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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 in 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 damaging the liver, leading to accumulation of phylloerythrin. This
study aims to standardize and characterize the use of lectin histochemistry to detect gly-
cosylated metabolites in tissues of buffaloes kept on different Brachiaria spp. pastures in
Brazil. Fragments of liver and mesenteric lymph node from 40 buffaloes 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 on pasture of B. brizantha for about four years; and as a negative
control, 10 buffaloes that were maintained on 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 samples. Previous studies dem-
onstrated that PNA showed great binding reactivity for foamy macrophages in cattle and
sheep. In the present study, SWGA showed high specificity and marked binding reactivity
for foamy macrophages; WGA, GSL, PHA-E and PHA-L showed moderate to marked reactiv-
ity, but low specificity for foamy macrophages. The other lectins had not relevant reactivity
or specificity. Moreover there was no relevant reactivity difference between the collected
samplesd from buffaloes that grazed B. decumbens for 12 months and Brachiaria brizantha
for 18 months. However the decreased presence of foamy macrophages and its lectin his-
tochemical binding in animals that fed on B. brizantha for a longer time, indicates that the
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buffaloes can pass through an adaptation process according to the plant intake time. Lectin
histochemistry analysis can be used to characterize the material stored in foamy macro-
phages present in liver and mesenteric lymph node of buffaloes that graze on Brachiaria
spp. pastures and helps to clarify the pathogenesis of these cells.

INDEX TERMS: Lectin histochemistry, liver, mesenteric lymph node, buffaloes, Brachiaria

Spp., saponins.

RESUMO.- Animais que se alimentam em pastos de Bra-
chiaria spp. comumente apresentam macréfagos espu-
mosos isolados ou agrupados no figado, além de cristais
no interior de ductos biliares. A patogénese da formacao
e a natureza do material armazenado nestas células, con-
tudo, ainda ndo sao completamente conhecidas. Através
da avaliacdo lectino-histoquimica, saponinas esteroidais
(metabdlitos glicosilados secunddarios) tém sido identi-
ficadas nos cristais e no citoplasma das células espumo-
sas, e provavelmente sdo responsaveis por danificar o
figado e levar ao acimulo de filoeritrina. Por meio deste
trabalho, objetivou-se padronizar e caracterizar a utili-
zacdo da lectino-histoquimica na detec¢do de metabdli-
tos glicosilados nos tecidos de bufalos mantidos em di-
ferentes pastos de Brachiaria spp. no Brasil. Fragmentos
de figado e linfonodo mesentérico de 40 animais foram
analisados: 10 bufalos mantidos em pastagem predomi-
nante 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 aproximada-
mente quatro anos; e, como controle negativo, 10 bufa-
los mantidos em pastagem livre de Brachiaria spp. desde
o nascimento. Quatorze lectinas foram testadas (Con-A,
SBA, WGA, DBA, UEA, RCA, PNA, GSL-1, PSA, LCA, PHA-E,
PHA-L, SJA e SWGA), em um total de 1120 fragmentos
avaliados. Estudos anteriores demonstraram que a lec-
tina PNA possui marcada reatividade para macréfagos
espumosos de bovinos e ovinos. No presente estudo, a
lectina SWGA apresentou acentuada reatividade e alta
especificidade para macro6fagos espumosos; WGA, GSL,
PHA-E e PHA-L mostraram moderada a acentuada rea-
tividade, mas baixa especificidade aos macréfagos espu-
mosos; as outras lectinas ndo apresentaram reatividade
ou especificidade relevantes. Além disso, ndo houve di-
ferenca relevante de marcacdo entre os fragmentos co-
letados de animais que se alimentaram de B. decumbens
por 12 meses e B. brizantha por 18 meses. Porém, a di-
minuicdo da presenca e marcacgdo lectino-histoquimica
dos macré6fagos espumosos nos tecidos dos bufalos que
ingeriram Brachiaria brizantha durante mais tempo in-
dica que os animais podem passar por um processo de
adaptacdo de acordo com o tempo de ingestdo da planta.
A avaliacao lectino-histoquimica pode ser utilizada para
caracterizar o material armazenado em macréfagos es-
pumosos presentes no figado e linfonodo mesentérico
de bufalos que se alimentam em pastagens de Brachiaria
spp. e ajuda na compreensao da patogénese de formacao
destas células.

