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Polyserositis are inflammatory changes of the visceral and parietal serous of body cavi-
ties. A special type of polyserositis was identified in buffaloes in the 80s, being associated
with infection by Chlamydia psittaci. Since these pioneering studies, there are no additio-
nal works about the condition. Considering the importance of buffalo in Par4, the zoonotic
character of C. psittaci and the possibility of involvement of other agents in polyserositis in
buffaloes the present study is proposed. We collected cases identified as polyserositis by
sanitary inspection service in buffalo slaughtered for consumption in Belem for a comple-
mentary characterization of inflammatory cell and the research of Chlamydia spp antigens
in lesions. Of 2.887 buffaloes slaughtered in a period of six months, there were 48 (1.66%)
cases of polyserositis and 39 analyzed. Santa Cruz do Arari in Marajo Island was the city
with the highest frequency of cases, whereas 6.49% of buffaloes had lesions. However, 50%
of the present study cases came from Soure municipality in Marajé Island, which provided
about 49% of buffaloes slaughtered in the period. In the macroscopy, there were opaque
areas with white-yellow thickening of the serous, sometimes with fibrous fringes on the
surface. Histopathology showed connective tissue projections partially lined by cuboid
or flattened mesothelial cells. Often in projections there were mononuclear infiltrate of
variable intensity, consisting mainly of lymphoid cells, with occasional ectopic or tertiary
lymphoid follicles.

INDEX TERMS: Polyserositis, buffalo, Bubalus bubalis, lymphocytic polyserositis, chlamydiosis, tertia-
ry lymphoid tissue, pathology.

Aspectos patologicos e imuno-histoquimicos da polisserosite

(D)BY-nc |

RESUMO.- Polisserosites sdo alteragdes inflamatérias das
serosas viscerais e parietais das cavidades corpdreas. Um
tipo especial destas alteragdes foi identificado em bubali-
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nos abatidos para consumo nos anos 80, sendo associada a
infecgdo por Chlamydia psittaci. Apesar da importancia da
bubalinocultura no Par4, do carater zoondtico da C. psittaci
e da possibilidade de envolvimento de outros agentes na
afecgdo, sdo raros trabalhos sobre a enfermidade desde os
estudos pioneiros. No presente trabalho casos identifica-
dos como polisserosite pelo servigo de inspecdo sanitaria
em bufalos abatidos para consumo foram coletados com
objetivo de determinar a frequéncia e origem dos mes-
mos e de caracterizar as lesdes e pesquisar antigenos de
Chlamydia spp. nas mesmas. De um total de 2.887 bubali-
nos abatidos no periodo de estudo foram identificados 48
(1,66%) casos. O municipio de Santa Cruz do Arari na Ilha
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de Maraj6 apresentou a maior porcentagem de casos em
relagdo ao nimero de animais abatidos (6,49%, 5/77). Na
macroscopia as lesdes se caracterizaram por areas opacas,
branco-amareladas de espessamento das serosas, por ve-
zes com franjas fibrosas na superficie. Os resultados permi-
tem concluir que os casos classificados como polisserosite
pelos veterindrios da inspec¢do sanitaria nos bufalos abati-
dos para consumo correspondem na histopatologia a um
tipo incomum de polisserosite, caracterizada por infiltrado
linfocitario, com ocasionais formagdes de foliculos linfoi-
des terciarios ou ectdpicos. Foi observado ainda nestas le-
sdes um predominio de linfécitos T (CD3 positivos) no infil-
trado, sendo os linfocitos B (CD79 positivos) presentes em
maior nimero no interior das estruturas foliculares. Nao
foram demonstrados antigenos de clamidias nas lesdes do
presente estudo, o que demonstra a necessidade de estu-
dos adicionais relativos a(s) etiologia(s) das lesdes.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Polisserosite, btifalo, Bubalus bubalis, po-
lisserosite linfocitaria, clamidiose, tecido linfoide terciario, patologia.

INTRODUCAO

O bufalo é um animal originario do continente asiatico, per-
tencente a familia Bovidae, subfamilia Bovinae e espécie Bu-
balus bubalis. (Damasceno et al. 2010). O rebanho bubalino
brasileiro esta estimado em torno de 1,15 milhdo de cabe-
cas, estando a regido Norte com 720 mil animais, e como a
maior produtora do Pais, destacando-se o estado do Parj,
que responde por 39% do rebanho nacional (MAPA 2015).

