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Bovine papillomavirus type-4 (BPV-4) is responsible for the development of papillomas
in the upper digestive tract (UDT) of cattle. The necessary steps for the development,
growth and regression of papillomas are intimately related with the immunological status
of the animal. The consumption of bracken fern (Pteridium aquilinum) has been pointed
out as the major factor involved in the persistence of BPV-4 infection of the UDT. The
theory involving the relationship between alimentary papillomas and the formation of
squamous cell carcinomas (SCCs) suggests the persistence of alimentary papillomatosis
through a chronic immunosupressive lymphopenic state induced by bracken fern. The
papillomas would serve then as a development site of SCCs through the interaction of
BPV-4 oncoproteins and bracken carcinogens. The objective of this study was to evaluate
the relationship between lymphopenia and alimentary papillomatosis in spontaneous cases
of chronic bracken fern poisoning of cattle. The age, intensity of papillomatosis and the
leukon were evaluated of 40 cattle with SCCs of the UDT. Three animals had leukopenia
and one had neutrophilia. The mean lymphocyte count (and standart deviation) of mild,
moderate and severe papillomatosis was 5,395(±1,696)/mm3, 4,560(±1,561)/mm3 and
5,007(±1,786)/mm3, respectively. There were no statistically significant differences between
the intensity of alimentary papillomasis, age and the lymphocyte count. Immunosupression
by lymphopenia was a sporadic finding (three cases) in the present study. The results
demonstrate that the persistence of alimentary papilomatosis in spontaneous cases of
bracken fern-related SCCs of the UDT is not related to lymphopenia and it may be related
to other immunological factors.

INDEX TERMS: Poisonous plant, Pteridium aquilinum, papillomatosis, bovine papillomavirus
type 4, plant poisoning, diseases of cattle.
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RESUMO.- Papilomavírus bovino tipo 4 (BPV-4) é respon-
sável pelo desenvolvimento de papilomas no trato alimen-
tar superior (TAS) de bovinos. Os passos necessários para
o crescimento, o desenvolvimento e a regressão dos
papilomas estão intimamente relacionados com o estado
imunológico do animal. A ingestão de samambaia (Pteridium
aquilinum) tem sido relacionada como o principal fator en-
volvido na persistência da infecção pelo BPV-4 no TAS. A
teoria que estabelece a relação entre papilomatose alimen-
tar e a formação de CCEs sugere a produção de um esta-
do imunossupressivo crônico pela planta, permitindo a per-
sistência dos papilomas no TAS. Os papilomas serviriam
então como sítios de desenvolvimento dos CCEs através
da interação entre as proteínas do BPV-4 e os carcinóge-
nos da samambaia. O objetivo deste estudo foi avaliar a
relação entre a quantidade de linfócitos circulantes e a
papilomatose alimentar em casos de intoxicação espontâ-
nea crônica por P. aquilinum em bovinos com CCE no TAS.
Quarenta bovinos com CCEs no TAS foram avaliados quan-
to à idade, à intensidade da papilomatose alimentar no TAS
e ao leucograma. Três bovinos tinham leucopenia e um
apresentava neutrofilia. A média de linfócitos foi de 5.395
(±1.696) na papilomatose leve, 4.560 (±1.561) na modera-
da e 5.007 (±1.786) na acentuada. Não houve diferença
estatisticamente significativa entre o grau de papilomato-
se, a idade e a quantidade de linfócitos circulantes. Imu-
nossupressão por linfopenia foi um achado esporádico (três
casos) neste estudo. Os resultados indicam que a persis-
tência da papilomatose alimentar em casos espontâneos
de intoxicação crônica por samambaia em bovinos não
tem relação com a quantidade de linfócitos circulantes e
que talvez esteja relacionada a outros fatores imunológicos.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Plantas tóxicas, papilomatose,
papilomavírus bovino tipo 4, intoxicação por planta, Pteridium
aquilinum, doenças de bovinos.

INTRODUÇÃO
Papilomavírus bovino tipo 4 (BPV-4) é um vírus DNA per-
tencente à família Papillomaviridae, responsável pelo de-
senvolvimento de papilomas no trato alimentar superior
(TAS) de bovinos (Campo et al. 1980). Quando a papilo-
matose alimentar se desenvolve em animais saudáveis,
ela é auto-limitante (Nicholls et al. 2001).