TERMOS DE INDEXACAO: Lectino-histoquimica, figado, linfonodo
mesentérico, bufalos, Brachiaria spp., saponinas.

INTRODUCAO

No Brasil, surtos de fotossensibilizacdo hepatégena causa-
da pela ingestdo de Brachiaria spp. em bovinos, ovinos e,
por vezes, em caprinos e bufalos determinam perdas eco-
noémicas significativas, especialmente pela queda da produ-
tividade dos animais afetados (Tokarnia et al. 2012). Desde
1985, autores tém sugerido que a toxicidade da Brachiaria
se deve a presenca de saponinas esteroidais litogénicas na
graminea, que sdo metabolitos glicosilados secundarios
possivelmente responsaveis por causar lesdo hepatica e
consequente acimulo de filoeritrina (Opasina 1985, Riet-
-Correa et al. 2011). Entretanto, a formacao e o tipo de ma-
terial armazenado nos macréfagos espumosos presentes
no figado de animais mantidos em pastos de Brachiaria
spp. ainda ndo sdo completamente conhecidos.

Considerando a importancia da bubalinocultura para a
regido Norte do Brasil, assim como o fato de que as prin-
cipais forrageiras introduzidas nesta regido sao diferentes
espécies de Brachiaria, Riet-Correa et al. (2010) avaliaram
fragmentos de figado e linfonodo mesentérico de bufalos
previamente mantidos em pastos de Brachiaria spp. As al-
teracdes nos hepatdcitos encontravam-se principalmente
na regido centrolobular e eram mais acentuadas nas are-
as com maior infiltracdo de macréfagos espumosos, as-
sim como nas areas de fibrose capsular (Riet-Correa et al.
2010).

Em estudos anteriores, por meio de avaliagdo lectino-
-histoquimica, foi possivel detectar glicoconjugados em
macréfagos espumosos nos tecidos de bovinos (Gomar et
al. 2015) e ovinos (Boabaid et al. 2011, Costa et al. 2013)
que se alimentavam de Brachiaria spp. Através deste tra-
balho, objetivou-se padronizar a utilizacao da lectino-his-
toquimica na detecgdo de glicoconjugados nos tecidos de
bufalos mantidos em diferentes pastos de Brachiaria spp.
no Brasil, verificar se ha diferenca de reatividade dos ma-
crofagos 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.

MATERIAL E METODOS

Amostras. O exame lectino-histoquimico foi realizado
em fragmentos de figado e linfonodo mesentérico, previa-
mente fixados em formalina a 10% e incluidos em parafi-
na, de 40 bufalos (Bubalus bubalis) da raga Murrah, sexo
ndo informado, sem sinais clinicos de fotossensibilizacdo,
provenientes do estudo desenvolvido por Riet-Correa et al.
(2010). Destes animais, 10 bufalos, com idade entre 24 e
30 meses, foram mantidos em pastagem predominante de
Brachiaria decumbens por aproximadamente 12 meses, em
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uma propriedade localizada no municipio de Ourém, PA;
10 bufalos, com idade ndo informada, foram mantidos em
pastagem com predominancia de Brachiaria brizantha por
aproximadamente 18 meses, em propriedade localizada no
municipio de Paragominas, PA; e 10 bufalos com idade en-
tre trés e quatro anos, provenientes do municipio de Ron-
don do Par3, PA, foram criados desde o nascimento em uma
propriedade que utilizava somente B. brizantha na alimen-
tacdo. Como controle negativo, foram utilizados fragmen-
tos de figado e linfonodo mesentérico de outros 10 bufalos,
de trés a quatro anos de idade, provenientes da Ilha de Ma-
rajo, PA, e mantidos em pastagem de campo nativo, livre de
Brachiaria spp. desde o nascimento.

Avaliacdo lectino-histoquimica. Foram utilizadas as
lectinas Canavalia ensiformis agglutinin (Con-A), Dolichos
biflorus agglutinin (DBA), Glycine max agglutinin (SBA),
Arachis hypogaea agglutinin (PNA), Ricinus communis
agglutinin-1 (RCA-1), Ulex europaeus agglutinin-1 (UEA-I),
Triticum vulgaris agglutinin (WGA), Succinyl-WGA (SWGA),
Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia-1 (GSL-I), Sophora japo-
nica (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., Bur-
lingame, CA, 94010, USA).

