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RESUMO

Caracteristicas das células espumosas no figado, linfonodos mesentéricos e

intestino de bovinos associados ao consumo de Brachiaria spp.

Autor: Maria Soledad Gomar

Orientador: Prof. Dr. David Driemeier.

Foram estudados fragmentos dos figados, linfonodos hepaticos e mesentéricos,
bem como dos intestinos de 100 bovinos machos, castrados, entre 3 e 4 anos de idade,
da raca Nelore e provenientes do estado de Mato Grosso, onde eram mantidos em
pastagens de Brachiaria decumbens e/ou Brachiaria brizantha. Macroscopicamente, 0s
figados apresentavam coloragdo amarela que se mantinha mesmo apds a fixagdo em
formalina, o que ndo foi constatado nos animais alimentados com outros pastos. O
parénquima dos linfonodos apresentava areas esbranquicadas em forma de estrias
paralelas, especialmente intensas nos linfonodos hepaticos.

As alteragdes histologicas incluiram tumefagdo de hepatocitos, colangite
mononuclear, areas com proliferagdo de ductos e a presenca de macréfagos espumosos
de distribuicdo multifocal no figado, nos linfonodos mesentéricos e hepaticos e na
submucosa do intestino.

Os tecidos com células espumosas foram submetidos a estudos histoquimicos,
lectinoistoquimicos e imunoistoquimicos com o objetivo de caracterizar o conteudo
destas células. Através da Coloracdo de Perls, constatou-se as células espumosas com
citoplasma corados de azul-claro, especialmente nos linfonodos e evidenciando a
presencga de depositos de sais férricos, possivelmente em conseqiiéncia da fagocitose de
eritrocitos extravasados.

Na imunoistoquimica, o anticorpo Mac 387, marcador de macréfagos, nao
marcou as células espumosas. Na lectinoistoquimica, observou-se que a lectina PNA
atuou como marcador devido as altas afinidade e especificidade de unido com as células

espumosas. Com esta lectina, observaram-se células espumosas isoladas, as quais nao



eram vistas através de outras coloragdes. Além disto, em estudos feitos em humanos e
em nossos animais, a PNA demonstrou ser especifica para macréfagos, o que reforga a
hipdtese de que as células espumosas sejam macrdofagos.

A comparacdo do padrao de afinidade das lectinas entre os animais alimentados
e os ndo alimentados com Brachiaria sp., demonstrou que ha alteragcdes na composi¢ao

de glicidios nos animais alimentados por Brachiaria spp.



1. INTRODUCAO

A Brachiaria spp. ¢ uma forrageira de grande importancia para alimentacdo de
bovinos e ovinos, especialmente, na América Latina, Africa e Asia. No Brasil, mais de
26 milhoes de hectares destas pastagens estdo distribuidos entre as regides Centro-Oeste
e Sudeste (HUTTON, 1975; DOBEREINER et al., 1976; BABER, 1989). Dentre as
qualidades da forrageira, destaca-se o facil cultivo, a boa capacidade de producdo de
massa verde e de sementes (PARRAS & VIVAS, 1974) e a alta tolerancia a solos acidos
e pouco férteis (PAULINO et al.,, 1987; RAO et al.,, 1993). No entanto, surtos
esporadicos de fotossensibilizacdo hepatogena tém ocorrido em animais alimentados
com esta graminea (DOBEREINER et al., 1976; OPASINA, 1985; GRAYDON et al.,
1991; LEMOS et al., 1997). Em 1975, quando os primeiros surtos foram observados no
Brasil (HUTTON, 1975), considerava-se o fungo Pithomyces chartarum, produtor de
uma micotoxina denominada esporidesmina, o agente etiologico (CAMARGO et al.,
1976; DOBEREINER et al., 1976; NAZARIO et al., 1977; TEMPERINI & BARROS,
1977; FAGLIARI et al., 1983, 1985 e 1993a; PURCHIO et al., 1988; ALESSI et al.,
1994). Subseqiientemente, ficou demonstrado que os esporos do fungo nem sempre se
encontravam em quantidade suficiente para serem considerados toxicos (LEMOS et al.,
1996a ¢ b; MEAGHER et al., 1996; LEMOS et al., 1997) ou, at¢ mesmo, estavam
ausentes (OPASINA, 1985; LEMOS et al., 1998). Além disso, as cepas de Pithomyces
chartarum do Brasil ndo eram constantemente produtoras da toxina esporidesmina
(BREWER et al., 1989). Também foram encontradas diferengas entre as lesdes
produzidas por Brachiaria e aquelas produzidas pela micotoxina (DONE et al., 1960;
MORTIMER et al., 1963; KELLERMAN & COETZER, 1985). A principal lesdo
observada nos casos em que a contagem de esporos foi baixa consistia na presenca de
cristais depositados no sistema biliar dos animais intoxicados (GRAYDON et al., 1991).

A identificacdo de saponinas esteroidais (MEAGHER et al., 1996) em
Brachiaria decumbens tornou possivel associar as plantas do género Brachiaria com
um grupo de plantas produtoras de fotossensibilizacdo que inclui Tribulus terrestris,

Agave lecheguilla, Panicum spp., Narthecium ossifragum, e Nolina texana. Todas,
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exceto a ultima, possuem saponinas esteroidais na sua composicao (MILES et al., 1993;
CAMP et al., 1988; PATAMALALI et al., 1990; XU et al., 2000; KOSTOVA et al.,
2000). Alguns autores acreditam que as saponinas causam a doenga, por si SO
(MATHEWS, 1937, ABDELKADER et al., 1984; LANCASTER et al., 1991),
entretanto, outros discutem a possibilidade de ndo serem a tUnica causa das lesdes
(FLAOYEN et al., 1991 e 1993). Tem sido demonstrado que, quando metabolizadas
pelos ruminantes, as saponinas formam cristais (MILES et al., 1994; MEAGHER et al.,
1996) que podem ser vistos no sistema biliar.

Entre os achados histopatologicos da intoxicagdo por Brachiaria que nao tém
sido encontrados nas intoxicacgdes pelas outras plantas deste mesmo grupo, destaca-se a
presenca de células com caracteristicas morfologicas interessantes no figado, linfonodos
mesentéricos e hepaticos, intestino e bago. Estas células tém o citoplasma espumoso e
nucleo periférico, muitas sdo multinucleadas e freqiientemente estdo em actmulos
multifocais. O aparecimento destas células espumosas, principalmente encontradas nos
figados de bovinos coletados a partir de 1976, coincide com o periodo de introducdo e
formac¢ao de grandes areas de pastagens com Brachiaria sp. no Brasil (DRIEMEIER et
al., 1998).

Através da microscopia eletronica, imagens negativas de contornos semelhantes
a cristais, as vezes revestidas por membranas e semelhantes as dos fagolisossomos
foram observadas no citoplasma dessas células espumosas. A identidade dessas células
nao foi, definitivamente, confirmada, mas suas caracteristicas indicam tratar-se de
macrofagos. Sabe-se que tais células ndo se coram pelo acido periddico de Schiff (PAS)
e que sao Oil red negativas, ou fracamente positivas e, quando isoladas, sdo de dificil
visualiza¢do através das técnicas convencionais de HE (DRIEMEIER et al., 1998).
Células espumosas (“foam cells”) tém sido encontradas em diferentes 6rgios e doengas
(WATANABE et al., 1982; SATTI et al., 1990), entretanto, as mais conhecidas sao
aquelas observadas na arteriosclerose (IULANO, 2001).

Este estudo tem por objetivo encontrar uma técnica que permita melhor
visualizacdo e identificagdo destas células, bem como determinar sua composi¢ao
quimica. Neste sentido e utilizando-se as técnicas de histoquimica de lectinas e
imunoistoquimica, pretende-se auxiliar na compressdo da etiopatogenia e no diagndstico
da doenca causada por Brachiaria decumbens bem como pelas outras plantas

relacionadas, anteriormente mencionadas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Generalidades

Téxico ¢ a substancia que afeta a saide quando inalada, ingerida ou absorvida
em fun¢do de suas propriedades inerentes (GARNER, 1970). Dependendo da dose,
qualquer substancia pode ser toxica (GOODMAN et al., 1991). Planta toxica de
interesse pecuario ¢ aquela que quando ingerida pelos animais domésticos de fazenda,
sob condi¢des naturais, causa dano a saide ou mesmo a morte (TOKARNIA et al.,
2000).

Para provocar efeitos nocivos, as plantas toxicas tém de ser ingeridas em
quantidades suficientes e relacionadas com o peso do animal. De acordo com sua ac¢do,
as plantas toxicas podem ser divididas em dois grandes grupos: o de plantas com agdo
direta e com acdo remota. A grande maioria tem acdo remota, isto €, o principio toxico
nao afeta o tubo digestivo. As de acdo direta que exercem efeito sobre o tubo digestivo
constituem a minoria.

Nem todas as plantas causam efeitos nocivos. Por exemplo, tem sido estudada a
utilizagdo das plantas fototoxicas no tratamento do cancer. Esta “terapia fotodindmica”
envolve a participacdo de um agente fotossensibilizante encontrado nas plantas
Hypericum perforatum (Erva de Sdo-Jodo) e que causa apoptose e necrose das células
tumorais sob efeito da luz (AGOSTINIS et al., 2002). Esta mesma planta também ¢
toxica contra alguns virus (MISKOVSKY, 2002). Outro exemplo recente, se refere as
plantas que contem furocumarinas, sendo usadas juntamente com sistemas de radiacao
UV no tratamento de psoriases, micoses, cancer de pele ndo melandmicos e outras 16
doengas de pele (PATHAK & FITZPATRICK, 1992).

Os principios toxicos podem ser diversas substancias. Varios fatores influenciam
a toxidez de uma planta, podendo estar associados a planta e incluirem fase de
desenvolvimento, partes toxicas determinadas, forma de armazenamento, tipo de solo e
procedéncia. Dentre os fatores associados aos animais, cita-se espécie, idade,

pigmentacao, exercicio, ingestdo de agua, tolerancia, imunidade e resisténcia individual.
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Finalmente, h4 os fatores associados ao ambiente ou as condi¢des gerais sob as quais
ocorrem as intoxicagdes tais como fome, vicio, estreita associacdo com outras plantas e
transferéncia de animais. Para facilitar o estudo das plantas toxicas, estas tém sido
divididas em areas de ocorréncia, tipo caracteristico de quadro clinico patologico

desenvolvido, familias botanicas e principios toxicos (TOKARNIA et al., 2000).

2.2. Brachiaria spp.

2.2.1. Dados botanicos e biolégicos

Brachiaria spp. Sao plantas de regides tropicais, principalmente africanas,
pertencentes a familia Gramineae, e que abrangem cerca de 80 espécies. A Brachiaria
decumbens ¢ perene, rizomatosa, suas folhas apresentam bainha e lamina hirsutas,
lineares e lanceoladas de oito até 23 cm de comprimento e 1,2 cm de largura.
Inflorescéncia em racemos, de 2 a 4. Espiguetas de 5 mm de comprimento,
apresentando a gluma I com altura de 2 mm e largura de 3,5mm e a gluma II com pélos
esparsos, os quais também aparecem no lema estéril. Sua indicacdo ¢ feita para as
regides Umidas que possuam um periodo seco de quatro a cinco meses (MONTEIRO et
al., 1974). Diferentemente da maioria das forrageiras cultivadas para alimentacdo do
gado, esta ¢ muito resistente a altos niveis de aluminio e adaptada aos solos acidos e
inférteis (PAULINO et al., 1987; RAO et al., 1993).

