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RESUMO

MIRANDA, lleana Costa. Avaliacdo lectino-histoquimica de figado e linfonodo
mesentérico de bufalos mantidos em pastagens de Brachiaria spp. 57 p. Dissertacéo
(Mestrado em Medicina Veterinaria, Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinéria).
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Animais que se alimentam em pastos de Brachiaria spp comumente apresentam
macrofagos espumosos isolados ou agrupados no figado, além de cristais no interior de ductos
biliares. A patogénese da formacgdo e a natureza do material armazenado nestas células,
contudo, ainda ndo sdo completamente conhecidas. Através da avaliacao lectino-histoguimica,
saponinas esteroidais (metabdlitos glicosilados secundarios) tém sido identificadas nos
cristais e no citoplasma das células espumosas, que provavelmente sdo responsaveis por
danificar o figado e levar ao acumulo de filoeritrina. Por meio deste trabalho, objetivou-se
padronizar e caracterizar a utilizacdo da lectino-histoquimica na deteccdo de metabdlitos
glicosilados nos tecidos de bdfalos mantidos em diferentes pastos de Brachiaria spp no
Brasil. Fragmentos de figado e linfonodo mesentérico de 40 animais foram analisados: 10
bafalos mantidos em pastagem predominante de B. decumbens por aproximadamente 12
meses; 10 bufalos mantidos em pastagem predominante de B. brizantha por aproximadamente
18 meses; 10 bufalos mantidos em pastagem de B. brizantha por aproximadamente quatro
anos; e, como controle negativo, 10 bufalos mantidos em pastagem livre de Brachiaria spp
desde o nascimento. Quatorze lectinas foram testadas (Con-A, SBA, WGA, DBA, UEA,
RCA, PNA, GSL-I, PSA, LCA, PHA-E, PHA-L, SJA e SWGA), em um total de 1120
fragmentos avaliados. Estudos anteriores demonstraram que a lectina PNA possui marcada
reatividade para macréfagos espumosos de bovinos e ovinos. No presente estudo, a lectina
SWGA apresentou acentuada reatividade e alta especificidade para macr6fagos espumosos;
WGA, GSL, PHA-E e PHA-L mostraram moderada a acentuada reatividade, mas baixa
especificidade aos macréfagos espumosos; as outras lectinas ndo apresentaram reatividade ou
especificidade significativas. Ainda ndo se sabe exatamente a que atribuir a diferenca de
reatividade aos macrofagos espumosos. Sugere-se que divergéncias ocorram em funcdo da
espécie de Brachiaria ingerida, da fase de crescimento da planta, do tipo e proporcdo dos
glicoconjugados armazenados na planta em decorréncia da época do ano, das diferencas no
metabolismo da espécie do animal em questdo, da presenca de fotossensibilizacdo, da
evolucdo clinica da doenca e do tempo de ingestdo da planta. Ndo houve diferenca de
marcacgdo significativa entre os fragmentos coletados de animais que se alimentaram de B.
decumbens por 12 meses e B. brizantha por 18 meses. Porém, a diminui¢do da presenca e
marcacdo lectino-histoquimica dos macrofagos espumosos nos tecidos dos bdfalos que
ingeriram B. brizantha durante mais tempo indica que 0s animais podem passar por um
processo de adaptacdo de acordo com o tempo de ingestdo da planta. A avaliagdo lectino-
histoquimica pode ser utilizada para caracterizar o material armazenado em macréfagos
espumosos presentes no figado e linfonodo mesentérico de bufalos que se alimentam em
pastagens de Brachiaria spp e ajuda na compreensdo da patogénese de formacdo destas
celulas.

Palavras-chave: Brachiaria, saponinas, lectino-histoquimica.



ABSTRACT

MIRANDA, lleana Costa. Lectin histochemistry evaluation of liver and mesenteric lymph
node of buffaloes kept in Brachiaria spp. 57 p. Dissertation (Master Science in Veterinary
Medicine, Animal Pathology). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Animals grazing Brachiaria spp commonly present foamy macrophages isolated or grouped
in the liver, and crystals within biliary ducts. The pathogenesis of formation and the nature of
the material stored on these cells, however, are not completely known. Through lectin
histochemistry evaluation, steroidal saponins (secondary glycosylated metabolites) have been
identified in the crystals and within the cytoplasm of the foam cells, which are probably liable
for damage the liver leading to accumulation of phylloerythrin. This study aims to standardize
the use of lectin histochemistry to detect glycosylated metabolites in tissues of buffaloes kept
in different Brachiaria spp pastures in Brazil. Fragments of liver and mesenteric lymph node
from 40 animals were analyzed: 10 buffaloes that were kept in predominant pasture of B.
decumbens for 12 months; 10 buffaloes that were kept in pasture with a predominance of B.
brizantha for 18 months; 10 buffaloes that were kept in pasture of B. brizantha for
approximately four years; and, as a negative control, 10 buffaloes that were maintained in
native pasture without Brachiaria spp since birth. Fourteen lectins were tested (Con-A, SBA,
WGA, DBA, UEA, RCA, PNA, GSL-I, PSA, LCA, PHA-E, PHA-L, SJA and SWGA), in a
total of 1120 evaluated fragments. Previous studies demonstrated that PNA showed great
binding reactivity for foamy macrophages in bovine and ovine. In the present study, SWGA
presented high specificity and marked binding reactivity for foamy macrophages; WGA,
GSL, PHA-E and PHA-L showed moderate to marked reactivity but low specificity for foamy
macrophages; the other lectins didn't show significant reactivity or specificity. It remains
unclear why there is this difference in lectins binding reactivity to foamy macrophages; it is
suggested that divergences may occur depending on the species of Brachiaria ingested, the
plant growth stage, the type and proportion of saponins stored in the plant due to seasonality,
the differences in the metabolism of animal species, the presence of photosensitivity, the
clinical course of the disease and the plant intake time. Moreover, there was no significant
reactivity difference between the collected fragments of animals that grazed in B. decumbens
for 12 months and B. brizantha for 18 months. However, the decreased presence of foamy
macrophages and its lectin histochemical binding in animals that fed on B. brizantha for a
longer time indicates that the animals can pass through an adaptation process according to the
the plant intake time. Lectin histochemistry analysis can be used to characterize the material
stored in foamy macrophages present in liver and mesenteric lymph node of buffaloes that
graze in Brachiaria spp pastures and helps to clarify the pathogenesis of these cells.

Key-words: Brachiaria, saponins, lectin histochemistry.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem-se comprovado que 0s prejuizos econdémicos determinados pela
intoxicagdo por plantas no Brasil s&o muito mais elevados do que originalmente se pensava
(TOKARNIA et al., 2012). Estima-se que pelo menos um milhdo de bovinos morrem,
anualmente, intoxicados por plantas (RIET-CORREA e MEDEIROS, 2001). No Brasil, surtos
de fotossensibilizacdo hepatdgena em bovinos, ovinos e, por vezes, em caprinos e bufalos
determinam perdas econémicas muito significativas, ndo tanto pelas mortes, mas, em especial,
pela queda, temporaria ou ndo, da produtividade (TOKARNIA et al., 2012).

Considerando a importancia da bubalinocultura para a regido Norte do Brasil, assim
como o fato de que as principais forrageiras introduzidas nesta regido sdo diferentes espécies
de Brachiaria, Riet-Correa et al. (2010) avaliaram fragmentos de figado e linfonodo
mesentérico de bufalos provenientes de abatedouro que foram mantidos em pastos de
Brachiaria spp. Foram relatadas quantidades variaveis de macr6fagos espumosos no figado e
linfonodos mesentéricos; as alteracBes nos hepatdcitos foram encontradas principalmente na
regido centrolobular e eram mais acentuadas nas areas onde havia maior infiltracdo de
macrofagos espumosos, assim como nas areas de fibrose capsular (RIET CORREA et al.,
2010). Entretanto, a formacdo e o tipo de material armazenado nos macréfagos espumosos
qgue ocorrem no figado de animais mantidos em pastos de Brachiaria spp ainda ndo sdo
completamente conhecidos.

A deteccdo e quantificacdo de principios toxicos de plantas, de forma geral, por meio
de anélises quimicas de tecidos animais e plantas é excessivamente trabalhosa, demanda
longo prazo e implica em custos elevados (BURAKOVAS et al., 2007). Mas sabe-se que
testes lectino-histoquimicos podem detectar algumas substancias no tecido sobre o qual ocorre
a lesdo e permitem estabelecer correlacBes entre a sua presenca e gquantidade, gravidade da
lesdo e extensdo do processo. J& ha algum tempo demonstrou-se a utilidade da lectino-
histoquimica na detec¢cdo de substancias complexas que contém aclcar em tecidos animais,
relacionadas ou ndo com doencas do armazenamento, como as glicoproteinoses (ex:
manosidose) (DRIEMEIER et al., 2000; ARMIEN et al., 2007) e as glicolipidoses (ex:
gangliosidose, galactosidose) (ALROY et al.,, 1986; MURNAME; AHERN-RINDELL,;
PRIEUER, 1989). A avaliacdo lectino-histoquimica também pode auxiliar no estudo da
formacdo dos macrdfagos espumosos que ocorrem nos animais que se alimentam de
Brachiaria spp e na deteccdo dos residuos de acucares especificos que estdo presentes no
citoplasma das células espumosas, além de contribuir no avanco da compreensdo da
patogénese e, consequentemente, favorecer a tomada de medidas profilaticas adequadas.

De fato, por meio da lectino-histoquimica, alguns autores conseguiram detectar
saponinas esteroidais (metabolitos glicosilados) em macrofagos espumosos de bovinos de
matadouro que se alimentavam em pastos de Brachiaria decumbens e B. brizantha (GOMAR
et al., 2005). As lectinas PNA, WGA e SBA foram as que demonstraram maior afinidade
pelos macrofagos espumosos. Este estudo abriu excelentes possibilidades para investigacéo de
doencas, inclusive com etiologia desconhecida, que sejam determinadas pela ingestdo de
substancias toxicas. A seguir, figados e linfonodos de ovinos, sem fotossensibilizacdo, que se
alimentavam exclusivamente de Brachiaria spp foram avaliados pela técnica de lectino-
histoquimica (BOABAID et al., 2011). As lectinas Con-A, RCA, WGA, LCA e PHA-L foram
as que apresentaram reatividade mais acentuada em macrdéfagos espumosos. Posteriormente,
outro estudo realizado com fragmentos de figado e rim de ovinos com fotossensibilizacéo,
mantidos em pastagem de B. decumbens, foram avaliados pela técnica de lectino-histoquimica
(COSTA et al.,, 2013). As lectinas PNA, WGA, SBA, GSL | e LCA mostraram melhor
afinidade de ligacdo com macrdfagos espumosos.



Estudos similares ja foram feitos em bovinos (GOMAR et al.,, 2005) e ovinos
(BOABAID et al., 2011, COSTA et al., 2013) que ingeriram Brachiaria spp, no entanto este
trata-se do primeiro estudo lectino-histoquimico realizado em buafalos mantidos em pastos de
Brachiaria spp. Através deste trabalho, objetivou-se padronizar a utilizacdo da lectino-
histoquimica na deteccdo de glicoconjugados nos tecidos de bdfalos mantidos em diferentes
pastos de Brachiaria spp no Brasil; verificar se ha diferenca de reatividade dos macréfagos
espumosos as lectinas nas diferentes espécies de Brachiaria (B. decumbens e B. brizantha) e
descrever, pela primeira vez, os achados lectino-histoquimicos em figado e linfonodo
mesentérico de bufalos mantidos em pastos de Brachiaria spp.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Intoxicacgao por plantas em bufalos no Brasil

Os relatos de intoxicacdo por plantas em bufalos no Brasil cresceram na ultima
década, com descri¢des de intoxicacdo natural e experimental nas diferentes regiGes do pais.
Em relacdo a Brachiaria spp, recentemente foram relatados dois surtos de fotossensibilizacao
em bufalos associados a ingestdo de B. decumbens no estado de Minas Gerais (OLIVEIRA et
al., 2013). Ha, também, descricdo de um surto de intoxicacdo por B. humidicola em bufalos
com fotossensibilizagdo no Amazonas (TOKARNIA & LANGENEGGER, 1983 apud RIET-
CORREA et al., 2010) e um caso de intoxicacdo natural por B. decumbens em uma bufala no
Rio Grande do Sul (ROZZA et al., 2004). Estdo descritas, ainda, as lesdes encontradas em
figado e linfonodo de bufalos mantidos em pastagens de Brachiaria spp no estado do Para,
sem sinais clinicos de fotossensibilizacdo (RIET-CORREA et al., 2010). Estes dados
demonstram que as lesdes causadas por Brachiaria spp possuem relevante importancia para a
bubalinocultura do Brasil, de Norte a Sul do pais.

2.2 Fotossensibilizacao

A fotossensibilizacdo é um fendmeno que resulta em agressdo a pele devido a ativacao
de pigmentos fotodindmicos pela luz ultravioleta dos raios solares (McGAVIN; ZACHARY,
2007). Nos animais, a fotossensibilizacdo é dividida em primaria, secundéria ou hepatogena e
congénita.

A fotossensibilizacdo priméaria pode ocorrer devido a ingestdo e absorcdo de
pigmentos vegetais, medicamentos intrinsecamente fotodinamicos ou de substancias como a
fenotiazina (JONES, HUNT & KING, 2000). Fagopyrum esculentum, Ammi majus
(TOKARNIA et al., 2012) e Froelichia humboldtiana (PIMENTEL et al., 2007) sdo plantas
que ja foram descritas como fotossensibilizantes primarias. Existe também a porfiria
congénita, um distarbio que envolve o figado e resulta no metabolismo anormal da porcéo
heme e culmina com o acumulo e excre¢do anormal de porfirinas, que sdo fotodinamicas
(McGAVIN; ZACHARY, 2007).

Ja a fotossensibilizacdo de origem hepatogena esta relacionada, principalmente, a
ingestdo de plantas do género Brachiaria spp e Lantana spp e a micotoxicose por Pithomyces
chartarum, esta ultima rara no Brasil. Outras plantas como Enterolobium contortisiliqum,
Pterodon emarginatus, Stryphnodendron fissuratum também tem sido associadas a
fotossensibilizacdo hepatogena (TOKARNIA et al., 2012). Devido a lesdo hepética, ha
dificuldade na excrecdo normal de filoeritrina, um agente fotodindmico produzido pela
metabolizacdo da clorofila, que se acumula em altas concentragfes no sangue e tecido
subcutaneo (McGAVIN; ZACHARY, 2007).

2.3 Intoxicacgao por Brachiaria spp

No Brasil, B. decumbens, B. brizantha e B. humidicola sdo as espécies que tem
ocasionado casos de fotossensibilizacdo (TOKARNIA et al., 2012). Desde 1985, autores tém
sugerido que a toxicidade da Brachiaria se deve a presenca de saponinas esteroidais
litogénicas na graminea (OPASINA, 1985; RIET-CORREA et al., 2011). A intoxicacdo por
Brachiaria spp pode ocorrer em qualquer época do ano e sabe-se que ovinos, bovinos,
caprinos, bubalinos e equinos podem ser susceptiveis a doenca (TOKARNIA et al., 2012).
Ovinos sdo mais sensiveis do que os bovinos (ALBERNAZ et al., 2010), assim como 0s
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animais mais jovens sdo mais suscetiveis do que os adultos (RIET-CORREA et al., 2011). Em
equinos, os casos de fotossensibilizagédo séo raros (BARBOSA et al., 2006).

As manifestacdes clinicas relacionadas as doencas fotossensibilizantes sdo variadas e
as lesbes cuténeas s6 ocorrem se a pele sensibilizada for exposta a luz solar, ou
artificialmente, aos raios UV, e apresentam distribuicdo caracteristica, sobretudo nas
areas despigmentadas (quando ndo cobertas por pelagem espessa ou 1d) e nas partes mais
expostas a luz solar (SEIXAS, 2009). As lesGes mais graves em ruminantes sdo observadas
nas regides dorsais do corpo; as areas mais lesadas sdo as orelhas, pélpebras, focinho, face,
parte laterais das tetas e, em menor extensao, a vulva e o perineo (RADOSTITS et al., 2000).
O primeiro sinal morfoldgico da fotossensibilizagdo é o eritema cutaneo seguido de edema e
exsudacdo serosa na superficie da pele. Nos casos graves, ha necrose e ulceracdo; a pele
lesada adquire um aspecto de “casca de arvore” e, muitas vezes, ha desprendimento das
partes afetadas (gangrena seca) (SEIXAS, 2009). Os animais apresentam sinais de anorexia,
inquietacgdo, fotofobia, prurido, formagao de crostas e retragdo cicatricial auricular, ictericia e,
por vezes, conjuntivite com secrecdo ocular e cegueira (LEMOS et al., 1996; LEMOS et al.,
1998; BRUM et al., 2007; ALBERNAZ et al., 2010; SATURNINO et al., 2010; SOUZA et
al., 2010; RIET-CORREA et al., 2011).

As principais lesdes macroscopicas que acometem 0s animais intoxicados com
Brachiaria spp, além da dermatite necrética, sdo variados graus de ictericia, aumento de
volume e consisténcia do figado, com evidenciacdo do padrdo lobular e coloracdo amarelada e
vesicula biliar distendida (LEMOS et al., 1996; LEMOS et al., 1998; ALBERNAZ et al.,
2010; SOUZA et al.,, 2010; SATURNINO et al., 2010). Nos casos de emagrecimento
progressivo, a Unica lesdo observada foi o figado aumentado de volume e de coloracédo
amarelada (SOUZA et al., 2010).

Histologicamente, os achados mais frequentes sdo tumefacdo ou necrose individual de
hepatdcitos, retencdo biliar, colangite e pericolangite linfoplasmocitarias e, nos casos
cronicos, variado grau de fibrose periportal (SOUZA et al., 2010; RIET-CORREA et al.,
2011). Ha, ainda, presenca de macréfagos espumosos nos linfonodos e figado, principalmente
na regido centrolobular, proliferacdo de vias biliares e cristais birrefringentes ou imagens
negativas no interior dos ductos biliares ou no citoplasma de macrofagos (LEMOS et al.,
1996; SOUZA,; et al., 2010; SATURNINO et al., 2010; ALBERNAZ et al., 2010). Na pele,
pode-se observar acantose, hiperqueratose, incontinéncia pigmentaria nas areas necroticas e
ulceradas, formacdo de crostas, presenca de infiltrado inflamatério predominantemente
neutrofilico, proliferacdo de pequenos vasos e deposicdo de coldgeno na derme (LEMOS et
al., 1996; BARBOSA et al., 2006). Em casos mais cronicos, observa-se dilatacdo de glandulas
sudoriparas, proliferacdo vascular marcada e fibrose da derme (BARBOSA et al., 2006).