Secdes histologicas cortadas a 5 pm de espessura de
figado e linfonodo mesentérico foram fixadas em laminas
silanizadas, desparafinadas em xilol, hidratadas em alcool
e incubadas em duas solucdes de perdxido de hidrogénio
a 3% por 15 minutos cada para bloqueio de peroxidases
endogenas. Apo6s a lavagem das laminas por dois minutos
com tampao fosfato (PBS), estas ficaram submersas em
tampao citrato (pH 6,0) para recuperagdo antigénica por
30 minutos em banho-maria a 982C. O bloqueio de reagoes
inespecificas foi realizado com leite desnatado a 5% (Moli-
co® - Industria Brasileira) por 30 minutos. Os cortes foram
incubados “overnight” com lectinas na diluicdo de 5ug/mL
em PBS, com excecdo da lectina Con-A (1,0 ug/mL) e RCA-
-1 (0,5pg/mL). Posteriormente, as amostras foram incuba-
das com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector
Laboratories Inc.) por 20 minutos. Todas as se¢des foram
coradas com o cromégeno diaminobenzidina (DAB), con-
tra-coradas com hematoxilina de Harris e montadas para
avaliagdo em microscdpio dptico.

Cada uma das 14 lectinas foi testada em dois fragmen-
tos (figado e linfonodo mesentérico) de 40 bufalos, totali-
zando 1120 fragmentos avaliados. A marcagao lectino-his-
toquimica foi graduada como leve (+), moderada (++) ou
acentuada (+++), de acordo com a intensidade da reativi-
dade de ligacdo das lectinas. Apds a analise dos resultados,
calculou-se a média da intensidade de reacdo das lectinas e
a porcentagem de fragmentos que apresentaram marcagao
para as seguintes estruturas: macr6fagos, membrana de he-
patocitos, granulos citoplasmaticos de hepatdcitos, ductos
biliares, células de Kupffer, capilares sinusoides, endotélio,
plasmdcitos, neutrdfilos e células da regido centro-folicular.

RESULTADOS

A anadlise lectino-histoquimica revelou que a lectina SWGA
apresentou acentuada reatividade e alta especificidade
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Figado de bufalo mantido em pastagem de Brachiaria bri-
zantha por 18 meses. Acentuada marcagdo e alta especificida-
de para a lectina SWGA em macréfagos espumosos. Hematoxi-
lina de Harris, obj.20x.

para os macréfagos espumosos presentes no figado (Fig.1)
e linfonodo mesentérico (Fig.2) dos animais que se alimen-
taram de Brachiaria decumbens por 12 meses e Brachiaria
brizantha por 18 meses. Nao foram encontradas diferencas
relevantes de reatividade ou especificidade nos cortes his-
toldgicos entre os bufalos destes dois grupos. Nos animais
mantidos em pastagem de B. brizantha por aproximada-
mente quatro anos, porém, a presenca de macrdfagos es-
pumosos e a reatividade de ligacdo lectino-histoquimica
foram notavelmente menores, com variacdo de intensidade
de marcacdo leve a acentuada em apenas 30% dos tecidos
avaliados, bem como moderada reatividade aos ductos bi-
liares em 40% dos fragmentos de figado analisados (Qua-
dro 1). As lectinas WGA (Fig.3 e 4), GSL-1, PHA-E e PHA-L
apresentaram moderada a acentuada reatividade aos ma-
crofagos espumosos, além de leve a moderada reatividade
as células inflamatorias e estruturas hepaticas e vasculares.
No grupo controle, as lectinas WGA, GSL-I, PHA-E e PHA-L
apresentaram de leve a moderada reatividade as células in-
flamatoérias e estruturas hepaticas e vasculares. As demais
lectinas ndo apresentaram reatividade ou especificidade
relevantes.