A Brachiaria brizantha ¢é perene, cespitosa e rizomatosa. Colmos finos, eretos,
geralmente com 80 a 100 cm. de altura. Folha com a bainha hirsuta, lingula ciliada de
0,15 cm. de comprimento; lamina linear com 25 c¢cm de comprimento e 0,15 c¢cm de
largura, subglabra ou pildsula (pilosidade percebida somente ao microscopio).
Inflorescéncia em racemos, geralmente solitdrios ou podendo apresentar até cinco.
Racemos de 4 a 12 cm, raquis fino com as margens pilosas, espiguetas de 0,4 cm de
comprimento. E considerada boa forrageira para regides tropicais umidas, podendo
resistir a certas condi¢cdes de pouca umidade. Sua propagacdo ¢ feita por sementes,

podendo ser efetuada através de rizomas (MONTEIRO et al., 1974).

2.2.2. Principio téxico

As substancias toxicas presentes em Brachiaria spp. sao as saponinas esteroidais
(MEAGHER et al., 1996), metabolitos secundarios constituidos de carboidratos hidratos

de carbono e que compdem vdrias espécies de plantas (PRICE et al., 1987; JOHNSON
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et al., 1986, DINAN et al., 2001). Seu contetido ¢ influenciado por fatores ambientais e
seguem um ciclo sazonal, sendo mais concentrado em meados do verdo (CHEEKE,
1995). Quimicamente, sdo glicosideos esteroidais com nucleo espirostandlico,
propriedades hemoliticas ¢ que formam espuma abundante e estdvel, quando suas
solucdes aquosas sao agitadas (HOSTETTMAN & MARSTON, 1995). Algumas tém
diversas atividades biologicas, podendo ser citotoxicas (HU et al., 1999; MIMAKI et
al., 2001), apoptoticas (CANDRA et al., 2001) e antiproliferativas (TRAN et al., 2001),
podendo ser usadas contra neoplasias ou com atividade antiinflamatoria (BERNEJO,
2000), antimicotica (ALVAREZ et al.,, 2001) e como precursoras de muitos
medicamentos esterdides tais como diuréticos € hormodnios sexuais (HOSTETTMANN

& MARSTON, 1995).
2.2.3. Dados historicos e epidemiolégicos

2.2.3.1. Brachiaria spp. no Brasil

A partir do momento que as gramineas Melinis multiflora, Hyparrhenia rufa, e
Panicum maximum, as quais predominavam no Brasil desde a época da escravidao,
comegaram a apresentar queda de produtividade devido ao esgotamento do solo, as
gramineas do género Brachiaria foram introduzidas no pais. Adaptaram-se muito bem,
pois sdo resistentes ao pisoteio de animais, a seca, aos solos acidos e pouco férteis, se
alastram pelo solo com rapidez impedindo o surgimento de plantas invasoras e evitando
a erosdo (PARRA & VIVAS, 1974; VIVAS & PARRAS, 1975; BABER, 1989). Em
conseqiiéncia de sua competitividade, tém se tornado as espécies predominantes onde
sao semeadas (LOW et al., 1993). Atualmente, estas pastagens sao fonte alimentar para
ruminantes e ocupam milhares de hectares nas regides Centro-Oeste e Sudeste do Brasil
(HUTTON, 1975; NOBRE & ANDRADE, 1976; ANDRADE et al., 1978).

A Brachiaria brizantha é nativa da Africa tropical e foi introduzida na Secdo de
Nutri¢do e Agrostologia (S.N.A.) do Instituto de Pesquisas Agropecuarias do Centro-
Sul em 1954, proveniente da Austrdlia (MONTEIRO et al.,, 1974). A Brachiaria
decumbens foi introduzida pela primeira vez no Brasil em 1952, pelo Instituto de
Pesquisa Experimental Agropecuéria do Norte (IPEAN). O seu plantio geralmente ¢
feito por estolhos, limitagao esta que foi contornada a partir de 1972 pela importacao de
sementes com alto poder germinativo e provenientes da Australia (NOBRE &

ANDRADE, 1976). O Brasil passou a ter duas variedades de Brachiaria decumbens;
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uma que se reproduz por estolhos, cujas sementes ndo tem bom poder germinativo (B.
decumbens variedade IPEAN) e outra que se reproduz por semeadura (B. decumbens
variedade australiana) com alto poder germinativo (NOBRE & ANDRADE, 1976).

Surtos de fotossensibilizagdo comecaram a aparecer dois anos ap6s a introdugao
da variedade australiana e tém envolvido principalmente esta variedade. Hutton (1975)
observou os primeiros casos que ocorreram em gado Nelore durante a estagdo seca de
1975 na regido de Rio Verde, Goias (DOBEREINER et al., 1976). A partir desse ano,
no Brasil, foram constatados novos casos esporadicos em bovinos (DOBEREINER et
al., 1976; NOBRE & ANDRADE, 1976; FAGLIARI et al, 1985), ovinos
(DOBEREINER et al., 1976; OPASINA, 1985; GRAYDON et al., 1991; LEMOS et al.,
1996b), caprinos (OPASINA, 1985; MEAGHER et al., 1996; LEMOS et al., 1998) e
eqiiinos (SCHENK & SCHENK, 1981). No Brasil, a ocorréncia de fotossensibilizagdes
também foi verificada envolvendo pastagens de B. humidicola em bovinos
(DOBEREINER, 1985) e ovinos (DOBEREINER et al., 1976; NAZARIO et al., 1985;
PURCHIO et al., 1988), de B. ruziziensis em bovinos (DOBEREINER et al., 1976;
NAZARIO et al., 1985; PURCHIO et al., 1988) ¢ de B. brizantha em bovinos (NOBRE
& ANDRADE, 1976; LEMOS et al., 1997).

2.2.3.2. Brachiaria spp. no mundo

Na América do Sul, foi registrada a ocorréncia de fotossensibilizacdo
envolvendo B. decumbens na Venezuela (CIAT, 1984) e na Colombia em bovinos
(BARRERA & OCHOA, 1977). Em outros paises, também se observaram surtos
similares em B. decumbens: na Indonésia em ovinos (GRAYDON et al., 1991), na
Nigéria em ovinos e caprinos (OPASINA, 1985), na Maldsia em ovinos e caprinos
(MAZNI et al., 1985; ZAMRI-SAAD et al.,, 1987) e na Australia em bovinos
(HUTTON, 1975).

2.2.3.3. Brachiaria spp. e Pithomyces chartarum

Casos de fotossensibilizagdes em ruminantes eram, usualmente, associados a
presenca do fungo Pithomyces chartarum em pastagens de Brachiaria (NAZARIO et
al., 1975; ANDRADE et al., 1978; AMARAL et al., 1976) bem como em outras
pastagens na Australia (HORE, 1960), Africa do Sul (MARASAS et al., 1972), Estados
Unidos (MONLUX et al., 1963; GLENN et al., 1965; TABER et al., 1968), Argentina
(CARRILLO et al., 1980), Uruguai (RIET ALVARIZA et al., 1974; RIET ALVARIZA
et al., 1977) e Franca (BEZILLE et al., 1984). Durante muito tempo diferentes trabalhos
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estiveram a favor desta hipdtese (CAMARGO et al., 1976; DOBEREINER et al., 1976;
NAZARIO, et al., 1977; ANDRADE et al., 1978; FAGLIARI et al., 1983, 1985, 1993a,
b, c; ALESSI et al., 1994; FAGLIARI et al., 1994a, b).

A reproducdo experimental da intoxicagdo seguida de fotossensibilizagdo foi
descrita em coelhos inoculados com extratos de culturas do fungo (NAZARIO et al.,
1977). Revisdes sobre a doenga no Brasil (CINTRA et al., 1977) incluindo aspectos
quimicos, fisicos e bioldgicos da fotossensibilizagao (TEMPERINI & BARROS, 1977)
foram apresentadas. A intoxica¢do foi reproduzida experimentalmente na espécie
bovina, em pastagens de B. decumbens (ANDRADE et al, 1978) e foi relatada a
incidéncia de fotossensibilizacdo em bezerros submetidos a diferentes sistemas de
manejo (SCHENK & SCHENK, 1981). Os fatores predisponentes na ocorréncia de
fotossensibilizagdo em bovinos foram descritos (CAMARGO et al., 1976; ANDRADE
et al., 1978). As plantas hospedeiras ¢ a distribui¢do geografica do P. chartarum foram
estudadas (MALAVOLTA et al., 1980). Outro grupo de pesquisadores estudou os
aspectos epidemiologicos, clinicos, laboratoriais, terapéuticos e profilaticos da doenca
(FAGLIARI et al. 1983, 1985), além de terem analisado os aspectos epidemiologicos da
intoxicacdo natural de bovinos pela micotoxina esporidesmina (FAGLIARI et al
1993b). Este mesmo grupo ainda estudou as lesdes hepaticas encontradas nos animais
acometidos (ALESSI et al., 1994).

O Pithomyces chartarum é um fungo pertencente a familia Dematiaceae. E
cosmopolita e considerado saprofita em vegetais (NAZARIO et al., 1977). Através de
seu metabolismo, produz uma toxina denominada esporidesmina, responsavel por
manifestagdes clinicas de "eczema facial" em bovinos e ovinos (CLARE, 1955) e em
eqiiinos (McCARTHY, 1960; WHILLIAMS et al., 1990). A primeira constatacdo do
fungo no Brasil foi feita em fins do ano 1975 por pesquisadores das Se¢des de Doencas
Carenciais ¢ Metabolicas e de Micologia Fitopatologica do Instituto Bioldgico de Sao
Paulo (NAZARIO et al.,, 1975). A doenga denominada “eczema facial” foi descrita
inicialmente na Nova Zelandia, onde afetava predominantemente ovinos € bovinos em
pastagens de Lolium perrene (CUNNIGHAM et al., 1942; CLARE, 1955; DONE et al.,
1960; WEISS, 1962; MORTIMER et al., 1978).
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2.2.3.4. Brachiaria spp. e as saponinas esteroidais

Para diagnosticar a doenca, a estreita associacdo entre a producdo de
esporidesmina e a esporulagdo permitiu usar a contagem de esporos como um indicador
da toxicidade de uma pastagem (MENNA et al., 1970), onde um nivel de 100.000
esporos/g de pastagem ¢ considerado perigoso (MENNA, 1973). A presenca de espécies
toxigénicas do fungo na alimentacdo ndo € prova suficiente da presenca da micotoxicose
(PIER, 1973). E necessario demonstrar tanto a presenca de concentragdes apreciaveis da
toxina no alimento como a existéncia, nos animais, de quadros clinicos e patologicos
tipicos e, quando possivel, demonstrar também a presenca destes compostos ou de seus
residuos em tecidos e fluidos biologicos (TEMPERINI & BARROS, 1977), além de
considerar a auséncia de exposi¢ao a outros agentes toxicos (HENSEN et al., 1994).

Considerando estes pardmetros diagnosticos ao examinar as pastagens de B.
decumbens, surgiram dados contraditorios. Registravam-se casos da enfermidade em
pastagens com altos niveis de esporos (FAGLIARI et al., 1993a); baixos niveis de
esporos (LEMOS et al., 1996a e b; MEAGHER et al., 1996; LEMOS et al., 1997), ou
até mesmo na auséncia de esporos (OPASINA, 1985; BABER, 1989; GRAYDON et
al., 1991; LEMOS et al., 1998). Em outro trabalho encontrou-se o fungo, mas ndo se
verificou a presenga de esporos (NOBRE & ANDRADE, 1976) e em outros nao se
realizou a contagem (FAGLIARI et al., 1985; NAZARIO et al., 1985). Em amostras de
P. chartarum provenientes destas plantas, ndo se constatou produgdo de esporidesmina
(MEAGHER et al., 1996; COLLIN et al., 1998). Além disto, nem todas as cepas do
fungo sao toxicas, ha diversas referéncias sobre a existéncia de cepas muito toxicas,
medianamente toxicas ou nao toxicas (MENNA et al., 1970; MARASAS &
KELLERMAN, 1978; KELLERMAN et al., 1980; HALDER et al., 1981). Somente na
Nova Zelandia, tem sido demonstrado que os esporos de P. chartarum sdo quase sempre
toxicos (MORTIMER & TAYLOR, 1962; MENNA et al., 1970; FLAOYEN & SMITH,
1992) e que, na maioria dos outros paises, a produg¢do de esporidesmina ocorre apenas
numa minoria de amostras de P. chartarum isoladas (BREWER et al., 1989).
Especificamente na América do Sul, nenhuma das cepas, incluindo 32 do Brasil,
produziu esporidesmina nos cultivos de laboratorio (BREWER et al., 1989).