ConcentracOes de filoeritrina plasmatica acima de 10 pg/dl séo indicios de retencéo
biliar (STANNARD, 1993) e é comum observar elevacdo dos valores de bilirrubina e/ou
acidos biliares associada a fotossensibilizacdo hepatogena (SEIXAS, 2009). Em adultos, a
atividade sérica de enzimas de origem hepatica como gama-glutamiltransferase (GGT),
fosfatase alcalina (FA), sorbitol-desidrogenase (SDH) e aspartatoaminotranferase ou
transaminase glutdmico-oxalacética (AST) sdo as mais Uteis na identificacdo de doenca
hepatica cronica. Nos estagios iniciais de doenca hepatica em bovinos, a SDH € o teste mais
eficiente e sensivel, porém nos casos cronicos pode ndo estar elevada devido a sua curta meia-
vida. Assim, nos estagios tardios, a determinacdo da bilirrubina sérica e os testes da
bromossulftaleina sdo mais indicados (SEIXAS, 2009). Nenhum desses testes € indicado para
avaliar a funcdo hepética de bezerros com menos de seis meses de idade; nesses casos é
indicada a bidpsia hepatica (RADOSTITS et al., 2000).

Niveis de aminotransferases (AST e ALT) muito elevados sugerem hepatite aguda,
mas elevacbes moderadas podem ser detectadas em diversas enfermidades hepaticas como
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doencas hepatocelulares cronicas, cirrose, hepatopatias parasitarias e neoplasias (TENNANT,
1997). A natureza da doenca hepética, se necrotizante ou colestatica, pode ser determinada
pela analise simultdnea da atividade sérica das enzimas ALT e GGT, porém ruminantes
apresentam pouca atividade hepéatica de ALT, a qual s6 poderd ser utilizada para avaliar o
grau de necrose hepética, se ndo ocorrerem simultaneamente outras doencas ndo-hepaticas
(SEIXAS, 2009). A avaliacdo da GGT tem grande vantagem para o diagnostico de colestase
em ruminantes, por ser uma enzima originaria do tecido biliar hepéatico e seu aumento da
atividade associa-se somente com colestase intra e extra-hepéatica e dano de ductos biliares
(SEAWRIGHT et al., 1978; RAPOSO et al., 2004).

2.3.4 Intoxicacao por Brachiaria spp em bufalos

Em bubalinos, esta descrito um surto de intoxicacdo por B. humidicola no Amazonas,
e as principais alteraces encontradas no figado foram necrose, tumefacdo e vacuolizacdo de
hepatocitos e presenca de grande quantidade de macréfagos espumosos (TOKARNIA &
LANGENEGGER, 1983 apud RIET-CORREA et al., 2010). No Rio Grande do Sul, ha
descricdo de um caso de intoxicacdo por B. decumbens numa bufala em que observou-se,
adicionalmente, proliferacdo de ductos biliares, bilestase e presenca de cristais birrefringentes
no interior dos macréfagos, hepatdcitos e ductos biliares (ROZZA et al., 2004).

Em tecidos de bubalinos que morreram de diversas causas no estado do Pard,
observou-se no figado e linfonodos mesentéricos de todos os animais grande quantidade de
macrdéfagos espumosos (RIET-CORREA et al., 2010). Foi diagnosticado um caso de
intoxicacdo por B. brizantha em um bubalino que apresentava sinais de encefalopatia
hepatica, caracterizados por depressdo acentuada, permanéncia em decubito esternal, paralisia
da mandibula, lingua e palpebras e cegueira. A necropsia, observou-se figado aumentado de
tamanho, com bordos arredondados e acentuagdo do padrdo lobular. Histologicamente o
figado apresentava grande quantidade de macréfagos espumosos distribuidos por todo o
parénquima hepatico, discreta proliferacdo de células de ductos biliares e fibrose na regido
periportal. Havia, também, vacuolizacdo da substancia branca no tronco encefélico (RIET-
CORREA, 2009, dados nédo publicados).

No estudo de Riet-Correa et al. (2010) também notou-se que as lesdes em figado e
linfonodo mesentérico de bufalos mantidos em pastagens de Brachiaria spp eram bem mais
graves do que as observadas em bovinos, mas apesar de muitos animais apresentarem lesoes
hepéticas acentuadas, nenhum apresentava sinais clinicos de fotossensibilizacdo. O fato de
existirem poucos relatos de fotossensibilizacdo em bubalinos mantidos em pastagens de
Brachiaria spp indica que esta espécie, apesar de ser sensivel & intoxicacdo por essas
gramineas, € aparentemente mais resistente a intoxicacdo do que os bovinos. Foi sugerido que
a presenca de lesdes mais graves sem manifestacdo de sinais clinicos (evidenciado pelas
lesOes hepéticas) podem caracterizar os bubalinos como animais resilientes a intoxicagéo por
Brachiaria spp e que possivelmente uma forma subclinica da doenca pode ocasionar menor
ganho de peso em bufalos, gerando perdas econdmicas significativas (RIET-CORREA et al.,
2010).

Em Minas Gerais, houve dois surtos de fotossensibilizacdo em bufalos intoxicados por
B. decumbens com quadro clinico-patolégico similar aos relatados em ruminantes
anteriormente, exceto pela auséncia de ictericia, que é um sinal bastante frequente em
bovinos, ovinos e caprinos (OLIVEIRA et al., 2013). Adicionalmente, ndo foi encontrado
edema nas orelhas, ao redor dos olhos ou na mandibula, assim como ceratite e cegueira,
diferente dos achados de Albernaz et al (2010) em ovelhas intoxicadas por B. brizantha. Os
sinais observados também foram semelhantes aos reportados em buafalos com
fotossensibilizacdo hepatdgena devido a intoxicagdo por cobre (MINERVINO et al., 2010),
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especialmente considerando as areas afetadas, que foram principalmente os membros
posteriores, cauda, pesco¢o e dorso. As lesbes histologicas verificadas no figado foram
similares as encontradas em outros ruminantes que se alimentaram de Brachiaria spp,
incluindo a presenca de estase biliar, cristais nos ductos biliares, macréfagos espumosos e
edema hepatocelular. Este achado confirma que a fotossensibilizagdo em bufalos que ingerem
Brachiaria spp estd associada a deposicdo de material cristaloide nos ductos biliares e
colestase. Este foi o primeiro relato de surtos de fotossensibilizagdo em bufalos envolvendo
um grande ndmero de animais, e 0 estudo sugeriu uma possivel correlagdo positiva entre o
teor de saponinas e a quantidade de chuvas (OLIVEIRA et al., 2013).

2.4 Saponinas

Saponinas sdo metabdlitos glicosilados secundarios presentes em altas concentracfes
em plantas saudaveis. Esses metabdlitos, que possuem potente acdo antifungica, séo
importantes no mecanismo de defesa das plantas e geralmente se tornam deficientes em
algumas plantas modificadas geneticamente (PAPADOPOULOU et al.,, 1999). Estes
glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos de elevada massa molecular ocorrem, de
forma geral, como misturas complexas, devido a presenca concomitante de estruturas com um
naumero variado de acucares ou agliconas (BROOKS; LEATHEM; SCHUMACHER, 1997).
A aglicona também é chamada de genina ou sapogenina (FLAOYEN; WILKINS; SANDVIK,
2002). Em sua estrutura, ha uma parte lipofilica (triterpenoide ou esteroide) e outra parte
hidrofilica (agucares), o que resulta na propriedade caracteristica deste grupo de compostos -
promover saponificacdo - da qual deriva o seu nome (do latim sapo = sabdo) (BROOKS;
LEATHEM; SCHUMACHER, 1997). Elas podem ser classificadas de acordo com o nucleo
fundamental da aglicona ou pelo seu carater acido, basico ou neutro, denominando-se
saponinas esteroidais e saponinas triterpénicas. As saponinas esteroidais basicas ou
alcalodidicas sdo encontradas principalmente no género Solanum e pertencem a familia
Solanaceae, enquanto que as triterpénicas estdo presentes predominantemente nas
dicotileddneas (SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2004). Na graminea Panicum
dichotomiflorum, que causa fotossensibilizacdo em ovinos, foram identificados isbmeros 25R
e 25S de protodioscina e metilprotodioscina, anteriormente isolados em B. decumbens,
enquanto P. maximum cv. Tanzénia, cv. Monbaca, cv. Massai, cv. Aries e cv. Aruana
apresentaram teores baixos destas saponinas (BURAKOVAS et al., 2007).

Devido ao comportamento anfifilico e a capacidade de formar complexos com
esteroides, proteinas e fosfolipideos de membrana, as saponinas possuem um variado nimero
de propriedades bioldgicas, destacando-se a acdo sobre membranas celulares, que altera a sua
permeabilidade ou causa sua destruicdo. Relacionadas com essa agdo sobre membranas,
frequentemente observam-se atividades hemolitica, ictiotdxica e molusquicida (SCHENKEL,;
GOSMANN; ATHAYDE, 2004). Verificou-se que a ingestdo de saponinas influencia o
desempenho e o metabolismo animal de diversas maneiras. Algumas alteracdes foram
atribuidas as saponinas como: lise de eritrocitos, efeitos sobre os niveis de colesterol no
sangue e no figado, efeitos no crescimento, timpanismo nos ruminantes, inibi¢do da atividade
do masculo liso, inibicdo enzimatica e efeitos sobre a absor¢do de nutrientes. A saponina
reage com o colesterol na membrana do eritrocito, o que resulta em alteragbes na
permeabilidade, podendo ser responsavel pela atividade hemolitica. Porquinhos-da-india,
equinos, cées, ratos, coelhos, humanos, porcos, cabras, ovelhas e bovinos séo, em ordem de
susceptibilidade, os animais que podem sofrer com a atividade hemolitica da saponina
(CHEEKE, 1971).

Saponinas disponiveis comercialmente podem ser esteroides, derivadas de Yucca, ou
saponinas triterpenoides de Quillaja. Este dltimo é obtido a partir de uma éarvore sul
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americana, Quillaja saponaria, e tem sido utilizado na pesquisa biolégica (CHEEKE, 1971).
Foi testado o efeito antifingico de algumas saponinas esteroidais isoladas de diversas plantas
monocotileddneas. Demonstrou-se que as saponinas esteroidais C-27 devem ser consideradas
como antifungicos em potencial para mais estudos pré-clinicos e que essa atividade
antifingica ndo esta relacionada com a citotoxidade de células de mamiferos, uma vantagem
quando comparada a algumas drogas antifungicas utilizadas atualmente (YANG et al., 2006).

Saponinas esteroidais, yamogenina e diosgenina estdo presentes em B. decumbens e
seus metabdlitos também foram identificados no rimem e em cristais biliares de animais que
ingerem a planta (SALAM ABDULLAH et al., 1992; SMITH; MILES, 1993). Esses
metabdlitos presentes nos cristais podem causar fotossensibilizacdo hepatdgena pelo blogueio
fisico ao fluxo da bile ou podem ter uma especifica acao colestatica similar a do lantadeno A
(SMITH; MILES, 1993).

Foram identificadas trés zonas distintas de atividade metabdlica no trato
gastrointestinal a partir de experimentos com plantas que contém saponinas (FLA@YEN et
al., 2001). Apos a ingestdo, ha hidrolise e reducdo no ramen, originando as saponinas livres
tiogenina, esmilagenina, esmilagenona e epismilagenina. Parte destas saponinas sofrem
epimerizacdo a C-3 dis episapogeninas e sdo absorvidas no jejuno. As saponinas absorvidas
no duodeno sdo transportadas atraves da veia porta ao figado e as saponinas livres sofrem
conjugacdo glicoronidea; no ceco e colon ocorrem novas epimerizacbes (MEAGHER,;
SMITH; WILKINS, 2001). Ap6s o metabolismo ruminal, hd formagdo de cristais biliares
(SMITH; MILES, 1993) que se acumulam em ceélulas hepaticas e ductos biliares (MILES et
al., 1993, 1994). A metabolizacdo das saponinas, em especial a diosgenina e a yamogenina,
consiste na conversio em sais insoluveis de B-D-glicuronideos (episarsasapogenina ou
epismilagenina) (MILES et al., 1993, 1994; SMITH; MILES, 1993) na presenca de célcio
ocorrem precipitacdo e formacdo de cristais biliares caracteristicos (SMITH; MILES, 1993).
Somente saponinas derivadas de 5pB-espirostanois diosgenina, epidiosgenina, yamogenina,
epiyamogenina, esmilagenina, epismilagenina, sarsasapogenina e episarsasamogenina tém
propriedades litogénicas, pois quando metabolizadas por ovinos, sdo transformadas em
epismilagenina ou apisarsasapogenina [-D-glicuronideos. Essas transformacdes ocorrem no
rimen, com excecao da conjugacao com o acido glicurbnico, que provavelmente ocorre no
figado (PATAMALAI et al., 1990; KELLERMAN et al., 2005).

2.4.1 Variacdo da concentracéo de saponinas em Brachiaria spp

A comparag&o entre diferentes estudos envolvendo a toxicidade da Brachiaria torna-se
complicada devido a falta de padronizacdo dos métodos de amostragem e as variacdes nos
resultados, dependendo do tempo decorrido entre a colheita e a analise, mas existem
evidéncias de que o teor de saponinas é inconstante ao longo do estagio de desenvolvimento
das plantas. Quatro saponinas esteroidais e trés sapogeninas ja foram isoladas e identificadas
das partes aéreas de B. decumbens (PIRES et al., 2002). Um estudo comparativo demonstrou
que, em todos 0s momentos avaliados, a quantidade de saponina detectada na B. decumbens é
significativamente maior do que na B. brizantha (LIMA et al., 2009). Adicionalmente, os
resultados mostraram que, além da variacdo da saponina esteroidal protodioscina entre as
espécies de Brachiaria, existe também diferenca de concentracdo dentro da mesma espécie
dependendo da idade da graminea, com maior teor de saponinas durante a fase inicial do ciclo
de vida da planta, assim como havia sido sugerido anteriormente (MEAGHER et al., 1996;
SEN et al., 1998). Outros estudos corroboram com este dado ao relatar que as folhas secas
contém quatro vezes menos saponinas do que as folhas verdes (BARBOSA-FERREIRA et al.,
2009) e que a concentracdo de protodioscina em folhas jovens é maior do que em folhas
maduras ou velhas (FERREIRA et al., 2011). Em contraste, uma pesquisa constatou que 0s
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teores da protodioscina tiveram niveis mais altos nos estagios finais de desenvolvimento de B.
brizantha e B. decumbens, o que indica que a planta pode ser mais toxica durante a fase de
queda das sementes (BRUM et al., 2008); e outro estudo sugeriu que o habito das ovelhas de
selecionar folhas jovens n&o interfere na ocorréncia da doenca, pois a concentracdo de
protodioscina foi o0 mesmo nas folhas jovens, maduras e velhas (FACCIN et al., 2014). Além
disso, foi relatado que h& uma correlagdo negativa entre a concentracdo de saponinas e a
precipitacdo total acumulada (FACCIN et al., 2014), resultado similar aos obtidos por Castro
et al. (2011) e Lima et al. (2012), que sugerem que a idade da planta é a principal influéncia
na concentracao de saponinas, e nao a precipitagéo.

Relata-se, também, variacdo dos niveis de saponina dentro da mesma pastagem de B.
decumbens (BRUM et al., 2007). Sugere-se que o teor de saponinas pode variar dentro da
mesma espécie quando as plantas sdo cultivadas em diferentes locais devido a fatores como
estresse ambiental, idade da planta e estdgio de desenvolvimento (OLESZEK, 2002).
Recentemente foi estabelecida uma correlagdo positiva entre a quantidade de saponinas e a
presenca de folhas verdes na pastagem, assim como entre as saponinas e estacao chuvosa em
surtos de intoxicagdo por B. decumbens em bufalos (OLIVEIRA et al., 2013).

Um estudo demonstrou que, em amostras de Brachiaria como silagem ou feno, a
concentracdo da saponina protodioscina é significativamente reduzida, sugerindo que animais
de producdo podem ter o risco de intoxicacdo reduzido ao consumir a planta derivada do
processo de ensilagem ou fenacdo (LIMA et al., 2015). Além disso, outro estudo revelou que
rebanhos de ovelhas podem incluir animais com diferentes graus de resisténcia a intoxicacao
por Brachiaria spp (FACCIN et al., 2014). Foi sugerido que ovelhas ndo adaptadas sao mais
susceptiveis a intoxicacdo do que animais que sao criados na pastagem desde o nascimento, e
que a selecdo de animais resistentes deve ser utilizada como um método de controle,
aumentando consideravelmente a resisténcia do rebanho (FACCIN et al., 2014; GRACINDO
etal., 2014).

2.5 Lectinas
2.5.1 Estruturas e aspectos gerais

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune com um ou mais sitios
de ligacdo por subunidade, que se unem reversivelmente a residuos especificos de
carboidratos (glicoproteinas, glicolipideos e glicosaminoglicanos), e aglutinam células e/ou
precipitam polissacarideos ou glicoconjugados (GOLDSTEIN et al., 1980).

O termo lectina ¢ derivado do verbo latino “legere”, que significa ligar, selecionar ou
escolher, e refere-se a especificidade das lectinas em reconhecer e ligar-se a residuos de
carboidratos (BROOKS; LEATHEM; SCHUMACHER, 1997). Muitas lectinas se ligam ndo
sO a carboidratos, como também a outras moléculas complexas. Glicoproteinas secretadas e
oligossacarideos de superficie podem ser classificados em O-ligado e N-ligado de acordo com
a natureza da sua ligacdo a proteina (DENNIS; GRANOVSKY; WARREN, 1999).
Oligossacarideos N-ligados (N-acetilglucosamina-asparagina) sdo covalentemente ligados a
proteina através do nitrogénio da amida da asparagina, e os O-ligados (N-acetilgalactosamina-
serina/treonina) sdo covalentemente ligados a proteina através do oxigénio da cadeia lateral da
serina ou treonina. Em mamiferos, por exemplo, estudos sugerem que a sintese das estruturas
N-ligado e O-ligado associadas a proteinas, juntamente com as porc¢des glicosidicas de
glicolipideos, provavelmente podem ser explicadas por menos de 500 glicotransferases,
especificas para cada tipo de ligacdo (DRICKAMER; WEIS; TAYLOR, 1998). As lectinas
também podem ser subdivididas em integradas ou ndo integradas a membrana. Essa
subdivisdo provavelmente reflete a diferenca fundamental nas funcfes gerais dessas classes.
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As lectinas integradas a membrana parecem ter evoluido para se ligar aos glicoconjungados
de membrana, quer seja na superficie da célula ou no interior de vesiculas. Em contraste as
lectinas solUveis, as ndo integradas a membrana podem se mover livremente dentro e entre as
células, interagindo com glicoconjugados sollveis e ligados a membrana (BARONDES,
1984).

