/rato/dia
Hm 5
Hosakae L.aguilimen (broto 2790 An PR .
Kul Ratos Oral seco) 33% da dista 4 meszes Tumeor de deo.
(1982)
Hirong et sl Eaguilimen (broto [ e R
(1983) Fatos Cral sec0) 33% da dieta 8 meses Tumor de mama.
Humogtd. | p.yr, Oral Paguilan (broto) | 30% da dieta 180 €260 dias | Nédulos hiperplisicos 1o fizado
(1984) fefame E = : PErplasic £aro.
Santos gt al. LPaguilinum (broto 2701 . . .
(1986) Ratos Orzl seco) 33% da dieta 9 semanas Neoplasia ieo.
Hirono st 2l i 0,027g/0,08%da | ., o . R
(1987) FATOS Orzl purificado dista 210 dizs Tumor de ileo = bexiga.
Esla;ﬂé?'; gl Ratos Oral %ﬂm (broto 5% da dista 70 semanzs Adenocarcinomas. sarcomas  2denomas no fleo.

! Trabalho original ndo consultado

L9



Continuacao.

Salazar, 3§ aquilum (4100) | 1335, da diea
Menesese | Camundongos | Oral ;l.im:;{ad;; ?ﬁ 52 semanas Adsnocaromoms mamarie @ adsnoma pulmonar (] 2 2).
Fashoy P 4 ) I-NR*
- dgunin
(1990)
[Sf‘;;i; S Oral ‘E}g“a de fervura ad libitun 54 dias Trmor vesical ¢ de ileo.
. o . Adutos de DNA e tumores de plindula mamaria e ilso.
(51}1;9%%5‘! 4 Ratos Venosa P&a:ﬁ%stdeu ativado 3mg/ semana 10 semanas Aumento ne nivel de mendcitos e concomitante 2umento
do nivel de TNFg .
Cruz gt al. Extrato aquese de 1 e Degeneracio hidropica renal, necrose e atrofia vilosidade
(2003) Ratos Oral broto P. gguilinum ad libium 15 meses intestinal, neeformacie polipeide & adenpearcinoma.
G
. oto $eco) o o ; ; p— Pp— e
F:ettzs gal Ratos Oral 2. Apua de cocglio da l lD,f‘r.la ragEn 15 224 meses Htpaplas}a .adsugma. MW ¢ carcinoma de
(2002) P ooyl como 2. gd libitum flee e bexiga: papdoma de bexiga (em zmbes os grupos).
umica fonte
4 Leite o vaca com Infiltrado mflamatorio M‘}Blm dizcreto no
E“gm[,,mlf‘g "~ | Ratos Oral Hh hatlj:i - NR 60 e 90 dias duodeno, hiperplasia do GALT, projegbes papiliformes
- e I2 mucesa = um carcinema de célulzs escamosas.
Ptaquilpsidep isolado
Gil da Costa Intrzperite. | da plantz disselvido em 0.5 5 Bamo grau de displasia yrptshial (60%:) e dto grau de
etal (2012) | “Ammdongos | |y tampéo fosfato salino ~HE SRR | displasia weotelial zonal (20%).
(FES)pH 3 74

1 N3o relatado

89
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Considerando que em diversos municipios do estaddidas Gerais,
como em todo Brasil, ha pastos severamente invagido samambaia (ASSIS,
2008), que a ingestédo espontanea ou condicionadzapncia de forragem, por
parte de bovinos, é muito comum em todo o paimeéen que a fabricacdo e o
consumo de queijo produzido com leite cru € umédade nacional, mesmo
nestas areas, neste trabalho teve-se como objeiival verificar, para ratos, o
potencial toxico do queijo produzido com leite dacas que consomem
quantidades significativas ¢k arachnoideum.