Os passos necessários para o crescimento, o desenvol-
vimento e a regressão dos papilomas estão intimamente
relacionados com o estado imunológico do animal (Nicholls
& Stanley 2000, Howley & Lowy 2006). A infecção viral pelo
BPV-4 se estabelece na mucosa do TAS através de peque-
nas lesões epiteliais (Howley & Lowy 2006). O vírus induz a
proliferação das células basais infectadas e leva à forma-
ção de papilomas, com posterior liberação dos viriões atra-
vés da descamação do estrato córneo (Anderson et al. 1997).

Fatores imunossupressores predispõem animais e hu-
manos a desenvolverem papilomatose (Duncan et al. 1975,
Campo & Jarrett 1986, Borzacchiello et al. 2003). Em hu-
manos, condições imunossupressivas que afetam os lin-
fócitos (por exemplo: gravidez, quimioterapia ou infecção

pelo vírus da imunodeficiência humana) aumentam a
chance da persistência da infecção pelo papilomavírus
(Duncan et al. 1975, Howley & Lowy 2006, Woodman et al.
2007). Em bovinos, fatores imunossupressivos, como a
infecção pelo vírus da diarreia viral bovina (Borzacchiello
& Roperto 2008), corticoterapia (Tsirimonaki et al. 2003) e
ingestão de samambaia (Pteridium aquilinum) (Jarrett et
al. 1978, Jarrett 1985, Campo & Jarrett 1986, Campo et al.
1994) tem sido relacionados como os principais fatores
envolvidos na persistência da infecção pelo BPV-4.

Bovinos que pastoreiam em áreas altamente infestadas
por samambaia frequentemente são acometidos por papilo-
matose alimentar e por carcinomas de células escamosas
(CCEs) no TAS (Döbereiner et al. 1967, Tokarnia et al. 1969,
Jarrett et al. 1978, Jarrett 1980, Gava et al. 2002, Souto et
al. 2006). A teoria da relação entre papilomatose alimentar
por BPV-4, samambaia e a formação de CCEs no TAS foi
estabelecida após um estudo experimental de intoxicação
crônica por Pteridium aquilinum (Campo et al. 1994). Na te-
oria da patogênese dos CCEs no TAS, denominada “síndro-
me papiloma-carcinoma”, o ptaquilosídeo presente na sa-
mambaia seria o responsável por estabelecer um estado
imunossupressivo linfopênico crônico e persistente. Essa
diminuição da quantidade de linfócitos circulantes predispo-
ria os animais a desenvolver papilomatose persistente e
disseminada. Tais papilomas serviriam então como sítios
de desenvolvimento dos CCEs através da interação entre
as oncoproteínas do BPV-4 e os carcinógenos da samam-
baia (Campo et al. 1994, Anderson et al. 1997, Campo 1997).

O principal objetivo deste estudo foi, portanto, avaliar
se há relação entre a quantidade de linfócitos circulantes e
a papilomatose alimentar em casos de intoxicação espon-
tânea crônica por samambaia em bovinos com CCE no
TAS.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram analisados o leucograma e os aspectos clinicopatoló-
gicos de 40 bovinos com diagnóstico de intoxicação crônica
por samambaia (Pteridium aquilinum) na forma clínica crônica
de CCEs no TAS, no período de 2006 a 2010. Os bovinos eram
provenientes de áreas altamente infestadas por samambaia e
foram avaliados quanto à idade, à intensidade da papilomato-
se alimentar no TAS e ao leucograma.

A idade dos bovinos foi computada no momento do diag-
nóstico clínico de CCE no TAS. As idades absolutas foram
tabuladas e analisadas quanto à distribuição de frequência.

A papilomatose alimentar foi classificada quanto à intensi-
dade em: leve, moderada ou acentuada. Quanto a sua locali-
zação, ela foi classificada regionalmente em: cranial (compre-
endendo a região da base da língua, faringe/orofaringe e
epiglote), média (esôfago), caudal (entrada do rúmen e rúmen).
Quando os papilomas estavam presentes em todo o TAS, a
papilomatose foi classificada como disseminada.

Foi classificada como papilomatose leve quando os bovi-
nos apresentavam poucos papilomas e que se localizavam
regionalmente no TAS, principalmente na região cranial. Mo-
derada quantidade de papilomas que se localizavam regio-
nalmente ou em toda extensão do TAS foi classificada como
papilomatose moderada. Papilomatose acentuada ocorreu
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quando grande quantidade de papilomas foi encontrada dis-
seminada em toda extensão do TAS.