2.5.2 Aplicacédo das lectinas em diagnostico

No diagndstico patoldgico, o uso de lectino-histoquimica ainda é limitado, porém o
conhecimento crescente sobre glicobiologia e glicopatologia faz com que se amplie sua
aplicacdo nos estudos de tecidos normais e alterados. Lectinas reagem com residuos de
carboidratos de células eucaridticas e procariéticas e suas matrizes intercelulares, por isso
podem marcar uma populacdo celular particular. Em termos simples, as lectinas podem ser
utilizadas em todas as situagfes nas quais anticorpos monoclonais e policlonais sdo
comumente usados. Assim, podem ser empregadas para localizar residuos e definir os tipos de
carboidratos e a distribuicdo dos glicoconjugados em células adultas e embrionarias normais
(DAMJANOQV, 1987), além da importante utilidade nos estudos de alteraces de crescimento
e diferenciagdo celular e em neoplasias (HSU& REE, 1983).

As lectinas sdo utilizadas em tecidos neoplasicos para estabelecer, de acordo com a
marcagdo, o prognostico e potencial de metastase do tumor. Foi demonstrada a eficicia da
utilizacdo da lectina DBA juntamente com o anticorpo 4C9 para prognosticos de carcinomas
de pulmdo em humanos (MATSUMOTO et al., 1992). Neste estudo, pacientes com tumor de
marcacdo negativa para 4C9 e marcacao positiva para DBA, apresentaram poucas metastases
e prognostico significativamente melhor do que os pacientes com tumores que expressavam
outros perfis de carboidratos. As lectinas Griffonia simplicifolia (GSL 1) e Phytolacca
americana (PWM) podem ser ferramentas importantes na diferenciacdo de carcinomas de
células escamosas pouco diferenciados e outros tumores epiteliais pobremente diferenciados.
Além das neoplasias, as lectinas podem ser utilizadas para deteccdo de fungo em seccéo de
tecidos (DAMJANOV, 1988), como um complemento no diagnostico da paratuberculose
(MASSONE et al., 1991), e para identificar bactérias como Streptococcus, Lactobacillus,
Staphylococcus, entre outros (SLIFKIN; DOYLE, 1990). Algumas lectinas sdo especificas
para identificar grupos sanguineos em humanos (sistema ABO), para distinguir células
cancerosas de células normais e para detectar substancias intracelulares em doencas do
armazenamento lisossomal (BROOKS; LEATHEM; SCHUMACHER, 1997). As lectinas
também tém sido utilizadas no diagnostico da Doenca de Crohn (MELO-JUNIOR et al.,
2004), epididimite de carneiros, infeccdo por Campylobacter em vacas e Trichomonas foetus
em ratas, bem como na deteccéo de diabetes mellitus. A técnica permite, ainda, a deteccéo de
mineralizacdo metastatica incipiente na aorta de bovinos intoxicados por Solanum
malacoxylon (BARBEITO; MASSONE; QUIROGA, 2005).

2.5.3 Uso das lectinas como marcadores tissulares

A lectino-histoquimica € mais especifica que outras técnicas utilizadas para determinar
carboidratos em tecidos animais, como o PAS (&cido periodico de Schiff) e o Alcian Blue
(BROOKS; LEATHEM; SCHUMACHER, 1997). Apesar de origens bastante heterogéneas, a
partir de bactérias, plantas, células animais e tecidos, a maioria das lectinas utilizadas em
laboratdrios pode ser dividida em cinco grupos com base na sua ligacdo preferencial a
acucares: (1) grupo glucose/manose; (2) grupo N-acetilglucosamina; (3) grupo galactose/N-
acetilgalactosamina; (4) grupo L-fucose e (5) grupo &cido sialico (DAMJANOQV, 1987).



Os resultados em lectino-histoquimica se expressam de maneira semi-quantitativa. Em
todos os casos, tenta-se graduar a intensidade da marcagdo observada utilizando-se quatro
escores: negativa (-), discreta (+), moderada (++) e marcada (+++). Por outro lado, a
especificacdo da localizacdo da substdncia marcada dentro da célula é determinada por
comparacdo. Por exemplo, se ocorrer na regido perinuclear, estard associada ao aparelho de
Golgi (BARBEITO; MASSONE; QUIROGA, 2005). E importante lembrar que a maioria das
lectinas se une aos eritrocitos e ao endotélio vascular (o epitélio renal também se cora
comumente). Por esse motivo é interessante sempre utilizar um controle negativo e um
positivo (com animais da mesma espécie) (BARBEITO; MASSONE; QUIROGA, 2005).

A Tabela 1 sumariza algumas lectinas, suas fontes, seus acUcares especificos e
exemplos de aplicacédo pratica.

Tabela 1: Lectinas e propriedades especificas.

LECTINA FONTE ESPECIFICIDADE APLICACAO
Con A Sementes _de Ca_lnavalla aMan, aGle Athldac_ie semelhante a
ensiformis insulina
SBA Sementes de Glycine max o>PGalNAc Separagéo de células-tronco
(aglutinina)
Purificacdo de receptores de
Triticum vulgaris (gérmen insuling; liga-se a parede de
e de trigo) (aglutinina) OENAG células bacterianas;
rastreamento neuronal
Distingue células vermelhas
Sementes de Dolicos A; de A, no sangue; liga-se
DBA biflorus (aglutinina) aGalNAe a macrofagos pulmonares
(ratos)
UEA | Sementes de Ulex europaeus wFuc Marcador de células
(aglutinina) endoteliais (humanos)
Sementes de Ricinus Rotulagem de receptores na
RCA | - - Gal . P
communis (aglutinina) brotagdo de neurénio (ratos)
. . Detecgdo de relocalizacéo do
Amendoim Arachis . 2
PNA hypogaea (aglutinina) GalB3GalNAc antigeno Ta_lg em carcinoma
de intestino
Sementes de Griffonia Marcador de células
GSL | (Bandeiraea) simplicifolia oGal, aGalNAc endoteliais(camundongos)
Separacéo de antigeno na
Sementes de Pisum sativum leucemia linfoblastica em
PSA L oMan, aGlc células de rim de felino;
(aglutinina) e~ P
purificacdo de linfocitos T a
partir de sangue periférico
Sementes de Lens culinaris .
LCA (aglutinina) oMan, aGlc Nao informado
GalB4GIcNAcB2Mana6 . A .
PHA-E Sementes de Phaseolus (GIcNACcB4) S:elrl\?:s?) zilr?tlgsl ((i:ni;szenrga
vulgaris (eritroaglutinina) (GlcNAcB4Mana3) g
HNK-1)
Manf4
Sementes de Phaseolus GalpB4GlcNACcB6 Rastreamento neu,ronal;
PHA-L . . marcador de metéstase
vulgaris (leucoaglutinina) (GlcNAcB2Mana3) Mana3 tumoral
Distingue entre
SJA ?Eme’?‘es e Sop hora BGalNAc tripanosomas patogénicos e
japonica (aglutinina) ~ -
ndo patogénicos
Triticum vulgaris Ligacdo diferenciada nos
SWGA succinilado (gérmen de GIcNACc vasos sanguineos

trigo) (aglutinina)

intrahepaticos

Adaptado de Vector Labs (2015). *Fuc = L-Fucose, Gal = D-Galactose, GaINAc = N-Acetilgalactosamina, Glc = D-Glucose,
GIcNAc = N-Acetilglucosamina, Man = Manose.
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2.6 Emprego das lectinas na deteccéo de substancias nos tecidos
2.6.1 Uso das lectinas na deteccdo de saponinas

Saponinas esteroidais (metabolitos glicosilados) foram detectadas, através da lectino-
histoquimica, em tecidos de bovinos que se alimentavam de pastos de B. decumbens e B.
brizantha (GOMAR et al., 2005), e ovinos que se alimentavam de Brachiaria spp.
(BOABAID et al., 2011), ambos sem fotossensibiliza¢cdo. No estudo realizado por Gomar et
al. (2005) foram utilizados 100 bovinos adultos da raca Nelore, com idade de 3 a 4 anos,
machos, castrados e provenientes do estado do Mato Grosso do Sul. Fragmentos de duodeno,
figado e linfonodos hepaticos e mesentéricos foram colhidos em matadouros e fixados em
solugéo de formalina tamponada a 10%. Foram utilizadas sete lectinas, Con-A, SBA, DBA,
UEA-I, WGA, PNA e RCA-I. As lectinas PNA, WGA e SBA foram as que melhor se ligaram
com o0s macrofagos espumosos presentes nos casos de intoxicagdo por B. decumbens e B.
brizantha, especialmente PNA, que mostrou marcada afinidade por macr6fagos espumosos no
figado e linfonodos, em contraste com a baixa afinidade com as células restantes (GOMAR et
al., 2005). Na pesquisa feita por Boabaid et al. (2011) o figado e linfonodos hepaticos de 19
ovinos fémeas, da raca Santa Inés, abatidos no estado do Mato Grosso, mantidos em pasto de
Brachiaria, foram avaliados macroscopicamente, coletados e fixados em solucdo de formalina
tamponada a 10%. Secdes histoldgicas destes tecidos foram avaliadas pela técnica de lectino-
histoquimica. As oito lectinas utilizadas foram Con-A, PNA, RCA, SBA, WGA, LCA, PHA-
L e PSA (BOABAID et al., 2011). No figado, as lectinas que coraram mais intensamente 0s
macrofagos espumosos foram Con-A, RCA, WGA, LCA e PHA-L. A lectina PNA reagiu
leve, porém especificamente com os macr6fagos espumosos. Nos linfonodos, os macréfagos
espumosos reagiram, principalmente, com as lectinas Con-A, LCA, PHA-L e PSA. A lectina
PNA também obteve uma reatividade leve, mas especifica com os macr6fagos espumosos
(BOABAID et al., 2011). Em outro estudo, desta vez realizado por Costa et al. (2013) com
fragmentos de figado e rim de 15 ovinos com fotossensibilizacdo, mantidos em pastagem de
B. decumbens, de ambos os sexos e idade variavel, oriundos de Concei¢do do Mato Dentro,
MG, foram avaliados pela técnica de lectino-histoquimica. Verificou-se que no figado de
ovinos com fotossensibilizagcdo provocada pela ingestdo de B. decumbens, a lectina PNA
apresentou acentuada reatividade aos macréfagos espumosos, bem como leve reatividade aos
hepatocitos; as lectinas WGA, SBA, GSL | e LCA apresentaram moderada reatividade aos
macrofagos espumosos do figado e leve reatividade aos hepatocitos (COSTA et al., 2013).

2.6.2 Uso das lectinas na deteccéo de outras substancias

A aplicacdo de lectino-histoquimica também tem sido realizada para o diagndstico de
doencas do armazenamento lisossomal (MURNAME; AHERN-RINDELL; PRIEUER, 1989).
H& algum tempo, demonstrou-se a utilidade da lectino-histoquimica na deteccdo de
substancias complexas que contém acglUcar em tecidos animais relacionadas ou ndo com
doencas do armazenamento como a lipidose (ALROY et al., 1986) e a manosidose (ARMIEN
et al., 2007). A ingestdo de plantas dos géneros Swainsona, Oxytropis, Astragalus (causam
uma enfermidade denominada de locoismo em cavalos, bovinos e ovelhas intoxicados),
Ipomoea e Sida (pode provocar a-manosidose). A swainsonina (alcaloide indolizidina) inibe a
enzima lisossomal a-manosidase e induz ao armazenamento de oligossacarideos que contém
manose em lisossomos de muitas células, particularmente neurénios, hepatocitos e células
acinares do pancreas (DRIEMEIER et al., 2000). A swainsonina também inibe a manosidase
Il do aparelho de Golgi, uma enzima chave na glicosilagdo de muitas glicoproteinas
(TULSIANI; TOUSTER, 1983; STEGELMEIER et al., 1995).
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Através da utilizacdo da técnica de lectino-histoquimica, foi comprovado que a
intoxicagdo por Sida carpinifolia em caprinos no Rio Grande do Sul é causada pelo
armazenamento de manose ou de uma variedade de oligossacarideos derivados da manose
(DRIEMEIER et al., 2000). Neste estudo as lectinas Concanavalia ensiformis (CON-A),
Triticum vulgaris (WGA) e Succinil-WGA (sWGA) marcaram fortemente neurdnios e células
acinares pancredticas vacuolizados. Também a partir da utilizacdo de lectino-histoquimica,
outros autores confirmaram doencas do armazenamento por glicolipideos (lipidoses) em
ovinos, associada a deficiéncia de p-galactosidase e a-neuraminidase (MURNAME; AHERN-
RINDELL; PRIEUER, 1989), em cées, por deficiéncia de GM1-gangliosidose, e em
camundongos, por galactosilceramide lipidose (ALROY et al., 1986). Nos ovinos, as lectinas
PNA, RCA-I, DBA e SBA coraram o citoplasma dos neur6nios do sistema nervoso central
das ovelhas afetadas (MURNAME; AHERN-RINDELL; PRIEUER, 1989).

2.7 Vantagens comparativas do uso de lectinas em relacéo a outras técnicas

S&o inlmeras as vantagens do uso das lectinas comparativamente a outras técnicas,
com destaque aos estudos bioquimicos de substancias que, por sua natureza, ndo podem ser
obtidas em forma pura e/ou em grandes volumes, colocando ao alcance do patologista, com
um minimo de conhecimento de bioquimica e equipamentos, um método de alta sensibilidade
e especificidade. A disponibilidade de kits comerciais de lectinas, altamente purificadas e de
composi¢do quimica uniforme, diminui custos e facilita a uniformizagdo dos métodos
classicos. Os sitios de unido das lectinas com os residuos de carboidratos ndo tém interacao
entre si, obtendo-se, assim, resultados mais confiaveis. Os receptores de lectinas resistem bem
ao tratamento com os fixadores convencionais; porém, a fixacdo com Carnoy e corte por
congelamento oferecem melhores resultados. Os tecidos incluidos em parafina ou embebidos
em resinas plasticas para estudo em microscopio eletrbnico podem ser examinados através
desta técnica, 0 que permite a realizacdo de estudos retrospectivos. As lectinas tém maior
especificidade que os métodos histoquimicos classicos utilizados na demonstracdo de
carboidratos. Os glicoconjugados identificados por meio de técnicas de lectino-histoquimica
podem ser isolados e purificados mediante cromatografia por placas ou colunas seletivas
(BARBEITO; MASSONE; QUIROGA, 2005).

As anélises histopatologicas e ultraestruturais convencionais de tecidos animais,
geralmente, servem para a deteccdo de doenca do armazenamento lisossomal, mas néo para o
diagnostico mais especifico (USHIYAMA et al., 1985; DRIEMEIER et al., 2000). Ademais, 0
emprego da técnica de lectino-histoquimica evita o tempo despendido na amplificagéo in vitro
em cultivo celular e requer unicamente o equipamento utilizado no processamento rotineiro
de tecidos para histopatologia (MURNAME; AHERN-RINDELL; PRIEUER, 1989).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local

Os estudos foram realizados no Laboratério de Imuno-histoquimica do Setor de
Anatomia Patolodgica, localizado no Anexo | do Instituto de Veterinria da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, BR 465, Km 7, Seropédica — RJ.

3.2 Amostras de tecidos

O exame lectino-histoquimico foi realizado em fragmentos de figado e linfonodo
mesentérico, previamente fixados em formalina a 10% e incluidos em parafina, de 40 bdfalos
(Bubalus bubalis) da raca Murrah, sexo ndo informado, sem sinais clinicos de
fotossensibilizagdo, provenientes do estudo desenvolvido por Riet-Correa et al. (2010)
(Anexo A). Desses animais, 10 bufalos, com idade entre 24 e 30 meses, foram mantidos em
pastagem predominante de B. decumbens por aproximadamente 12 meses, em uma
propriedade localizada no municipio de Ourém, PA; 10 bufalos, com idade ndo informada,
foram mantidos em pastagem com predominancia de B. brizantha por aproximadamente 18
meses, em propriedade localizada no municipio de Paragominas, PA; e 10 bufalos com idade
entre trés e quatro anos, provenientes do municipio de Rondon do Para, PA, foram criados
desde o nascimento em uma propriedade que utilizava somente B. brizantha na alimentac&o.
Como controle negativo, foram utilizados fragmentos de figado e linfonodo mesentérico de
outros 10 bufalos, de trés a quatro anos de idade, provenientes da Ilha de Marajo, PA, e
mantidos em pastagem de campo nativo, livre de Brachiaria spp desde o nascimento. A
Figura 1 representa o mapa dos municipios do estado do Para, com destaque para as regides
de origem dos animais do presente estudo.

llha de Marajé

N
0 100 200 400 Km A
I A

Figura 1. Adaptado de IBGE: mapa dos municipios do estado do Para. llha de Marajé (verde): grupo controle negativo;
Ourém (azul): bufalos mantidos em B. decumbens por aproximadamente 12 meses; Paragominas (vermelho): bufalos
mantidos em B. brizantha por aproximadamente 18 meses; Rondon do Para: blfalos mantidos em B. brizantha por
aproximadamente quatro anos.
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3.3 Lectinas

Foram utilizadas as lectinas Canavalia ensiformis agglutinin (Con-A; a-d-Man; a-d-
Glc-specific), Dolichos biflorus agglutinin (DBA,; a-d-Gal-Nac-specific), Glycine max
agglutinin (SBA; a-d-GalNac; b-Gal-specific), Arachis hypogaea agglutinin (PNA; b-d-
Gal/(1-3)GalNAc-specific), Ricinus communis agglutinin-I (RCA-I; b-d-Gal-specific), Ulex
europaeus agglutinin-1 (UEA-I; a-L-Fuc-specific), Triticum vulgaris agglutinin (WGA; a-d-
GIcNAc/NeuNAc-specific, Succinyl-WGA (sWGA), Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia
(GSL), Sophora japonica (SJA), Pisum sativum (PSA), Phaseolus vulgaris (PHA-L e PHA-
E), Lens culinaris ou L. esculenta (LCA) (Lectin Kit Biotinylated BK 1000 e 2000, Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, 94010, USA). SecGes histoldgicas cortadas a 5 pum de
espessura de figado e linfonodo mesentérico foram fixadas em |aminas silanizadas,
desparafinadas em xilol, hidratadas em alcool e incubadas em duas solugbes de perdxido de
hidrogénio a 3% por 15 minutos cada, para blogueio de peroxidases enddgenas. Apos a
lavagem das laminas por dois minutos com tampéo fosfato (PBS), estas ficaram submersas
em tampéo citrato (pH 6,0) para recuperacdo antigénica, por 30 minutos em banho-maria a
98°C. O bloqueio de reacdes inespecificas foi realizado com leite desnatado a 5% (Molico® -
IndUstria Brasileira) por 30 minutos. Os cortes foram incubados “overnight” com lectinas na
diluicdo de 5 pg/mL em PBS, com excecdo da lectina Con-A (1,0 pg/mL) e RCA-I (0,5
pug/mL). Posteriormente, as amostras foram incubadas com o complexo avidina-biotina-
peroxidase (Vector Laboratories Inc.) por 20 minutos. Todas as se¢@es foram coradas com o
cromégeno DAB, contra-coradas com hematoxilina de Harris e montadas para avaliagdo em
microscopio optico.

