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Estudos histolégico, histoquimico e ultra-estrutural de figados e
linfonodos de bovinos com presenc¢a de macro6fagos espumosos
(“foam cells™)’!
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ABSTRACT.- Driemeier D., Barros S.S., Peixoto PV, Tokarnia C.H., Dobereiner J. & Brito M.E
1998. [Histologic, histochemical and ultrastructural study of livers and lymph nodes with
foamy macrophages (foam cells).] Estudos histoldgico, histoquimico e ultra-estrutural de figados
e linfonodos de bovinos com presen¢a de macréfagos espumosos (“foam cells”). Pesquisa
Veterindria Brasileira 18(1):29-34. Depto Patologia Clinica Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
UFRGS, Cx. Postal 15094, Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil.

Samples of liver, kidney, spleen, and hepatic, mesenteric, retromandibular, prescapular
and mediastinic lymph nodes, collected from 12 groups of cattle of different ages from the
State of Mato Grosso, were studied. A total of 120 bovines was examined. According to their
history, the animals were kept in pastures where Brachiaria decumbens and Brachiaria brizantha
were the predominant plants. Grossly there was a yellowish liver which was more evident
after 24 hr. fixation with formalin. Hepatic and mesenteric lymph nodes had normal size,
however, on the cut surface there were whitish grooves, extending from the cortex to the
medular, and multiple small white nodular areas in the medular. Beside these areas there
were red, sometimes hemorrhagic, foci. Microscopically all animals had cells with foamy
citoplasm in the liver and in the hepatic and mesenteric lymph nodes, often forming multi-
nucleated cells. In the lymph nodes these infiltrates were adjacent to necrotic, hemorrhagic
areas. In the liver the foamy cells were irregularly disseminated throughout the parenchyma
or formed nodules around the central vein. These cells did not stain with PAS but weakly with
oil red. Ultrastructurally foamy cells and hepatocytes showed negative images of crystals
involved partially or totally by membranes. Mediastinic, retromandibular and prescapular
lymph nodes of the same animals showed no gross and microscopic alterations.

INDEX TERMS: Foamy macrophages, granulomatous lymphadenitis, liver lesions, Brachiaria spp, cattle.

RESUMO.- Foram examinadas amostras de figado, rins, bago
e linfonodos hepaticos, mesentéricos, retro-mandibulares,
pré-escapulares e mediastinicos de 12 lotes em um total de
120 animais, envolvendo diferentes faixas etarias, todos oriun-
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dos do Estado de Mato Grosso. Os animais haviam sido man-
tidos em pastos onde Brachiaria decumbens e Brachiaria
brizantha eram as forrageiras predominantes. Macroscopica-
mente o figado desses animais mostrava coloracao amarela-
da, mais evidente ap6s 24 horas de fixagcao em formol a 10%.
Nos linfonodos hepaticos e mesentéricos foram evidencia-
das, na superficie de corte, estriagoes esbranqui¢adas de for-
ma radiada na cortical e medular com pequenas areas bran-
cas nodulares multifocais principalmente na medular. Em
muitos casos, associado com essas areas foram vistos focos
de aspecto hemorragico. Microscopicamente foram encon-
tradas, no figado, linfonodos hepaticos e mesentéricos, célu-
las com citoplasma espumoso, muitas das quais multinuclea-
das. Nos linfonodos hepaticos e mesentéricos estes infiltrados
estavam associados a areas de necrose e hemorragia. No fi-
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gado, as células de citoplasma espumoso estavam presentes
em todo parénquima, de forma irregular, geralmente forman-
do nddulos ao redor da veia centrolobular. Estas células nao
se coravam pelo acido periédico de Schiff (PAS) e apenas fra-
camente na coloracao de gordura pelo Oil Red O. Na ultra-
estrutura as células de citoplasma espumoso apresentavam
fendas, parcial ou totalmente delimitadas por membrana, que
representam a imagem negativa de cristais, presentes tam-
bém no citoplasma dos hepatdcitos.

TERMOS DE INDEXACAO: Macréfagos espumosos, linfadenite
granulomatosa, lesao hepatica, Brachiaria spp, bovino.

