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Inspite that Brachiaria spp. are most important forage grasses for beef cattle raising in
Brazil, they can under certain conditions be toxic, cause outbreaks of hepatogenic photosensi-
bilization and determine severe economic losses. Animals grazing toxic Brachiaria spp. com-
monly show in their liver foamy macrophages, isolated or grouped together, and crystals insi-
de the biliary ducts. Steroidal saponins have been identified in these crystals and are liable for
damage the liverleading to accumulation of phylloerytrin. Occasionally negative images of the
crystals may be seen in the cytoplasm of foamy macrophages. The pathogenesis of formation
and the type of material stored in the foamy cells is still unknown. The lectin histochemistry
aims to assist in the detection of foamy macrophages and consequently in the diagnosis of
the poisoning. Lectin histochemistry detects what kind of specific sugar residues exists in the
cytoplasm of the foamy cells. The purpose of the present study was to identify the most suita-
ble lectins the detection of steroidal saponins in the liver and kidney of sheep with photosen-
sitization caused by Brachiara decumbens. Fragments of liver and kidney of fifteen sheep of
both sexes and variable age, from Conceicdo do Mato Dentro, Minas Gerais, southeastern Bra-
zil, and one sheep kept free grazing Brachiaria spp. were evaluated by lectin histochemistry.
Fourteen lectins were used (Con-A, DBA, SBA, PNA, SJA, RCA-I, UEA-I, WGA, SWGA, GSL, PSA,
PHA-L, PHA-E and LCA). It was found that the PNA lectin detected in the liver of sheep with
photosensitization, caused by ingestion of Brachiaria decumbens, showed specificity and great
binding reactivity for foamy macrophages, and also specificity and slight binding reactivity for
hepatocytes. The WGA lectin showed specificity and moderate binding reactivity for foamy
macrophages of the liver, and also specificity and slight binding reactivity for hepatocytes. The
SBA, GSL and LCA lectins showed specificity and moderate binding reactivity for foamy ma-
crophages, but were not specific for hepatocytes. The PNA lectin showed greater binding reac-
tivity in the kidney of the sheep. Lectin histochemistry evaluation had not yet been performed
in liver and kidney of sheep with photosensitization caused by Brachiaria spp.
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RESUMO.- Embora sejam as forrageiras mais importantes
para a pecudria de corte (bovinocultura de corte) no Brasil,
em certas épocas ou condi¢des, Brachiaria spp. podem ser
toxicas e causar surtos de fotossensibilizagdo hepatdgena
que determinam significativas perdas econdmicas. Animais
que se alimentam em pastos de Brachiaria spp. comumen-
te apresentam macro6fagos espumosos isolados ou agrupa-
dos, além de cristais no interior de ductos biliares. Saponi-
nas esteroidais tém sido identificadas nestes cristais e sdo
responsabilizadas por lesar o figado levando ao acimulo
de filoeritrina. Por vezes, imagens negativas desses cristais
podem estar presentes no citoplasma de macréfagos espu-
mosos. A patogénese de formacdo e o tipo de material ar-
mazenado nas células espumosas ainda sdo desconhecidos.
A técnica de lectino-histoquimica visa auxiliar na detecgio
desses macréfagos e, consequentemente, no diagndstico,
além de identificar quais os residuos de agucares especifi-
cos que estdo presentes no citoplasma das células espumo-
sas. Assim, este trabalho teve por objetivo identificar quais
lectinas sdo mais indicadas na detec¢do de saponinas este-
roidais no figado e rim de ovinos com fotossensibilizagdo
causada por Brachiaria decumbens. Fragmentos de figado
e rim de quinze ovinos, de ambos os sexos e idade variavel,
oriundos de Concei¢do do Mato Dentro, Minas Gerais, e um
ovino mantido em pastagem livre de Brachiaria spp. foram
avaliados pela técnica de lectino-histoquimica. Quatorze
lectinas foram utilizadas (Con-A, DBA, SBA, PNA, SJA, RCA-],
UEA-I, WGA, SWGA, GSL, PSA, PHA-L, PHA-E e LCA). Veri-
ficou-se que, no figado de ovinos com fotossensibilizagdo
provocada pela ingestdo de Brachiaria decumbens, a lectina
PNA apresentou especificidade e acentuada reatividade aos
macro6fagos espumosos, bem como especificidade e leve re-
atividade aos hepatdcitos; a lectina WGA teve especificida-
de e moderada reatividade aos macréfagos espumosos do
figado e especificidade e leve reatividade aos hepatdcitos;
e as lectinas SBA, GSL e LCA apresentaram especificidade
e moderada reatividade aos macréfagos espumosos, entre-
tanto, ndo foram especificas para hepatécitos. No rim dos
ovinos, a lectina PNA foi a que apresentou maior reativida-
de. Avaliagdes lectino-histoquimicas ainda nao haviam sido
realizadas em figado e rim de ovinos com fotossensibiliza-
¢do provocada por Brachiaria spp.