3.4 Avaliagéo das laminas

Cada uma das 14 lectinas foi testada em dois fragmentos (figado e linfonodo
mesentérico) de 40 bufalos, totalizando 1120 fragmentos avaliados. A marcacdo lectino-
histoquimica foi graduada como leve (+), moderada (++) ou acentuada (+++), de acordo com
a intensidade da reatividade de ligacdo das lectinas. As secOes foram analisadas em
microscopio oOptico (Nikon® Eclipse E200), sempre comparadas aos controles negativos
(bufalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp), e registros de fotomicrografia
foram realizados com camera prépria para microscopios (Moticam 2500 5.0 megapixels) e
capturada pelo software Motic Cam 2.0.

Apds a analise dos resultados, os mesmos foram resumidos em tabelas individuais de
acordo com a média da intensidade de reacdo das lectinas em cada uma das estruturas
avaliadas (macréfagos, membrana de hepatdcitos, granulos citoplasmaticos de hepatdcitos,
ductos biliares, células de Kupffer, capilares sinusoides, endotélio, plasmdcitos, neutrofilos e
células da regido centro-folicular). A porcentagem foi calculada em funcdo da quantidade de
fragmentos que apresentou marcacdo para estas estruturas. Este calculo pode ser
exemplificado pela avaliagdo da reatividade em hepatécitos e ductos biliares, onde a fragdo
total corresponde a 10 fragmentos de figado de cada grupo (pois estas estruturas estdo
presentes apenas no tecido hepéatico), ou pela avaliagdo da reatividade em células
inflamatdrias, onde a fracdo total corresponde a 20 fragmentos de cada grupo, sendo 10 de
figado e 10 de linfonodo mesentérico (pois células inflamatdrias estdo presentes em ambos 0s
tecidos). Quando necessario, a porcentagem dos fragmentos foi arredondada para o nimero
mais proximo, sempre em intervalos de 10 pontos percentuais.
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4 RESULTADOS

Os resultados da avaliacao lectino-histoquimica em figado e linfonodo mesentérico de
bafalos mantidos em diferentes pastos de Brachiaria spp e no grupo controle estdo
sumarizados nos Quadros 1-4. A andlise lectino-histoquimica revelou que a lectina SWGA
apresentou acentuada reatividade e alta especificidade para macrofagos espumosos do figado
e linfonodo mesentérico de todos os animais mantidos em pastagens de Brachiaria spp
(Figuras 2-5); enquanto as lectinas WGA (Figuras 6 e 7), GSL (Figuras 8 e 9), PHA-E
(Figuras 10 e 11) e PHA-L (Figuras 12 e 13) apresentaram moderada a acentuada
reatividade aos macréfagos espumosos e leve a moderada reatividade aos hepatdcitos e
células inflamatorias. No grupo controle, as lectinas WGA, GSL, PHA-E e PHA-L
apresentaram de leve a moderada reatividade aos hepatocitos e células inflamatérias. As
demais lectinas ndo apresentaram reatividade ou especificidade significativas. O resumo dos
resultados da avaliagdo lectino-histoquimica estdo ilustrados nas Tabelas 2-15. Além disso,
observou-se que a presenca de macrdfagos espumosos e a reatividade de ligacdo lectino-
histoquimica foi significativamente menor nos buafalos que se alimentaram em pastos de B.
brizantha durante quatro anos, comparada aos animais que ingeriram B. brizantha por 18
meses. Adicionalmente, ndo foram encontradas diferengas significativas de reatividade ou
especificidade nos cortes histologicos entre os bufalos que foram mantidos em pastagens de
B. decumbens por 12 meses e B. brizantha por 18 meses.
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Quadro 1. Resultados da avaliagdo lectino-histoquimica em fragmentos de figado e linfonodo mesentérico de bufalos

mantidos livres de pastagem de Brachiaria spp.

ID Con A SBA WGA DBA UEAI RCA12 PNA
MH +
GC + MH +
3612 MH + K + K (#) P +++ i GC + K+
Figado GC + E (+) N +++ K ++ N +
N + S ++
DB +
3612 P +++
Linfonodo CF+ CF+ CF + N 44+ CF ++ CF ++ CF ++
MH (+) MH +
3584 GC + i GC + P +++ i GC (+) i
Figado K+ N +++ K+
S+ S+
3584 i i ) P +++ i i i
Linfonodo N +++
3607 P+++
Figado GC+ - S+ N +++ K ++ - -
3607 i i ) P +++ P+ i i
Linfonodo N +++ N +
3589 P +++ P+
Fl'gado GC+ ) - N +++ N + - -
3589 ) ) ) P +++ ) ) )
Linfonodo N +++
3547 GC + ) GEC++ P+++ i ) )
Figado S+ N +++
3547 P +4++
Linfonodo i i CF () N +++ CF+ i CF ()
GC +(+)
3596 P +++
Figado GC+(+) i NIIEH++ N +++ DB +++ i i
3596 i i ) P +++ i i i
Linfonodo N +++
GC +
3586 P +++
. GC (+) - MH + - - -
Figado E 4+ N +++
3586 P +++
Linfonodo j i ) N +++ CF++ ) )
3551 i MH (+) P +++ i i
Figado ™ GC (+) N +++ DB +++
3551 P+++
Linfonodo j i ) N +++ CF++ i i
3604 ) MH (+) P +++ i i i
Figado GC + N +++
3604 i i ) P +++ i i i
Linfonodo N +++
3597 ] ) G,a :| (:) P +++ ] ] _
Figado E4+ N +++
3597 P +++
Linfonodo i i ) N +++ CF+ ) )

MH: membrana de hepatdcitos; GC: granulos citoplasméticos de hepatécitos; DB: ductos biliares; K: células de Kupffer; S: capilares
sinusoides; E: endotélio; P: plasmdcitos; N: neutréfilos; CF: células da regido centro-folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade

moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.
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Quadro 1. Resultados da avaliagdo lectino-histoquimica em fragmentos de figado e linfonodo mesentérico de bufalos
mantidos livres de pastagem de Brachiaria spp (continuagdo).

1D GSL | PSA LCA PHA-E PHA-L SJA SWGA
GC +
3612 K ++ GC+ MH + GC+ K ++ -
. K+ K ++ -
Figado S++ S+ GC + S 4+ S ++
DB +
3612
Linfonodo CF (+) CF+ CF (+) CF+ CF+
MH +
3584 GC+ GC+ GC + K ++ K ++
- K+ K ++ - -
Figado S+ S ++ K++ S++ S ++
S ++
3584 i i ) ) i i i
Linfonodo
3607 K +++ GC + GC + GC +
Figad E+ K ++ K ++ K ++ K ++ - -
1gado N + S+ S+ S+
3607 i i ) ) i i i
Linfonodo
3589 i i ) ) i i i
Figado
3589 ) ) ) . ) ) )
Linfonodo
MH + GC + GC +
3547 S ++ RO GC + K ++ K ++ ] ]
Figado E ++ S+ K+ S+ S+
S +++ DB + DB +
3547
Linfonodo i CF(*) ) ) i i i
2505 S 4+ '\é”é': MH + MH ++ ﬁi:
; K ++ GC + GC + - -
Figado S+ S +(+) S+ S+
K+ DB ++
3596 ] ] . ] ]
Linfonodo
GC + MH + MH +
3586 o MH (+) GC (+) MH +(+) S ++
. ++ GC + - -
Figado E ++ E+ S +++ S+ E ++
K (+) K ++ K+
3586 ) ) ) ) ) ) )
Linfonodo
3551 S ++ GC + MH + MH + MH +
Figad K ++ S +(+) S+ S+ S+ - -
'gado E+ K + K+ K + K +
3551
Linfonodo CF++ CF+ ) ) ) ) )
3604 GC + MH + GC + MH + GC +
Figad K+ GC + K ++ GC + K ++ - -
'gado S+ S+ S+ K + S+
3604 i i ) ) i i i
Linfonodo
GC + MH (+) MH +(+) MH +
F?i?;o 2 ol E+ GC + GC (+) S+ ] ;
9 K (+) K+ S+ K (+)
3597 i i ) ) i i i
Linfonodo

MH: membrana de hepatdcitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatécitos; DB: ductos biliares; K: células de Kupffer; S: capilares
sinusoides; E: endotélio; P: plasmdcitos; N: neutréfilos; CF: células da regido centro-folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade
moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.
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Quadro 2. Resultados da avaliagdo lectino-histoquimica de fragmentos de figado e linfonodo mesentérico de bufalos
mantidos em pastagens de Brachiaria decumbens por aproximadamente 12 meses.

ID Con A SBA WGA DBA UEAI RCA5 PNA
M ++ M + M ++(+) M ++
7-24 MH + K ++ MH + MH ++
P GC + N ++ K+ GC ++ K+
Figado GC + E+ S+ o
DB + N +
DB + E ++
M ++ M ++
nfonodo | CF + ol A RO T SO L
Linfonodo E 4+ oo
M ++(+)
9-24 M+ ] oA ((:)) N ++ ] ] )
Figado GC + S () P ++
DB +
9-24 M + M +++ N ++ M ++
Linfonodo ) CF + P ++ CF + - -
11-24 M +++ N ++
Figado GC+ - S+ P4+ - - -
DB +
11-24 N ++
Linfonodo M+ - M +++ bt M + . i
M +++
24-24 ) ] '\({"E' ((:)) N ++ _ _ _
Flgado s () P ++
DB (+)
24'24 N ++
Linfonodo M) - M +++ A M + . i
M ++
: | we | N ” _
Figado S P ++
DB (+)
6-24 N ++
Linfonodo i . M +(+) P4+ M+ - -
20-24 MH + ] '\c’;”é' ((:)) N +4 _ S+
Figado GC + S (4) P++ K +
20-24 M ++ N ++
Linfonodo CF+ . CF+ P4+ M +++ -
10-24 MH + M +++ N 4+ M ++
Figado GC+ - MH + P 4+ - MH + ;
GC+ GC +
10-24 N ++ CF ++
Linfonodo M+ - M +++ B 4+ "+ . }
8-24 MH + M+++ N +++ M (+)
Figado GC + - MH +(+) D 444 - K ++ ;
GC +(+) MH +
8-24 N +++ CF ++
Linfonodo M +(+) . M +++ P i+ M (+) - -
M +(+)
12-24 MH + N +++
Figado M i GC + P +++ K+ K+ -
S (+)
12-24 N +++
Linfonodo M (+) . M (+) P i+ - - -
M ++
22-24 N +++ K +
i GC (+) - MH + K+ )
FlgadO GC (+) P +++ N +
22-24 N +++
Linfonodo M) i M (+) P +++ CF+ - -

M: macréfagos espumosos; MH: membrana de hepatdcitos; GC: granulos citoplasméticos de hepatdcitos; DB: ductos biliares; K: células de
Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutréfilos; CF: células da regido centro-folicular; +++: reatividade
acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.
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Quadro 2. Resultados da avaliagdo lectino-histoquimica de fragmentos de figado e linfonodo mesentérico de bufalos

mantidos em pastagens de Brachiaria decumbens por aproximadamente 12 meses (continuacéo).

ID GSL | PSA LCA PHA-E PHA-L SJA SWGA
M ++ M ++ M ++
M + M +
7-24 e + MH + MH + MH + MH +
. K+ GC + GC + - M ++
Figado GC + GC +
S+ K + K+ K+ S ++
DB ++ E+ E+
M ++
7-24 M + M (+) M + M +
Linfonodo (;\IFJ; CF+ CF + CF+ CF+ M+ M +(*)
M ++ MH + MH + M +++ M +++
9-24 K+ GC + GC+ MH + MH + ) M+
Figado K+ K+ GC+ GC+
S+ S ++ K+ S+
9-24 M + M +++
Linfonodo CF () CF+++ CF++ CF 44+ CF ++ - M+
M + M (+) M ++ M +++
2 M K + GC (+) GC + K + ; M +++
'gado S+ K+ S+ S+
11-24 M+
Linfonodo M) CF++ CF++ CF + M+ i M+++
242 M +++ M + M + M ++ M ++
Ff‘";’ K+ K+ GC + GC + K+ - M +++
'gado E + S+ K+ K+ S+
24-24 M ++
Linfonodo M+ CF+ CF+ M++ K+ i M+++
M ++ MH + MH + M ++ M +(+)
6-24 K+ GC + GC + GC + GC +
Figado E+ K+ K+ K+ K+ - M +++
N + S+ S+ S+ S+
6-24 i M (+) M (+) ]
Linfonodo M) M) CF + CF + M++
DB + MH + MH + MH +
20-24 K+ GC + i GC+ GC + ) M +
Figado E+ K+ K+ K+
N + S ++ S+ S+
20-24 M (+) i i ]
Linfonodo CF ++ CF+ M () M++
M (+) MH + M+ MH + M ++
10-24 DB + GC + GC + GC +
Figado K+ K+ '\élg ((:)) K+ K+ i M +++
E + S+ S+ S+
10-24 M+
Linfonodo j CF+ ) CF+ CF + j M+++
M +++ M + M +(+) M +
8-24 K ++ GC+ GC +
Figado E ++ GC+(+) '\G"g: MH + MH + M+t
DB + K+ S+
8-24 M +++
Linfonodo CF + CF+ CF+ M () M () M+++
M ++ M + M + M + M +
12-24 K ++ CG+ GC (+) MH + GC (+) ) M +
Figado S ++ K+ S+ K+ MH +
E ++ E+ K+ S+ K+
12-24 ] ] . M (+) M (+) ]
Linfonodo CF + CF + M ()
M ++ M ++ M +
22-24 GC (+) GKC N GSC++ GC + GC + ] Vas
Figado K ++ E+ K+ MH + S+
E+ K+ K+
22-24 M (+) M + M +
Linfonodo CF + i CF++ CF + CF + i M+++

M: macréfagos espumosos; MH: membrana de hepatdcitos; GC: granulos citoplasméticos de hepatdcitos; DB: ductos biliares; K: células de
Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutréfilos; CF: células da regido centro-folicular; +++: reatividade
acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.
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Quadro 3. Resultados da avaliagdo lectino-histoquimica de fragmentos de figado e linfonodo mesentérico de bufalos
mantidos em pastagens de Brachiaria brizantha por aproximadamente 18 meses.

ID Con A SBA WGA DBA UEAI RCA12 PNA
M ++
M ++
M + M ++ MH ++
Fl,4-1d7 MH + K ++ ,\élg: N ++ K (+) GC + E ::
igado GC + E+ S+ K ++
E ++
La-17 M+ M++ M +++ Nll\li(:) M ++ ,E:: F+
Linfonodo CF + P ++ P+ P ++ bt
M ++
17-17 M ++ i MH + N ++ ] ) ]
Figado G ++ GC + P ++
S ++
17-17 M + N ++ M ++
Linfonodo CF + - M ++(+) P+t Pt - ;
M +++
Fl|'2:';11d70 GC ++ - MH + I;‘::’ - - -
9 GC +
M ++
12-17 N +++
. M +(+) - M +(+) F ++ - -
Linfonodo P +++ Pt
3.17 M +++ N
Figado GC+ ) MH + P +++ - - -
9 GC +
3-17 M + N +++
Linfonodo CF + - M ++(+) D44 M ++ . }
M + M +++
R I e T Y
J GC (+) GC +
10-17 N +++
Linfonodo ) - M +++ P iit M + . }
16-17 M+ M ++ N +++
F|’ adO MH + B MH + P +++ - - =
9 GC + GC +
16'17 M + N +4+4
Linfonodo CF + - M ++ P 4+t M + - -
11-17 MH + N +++
Figado GC + . M +++ P i+ - M+ -
11-17 N +++ M +
Linfonodo CF+ i M +++ P 4+ CE ++ CF+ -
M ++(+)
9-17 M+ GC + N +++ M +
Figado GC + i MH + P i+ DB ++ K+ -
S+
9'17 M + N +++
Linfonodo CF + - M +(+) P 4+ CF ++ - -
M ++
2-17 M +(+) ) GC+ N +++ ) i i
Figado GC +(+) MH + P +++
S+
2'17 M + N +++
Linfonodo CF + . M+ P 4+ M ++ - -
M ++
13-17 M (+) N +++
. - GC (+) - K ++ -
Figado GC (+) MH (+) P +++
13-17 M (+) } N +++ ] ]
Linfonodo CF (+) M ++ P i+ M +

M: macréfagos espumosos; MH: membrana de hepatdcitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatdcitos; DB: ductos biliares; K: células de
Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutréfilos; CF: células da regido centro-folicular; +++: reatividade
acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.
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Quadro 3. Resultados da avaliagdo lectino-histoquimica de fragmentos de figado e linfonodo mesentérico de bufalos
mantidos em pastagens de Brachiaria brizantha por aproximadamente 18 meses (continuagdo).

