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A Pteridium aquilinum (samambaia) ¢ um dos vegetais
toxicos mais preocupantes em varios paises do mundo,
frequentemente verificada como causadora de quadros de
toxidez em bovinos. Por essa razdo, a ciéncia busca,
através das instituicdes de pesquisa, encontrar meios para
o controle epidemiologico dessa intoxicacdo, visando
diagnosticar precocemente a forma clinica da hematuria
enzootica dos bovinos. Estudos realizados demonstraram
a alta correlagdo entre a producdo excessiva de
mucoproteina por células neoplasicas no interior da
bexiga de bovinos com hematdria enzodtica ¢ o acido
sidlico, comprovando que esse 4acido atua como
biomarcador tumoral. Com base nessas comprovagoes,
confrontou-se o nivel de acido sidlico sérico de novilhas

RESUMO

da raca Nelore criadas em propriedade isenta de
samambaia (grupo controle) com os niveis séricos
obtidos em novilhas criadas em propriedades com alta
infestacdo da planta (grupo experimental). A média dessa
substdncia no soro sanguineo do grupo controle
apresentou-se muito proxima a média do grupo
experimental  (0,611+0,225 e 0,615+0,258 g/L,
respectivamente). O resultado obtido na presente
pesquisa demonstrou que as diferengas entre as médias
dos grupos ndo foram significativas. Portanto, o acido
sidlico ndo se mostrou efetivo como biomarcador tumoral
em novilhas com intoxicag¢@o pela ingestdo continua de
samambaia.
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ABSTRACT

BIOCHEMICAL EVALUATION OF THE SIALIC ACID AS ATUMORAL MARKER IN
HEIFERS RAISED IN AN ENDEMIC PROPERTY FOR BOVINE ENZOOTIC
HEMATURIA

Pteridium aquilinum (bracken fern) is one of the most
concerning toxic vegetables in many countries in the
world. Therefore, science aims to find ways for the
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epidemiological control of bovine intoxication with the
purpose of making early diagnoses of Bovine Enzootic
Hematuriae. Researches have shown a high correlation
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between the excessive production of mucoprotein by
animals with Bovine Enzootic Hematuriae and sialic
acid, proving that this acid acts as an inflammatory
biochemical marker associated to bladder tumor
development. Based on this information, serum sialic
acid levels of clinically healthy Nellore heifers (control
group) were statistically compared to Nellore heifers
raised in bracken fern endemic properties (experimental
group). The average level of serum sialic acid of the
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control groups was not different from the sialic acid level
of the affected group (0.611+ 0.225 g/L and 0.615 £ 0.258
g/L, respectively). Results obtained in the present study
demonstrate no differences of the sialic acid average
levels between the groups. Therefore, measurement of
sialic acid serum levels was not effective as a neoplasic
biochemical marker in Nellore heifers continuously fed
with bracken fern.

KEYWORDS: biochemical marker; bovine; Pteridium aquilinum; sialic acid.

INTRODUCAO

A Pteridium  aquilinum, popularmente
conhecida por samambaia, ¢ um dos vegetais
toxicos mais preocupantes em varios paises do
mundo, incluindo o Brasil. No Parand é uma das
plantas toxicas que causa grandes prejuizos a
pecuaria bovina, ocorrendo em 105 municipios
(MARCAL et al, 2001), 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 (MARCAL et al.,
2001).

OLIVEIRA et al. (1998), em pesquisa
requisitada por pecuaristas da regido nordeste do
Parana, verificaram pela anamnese, nos municipios
de Santo Antonio da Platina, Ibaiti ¢ Arapoti, que o
problema de intoxicacdo pela planta era mais
frequente nos animais de primeira cria ou em vacas
na faixa etaria de quatro a cinco anos. Os bovinos
apresentavam urina com coloracdo avermelhada,
emagrecimento progressivo e prostragdo, com
quadro clinico irreversivel, culminando em alguns
obitos.

Nesse aspecto, a ciéncia busca, cada vez
mais, encontrar meios para controle epidemiologico,
ja que, em algumas localidades do Parand, existe a
predilecdo da planta por solos pobres e acidos ou
crescimento sem controle devido a topografia
ingreme. Muitos pecuaristas utilizam essas areas
com pastagem para cria e recria de bovinos, levando
as instituicdes de pesquisa a buscar meios para o
diagnostico precoce, sobretudo da Hematuaria
Enzooética dos Bovinos (HEB); nesse processo, os
biomarcadores tumorais podem ser um importante
instrumento de diagnostico.