TERMOS DE INDEXACAO: Brachiaria decumbens, fotossensibiliza-
¢do, lectino-histoquimica, figado, rim, ovino.

INTRODUCAO

No Brasil, surtos de fotossensibilizacdo hepatégena em bo-
vinos e ovinos determinam perdas econémicas muito sig-
nificativas, ndo tanto pelas mortes, mas, em especial, pela
queda, temporaria ou ndo, da produtividade. H4 ainda rela-
tos de fotossensibilizacdo em caprinos e bufalos. Em equi-
nos, os casos sao raros (Barbosa et al. 2006).

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem nao
imune com um ou mais sitios de ligacdo por subunidade,
que se unem reversivelmente a residuos especificos de car-
boidratos (glicoproteinas, glicolipideos e glicosaminoglica-
nos) (Goldstein et al. 1980, Lis & Sharon 1998), e aglutinam
células e/ou precipitam polissacarideos ou glicoconjuga-
dos (Goldstein et al. 1980).
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A deteccdo de principios téxicos de plantas, de for-
ma geral, por meio de analises quimicas (Burakovas et
al. 2007) de tecidos animais e plantas é excessivamente
trabalhosa, demanda muito tempo e implica em elevados
custos. Por outro lado, a utilizacdo da lectino-histoquimica
pode detectar algumas substancias no tecido sobre o qual
ocorre a lesdo e permite estabelecerem-se correlagdes en-
tre a sua presenca, a quantidade e a gravidade e extensao
do processo. Ja ha algum tempo demonstrou-se a utilidade
da lectino-histoquimica na detec¢do de substancias com-
plexas que contém agicar em tecidos animais relacionadas
ou ndo com doengas do armazenamento como as glicopro-
teinoses (ex: manosidose) (Driemeier et al. 2000, Armién
et al. 2007) e as glicolipidoses (ex: gangliosidose, galacto-
sidose) (Alroy et al. 1986, Murname et al. 1989). Gomar e
colaboradores (2005), por meio da lectino-histoquimica,
detectaram residuos de carboidratos que se acumulam no
citoplasma de macréfagos espumosos em tecidos de bovi-
nos de matadouro, sem fotossensibilacdo, que se alimen-
tavam em pastos de Brachiaria decumbens e B. brizantha.
As lectinas Arachis hypogaea agglutinin (PNA), Triticum
vulgaris agglutinin (WGA) e Glycine Max agglutinin (SBA)
foram as que demonstraram maior afinidade pelos macroé-
fagos espumosos. Este estudo abriu excelentes possibilida-
des para investigacdo de doengas, inclusive com etiologia
desconhecida, que sejam determinadas pela ingestdo de
substancias toxicas. Figados e linfonodos de ovinos, sem
fotossensibilizacdo, que se alimentavam exclusivamente
de Brachiaria spp. também foram avaliados pela técnica
de lectino-histoquimica. As lectinas Concanavalia ensifor-
mis agglutinin (Con-A), Ricinus communis agglutinin (RCA),
Triticum vulgaris agglutinin (WGA), Lens esculenta (LCA) e
Phaseolus vulgaris (PHA-L) foram as que apresentaram re-
atividade mais acentuada em macréfagos espumosos (Bo-
abaid et al. 2011).