1D GSL | PSA LCA PHA-E PHA-L SJA SWGA
M +++ M +++
14-17 GC+ ,\|<|/|:|(1) M+ M ++ M+
i :ado K+ GC + MH + MH + GC + - M +++
9 N + r GC + GC + K ++
E ++ S ++
14-17 M +(+) M + M (+) M+ M ++ . M +++
Linfonodo CF+ CF+ CF + CF + CF ++
M+t GC + M () M ++ M ++
17-17 K +++ GC +
Figado N ++ S+t K+ K+ Ko ) M+
E+ K+ S+ S ++ S ++
17-17 M +(+) M ++
Linfonodo M+ CF++ CF++ CF+ CF+ ] M+
1217 M +++ M + M + M ++ M +++
F'-d K +++ K+ K+ K+ K+ - M ++
'gado E ++ S+ S+ S+ S+
12-17 M +++ M (+) M (+) M +(+) M +(+) . M ++
Linfonodo P++ P+ CF + CF + CF+
317 M ++ GC + GC + M + M +
Fioad GC (+) K+ K+ K+ K+ - M ++
Igado K ++ S+ S+ S+ S+
3-17
Linfonodo M) i i i M) ) M+
M (+) M +(+) M +(+)
10-17 '\f(-:_-'- E(i: GC+ MH + MH + - M +++
Figado E 4+ S ++ K+ GC + GC +
S+ S+ K+
10-17
Linfonodo M) i i i ) ) M+
16-17 M +++ GC + M + M (+)
Ei B q K +++ K ++ GC + MH + MH (+) - M +++
Igado N ++ S ++ GC + GC (+)
16-17
Linfonodo M) i CF+ i ) ) M
M +++ M ++ M + M +(+) M +++
11-17 K +++ GC + MH ++ MH + MH (+)
Fioad GC + MH + GC + GC + GC (+) - M +++
'gado MH + S+ K+ K + K ++
N ++ E+ S+ S+ S (+)
11-17 M+
Linfonodo . i CF ++ cFr ) ) M
M ++(+) M ++ M +(+)
9-17 GC ++ G,\éI (-:_) l\gé(:) GC + GC + i M 444
Figado K ++ £+ K + MH + MH +
E ++ S+ K+
9-17 M+ M+ M+
Linfonodo CF+ CF+ CF+ CF + CF + ) M+
M +(+) GC + M+ M ++ M +(+)
2-17 GC + MH + GC + GC (+) )
Figado S+ K+ < MH + MH (+) M+t
E+ S+ S+ K+
2-17 M+ M+ M+
Linfonodo CF+ CF+ CF+ CF + CF + ) M
M + M + M +(+) M (+)
13-17 M ++ GC + GC + GC + GC (+)
Figad K ++ MH + MH + MH + MH (+) - M +++
Igado S ++ K+ K+ S+ S(#)
S+ S+ K + K (+)
13-17 M (+) ] M (+) M (+) )
Linfonodo | CF (+) cr CE® | CF( M

M: macréfagos espumosos; MH: membrana de hepatdcitos; GC: granulos citoplasméticos de hepatdcitos; DB: ductos biliares; K: células de
Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmdcitos; N: neutrofilos; CF: células da regido centro-folicular; +++: reatividade
acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.
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Quadro 4. Resultados da avaliagdo lectino-histoquimica de fragmentos de figado e linfonodo mesentérico de bufalos

mantidos em pastagens de Brachiaria brizantha por aproximadamente 4 anos.

1D Con A SBA WGA DBA UEAI RCA150 PNA
M +
GC (#)
M ++ K ++ MH +
16-28 MH + G+ GC + S(BJ : Ge + “é'QI DEB++
Figado GC + DB ++ E+ N 4+ DB ++ 5+ K
DB + N + N + K
DB +
M +
16-28 M + P ++ M+
Linfonodo CF+ E ++ - CF +++ CF(+) OF + P ++
N ++
M +
MH +
M ++
18-28 GC+ N ++
Figado I\/él—é(:—) ) E+ P ++ DB +++ - ;
N+
DB ++
18-28 M + M ++
Linfonodo CF + - E+ - - M (+) -
21-28 MH + N ++
Figado cc+ - GC + P 4+ - - -
21-28 M ++ M ++ P +++ P+
LlnfonOdO CF + - E ++ N 4+ N + - -
MH +
25-28 M + i ﬁci_: P +++ ) ) ]
Figado GC + E+ N +++
DB +
25-28 M + P +++ P+
Linfonodo M) i E ++ N +++ N + - .
MH +
23-28 . ) GC + P +++ ] '\élg:' ]
Figado K+ N +++ ot
N +
23-28 P +++ P+
Linfonodo ) ] CF+ N +++ N + - -
MH +
M+ K ++
Fl|'7-azd80 MH (+) ) GKC++ El::: DB +++ MH + -
g GC (+) N GC +
+
CF ++
17-28 P+++
Linfonodo M) ) - N +++ P +++ - -
N +
26-28 MH + ) '\G/'g: ] _ _ _
Figado GC + Cr
26-28
Linfonodo M+ - M ++ CF ++ ) i ]
DB +++ S+ GC +
':2,4-253 GC + - S ++ IZ :: DB +4++ o Koot
i E++ E+ E ++
20-28 P+t P +++
Linfonodo M+ ) M4+ N +++ - - CF +++
DB +
5’2-2(18 GC+ - GC+ IEI J::r DB +++ K + ;
19270 MH ++
22-28 P +++
Linfonodo M) - M +(+) N +++ CF +++ M (+) P it
19-28 P +++
Figado GC+ ) ) N +++ - K+ -
19-28
Linfonodo M+ - M ++ - CF +++ CF+ .

M: macréfagos espumosos; MH: membrana de hepatdcitos; GC: granulos citoplasméticos de hepatdcitos; DB: ductos biliares; K: células de
Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutréfilos; CF: células da regido centro-folicular; +++: reatividade
acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.
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Quadro 4. Resultados da avaliagdo lectino-histoquimica de fragmentos de figado e linfonodo mesentérico de bufalos

mantidos em pastagens de Brachiaria brizantha por aproximadamente 4 anos (continuagio).

1D GSL | PSA LCA PHA-E PHA-L SJA SWGA
M + MH +
16-28 GC + GC + MH + GC + G+
Figado K ++ K + GC+ GC + DB ++ GC™) DB ++
S ++ S ++
16-28 M + M + M + M + M + CF (+) N +
Linfonodo CF ++ CF + CF + CF + CF + M ++
GC + MH + MH + MH + S ++
18-28 K ++ GC + GC + S ++ K ++ ) DB +
Figado S ++ S +++ S +++ K ++ DB ++
N + K ++ K ++ DB ++
18-28 M + M ++ M ++ M ++ M ++ M +
Linfonodo CF + CF + CF+ CF + CF + )
GC (+) GC + GC + GC + S+t
21-28 K ++ K ++
Figado E+ S+t S+ S+ DB ++ ) )
N + K ++ K ++ K ++ E 4t
21-28 M +++ M +++ M + M +
Linfonodo CF+ CF + CF + CF + CF + ) M+
GC + MH + MH + MH + S ++
25-28 K ++ GC + GC + GC + K ++
Figado S ++ S ++ S ++ S ++ DB ++ ) )
N + K ++ K ++ K ++ E ++
2528 CF + CF + CF + CF + CF + - -
Linfonodo
93-28 GC + GC + GC + MH + S ++
p K ++ K ++ S+ GC + K ++ - -
Figado S ++ N + K ++ K+ E ++
23-28
, CF+ CF+ CF+ CF+ CF+ - M +
Linfonodo
GC (+ GC (+ S++
1798 K AW K ) GC+ '\é'g: K ++
i S ++ S ++ S+ K+ - -
Figado E+ E+ K+ S+ DB ++
N + N + K+ E ++
17-28 ] ] . | ] ] ]
Linfonodo
MH + MH (+) MH + DB +
26-28 GC ++ K ++ GCS: _E_+) GC (+) E+ ) DB ++
Figado S+ S+ K+ S ++ S+
K ++(+) E+ E+ MH +
26-28
Linfonodo CF+ i CF+ ) i i
GC + GC + M + GC + MH +
24-28 MH + MH + GC +(+) MH + S ++ ) DB ++
Figado K ++ K +(+) MH + S +(+) E+
E+ S ++ K+
24-28
Linfonodo . M+t M+ M) M) j M+t
M +++ GC + MH ++
22-28 K ++ MH + oc o GC + ] ]
Figado S +++ S ++ K+ K + S+
E ++ K+ K+
22-28 CF ++ M + M +
Linfonodo M (+) M +(+) M+ CF + CF + i M+t
GC + M (+) M (+)
19-28 MH + MH + GC ++
Figado i S+ ) S ++ S ++ i i
K+ E++ E ++
19-28
Linfonodo i CF+ ) ) M () i i

M: macréfagos espumosos; MH: membrana de hepatdcitos; GC: granulos citoplasméticos de hepatdcitos; DB: ductos biliares; K: células de
Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutréfilos; CF: células da regido centro-folicular; +++: reatividade
acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.
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Tabela 2. Resumo dos resultados da avaliagdo da reatividade de ligac8o da lectina Con A no figado e linfonodo mesentérico

de bufalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp (controle) e bafalos mantidos em diferentes pastagens de
Brachiaria spp.

Con A
M MH GC DB K S E P N CF
Controle + + +
Negativo i 10% 70% i i ) i ) i 10%
B. decumbens + + + + +
(12 meses) 50% 40% 80% 10% i ) i ) i 20%
B. brizantha + + +/++ +
(18 meses) 70% 40% 90% i i ) i ) i 80%
B. brizantha + + +++ + +
(4 anos) 60% 40% 90% 10% j ) j ) j 30%

M: macrdfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatécitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutréfilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.

Tabela 3. Resumo dos resultados da avaliacéo da reatividade de ligacdo da lectina SBA no figado e linfonodo mesentérico de
bufalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp (controle) e bafalos mantidos em diferentes pastagens de Brachiaria
spp.

SBA
M MH GC DB K S E P N CF
Controle + +
Negativo i i ) i 10% ) i ) i 10%
B. decumbens + ++ + ++ +
(12 meses) 10% i ) i 10% ) 10% 10% 10%
B. brizantha ++ + ++
(18 meses) 10% i ) i i ) 10% 10% i i
B. brizantha ++ ++ ++ ++ +
(4 anos) i i ) 10% 10% ) 10% 10% 10%

M: macrdfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasméticos de hepatécitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutrofilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.

Tabela 4. Resumo dos resultados da avaliacdo da reatividade de ligagdo da lectina WGA no figado e linfonodo mesentérico

de bufalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp (controle) e bufalos mantidos em diferentes pastagens de
Brachiaria spp.

WGA
M MH GC DB K S E P N CF

Controle ) + + + + + + ) ) +

Negativo 70% 80% 10% 20% 30% 50% 20%
B. decumbens  ++/+++ +/++ + + + +

(12 meses) 100% 80% 90% 50% i 70% i ) i 30%
B. brizantha ++/+++ + + +++

(18 meses) 100% 90% 90% i i 40% i ) i i
B. brizantha +/+++ +/++ + +/+++ +/++ ++ +/++ +

(4 anos) 40% 90% 80% 50% 40% 10% 60% ) 50%

M: macrdfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatécitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmdcitos; N: neutrofilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.
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Tabela 5. Resumo dos resultados da avalia¢do da reatividade de ligagdo da lectina DBA no figado e linfonodo mesentérico
de bufalos mantidos livres de pastagens de Brachiaria spp. (controle) e bufalos mantidos em diferentes pastagens de
Brachiaria spp.

DBA
M MH GC DB K S E P N CF

Controle . T+
Negativo i i i i i i i 100%  100%
B. decumbens FHAHE A
(12 meses) i i ) i i ) i 100%  100%

B. brizantha 4+ T+
(18 meses) i i ) i i ) i 100%  100%
B. brizantha FHF A
(4 anos) i j ) j j ) j 100%  100%

M: macrdfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatécitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutréfilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.

Tabela 6. Resumo dos resultados da avaliagdo da reatividade de ligacao da lectina UEA | no figado e linfonodo mesentérico
de bufalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp (controle) e bdfalos mantidos em diferentes pastagens de
Brachiaria spp.

UEAI

M MH GC DB K S E P N CF

Controle +++ ++ + + +/++
Negativo i i ) 20% 10% ) i 20% 20% 50%
B. decumbens +++ + +H++
(12 meses) 30% i ) i 20% ) i ) i 20%

B. brizantha +/++ ++ ++ ++
(18 meses) 40% i ) 10% i ) i 30% i 20%
B. brizantha ++/+++ +/+++ + +/+++
(4 anos) i i ) 50% i ) i 40% 40% 30%

M: macrdfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatécitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutrofilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.

Tabela 7. Resumo dos resultados da avaliagdo da reatividade de ligacdo da lectina RCA;5 no figado e linfonodo mesentérico
de bufalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp (controle) e bdfalos mantidos em diferentes pastagens de
Brachiaria spp.

RCA
M MH GC DB K S E P N CF
Controle + + +HA++ +++ ++
Negativo 20% 20% ) i 20% 20% i ) i 10%
B. decumbens +/++ +/++ +/++ +/++ + +/++ ++ +
(12 meses) 20% 30% 20% i 60% 20% 30% 10% 10%
B. brizantha +/++ ++ + +/++ ++ ++ +
(18 meses) 20% 10% 10% i 30% ) 10% 10% i 10%
B. brizantha + + + +++ +++ + +
(4 anos) 10% 30% 30% i 40% 30% 10% ) i 20%

M: macrdfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatécitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmdcitos; N: neutrofilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.
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Tabela 8. Resumo dos resultados da avaliacéo da reatividade de ligagao da lectina PNA no figado e linfonodo mesentérico de
bufalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp (controle) e bufalos mantidos em diferentes pastagens de Brachiaria

spp.

PNA
M MH GC DB K S E P N CF
Controle + + +++
Negativo i i ) i 10% ) i ) 10% 20%
B. decumbens + ++
(12 meses) i i ) i 10% ) i ) i 10%
B. brizantha ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
(18 meses)
B. brizantha + ++ +++
(4 anos) i j ) j 10% ) j 20% i 10%

M: macrdfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatécitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutréfilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.

Tabela 9. Resumo dos resultados da avaliagdo da reatividade de ligagdo da lectina GSL | no figado e linfonodo mesentérico
de bufalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp (controle) e bafalos mantidos em diferentes pastagens de
Brachiaria spp.

GSL |
M MH GC DB K S E P N CF
Controle + + ++/+++ ++ +/++ + +/++
Negativo i i 30% 10% 70% 80% 50% ) 10% 20%
B. decumbens +/++ + +/++ +/++ + + + +
(12 meses) 90% i 20% 40% 100% 30% 80% ) 60% 40%
B. brizantha +/+++ + + +/+++ +/++ +/++ ++ +/++ +
(18 meses) 100% 10% 50% i 100% 50% 70% 10% 40% 40%
B. brizantha +/++ + +/++ ++ ++ + +/++
(4 anos) 20% 30% 90% j 90% 70% 60% ) i 70%

M: macrdfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatdcitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmdcitos; N: neutrofilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.

Tabela 10. Resumo dos resultados da avaliagdo da reatividade de ligacdo da lectina PSA no figado e linfonodo mesentérico
de bufalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp (controle) e bafalos mantidos em diferentes pastagens de
Brachiaria spp.

PSA
M MH GC DB K S E P N CF
Controle + +/++ +++ + +
Negativo i i 80% i 70% 60% 30% ) i 30%
B. decumbens + + + + +++ + +H++
(12 meses) 30% 50% 80% i 90% 60% 20% ) i 70%
B. brizantha +/++ + + +/++ +/++ + + +/++
(18 meses) 30% 40% 90% i 80% 80% 20% 10% i 50%
B. brizantha + + + +/++ +/+++ + + +
(4 anos) 20% 60% 90% } 100% 80% 30% ) 20% 60%

M: macréfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatdcitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmdcitos; N: neutrofilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.
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Tabela 11. Resumo dos resultados da avaliagdo da reatividade de ligagdo da lectina LCA no figado e linfonodo mesentérico
de bufalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp (controle) e bafalos mantidos em diferentes pastagens de
Brachiaria spp.

LCA

M MH GC DB K S E P N CF

Controle + + +/++ ++/+++ +
Negativo i 70% 80% i 70% 80% i ) i 10%
B. decumbens + + + + +++ +++
(12 meses) 30% 50% 90% i 70% 50% i ) i 60%
B. brizantha + +H++ + + + +/++
(18 meses) 50% 30% 90% i 70% 70% i ) i 70%

B. brizantha +/++ + + +/++ ++++ + +
(4 anos) 30% 40% 90% j 70% 70% 10% ) j 60%

M: macrdfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatécitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutréfilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.

Tabela 12. Resumo dos resultados da avaliagdo da reatividade de ligagdo da lectina PHA-E no figado e linfonodo
mesentérico de buafalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp (controle) e bufalos mantidos em diferentes
pastagens de Brachiaria spp.

PHA-E

M MH GC DB K S E p N CF

Controle +/++ + + +/++ +/++ +
Negativo i 50% 70% 10% 60% 80% i ) i 10%
B. decumbens +/+++ + + + + + +/++
(12 meses) 70% 70% 100% i 100%  100% 20% ) ) 70%

B. brizantha +++ + + + + +
(18 meses) 80% 70% 70% i 80% 80% i ) i 70%

B. brizantha +/++ +/++ + ++ +/++ +/++ + +
(4 anos) 30% 90% 90% 20% 70% 70% 30% ) ) 60%

M: macrdfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatécitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutrofilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.

Tabela 13. Resumo dos resultados da avaliacdo da reatividade de ligacdo da lectina PHA-L no figado e linfonodo
mesentérico de bufalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp (controle) e bufalos mantidos em diferentes
pastagens de Brachiaria spp.

PHA-L

M MH GC DB K S E P N CF

Controle + + +/++ +/++ +/++ ++ +
Negativo i 30% 40% 20% 90% 90% 10% ) i 10%
B. decumbens +/+++ + + + + + +/++
(12 meses) 100% 50% 80% i 90% 90% 10% ) i 40%

B. brizantha +/+++ + + +/++ +/++ + +
(18 meses) 80% 60% 70% i 70% 100% i ) 10% 60%

B. brizantha +/++ +/++ +/++ +/++ +/++ +/++ +/++ +
(4 anos) 30% 50% 40% 60% 80% 100% 80% ) i 60%

M: macrdfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatécitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmdcitos; N: neutrofilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.
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Tabela 14. Resumo dos resultados da avaliagdo da reatividade de ligagéo da lectina SJA no figado e linfonodo mesentérico
de bufalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp (controle) e bafalos mantidos em diferentes pastagens de
Brachiaria spp.

SJA

M MH GC DB K S E P N CF

Controle
Negativo
B. decumbens
(12 meses)
B. brizantha
(18 meses)
B. brizantha
(4 anos)

M: macrdfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatécitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutréfilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.

Tabela 15. Resumo dos resultados da avaliagdo da reatividade de ligagdo da lectina SWGA no figado e linfonodo
mesentérico de buafalos mantidos em pastagens livres de Brachiaria spp (controle) e bufalos mantidos em diferentes
pastagens de Brachiaria spp.