Em 1991, estudos na Indonésia demonstraram a presenca de cristais no sistema
biliar (GRAYDON et al., 1991) e nos hepaticos de ovinos alimentados em pastagens de

Brachiaria que, entdo foi relacionada com um grupo de plantas que também causavam a



17

formacdo desses cristais e fotossensibilizacdes. Estas plantas incluiam 7ribulus
terrestris (puncture vine), cuja simultanea ingestdo de esporidesmina estava associada
com a doenca denominada “geeldikkop” ou “cabe¢a amarela inchada” (KELLERMAN
et al., 1980; GLASTONBURY et al., 1984; KELLERMAN & COETZER, 1985);
Panicum sp. (kleingrass) na doenca denominada “dikkor” ou “orelha inchada”
(KELLERMAN & COETZER, 1985; BRIDGES et al., 1987; LANCASTER et al.,
1991; HOLLAND et al., 1991; KELLY, 1993), Agave lecheguilla (lecheguilla) (CAMP
et al., 1988) e Narthecium ossifragum (bog asphodel) na doenga denominada “alved”
(MILES et al., 1993). Estes cristais foram associados as saponinas presentes em A.
lecheguilla (MATHEWS, 1937) e, posteriormente, também em outras plantas
(BRIDGES et al., 1987).

Em B. decumbens (signal grass), foram encontradas saponinas derivadas de
iamogenina ¢ diosgenina (MILES, 1993; SMITH & MILES, 1993; MEAGHER et al.,
1996), bem como uma mistura destas duas (CRUZ et al., 2000). Metabdlitos derivados
destas saponinas foram encontrados no rimen de um animal fotossensibilizado

(ABDULLAH et al., 1992).
2.2.3.5. Incidéncia

Uma caracteristica da epidemiologia da colangiopatia associada com cristais e
que também ocorre com B. decumbens ¢ que as plantas sdo toxicas esporadicamente,
havendo varias hipdteses para explicar tal apresentagdo. Variagdes do nivel de
sapogeninas presentes (MILES et al., 1993), podendo ser influenciadas por outros
fatores como condi¢des ambientais (NDAMBA et al., 1994). A existéncia de fatores que
influenciam a absorc¢do das saponinas no sistema digestivo (GRAYDON et al., 1991;
LANCASTER et al., 1991). Estudos feitos em humanos, demonstraram diferengas entre
individuos quanto ao metabolismo de fitoestrogenos na microflora do intestino
(ROWLAND et al., 1999). Estas diferencas na microflora do intestino poderiam
explicar diferencas individuais (MEAGHER et al., 2001). Ainda, a participagdo
simultinea de um fungo como ocorre nas doencas “geeldikkop” ou “alved”
(KELLERMAN et al., 1980; MILES et al., 1994) poderia, igualmente, explicar a
ocorréncia esporadica dos surtos.

Subseqiientemente, também no Brasil, se verificou a presenga de cristais no
sistema biliar de animais acometidos pela doenca e expostos a Brachiaria: ovinos

(LEMOS et al., 1996b), bovinos (LEMOS et al., 1996a; LEMOS et al., 1997) e caprinos
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(LEMOS et al., 1998). Em 1996, foram encontradas diosgenina e iamogenina nas
amostras da forrageira brasileira (MEAGHER et al., 1996).

Em relacdo aos achados histoldgicos, a presenca de células com citoplasma
espumoso no figado de bovinos coletados a partir de 1976 tem sido caracteristica da
doenga, além de coincidir com a introducao e difusdo das pastagens de Brachiaria spp
no Brasil (DRIEMEIER et al., 1999). Estas lesdes foram reproduzidas em ovinos
pastando B. decumbens com niveis extremamente baixos de esporos de P. chartarum
(CRUZ et al., 2000), e também por administragdo dos extratos da planta (CRUZ et al.,
2001). A esporidesmina tem sido referida como substancia bastante instavel (WHITE et
al., 1977), sendo improvavel que resista ao procedimento de extracdo de saponinas

(SMITH & MILES, 1993).
2.2.3.6. Animais afetados

Os animais afetados no Brasil sdo especialmente bovinos jovens, desmamados e
até os dois anos de idade (CAMARGO et al., 1976; NOBRE & ANDRADE, 1976;
HUTTON, 1975; DOBEREINER, 1976; SCHENK & SCHENK, 1981; FAGLIARI et
al., 1985) e ovinos jovens (DOBEREINER et al., 1976). Os caprinos sdo menos
susceptiveis para alguns autores (OPASINA, 1985; GRAYDON et al., 1991), mas para
outros nao (LEMOS et al., 1998). Quanto a animais de experimentagcdo: o extrato
etandlico do liquido ruminal de uma ovelha intoxicada com B. decumbens causou
aumento do figado e necrose acentuada de hepatocitos severa em ratos (ABDULLAH et
al., 1988); em cobaias, o tempo de vida foi menor nos intoxicados (ANDRADE et al.,
1978).

A fotossensibilizagdo foi descrita em terneiros na Austradlia (HUTTON, 1975),
em ovinos e caprinos na Maldsia (MAZNI et al., 1985; ZAMRI-SAAD et al., 1987), em
ovinos e caprinos na Nigéria (OPASINA, 1985) e em ovinos na Indonésia (GRAYDON
et al., 1991). A taxa de prevaléncia variou em bovinos de 5 a 60 %, enquanto a taxa de
mortalidade de zero a 90% (CAMARGO et al., 1976). Ovinos de qualquer idade tém
sido afetados (DOBEREINER et al., 1976).
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2.3. Alteracoes causadas por Brachiaria spp.

2.3.1. Patogenia

2.3.1.1. Fotossensibilizacao

A fotossensibilizacdo ¢ uma doenca produzida pela sensibilidade das camadas
superficiais da pele a luz, pela presenca local de agentes fotodindmicos, os quais
apresentam uma configuragdo quimica que ¢ capaz de absorver determinados
comprimentos de onda de luz ultravioleta. Quando a pele, sensibilizada por esses
agentes, ¢ exposta a luminosidade intensa, ocorre dano celular afetando o nucleo, a
membrana, os lisossomos e as mitocOndrias, desenvolvendo-se a dermatite, com
liberacao de histamina, morte celular local e edema tissular (RIET-CORREA et al.,
1998).

2.3.1.1.1. Classificacao

2.3.1.1.1.1. Quanto a origem do agente fotossensibilizante

(a) Primaria ou do tipo I, quando desencadeada por compostos exdgenos, originalmente
presentes como tal no vegetal e que, passando pelo figado sem lhe causar dano, atingem
a circulagdo periférica e se depositam na pele (TEMPERINI & BARROS, 1977). E
menos comum que a forma secundaria (BABER, 1989). Como exemplos citam-se:
plantas como Hypericum perforatum (“erva-de-Sao-Jodao”), Fagopyrum sagittatum
(“trigo mourisco”), Fagopyrum esculentum (“‘trigo sarraceno”) e Ammi majus
(KELLERMAN & COETZER, 1985), a ingestdo de folhas mofadas de Cooperia
pedunculata e a administracdo de fenotiazina, tetraciclinas, tiazidas e sulfonamidas
(YAGER & SCOTT, 1993; PLUMLEE, 1995).

(b) Congénita ou do tipo II que ocorre devido a sintese defeituosa de pigmentos,
sindrome também denominada porfiria, onde ocorre acumulo de pigmentos enddégenos
devido a perturbagdes no metabolismo das porfirinas, ocasionando destrui¢ao de
membranas lisossomais. S3o geralmente hereditarias e ocorrem devido a deficiéncias
das enzimas que estdo envolvidas na sintese do grupamento heme da hemoglobina.
Neste item, inclui-se a porfiria eritropoética congénita ou doenca do dente rosa, em
bovinos (CLARE, 1955), humanos e presumivelmente gatos siameses.

(c) Hepatégena, secundaria ou do tipo III, que surge como conseqiiéncia de uma

disfun¢do hepatica provocada por constituintes hepatotoxicos presentes no vegetal. A
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lesdo pode se localizar, primeiramente, no parénquima ou no sistema biliar. Nas duas
alternativas, o dano no figado causa retencdo de filoeritrina (KELLERMAN &
COETZER, 1985). Esta substancia ¢ um produto normal da degradacgao da clorofila no
organismo ¢ tem sido apontada como desencadeadora da reacdo fotossensibilizante, pois
o figado lesado ndo ¢ capaz de retira-la da circulagdo e metaboliza-la adequadamente
(TEMPERINI & BARROS, 1977). Pode ser causada por varias plantas como Lantana
spp., Lippia spp., Asaemia axilaris, Kochia scoparia, Tetradymia spp., Athanasia
trifurcata, Cynoglossum officinale, Amsinckia intermedia, Senecio spp., Echium
plantagineum, Myoporum laetum, Enterolobium contortisiliquum, Tribulus terrestris,
Panicum spp., Nolina texana, Agave lecheguilla, Narthecium ossifragum, Medicago
spp. (KELLERMAN & COETZER, 1985), por fungos Phomopsis leptsostromiformis e
Pithomyces chartarum, pela alga Microcystis aeruginosa (KELLERMAN &
COETZER, 1985), por deficiéncia de cobalto, intoxicag¢do por tetracloreto de carbono,
infeccdo por Leptospira spp., € deficiéncias enzimaticas (KELLY, 1993).

(d) De origem nao determinada, sdo casos esporadicos associados ao consumo de palhas
e fenos molhados, de Ranuculus bulbosus ou Polygonum spp., ingestdo de alfafa
(HOUSE et al., 1996) e forragens verdes de aveia, trigo e trevo vermelho (CASTEEL et
al., 1991; COLLON et al., 1996).

2.3.1.1.1.2. Quanto a fisiopatologia

(a) Fotoalergia ¢ a reposta de hipersensibilidade retardada do tipo IV. Para ocorrer,
requer uma fase de sensibilizagdo e minima concentragio do fotoalérgeno. E menos
comum que fototoxicidade (ALLEN, 1993).

(b) Fototoxicidade ¢ o mecanismo que sucede com Brachiaria spp. Ocorre lesdo direta
de tecidos produzida por uma dose adequada de um agente fototoxico expostos a
radiacdo apropriada, ¢ mediada por formas de oxigénio reativas e mediadores
inflamatorios. Sdo vérios os mecanismos que medeiam esta reacdo: (1) Formagdo de
moléculas em estado de excitagdo que participam de processos fotodindmicos
dependentes do oxigénio causando a lesdo citotoxica. Estas reagdes acontecem com as
porfirinas, griseofulvina e antiinflamatérios nao esterdides. (2) Algumas substancias tais
como tetraciclinas e clorpromazina, ao serem expostas a radiagdo, formam fotoprodutos
estaveis que produzem lesdo tissular. (3) A ligacdo do agente fotossensibilizador ao

substrato bioldgico pode ser mediada pela radiagdo. (4) Os mediadores podem ser
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substancias inflamatérias tais como icosanoides, proteases e¢ produtos biologicamente

ativos oriundos de ativacdo de complemento (FITSPATRICK, 2001).