Embora estudo similar ja tenha sido feito em bovinos
(Gomar et al. 2005) e em ovinos (Boabaid et al. 2011) que
ingeriram Brachiaria spp., trata-se aqui de estudo lectino-
-histoquimico realizado em ovinos afetados por esta planta
que de fato desenvolveram fotossensibilizacdo. Desta for-
ma procura-se correlacionar o padrao lectino-histoquimico
com a severidade da lesdo hepatica e o aparecimento de fo-
tossensibilizagao.

MATERIAL E METODOS

Animais. Quinze ovinos mesti¢os de Santa Inés com Texel, de
ambos os sexos, de idade variavel, morreram intoxicados natural-
mente por Brachiaria decumbens entre os anos de 2007 e 2008
em Concei¢do do Mato Dentro, no Estado de Minas Gerais. Os ovi-
nos morreram a campo e foram necropsiados pelo veterinario en-
carregado da fazenda, que fez a coleta de fragmentos de figado e
rim, porém sem proceder a descri¢do da necropsia. Os fragmentos
foram fixados em formalina a 10% tamponada. Utilizamos, tam-
bém, os mesmos tecidos de controles negativos provenientes de
um ovino mantido em pastagem livre de Brachiaria spp.

Lectinas. Secdes histoldgicas do figado e rim do ovino controle
e dos 15 ovinos com fotossensibilizacdo foram desparafinadas, hi-
dratadas, e incubadas por 30 minutos em perdxido de hidrogénio
a 3% para bloqueio de peroxidases endégenas. Apés a lavagem das
laminas por dois minutos com tampao fosfato (PBS), estas ficaram
submersas em tampao citrato (pH 6,0) pararecuperagio antigénica,
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por 40 minutos a 962 C em panela de pressao digital. O bloqueio de
reagdes inespecificas foi realizado com leite desnatado a 5 % (Mo-
lico® - Industria Brasileira). Os cortes foram incubados “overnight”
com lectinas (Vector Laboratories, Burlingame, Califérnia, 94010,
USA) na diluigdo de 5pg/mL em PBS, com excegdo das lectinas Con
A e RCA, que foram diluidas nas proporgdes de 0,5ul/ml e 1ul/ml,
respectivamente. Utilizamos as lectinas Canavalia ensiformis agglu-
tinin (Con-A; a-d-Man; a-d-Glc-especifica), Dolichos biflorus agglu-
tinin (DBA; a-d-Gal-Nac-especifica), Glycine max agglutinin (SBA;
a-d-GalNac; b-Gal-especifica), Arachis hypogaea agglutinin (PNA;
b-d-Gal/(1-3)GalNAc-especifica), Ricinus communis agglutinin-I
(RCA - I; b-d-Gal-especifica), Ulex europaeus agglutinin-1 (UEA-1; a-
-L-Fuc-especifica), Triticum vulgaris agglutinin (WGA; a-d-GlcNAc/
NeuNAc-especifica), Succinyl-WGA (sWGA GalNAc-especifica), Gri-
ffonia (Bandeiraea) simplicifolia (GSL aGal, aGalNAc especifica),
Sophora japonica (SJAB-GalNAc especifica), Pisum sativum (PSA
aMan, aGlc especifica), Phaseolus vulgaris (PHA-L Gal34GIcNAcf6,
Mana3 especifica e PHA-E GalB4GlcNAcf2Mana6, Manf34 especi-
fica), Lens culinaris ou L. esculenta (LCA aMan, aGlc) (Lectin Kit
Biotinylated BK 1000 e 2000, Vector Laboratories Inc., Burlingame,
CA, USA), e posteriormente incubamos com o complexo avidina-
-biotina-peroxidase (Vector Laboratories Inc.) por 20 minutos. Uti-
lizou-se o cromdgeno diaminobenzidina (DAB) e todas as se¢des
foram contracoradas com hematoxilina de Harris.