SWGA
M MH GC DB K S E P N CF

Controle ) } i} . . _ - - - -
Negativo

B. decumbens  ++/+++ ) ) _ _ . _ - -
(12 meses) 100%

B. brizantha +H/+++ ) ) i} _ - R - -
(18 meses) 100%

B. brizantha +H+++ ) B ++ - i, - - -
(4 anos) 30% 40%

M: macrdfagos espumosos; MH: membrana de hepatécitos; GC: granulos citoplasmaticos de hepatécitos; DB: ductos biliares;
K: células de Kupffer; S: capilares sinusoides; E: endotélio; P: plasmécitos; N: neutrofilos; CF: células da regido centro-
folicular; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: auséncia de reatividade.
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Figura 2. Corte histoldgico de fl'gao de bdfalo mantido em pastagem de Brachiaria decumbens por 12 meses (ID 8-24).
Acentuada marcacdo e alta especificidade para a lectina SWGA em macrdfagos espumosos. Obj. 20x

Figura 3. Corte histologico de linfonodo mesentérico de bufalo mantido em pastagem de Brachiaria decumbens por 12
meses (1D 8-24). Acentuada marcagdo para a lectina SWGA em macrofagos espumosos. Obj. 10x
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Figura 4. Corte histolégico de figado de bifalo mantido em pastagem de Brachiaria brizantha por 18 meses (ID 14-17).
Acentuada marcacdo e alta especificidade para a lectina SWGA em macrdfagos espumosos. Obj. 20x
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(ID 14-17). Acentuada marcacao para a lectina SWGA em macréfagos espumosos. Obj. 10x
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Figura 6. Corte histoldgico de figado de bufalo mantido em pastagem de Brachiaria decumbens por 12 meses (ID 8-24).
Acentuada marcacdo e baixa especificidade para a lectina WGA em macrofagos espumosos. Obj. 20x

Figura 7. Corte histolégico de figado de bufalo mantido em pastagem de Brachiaria brizantha or 18 meses (ID 14-17).
Acentuada marcacéo e baixa especificidade para a lectina WGA em macréfagos espumosos. Obj. 20x
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Figura 8. Corte histoldgico de figado de bifalo mantido em pastagem de Brachiaria decumbens p eses (ID 8-24).
Acentuada marcagdo e baixa especificidade para a lectina GSL | em macrdfagos espumosos. Obj. 20x
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Figura 9. Corte histoldgico de figado de bdfalo mantido em pastagem de Brachiaria brizantha por 18 meses (ID 14-17).
Acentuada marcacéo e baixa especificidade para a lectina GSL | em macrdfagos espumosos. Obj. 20x
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Figura 10. Corte histolégico de figado de bafalo mantido em pastagem de Brachiaria decumbens por 12 meses
Acentuada marcagdo e baixa especificidade para a lectina PHA-E em macréfagos espumosos. Obj. 20x

(ID 8-24).
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Figura 11. Corte histolégico de figado de bifalo mantido em pastagem de Brachiaria brizantha por 18 meses (ID 14-17).
Acentuada marcacdo e baixa especificidade para a lectina PHA-E em macréfagos espumosos. Obj. 20x
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Figura 12. Corte histolégico de figado de bafalo mantido em pastagem de Brachiaria decumbens por 12 meses (ID 8-24).
Acentuada marcacdo e baixa especificidade para a lectina PHA-L em macréfagos espumosos. Obj. 20x
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Figura 13. Corte histolégico de figado de bifalo mantido em pastagem de Brachiaria brizantha por 18 meses (ID 14-17).
Acentuada marcacdo e baixa especificidade para a lectina PHA-L em macréfagos espumosos. Obj. 20x

34



Figura 14. Corte histolégico de figado de bufalo mantido em pastagem de Brachiaria brizantha por 18 meses (ID 14-17).
Auséncia de marcacao para a lectina PNA em macrofagos espumosos. Obj. 20x
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5 DISCUSSAO

A melhor compreensdo da utilidade da lectino-histoquimica no diagndstico de
fotossensibilizagcdo determinada por agentes/plantas que contenham saponinas esteroidais ou
outros compostos toxicos — neste caso, as plantas do género Brachiaria — passa,
necessariamente, pela verificagdo da constancia e especificidade com que estes compostos
impregnam os diversos tecidos de animais de diferentes espécies que as ingeriram (COSTA et
al., 2013). Em estudos anteriores, por meio da lectino-histoquimica foi possivel detectar
glicoconjugados em tecidos de bovinos que se alimentavam em pastos de B. decumbens e B.
brizantha (GOMAR et al., 2005). As lectinas PNA, WGA e SBA foram as que demonstraram
maior afinidade pelos macrdéfagos espumosos, celulas bastante caracteristicas quando
presentes no figado de animais que pastejam em Brachiaria spp. Mais tarde, figados e
linfonodos de ovinos, sem fotossensibilizacdo, que se alimentavam exclusivamente de
Brachiaria spp foram avaliados pela técnica de lectino-histoquimica (BOABAID et al., 2011).
As lectinas Con A, RCA, WGA, LCA e PHA-L foram as que apresentaram reatividade mais
acentuada em macréfagos espumosos nessa espécie. A seguir, fragmentos de figado e rim de
ovinos com fotossensibilizacdo causada por B. decumbens foram analisados através da
lectino-histoquimica (COSTA et al., 2013). Nesta situacdo, as lectinas PNA, WGA, SBA,
GSL e LCA foram as que apresentaram melhor reatividade aos macréfagos espumosos.

As diluicbes empregadas por Gomar et al. (2005) foram diferentes das utilizadas neste
estudo e nos outros reportados por Boabaid et al. (2011) e Costa et al. (2013). No trabalho
com bovinos, a diluicdo das lectinas foi de 30 pg/ml e o tempo de incubacdo de 1 hora, com
excecdo da PNA que foi diluida a 10 pg/ml (GOMAR et al., 2005). Ja no trabalho com
ovinos, as lectinas foram diluidas a 5 pg/ml, com excecdo da Con-A e RCA (0,5 pg/ml e 3
pg/ml, respectivamente); todas as lectinas foram incubadas “overnight” (BOABAID et al.,
2011). Este estudo seguiu o protocolo utilizado por Costa et al. (2013), isto €, foi utilizada a
concentracédo de 5 pg/ml para todas as lectinas, com exce¢do da Con-A (0,5 pg/ml) e RCA (1
pg/ml). A andlise comparativa sugere que a diferenca na concentragdo ndo interferiu de
maneira significativa nos resultados, uma vez que os achados obtidos no trabalho de Costa et
al. (2013) e no de Gomar et al. (2005) sdo similares e diferem, em alguns pontos, dos
observados por Boabaid et al. (2011).

No presente estudo, dentre as 14 lectinas testadas, a SWGA apresentou acentuada
reatividade e revelou-se como a mais especifica para a marcacdo dos macr6fagos espumosos
em bufalos, que sdo células que provavelmente contém saponinas esteroidais misturadas a
restos de hepatocitos fagocitados apds degenerarem ou necrosarem em decorréncia do excesso
destas substancias (DRIEMEIER et al., 1999). Dos trés estudos de avaliacdo lectino-
histoquimica em tecidos de animais mantidos em pastagens de Brachiaria citados
anteriormente, apenas o0 mais recente testou a lectina SWGA em tecidos de ovinos (COSTA et
al., 2013). No referido trabalho, entretanto, esta lectina apresentou apenas leve reatividade e
baixa especificidade para os macréfagos espumosos, um resultado ndo considerado
significativo. Além da diferenga entre as espécies dos animais utilizados no presente estudo e
no de Costa et al. (2013) que, possivelmente, j4 pode influenciar no metabolismo dos
glicoconjugados e na consequente marcacdo lectino-histoquimica, também ha que se
considerar que os ovinos do estudo anterior apresentavam fotossensibilizagdo, uma condic¢do
ausente nos bufalos deste trabalho. Pelo fato dos estudos de Gomar et al. (2005) e Boabaid et
al. (2011) ndo terem testado a lectina SWGA, ndo € possivel estabelecer maiores comparacées
acerca da diferenca de reatividade desta lectina.

Em contraste, alguns estudos de avaliagdo lectino-histoquimica em animais
intoxicados por Brachiaria spp, previamente reportados, revelaram alta especificidade dos
macrofagos espumosos a lectina PNA, com acentuada reatividade nos estudos de Gomar et al.
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(2005) e Costa et al. (2013). Ja na avaliacdo de Boabaid et al. (2011) houve apenas leve
reatividade, enquanto no presente trabalho a PNA ndo reagiu com os macr6fagos espumosos
dos animais avaliados (Figura 14).

Ainda ndo se sabe exatamente a que atribuir a diferenca de reatividade de ligacdo aos
macrofagos espumosos, mas é possivel que a natureza do material acumulado pelos
macrofagos possa variar em fungdo da fase de crescimento da planta, ou de acordo com o tipo
e a proporcao de glicoconjugados armazenados nas plantas em decorréncia da época do ano.
Sabe-se que, dependendo da espécie animal, o figado pode reagir de maneiras diferentes a
ingestdo de uma mesma substancia toxica. Alem disso, € bom lembrar que equinos com
fotossensibilizacdo causada pela ingestdo de B. humidicola ndo apresentam o0s tipicos
macrofagos espumosos encontrados no figado de ruminantes intoxicados, e imagens negativas
de cristais no interior de ductos biliares raramente estdo presentes (BARBOSA et al., 2006).
Apesar de também serem sensiveis a intoxicacdo por Brachiaria spp, 0s bubalinos sdo mais
resistentes que os bovinos e, devido ao fato de comumente ndo apresentarem
fotossensibilizacdo, mesmo com acentuada gravidade de lesGes hepaticas, sdo considerados
animais resilientes a intoxicacao pela graminea (RIET-CORREA et al., 2010). E possivel que
a pelagem escura dos bufalos possua um papel importante neste processo ao proporcionar
maior protecdo da pele aos raios ultravioleta. Sugere-se, ainda, que diferengas de reatividade
as lectinas também possam ocorrer devido a particularidades no metabolismo da espécie do
animal em questédo, da presenca ou ndo de fotossensibiliza¢do, da evolugéo clinica e do tempo
de ingestdo dos glicoconjugados (COSTA et al., 2013).

Apesar da baixa especificidade e da maior variagdo de intensidade, as lectinas WGA,
GSL I, PHA-E e PHA-L reagiram com os macrofagos espumosos detectados no figado e
linfonodo mesentérico dos bdfalos do presente trabalho. Essas lectinas, porém, foram
consideradas de menor especificidade por também reagirem, mesmo que em menor grau, com
células inflamat6rias e com a maioria das estruturas hepéticas e vasculares. A acentuada
reatividade da lectina WGA aos macrdfagos espumosos, também verificada nos trés estudos
lectino-histoquimicos anteriores (COSTA et al., 2013; BOABAID et al., 2011; GOMAR et
al., 2005) indica que, independentemente da espécie — bovina, ovina ou bubalina —, para efeito
de diagnostico, os macrofagos espumosos que se formam no figado, em consequéncia da
ingestdo prolongada de saponinas esteroidais séo positivos para essa lectina. A lectina GSL |
foi testada apenas por Costa et al. (2013), que reportaram forte reatividade. As lectinas PHA-
E e PHA-L, avaliadas por Costa et al. (2013) e Boabaid et al. (2011), revelaram uma grande
variacdo de intensidade e baixa especificidade para os macréfagos espumosos, também com
variedade de marcacéo para as células hepaticas. Foi sugerido que uma menor reatividade aos
hepatdcitos indica menor quantidade de glicoconjugados em comparacdo aos macrofagos ou,
alternativamente, que os residuos/produtos da degradacdo celular (organoides) induzida pelos
glicoconjugados sejam mais abundantes nos macr6fagos (COSTA et al., 2013).

Os achados lectino-histoquimicos observados nos macrofagos espumosos dos animais
do presente estudo e dos trés anteriores estdo sumarizados na Tabela 16.
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Tabela 16. Resumo das avaliagfes lectino-histoquimicas em macr6fagos espumosos presentes no figado de animais que se
alimentaram de Brachiaria spp.

GOMAR et al. (2005)

BOABAID et al. (2011)

COSTAetal. (2013)

Resultados (2015)

Lectinas Bovinos (N = 100) Ovinos (N = 19) Ovinos (N = 15) Bubalinos (N = 30)
Con A + ++ +++
on Baixa especificidade Baixa especificidade Baixa especificidade -
SBA +++ ++
Baixa especificidade - Baixa especificidade -
WGA ++ ++ ++ ++/+++
Baixa especificidade Baixa especificidade Baixa especificidade Baixa especificidade
DBA - N&o avaliada - -
U= - N&o avaliada z z
++ +++
RCAL0 - Baixa especificidade Baixa especificidade -
PNA +++ + +++
Alta especificidade Alta especificidade Alta especificidade -
GSL | ++ +/+++
N&o avaliada N&o avaliada Baixa especificidade Baixa especificidade
+
PE N&o avaliada Baixa especificidade - -
LCA ++ ++
N&o avaliada Baixa especificidade Baixa especificidade -
PHA-E +/++ +/+++
] N&o avaliada - Baixa especificidade Baixa especificidade
PHA-L ++ ++/+++ +/+++
; N&o avaliada Baixa especificidade Baixa especificidade Baixa especificidade
S N&o avaliada N&o avaliada - -
+/++ +++
SWGA N&o avaliada N&o avaliada Baixa especificidade Alta especificidade

N: nimero de animais avaliados; +++: reatividade acentuada; ++: reatividade moderada, +: reatividade leve, -: reatividade
ndo significativa ou auséncia de reatividade.

No presente trabalho, ndo foram observadas diferencas na intensidade de marcagéo
dos macrofagos espumosos entre os respectivos fragmentos de figado e linfonodo
mesentérico dos blfalos de cada grupo. Embora existam relatos de que a concentracdo da
saponina esteroidal protodioscina é significativamente maior na B. decumbens do que na B.
brizantha (LIMA et al., 2009), ndo houve diferenca significativa de reatividade ou
especificidade lectino-histoquimica entre os bafalos do presente estudo que foram mantidos
em pastagens de B. decumbens por 12 meses e B. brizantha por 18 meses.

Curiosamente, nos tecidos dos bufalos que se alimentaram de B. brizantha por
aproximadamente quatro anos, observou-se uma diminuicéo tanto na presenca de macrofagos
espumosos, quanto na intensidade de reacéo da lectina SWGA, com variedade de marcagéo
leve a acentuada em apenas 30% dos fragmentos avaliados. Por outro lado, neste mesmo
grupo, houve moderada reatividade de ligagcdo da lectina SWGA aos ductos biliares em 40%
dos fragmentos de figado analisados. A diminuicdo da presenca e marcacdo lectino-
histoquimica dos macrofagos espumosos nos tecidos dos bufalos que ingeriram B. brizantha
durante mais tempo indica que 0s animais podem passar por um processo de adaptacdo de
acordo com o tempo de ingestdo da planta e melhorar a capacidade de metabolizagdo de
saponinas esteroidais.

Adicionalmente, no presente estudo, as lectinas Con A, SBA, DBA, UEA |, RCA12,
PNA, PSA, LCA e SJA ndo apresentaram reatividade ou especificidade significativas para a
marcacdo do acumulo de glicoconjugados e seus subprodutos no figado e no linfonodo
mesentérico de bufalos mantidos em pastagens de Brachiaria spp. A lectina DBA, contudo,
mostrou-se excelente para a marcagéo de células inflamatérias em todos os tecidos avaliados,
particularmente para plasmacitos e neutrofilos. Por outro lado, assim como no estudo de
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Costa et al. (2013), a lectina UEA | reagiu de forma moderada a acentuada aos ductos biliares
do figado e, como esperado, ndo reagiu com as células endoteliais dos vasos sanguineos, pois
sabe-se que esta lectina é especifica para o endotélio vascular de humanos (ALROY et al.,
1987). Apesar da ampla variagdo de marcacéo e intensidade, o endotélio vascular dos bufalos
deste trabalho apresentou reatividade as lectinas RCA;20, PSA e LCA.

Os resultados do presente trabalho indicam que os macréfagos espumosos de bufalos
mantidos em pastagens de Brachiaria spp contém principalmente N-Acetilglucosamina
(ligacdo com SWGA e WGA) e, em menor quantidade, a-D-Galactose e a-N-
Acetilgalactosamina (ligacdo com GSL 1) e outras estruturas mais complexas ligadas a
manose (ligagdo com PHA-E e PHA-L). Mesmo inédito, o significado da acentuada
marcacdo com a lectina SWGA assemelha-se parcialmente aos estudos lectino-histoquimicos
em animais intoxicados por Brachiaria spp realizados até o presente momento, que sugerem
gue os macrofagos espumosos contém quantidades significativas de D-Galactose, N-
Acetilgalactosamina e N-Acetilglucosamina (GOMAR et al., 2005; BOABAID et al., 2011,
COSTA et al, 2013). E possivel, porém, que, em bGfalos, a quantidade de N-
acetilglucosamina seja armazenada em maiores quantidades no interior de macréfagos
espumosos, de acordo com a acentuada reatividade da lectina SWGA.

Em casos de esfingomielinose (doenca de Niemann-Pick), macréfagos espumosos
podem estar presentes em tecidos ndo nervosos, como figado, baco, pulmdo, rim, adrenal,
linfonodo e tonsila. Nos casos de esfingomielinose felina, o material armazenado foi positivo
para Con A, RCA0 e WGA (KAMIYIA et al., 1991). Ja a avaliacdo lectino-histoquimica do
figado e baco de humanos com doenga de Niemann-Pick, demonstrou que as lectinas Con-A,
PNA e SBA foram as que melhor reagiram com as células afetadas (LAGERON, 1987) e sdo
semelhantes aos resultados de Gomar et al. (2005) e Costa et al. (2013). Este padréo lectino-
histoquimico também € parcialmente comparavel ao encontrado nas células espumosas em
figado e bago de humanos com doenca de Hurler (uma mucopolissacaridose tipo | causada
pela deficiéncia da enzima o-L-iduronidase), que sdo positivas para PNA, WGA e TPA
(Tetragonolobulus purpureus) (FARAGGIANA et al.,, 1982). Todavia, em nenhum dos
estudos recém-mencionados testou-se a lectina SWGA nos tecidos avaliados.