2.3.1.2. Fotossensibilizacao associada com cristais

2.3.1.2.1. Aspectos gerais

Em varios paises, casos de fotossensibilizagdo hepatogena tém sido associados
com o consumo de plantas que contém saponinas esteroidais (MATHEWS, 1937) tais
como Agave lecheguilla (CAMP et al., 1988), Panicum spp. (BRIDGES et al., 1987,
HOLLAND et al, 1991; PATAMALAI et al, 1990), Tribulus terrestris
(KELLERMAN et al., 1991; MILES et al., 1994), Nolina texana (MILES et al., 1994) e
Narthecium ossifragum (MILES et al., 1993). Uma caracteristica comum observada
nestas doencas tem sido a presenga de cristais nos hepatdcitos, macrofagos, ductos
biliares e bile (HOLAND et al., 1991; MILES et al., 1993). Saponinas esteroidais tém
sido identificadas quimicamente como sendo derivadas de esmilagenina em Agave
lecheguilla (CAMP et al., 1988), de sarsapogenina e esmilagenina em Narthecium
ossifragum (MILES et al., 1993) e de diosgenina e iamogenina em Panicum coloratum
e P. miliaceum (PATAMALALI et al., 1990). Em amostras de Tribulus terrestris obtidas
de areas onde ocorria “geeldikkop” havia niveis significativos de saponinas, entretanto
onde a doenc¢a ndo ocorria, eram encontrados niveis menores de saponinas (HENRICA,
1952). Embora algumas de suas saponinas derivem da diosgenina, outras saponinas
foram identificadas recentemente (KOSTOVA et al., 2000; XU et al., 2000). O
mecanismo de toxicidade ndo se conhece completamente, mas as alteragdes
histopatologicas produzidas por Tribulus terrestris sdo mais proeminentes no figado e
no rim e associadas com hemolise em grau varidvel (GLASTONBURY et al., 1984).
Nas intoxicagdes por Panicum spp., também sdo descritas lesdes do coragdo tais como
necrose dos musculos papilares (BRIDGES et al., 1987).

Estas saponinas tém sido relacionadas com o depoésito de material cristaldide
porque também foram isoladas na bile. Estes cristais sdo sais insoluveis de célcio de 5B-
espirostanois-3a-ol B-D-glicuronideos derivados do metabolismo das saponinas das
plantas, ou seja B-D-glicuronideos de epismilagenina e episarsapogenina (MILES et al.,
1994; MEAGHER et al.,1996). O metabolismo ruminal converte a diosgenina em B-D-
glicuronideo epismilagenina e a iamogenina em [-D-glicuronideo episarsapogenina
(MILES et al., 1994; MEAGHER et al., 1996). Esta transformacdo ocorre através de

varios processos: hidrolise dos agucares das saponinas da planta, reducdo da ligacao
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dupla do C5, epimerizagdo do grupo hidroxila C3 e a conjugagdo do acido glicurénico
(MILES et al., 1994).

Em um estudo experimental com N. ossifragum, foram observadas trés regides
metabolicas para as saponinas. No ramen, as saponinas ingeridas sdo convertidas por
hidrélise e redu¢ao. Duodeno, jejuno e ileo formam uma zona de absor¢ao e secrecao,
onde hé4 variacbes nas concentracdes das saponinas livres e conjugadas.
Especificamente no duodeno, estas substancias sdo absorvidas (FLAOYEN &
WILKINS, 1997) e transportadas, através da veia porta, ao figado, onde acontece a
conjugac¢do das sapogeninas livres. No ceco e cdlon, continuam com a epimerizacio e
concentracdo. Nao se detectaram sapogeninas livres ou conjugadas na urina
(MEAGHER et al., 2001).

Alguns autores consideram que as saponinas causam, por si s, o problema
(MATHEWS, 1937, ABDELKADER et al., 1984; LANCASTER et al., 1991;), mas
outros discutem a possibilidade de nao serem a unica causa das lesdes (FLAOYEN et
al., 1991 e 1993). Uma hipodtese sugere que a fotossensibilizagdo hepatdgena possa ser
causada pelo bloqueio do fluxo da bile ocasionado pelo material cristaldide, provocando
assim a retengdo de filoeritrina (KELLERMAN et al., 1991; COETZER et al., 1983)
como acontece em “geeldikkop”. Ha evidéncia histologica a favor disto, pois os ductos
biliares podem estar ocluidos por cristais e as lesdes nos tratos portais sdo compativeis
com doengca biliar oclusiva (COETZER et al., 1983). Adicionalmente, a fibrose lamelar
periductal pode ser encontrada tanto em ovelhas com “geeldikkop” como em ovelhas
onde os ductos biliares foram ligados cirurgicamente (COETZER et al., 1983). Ambos
os casos podem resultar em fotossensibilizagdo.

Outra teoria sugere que o dano no parénquima e nos ductos seria importante na
retengdo de filoeritrina (GRAYDON et al., 1991) como ocorre nas doengas “alved”
(FLAOYEN et al., 1991) e “geeldikkop” (KELLERMAN et al., 1991). Finalmente,
outra hipotese sugere que as toxinas atuariam inicialmente nas membranas do canaliculo
biliar, de forma similar aos triterpenos pentaciclicos da Lantana (SMITH & MILES,
1993), levando em conta a auséncia de lesdes similares a intoxicagdo com esta ultima
planta no “geeldikkop”. Nos casos envolvendo as plantas P. dichotomiflorum e T.
terrestris, acredita-se ainda que haja contribuicdo de uma micotoxina esporidesmina

exacerbando a fotossensibilizagao.
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2.3.1.2.2. Fotossensibilizacdo associada com Brachiaria spp.

As fotossensibilizagdes produzidas por Brachiaria decumbens no Brasil ndo sdo
mais consideradas como sendo produzidas pelo fungo P. chartarum, como se acreditava
até recentemente. Esta mudanga de conceito ocorreu devido a impossibilidade de se
obter a toxina esporidesmina da maioria dos isolados brasileiros do fungo (MEAGHER
et al., 1996; COLLIN et al., 1998) e a vérias descri¢cdes de surtos sem a presenca dos
esporos do fungo (NOORDIN et al., 1989; GRAYDON et al., 1991; LEMOS et al.,
1996a; LEMOS et al., 1998). Além disso, a doenca foi reproduzida experimentalmente
em ovelhas pastoreadas em B. decumbens sem presenga do fungo (CRUZ et al., 2000) e
através da administracdo de extratos de B. decumbens obtida de pastagens com auséncia
de esporos (CRUZ et al., 2001).

Atualmente, considera-se que a planta pertenga ao grupo de plantas que contém
saponinas esteroidais, mencionado anteriormente. Na B. decumbens, também se
encontraram saponinas esteroidais, sendo a principal delas a diosgenina e em menor
quantidade iamogenina e uma mistura de ambas (SMITH & MILES, 1993; CRUZ et al.,
2000). Em animais que consumiram B. decumbens, foram identificados metabolitos
derivados das saponinas tais como uma mistura de sapogeninas identificadas como 3-
espirostanois no ramen (ABDULLAH et al., 1992) e de substincias semelhantes a
epismilagenina e a episarsapogenina na bile e nos cristais biliares (ABDULLAH et al.,
1992; CRUZ et al., 2000). A natureza esporadica dos surtos poderia ser conseqiiéncia de
que a concentragdo de saponinas em B. decumbens varia entre vegetais maduros e

jovens (MILES, 1993).
2.3.2. Sinais clinicos

2.3.2.1. Ovinos

Os sinais gerais que tém sido observados sdao depressdo, apatia, anorexia,
procura pela sombra (GRAYDON et al., 1991; LEMOS et al.,, 1996b), além de
emaciacdo (ABDULLAH et al., 1988). Lesdes cutaneas, inicialmente, se caracterizam
por edema da face (ABDULLAH et al., 1988; LEMOS et al., 1996b), seguido por
dermatite acentuada (OPASINA, 1985; ABDULLAH et al., 1988; GRAYDON et al.,
1991; LEMOS et al., 1996b) e, posteriormente, formagao de crostas na regido dos olhos,
focinho (LEMOS et al., 1996b; DRIEMEIER et al., 1998) e orelhas. Em alguns animais,

as orelhas ficam caidas em fun¢do do edema, ou com seus bordos dobrados e enrugados
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para cima devido a mumificagdo local (GRAYDON et al., 1991; LEMOS et al., 1996b),
ou ainda avermelhadas. O edema também atinge a cabeca, principalmente nas regides
facial e submandibular (ABDULLAH et al., 1988; GRAYDON et al., 1991). Ictericia
moderada (OPASINA, 1985; ABDULLAH et al.,, 1988; GRAYDON et al., 1991;
CRUZ et al., 2000), conjuntivite com corrimento ocular e cegueira (OPASINA, 1985;
LEMOS et al., 1996a), estase ruminal (ABDULLAH et al., 1988), diarréia (CRUZ et
al., 2001) tém sido registrados.

A alteracdo no crescimento e atividade dos microorganismos do rimen,
refletindo numa menor concentragdo de acidos graxos foi constatada (ABDULLAH et
al., 1992). Sintomas nervosos incluem incoordenacdo motora, andar em circulo
(OPASINA, 1985; ABDULLAH et al., 1988; LEMOS et al., 1996b), tremor da cabega,
letargia (CRUZ et al., 2001), olhar fixo (LEMOS et al., 1996b), depressdo, coma antes
da morte (LEMOS et al., 1996b), ataxia e paralisia dos membros anteriores (OPASINA,
1985; ABDULLAH et al., 1988). A morte pode ocorrer apds um periodo de um més de
pastoreio continuo (ABDULLAH et al., 1988) ou 7-10 dias depois da apari¢ao dos
sinais clinicos (OPASINA, 1985; LEMOS et al., 1996a).

2.3.2.2. Bovinos

Estado nutricional regular (LOW et al., 1993), perda de peso (BARRERA &
OCHOA, 1977; DOBEREINER et al., 1976) de 1 a 2 quilos/dia (CIAT, 1984), procura
por areas de sombra, prurido acentuado, irritagdo e excitagdo com movimentos anormais
de cabeca e orelhas, desidratagdo, morte entre 3 a 5 dias (NOBRE & ANDRADE, 1976;
ANDRADE et al., 1978; FAGLIARI et al., 1994a; LEMOS et al., 1998) foram todos
registrados.

As partes cutaneas menos pigmentadas e menos protegidas por pélos sdo as mais
afetadas (TOKARNIA et al., 2000). As lesdes cutdneas caracterizam-se por eritema,
seguido por edema inflamatorio com espessamento das partes afetadas, aparecendo
exsudato seroso na superficie da pele e formagao de crostas. Finalmente, ocorre necrose
de pele e gangrena seca. Em casos leves, ha somente uma descamagdo das partes
superficiais e dermatite. Estas lesdes acontecem principalmente no dorso (LEMOS et
al., 1997), pescogo (BARRERA& OCHOA, 1977; LEMOS et al., 1997), flancos (LOW
et al.,, 1993; LEMOS et al.,, 1997; HUTTON, 1975; FAGLIARI et al., 1983,
ANDRADE et al., 1978; FAGLIARI et al., 1983 e 1985), perineo (LEMOS et al.,
1997), regido glutea, barbela (FAGLIARI et al., 1983), orelhas (HUTTON, 1975;
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BARRERA & OCHOA, 1977; ANDRADE et al., 1978; FAGLIARI et al., 1983 e 1985;
LEMOS et al., 1997) e insercao da cauda (LOW et al., 1993). Ictericia (OPASINA,
1985; LEMOS et al., 1998). Lesoes cutaneas também tém sido encontradas em areas do
corpo protegidas da radiacdo solar, como a regido interna dos membros e glandula
mamaria (FAGLIARI et al., 1985 e 1993b). Eritema ¢ edema na regidao dos olhos,
focinho e orelhas, as quais apresentavam também formagao de vesiculas coalescentes no
pavilhdo auditivo, lacrimejamento devido a ceratite bilateral (LEMOS et al., 1996 a e
1997), anorexia (BARRERA & OCHOA, 1977), diminui¢cdo dos movimentos do rimen
(LOW et al., 1993), diarréia pastosa (NOBRE & ANDRADE, 1976; ANDRADE et al.,
1978), inquietacio com movimento anormal da cabeca e orelhas (NOBRE &
ANDRADE, 1976), polidipsia, hemoglobintiria (FAGLIARI et al., 1985) e morte
acometendo 25% ou mais dois animais afetados (FAGLIARI et al., 1993b) t€ém sido
observados nestas intoxicacdes. Fagliari et al. (1993a) distinguiram trés formas clinicas

da doenga: aguda, cronica moderada e cronica grave.
2.3.2.3. Caprinos

Lesdes cutaneas e mucosas na regido dos olhos, focinho e orelhas, bem como a
presenga de ictericia foram relatados em caprinos (OPASINA, 1985; LEMOS et al.,
1998).