Assim, investiga-se pela primeira vez se dietaggx@ntais elaboradas
com queijo de leite de vacas saudaveis - mas quneunvam quantidades
pequenas e conhecidas de samambaia (na tentaticndentrar possiveis
substéncias téxicas) sdo capazes de promover ematgum tipo de alteracdo

clinico-patolégica, em médio prazo.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Fedetal Lavras
(UFLA), nos Setores de Patologia Veterinaria do depnento de Medicina
Veterinaria (DMV) e de Leite e Produtos LacteosDipartamento de Ciéncia
dos Alimentos, com aprovacdo do Comité de Eticllsm de Animais da UFLA
(processo n° 51/10).Para a coleta do leite utdimase duas vacas; diariamente
era oferecido concentrado proteico (racdo) acrestédbroto e folhas jovens de
samambaia seca, na dose de 2g/kg/dia (lote de lgiee posteriormente, de
6g/Kg/dia (lote de leite 2). Mantidas em piquetend@rachiaria spp, com agua
e sal mineralad libitum recebiam também volumoso (silagem de mill®)
queijo foi produzido com leite cru (a partir dogel 1 e 2, separadamente)
através de coagulacdo enzimatica e apds maturacdd dias em camara fria
foi ralado e congelado. Para o preparo das dietaseijo foi descongelado em
temperatura ambiente, e logo depois, misturad@g@oraomercial triturada, na
proporcéo de 300g de queijo para 700g de racdoisAura foi homogeneizada
utilizando-se uma peneira deech fina e agua (na proporcdo de 400 mi/kg da
mistura), peletizada manualmente e congelada.

Foram utilizados no ensaio bioldgico, 32 ratéstar, com 30 dias,
provenientes da coldnia de producdo do Biotéri®t/, UFLA, distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos de oito animamjcsdois grupos controle (A
e B) e dois grupos experimentais (C e D). De acoalo a dieta e sexo, 0s
grupos foram alojados em gaiolas, sendo cada unpastm de quatro fémeas
(identificadas com o n° 1) e quatro machos (idieatifos com o n° 2).

Para comparac¢do e validacdo dos resultados fordizadés quatro
diferentes dietas na alimentacdo dos ratos. O ghupecebeu apenas racéo
comercial da marca Nuvilab CR-1 (controle racdodrupo B, racdo comercial
acrescida de 30% de queijo proveniente de vacas nf@e consumiram
samambaia (controle racdo com queijo); os grupas [ racdo acrescida de
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30% de queijo produzido com leite do lote 1 (2gli@) e racdo acrescida de
30% queijo produzido com leite do lote 2 (6g/kg)despectivamente. Nenhum
agente iniciador da carcinogénese foi utilizadpresente estudo.

Os ratos foram mantidos em gaiolas de polipropjldooadas com
cama de maravalha, trocada duas vezes por senmanagua potavel e racao
ad libitum, fornecida diariamente no periodo da manha. Noient foi
mantida a temperatura de 25 + 3°C e ciclo de laroekscuro 12/12horas. O
peso corporal dos animais foi registrado semandbmero consumo alimentar
diario foi obtido através de pesagem da dieta amtapds a disponibilizagédo
para os animais.

O experimento teve duracdo de 25 semanas (176 glies)do, apds
jejum de 12 horas, os ratos foram anestesiadosucomdose de 40 mg/Kg de
pentobarbital sodico por via intraperitoneal, eaeasiados em guilhotina.

Todos os ratos foram necropsiados imediatamentes apdmorte.
Fragmentos de diversos 6rgdos (estbmago, intestieasga, figado e medula
Ossea) foram coletados, fixados com formaldeido p0#:24 h, quando foram
processados pelos métodos de rotina para obtemcidodos de parafina. As
laminas foram coradas pela Hematoxilina e Eosing) (Bl nessas avaliou-se
gualitativamente todos os 6rgdos a fim de idemtifiquaisquer alteracdes

patolégicas.
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3 RESULTADOS

O consumo das dietas, por cada grupo (de quats)sdibi verificado e
registrado como a média de ingestao diaria duetE76 dias do ensaio como

demonstra a Tabela 1.