Uma deficiéncia hereditaria de lipase acida lisossomal, conhecida como doenca de
Wolman (Xantomatose familiar ou lipidose familiar de Wolman) leva ao aparecimento de
células espumosas que se agregam sob a forma de ilhotas nos sinuséides do figado, causando
0 acimulo de ésteres de colesterol, colesterol livre e triglicerideo no figado dos individuos
acometidos devido a diminuicdo da atividade da dessa enzima (KURIWAKI; YOSHIDA,
1999). Devido ao seu comportamento anfifilico e a capacidade de formar complexos com
esteroides, proteinas e fosfolipideos de membrana, as saponinas sdo capazes de alterar as
propriedades da membrana celular, o que altera sua permeabilidade ou causa sua destruicdo
(SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2004). Assim como ja foi sugerido para bovinos e
ovinos (GOMAR et al., 2005; BOABAID et al., 2011; COSTA et al., 2013), dadas as
caracteristicas morfologicas e histoquimicas dos macréfagos espumosos observados na
intoxicacdo por Brachiaria spp serem semelhantes as encontradas nas células espumosas na
doenca de Wolman, sugere-se que a inibi¢do da lipase acida lisossomal também possa estar
envolvida na patogénese das células espumosas encontradas nos bufalos. Em cabras com a-
manosidose, uma doenca do armazenamento causada pela intoxicacdo por Ipomoea
verbascoidea, a lectina SWGA também reage fortemente com as células de Purkinje do
cerebelo, &cinos pancreaticos e células foliculares da tireoide, em um padrdo lectino-
histoquimico de reatividade também para Con A, WGA, LCA, PSA, PHA-E, RCA12 e PNA,
0 que corrobora parcialmente com os relatos anteriores de manosidose em humanos, gatos e
bezerros, e intoxicacao por outras plantas, tais como I. carnea subsp. fistulosa, I. sericophylla,
. riedelii, Swainsona spp, Sida carpinifolia e Tilia cordata (MENDONCA et al., 2012).
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De fato, a semelhanca entre o padréo lectino-histoquimico do material acumulado nos
macrofagos espumosos de animais que se alimentam de Brachiaria spp e nas células afetadas
por doencas do armazenamento também pode indicar alguma similaridade na patogénese
destas doencas. Sabe-se que a maioria das plantas responsaveis por causar doenca do
armazenamento lisossomal contém os alcaloides swainsonina e calesteginas como principais
principios ativos, responséveis pela toxicidade da planta. A swainsonina € um alcalGide
indolizidinico, potente inibidor da a-manosidase lisossomica e a-manosidase Il do complexo
de Golgi (SCHWARZ et al., 2004). A diminuicdo da atividade da a-manosidase resulta no
acumulo lisossomal de oligossacarideos incompletamente processados, perda da funcao
celular seguida de morte da célula. A a-manosidase Il esta envolvida no processamento de
oligossacarideos, de forma que sua deficiéncia causa alteracdes na sintese, no processamento
e no transporte de glicoproteinas, resultando em disfungdo na adesdo celular & moléculas,
horménios e varios receptores de membrana, que leva ao acimulo de oligossacarideos que
contém manose nos lisossomos (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013). A inibicdo destas duas
enzimas pela swainsonina ocorre de forma competitiva, porém, em concentracdes mais
elevadas, este alcaldide inibe também a a-glicosidase, B-glicuronidase, -galactosidase, [-
xilosidase e a-arabinosidase (CENCI DI BELLO et al., 1989). As calisteginas possuem
também atividade inibitéria sobre as enzimas [-glicosidase, a- e P-galactosidase e [3-
xilosidase, pois possuem estrutura semelhante a de carboidratos (ASANO et al., 1997).
Apesar da capacidade das calisteginas de causar sinais clinicos ainda néo ter sido estabelecida
(MENDONCA et al., 2012), esta inibicdo competitiva em relacdo as glicosidases explica a
afinidade existente entre as calisteginas e a swainsonina, exacerbando, quando presentes numa
mesma planta, a acdo toxica desta ultima (WATSON et al., 2001).

A participagdo das saponinas esteroidais que induzem peroxidacdo lipidica na
fotossensibilizacdo causada por Brachiaria spp tem sido bem estabelecida (TOKARNIA et
al., 2012), mas os mecanismos moleculares envolvidos na intoxicacdo pela graminea que
levam ao acumulo de glicoconjugados nos tecidos continuam desconhecidos.
Presumivelmente, dependendo do grau de intoxicacdo do animal, a inibicdo "em série™ de um
conjunto de hidrolases lisossomais relacionadas aos componentes glicosilados pode estar
envolvida no processo, tais como N-acetilglicosaminidase, N-acetilgalactosaminidase, -
galactosidase e a-manosidase. E possivel, ainda, que o material armazenado nas células
lipidose lisossomal, assim como foi sugerido em casos de xantomatose familiar (KURIWAKI;
YOSHIDA, 1999). Ou, por outro lado, ao invés de uma deficiéncia enzimatica, o acumulo
pode ser resultado da formagdo de complexos de lipideos resistentes ao metabolismo por
modifica¢Oes primarias no reticulo endoplasmatico (GOMAR et al., 2005).

Perspectivas futuras: sugere-se que a lectina SWGA seja criteriosamente utilizada em
futuras investigacOes de intoxicagdo por Brachiaria spp em animais de produgdo. S&o
necessarios estudos aprofundados de avaliagdo lectino-histoquimica em conjunto com outros
testes bioquimicos e histoquimicos para caracterizar completamente as lesdes hepaticas
causadas pela intoxicacdo por Brachiaria spp. A patogenia desta enfermidade ainda ndo foi
esclarecida e a sua complexidade demanda a utilizagdo de metodologias com maior controle
de variaveis, tais como a padronizacdo dos animais em questao (especie, raca, sexo e idade),
da pastagem (espécie, variedade, estdgio de desenvolvimento, época do ano e duragdo do
pastejo) e da analise das amostras, de acordo com o teste a ser avaliado.
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6 CONCLUSOES

A lectina SWGA apresentou acentuada reatividade e especificidade para macréfagos
espumosos no figado e linfonodo mesentérico de bufalos que se alimentaram em
diferentes pastos de Brachiaria spp.

Ndo houve diferenca significativa de reatividade ou especificidade lectino-
histoquimica aos macrdéfagos espumosos entre os bufalos que foram mantidos em
pastagens de B. decumbens por 12 meses e B. brizantha por 18 meses.

A diminuicdo da presenca e marcacdo lectino-histoquimica dos macréfagos
espumosos nos tecidos dos bufalos que ingeriram B. brizantha durante mais tempo
indica que os animais podem passar por um processo de adaptacdo, de acordo com o
tempo de ingestdo da planta.

A avaliacdo lectino-histoquimica pode ser utilizada para caracterizar o material
armazenado em macrofagos espumosos presentes em bufalos que se alimentam em
pastagens de Brachiaria spp e ajudar na compreensdo da patogénese de formacao
destas células.
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8 ANEXQOS

Anexo A — RIET-CORREA, B.; RIET-CORREA, F.; JUNIOR, C.A.O.; DUARTE, V.C,;
RIET-CORREA, G. AlteracGes histolégicas em figados e linfonodos de bufalos (Bubalus
bubalis) mantidos em pastagens de Brachiaria spp. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.30, n.9,
p.705-711, 2010.
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Alteracdes histoldgicas em figados e linfonodos de
bufalos (Bubalus bubalis) mantidos em pastagens

de Brachiaria spp.!

Beatriz Riet-Correa®, Franklin Riet-Correa®, Carlos Alberto de Oliveira Junior®,
Valiria C. Duarte® & Gabriela Riet-Cormea®

ABSTRACT.- Riet-Corraa B, Rigt-Correa F., Oliveira Junior C.A., Duare V.C. & Ried-Comaa
G. 2M0. [Histolegic lesions in livers and lymph nodes in buffalo (Bubalus bubalis)
grazing in Brachiaria spp. pastures.] Alleragies histoldgicas em figadas & Iinfonodos de
budalos | Bubalus bubals) am pastagens de Brachvana spp. Pesquisa Velerndria Brasieia
370571 1. Faculdade de Madicina Velennaria, Universidads Federal do Pard, Aua Madming
Pampino da Silva 1000, Castanhal, PA 68743-080, Brazil. E-mail: griel & ufpa.br

Infiltration by foamy macrophages and other [esions are reporfed in healthy cattle hald
in Brachiaria spp. pastures. With the objective to study histologic lesions in the liver and
mesantaric ymph nodas in bufialo inthe state of Para, samples of iver and mph nodes of
142 bufialo Murah and 15 Melore cattle wers studied histalogically. The samplas wena collectad
in an slaughtarhouse and dividad into growps of animals according o their origin and period
of grazing Brachiara spp. pasiures. Group (G) 1 consisted of 79 buffalo fram Marajd |sland,
raised in native pastures frea of Brachiana spp.; G2 was composed of 17 buffalo kept since
birth in Brachiana brizantha pastures; G3 was compasad of 25 buffalo purchased in Marajd
Island and introduced in B. decumbens pastures where they stayed for nearly 12 months;
G4 caonsists of 17 buffalo purchased in Marajd |sland and infroduced in B, brizantha pastures
wheare they stayed for nearly 18 months. G5 was composed of 15 Nelore caftle grazing B.
brizanfha during ane year period. To assass ha degree of liver injury, grades following a
scale of O to 4 were established according o the quantity and size of groups of foamy
macrophages. In'G1, from the Marajo Island, thars were no significant histological changes
inliver and lymph nodes. Foamy macrophages and other lesions weare observed in lvar and
lymph nodes of all sarmples from G1, G2, G3, and G4. Tha animals from G2 and G4, which
remained a longar perod in Brachiaria spp., showad mora pronounced infilfration of foamy
macrophageas (P=0.05) than the animals of G3. Other kasions obsersad in the livers of thasa
lhres groups weare swollen, vacualated or necrofic hapatooytes, mainly in the centrolobular
region, and thickening of the Glisson's capsule with vacuolization and necrosis of subcapsular
hepalocytas. Thase lesions wera mora pranounced in areas whers axists higer infilration of
faamy macrophagas. In catile frarm G5 smaller groups of faamy macrophages were obsarad
in tha lymph nodes and were absant in the ver. Thasa resulls suggest that the hapatic
lesions observed in buffalo are caused by ingestion of Brachiana spp. The presance of
savera lesions in buffalo without clinical signs, much more severs than thoss obsarved and
repoded previously in catihe, as wall as the low frequancy of Brachiaria poisoning in buffalo
grazing in Brachara spp. pastures, suggest that buffalo ara resilient to Brachiana spp.
poisaning. In each group, thera was no association betwean tha waight at slaughier and tha
degrea of lesion. |t is also suggesied that the cbsaration of severe lesions af the liver,

! Recebido em 23 de faverain de 2000, Silwva 1000, Castanhal, PA, 88743-080, Brasil. “Aulor para cormas-
Aceita para publicagia am 10 de sbri ds 2070, pondéncia: griat @ ulpa.br
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sirmilar o those obsarved in this axperiment, in animal that died from olher diseasas, can
lead to a wrong diagnosis of Brachiana poisoning.

INDEX TERMS: Liver, lymph nodes, histologic changes, buffalo, Brachizra spp., saponins, foamy

macrophages.

RESUMO.- Infiltracao por macrdfagos espumcsns e autras
lesbes podem ser ancontradas em bovinos clinicamanie
sadios am pastagans de Brachiana spp. Com o objetivo de
delarminar as alleragies histoldgicas do figado e linfonodos
measentancos am bufalos no Para foram estudadas as al-
teragies histoldgicas de fragmenios dasses drgdos da 142
bufalos da raga Murrah e de 15 bovinos da raga Nalore,
coletados em fngorificos. As coletas foram separadas am
grupos de animais de acordo com sua ongem & tempo de
parmangncia na pastagam de Brachiana spp., senda o Gru-
po (G) 1 composto por 79 butalos provenientas da llha de
Marajd. criados em pastagens de campo nafivo; o G2 com-
posto por 17 bidalos mantidos desde o nascimenio am
pastagens da Brachiana brizantha, o G3 composio por 29
buitalos adguiridos na llha do Marajo a infreduzidos em pas-
tagem de B. decumnbens por aproximadamente 12 mesas;
oG4 composto por 17 bufalos adquiridos na liha de Marajo
e infroduzidos am pastagem de B. brizanifa por aproxima-
damenie 18 meses; & o G5 composio por 15 bavinas man-
tidos am pastagam de B. brizanfha por aproximadamente
12 mesas. Para avaliar a gravidade da lesdo hepdtica fo-
ram estabelacidos graus de acordo com a quantidade e
tamanho dos grupos de macrdfagos espumosos, saguindo
uma escala de 0 a 4. Mos animais do G1, provanientas da
Ilha de Marajs, ndo foram cbhservadas alferagies histoldgi-
cas significativas no figado e linfonodos mesentéricas. Em
todas as amosiras dos grupos G2, 33 e G4 foram obser-
vados guantidadas varidveis de macrdfagos espumasos
ra figado e linfonodes mesantéricos. Os animais dos gru-
pos G2 e do G4, que permaneceram um periodo maior am
pastagens de Brachiada spp, apresentaram lesoes mais
acantuadas (P<=0,05) da macrdfagos aspumosos do que
o& animais do G3. Além da presenga de macrifagos espu-
masos, foram observadas também, no figado dasses trés
grupos, iumefagdo, vacuolizagio @ necrose de hepatdci-
tos, principalmeante da regido centrolobular. Essas lesdes
erarm mais acentuadas nas areas anda havia maior infiltra-
gao de macrifagos espumosos. Havia fibrose capsular e as
lesdes dos hepatdcitos nesta localizagio aram mais seve-
ras. Mos bovinos do G5 foram obsernvados pequenos grupos
de macrdfagos espumosos nos linfonodos mesentéricos e
ausencia dessas células no figado. Esses rasuliados suge-
ram qué as lesdes hepaticas obsarvadas na hislalogia am
btalos sem sinais clinicos sdo ocasionadas pela ingastio
da Bractvana spp. A presenca de lesbes severas em bufa-
los sem sinais clinicos, bam mais graves do que as obsar-
vadas em bovinos, assim como a auséncia de surtos de
intoxicagdo por Brachiana nessa espécie, sugers 5ua
resiliéncia a intoxicacio por Brachiana spp. Dentro de cada
grupo ndo foi comprovada associagao entra o paso ao abala
& a gravidade das lesdes. A presanca de lesoes sevaras no
figado da bulalos sem sinais clinices alera para o fato de
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que lesies semelhantes encontradas durants necropsias
de bulalos morios por oulras causas possam lavar ao diag-
néstico arrado da intaxicagao por Brachiaria spp.

TERMOS DE INDEXACAQ: Figado, knfonodo, alteragdes his-

toldgicas, buteloa, Brachiara spp., saponings, macritagos es-
pUMaE08.

INTRODUGAQ

Aintoxicacio por Brachiana decumbens, B. brizanthae B.
hurmidicola afeta bovimos (Faglian et al. 1953, Lemos et
al. 1996 a 1897) ovinos (Lamos et al. 1996b, Brum et al.
2007) caprinos (Lemos et al. 1993, Silveira et al. 2009) a
bubalinos (Rozza at al. 2004) & ocorre am qualguer época
do ano. Os ovings 580 mais susceliveis do gue os bovi-
nes a intoxicacdo. Os animais jovens (cordeiros & bezer-
ros) 530 mais suscetiveis do que os adullos [Rist-Correa
& Mandez 2007). A inloxicagao poda ooormar, tambam, am
animais lacientas, com menos de 30 dias de idada (Fagliari
atal. 1983, Lemos et al. 19946a).

Mo Pard, B. Brizantha é a pastagarm mais ulilizada para
bovinas e bubalinos, seguida da B. hurmidicola. A intaxica-
Ao por B. brizantha nesse astado tem sido observada em
bovinos (Barbosa 2009), ovines (Albarmaz at al. 2008) &
caprinos (Siheaira et al. 2009) & a intoxicagio por B. fumi-
ol foi relatada em eqlines (Barbosa at al. 2006).

Takarmia & Langenagger (1983) amum estudo para ave-
riguar uma doanca de etiologia descanhecida em bifalos
pastajando am B. hurmidicola, &m Manaus, encontraram, na
histopatologia do figado vacuslizagdo, tumelagdo & necro-
=8 da hepatdcitos, & granda nimers de células tumeleitas,
com citoplasma mais claro & espumoso [macrafagos aspu-
mosoes), diagnostcando olossansibilizacdo hepaldgena.
Racentaments fol diagnosticado um caso da intaxicagaao
por B. brizartha em um bubaling gue apresaniava sinais da
ancefalopatia hapalica, caractarizados por dapressao acen-
fuada, permanéncia em decdbito estemal, paralisia da man-
dibula, lingua & palpebras & cagueira. Na necropsia foi ob-
sarvada figado aumaniado de tamanho, com bordos arre-
dondados & com acentuagio do padraas lobular. Histologica-
mente o figado apresantava grande quantidade de macrdfa-
oS aspumoses distibuidas por todo o parénguima hepati-
e, discreta proliferacas de células de ductos e fibrase na
regiao panportal. Havia, tambam, vacuclizacio da subsian-
cia branca ne frenco ancefalics (Dades ndo publicados). Em
matenais de bubalines recebides no Labaratdnio de Patolo-
gia da Faculdade de Medicina Veatarinana da Univarsidade
Faderal do Para (UFPA), qua mormaram de diversas cauw-
zas, foi observade no figado @ linfonodos de tados o5 ani-
mais grande quantidada de macréfages espumasos |G, Riet-
Carrea 2008, dados ndo publicados). No Rio Granda do Sul,
Rozza al al. {2004) descrevam um caso da intadcagio par
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B. decumbens am uma bufala em que as principais altera-
goes histopatoldgicas do figado consistiam de degenera-
;a0 & nacrose de hapatdcitos, prolifaracao de ductos biliares,
bilestase, & presanca de cristais biorrefringentas no inlerior
das macrifagos, hepatdcitos @ ductos biliares.

Infiltracao focal da macréfagos com ctoplasma espu-
maoso tem sido descrita em figado e linfonodos de bovinos
mantidas am pasltagem de Brachiara spp. (Driamaier at
al. 1998, Fioravanti 1999, Gomar et al. 2005, Maraira et al.
2009). Em bavinos, foi enconfrada correlacio negativa anfre
o ganhos de peso e o ndmeno de macriiagos espumosos
na figado de bovinos pastejando em 8. decunbens, suge-
rinde qua perdas econdmicas importantes ococorram am
animais sem sinais clinicos pastejando essa graminea
{Fioravanli 1999). Emagracimanto prograssivo e more, apas
alguns mases, foram observados am bovinos mantidos
em pastagans de B. decumbans, sam iolossansibilizagdo.
MNesse caso um animal necropsiado aprasentava grande
guantidade de macrdfagos aspumasos no figado, baco,
linfenodos mesentaricos e hepaticos e na submucosa do
intasting delgada (Riet-Corea et al. 2002).

Considerando a imporincia da bubalinoculura para a
regido Morte do Brasil, assim como o fale de qua as princi-
pais forrageiras introduzidas nesta regido sao difaranies
espécies de braguidria & evidente a necessidade de astu-
dar a intoxicacdo clinica e subclinica por esta graminea
em blfaks. Os ohjetivos desse trabalho foram: determi-
nar as alteragies histologicas do figado a linfonodos me-
sentéricos em bubalines no Pard; determinar sa ha asso-
ciagao entre a prasenca de macrofagos espumosos no fi-
gado & linfanodas & outras lesdas histoldgicas do figado
com a ingestao de Brachiaria spp. @ detarminar sa, am
baifalos, as alleragbes hepaticas causadas pelas diferan-
tes espécies de Brachiana raprasentam uma forma subedi-
nica da inloxicagao.

MATERIAL E METODOS

Para realizar este trebalho foram coletados fregmentos de fige-
do & linfonodos mesenténcos de 142 bufalos (Buwbalus bubalis)
da raga Murreh & de 15 bovinos da raga Melore abalidos em
fregorificos kocalizados nos municipios de Belém e Castanhal,
Para. O materal coletado fod processado para estudo hestaldg-
co no Laboretdnio de Fatologia da Faculdade de Medicina Vete-
rinéria da UFFA.