Microscopia eletronica de transmicio. Apds a fixagdo em
formol tamponado a 10%, 1mm? do figado foi refixado em gluta-
raldeido tamponado a 3%, em solucdo de cacodilato de sédio a
0.166 M (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania),
seguido de uma segunda refixacdo em tetréxido de 6smio a 1%.
0 tecido foi desidratado em uma bateria de alcool e incluido em
resina (Electron Microscopy Sciences). As amostras foram em-
blocadas e cortadas em um ultramicrétomo Leica UC6 (Leica Mi-
crosystems). Os cortes (60-90 nm) foram coletados em grades de
cobre de 100-mesh (Electron Microscopy Sciences), contrastados
com acetato de uranila a 5% por 20 minutos e lavados por solu¢do
de citrato de Satos’ por 6 minutos. As sec¢des foram examinadas
em um microscépio eletrénico de transmissdo (JEOL Ltd., Tokyo,
Japan). As dimensdes das estruturas celulares foram analizadas
através do software iTEM (Olympus SIS, Munster, Germany).

RESULTADOS

Achados macroscopicos
0 exame dos fragmentos teciduais, fixados em formalina,
revelou variavel, porém muito evidente, coloracdo esverde-

ada tanto no figado quanto no rim. Adicionalmente no figa-
do de alguns animais havia acentuacgio do padrio lobular.

Histopatologia

No figado observaram-se macréfagos espumosos isolados
ou, mais raramente, em grupos de duas ou trés células distri-
buidos de forma aleatéria (Fig.1), tumefacio e vacuolizacdo
de hepatocitos, necrose individual de hepatécitos, pericolan-
gite cronica, leve proliferacdo de ductos biliares, retencao bi-
liar e fibrose periportal. Em dois casos foi possivel observar
imagens negativas de cristais no interior de ductos biliares.

No rim havia presenca de glébulos eosinofilicos no es-
paco de Bowman, dilatagdo de alguns ttibulos do cortex,
aumento do filtrado glomerular, tumefagdo, vacuolizagio e
glébulos eosinofilicos no citoplasma das células epiteliais
dos tubulos uriniferos e leve congestdo. Em dois animais
imagens negativas de cristais e bile estavam presentes no
interior de tibulos uriniferos.

O detalhamento das lesdes microscopicas de cada ani-
mal esta sintetizado nos Quadros 1 e 2.

Avaliacgio lectino-histoquimica
Os resultados da avaliacdo lectino-histoquimica estao
resumidos nos Quadros 3 e 4. A lectina PNA apresentou

7 : . ~ i
Fig.1. Figado com macrdfagos espumosos isolados (seta) de ovino
com fotossensibilizacdo (SAP 31229). HE, obj.20x.

Quadro 1. Avaliacio histolégica dos figados dos ovinos com fotossensibilizacdo por Brachiaria decumbens

SAP Hepatdcitos Macroéfagos  Proliferacdo dos  Retengdo  Pericolangite  Fibrose Congestdo
Tumefagdo Vacuolizagdo Necrose** Binucleados espumosos ductos biliares biliar mononuclear periportal
31216 + (+)* + + + ++(+) + + + + -
31217 + - + - ++ - + + + -
31218+ (+) : ) ++ () : - ) -
31219 + (+) - + ++(+) - - (+) + -
31220 . - - v+ - (+) (+) *) (+)
31221 - - + - ++ + (+) +) + (+)
31222 +) - (+) - ++ (+) - (+) + +
31223 (+) - (+) + ++(+) + - +(+) + -
31224 +(+) - - (+) ++ ) - + - -
31225 - - (+) - +(+) - - - - +)
31226 (+) - (+) + ++(+) (+) - + + -
31227 ) +) ) (+) ++ - - - - -
31228 - - - (+) +(+) (+) (+) ++ - -
31229 + - (+) + ++ - - - +) +
31230 + + (+) (+) ++ ++ + - ++(+) -

* ++ Lesdo moderada, + lesdo leve, (+) lesdo discreta, - lesdo ausente. ** Necrose individual de hepatdcitos.
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Quadro 2. Avaliagio histolégica dos rins dos ovinos com fotossensibiliza¢ido por B. decumbens

SAP Citoplasma das células epiteliais dos tiibulos uriniferos ~ Glébulos eosino- Dilatagdo Aumento Cristais comre- Infiltrado in- Congestdo