Tabela 1 Consumo médio diario (gramas) da dieta dispondillize estimativa
dos teores de ptaquilosideo consumido

Grupos Al A2 Bl B2 C1 C2 D1 D2

Consumo médio | 64,97| 85,54 96,29 131,15 97,50 139/00 95,74 13[,43

Desvio padréo 12,33| 11,820 16,6% 21,4% 18,%9 22%9 1983 21145

Teores de PTA (ug) O 0 0 0 5.000 7.13d 13.014 17.8p4

A=rac8o comercial, B=ra¢édo queijo controle, G:acequeijo lotel, D= ragéo queijo lote 2.
1= Fémeas; 2= Machos
PTA= ptaquilosideo

Observou-se que a adi¢cdo do queijo, de acordo adigtaproposta, foi
bem aceita pelos ratos e néo interferiu no crestiomeormal dos animais. A
Figura 1 demonstra o acompanhamento semanal d@ gknpeso dos animais

durante o periodo experimental.

! Estima-se que os teores de ptaquilosideo presemteacdo dos grupos C e D
(elaborados com o leite das vacas que ingerirand B/&g/dia de samambaia) sejam de
205.195 pg e 543.649 pg/kg de racdo preparadagatdsgmente. Considerando que
cada animal do grupo C teria consumido em média72g/dia (fémea) e 34,75 g/dia

(macho) e do grupo D teria consumido em média 28/8i (fémea) e 32,86 g/dia

(macho), a ingestdo diaria média de ptaquilosidepesponderia no maximo a 5.000,
7.130, 13.014 e 17.864 ug.
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Figural Ganho de peso dos ratos Wistar durante o periedcodsumo da
dieta experimental

Na avaliacdo sistematica dos 6rgdos dos ratos d@esttelo ndo se
observou quaisquer alteracdes macroscopicas. NdéiseanBistopatoldgica
(Tabela 2) de estdmago, intestinos e bexiga destodogrupos experimentais
observaram-se alteracdes de proliferacédo e difiagw celular (Figuras 2-4),
exceto nos grupos controle (A e B). Nos demaisa@géio foram observadas
quaisquer alteragfes significativas.
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Tabela 2 Lesdes histopatologicas observadas nos ratoseqabaram as dietas
experimentais

LESOES Al A2 Bl B2 Cl1 C2 D1 D2
ESTOMAGC

Hiperplasia epitelia - - - - - 1 2 4

(camada basal, escamosa ou

granulosa)

Cariomegalie - - - - - 1 2 4

Perda da organizacdo das cél - - - - - 1 2 4

epiteliais na membrana basal

INTESTING
Hiperplasii de cripta - - - - 1 - - -
Rarefagéo do tecido linfoi - - - - - - 4 4
Evidenciagdo do tecido fib- - - - - 1 - 4 4
vascular da lamina prépria

BEXIGA

Hiperplasia da muco - - - -
Anisocariose e/ou cariomegg - - - -
Células bi ou multinucleac - - - -
Nucléolos evidentt - - - -
Evidenciagdo do tecido fib- - - - -
vascular da lamina propria

A=racdo comercial, B= racédo queijo controle, GAcequeijo lotel, D= racéo queijo lote 2.

1= Fémeas; 2= Machos.

N
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Figura 2 Estdbmago (por¢do nao-glandular)2A) Estdmago normal (HE, obj.
20x); 2B) Hiperplasia acentuada com projecdes epiteliais [@ara
submucosa (HE, obj. 10x2C) Células da camada basal agrupadas na
submucosa, sem continuidade com o epitélio detieergo (HE, obj.
10x); 2D) Notar a desorganizacéo do epitélio proliferado (i, 20x).

e

Figura 3 Intestino: 3A) Intestino normal;3B) Maior evidenciacdo do tecido
fibro-vascular da lamina prépria e rarefacao didtetinfoide (HE,
obj. 20x); 3C) Criptas com maior celularidade (HE, obj. 103D))

Células linfoides picnéticas (HE, obj. 40x).