INTRODUCAO

Infiltracao focal de macréfagos com citoplasma espumoso
tem sido descrita em figado e linfonodos de bovinos manti-
dos em areas nas quais a pastagem predominante era
Brachiaria spp. (Leme et al. 1988, Driemeier et al. 1996). Silva
(1989) descreveu a presenca de macrofagos espumosos com
citoplasma periférico no figado de bovinos e quantificou esta
alteracao em diferentes graus. Na microscopia eletronica
encontrou estruturas com imagem negativa de contorno se-
melhante a cristaldides, revestidos por membranas asseme-
lhando-se a fagolisossomos presentes no citoplasma dos
macroéfagos; procurou relacionar estes achados com a “cara
inchada” dos bovinos. O percentual de animais com macroéfa-
gos espumosos no figado e com "cara inchada" foi de 52,2%.

Fotossensibiliza¢ao tem sido observada no Brasil como
alteracao importante em bovinos e ovinos mantidos em pas-
tos de Brachiaria decumbens formados com sementes de ori-
gem australiana (Dobereiner et al. 1976). Diante do conheci-
mento da etiologia comprovada pelas descricoes e reprodu-
¢ao experimental com esporidesmina produzida por
Pithomyces chartarum (Mortimer & Taylor 1962), aliado a pre-
senca de esporos de P chartarum na pastagem, a fotossen-
sibilizacao na época foi atribuida ao efeito téxico do fungo.

A presenca de macrofagos espumosos no figado e drgaos
linféides (Lemos et al. 1996) e estruturas cristaldides nos
ductos biliares foi observada em surtos de fotossensibilizacao
em ovinos mantidos em pastos de Brachiaria decumbens
(Graydon et al. 1991, Lemos et al. 1996).

Estruturas cristaléides nos ductos biliares associados com
fotossensibilizagao também foram observados apds ingestao
de diversas outras plantas como Tribulus terrestris e Panicum
spp. (Kellerman & Coetzer 1985). Lesoes hepaticas semelhan-
tes aos casos naturais, foram reproduzidas experimentalmen-
te através da administracao de saponinas brutas extraidas de
Tribulus terrestris (Kellerman et al. 1991). As estruturas
cristal6ides encontradas em surtos de fotossensibilizacao em
ovinos por Panicum coloratum, sao insolaveis em acetona e
xilol apresentando-se refringentes ao exame microscopico de
luz polarizada, porém dissolvem-se no processamento de
rotina para histopatologia convencional onde o etanol é uti-
lizado e assim raramente sao vistos nos cortes histologicos
como material refringente. A eliminagao dos cristais através
da bile é confirmada pela presenca de sapogeninas esteroides
isoladas a partir de cristais contidos na bile de ovinos intoxi-
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cados por Panicum dichotomiflorum (Holland et al. 1991). A
estrutura dos cristais ¢ a mesma das chamadas fendas de
colesterol (Bridges et al. 1987). Essas alteragoes histoldgicas
sao atualmente atribuidas a constituintes do préprio capim
denominados de sapogeninas esteréides contidas em Panicum
sp. e Tribulus terrestris (Miles, 1993). Sapogeninas considera-
das hepatotdxicas para camundongos foram obtidas do con-
tetido ruminal de ovinos intoxicados com Brachiaria decumbens
(Abdullah et al. 1992).

Por outro lado, lesoes hepaticas sao também encontra-
das associadas a esporidesmina produzida por P. chartarum.
Uma ampla descrigao das lesoes agudas e cronicas produzi-
das experimentalmente apds administracao da esporidesmina
em ovinos mostrou que os animais desenvolvem colangite e
colecistite aguda com posterior obstrucao de ductos biliares
de grande e médio calibre pela inflamagao (Mortimer & Taylor
1962). Nao é citada porém, a presenc¢a de estruturas crista-
l6ides nos ductos biliares.

A incriminacao da micotoxina esporidesmina, produzida
por P. chartarum, como causadora de fotossensibilizagao na
América do Sul nao tem sido confirmada na maioria das ve-
zes (Smith & Miles 1993, Meagher et al. 1997). A auséncia de
esporidesmina dos isolados de P. chartarum de surtos de
fotossensibilizacao aliado a baixa contagem destes esporos
indica um papel importante das sapogeninas na obstrucao
biliar como causa de fotossensibilizacao (Meagher et al. 1997).

O objetivo do presente trabalho é descrever morfolo-
gicamente as lesoes, sua distribui¢ao histopatoldgica e a ultra-
estrutura de figados, linfonodos hepaticos e mesentéricos de
bovinos de matadouro e que haviam sido alimentados com
Brachiaria spp.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados em matadouros no Estado de Mato Grosso
fragmentos de figado, bago, rins, linfonodos hepaticos, mesentéricos,
retro-mandibulares, pré-escapulares e mediastinicos de varios lotes
de bovinos adultos de ambos os sexos. Foram coletadas ao todo 120
amostras. A procedéncia dos animais foi obtida no setor de
recebimento dos bovinos do frigorifico conforme Quadro 1.