DISCUSSAO

Embora estudos similares de detec¢do de glicoconjugados
ja tenham sido realizados em tecidos de animais de outras
espécies, este trata-se do primeiro estudo lectino-histoqui-
mico realizado em bubalinos que se alimentaram de Bra-
chiaria spp. Em bovinos sem fotossensibilizacdo mantidos
em pastos de Brachiaria decumbens e Brachiarioa brizan-
tha, as lectinas PNA, WGA e SBA demonstraram maior afi-
nidade pelos macréfagos espumosos (Gomar et al. 2005).
Em ovinos sem fotossensibilizacdo que se alimentavam ex-
clusivamente de Brachiaria spp., as lectinas Con-A, RCA-I,
WGA, LCA e PHA-L foram as que apresentaram maior rea-
tividade em macroéfagos espumosos (Boabaid et al. 2011).
Em ovinos com fotossensibilizagdo mantidos em pastagem
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de B. decumbens, as lectinas PNA, WGA, SBA, GSL-I e LCA
mostraram melhor afinidade de ligagdo com macroéfagos
espumosos (Costa et al. 2013).

No presente estudo, dentre as 14 lectinas testadas,
a SWGA apresentou acentuada reatividade e revelou-se
como a mais especifica para a marcagdo dos macrofagos es-
pumosos, que sao células que provavelmente contém sapo-
ninas esteroidais misturadas a restos de hepatdécitos fago-
citados 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 spp. cita-
dos anteriormente, apenas o 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 macrdfagos es-

pumosos, um resultado ndo considerado relevante. Além
da diferenca entre as espécies dos animais utilizados no
presente estudo e no de Costa et al. (2013) que, possivel-
mente, ja pode influenciar no metabolismo dos glicocon-
jugados e na consequente marcacdo lectino-histoquimica,
deve considerar-se, também, que os ovinos do estudo an-
terior apresentavam fotossensibilizagdo, uma condig¢ao
ausente nos bufalos deste trabalho. Pelo fato dos estudos
de Gomar et al. (2005) e Boabaid et al. (2011) ndo terem
avaliado a lectina SWGA, ndo é possivel estabelecer maio-
res comparagdes acerca da diferenca de reatividade desta
lectina.

Em contraste, alguns dos estudos de avaliagdo lectino-
-histoquimica em animais intoxicados por Brachiaria spp,
previamente reportados, revelaram alta especificidade dos
macrofagos espumosos a lectina PNA, com acentuada rea-

Fig.2. Linfonodo mesentérico de bufalo mantido em pastagem de
Brachiaria brizantha por 18 meses. Acentuada marcagdo para
a lectina SWGA em macréfagos espumosos em foliculos. He-
matoxilina de Harris, obj.10x.

Fig.4. Linfonodo mesentérico de bufalo mantido em pastagem
de Brachiaria brizantha por 18 meses. Acentuada marcagdo
e baixa especificidade (outras estruturas também marcadas)
para a lectina WGA em macré6fagos espumosos em foliculos.
Hematoxilina de Harris, obj.10x.

Fig.3. Figado de bufalo mantido em pastagem de Brachiaria bri-
zantha por 18 meses. Acentuada marcagdo e baixa especifi-
cidade (outras estruturas também marcadas) para a lectina
WGA em macréfagos espumosos. Hematoxilina de Harris,
0bj.20x.

Fig.5. Figado de bufalo mantido em pastagem de Brachiaria bri-
zantha por 18 meses. Auséncia de marcagdo para a lectina
PNA em macréfagos espumosos. Hematoxilina de Harris,
0bj.20x.
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Quadro 1. Avaliacdo da reatividade de ligacdo da lectina
SWGA no figado e linfonodo mesentérico de bufalos
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 - - - - - - - - .-
Negativo
B. decumbens — ++/+++
(12 meses) 100% - - - - - - - .-
B. brizantha [+
(18 meses) 100% - - - - - - - - -
B. brizantha +/+++ - -+ - - - - - -
(4 anos) 30% 40%

M = macrdéfagos espumosos; MH = membrana de hepatdcitos; GC = granulos
citoplasmaticos de hepatdcitos; DB = ductos biliares; K = células de Ku-
pfter; S = capilares sinusoides; E = endotélio; P = plasmdcitos; N = neutrd-
filos; CF = células da regido centro-folicular; +++ reatividade acentuada;
++ reatividade moderada, + reatividade leve, - auséncia de reatividade.

tividade nos estudos de Gomar et al. (2005) e Costa et al.
(2013). Na avaliacdo de Boabaid et al. (2011) houve apenas
leve reatividade, enquanto no presente trabalho a PNA nao
reagiu com os macréfagos espumosos dos animais avalia-
dos (Fig.5).