Tumefacdo Vacuolizagdo Glébulos eosinofilicos filicos no espa-  de tibulos do filtrado tenc¢do biliar  flamatoério**
¢o de Bowman

31216 -* - - +(+) - - - - -
31217 + + + - + - - - -
31218 + - - - + (+) - - -
31219 + + - - - - - ++ +)
31220 - - - +(+) - - + - +
31221 - - - ++ - +(+) + (+) -
31222 (+) (+) +) + - - - - -
31223 + (+) - - (+) +) - + -
31224 - - - - - - - - -
31225 + - - - ) - - ) -
31226 - - - - - - - +) -
31227 - - - - - - - Q) -
31228 (+) - - - - - - +) -
31229 +) - - ) - - - ) -
31230 + - - - + - - - -

* ++ Lesdo moderada, + lesdo leve, (+) lesdo discreta, - lesdo ausente. ** Infiltrado inflamatério mononuclear.

4 : ) T NN ? -4 e 3 5
Fig.2. Acentuada reatividade para lectina PNA em macréfagos no Fig.3. Controle negativo, ovino. Auséncia de reatividade no figado
figado de ovino com fotossensibilizacdo (SAP 31218). Obj.10x. a lectina PNA. Obj. 10x.

Fig.4. Acentuada reatividade a lectina PNA na membrana basal Fig.5. Controle negativo, ovino. Reatividade leve a moderada de
dos glomérulos e nos tubulos do cértex renal de ovino com alguns tubulos do coértex renal a lectina PNA. Obj. 20x.
fotossensibilizagdo (SAP 31230). Obj.10x.

Pesq. Vet. Bras. 33(8):955-962, agosto 2013



Avaliagdo lectino-histoquimica de figado e rim de ovinos com fotossensibiliza¢do causada por Brachiaria decumbens

Quadro 3. Avaliacgio lectino-histoquimica do figado de ovinos com fotossensibiliza¢io por B. decumbens

Macroéfagos Hepatécitos Ducto biliar Contetidodo  Superficiedo  Intima do vaso Tecido
ducto biliar ducto biliar conjuntivo
PNA +44* + - ++ - -
(15/15) (13/15) (11/15) - -
WGA ++ + - /44 + + -
(15/15) (15/15) - (7/15) (3/15)** (2/15)* -
SBA ++ + ++ [+ - - -
(15/15) (15/15)** (5/15)** (4/15)** - -
GSL ++ + - +/++ - -
(15/15) (15/15)** - (7/15) - -
LCA ++ + - - - -
(15/15) (11/15)** - - -
CON-A +++ +++ +++ - +4++ -
(15/15) (15/15)** (15/15) - (15/15) -
RCA +++ ++/+++ +++ ++ [+ +++ -
(15/15) (15/15)** (15/15) (7/15) (2/15)** (6/15)** -
PHA-E +/++ + - +/++ - +/++ +
(15/15) (15/15)** - (5/15) - (5/15)* (3/15)**
PHA-L [+ +/++ - +/++ ++ ++ ++
(13/15) (15/15)** - (8/15)* (3/15) (9/15)** (7/15)
PSA - +/++ + - - + -
- (15/15)** (2/15) - (3/15)** -
SWGA +/++ - - _ }
(11/15) - - - -
DBA - - +++ - R
- (8/15)** - - -
UEA + +++ +++ +++ +++ -
(3/15) (2/15) (13/15)** (2/15) (1/15) -
SJA - - - - - -

* ++ Lesdo moderada, + lesdo leve, (+) lesdo discreta, - lesdo ausente. ** Apresentou reatividade no figado dos ovinos com

fotossensibilizagao e no figado controle.