Nos tultimos anos, pesquisas com o acido
sidlico como biomarcador tumoral tém merecido

destaque cientifico. Localizados nas posi¢des
terminais de glicoconjugados (glicoproteinas e
glicolipidios) da superficie e da membrana celular, o
acido
processos biologicos fundamentais @ manutengdo da
vida, mas em funcdes 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 bioldgicos como, por
exemplo, as fun¢des de mediadores na adesdo
célula-célula, comunicacao
intercelular, renovadores celulares, receptores para
bactérias e virus, entre outras (WILSON & VON
ITZSTEIN, 2003; SEARS & WONG, 1999).

GOTTSCHALK (1951) 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 oxidacdo no
esqueleto carbonico, e tendo 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
interior da bexiga na forma de muco. Pesquisa
conduzida por SINGH et al. (1980) demonstrou a
correlagao producao
mucoproteina nos animais com HEB e o acido
sidlico, comprovando que ele pode ser considerado
um biomarcador para processo
neoplasico no tumor de bexiga.

MAKIMURA & USUI (1990) destacaram a
inter-relacdo entre o acido sialico e o aumento de
neutr6filos em bovinos acometidos por doengas
inflamatérias. =~ MANOHAR et al. (1993)
comprovaram, em elevada significancia (P<0,01), a
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correlacdo entre o acido sidlico e o carcinoma
etmoidal em bovinos, provando que o acido sialico ¢
um  carboidrato  envolvido nos  processos
inflamatdrios e no desenvolvimento tumoral.

Ensaios conduzidos por CITIL et al. (2004) e
GUNES et al. (2004) comprovaram,
respectivamente, o aumento sérico do acido sialico
como um marcador inflamatério em bovinos com
reticuloperitonite traumatica e o alto nivel do
mesmo em lesdes oculares em bezerros com
ceratoconjuntivite infecciosa bovina.

Determinar as concentracdes séricas do acido
sidlico em novilhas em pastagens infestadas pela
planta Pteridium aquilinum e compara-las com os
niveis normais de acido sialico em novilhas sadias ¢é
a fase preliminar de pesquisa com
biomarcadores, auxiliando na rapidez e efetividade
do diagnostico precoce da Hemattria Enzootica dos
Bovinos (HEB).

uma

MATERIAL E METODOS

Como procedimento de pesquisa, para testar o
acido sidlico como um provavel biomarcador
tumoral, avaliaram-se dois grupos distintos de
fémeas da raca Nelore. O grupo 1 (controle) era
composto de 19 novilhas clinicamente sadias e o
grupo 2 (experimental) constituido de 29 novilhas
nascidas em propriedade rural com pastagens
infestadas com a planta Preridium aquilinum
(samambaia) ¢ endémica para hematiria enzodtica
dos bovinos, sendo que, na data da coleta de sangue,
verificou-se hematuiria em duas fémeas estudadas.

A fazenda do grupo 2 (experimental) localiza-
se no municipio de Sdo Jerdnimo da Serra — Parana,
com altitude de 920 metros, Latitude de 23°44°06” S
Longitude de 50°40'48" W (FERREIRA, 1996, p.
632). Essa regido registra ha décadas elevadas
prevaléncias de casos clinicos de HEB e, segundo
relato dos funciondrios da fazenda pesquisada,
anualmente surgem na propriedade cerca de 30 a 40
novos casos de HEB e dois a trés casos de
carcinoma epidermoéides do trato digestivo superior
(CETDS), mas nunca se registrou caso de diatese
hemorragica. Na data de realizacdo do experimento,
o rebanho total era de 608 animais, em 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.
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O terreno ¢ acidentado e ingreme, o que favorece o
desenvolvimento  da  Pteridium  aquilinum,
dificultando o seu controle e a tecnificagdo do solo.
Os animais eram suplementados no inverno com
protéicos a base de uréia e no verdo recebiam sal
mineral.

A outra propriedade, a qual pertencia o grupo
1 (controle), € uma estacdo experimental da ESALQ
(Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz),
localizada no municipio de Londrina, estado do
Parana, com altitude de 576 metros, Latitude de
23°23'30"S Longitude de 51°11'30"W (FERREIRA,
1996, p. 405). A area total da propriedade ¢ de 3686
hectares, sendo 2070 hectares de pastagem. A
pastagem predominante ¢é Panicum maximum
cultivar Colonido; 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).

A fazenda detinha, no periodo do
experimento, um rebanho de 5576 cabegas, sendo
que 2115 eram matrizes. O controle sanitario da
propriedade ¢ 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 vermifuga¢ao ¢ feita uma vez ao
ano no gado adulto e trés vezes ao ano nos jovens.