Nao se sabe, ainda, a que exatamente atribuir a dife-
renca de reatividade de ligacdo aos macréfagos espumo-
sos, mas é possivel que a natureza do material acumulado
possa variar em funcdo da fase de crescimento da planta,
ou de acordo com o tipo e a proporg¢do 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 téxica devido a particularidades no metabolis-
mo da espécie do animal em questdo. Por exemplo, equinos
com fotossensibilizacdo causada pela ingestao de B. humi-
dicola ndo apresentam os tipicos macréfagos espumosos
encontrados no figado de ruminantes intoxicados, e ima-
gens negativas de cristais no interior de ductos biliares ra-
ramente estdo presentes (Barbosa et al. 2006). Apesar de
também serem sensiveis a intoxicacdo por Brachiaria spp.,
os bubalinos sdo mais resistentes que os bovinos e, devido
ao fato de comumente nio apresentarem fotossensibiliza-
¢do, mesmo com acentuada gravidade de lesdes hepaticas,
sdo considerados animais resilientes a intoxicacdo pela
graminea (Riet-Correa et al. 2010). E possivel, também, que
a pelagem escura dos bufalos possua um papel importan-
te neste processo ao proporcionar maior prote¢do da pele
aos raios ultravioleta. Sugere-se, ainda, que diferencas de
reatividade as lectinas também possam ocorrer de acordo
com a presenca ou nao de fotossensibilizacdo, da evolucdo
clinica e do tempo de ingestdo dos glicoconjugados (Costa
etal. 2013).

Apesar da baixa especificidade e da maior variacio de
intensidade, as lectinas WGA, GSL-I, PHA-E e PHA-L reagi-
ram com os macrofagos espumosos dos bufalos do presente
trabalho. Estas lectinas, porém, foram consideradas de me-
nor especificidade por também reagirem, mesmo que em
menor grau, com células inflamatdrias e com a maioria das
estruturas hepaticas e vasculares. ]a foi sugerido que uma
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menor reatividade aos hepatdcitos indica menor quanti-
dade de glicoconjugados em comparag¢do aos macro6fagos
ou, alternativamente, que os residuos/produtos da degra-
dacdo celular (organoides) induzida pelos glicoconjugados
sejam mais abundantes nos macréfagos (Costa et al. 2013).
A acentuada reatividade da lectina WGA aos macréfagos
espumosos, também verificada nos trés estudos lectino-
-histoquimicos anteriores (Gomar et al. 2005, Boabaid et
al. 2011, Costa et al. 2013) indica que, independentemente
da espécie - bovina, ovina ou bubalina -, para efeito de diag-
noéstico, os macréfagos espumosos que se formam no figa-
do, em consequéncia da ingestdo prolongada de saponinas
esteroidais sdo positivos para esta lectina. A lectina GSL-I
foi testada apenas por Costa et al. (2013), que reportaram
forte reatividade. As lectinas PHA-L, avaliadas por Costa et
al. (2013) e Boabaid et al. (2011), e PHA-E, analisada ape-
nas por Costa et al. (2013), revelaram uma grande variacdo
de intensidade e baixa especificidade para os macro6fagos
espumosos, também com variedade de marcagdo para as
células hepaticas.

No presente trabalho, ndo foram observadas diferen-
¢as na intensidade de marcacdo dos macroéfagos espumo-
sos entre os respectivos fragmentos de figado e linfonodo
mesentérico dos bufalos de cada grupo. Embora existam
relatos de que a concentragido da saponina esteroidal pro-
todioscina é significativamente maior na B. decumbens do
que em B. brizantha (Lima et al. 2009), ndo houve diferen-
ca relevante de reatividade ou especificidade lectino-his-
toquimica entre os bufalos 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 alimen-
taram de B. brizantha por aproximadamente quatro anos,
observou-se uma diminui¢do tanto na presenc¢a de macroé-
fagos espumosos, quanto na intensidade de reagdo da lec-
tina SWGA, com variedade de marcagdo leve a acentuada
em apenas 30% dos fragmentos avaliados. Por outro lado,
neste mesmo grupo, houve moderada reatividade de liga-
¢ao da lectina SWGA aos ductos biliares em 40% dos frag-
mentos de figado analisados. A diminui¢do da presenca e
marcacgao lectino-histoquimica dos macroéfagos 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 e melhorar a capacidade de metabolizagdo de sa-
poninas esteroidais.