O sangue para realização do leucograma foi coletado em
tubos de ensaio com EDTA no momento do diagnóstico clínico
(dias ou poucas semanas antes da morte) ou momentos antes
da morte do animal. A técnica constituiu-se de: contagem de
leucócitos em câmara de Neubauer utilizando-se líquidos de
Türk como diluente e análise de esfregaços corados por panó-
tico rápido para a diferenciação celular e pesquisa de altera-
ções morfológicas nas células. Foram utilizados valores de
referência da espécie bovina segundo Jain (1986).

Os resultados dos leucogramas foram comparados com os
graus de papilomatose alimentar e com a idade dos animais
através da análise de variância com o método de Holm-Sidak.
Em todos os testes, P<0.05 foi considerado estatisticamente
significativo.

RESULTADOS
A idade dos bovinos diagnosticados com CCEs no TAS e
que pastoreavam em áreas com samambaia variou de 3 a
12 anos, com média de 8 anos (Fig.1).

O resultado completo do leucograma está apresentado
no Quadro 1. No leucograma, leucopenia foi observada em
três casos. Linfopenia foi a principal causa da diminuição
de leucócitos circulantes e ocorreu nos três casos. Neu-
tropenia também foi observada em um caso. Em seis bo-
vinos, leucocitose por neutrofilia e com desvio à esquerda
foi o achado mais importante. Eosinofilia ocorreu em um
caso. Não houve alteração significativa no leucograma dos
trinta bovinos restantes.

Papilomatose leve (Fig.2A) foi observada em 17 ca-
sos. Nesses, poucos papilomas estavam localizados prin-
cipalmente na região cranial do TAS, compreendendo a
face ventrolateral da base da língua e faringe/orofaringe.
Nos 15 casos de papilomatose moderada (Fig.2B), os
papilomas localizavam-se regionalmente na parte cranial

ou em toda extensão do TAS. Papilomatose acentuada
(Fig. 2C) ocorreu em oito casos e se caracterizava por
grande quantidade de papilomas, em diversos estágios de
desenvolvimento, em toda extensão do TAS.

Fig.1. Distribuição de frequência das idades dos 40 bovinos. A
média de idade é de 8 anos, variando de 3 a 12 anos.

Fig.2. Graus de papilomatose alimentar em bovinos intoxica-
dos crônica e espontaneamente por Pteridium aquilinum.
Região cranial do trato alimentar superior. (A) Papilomato-
se leve. (B) Papilomatose moderada. (C) Papilomatose
acentuada. A

CB
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Não houve diferença estatisticamente significativa en-
tre o grau de papilomatose e a idade dos bovinos ao diag-
nóstico de CCE. Nos três casos de linfopenia, dois tinham
papilomatose leve e um moderada. A média de linfócitos
foi de 5.395(±1.696)/mm3 na papilomatose leve, 4.560
(±1.561)/mm3 na moderada e 5.007 (±1.786)/mm3 na acen-
tuada. Não houve diferença estatisticamente significativa
entre o grau de papilomatose e a quantidade de linfócitos
circulantes (Fig. 3).

DISCUSSÃO
Bovinos sadios naturalmente ou experimentalmente infec-
tados por BPV-4 recuperam-se de papilomatose alimentar
em aproximadamente um ano, através de uma resposta
imunológica mediada por células (Campo et al. 1994,
Knowles et al. 1996). No entanto, exposição crônica a imu-
nossupressores leva à persistência e à disseminação de
papilomas em todo o TAS (Borzacchiello & Roperto 2008).

Fig.3. Relação entre a quantidade de linfócitos e o grau de
papilomatose alimentar através da análise de variância e
do teste de comparação dos pares (método de Holm-Sidak),
estabelecendo intervalo de confiança de 95%.