2.3.3. Achados macroscopicos

2.3.3.1. Ovinos

Estado nutricional regular (GRAYDON et al., 1991; LEMOS et al., 1996a),
fotodermatite na regido da cabegca (GRAYDON 1991; LEMOS et al., 1996a ¢ 1997),
edema subcutaneo com aspecto gelatinoso e coloragdo amarelada (GRAYDON et al.,
1991), ictericia nos 6rgdos e tecidos (BARRERA & OCHOA, 1977; OPASINA, 1985;
ABDULLAH et al., 1988; GRAYDON et al., 1991; LEMOS et al., 1996b e 1997),
subcutaneos, gordura omental e mesentérica, serosas € membranas mucosas
(ABDULLAH et al, 1988) bem como perda de elasticidade da pele com
desprendimento do pélo (LEMOS et al.,, 1996a) tém sido as primeiras alteracdes
identificadas na necropsia.

Figado mais firme (ABDULLAH et al., 1988; LEMOS et al., 1996a), com
coloragao amarelada (DOBEREINER et al., 1988; GRAYDON et al., 1991; LEMOS et

al., 1996b, 1997, 1998), com areas branco-amareladas de distribuicdo multifocal na
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superficie do orgdo (ABDULLAH et al., 1988; LEMOS et al., 1996a; CRUZ et al.,
2000; DRIEMEIER et al., 2002), padrao lobular acentuado, espessamento discreto a
moderado de ductos biliares (LEMOS et al., 1996a) e degeneracdo gordurosa do figado
(OPASINA, 1985) sdo os principais achados macroscopicos descritos. Rumen com
conteudo reduzido (ABDULLAH et al., 1988), vesicula biliar ligeiramente distendida
(ABDULLAH et al., 1988; LEMOS et al, 1996a) e com bile escura e espessa
(GRAYDON et al., 1991), rins com coloragdo similar ao figado (GRAYDON et al.,
1991), aumentados de tamanho (ABDULLAH et al., 1988) também foram observados.
Os linfonodos hepaticos e mesentéricos apresentam-se com tamanho normal e estriagdes
esbranquicadas, forma radiada na cortical e medular, com pequenas areas brancas
nodulares multifocais na medular e, muitas vezes, associadas com focos hemorragicos

(DRIEMEIER et al., 1998).
2.3.3.2. Bovinos

Lesdes de pele e mucosas incluem fotodermatite (LEMOS et al., 1997), perda de
elasticidade da pele com desprendimento do pélo e formagao de crostas (LEMOS et al.,
1996a), ictericia (LEMOS et al., 1997; LOW et al., 1993), mucosas palidas ou ictéricas
(NOBRE & ANDRADE, 1976; ANDRADE et al., 1978), ulceragdes generalizadas na
pele, desprendimento em algumas partes (NOBRE & ANDRADE, 1976; ANDRADE et
al., 1978), dobramento das pontas das orelhas e queda de pélos (ANDRADE et al.,
1978) tém sido descritos.

Figado amarelo (LEMOS et al., 1997; DRIEMEIER et al., 1998), aumentado de
volume (LOW et al., 1993), com bordos arredondados e em algumas areas, aderidos ao
intestino, de coloracdo esverdeada, com discreta evidenciacdo do padrdo lobular
(ANDRADE et al., 1978). Vesicula biliar distendida (LEMOS et al., 1997) e repleta
(ANDRADE et al., 1978). Linfonodos hepaticos € mesentéricos com tamanho normal e
outros de volume aumentado (NOBRE & ANDRADE, 1976; ANDRADE et al., 1978),
com estriacdes esbranquicadas de forma radiada na cortical e medular, pequenas areas
brancas nodulares multifocais na medular, muitas vezes, associadas com focos
hemorragicos (DRIEMEIER et al., 1998). Rins castanhos escuros (LOW et al., 1993;
LEMOS et al., 1997) Bago com moderado aumento de volume (ANDRADE et al.,
1978; LEMOS et al., 1996a) Tiredide aumentada (NOBRE & ANDRADE, 1976)

Pulmdes com superficie apresentando areas avermelhadas irregulares sem respeitar
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lobulagdes (NOBRE & ANDRADE, 1976) Riimen com conteudo ressequido (NOBRE
& ANDRADE, 1976) sdo os achados descritos nessa espécie.

2.3.3.3. Caprinos

Caprinos tém demonstrado relativa resisténcia a toxicidade (OPASINA, 1985;
GRAYDON et al., 1991). Lesoes cutaneas crostosas, corrimento nasal e ocular, eritema
e edema na regido dos olhos, focinho e orelhas, as quais apresentavam também a
formacdo de vesiculas coalescentes na regido interna e crostas, discreta ictericia, figado
com aumento moderado de volume e discreto aumento de consisténcia e coloragdo
moderadamente amarelada, vesicula biliar com acentuada distensdo e rins castanho

escuros (LEMOS et al., 1998) foram os achados descritos.

2.3.4. Achados microscopicos

As lesdes predominantes ocorrem no figado, rim e pele (GRAYDON et al.,
1991). Dermatite com necrose difusa da epiderme e formagao de crostas, hiperqueratose
acompanhada por infiltrado inflamatorio predominantemente neutrocitario na epiderme
e derme (GRAYDON et al., 1991; CAMARGQO et al., 1976; LEMOS et al., 1996a), bem
como dermatomiose hemorragica (CAMARGO et al., 1976) sdo descritos.

As lesdes de figado de um ovino sacrificado aos 77 dias de um experimento em
B. decumbens nado apresentaram diferencgas significativas daquelas encontradas nos
ovinos sacrificados aos 150 dias de consumo de Brachiaria spp. (CRUZ et al., 2000). A
colangite ou colangio-hepatite seria a alteracdo mais freqliente (DOBEREINER et al
1976; ALESSI et al., 1994), podendo ser acompanhada de proliferacio de ductos
biliares (BARRERA & OCHOA, 1977; CRUZ et al., 2000, DRIEMEIER et al., 2002) e
bilestase (LEMOS et al., 1996a).

Vacuolizagdo citoplasmatica de hepatdcitos, megalocitose, colangite,
proliferacdo de ductos biliares, proliferacdo conjuntiva, infiltrado celular inflamatoério
(ALESSI et al.,, 1994) e degeneragao gordurosa intensa, mais acentuada na zona
centrolobular (CAMARGO et al.,, 1976). Um achado predominante tem sido a
tumefacdo hepatocelular (BARRERA & OCHOA, 1977; DRIEMEIER et al., 2002).
Necrose individual de hepatocitos (ABDULLAH et al., 1988), mais acentuada na regido
centrolobular (FLAOYEN & SMITH, 1992), bem como numerosos hepatocitos
apresentando cariomegalia (LEMOS et al., 1996a) foram encontrados. Intensa formagao

de células com o citoplasma espumoso e nucleos periféricos que freqiientemente se
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agrupam ¢ formam células multinucleadas, de distribuicdao aleatéria (LEMOS et al.,
1996a; DRIEMEIER et al., 1998) e células de Kupffer muito evidentes e numerosas
(DOBEREINER et al.,, 1976), proliferacdo de tecido fibroso, acompanhada por
proliferacdo de células do ducto biliar e infiltrado inflamatério mononuclear (LEMOS et
al., 1996b; CRUZ et al., 2000) e, as vezes, também com linfocitos (CRUZ et al., 2000)
tém sido achados microscdpicos adicionais.

Cristais birrefringentes opticamente ativos tém sido vistos na luz dos ductos ou
canaliculos biliares (LEMOS et al., 1996b; CRUZ et al., 2000), os quais também
apresentavam necrose de epitélio. Estas estruturas também sdo visualizadas nas células
de Kupffer e nos hepatocitos (GRAYDON et al., 1991).

Linfonodos hepaticos e mesentéricos apresentam grande nUmero de
grupamentos de células com citoplasma espumoso e células multinucleadas semelhantes
as descritas no figado (LEMOS et al., 1996a; DRIEMEIER et al., 1998), associadas com
areas de necrose e hemorragia.

No encéfalo foram observados vacuolos de diferentes tamanhos na substancia
branca, que conferiram ao 6rgdo uma aparéncia esponjosa (ABDULLAH et al, 1988).
Um grupo de pesquisadores observou nos rins tumefacdo e vacuolizacdo do epitélio
tubular, material eosinofilico amorfo nas células epiteliais, na luz tubular e nos espagos
de Bowman (GRAYDON et al, 1991).

Estes mesmos pesquisadores encontraram diferengas entre as lesdes de animais
submetidos a 30 e 60 dias de pastoreio. No primeiro grupo, a reagdo inflamatoria
periductal predomina e as estruturas cristaldides encontram-se em canaliculos,
hepatocitos e células de Kupffer. Nos animais que pastorearam por 60 dias houve
fibrose periductal e necrose focal do epitélio de alguns ductos, proliferacdo de ductos
biliares e oclusdo de muitos ductos por estruturas cristaldides. No rim constatou-se a
presenca de substancia amorfa levemente eosinofilica nos espagos de Bowman e no
limen dos tubulos (GRAYDON et al., 1991; LEMOS et al., 1996b) ¢ nefrose moderada
(GRAYDON et al., 1991).

2.3.4.1. Células espumosas (“foam cells”)

O aparecimento dos macrofagos espumosos em figados de bovinos coletados a
partir de 1976 coincide com a introducdo de pastagens de Brachiaria sp. no Brasil. Pela
revisdo do material de arquivo Laboratorio de Anatomia Patolégica da Embrapa-Satde

Animal, verifica-se que os macrofagos com citoplasma espumoso nao estavam
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presentes em bovinos que ndo ingeriram Brachiaria sp., o que indica a relagcdo entre a
sua presenca ¢ a ingestdo da planta (DRIEMEIER et al., 1999). Sao achados tardios,
pois sdo observados em animais que consumiram a planta por periodos de, pelo menos,
150 dias (DRIEMEIER et al., 1998; CRUZ et al., 2000; DRIEMEIER et al., 2002).
Estas células tém citoplasma espumoso, muitas sdo multinucleadas e estdao
irregularmente distribuidas em todo parénquima, ou agrupadas formando nodulos ao
redor da veia centrolobular. Quando isoladas essas células sdo dificeis de distinguir de
hepatocitos adjacentes, porém sdo facilmente reconheciveis quando aglomeradas
(DRIEMEIER et al., 1998). Tais células foram também observadas no bagco de alguns
casos. Nos linfonodos hepaticos € mesentéricos, apresentam-se em infiltrados maiores,
associados com dareas de necrose e hemorragia, e principalmente presentes nos seios
linfaticos. Alguns acumulos de hemossiderina sdo evidentes nos bordos dos
agrupamentos de macréfagos espumosos, que adquirem cor azulada, quando submetidos
ao método de coloragdo azul da Prussia. Entretanto, ndo se coraram pelo acido periodico
de Schiff (PAS) e sdo Oil red negativas, ou fracamente positivas. Quando observados
através de objetiva de imersdo, os macroéfagos espumosos apresentam, esporadicamente,
estruturas com imagens negativas de cristais, semelhantes a fendas de colesterol. Estas
imagens negativas indicam que as estruturas cristaldides foram dissolvidas pelo solvente

utilizado durante o processamento das amostras (DRIEMEIER et al., 1998).