Figura 4

76
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Bexiga 4A) BeX|ga normal (HE, Obj 10x)4B) Hiperplasia da
mucosa e maior evidenciagdo do tecido fibro-vascd lamina
propria (HE, obj. 20x);4C) Mucosa com moderada anisocariose,

com células trinucleadas (HE, obj. 40XD) Hiperplasia focal
moderada (HE, obj. 40x)
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4 DISCUSSAO

No presente estudo, assim como feito por Egelt @04.1), para investigar
a acao carcinogénica do queijo ndo foi utilizadohoen agente iniciador. J& em
muitos estudos experimentais agentes iniciadoresadeinogénese (HIRONO;
HOSAKA; KUHARA, 1982) ou compostos toxicos purifitzs (VILLALOBOS-
SALAZAR; MENESES; PASHOV, 1990) vém sendo utilizado

Neste estudo houve a susbtituicdo de apenas 308ietdaconvencional,
utilizando queijo de vacas saudaveis e que consurpiguena quantidade de
samambaia, que € uma realidade observada em ragtis. Alonso-Amelot e
Avendafio (2002) ja alertavam para algumas situagdatsco, especialmente em
alguns paises da América Latina, onde acreditasenm pequenas exploracdes de
bovinos leiteiros e com baixa tecnologia, um coptede poderia conter entre 0,7 a
1,2 mg de ptaquilosideo. A produgdo de queijo écémente um processo de
concentracdo de parte dos componentes sélidostelopencipalmente proteina e
gordura, enquanto os solidos solliveis sdo remowdpssoro que representa
aproximadamente 85 a 90% do volume total do Iét&ULA; CARVALHO,;
FURTADO, 2009). Uma vez que o ptaquilosideo, urnogiideo norsesquiterpeno
(CooH200g), € sollvel em agua (RASMUSSEM; HANSEN; LAURENQZ) nédo
se sabe se ele pode ter sido total ou parcialmgtdido no soro e qual sua
concentracdo na massa do queijo, que apresentodeiaamidade de 57%. Vale
lembrar ainda que o ptaquilosideo € um compostévieisem solu¢do aquosa na
presenca de &cido, base ou calor, degrada-se rapittamente em pterosina B —
gue é mais estavel (YAMADA; OJIKA; KIGOSHI, 2007).

Apesar de a temperatura usada durante o preparqueid nao ter
ultrapassado os 35°C, no processo de fabricac&ritificacdo do leite, sendo
possivel a conversdo do ptaquilosideo em pterdsirgue € um composto mais
apolar e, portanto, com maior afinidade pela gerdgue é mais concentrada no
gueijo em relacéo ao leite.
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Nenhuma leséo foi detectada a avaliagdo macroscdp&orgaos dos ratos
deste estudo. Acredita-se que além do tempo detémgeraticado, o nivel de
toxicidade da racdo elaborada para este ensaim ftatores limitantes para o
aparecimento de lesdes visiveis macroscopicam&aeacordo com Fenwick
(1988), em animais de laboratério a carcinogénesqvida pela samambaia é
modulada pela dose, processamento da amostra e tdenexposicdo. Nos
experimentos em que o leite de vacas que consuatiastimiram samambaia foi
utilizado na alimentagdo de animais de laboratoheervou-se a formacdo de
tumores estomacais (EGERT et al, 2011), intestinegénais e/ou vesicais
(PAMUKCU; ERTURK; YALCINER, 1978), pulmonares e/ommamarios
(VILLALOBOS-SALAZAR; MENESES; PASHOV, 1990). No emtto, apenas no
trabalho realizado por Pamukcu, Erturk e Yal¢iaé7g) relatou-se que foi possivel
a observacdo macroscopica de nédulos multiplas;ipalmente no ileo, de 5 a 15
mm de didmetro e na bexiga como formacdes peduaswda néo.

As alteracBes histologicas observadas em algu@®®ps animais deste
estudo sdo compativeis com uma resposta prohfarafile muitas vezes esta
correlacionada a injarias quimicas e podem ocagrar uma fase precoce da
carcinogénese. O grupo D, especialmente os madb@2y foram os mais
acometidos, 0 que pode estar correlacionado a wi@ ingestao didria média de
racao (32,86 g/dia), a qual foi elaborada com gaypeoduzido com leite do lote 2,
oriundo das vacas com ingestdo de uma maior gadetide samambaia seca
(6g/kg/dia).