Quadro 1. Idade, leucograma e intensidade da papilomatose alimentar de bovinos intoxicados crônica e espontaneamente
por Pteridium aquilinum com a forma clínica de carcinoma de células escamosas no trato alimentar superior

Bovino Idade Leucócitos Neutrófilos Bastonetes Linfócitos Monócitos Eosinófilos Basófilos Papilomatose
(/mm3) (/mm3) (/mm3) (/mm3)' (/mm3) (/mm3) (/mm3) (L, M, A)

4.000-12.000 600-4.000 0-120 2.500-7.500 25-840 0-2.400 0-200

1 5 22.100 12.818 2.873 5.525 442 0 0 M
2 4 10.200 3.570 102 6.120 0 408 0 L
3 8 5.400 1.728 0 2.970 108 594 0 A
4 8 8.100 2.106 81 5.589 162 162 0 A
5 7 6.000 1.680 120 3.480 540 180 0 M
6 8 5.100 1.734 102 3.009 153 102 0 A
7 6 2.900 493 145 2.030 87 145 0 L
8 7 18.100 9.955 1.448 6.154 362 0 0 M
9 6 8.700 2.001 0 5.655 0 1.044 0 A
10 8 8.300 2.739 0 5.395 83 83 0 L
11 10 4.500 1.260 0 2.880 45 315 0 M
12 8 5.200 1.768 52 3.120 156 104 0 A
13 3 7.000 2.100 0 4.200 70 630 0 M
14 3 11.000 3.300 110 7.260 110 220 0 L
15 5 12.000 3.120 120 7.200 120 1.440 0 A
16 7 8.600 2.150 86 5.418 258 688 0 L
17 8 11.200 3.920 112 6.160 336 560 112 L
18 8 7.700 2.079 77 5.313 154 77 0 M
19 10 6.200 2.418 62 3.596 62 62 0 M
20 7 4.300 1.591 0 2.537 129 43 0 L
21 4 6.800 2.380 68 4.216 68 68 0 M
22 10 16.200 5.832 324 6.804 162 2.916 162 L
23 6 8.100 3.240 0 4.212 243 405 0 M
24 8 9.600 2.880 0 6.432 192 96 0 L
25 6 7.600 2.584 0 4.560 152 304 0 M
26 12 8.900 2.225 0 6.480 89 178 0 L
27 12 9.100 3.276 0 5.187 273 364 0 M
28 8 14.200 8.236 284 4.686 284 710 0 M
29 12 28.400 16.756 1.420 7.100 1.704 1.420 0 L
30 9 8.200 2.870 82 4.674 164 410 0 L
31 6 19.800 9.900 990 8.316 198 198 0 M
32 7 8.500 2.720 85 5.355 170 170 0 L
33 7 10.600 3.286 106 6.890 212 106 0 M
34 10 8.800 3.872 88 3.960 176 704 0 L
35 7 7.900 3.081 79 4.424 158 158 0 A
36 9 8.700 2.523 87 5.220 174 696 0 L
37 11 3.300 1.056 33 2.079 99 33 0 L
38 9 3.700 1.221 0 2.220 185 74 0 M
39 10 9.600 1.248 96 7.200 96 960 0 A
40 8 6.400 2.176 64 3.776 256 128 0 L

* Intensidade da papilomatose: (L) leve, (M) moderada e (A) acentuada.
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O sistema imune tem, portanto, um papel importante na
modulação da severidade da doença associada ao papilo-
mavírus (Nicholls & Stanley 2000).

A persistência dos papilomas no TAS de bovinos que
pastoreiam por longos períodos em áreas com samam-
baia tem sido relacionada com a ingestão contínua dos
princípios químicos presentes na planta. A exposição crô-
nica a esses princípios tóxicos, principalmemente o pta-
quilosídeo, levaria os bovinos a desenvolverem imunos-
supressão por linfopenia crônica, permitindo a persistên-
cia e a manutenção dos papilomas no TAS (Campo et al.
1994). Tais papilomas serviriam então como um alvo ex-
pandido, devido à constante replicação celular induzida pelo
BPV-4, para os carcinógenos da samambaia (Pteridium
aquilinum) agirem sinergicamente com o vírus no desen-
volvimento dos CCEs (Campo et al. 1994).

Inversamente ao que foi encontrado nos casos experi-
mentais (Campo et al. 1992, Campo et al. 1994), a grande
maioria dos casos espontâneos de intoxicação crônica por
samamabaia do presente estudo não apresentaram linfo-
penia no momento do diagnóstico clínico. A quantidade de
linfócitos também não foi relacionada com a presença e
severidade da papilomatose, nem com a idade dos bovi-
nos. Dessa forma, a linfopenia parece não estar relaciona-
da com a persistência dos papilomas no TAS nos casos
espontâneos estudados. Porém, não se pode afirmar que
mecanismos imunossupressivos (da planta ou outros fa-
tores) não foram necessários para a infecção inicial pelo
BPV-4 e para a disseminação da doença no TAS em épo-
ca anterior ao momento estudado.