Quadro 4. Avaliacio lectino-histoquimica do rim de ovinos com fotossensibilizacdo por B. decumbens

Glomérulo Tubulos Bordasem Membranabasal Tubulosda Filtrado Intima Tecido
do cortex escova tibulos do cortex  medular dos vasos  conjuntivo
PNA +++%* 4[4+ 4[4+ - - - [+ [+
(15/15) (11/15)** (10/15)** - - - (9/15) (10/15)
WGA +/++ /44 4[4+ - [+ ++ - -
(12/15)** (15/15)** (8/15)** - (7/15) (3/15) -
SBA - ++ - ++ - - -
- (15/15)** - (11/15) - - -
GSL - +/++ - + +/++ - -
- (15/15)** - (3/15)** (3/15)** - -
LCA + + - + - - -
(7/15)** (15/15)** - (2/15) - - - -
CON-A +++ +++ - +++ +/++ - +++ +++
(15/15) (15/15)** - (15/15)** (15/15)** - (15/15)**  (15/15)**
RCA +++ +++ - +++ + - +++ -
(15/15)** (15/15)** - (14/15)** (12/15) - (14/15)**
PHA-E + /4 +/++ ++ [+ - - -
(8/15)** (14/15)** (4/15)** (15/15)** - - -
PHA-L + [+ - 4[4+ [+ [+ +++ +++
(9/15)** (14/15)** - (13/15) (7/15) (5/15) (10/15) (8/15)
PSA - + - - - - - -
- (15/15)** - - - - -
SWGA - +/++ - - - - -
- (6/15) - - - -
DBA - + - - + - -
- (3/15) - - (2/15) - -
UEA - - - - - - -
SJA - - - - - - -

* ++ Lesdo moderada, + lesdo leve, (+) lesdo discreta, - Lesdo ausente. ** Apresentou reatividade no rim dos ovinos com

fotossensibilizagao e no rim controle.

959

Pesq. Vet. Bras. 33(8):955-962, agosto 2013



960 Samay Z.R. Costa et al.

acentuada reatividade e especificidade para macroéfagos
espumosos no figado de ovinos com fotossensibilizagdo
(Fig.2 e 3), houve, também, especificidade e leve reativida-
de aos hepatdcitos. A lectina WGA apresentou moderada
reatividade e especificidade para macréfagos espumosos
no figado de ovinos com fotossensibilizacdo e especifici-
dade e leve reatividade aos hepatdcitos. Ja as lectinas SBA,
GSL e LCA apresentaram boa reatividade (moderada) e
especificidade aos macréfagos espumosos nos ovinos com
fotossensibilizacdo, entretanto, ndo foram especificas para
hepatécitos. No rim dos ovinos com fotossensibilizagdo a
lectina PNA foi a que apresentou maior reatividade (Fig.4
e5).

Microscopia eletronica de transmissio

As células de Kupffer estavam aumentadas de volume,
com citoplasma distendido por acimulo de materiais ele-
trodensos, circundados por membrana simples e mistura-
dos com goticulas de lipideo, além de grande quantidade de

¥

Fig.6. Ultraestrutura de um histidcito hepatico afetado por sapo-
nina esteroidal. Note o nucleo (N), (¥)grandes vesiculas liga-
das por membranas contendo material eletrodenso e goticu-
las de lipideo (seta).

: g o Ay

Fig.7. Ultraestrutura de um histiécito hepatico afetado por sapo-
nina esteroidal. Note o ntcleo (N), e (*) uma goticula de lipi-
deo e cristal de colesterol (cabeca de seta).
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filamentos intermediarios semelhantes a vimentina (Fig.6).
Alguns destes histidcitos residentes continham imagens
negativas de cristais de colesterol (Fig.7).

DISCUSSAO

A melhor compreensdo da utilidade da lectino-histoquimi-
ca no diagndstico de fotossensibilizacdo determinada por
agentes/plantas que contenham saponinas esteroidais,
no caso as do género Brachiaria, passa, necessariamente,
pela verificacdo da constancia com que estes compostos
impregnam os diversos tecidos de animais de diferentes
espécies que as ingeriram.