Adicionalmente, no presente estudo, as lectinas Con-A,
SBA, DBA, UEA-], RCA-I, PNA, PSA, LCA e SJA ndo apresenta-
ram reatividade ou especificidade importantes para a mar-
cacdo do acimulo de glicoconjugados e seus subprodutos.
A lectina DBA, contudo, mostrou-se excelente para a mar-
cacgdo de células inflamatdrias em todos os tecidos avalia-
dos, particularmente para plasmocitos e neutroéfilos. Assim
como no estudo de Costa et al. (2013), a lectina UEA-I rea-
giu de forma moderada a acentuada aos ductos biliares do
figado e, como esperado, ndo reagiu com as células endo-
teliais dos vasos sanguineos, pois sabe-se que esta lectina
é especifica para o endotélio vascular de humanos (Alroy
et al. 1987). Apesar da ampla variacdo de marcagdo e in-
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tensidade, o endotélio vascular dos bufalos deste trabalho
apresentou reatividade as lectinas RCA I, PSA e LCA.

Os presentes resultados indicam que os macro6fagos es-
pumosos 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-I) e outras
estruturas mais complexas ligadas a manose (ligacdo com
PHA-E e PHA-L). Mesmo inédito, o significado da acentuada
marcac¢do com a lectina SWGA assemelha-se parcialmente
aos estudos lectino-histoquimicos em animais intoxicados
por Brachiaria spp. realizados até o presente momento,
que sugerem que os macrofagos espumosos contém quan-
tidades significativas de D-Galactose, N-Acetilgalactosami-
na e N-Acetilglucosamina (Gomar et al. 2005, Boabaid et al.
2011, Costa et al. 2013). E possivel, porém, que, em bifa-
los, a quantidade de N-acetilglucosamina seja armazenada
em maiores quantidades no interior de macroéfagos espu-
mosos, 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, bago, pulmao, rim,
adrenal, linfonodo e tonsila. Nos casos de esfingomielino-
se felina, o material armazenado foi positivo para Con A,
RCA I e WGA (Kamiyia et al. 1991). Ja a avaliagdo lectino-
-histoquimica do figado e bago de humanos com doenca
de Niemann-Pick, demonstrou que as lectinas Con-A, PNA
e SBA foram as que melhor reagiram com as células afeta-
das (Lageron 1987) e sdo semelhantes aos resultados de
Gomar et al. (2005) e Costa et al. (2013). Este padrao lec-
tino-histoquimico também é parcialmente comparavel ao
encontrado nas células espumosas em figado e bago de hu-
manos com doenca de Hurler (uma mucopolissacaridose
tipo I causada pela deficiéncia da enzima a-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 doen¢a de Wolman (xantomatose fami-
liar ou lipidose familiar de Wolman) leva ao aparecimen-
to de células espumosas que se agregam sob a forma de
ilhotas nos sinuséides do figado, causando o acimulo de
ésteres de colesterol, colesterol livre e triglicerideo no fi-
gado dos individuos acometidos devido a diminuicdo da
atividade dessa enzima (Kuriwaki & Yoshida 1999). De-
vido ao seu comportamento anfifilico e a capacidade de
formar complexos com esteroides, proteinas e fosfolipi-
deos de membrana, as saponinas sido capazes de alterar
as propriedades da membrana celular, o que altera sua
permeabilidade ou causa sua destruicdo (Schenkel et al.
2004). Portanto, assim como ja foi sugerido para bovinos
e ovinos (Gomar et al. 2005, Boabaid et al. 2011, Costa
et al. 2013), dadas as caracteristicas morfoldgicas e his-
toquimicas dos macr6fagos espumosos observados na
intoxicacao por Brachiaria spp. serem semelhantes as en-
contradas nas células espumosas na doen¢a de Wolman,
sugere-se que a inibigdo da lipase acida lisossomal tam-

bém possa estar envolvida na patogénese das células es-
pumosas encontradas nos bufalos.