Na porcdo nao glandular do estbmago foram obsesvaiddiferacdo de
células da camada basal, espinhosa e/ou granuldsleos grandes e perda de
continuidade da lamina basal em 75% (6/8) dos @ogrupo D, que ingeriram
racdo feita com queijo cujo leite era oriundo da&sas que consumiam uma maior
dose de samambaia na dieta. A auséncia de inflamagdsdo e/ou ulceracdo

associada a hiperplasia indica tratar-se do deksémemto precoce de uma
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neoplasia (FRANTZ et al., 1991). A perda da orgegéip das células epiteliais na
membrana basal mais evidente também no grupo Dr#6#8) é indicativa de
alteracdo nesta estrutura. Em neoplasias de diveriggens, a perda da membrana
basal tem sido observada em areas com perda dendiéeao celula indicam que
nessas regides havera progressiva invasdo neaptésiestroma adjacente. Isso é
possivel porque além de funcionar como uma impertharreira estrutural, a
membrana basal atua como limite para a invasadasip e ainda participa da
sinalizacdo no processo da angiogénese, tendosakivenoléculas (fatores de
crescimento e citocinas) liberadas e ativadas apgumndo ocorre sua dissolugdo
(SOUZA et al., 2007).

Apesar da duragéo prolongada (25 semanas) do feestndo, ndo foram
evidenciadas neoplasias. Ao contrario, no expetimesalizado por Egert et al.
(2011), a administracdo por gavage de lgitaatura, proveniente de vacas com
HEB, resultou no desenvolvimento de projecBes ifapiles na mucosa do
estdbmago e de um carcinoma de células escarnmosias apés um periodo de 90
dias, em um de oito ratos do grupo experimentate€gesultados causam
estranheza, especialmente devido ao curto tempapiesicéo e a baixa incidéncia
observada. Dessa forma, deve-se considerar tamip&ssibilidade de tratar-se de
uma neoplasia espontanea, que apesar de rara asnpatle ocorrer na bexiga
(FRITH et al., 1995), intestino (ALTMAN; GOODMAN, 9¥9) e estbmago
(FRANTZ et al., 1991). Além disso, sabe-se que asuiacas doentes nem sempre
estdo consumindo a planta no momento em que manifes doenca (PINTO,
2010) e que o ptaquilosideo ingerido pode ter sidninado em até 5 dias de
cessado o consumo da planta (ALONSO-AMELOT e 88€8).

No intestino, a hiperplasia de criptas associageoliferacdo do estroma
fibro-vascular também séo alteracdes significatipsspodem demonstrar uma fase
precoce da carcinogénese. Sabe-se que a atividadienada das células epiteliais

com o estroma € fundamental no crescimento e difiagio em situacdes
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fisiologicas e patolégicas, inclusive no cancer BWJACOUR; CUNHA, 1991).
Os fibroblastos estromais sofrem mudancgas quavdiae morfoldgicas durante a
progressao tumoral (HOWLETT; BISSEL, 1993; SCHURCSEEMAYER;
LAGACE, 1981) e desempenham funcdo central naaigéer tumor x estroma
(RONNOV-JESSEN; PETERSEN; BISSELL, 1996), senddgmbo modificactes
compativeis com a resposta do organismo a predenga agente toxico ingerido.

A inflamag&o é considerada um constituinte impéetalo microambiente
tumoral, devida liberacdo de mediadores inflamagdricomo quimiocinas e
citocinas, bem como células da imunidade inataaptativa, em nosso estudo
observou-se rarefacéo do tecido linfoide assoadotestino. E possivel que assim
como observado por Latorre et al. (2011) tenharidcoruma diminuicdo da
resposta imune celular secundaria ao efeito téste®. arachnoideum. Em seu
estudo com camundongos, os pesquisadores obsemmnémicdo da resposta de
hipersensibilidade tardia nos grupos tratados cone 130 g/kg de samambaia,
reducdo da citotoxicidade das células NK, reducdiopalpa branca do baco,
diminuicdo da camada celular do timo e desorgadizdos foliculos linfoides nos
linfonodos mesentéricos e placas de Peyer dos clmgaos tratados com a dose de
30 g/kg de samambaia e diminuicdo na celularidadeedula éssea em todos os
grupos tratados com a samambaia, por 14 dias.