No que diz respeito ao figado de ovinos, no presente
estudo, dentre as 14 lectinas testadas, a PNA revelou-se
como a mais especifica para marcacao dos assim chama-
dos macréfagos espumosos, células que de acordo com
Driemeier et al. (1999) provavelmente contém saponinas
esteroidais misturadas a restos de hepatdcitos, que, apos
degenerarem/necrosarem em decorréncia do excesso des-
sas substancias, sdo fagocitados. Resultado semelhante foi
obtido por Gomar et al. (2005) para macr6fagos espumo-
sos contidos em figado de bovinos de matadouro que ha-
viam se alimentado com B. decumbens e B. brizantha. Em
ovinos, por outro lado, Boabaid et al. (2011) verificaram,
nesse tipo de célula, apenas uma leve reacdo a PNA. Nao
se sabe exatamente a que atribuir esta diferenca de reagio,
mas é possivel que a natureza do material fagocitado/acu-
mulado pelos macroéfagos possa variar em funcdo da espé-
cie de Brachiaria ingerida pelos animais ou de acordo com
o tipo/proporg¢ao das saponinas armazenadas nas plantas,
em decorréncia da época do ano, bem como de o animal
apresentar ou ndo fotossensibilizacdo, da evoluc¢do clinica
e do tempo de ingestao das saponinas.

No figado dos ovinos encontramos uma moderada
reatividade dos macréfagos espumosos as lectinas WGA,
LCA, SBA e GSL. Ja nos dois estudos acima mencionados,
a lectina WGA reagiu fortemente com os macrdfagos espu-
mosos, portanto, independentemente da espécie - bovina
ou ovina - apesar desta variagdo, pode-se considerar para
efeito de diagnoéstico, com base nos nossos resultados e nos
resultados de Gomar et al. (2005), que os macréfagos es-
pumosos que se formam no figado de bovinos e ovinos,
em consequéncia da ingestdo prolongada de saponinas es-
teroidais, sdo positivos para PNA, WGA e SBA. Adicional-
mente, ainda verificamos uma moderada reagdo dos ma-
crofagos espumosos a GSL e LCA, lectinas ndo testadas por
Gomar et al. (2005).

Em relagdo aos hepatdcitos, diferentemente dos con-
troles negativos, também observamos reatividade a PNA,
porém com menor intensidade, o que parece indicar uma
menor quantidade de saponinas esteroidais (ou residuos
decorrentes de seu efeito ou de sua metaboliza¢do, como
por exemplo, lipoproteinas O-ligadas) nessas células do
que nos macrofagos ou, alternativamente, que os residuos/
produtos da degradagio celular (organoides) induzida pe-
las saponinas sejam mais abundantes nos macroéfagos. Por
outro lado, Gomar et al. (2005) e Boabaid et al. (2011) ndo
relataram reatividade de hepatdcitos a PNA em bovinos e
ovinos sem fotossensibilizagio. E possivel que os hepatéci-
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tos de ovinos por nos estudados (que morreram em fungio
das lesdes), contivessem maiores quantidades de saponi-
nas esteroidais (ou de residuos decorrentes de seu efeito).

No que se refere ao rim dos ovinos, observamos mo-
derada a intensa reatividade da PNA com o citoplasma das
células epiteliais dos tubulos contorcidos do cortex e com a
membrana basal de glomérulos, enquanto nos animais con-
trole havia apenas leve a moderada reatividade em alguns
poucos tibulos do cértex, de forma que, novamente, essa
lectina parece importante para marcacao de lesdes causa-
das por saponinas esteroidais em tecidos. Até entiao ndo ha-
viam sido desenvolvidos estudos com lectino-histoquimica
no rim de animais pastejando ou com fotossensibilizagdo
hepatégena causada por Brachiaria spp. A forte reativida-
de a lectina WGA verificada no citoplasma e na borda em
escova das células epiteliais dos tibulos do cortex foi con-
siderada inespecifica, pois nos controles estas estruturas
também coraram positivamente. Essas reagdes inespecifi-
cas sdo esperadas, pois o epitélio renal se cora comumente
por muitas lectinas (Barbeito et al. 2005).

Devido ao seu comportamento anfifilico e a capacidade
de formar complexos com esteroides, proteinas e fosfolipi-
deos de membrana, as saponinas sao capazes de alterar as
propriedades da membrana celular, o que altera sua per-
meabilidade ou causa sua destrui¢do (Schenkel et al. 2004).
Drogas cationicas anfifilicas tém sido responsabilizadas
por induzirem a fosfolipidose, um acumulo intracelular
excessivo de fosfolipideos, que pode ocorrer em qualquer
tecido do corpo, mas, principalmente, na lingua, figado,
rim, tecido ocular, coracgio, adrenal, tecido hematopoético e
linfécitos circulantes. Ainda nao foi possivel definir o meca-
nismo exato da fosfolipidose induzida por drogas (Robison
et al. 1985). Até o momento ndo foram realizadas avalia-
¢oes lectino-histoquimica dessas células.