Em cabras com a-manosidose, uma doenca do armaze-
namento causada pela intoxicagdo por Ipomoea verbascoi-
dea, a lectina SWGA também reage fortemente com as cé-
lulas de Purkinje do cerebelo, acinos pancreéaticos e células
foliculares da tireoide, em um padrao lectino-histoquimico
de reatividade também para Con A, WGA, LCA, PSA, PHA-
-E, RCA120 e PNA, o que corrobora parcialmente com os
relatos anteriores de manosidose em humanos, gatos e be-
zerros, e intoxica¢do por outras plantas, tais como Ipomo-
ea carnea subsp. fistulosa, 1. sericophylla, I. riedelii, Swain-
sona spp, Sida carpinifolia e Tilia cordata (Mendonga et al.
2012). De fato, a semelhanca entre o padrao lectino-histo-
quimico do material acumulado nos macréfagos espumo-
sos 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 doeng¢a do armazenamento lisossomal contém
os alcaléides swainsonina e calesteginas como principais
principios ativos, responsaveis pela toxicidade da planta. A
swainsonina é um alcaléide indolizidinico, potente inibidor
da a-manosidase lisossdmica e a-manosidase I do comple-
xo de Golgi (Schwarz et al. 2004). A inibi¢do destas duas en-
zimas pela swainsonina ocorre de forma competitiva, po-
rém, em concentracdes mais elevadas, este alcaléide inibe
também a a-glicosidase, (-glicuronidase, (3-galactosidase,
B-xilosidase e a-arabinosidase (Cenci di Bello et al. 1989).

Os mecanismos moleculares envolvidos na intoxicacao
por Brachiaria spp. que levam ao acumulo de glicoconju-
gados nos tecidos continuam desconhecidos. Presumivel-
mente, assim como ocorre nas doengas do armazenamento
causadas por plantas que contém swainsonina, dependen-
do do grau de intoxicagdo do animal, a inibicdo “em série”
de um conjunto de hidrolases lisossomais relacionadas
aos componentes glicosilados possa estar envolvida no
processo, tais como N-acetilglicosaminidase, N-acetilga-
lactosaminidase, a-galactosidase e a-manosidase. E possi-
vel, ainda, que o material armazenado nas células espumo-
sas possa se acumular devido a inibicdo de uma hidrolase
em particular, causando lipidose lisossomal, assim como
foi sugerido em casos de xantomatose familiar (Kuriaki &
Yoshida 1999). Ou, por outro lado, ao invés de uma defici-
éncia enzimatica, o acimulo possa ser resultado da forma-
cdo de complexos de lipideos resistentes ao metabolismo
por modificagdes primarias no reticulo endoplasmatico
(Gomar et al. 2005).

Sdo necessarios estudos aprofundados de avaliagdo
lectino-histoquimica em conjunto com outros testes bio-
quimicos e histoquimicos para caracterizar completamen-
te as lesdes hepaticas causadas pela intoxicagcdo por Bra-
chiaria spp. A patogenia desta enfermidade ainda nao foi
esclarecida e a sua complexidade demanda a utilizagao de
metodologias com maior controle de variaveis, tais como a
padronizacdo dos animais em questao (espécie, raca, sexo e
idade), da pastagem (espécie, variedade, estagio de desen-
volvimento, época do ano e duracdo do pastejo) e do teste
de avaliacdo das amostras.

Pesq. Vet. Bras. 36(9):798-804, setembro 2016
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CONCLUSOES

A lectina SWGA apresentou acentuada reatividade e es-
pecificidade para macréfagos espumosos no figado e linfo-
nodo mesentérico de bufalos que se alimentaram em dife-
rentes pastos de Brachiaria spp.

Nao houve diferenca relevante de reatividade ou especifi-
cidade lectino-histoquimica aos macréfagos espumosos en-
tre os bufalos que foram mantidos em pastagens de Brachia-
ria decumbens por 12 meses e B. brizantha por 18 meses.

A diminuicdo da presenca e marcacio lectino-histoqui-
mica dos macrdfagos espumosos nos tecidos dos bufalos
que ingeriram B. brizantha durante mais tempo indica que
os animais podem passar por um processo de adaptacio,
de acordo com o tempo de ingestdo da planta.

A avaliagdo lectino-histoquimica pode ser utilizada para
caracterizar o material armazenado em macréfagos espu-
mosos presentes em bufalos que se alimentam em pasta-
gens de Brachiaria spp. e ajudar na compreensao da pato-
génese de formacao destas células.
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