2.3.5. Achados ultra-estruturais

Ao serem observados em microscopio eletronico, os hepatocitos revelam
hiperplasia do reticulo endoplasmatico liso. Observou-se também estruturas em forma
de fendas no citoplasma de hepatdcitos e macréfagos, que representam as imagens
negativas dos cristais. Essas estruturas apresentam-se revestidas, parcial ou totalmente,

por membranas, assemelhando-se a fagolisossomos (DRIEMEIER et al., 1998).

2.3.6. Diagnostico

O diagnostico deve ser fundamentado no maior numero de dados possiveis,
sobretudo naqueles obtidos pelo historico, exames clinicos e necropsia. E importante
considerar os diagnoésticos diferenciais, pois diversos agentes etioldgicos podem
produzir fotossensibilizacdo (TOKARNIA et al., 2000). A inspe¢ao das pastagens para
identificar a presenga e a quantidade da planta suspeita e a determinagdo do quadro

clinico-patdlogico sdo fundamentais, pois ndo existem ainda testes diagnosticos para a
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fotossensibilizagdo. Em alguns casos pode ser interessante, ou mesmo necessario,
complementar o diagndstico através de exames laboratoriais.

Os exames bioquimicos sdo importantes na discriminag¢do do diagnoéstico inicial,
complementando os achados do historico e do exame fisico, antes de fazer a selecdo de
testes mais definitivos ou invasivos (BLOOD & HENDERSON, 1973). Tais exames
incluem (1) dosagem de albumina, fatores de coagulacdo, substancias metabolizadas
pelo figado como bilirrubina, colesterol e trigliceridios, além de certas drogas; (2)
dosagem de compostos endogenos liberados pelos hepatodcitos danificados: enzimas
como GLDH, SDH, OCT, ICDH, CH e guanase, as quais estdo presentes em alta
quantidade no figado e podem ser usadas para avaliar-se o estado funcional dos
hepatocitos (GEORGIEV et al., 1979); (3) dosagem de metabdlitos enddgenos como os
acidos biliares, bilirrubina e amonia, ou metabolitos exdgenos como a cafeina; (4) testes
que avaliam a circulagdo entero-hepatica através da dosagem de metabdlitos endogenos
(acidos biliares) (ANWER & MEYER, 1995); (5) dosagem de pigmentos biliares
séricos (determinacdo de bilirrubina direta e indireta): na obstrug¢do parcial e na lesdo
dos hepatdcitos hd aumento da bilirrubina direta sérica, entretanto as concentragdes
totais de bilirrubina sérica podem estar modificadas devido a alteragdes na absor¢do, na
capacidade de conjugacao ou na excrecdo dos hepatdcitos, ou ainda devido a estase
biliar causada por obstru¢des dos ductos biliares (CORNELIUS, 1989); e (6) dosagem
de enzimas séricas tais como a gama glutamil transferase que mede o grau de colestase
intra e extra hepatica, pois € originada no tecido hepatico biliar (CORNELIUS, 1989).

Os exames histologicos sdo considerados de alto valor diagnéstico, pois as
lesdes hepaticas embora causem acimulos de células espumosas em determinadas areas
podem ser consideradas difusas (DRIEMEIER et al., 1998), pois as lesdes sdo
caracteristicas e ha possibilidade de se estudar amostras obtidas durante a necropsia, ou
através de biopsias hepaticas, as quais permitem saber o tipo e extensao das alteragdes
patologicas, auxiliando no diagnostico ou prognodstico (FELDMAN & ETTINGER,
1976). Deve-se executar a técnica correta ¢ adequadamente, evitando assim lesar o
orgdo e aumentar as complicacdes, tais como hemorragia e infeccdo (SIMPSON &
ELSE, 1987). Adicionalmente, pode-se recorrer a exames micoldgicos, bacteriologicos,
viroldgicos e outros. Entretanto, o achado de um agente etioldgico ndo ¢ suficiente para
confirmar uma doenga.

As lectinas constituem um grupo heterogéneo de proteinas isoladas ou ligadas a

carboidratos, de origem animal ou vegetal e ndo antigénicas. Além de sua funcao
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biologica na defesa do hospedeiro, elas podem ligar-se aos carboidratos presentes na
superficie ou no interior da célula com muita especificidade e reversibilidade. Estas
substancias tém sido utilizadas para estudar processos de reconhecimento, diferenciacdo
e especializacdo celular funcional, como conseqiiéncia da marcada especificidade por
receptores de célula, tecido e espécie animal. Os agucares da superficie celular sao
importantes no reconhecimento e nas interacdes da diferenciacdo e desenvolvimento
embriondrios. Os principais hidratos de carbono presentes nos vegetais estdo

apresentados na Tabela 1 (FREAR , 1956).

2.3.7. Tratamento

A primeira providéncia a ser tomada ¢ retirar o rebanho dos pastos, onde se esta
observando o problema, evitando o consumo da planta. A seguir, deve-se tratar
sintomaticamente as lesdes de pele e as alteragdes hepaticas dos animais doentes
(MORTIMER et al.,, 1978; TOKARNIA et al., 2000), pois ainda n3o existe um

tratamento especifico para a doenga.

Tabela 1. Principais carboidratos presentes nos vegetais.

Acucares Nao acucares
Monossacarideos  Oligossacarideos Polissacarideos Compostos
hidrocarbonados
Trioses: Dissacarideos: Pentoses: Uronideos:
Gliceraldeido. Sacarose Arabinose Hemiceluloses
Maltose Xilose Pectinas
Trehalose Mucilagens
Celobiose Gomas
Melibiose.
Pentoses: Trissacarideos: Hexoses: Glicosideos
Arabinose Rafinose Dextrina Saponinas
Xilose Melecitose Amido Antocianidricas
Ribose Gentianose Inulina Antracénicas
Ramnose Galactose Flavonicas
Frutose Fenolicas
Manose Esterolicas
Celulose Sulfuroses
Nitrogenadas
Hexoses: Tetrassacarideos:
Glicose Estaquiose
Frutose
Galactose
Manose
Metilpentose:
Ramnose

Fonte: adaptado de (FREAR., 1956).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta do material e técnicas histoquimicas

Foi utilizado um grupo de 100 bovinos da raca Nelore, adultos, com idade de 3 a
4 anos, machos, castrados e provenientes do Estado do Mato Grosso. Todos os animais
eram criados em pastagens onde foi comprovada a presenca de Brachiaria decumbens
e/ou Brachiaria brizantha. Fragmentos de figado, linfonodos mesentéricos, hepaticos e
de duodeno foram colhidos em matadouros e fixados em solucdo de formalina
tamponada a 10%. Amostras semelhantes foram obtidas de cinco bovinos holandés,
com 3 anos de idade e procedentes de cinco diferentes propriedades do Rio Grande do
Sul, onde nao havia pastagens de Brachiaria spp. e, portanto, serviram como controles.

As amostras fixadas em formalina foram avaliadas, macroscopicamente, quanto
ao seu aspecto e os linfonodos hepaticos e mesentéricos foram comparados entre si e
com os controles. Tecidos selecionados foram incluidos em parafina, cortados a 5 um e
corados pela hematoxilina-eosina. As técnicas histoquimicas realizadas incluiram as

reacdes de Perls e Ziehl-Neelsen.
3.2. Lectinoistoquimica

Amostras representativas de figado, linfonodos hepaticos e mesentéricos dos
grupos experimental e controle foram selecionadas para exame histoquimico de lectinas.
Sete lectinas, de diferentes especificidades (E-Y-Laboratories, San Mateo, CA), foram
utilizadas. Cortes de 5 um desparafinados foram incubados em perdxido de hidrogénio
0,3% e metanol durante 30 minutos a temperatura ambiente, lavados diversas vezes em
0,01 M solugdo salina tamponada (PBS) pH 7,2 e tratados com albumina sérica bovina
em PBS por 15 minutos. Subseqilientemente, foram incubadas com lectinas biotiniladas
(Tabela 2) durante 1 hora e, posteriormente, com complexo avidina-biotina-peroxidase
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) durante 45 minutos. A peroxidase foi ativada
por incubacdo durante 4-10 minutos com solu¢do Tris-HCI 0,05M pH 7,6 e contendo

0,02% de diaminobenzidina e 0,05% de agua oxigenada. A seguir, os cortes foram
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contra-corados com hematoxilina de Mayer, desidratados por concentracdes crescentes
de etanol, passados em xilol, montados em Entellan (Merck Co., Darmstadt, Germany)
e examinados por microscopio otico. Cada lectina foi usada a uma dilui¢do de 30pg/ml
em PBS, exceto PNA que foi utilizada a uma concentracdo de 10pg/ml. Como controle
negativo do procedimento histoquimico das lectinas, as lectinas foram omitidas antes de
efetuar os demais passos do método. Como controle positivo dos macréfagos foram
usados linfonodos reativos de animais com mastite. Nao se utilizou os linfonodos com
paratuberculose porque as lectinas poderiam dar falsos positivos ligando-se as

micobactérias.

Tabela 2. Origem das lectinas biotilinadas utilizadas, suas respectivas abreviaturas e relacao de
carboidratos que sdo marcados.

Lectina Sigla Especificidade por carboidrato

Concanavalia ensiformis Con A o-D-Man; a-D-Gle

Glycine max SBA a-D-GalNAc; B-D- GalNAc; a e B-Gal
Dolichos biflorus DBA a-D-GalNAc

Ulex europaeus-1 UEA-1  o-L-Fuc

Triticum vulgaris WGA  B-D-GlcNac >> NeuNac

Arachis hypogaea PNA B-D- Gal(1-3) GalNAc

Ricinus communis -1 RCA-I  B-D- Gal > a-D-Gal

* (GOLDSTEIN & HAYES, 1978 ) TFuc = Fucose; Glal = Galactose; GalNac = N-
acetil-galactosamina; Glc = Glucose; GlcNac = N-acetil-glicosamina; Man = Manose;
NeuNac = acido N-acetil-neuraminico.

3.3. Imunoistoquimica

Os testes imunoistoquimicos com anticorpos monoclonais para macrofagos
foram realizados em sec¢des de 3um de espessura, a partir de blocos de parafina dos
orgaos, utilizando-se o método de estreptavidina-biotina, conforme descrito a seguir.
Apo6s desparafinados com xilol, os cortes eram hidratados pelo método convencional
utilizando concentragdes decrescentes de alcool. A atividade da peroxidase enddgena
foi bloqueada por um banho de 30 minutos com agua oxigenada 3% em metanol. Apo6s
a lavagem em agua destilada, realizou-se a recuperacao antigénica com 2 métodos:
digestdo com tripsina 0,1 % a 37°C por 10 minutos e, posteriormente, as sec¢cdes foram
imersas em 15 ml de tampao citrato 0,01M pH 6,0 e irradiadas 2 vezes consecutivas, de
3 minutos cada, em um forno de microondas doméstico, com uma poténcia aproximada

de 700W. A cada intervalo de 2 minutos, o nivel de tampao foi recomposto. Deixou-se
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esfriar durante 20 minutos. Logo apds um lavado com PBS, aplicou-se caseina 0,5 %
por 2 minutos. As sec¢des foram incubadas com anticorpo primario durante 18 horas a
4°C, depois com anticorpo secundario biotinalado durante 1 hora a 37°C e, finalmente,
com o conjugado streptavidina—biotina-peroxidase durante 30 minutos a 37°C. Como
cromogeno, foi utilizado 3,3-diaminobenzidina (DAB). As laminas foram contra-
coradas com Hematoxilina de Mayer, desidratadas e montadas. Diferentes diluicdes de
anticorpos primarios foram testadas e, finalmente, foi adotada a diluicdo 1:200. As
c¢lulas marcadas positivamente apresentaram-se com cor marrom escura, conferida pelo
produto da reacdo 3,3-DAB tetrahidrocloridato-agua oxigenada. Para imunoistoquimica
laminas com tecido de intestino de bovinos com paratuberculose foram utilizadas como

controle positivo.