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

O sangue para pesquisa do acido sialico foi
coletado da veia coccigena, por meio de agulhas
descartaveis e tubos Vacuntainer® (Becton
Dickinson, New Jersey, USA) com gel separador.
Houve necessidade de centrifugagdo de algumas
amostras a 3000 rpm por cinco minutos para
obtencdo do soro. Os soros foram armazenados em
tubos, que foram alocados
temperatura inferior a —30° C, onde permaneceram
até a data em que se mensurou o acido sidlico. A
analise laboratorial do 4cido sialico foi realizada
através do método do tiobarbiturico, descrito por
Warren (1985). A leitura para a quantificacdo do
acido pelo
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espectrofotometria e, para isso, foi utilizado o
equipamento Espectronic Hélios ®
Computadorizado Duplo Feixe Termoestatizado,
pertencente ao  Hospital  Universitario da
Universidade Estadual de Londrina, em Londrina-
PR.

Os dados obtidos no experimento foram
submetidos a analise de varidncia e para
comparacdo das médias foi realizado o teste de
Tukey, utilizando-se o programa SAEG (1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A representacdo do 4cido sialico como
biomarcador inflamatério e tumoral ¢ inquestionavel
de acordo com os trabalhos conduzidos por GUNES
et al. (2004), CITIL et al. (2004), MANOHAR et al.
(1993) e MAKIMURA & USUI (1990). Entretanto,
o resultado do experimento demonstrado na Tabela
1, destaca que nao foram significativas as diferencas
entre as médias dos grupos controle e experimental,
na tentativa de diagnostico precoce para HEB. A
média do acido sialico nas novilhas Nelore nascidas
em propriedade onde ndo ha samambaia na
pastagem nem registro clinico da enfermidade HEB
foi de 0,611 + 0,225 g/L. O valor ¢ muito proximo
ao encontrado nas novilhas nascidas e criadas em
propriedade endémica para HEB, com elevada
infestagdo de samambaia, média igual a 0,615 =+
0,258 g/L. Cabe ressaltar que duas das 29 novilhas
examinadas ja estavam com sinal clinico classico da
hematiria enzodtica dos bovinos, ou seja,
apresentavam sangue na urina na data de coleta do
material biologico.

Tabela 1 — Valores das médias e desvios-padrao da
concentracdo do acido sidlico em novilhas sadias,
nascidas e criadas em propriedade sem ocorréncia
de HEB e novilhas criadas em propriedade
endémica para HEB, ambas da raca nelore

i ACIDO
F. VARIACAO SIALICO
Teste F NS
GRUPO CONTROLE 0611+ 0,225
GRUPO AVALIADO 0,615 + 0,258
MEDIA GERAL 0,613 + 0,243
COEFICIENTE DE VARIACAO 40,03

NS = Nao significativo
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Ensaios e pesquisas que propiciam a
antecipacdo diagndstica de enfermidades em
animais de producdo, sobretudo nos bovinos, sdo
sempre desafiadores porém necessarios, bem como
confrontar um grupo de animais sadios contra um
de animais prestes a desenvolver tumores, como ¢ o
caso da proposta deste experimento.

Mensurar o nivel do acido sialico sérico ¢ a
etapa inicial do estudo em busca de um diagnostico
precoce para hematuria enzootica dos bovinos
utilizando-se ~ biomarcadores
inflamatoérios. A mensuragdo desse acido teve inicio
na década de 80, como ferramenta de patologia
clinica, através de pesquisa conduzida por SINGH
et al. (1980). Na ocasido, esses pesquisadores
verificaram o nivel da mucoproteina e do acido
sidlico em quatro animais sete
hemattricos com o objetivo de comparar valores
entre os dois grupos de animais. No exame post-

tumorais  e/ou

saudaveis e

mortem dos animais hematuricos foi relatada a
presenca de  hemangioma, adenoma ¢
adenocarcinoma na bexiga urinaria, além de
aumento entre 35% e 50% nos niveis de
mucoproteina e 4acido sidlico no sangue desses
animais, respectivamente. Isso pode ser reflexo da
reacdo tecidual e da presenca de neoplasias.

Nota-se pela literatura consultada haver um
hiato de tempo, com inicio na década de 80 e com
novas mensuragdes somente uma década apos. Isso
provavelmente ¢ reflexo do alto custo operacional
de analises laboratoriais, o que ja nao representa
fator limitante no século atual. A medida que a
ciéncia e a tecnologia evoluem, ¢ de se esperar que
0 custo analitico também seja mais acessivel e
possivel em mnovos desafios experimentais, a
exemplo do que estd se propondo no presente
trabalho.

CONCLUSAO

Nesta pesquisa o acido sidlico ndo se
demonstrou efetivo como biomarcador, quando
testado em novilhas nascidas e criadas em
propriedade endémica para Hematiria Enzodtica
dos Bovinos, algumas inclusive com o sinal clinico
da enfermidade.
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