Apesar de origens bastante heterogéneas, a partir de
bactérias, plantas, células animais e tecidos, a maioria das
lectinas utilizadas em laboratérios pode ser divididas em
cinco grupos com base na sua ligacdo preferencial a agu-
cares: (1) grupo glucose/manose; (2) grupo N-acetilglu-
cosamina; (3) grupo galactose/N-acetilgalactosamina; (4)
grupo L-fucose e (5) grupo acido sialico (Damjanov 1987).
Desta maneira, de acordo com os resultados obtidos, suge-
re-se que os macro6fagos espumosos contém quantidades
significativas de galactose/N-acetilgalactosamina (PNA,
GSL, SBA-positivas - grupo I1I) e quantidades um pouco me-
nores de N-acetilglucosamina (WGA-positiva - grupo II) e
glucose/manose (LCA-positiva - grupo I). Os achados aqui
observados se assemelham aos encontrados por Gomar et
al. (2005), que sugerem que os macréfagos espumosos con-
tém quantidades significativas de N-acetilgalactosamina.

Na esfingomielinose ou doenga de Niemann-Pick ma-
crofagos espumosos podem estar presentes em tecidos
ndo nervosos, como figado, bago, pulmao, rim, adrenal, lin-
fonodo e tonsila (Kamiya et al. 1991). A avaliagdo lectino-
-histoquimica do figado e baco de humanos com doencga de
Niemann-Pick, demonstrou que as lectinas Con-A, PNA e
SBA foram as que melhor reagiram com as células afetadas
(Lageron 1987), resultados parcialmente semelhantes fo-
ram encontrados neste estudo.

Uma deficiéncia hereditaria de lipase acida lisossomal,
conhecida como doenga de Wolman, Xantomatose familiar
ou lipidose familiar de Wolman (Mello et al. 1982) acarreta
o aparecimento de células espumosas que se agregam sob
a forma de ilhotas nos sinusoéides do figado. Essa doenca
leva ao acimulo de ésteres de colesterol, colesterol livre e
triglicerideo no figado dos individuos acometidos. Bioqui-
micamente a atividade da lipase acida lisossomal é muito
baixa (Kuriwaki & Yoshida 1999).

Assim como Gomar et al. (2005) e Boabaid et al. (2011)
acreditamos que a indugdo da inibicdo da lipase acida li-
sossomal possa estar envolvida na patogénese das células
espumosas na intoxicacdo por Brachiaria spp., devido as
caracteristicas morfoldgicas e histoquimicas destas células
serem semelhantes as encontradas no macroéfagos na do-
enca de Wolman.

Por fim, no que se refere aos aspectos morfoldgicos, as
lesdes histoldgicas observadas sdo similares as anterior-
mente verificadas em ovinos intoxicados por Brachiaria
spp. (Lemos et al. 1996, Brum et al. 2007, Albernaz et al.
2010, Saturnino et al. 2010). De forma analoga, as altera-
¢oes ultraestruturais dos histiécitos corados pelas lectinas
sdo semelhantes as descritas por Driemeier et al. (1998) e
foram consideradas especificas para lesdes histolégicas in-
duzidas por saponinas esteroidais. A correlacdo dos acha-
dos ultraestruturais com o padrao lectino-histoquimico su-
gere que as lectinas nao sé tenham demonstrado material
acumulado em macréfagos em forma de detritos hepato-
celulares, mas também tenham evidenciado modifica¢coes
de membrana, que, contudo, necessitariam ser confirma-
das por estudo ultramicroscépico mais detalhado. Estudos
adicionais que correlacionem essas duas técnicas, lectino-
-histoquimica aplicada a microscopia eletrénica, devem ser
incentivados para que se possa identificar o mecanismo de
formagdo dos macréfagos espumosos e suas alteragdes ci-
toquimicas em animais que ingerem Brachiaria spp.
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