As cobelas foram separadas em grepes de enimals de acor-
do com sua origem e temgo de permandnca em pastagem de
Brachians spp. Apds o abale buscaram-se Infomegdes junto
B08 proprietaros doa animels para reelzacao de questionano
no qual s= identificava a ongem dos animaks, tpo de pastagem
em que estavam, tempo de permanéncia desses animals na
pastagem, idade, & s& havia algum histdrico de doenga de
pele (fotossensibilizagdo) na propriedade.

0 Gnupo 1 de cokata (G1) era composta por 78 animats, sam
Idade definida, provenientes de muncipios localizados ne lha
de Marajo, onde foram criados em pastegens de campo native
n&o tendo permansecido em pastagens de Brachians spp. O Gru-
po 2 (32) era composte por 17 bifalos, com dade enfre 3 & 4
anos, provenientes do municipio de Rondon do Perd, regiao Su-

deste do Pard. Esses animais foram criados desde o nescimento
em uma progriedade que wtiizava somente Brachiana brizentha
como alimentegio. Os Grupoa 3 e 4 (G3 e G4) foram adquiridos
na liha do Marajd e infroduzidos am campos com pestagem de
Brachians spp locelizados no continente. O G3 era composio por
29 buislos, com idade entre 24 e 30 meses, mantidos em pasta-
gam predomnants de . decumbens por aproximadamente 12
meses, em propriedade localizada no municipio de Curém, re-
gian Mordeste do estado do Pard. O Gd era composto por 17
bdfalze, mantidoa em pastegem com predominincie de B bri-
zanfha por sproxmadamente 18 meses, em propiedede locall-
zeda no municipio de Paregomings, regibo Sudeste do Estedo. O
G5 era composto por 15 bovinos com idade entre 34 & 36 masas,
provenientas do municipio de lgarepd Agd, mantidos em paata-
gam da B, hizantha por aprossmedaments 12 meses. Amostras
desse grupo foram coletadas com o objetivo de comperar B gra-
vidade das lestes hepétices dos bovinos com &s dos bubalinos.

Antes do abate eram inspecionados fodos os ammals para
identificar leades de foteasensibilizagBo. Ma linhe de ebate
forem coletados figado & linfonodos mesentéricos junto B meaa
de inspecio weternaria e fol determinado o peso indivedusl
das CArcaces.

O matenal coletado fol fixeds em formal a 10%. embebido
em parafing, cortado a 4-5 mecrimetnos de espessura, corados
pela hematoxlna-eosing & avaliados em microscopo de luz.
Fara aveliar o grau de lesBo hepatice foram estabelecidos
graus de acondo com a quantdade e tamanho dos grupos de
macrdiegos espumosos, seguindo wme escala de O-4: grau 0
= ausdncia de macrofagos espumoscs; grau 1 = de 1-70 gru-
poa pequenca de macrdfegos espumosos compostos por 3-10
célules, podendo conter grupos de até 50 cdlulas; grau 2 = aig
300 grupos pequencs de macrdiagos espumosos dos guals &
malor parte continham de 5-30 ceéldas, com alguns grupos de
até 100 ceélulas, prncipalmante na regiao cantrolobular; grau
3 = de 300-400 grupos de macrddegos espumasos, confendo
de 10-30 céhulas e elguna grupos com aié 100 célules, disir-
buidos pelo ldbulo; grau 4: grupos exienscs de  macrdfagos
espuUMmos0s, Blguns com mals de 200 célules, que comega-
vam na regigo centrolobular e se estendiam atéd a regido
mediozonal, &8 vezes formando ponles entre a3 velas centro-
lobadares e infiltrendo grande parte do lobulo. Para a conta-
gem fol utilizada uma lamina histoldgica com um fragmento de
figado e cuwlra com um fragmento de linfonodo para cade anl-
mal exeminado. Para a contagem dos grupos de mecrdfagos
no micrscdplo dptco fol wilizada objetva de 10x & para con-
tagem das céhulas de cads grupo objetive de 40K

Para analise dos dados, foram geradas analises estatisti-
cas usando o software Statistx 9.0. Foram usados os testes de
Que-quadrado para avaliegao do greu de infiltragio por macrd-
fagos espumosos nos diferentes grupos e teste de Kruskel-
‘Wallis pars aveliazao do peso no abete em relagdo Bo grau de
nfiltragao por macrdfagos espumosacs em cada grupo. Foram
realizedas tambem dstribuipies de freqiéncias para os graus
das lestes nos déerentes grupos.

Duranie o perodo de margo de 2006 & janeiro de 2010
forem acompanhados e estudados oa cesos de folossenaibili-
zagBo em butelos diagnosticados na Feculdade de Vetering-
ria da UFPA.

RESULTADOS

Em nenhum dos grupos foram observadas lesdes de fo-
fessensibilizagdo. Mos animais do &1, provenientes da llha
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de Marajo, ndo foram observadas alteragdes histologicas
significativas no figado e linfonodos mesentéricos.

Em todas as amostras dos G2, G3 e G4 foram obsar-
vados macréfagos espumosos no figado (Fig.1 e 2) e lin-
fonodos mesentéricos (Fig.3). Nos animais do G2 (nasci-
dos e criados em Brachiania brizantha) todos os animais
tiveram algum grau de infiltragdo por macréfagos espumo-
s0s no figado. Das 17 amostras trés apresentaram grau 1,
cinco grau 2, seis grau 3 e trés grau 4, sendo observadoes
grupos de macrdfagos em todas as regiées do lébulo. Os
hepatdcitos da regido centrolobular estavam aumentados
de volume, com ctoplasma palido e vacuolizado, mem-
brana irregular e nicleo pequeno. Essas alteragdes eram
mais acentuadas nos locais onde a infiltragao de macrafa-
gos era acentuada {(grau 3 ou 4), podendo se estender por
quasa todo o I6bulo, restando apenas os hepatdcitos pro-
ximos a regido periportal sem alteragoes (Fig.2). Foi ob-

T oy Ik

Fig.1. rupo de macrdfagos pumoaos na reglao centrof
lar do figado de bufalo. Os hepatdeitos adjacentes apre-
sentam-se severamente vacuolizados. HE. obL40x.

A
il - : DS RELESL F ”
Fig2. Grupos os de macrééagos espumasos Infiltrando
grande parte do lébulo, no figado de bufalo. Os hepatdcitos
apresentam-se tumefeitos, com citoplasma palido e
vacuolizado, membrana Irregular e nucleo pequeno. HE,

obj.40x.

LE W
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Fig.3. Grupos desos macrdéagos no corex e medul
de linfonodo de bufalo. HE, obj.40x.

hepatdcitos subcapsutares no figado de bufalo. HE, obj.40x.

servada, também, necrose individual de hepatdcitos, prin-
cipalmente na regiao centrolobular, sendo mais evidente
nas regides onde havia vacuolizagdo acentuada. Discre-
tos infiltrados de células mononucleares, com raros nau-
tréfilos, eram observados distribuidos aleatoriaments, em
alguns lobulos hepaticos. Todos 0s animais apresentaram
aspessamento da cdpsula e vacuolizagdo moderada a
acentuada dos hepatécitos subcapsulares (Fig.4).

Nos linfonodos masentéricos foi observada infiltragao
de macréfagos em todas as amostras. Em alguns animais,
grandes grupos de macrofagos espumoesos infiltravam a
maior parte da regido medular e alguns grupos eram obser-
vados na regido cortical (Fig.3). Em outros a infiltragio de
macrofagos espumoesos se estendia difusamente desde a
regiao medular até a cortical, parmanecendo apenas as
dreas proximas a capsula sem infittragao.

No figado dos animais do G3 (12 meses em pastagem
de B. decumbens) a infiltragao por macrdfagos espumo-
sos varioude grau 1 a 3. Dos 29 animais, 18 apresentaram
grau 1, nove grau 2 e dois grau 3. A infillragao afetava
principalmente a regido centrolobular e em menor grau a
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Quadro 1. Ndmers e percentual de animals de cada grupo de acordo com grau de
lesdo hepdtica discreta ou acentuada

Grupe Permandnca ras pastagens

Infilbriagio par macrofagas espumascs

Glin) G2(n) G1+G2%} GAn) GdHn) G+ G%)
1 Crhades am campo nalwa [i] i} [i] [i] [i] [i]
2 Criagas em B frizanife 1 & T1a* & 1 52.0a
3 12 meses em B decumnbens 18 5] o3, 1k 2 8.9k
4 18 mesas gm B bazaniha 1 3 X1 Ea 9 4 TBEa

* Letras diferentes na mesma coluna sgnilicam valores estalisticamente didereres (P<00E).

mediozonal. Somenta am cinco amostras foi obsemnvada,
também, discrata infitragdo na ragio periportal. Foi ob-
servada tumefacan discreta dos hapatdcitos da ragido cen-
trodobular am todas as amaostras & necrose individoal de
alguns hepaldeitos. Discratos infiltrados de células mona-
nuclearas, com raros neutridilos, eram observados am al-
guns |dbules hepdticos, distibuidos aleatoriamenta. Ta-
das os animais apresantaram leve espassamants da cdp-
sula & discreta vacuolizagdo dos hapatocilos subcapsula-
res. Mos linfonodos meseantéricos havia grandes grupos
da macrofagos espumascs ocupando a maior parta da ra-
gido madular. Na regidao cordical earam obssrados alguns
grupos isolados da macrafagos espumosos.

Mo figado dos animais do G4 (ha 18 mases em pasta-
gam da B. brirzantha) ainfillragao por macrifagos espuma-
508 foi mais severa que a do G3. Dos 17 animais, um
aprasentava grau 1, trés graw 2, nove grau 3 & quatro grau
4. Ainfiltragao era moderada a acantuada nas regides can-
trofobulares a maediozonais e discreda na regido periporial.
Os hepatdcitos da regido centralobular estavam aumenta-
dos de volume, com citoplasma palido & vacuolizado, mam-
brana irregular & nicleo pequeno. Essas alteragdes aram
mais aceniuadas nos locais onde a infiltracao de macrafa-
gos era acentuada (grau 3 ou 4), podendo se astendar por
quasea ledo o Iebula, rastando apenas os hepatdciles pra-
wimos a regido perpartal sam alleraces. Foi observada
também, necrose individual de hepatdeitos, principalmen-
te na reqido centrolobular. A necrosa de hepaldcitos era
mais evidenie nas regides onda havia vacuoliza¢do acen-
tuada. Discretos infilrados de células monanuclearas, com
raras neulrafiles, aram obsarvados em alguns lobulas ha-
patices, distribuidos aleatoramente. Todos os animais apre-
sentaram espessamento da cdpsula e moderada & acen-
tuada vacuolizacao dos hapatdcilos subcapsulares. Nos
lirfoncdos masentérices a infiliracio de macrélagos foi ob-
servada em lodas as amosiras. Em alguns animais gran-
das grupos de macrafagos espumoesos infillravam a maiar
parte da regido madular e alguns grupos eram obsarvados
na regido corical. Em oulras a infiliragio de macrdfagos
espumaosos s estendia dilusamants desde a regido mea-
dular alé a corlical, permanacenda apenas as Areas proxi-
mas a capsula sem infillragao.

O animais do G2 @ do G4, que parmanaceram um
paricde maior em pastagens de Brachiania spp., aprasen-
taram lesdes mais aceniuadas de macrdfagos espuma-
505 do gue os animais do G3. Quando agrupados os graus

de macrafagos espumosos am lestes discratas (graus1e
2) & acaniuadas (graus 3 & 4) houve diferanga significativa
(p=0,08) andra o5 grupas G2 & G3 e G4 & G2, enguanto qua
anfra os grupos G2 & G4 nao houve difarenca significativa
(p=0,05) (Quadra 1)

Mos animais do G5 (bovinos mantidos em B. Brizantha
durante aproximadamenie 12 mases) foram observados
pequanas grupos de macrafagos espumosos nos linfono-
dos mesentancos e auséncia dessas células no figado.

Mao foi encentrada nos animais dos G2, G3 e G4 dife-
renga significativa entre 0s graus de lesdo de macrifagos
A5pUMAS0s &0 peso dos animais ao abate dentro de cada
grupo, nao sendo obsarado, portanto, relagao entre a pre-
sanca de macrdfagos espumosos 8 0 paso oS animais.

Durante o periodo de margo da 2008 a jansiro de 2010
toi absarvado apenas um caso da folossensibilizagio em
bubalinos na drea de influéncia da Faculdada de Veterina-
ria da UFPA. Da um lote de 60 animais trazidos da llha de
Marajd e introduzidos em uma pastagem de B humidico-
la, o municipio de kMajl, um aprasentou lestes gravas da
totossansibilizacdo cinco mesas apos a introdugao na pas-
tagem.

DISCUSSAO

Fai cbhsarvada grande quantidada da macrdfagos espumo-
505 & oulras lestes no figado & linfonodos mesentaricos
dos bubalines dos G2, G3 e G4, mantidos em pasiagens
de Brachiana spp. Essas lesdes ndo foram observadas
nes bubalines de G1, mantides am campas nativos da llha
de Maraja, criados sem ingerir Brachiana spp. Esses re-
sullados sugerem que as lesdes hepalicas cbservados sdo
ocasionadas pela ingestao de Brachiana spp. Resultados
samalhantes foram relalados por Driemeiar et al. (1999),
que determinaram, pela primeira vaz, a relagio entre o
consumo de Brachiaria spp. e a presanga de macrdfagos
aspumasas no figade & linfonodos de bovinos abatidos
am frigarifico. & presenca destas macrdfagos espumaosos
astd associada 4s saponinas lHogénicas contidas nas pas-
lagens, o gue & evidenciado pala presenca da cristais dan-
fro dos macrdfagos (Lemes el al. 1998, Driemaier ef al.
19088). Moraira el al. (20089a) encontraram macrafagos es-
pumosas no figada e gianglios de bovines alimantados por
Andrepogon gayanus, planta gue tambam conlam saponi-
nas lilegénicas {Castro et al. 2009, Mareira et al. 2008k},

O animais do G2 & do G4, que permanacaram urm pari-
ado maior em pastagens de Brachiana spp., apresentaram
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lesdes mais aceniuadas do que os animais do G3. Achado
semealhants foi relatado por Silva (1983) que obsareou a pre-
senca, ainda que incipients, de células espumasas no figa-
do de bovinos jovens da 5 a 8 mesas, sern sinais de folos-
sensibilizacino, anquanto qua nos animais mais velhos es-
tas calulas aram mais avidentes e mais frequentas.

Macrdfagos espumosos & oulras lesdes (lumetacdo,
vacuolizacao e'ou necrose de hepatacitos a fibrose peri-
portal) semelhantes as observadas neste rabalho sdo0 ob-
senvadas em bovinos abatidos procedentes de pastagans
da Brachiara spp. (Driemeier et al. 1998, Fioravanta 1959,
Gomar ef al. 2005, Moreira et al. 2009). No entanto, pelas
dascngies dessas aulores, as lesdes am bufalos manti-
das em pastagens de Brachiaria spp. a0 bam mais gra-
ves do que as observadas am bovinos. 15t @ sugerido,
tarmbém, pela cbhservagio de lestas bem menos marcadas
na grupo de 15 bovinos (G5) procedentes tambeam de pas-
tagens de Brachiana spp. Por outro lado, o fato de existi-
rem poucos relatos de fotossensibilizagdo em bubalinos
mantidas em pastagens de Brachiaria spp. indica que esta
espécie, apasar de ser sensivel 4 intoxicacao por essas
gramineas, & apareniements mais resistente 4 infoxica-
;Ao do gue os bovinos, pois raramente apresantam a far-
ma clinica da intoxicagao. Talvaz essas lasdas anconira-
das no abate, bem mais graves do gue as obsarvadas em
bavinos, indiquem gue essas animais 5 intoxicam (avi-
danciado palas lesdes hepaticas), mas ndo manifastam
sinais clinicos podendo ser definidos como animais resili-
entes. Em bavinas a presenca de macrofagos espumasos
ndo tam sido cormalacionada com a toxicidade de Brachia-
fia spp., podando ser uma consagléncia da ingestao par
termpo kango de saponinas litogénicas, sem necessaria-
menie estar associados 4 quanifidade de saponinas
ingeridas. Mo enanio, oufras lesdes como vacualizagao,
tumetacio & necrose de hepatdcitos, 1Bm sido descritas
com freqliéncia, associadas a casos clinicos de infoxica-
gao (Tokamia & Langenegger 1983, Button at al. 1987,
Alessi et al. 1984, Lermnos et al. 1996a b, 1987, 1998, 2009,
Santos Jr 2008, Castro et al. 2008, Mustata 2009).

Tokamia & Langanegger (1983} encontraram grande quar-
tidade da macrdfagos espumosos, vacuolizacio, necrosa &
tumnefagio de hepatdcitos no figado de bufalos com folos-
sensibilizagio mantidos em pastagens de B. humidicola.
Apdes a observagdo das lAminas dessa caso, verificou-se
gue as lesdes foram semelhantes as enconiradas nos
bubalinos do presents estudo que apresaniavam lesies de
grau 4. Lesdas semelhantes sdo descritas em um caso de
intoxicacas por B, decumbens em bufales no Fio Grande
do Sul (Rozza et al. 2004). Mo presente trabalho, apesar de
muitos animais apresentarsm lesdes acentuadas, semekhan-
tes as descritas por esses autores, menhum apresentava
sinais clinicos de folossensibiizacdo. A presanca de le-
ses histolégicas hepaticas relativaments graves, sam si-
nais clinicos, chama a alencio para a possibilidada da que
em bifaks morlos por oulras causas essas lases sejam
imerpretadas como a causa da morie, levando a um diag-
ndstico erdnec de infoxicacio por Brachiara spp.

Pasg. Vel Bras 30{9:705-711, salembro 2010

Em bovinos foi enconfrada uma correlacdn nagativa
antre ganho de peso & onumero de macrdfagos espumo-
s05 em figados de bovinos pastejando em B. decumbens,
sugerindo que perdas econdmicas importantes ocorreri-
am em animais sem sinais clinicos (Fioravante 1999,
Moreira et al. 2009a). Fagliar et al. (1993) descrevem
fambém uma forma subclinica da doenga. Embora no
prasaente estudo nac tenha sido observado relagio enfre
o peso dos animais ao abate e a quantidade de macrdfa-
gas aspumosos no figado, ndo & possivel descartar qua
as55as lesdes ocasionem menores ganhos de paso, cons-
fituindo uma forma subdlinica da doenga. Movos estudos
=80 nacessdrios para delerminar a possivel interdferéncia
destas lesdes no ganho de peso de bufalos, assim coma
a resisténcia/suscaptibilidade dos bubalines a infoxica-
¢Ao por Brachiana spp. quando comparado com outras
aspecias.
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