35

4. RESULTADOS

As lesdes macro e microscopicas ndo diferiram substancialmente das lesdes

anteriormente descritas em bovinos que consumiram Brachiaria spp.
4.1. Achados macroscépicos

As lesdes mais acentuadas foram encontradas no figado e nos linfonodos
mesentéricos € hepaticos. No figado, observou-se que a coloracdo das amostras de
figado fixadas em formalina tamponada era visivelmente amarelada quando comparada

com amostras de figado de bovinos que ndo ingeriam Brachiaria spp. (Figura 1).

Figura 1. Figados fixados em formalina a 10% comparag@o de um figado normal (esquerda) em relagdo
ao figado de animal alimentado por Brachiaria sp. (direita) de cor amarelada.

Os linfonodos estavam de tamanho normal, mas na se¢do de corte observou-se
estriagdes esbranquigadas de forma radiada disseminadas na cortical e na medular, com
pequenas areas brancas nodulares multifocais, principalmente, na medular. As

alteracdes eram mais acentuadas nos linfonodos hepaticos, quando comparados aos
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linfonodos mesentéricos do mesmo animal (Figura 2). O intestino delgado nao

apresentou alteragdo macroscopica.

Figura 2. Superficie de corte dos linfonodos hepatico e mesentérico de um mesmo animal alimentado
com Brachiaria sp. apos fixacdo em formalina. Observa-se presenga de estrias esbranquicadas na cortical
do linfonodo hepatico (Setas) em relagdo ao linfonodo mesentérico.

4.2. Achados histoldogicos

O figado apresentou areas de colangite multifocal, principalmente nas triades
portais e discreta proliferacdo do tecido fibroso na regido periportal. Proliferacdo de
células dos ductos biliares também foi observada. A maioria dos hepatocitos
apresentava graus varidveis de tumefacdao celular, alguns poucos também necrose.
Outros achados freqiientes incluiram bilestase e pericolangite linfocitdria. Ndo foram
observadas alteracdes macro ou microscopicas nos intestinos coletados.

No figado, havia infiltracdo de macréfagos com aspecto espumoso que se
apresentaram em aglomerados, as vezes fundidos, formando células gigantes,
multinucleadas e distribuidos, aleatoriamente, no parénquima (Figura 3).

Linfadenite granulomatosa estava presente nos linfonodos mesentéricos e
hepaticos e caracterizou-se pela presenca de macroéfagos com citoplasma espumoso,
sendo muitos multinucleados e dispostos entre os centros linféides, em forma de linhas
paralelas (Figura 4). Focos de necrose com hemorragias extensas estavam associados a
infiltracdo macrofagica. Alguns acimulos de hemossiderina eram evidentes nos bordos

dos acumulos macrofagicos. Alguns macréfagos espumosos exibiam ainda depositos de
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conteudo amarelado Perls positivo. No intestino, infiltrados de macréfagos espumosos
multifocais foram observados na submucosa (Figura 5), algumas vezes associado com

focos de necrose € em vasos linfaticos dos intestinos.

Figura 3. Corte histologico de figado apresentando infiltragdo multifocal de macréfagos espumosos Obj.
10 HE.

Figura 4. Corte histologico linfonodo hepatico apresentando infiltragdo de macréfagos espumosos entre
dois centros foliculares (F) da cortical de forma linear Obj 10 HE.
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Figura 5. Duodeno, infiltrado de macréfagos espumosos na submucosa. Obj. 10. HE.

Tabela 3. Achados histologicos no figado.

Alteracdes mais importantes Porcentagem
Colangite 100%
Tumefagdo e/ou necrose dos hepatdcitos 100%
Células espumosas 91%

Dificeis de observar

isoladamente
Colestase 75%
Tabela 4. Achados histologicos no linfonodo.
Alteragdes mais importantes Porcentagem
Linfadenite 100%
Necrose 85%
Células espumosas 100%
Mais abundante que
no figado
Hemorragia 65%
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Tabela 5. Achados histoldgicos no intestino delgado.

Alteracdes mais importantes Porcentagem
Necrose 62%
Células espumosas 54%

Dificeis de observar

isoladamente

4.3. Técnicas histoquimicas

Através da Coloracdo de Perls, constataram-se as células espumosas com o
citoplasma azul claro. Quando utilizada a técnica de Reagdo de Ziehl-Neelsen, os

resultados foram negativos.
4.4. Lectinoistoquimica

Além de se haver comparado o padrdo de afinidade das lectinas observado nos
figados dos animais normais com o observado nos alimentados com Brachiaria spp, se
observou também que algumas lectinas marcaram mais intensamente as células de
citoplasma espumoso. A PNA marcou intensamente e mais especificamente as células
espumosas no figado (Figura 6) e linfonodo (Figura 7). A SBA também marcou
intensamente as células espumosas, mas também marcou o tecido conjuntivo, o
endotélio, os hepatdcitos e os sinusoides dos animais alimentados com Brachiaria sp. A
mesma comparacao entre animais alimentados com Brachiaria sp. e sadios foi realizada
em relacdo as amostras de linfonodos. Duas lectinas marcaram as células espumosas
com maior intensidade: a PNA que além de marcar as células espumosas, marcou os
macréfagos nos animais sadios e nos intoxicados. E WGA, que ndo marcou outras
estruturas e, portanto, foi a mais especifica dentre as estudadas. As demais lectinas
marcaram, leve a moderadamente, as células espumosas. Os resultados da
lectinoistoquimica em amostras de figado e linfonodos estdo apresentados nas tabelas 6

e7.
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Figura 7. Lectinoistoquimica PNA evidenciando macréfagos espumosos no linfonodo
mesentérico Obj. 10.
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Tabela 6. Intensidade dos sitios de unido das lectinas no figado e no linfonodos dos animais alimentados
com Brachiaria sp. e dos normais.

LECTINAS NO FIGADO

Células UEA-I PNA  RCA-I SBA DBA WGA Con A

N I N I N I N I N 1 N N 1
Células espumosas - 0 -3 - 0 - 3 - 0 - - 1
Células de tec. conjuntivo 0 O O O 3 0 O 2 O 1 1-2 0 2
Células endoteliais 3 3 0 3 3 3 3 3 0 0 2 0 O
Células de Kupffer o o0 o0 o o0 o0 01 0 o 0 0 0 O
Hepatdcitos o o0 O 0 0201 0 1212 122 0-1 0-1 0
Células de sinusoides o o0 o o0 3 23 0 3 o0 3 2-3 0O O
Células de ductos biliares o o0 o o0 o o o0 o0 o 0 0 0 O
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Tabela 7.Intensidade dos sitios de unido das lectinas no figado e no linfonodos dos animais alimentados
com Brachiaria sp. e dos normais.

LECTINAS NO LINFONODO

Células

Células espumosas

Células de tecido conetivo

Macroéfagos

Células endoteliais

Células do cortex folicular
Células do centro
germinativo

Células paracorticais

Células de cordoes
medulares

Células de seios linfaticos

UEA-I PNA RCAJI SBA DBA WGA
N I N I N I N I N I N I
-2 - 3 - 2 - 2 - 12 - 3

o 3 3 23 3 0 3 O 0 2 3 0

Con A
N I
-0
2-3 2
0O o0
0 O
0O o0
0 O
0 O
3 3
0 O

*O numero indica a intensidade de coloracdo numa escala subjetiva desde 0:sem reagao;
1: reagdo leve; 2: reagdo moderada; 3: reacdo mais intensa. N: animais que nao
ingeriram Brachiaria sp. I: animais alimentados com Brachiaria sp.
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4.5-Imunoistoquimica

A imunoistoquimica foi utilizada para visualizar o grau de positividade ou
auséncia de reacdo nos macrofagos com anticorpo contra mondcitos MAC 387,
principalmente nos macréfagos espumosos. Linfonodos de animais com paratuberculose
foram utilizados como controle. As células que marcaram o citoplasma em marrom
escuro foram consideradas positivas. No figado e nos linfonodos os macrofagos
espumosos ndo mostraram reacdo fortemente positiva. No intestino somente os
macrdéfagos com pouco citoplasma eram positivos (Figura 8).

PR o
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R

Figura 8. Imunoistoquimica anti-mondcitos de bovinos (anticorpo Mac 387) Material
controle paratuberculose bovina com marca¢do de macrdéfagos epitelidides
na mucosa do intestino Obj. 10.
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5. DISCUSSAO

As alteragdes macroscopicas e histologicas observadas nos linfonodos hepaticos
e mesentéricos e nos figados dos bovinos deste estudo que eram mantidos em pastagens
de Brachiaria spp foram semelhantes as descritas nas intoxicagdes de ruminantes por
Brachiaria sp (GRAYDON et al., 1991; LEMOS et al., 1997, CRUZ et al., 2000). As
amostras estudadas foram obtidas de animais que consumiam pastagens de B.
decumbens e B. brizantha, ambas firam envolvidas em surtos de fotossensibilizacoes
(LEMOS et al., 1997). Nao sdo completamente conhecidos os mecanismos envolvidos
na deposicdo e concentragdo de cristais no figado, nos linfonodos hepaticos e
mesentéricos e intestinos de animais que consomem essas plantas. Maiores quantidades
de estruturas cristaldides tém sido encontradas nos linfonodos hepaticos em relagdo aos
linfonodos mesentéricos. Este aspecto sugere que a metabolizagdo das saponinas
presentes nas plantas, provavelmente, ocorra no figado e que seus produtos sejam
excretados através da bile, podendo ser reabsorvidos através do ciclo éntero-hepatico da
bile.

A presenca de macrofagos espumosos no intestino delgado pode estar associada
com problemas de ma-absor¢do de nutrientes ¢ com obstru¢do de vasos linfaticos, a
semelhanca do que se observa em casos de paratuberculose dos bovinos. E provavel que
esta alteracdo possa produzir interferéncia no ganho de peso dos animais criados sobre
essa pastagem, como ja foi observado em um rebanho alimentado com Brachiaria spp.
(RIET-CORREA et al., 2002).

Algumas teorias, ainda ndo completamente esclarecidas, tém sido propostas para
explicar a etiopatogenia destas intoxicagdes. Alguns autores consideram que as
saponinas causam, por si sO, as alteragdes observadas (MATHEWS, 1937;
ABDELKADER et al., 1984; LANCASTER et al., 1991), enquanto outros acreditam
que ndo seriam a Unica causa das lesdes (FLAOYEN et al., 1991 e 1993). Uma hipotese
enuncia que a fotossensibilizagdo hepatogena ¢ causada pelo bloqueio do fluxo da bile
causado pelo material cristaldide, acarretando a retengao de filoeritrina (KELLERMAN

& COETZER, 1985; COETZER et al., 1983), como acontece na intoxicagdo por
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Tribulus terrestris. Outra teoria sugere que o dano no parénquima seria o responsavel
pela retencdo de filoeritrina (GRAYDON et al., 1991), como ocorre na doenca
produzida por Narthecium ossifragum (FLAOYEN et al., 1991) e por Tribulus terrestris
(KELLERMAN et al.,, 1980). Neste ultimo caso, ndo se encontraram cristais na
reprodu¢ao experimental através da administragdo de saponinas da planta
(KELLERMAN et al., 1991). Finalmente, outra hipdtese sugere que as toxinas atuem
primariamente nas membranas dos canaliculos biliares a semelhanga do que ocorre com
os tripterpenos pentaciclicos na intoxicagao por Lantana spp. (SMITH & MILES, 1993;
MILES et al., 1994), cujas lesdes caracteristicas estdo ausentes no “geeldikkop”. Nas
intoxicagdes produzidas pelas plantas P. dichotomoflorum, Narthecium ossifragum
(AAS & ULVUND, 1989) e T. terrestris (KELLERMAN et al., 1991), se admite que a
contribuigdo de uma micotoxina esporidesmina no processo exacerbaria a
fotossensibilizagao.