Quadro 1. Origem e faixa etaria dos lotes amostrados em
matadouros no Estado de Mato Grosso

Municipios de Categoria
origem do Estado dos animais
de Mato Grosso

Alto Paraguai Vacas
Caceres Vacas

Jauru Bois adultos
Juara Bois adultos
Nova Canaa do Norte Vacas

Nova Monte Verde Bois adultos
Peixoto de Azevedo Vacas
Poconé Bois adultos
Sinop Bois adultos
Terra Nova do Norte Vacas

As coletas foram feitas em 30.8.94, 9 e 10.1.96. As amostras fo-
ram fixadas em formol tamponado a 10%, processados em parafina
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e os cortes corados pelo PAS, hematoxilina-eosina (HE) e pelo
Azul da Prussia. Os cortes de congelacao do figado fixados em formol
foram corados pelo Oil Red O. Fragmentos de alguns linfonodos
hepaticos, mesentéricos e figado foram coletados para microscopia
eletronica, fixados em solugao de glutaraldeido a 2% tamponado em
cacodilato de sddio, refixados em tetroxido de 6smio a 1% e
desidratados em solug¢oes crescentes de etanol e incluidos em Epon.
Os cortes semi-finos foram corados pelo azul de metileno e os ultra-
finos contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e
examinados em microscopio eletronico de transmissao.

RESULTADOS

Achados epidemiolégicos e macroscopicos

O historico dos bovinos analisados indica que todos os
animais examinados eram mantidos principalmente em pas-
tos de Brachiaria spp.

Macroscopicamente o figado apresentava coloragao ama-
relo cobre intensa que se evidenciava ainda mais apos um
periodo de 24 horas de fixacao em formol a 10%.

Macroscopicamente os linfonodos hepaticos e mesenté-
ricos estavam de tamanho normal sem alteragoes externas.
Na superficie de corte observaram-se iniimeras estriagoes pa-
ralelas de cor branca semelhantes a giz, dispostas em forma
radiada paralela da cortical em direcao a medular; alguns
linfonodos apresentavam na medular pequenos nodulos bran-
cos semelhantes aos da cortical, e que se projetavam leve-
mente na superficie de corte (Fig. 1). Alguns animais apre-
sentavam além disso, areas vermelhas escuras irregulares dis-
tribuidas principalmente na cortical, por vezes intercaladas
com finas estriagoes esbranquigadas.

Rins e demais linfonodos nao apresentaram alteragoes
macroscopicas.

Fig. 1. Linfonodo hepatico de um boi adulto mantido em pastagem
de Brachiaria decumbens e B. brizantha, com estriagoes esbran-
quicadas semelhantes a “giz” , circundadas de areas verme-
lhas resultantes da hemorragia na cortical, e uma nodulagao
de aspecto semelhante na medular.

Fig. 3. Linfonodo mesentérico com presenca de macrofagos de
citoplasma espumoso, alguns dos quais formando células
gigantes. HE, obj. 40.

Fig. 2. Linfonodo mesentérico com infiltragao das células de
citoplasma espumoso nos seios linfaticos. HE, obj. 2,5.

Fig. 4. Aglomerado de macréfagos com citoplasma espumoso no
figado, com formacao de células gigantes. HE, obj. 40.
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Fig. 5. Microfotografia eletronica de
figado. Hepatocito (H).
Hiperplasia do reticulo
endoplasmatico liso. Ima-
gem negativa de cristais
aciculares no citoplasma par-
cialmente recobertas por
membrana (seta). Macrofago
(M) em intimo contato com
a luz do sinuséide, mostran-
do no citoplasma numerosas
imagens negativas de cristais
aciculares agrupadas em es-
trutura delimitada por mem-
brana (pontas de seta).
Neutréfilo (N) na luz do
sinusoide. Acetato de urani-
la-citrato de chumbo. Barra
= 1mm.