A Bubalinocultura é considerada uma boa op¢ao econo-
mica em ambientes tropicais e, associado ao grande poder
de adaptabilidade e rusticidade dos bufalos, tem-se mos-
trado relevante instrumento de progresso social (Bernar-
do 2007). Entretanto, um dos entraves a atividade sdo os
problemas sanitarios que, além de comprometer a produ-
¢do, podem trazer riscos a saide publica. Entre estes pro-
blemas esta a polisserosite identificada em bubalinos aba-
tidos para consumo no Pard na década de 80 e associada
a infec¢do por Chlamydia psittaci (Freitas 1986, Freitas &
Machado 1988, Freitas et al. 1995). A lesao nesta afeccdo é
caracterizada por espessamento focal ou disseminado nas
serosas, em alguns casos na forma de vilosidades ou fila-
mentos. Na microscopia ha fibrose nas serosas com eleva-
¢oOes papiliformes contendo linfécitos, mondcitos e células
mesoteliais com sinais de hiperplasia e metaplasia (Freitas
1986). Lesdes macroscopicamente semelhantes as descri-
tas por Freitas (1986) também sdo relatadas por Oliveira et
al. (2016) sendo caracterizadas como linfomas multicéntri-
cos de células B.

Decorridas mais de trés décadas dos primeiros estu-
dos de Freitas (1986) poucos relatos adicionais da afec¢do
foram encontrados na literatura nacional (Ribeiro et al.
2015). Assim, estudos complementares sobre o tema se
mostram importantes, principalmente considerando a im-
portancia e o crescimento da bubalinocultura no estado do
Par4, o carater zoondtico da C. psittaci e a possibilidade de
envolvimento de outros agentes na polisserosite.

No presente trabalho o objetivo foi avaliar a frequéncia,
origem e aspectos patologicos de casos de polisserosite em
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bufalos abatidos para consumo em um estabelecimento na
regido metropolitana de Belém do Para, em um periodo de
seis meses. As lesdoes foram submetidas a histopatologia
e imuno-histoquimica para caracterizagdo complementar
do processo inflamatorio e para pesquisa de antigenos de
Chlamydia spp.

MATERIAL E METODOS

Os casos descritos no presente estudo foram obtidos no acompa-
nhamento do abate em bubalinos no matadouro localizado na re-
gido metropolitana de Belém no periodo de 5 de outubro de 2015
a 14 de abril de 2016. A origem dos bubalinos foi determinada
pela observacdo da Guia de Transito Animal (GTA).

Os veterinarios do SIE (Servico de Inspecdo Estadual) e o res-
ponsavel técnico do estabelecimento classificaram como polisse-
rosite casos onde havia espessamento e opacidade das serosas
das cavidades toracicas, abdominal e/ou pericardica, sendo os
6rgdos e carcacas afetados encaminhados ao Departamento de
Inspecdo Final (DIF). No DIF foram coletados fragmentos que in-
cluiam as serosas do coragao, figado, diafragma e pulmao. As are-
as foram selecionadas com base em estudo prévio (Freitas 1986),
sendo coletadas amostras dos quatro 6rgdos mesmo que apenas
um apresentasse lesdo macroscépica. De 48 bubalinos com lesoes
foram coletadas amostras de 39. Os fragmentos foram fixados em
formol a 10% tamponado com fosfatos por um periodo de 24 a
48h, desidratados em alcool etilico, diafanizados em xilol e inclui-
dos em parafina. Cortes de 5um foram corados com hematoxilina
e eosina (HE) e visualizados em microscépico dptico. Cortes sele-
cionados foram corados também com azul de toluidina, para iden-
tificacdo de mastocitos, e pela coloracdo de Ziehl Neelsen, para
visualizacdo de bacilos alcool acido resistentes (BAAR).

A identificagdo imuno-histoquimica (IHQ) de linf6citos B e
linfécitos T foi realizada na Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRR]), sendo utilizado protocolos pré-estabelecidos
(Maley et al. 2006) com adaptagdes. Para tal foram selecionados
tecidos de 7 bubalinos, com lesdes inflamatérias moderadas a
acentuadas. Como anticorpos primarios foram utilizados para
identificagdo de linfécitos T anticorpos monoclonais anti-CD3
produzido em camundongos (VMRD, catdlogo MMIA), e para
linfécitos B, anticorpos monoclonais anti-CD79acy (Dako, clone
HM57), nas dilui¢des de 1:50 e 1:25, respectivamente. A recupera-
¢do antigénica foi realizada com tampao citrato, para linfécito T, e
com tampao TRIS-EDTA, para linfécito B, ambos em banho Maria
a98°C e por 15 minutos.