As células de citoplasma espumoso apresentavam-se distribuidas em todo
parénquima hepdatico, de forma irregular, entretanto mais concentrados e formando
nodulos ao redor da veia centrolobular. Nos linfonodos, tais células estavam associadas
com areas de necrose e hemorragia, além de aparecerem em maior nimero. No intestino
delgado as lesdes tém sido menos caracteristicas e, na submucosa intestinal, pequena
quantidade de células espumosas foram encontradas.

O aparecimento destas células espumosas foi observado a partir de 1976 e
coincide com o surgimento dos primeiro casos de intoxicagdo em animais manejados
em pastagens de Brachiaria decumbens e a introdu¢ao desta planta como espécie
amplamente utilizada para alimenta¢do de ruminantes domésticos, especialmente no
Brasil Central (DRIEMEIER et al., 1998). SILVA, (1989) observou a presenga, ainda
que incipiente, de células espumosas no figado de bovinos jovens de 5 a 8 meses e sem
sinais de fotossensibiliza¢do, entretanto, nos animais mais velhos, estas células eram
mais evidentes e freqlientes. Tanto o longo periodo de ingestdo da planta necessario
para sua ocorréncia, como a morfologia destas células espumosas (DRIEMEIER et al.,
1998) sdo evidéncias que nos sugerem classifica-las como macrofagos.

Células espumosas apresentam-se em diversos tecidos e em diferentes condig¢des
patologicas, sendo as mais conhecidas as do processo de arteriosclerose. Considerando
que, segundo Patrick (1983), as alteracdes patologicas em seres humanos que causam
obstru¢do de ductos biliares cursam com cole¢des de macréfagos, com ou sem a

formacgdo de células multinucleadas, possivelmente exista uma relagdo entre o grau de
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obstrugdo biliar e as células espumosas. Também se postulou que sua presenca poderia
estar relacionada a absor¢do éntero-hepatica de substancias presentes na alimentagdo,
pois estdo presentes somente no figado e linfonodos mesentéricos e hepaticos.

Ainda nd3o estd definido o contetdo destas células. No processo de
arteriosclerose, aparecem células espumosas semelhantes contendo cristais de
colesterol. O contetdo aqui estudado demonstrou ser apenas fracamente positivo para
coloracdo de gordura. A imagem negativa das estruturas cristaldides indica que estas
eram dissolvidas com os solventes usados no processamento das amostras, tanto em
microscopia Optica como eletronica, possivelmente por solventes organicos usados
nesses processos (DRIEMEIER et al., 1998). As reacdes positivas, observadas nas
células espumosas sob o método de Perls, evidenciam a presenca de depdsito de sais
férricos. Nas aortas com arteriosclerose, acontece 0 mesmo depdsito em conseqiiéncia
da fagocitose exercida pelos macréfagos sobre os eritrocitos extravasados, o que poderia
acontecer nestes casos também.

A identificagdo dos componentes do sistema imune, através da técnica de
imunoistoquimica, ¢ importante para pesquisa e diagnostico da doenca. Neste caso,
utilizou-se formaldeido 10% como fixador de amostras destinadas a imunoistoquimica,
pois a conservagao de antigenos citoplasmaticos tem sido melhor com este método
(GUITERREZ et al., 1999). Também porque o epitopo do Mac 387 ¢ uma calproteina
citoplasmatica. Entretanto, este fixador pode destruir a imuno-reatividade de muitos
antigenos sob circunstancias como exposi¢ao prolongada (LEONG & GILHAM, 1989).
Para compensar este problema e facilitar a detec¢do dos epitopos mascarados pelo
fixador, utilizaram-se as técnicas de microondas e enzimas, baseando-se em resultados
positivos de um estudo prévio (GUITERREZ et al., 1999). As amostras de tecidos
utilizadas no presente estudo permaneceram no fixador por um periodo nao inferior a 10
dias.

A imunoistoquimica resultou positiva em alguns macréfagos, confirmando a
eficicia da técnica, mas ndo nos macrofagos espumosos. No entanto as células
espumosas tém aspecto tipico de macrofagos em fungao das caracteristicas morfoldgicas
evidenciadas tanto na microscopia Optica como na eletronica (DRIEMEIER et al.,
1998). Além disto, o surgimento destas células nas fases tardias da reposta inflamatdria
constitui evidéncia adicional favordvel a hipdtese dos macréfagos. As células

espumosas freqiientemente podem ser comparadas &s células “Gitter” também
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considerados macréfagos encontradas em fases de remocgao de tecido nervoso necrosado
no sistema nervoso central.

Outra justificativa para a inexisténcia de reacdo de macrofagos espumosos deve-
se a alta especificidade dos anticorpos utilizados contra monocitos. A doenga, o tempo
de permanéncia sobre a pastagem, a época do ano, os 6rgaos ou a idade destes animais
podem ter influenciado na negatividade do resultado. Uma importante heterogeneidade
antigénica entre diferentes macrofagos tem sido revelada em trabalhos prévios de
imunoistoquimica, considerando tanto 6rgdos linféides como ndo linféides, condi¢des
normais como patologicas, além de diferentes idades e espécies (BULLIDO et al. 1997,
JUTILA et al. 1993, HOOGSTEDEN et al. 1999). Tal aspecto sugere que o estudo da
imunoistoquimica ¢ uma ferramenta importante para determinar o grau de
diferenciagdo, ativacdo e maturagdo das células (TODD & SCHLOSSMAN, 1982;
BULLIDO et al., 1997; BARDADIN et al., 1991). Neste trabalho, poderiamos atribuir a
negatividade da marcacao a heterogeneidade, anteriormente, mencionada. Os resultados
positivos obtidos em um estudo prévio estiveram associados a animais de menor idade,
normais e em linfonodos retrofaringeos (GUITERREZ et al., 1999). Conseqiientemente,
nao podemos assegurar que as células espumosas ndo sdo macrofagos. Estudos
adicionais incluindo outros anticorpos e considerando outras caracteristicas celulares
sdo necessarios para uma conclusdo definitiva. Algumas células espumosas apresentam
ainda citoplasma levemente amarelado e sdo positivas na coloragdo de Perls o que
justifica serem estas células macrofagos.

As lectinas constituem um grupo heterogéneo de proteinas isoladas ou ligadas a
carboidratos, de origem animal ou vegetal e ndo antigénicas. Além de sua fungdo
bioldgica na defesa do hospedeiro elas podem se ligar aos carboidratos presentes na
superficie ou no interior da célula com muita especificidade e reversibilidade.
Adicionalmente, se observaram alteracoes em suas concentracoes em condi¢oes
patologicas. Durante muito tempo, fundamentando-se em suas propriedades, as lectinas
tém sido utilizadas para estudar processos de reconhecimento, diferenciacdo e
especializacdo celular funcional, como conseqiiéncia da marcada especificidade por
receptores de célula, tecido e espécie animal. (DANGUY et al., 1988).

Estudos envolvendo figados de outras espécies revelaram diferengas de
afinidade das lectinas, quando submetidas a condi¢cdes patoldgicas ou normais.
Encontrou-se afinidade de PNA por células de Kupffer ativadas em doencas

inflamatoérias do figado nos humanos, mas nao em condi¢des normais (MIYAMOTO, et
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al., 1997). Em figados de ratas, isto ndo foi observado. Estas constatacdes demonstram
que existem diferengas espécie-especificas. RCA-I e SBA também reagem
positivamente nos figados e nos linfonodos SBA, mas ndo sao tao seletivas como PNA.
Neste trabalho, observou-se que a PNA teve uma afinidade, quase exclusiva,
pelas células espumosas em todos os tecidos analisados. Portanto, considera-se que
PNA representa a lectina de eleicdo para marcagdo seletiva das células espumosas.
Além disso, as células de Kiipffer ndo foram marcadas, mas os macrdéfagos do
linfonodos dos animais normais e intoxicados sim. Em outros estudos também se
demonstrou que a PNA ¢ muito util para a identificagdo dos macroéfagos em humanos
(HOWARD & BATSAKIS, 1982; REE & KADIN, 1985). As células de Kiipffer
geralmente sdo negativas para a PNA nos figados normais, e sdo positivas nas doencas
que produzem sua ativagdo (NIKI et al., 1995). Isto indicaria que as células espumosas

sdo macrofagos e as células de Kupffer ndo se ativam na intoxicagdo por Brachiaria

spp.
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6. CONCLUSOES

1) A lectina PNA ¢ 1til como marcador das células espumosas que aparecem nos
animais alimentados com Brachiaria sp. como conseqiiéncia de suas altas afinidade e
especificidade de marcacgao.

2) A marcacdo especifica da lectina PNA permitiu observar que as células
espumosas, ndo somente se apresentaram em acimulos, mas também foram observadas
em distribui¢do isolada, aspecto ndo evidenciado pelos outros métodos de coloragdo.

3) A presenca do ferro no interior das células espumosas, evidenciada pela
reacdo de Perls, também reforca a hipotese de que estas células sejam macrofagos, pois
indica uma atividade fagocitica.

4) A presenca de macrofagos espumosos no intestino delgado ¢
morfologicamente semelhante 4s alteragcdes causadas por paratuberculose em bovinos

embora em menor intensidade seja menor que na paratuberculose.
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ABSTRACT

Characteristics of the foamy cells in liver, mesenteric lymph nodes and intestine

from bovines associated to the consumption of Brachiaria spp.

Author: Maria Soledad Gomar

Adviser: David Driemeier

Fragments of the liver, hepatic and mesenteric lymph nodes, and the intestines of a group of 100 3-4 year-
old Nellore bullocks, originated from Mato Grosso State were studied. These animals had been grazing on
Brachiaria decumbens and Brachiaria brizantha. Macroscopically, the livers were yellow even after
being fixed in formalin. This aspect was not observed on the livers of control cattle that were grazing on
other grasses. The parenchyma of the lymph nodes showed whitish and striated areas. These findings
were more evident in the hepatic lymph nodes. The histological alterations included foamy macrophages
in the livers, in the hepatic and mesenteric lymph nodes and in the submucosa of the intestines. The
tissues which presented these foamy cells were processed through histochemical, lectin histochemical and
immunohistochemical studies, especially to characterize the contents of those cells. On Perls stain the
foamy cells of the lymph nodes had blue cytoplasm and the presence of ferric salt deposits was
pronounced, possibly due to the phagocytosis of effete erythrocytes. Under the immunohistochemical
analysis, the marker for macrophages, antibody Mac 387 has not marked the foamy cells. By lectin
histochemistry, it has been observed that the lectin PNA may work as marker for foamy cells due to its
high affinity and specificity to those cells. Isolated foamy cells, which could not be seen through other
staining methods. Furthermore, the PNA lectin demonstrated specificity to macrophages adding evidence
to the hypothesis that the foamy cells are macrophages. When assessing the pattern of affinity of the
lectin, it has been demonstrated that there probably are changes in the composition of the glycids in the

cattle fed on Brachiaria compared to those which were not fed on this grass.
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