Em bovinos naturalmente infectados por BPV-4, a regres-
são dos papilomas ocorre através de uma reação mediada
por células (Knowles et al. 1996, Anderson et al. 1997).
Papilomas em regressão são infiltrados por linfócitos T, prin-
cipalmente T CD4+ e CD8+ (Knowles et al. 1996). Esses
linfócitos não proliferam nos locais de regressão dos papilomas
(Nicholls & Stanley 2000) e, portanto, são originários de ór-
gão linfoides. O efeito radiomimético do ptaquilosídeo, que
levaria ao achado hematológico de linfopenia crônica presen-
te nos casos experimentais (Campo et al. 1994), poderia ex-
plicar a ausência dos linfócitos nos papilomas para a sua
regressão. No entanto, a persistência dos papilomas nos
animais crônica e espontanemente intoxicados por samam-
baia deste estudo parece não ter nenhuma relação com a
diminuição da quantidade de linfócitos circulantes.

Outros mecanismos podem ser sugeridos na tentativa
de explicar o papel do sistema imune na regressão dos
papilomas após a infecção. A falha no reconhecimento dos
papilomas pelo sistema imune sugere que ele talvez não
seja avisado (ou seja desabilitado) pela infecção do BPV-
4 (Araibi et al. 2006). A habilidade do papilomavírus em
persistir tem sido atribuído à natureza do ciclo viral (so-
mente epitelial), fatores do hospedeiro, ao estado de latência
viral e/ou à habilidade do papilomavírus em subverter ou
evadir o sistema imune (Tindle 2002). É provável que es-
ses fatores contribuam para a demora ao reconhecimento
da infecção.

Muitos vírus são capazes de evadir do sistema imune
do hospedeiro através da interferência nas vias de apre-
sentação e processamento de antígenos (Piquet 2005).
No caso dos papilomavírus, foi demonstrado que em
papilomas de casos naturais a oncoproteína viral E5 so-
bre-regula a expressão de MHC-1, permitindo ao vírus eva-
dir da vigilância imunológica e persistir no epitélio infectado
(Ashrafi et al. 2002, Marchetti et al. 2002, Araibi et al. 2006).
Este mecanismo de evasão das células do sistema imu-
ne, especialmente dos linfócitos T e células nulas (natu-
ral-killer cells; NK) (Ashrafi et al. 2002), está presente na
infecção natural pelo papilomavírus. No entanto, somente
este mecanismo de evasão natural não consegue explicar
completamente a persistência dos papilomas em bovinos
cronicamente intoxicados por samambaia.

Recentemente, um estudo com extrato de samambaia
em camundongos C57BL/6 demonstrou a ação modulatória
direta do princípio tóxico sobre células do sistema imune
com efeito citotóxico seletivo e direto nas células NK.
Camundongos tratados com samambaia tiveram uma di-
minuição na citotoxicidade mediada pelas células NK, as
quais interrompiam suas ações sobre os linfócitos T. A
redução seletiva da atividade das células NK (citotoxicidade
e produção de interferon gama) poderia estar diretamente
envolvida na manutenção dos papilomas e formação de
tumores em animais cronicamente intoxicados por samam-
baia (Latorre et al. 2009). Dessa forma, os efeitos imuno-
tóxicos da samambaia poderiam afetar não apenas a res-
posta imune contra a infecção viral, mas também a vigi-
lância imunológica para a formação de tumores.

CONCLUSÕES
Imunossupressão por linfopenia foi um achado esporádico
nos casos de intoxicação crônica e espontânea por sa-
mambaia em bovinos com a forma clínica de CCEs no
TAS deste estudo. Estes resultados indicam que a persis-
tência da papilomatose alimentar em casos naturais não
tem relação com a quantidade de linfócitos circulantes e
que talvez esteja relacionada a outros fatores imunológicos.
Dentre eles, destaca-se a ação das proteínas do papilo-
mavírus e também a ação seletiva do ptaquilosídeo sobre
determinadas células do sistema imune, fatores importan-
tes para a regressão dos papilomas. A atuação conjunta
desses fatores poderia ser responsável pela manutenção
dos papilomas no TAS de bovinos crônica e espontanea-
mente intoxicados por samambaia.
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