Para pesquisa IHQ de antigenos de Chlamydia spp. foi utilizado
protocolo pré-estabelecido (Jelocnik et. al. 2014) com adaptagdes.
Como anticorpo primario foi empregado o anticorpo monoclonal
anti-lipopolissacaridio (LPS) de Chlamydia sp. produzido em ca-
mundongos (Progen Biotechinik, catalogo ACI-C) na diluicdo de
1:25. Para recuperagdo antigénica foi utilizada a proteinase K
(Dako® proteinase K ready to use, catalogo S3020) por 5 minutos
incubada a 37°C. Como controle positivo foram utilizados cortes
de tecidos de casos confirmados de clamidiose por Chlamydophila
psittaci em psitacideos (Casagrande et al. 2014), gentilmente ce-
didos pelo Prof. Dr. David Driemeier da Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Como con-
troles negativos foram empregados cortes duplicados, sendo o
anticorpo primario substituido por PBS na incubagao.

RESULTADOS

De um total de 2.887 bubalinos abatidos no periodo de es-
tudo 48 (1,66%) apresentaram as lesdes nas serosas das
cavidades toracica, abdominal e/ou pericardica (Quadro
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1). Destes 48 casos, 25 (52,08%) foram oriundos do muni-
cipio de Soure, na ilha do Marajé, sendo que este municipio
forneceu mais da metade dos bufalos abatidos no periodo
(51,78%). O municipio de Santa Cruz do Arari apresentou
a maior porcentagem de casos em relacdo ao ntimero de
animais abatidos (6,49%, 5/77).

Macroscopicamente os 6rgdos apresentaram serosa
com dareas opacas de espessamento, com superficie irre-
gular e brilhante, por vezes com franjas fibrosas. A distri-
buicdo das lesdes variou de multifocais a coalescentes, ou
difusas (Fig.1 e Fig.2). Em 18 dos 39 bubalinos avaliados
todos os quatro 6rgdos coletados apresentavam alteracdes

Quadro 1. Polisserosite em biifalos abatidos para consumo
de outubro de 2015 a abril de 2016

N2  Municipios Numerode  Numerode Porcentagem de
bufalos bufalos com bufalos abatidos com
abatidos (%) lesdes (%) lesdes por municipio
1 Soure 1.495 (51,78%) 25 (52,08%) 1,67%
2 Cachoeira 492 (17,04%) 8 (16,66%) 1,63%
do Arari
3 Chaves 277 (9,59%) 3 (6,25%) 1,08%
4 Ponta de Pedras 237 (8,20%) 0 0
5 SantaBarbara 98(3,39%) 5(10,41%) 5,10%
6 Santa Cruz 77 (2,66%)  5(10,41%) 6,49%
do Arari
7 Salvaterra 73 (2,52%) 1(2,08%) 1,37%
8 Pacaja 33 (1,14%) 0 0
9 Santa Luzia 20 (0,69%) 1(2,08%) 5,00%
do Para
10  Marapanim 18 (0,62%) 0 0
11 Inhangapi 17 (0,58%) 0 0
12 Terra alta 12 (0,41%) 0 0
13 Anapu 10 (0,34%) 0 0
14  Ananindeua 8(0,27%) 0 0
15 Viseu 7 (0,24%) 0 0
16 Xinguara 5(0,17%) 0 0
17 Novo 4(0,13%) 0 0
Repartimento
18 Vigia 4(0,13%) 0 0
Total 2.887 (100%) 48 (100%) -

Fig.2. Pulmao com espessamento difuso da pleura, demonstrando
opacidade e superficie esbranquigada e irregular, na polisse-
rosite de bufalo abatido em matadouro.

macroscopicas, porém em 7 casos apenas um dos 6rgaos
foi afetado. Sete dos 39 bubalinos com lesées nas serosas
apresentaram granulomas tuberculoides concomitantes no
parénquima dos 6rgaos.

Na histopatologia as lesdes se caracterizavam por es-
pessamento da serosa, proliferacdo de tecido conjuntivo
fibroso com frequente formacio de proje¢des para o limen
das cavidades (Quadro 2). Estas proje¢des encontravam-
-se total ou parcialmente revestidas por células mesote-
liais, que em muitas areas apresentam tumefacdo e aspecto
cuboidal. As projecdes fibrosas em 30 dos casos estavam

Quadro 2. Polisserosite em biifalo. Intensidade dos principais
achados histopatologicos

Orgios Achados histopatologicos nas serosas
Projecdes fibrosas Inflamagao linfocitaria
Coracgao L(09)* M(11); A(02) L(14); M(04); A(06)
Figado L(12), M(08), A(00). L(17), M(05), A(01).
Pulmao L(21), M(05), A(03). L(08), M(01), A(03).
Diafragma L(03), M(08), A(04). L(06), M(04), A(07).