Fig. 6. Microfotografia eletronica de
figado. Hepatécito exibindo
acentuada hiperplasia do
reticulo endoplasmatico liso
(asterisco), alguns peroxisso-
mos (ponta da seta) e nume-
rosas imagens negativas de
cristais aciculares parcial-
mente delimitados por mem-
brana (seta). Acetato de
uranila-citrato de chumbo.
Barra = Tmm.
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Achados microscépicos e ultra-estruturais

No figado havia acimulo de macrofagos com citoplasma
espumoso que apresentavam-se sob forma de aglomerados,
por vezes fusionados em células gigantes multinucleadas,
distribuidas aleatoriamente no parénquima (Fig. 4), porém
mais frequentes nas proximidades das veias centrolobulares.
Essas células espumosas eram PAS e Oil red O negativas. Em
todos os casos estudados, foi observada linfadenite granulo-
matosa dos linfonodos mesentéricos e hepaticos caracteriza-
da pela preseng¢a de macréfagos com citoplasma espumoso
(Fig. 2), muitos dos quais multinucleados e localizados nos
seios linfaticos (Fig. 3). Focos de necrose com hemorragias
extensas estavam associados a infiltracao macrofagica. Alguns
acimulos de hemossiderina eram evidentes nos bordos dos
actimulos macrofagicos, de cor azulada na coloragao pelo azul
da Prissia. Os macrofagos espumosos associados aos focos
de necrose com hemorragias, muitas vezes apresentavam
citoplasma levemente amarelado na HE e fracamente azulado
na coloracao do azul da Prassia. No baco foram encontrados,
apenas em dois casos, macrofagos com citoplasma espumoso.
Os rins e demais linfonodos nao apresentaram alteragoes mi-
croscopicas significativas.

0 estudo ultra-estrutural do figado, demonstrou a pre-
senca de estruturas em forma de fendas com imagem negati-
va, presentes nos macrofagos e hepatdcitos. Nesses ultimos,
havia acentuada hiperplasia do reticulo endoplasmatico liso
(Fig. 5 e 6). Muitas destas estruturas estavam delimitadas par-

cial ou totalmente por membrana. Nos linfonodos hepaticos
e mesentéricos foram encontrados macréfagos contendo es-
truturas cristaloides semelhantes as contidas nos hepatdcitos.
Macrofagos degenerados e/ou em necrose também foram vis-
tos (Fig. 7). Rins e linfonodos retro-mandibulares, pré-
escapulares e mediastinicos nao apresentaram alteracoes.

DISCUSSAO

Os resultados encontrados mostram que bovinos clinicamente
sadios, mantidos em pastagem de Brachiaria sp podem ser
portadores de lesoes em linfonodos hepaticos, mesentéricos
e no figado. Estriacoes esbranquicadas com areas averme-
lhadas corresponderam microscopicamente e através da ultra-
estrutura a focos de infiltracao de células fagocitarias con-
tendo imagem negativa de estruturas cristaléides associados
anecrose e hemorragias com acimulos de hemossiderina nos
linfonodos lesados. Macréfagos com citoplasma espumoso
associados a hemossiderose somente foram observados nos
linfonodos hepaticos e mesentéricos.

Os infiltrados de células espumosas eram sempre maio-
res nos linfonodos hepaticos e mesentéricos do que no
parénquima hepatico. Este achado deve estar ligado a absor-
¢ao entero-hepatica de substancias presentes na alimenta-
¢ao. A natureza dessas substancias nao foi definida neste es-
tudo. O contetido das células espumosas demonstrou ser
apenas fracamente positivo para coloracao de gordura. A

Fig. 7. Microfotografia eletronica de
linfonodo hepatico. Macrofa-
g0 necrotico no canto superi-
or esquerdo, com numerosas
imagens negativas de cristais
aciculares no citoplasma. (M)
macroéfago viavel mostrando
estruturas cristalinas delimi-
tadas por membrana. Acetato
de uranila-citrato de chumbo.
Barra = Tmm.
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imagem negativa das estruturas cristaldides indica que estas
foram dissolvidas com solventes usados no processamento
das amostras tanto em microscopia 6tica como eletronica;
possivelmente por solventes organicos usados no proces-
samento das amostras.

As alteragoes encontradas através dos exames histologico
e ultra-estrutural deste estudo sao semelhantes as descritas
por aqueles autores para casos de fotossensibilizagao com
Panicum coloratum (Bridges et al. 1987). A auséncia de
fotossensibilizacao nos animais do presente estudo pode ser
devido a uma menor intensidade das lesoes hepdticas. Nos
figados examinados nao foram encontrados cristais e altera-
¢Oes mecanicas obstrutivas nos ductos biliares como os des-
critos por Graydon et al. (1991) e Lemos et al. (1996) em ovi-
nos com fotossensibilizacao em Brachiaria decumbens.

A presenca nos linfonodos mesentéricos de material cris-
talino no citoplasma, indica que esse material foi absorvido
da alimentacao e carreado aos linfonodos pela circulagao lin-
fatica.
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