Na bexiga de alguns animais do presente estudonatglalteracdes
indicativas de maior proliferacdo celular foram esbiadas, em especial a
hiperplasia. Apesar da bexiga de ratos ser utdizad estudos com uma variedade
de carcinégenos (FRITH et al., 1995), o desenvamim de neoplasias demanda
um certo tempo de exposicdo ao(s) composto(s)a@yigresente(s) na urina.
Durante esse processo, as alteragbes morfologidaiais sdo de hiperplasia
simples, que progridem para hiperplasia nodulapapilar e por fim, neoplasia
(COHEN, 2002). Em ratos, a hiperplasia (focal dusdi, caracterizada por um

urotélio com trés ou mais camadas) raramente ocome lesdo espontanea, mas é
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uma resposta comum apos exposicdo a agentes géritws ou devido a cistites
ou célculos (FRITH et al., 1995). Assim, é possieehsiderar as alteracbes
observadas na bexiga como lesdes pré-neoplase@as)darias ao consumo das
dietas utilizadas.

Apesar de indicarem uma resposta regenerativa degliar a injdria,
provocada pelo contato com algum composto toxi&o, mouve tempo para que a
neoplasia se desenvolvesse. Em experimentos c@padumais prolongada, como
nos de Pamukcu, Erturk e Yalginer (1978), esteifioaam neoplasias Unicas ou
multiplas em diversos 6érgaos (inclusive na bexigpgsar de utilizarem na dieta de
ratos, leite proveniente de vacas que consumiramead g de samambaia/Kg/dia.

Desenvolveram tumores, nove entre 34 animais doogtu(que recebeu
aproximadamente 65 a 75 ml/dia/animal de leitefregor 47 a 141 semanas) e 11
de 56 animais do grupo 2 (que recebeu dieta adidiode cerca de 7,5 g/dia/animal
de leite em po6 - sendo que em 1 litro de leitevabse 90g de leite em po, por 31 a
117 semanas). Na bexiga descreveram-se papilomainarea de células
transicionais e carcinoma de células escamosasintestino, fibroadenoma,
adenocarcinoma, fibrossarcoma, hemangiossarconilarobemangiossarcoma; e
rins, carcinoma de células transicionais.

Acredita-se que a ingestao de alguma(s) substantiefca(s) presentes
no queijo em estudo seja o fator responsavel perdolvimento das alteracfes
de proliferacdo celular observadas, independententms sua (S) concentracédo
(Ges). Apesar de nao terem sido testados os miegisaquilosideo no leite e/ou
queijo utilizados na elaboracdo da dieta dos ratse-se que mesmo em doses
baixas, o principio toxico promove imunossupresdsl ORRE et al., 2011;
PEREIRA, 2006; RASMUSSEN, 2003), além de induziroraralidades
cromossdmicas em linfcitos circulantes (RECOUS@I.e2003), e atuar como
um agente cancerigeno, mutagénico, clastogéniceratogénico (TOURCHI-
ROUDSARI, 2014).
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5 CONCLUSOES

As lesbes observadas no estdbmago, bexiga e ioestinos animais
submetidos ao protocolo experimental sugerem geensumo indireto do agente
toxico da samambaia, possivelmente presente ngogpedduzido com leite de
vacas gue a consumiram, constituem uma fase prdaam@cinogénese (iniciacio)

Através da evidenciacdo de proliferacGes celulaszninhecidas como
lesBes pré-neoplasicas é possivel predizer ossriaos quais a populacdo
humana também pode estar sendo submetida. Dessranapesar de haver
inlmeras variaveis e diversos agentes carcinogémrios quais os homens sao
expostos durante a vida, o consumo de leite edmiisados, oriundos de vacas
sadias, mantidas em pastos com samambaia (mesrsontidia eventualmente
ou em pequenas quantidades), representa um fatscdeno desenvolvimento
de altera¢®es na proliferacao celular.

A quantificac@o do teor de ptaquilosideo na plante leite utilizados
neste estudo, bem como a busca de um protocolodedeaminacdo do teor
desta substancia no soro e queijo vém sendo esmidadntuido de estabelecer

as reais concentragfes desse principio.

6 AGRADECIMENTOS
Fapemig e UFLA.
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