L = Leve; M = Moderada; A = Acentuada.
* Numero de animais.

Fig.1. Coracdo com lesdes nodulares branco-amareladas multifo-
cais coalescentes no epicardio, na polisserosite de buifalo aba-
tido em matadouro.

infiltrado linfocitdrio moderado e revestimento com células
mesoteliais tumefeitas ou cuboidais, na polisserosite de bufa-
lo abatido em matadouro. HE, obj.20x.
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Fig.4. Pulméo apresentando infiltrado linfocitario na pleura com
formacdo de foliculos ectdpicos, na polisserosite de bufalo
abatido em matadouro. HE, obj.10x.

b " s -2 L
Fig.5. Imuno-histoquimica de diafragma com linf6citos T mar-
cados por anticorpos monoclonais anti-CD3, na polisserosi-

te de bufalo abatido em matadouro. HE, obj.40x.
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preenchidas por infiltrado mononuclear, constituido pre-
dominantemente por células linfoides, em varios graus de
intensidade. Em 8 casos foram observados aglomerados de
células linfoides formando estruturas semelhantes a folicu-
los linfoides isolados ou aglomerados (foliculos linfoides
ectdpicos ou terciarios) (Fig.3 e Fig.4). Os granulomas tu-
berculoides visualizados em sete bufalos eram caracteriza-
dos por centros de necrose caseosa com grumos basofilicos
de mineralizacdo distréfica, margeados por macréfagos, cé-
lulas epitelioides, células gigantes de Langhans, linf6citos e
tecido conjuntivo fibroso.

A grande maioria das células linfoides foram positivas
na IHQ com o anticorpo anti-CD3, com menor frequéncia
de positividade para o anticorpo anti-CD79, indicando um
predominio de linfécitos T no infiltrado (Fig.5 e Fig.6).

Nao foram encontrados antigenos de Chlamydia spp.
nas lesdes avaliadas por imuno-histoquimica.

Pesq. Vet. Bras. 38(1):59-64, janeiro 2018
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Fig.6. Imuno-histoquimica de diafragma com linfécitos B marca-
dos por anticorpos monoclonais anti-CD79, na polisserosite

de bufalo abatido em matadouro. HE, obj.40x.

DISCUSSAO

As lesdes nas serosas foram observadas em 1,66% dos bu-
balinos abatidos no periodo de estudo (48/2.887). O mu-
nicipio de Santa Cruz do Arari apresentou a maior porcen-
tagem de casos em relacdo ao nimero de animais abatidos
(6,49%, 5/77), seguidos de Santa Barbara (5,1%, 5/98) e
Santa Luzia do Para (5%, 1/20). A maior frequéncia de ca-
sos nos bubalinos oriundos destes municipios em relagio
aos demais pode estar relacionada a fatores locais ligados
ao manejo e/ou constituicdo dos rebanhos. No entanto, ndo
foi possivel acessar estas informacgdes no presente estudo.

As lesdes macroscdpicas foram muito semelhantes as
dos casos descritos por Freitas (1986) e a de alguns dos
casos descritos por Oliveira et al. (2016), em especial
um caso com marcado envolvimento das serosas. Freitas
(1986) caracterizou as lesdes como inflamatérias (polisse-
rosite linfocitaria) e encontrou associacdo das mesmas com
a infec¢do por Chlamydia psittaci (Freitas & Machado 1988,
Freitas et al. 1995). Oliveira et al. (2016) caracterizou as
lesdes como neoplasicas (linfoma multicéntrico de células
B) e sugeriu uma possivel associacdo com o virus da imu-
nodeficiéncia bovina (BIV), demonstrada em um dos casos.
As caracteristicas histopatoldgicas dos casos do presente
estudo foram compativeis com inflamacao, corroborando a
interpretacdo de Freitas (1986). As lesdes nas serosas fo-
ram caracterizadas como polisserosite linfocitaria, multifo-
cal a coalescente, variando de leve a acentuada.

Adicionalmente, em oito casos do presente estudo, o
infiltrado linfocitario formava foliculos linfoides ectépicos
ou terciarios. Os foliculos linfoides ectépicos sdo estruturas
transitdrias formadas particularmente em reag¢des inflama-
torias onde ha persisténcia do patégeno ou antigeno (Neyt
et al. 2012, Jones & Jones 2016). Esta organizacdo do infil-
trado na forma de foliculos ectépicos foi considerada uma
importante evidéncia da base inflamatéria da lesao.

A grande maioria das células linfoides presentes no
infiltrado foram CD3 positivas, mas havia também menor
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numero de células CD79 positivas. Estas marcagdes imuno-
-histoquimicas demonstraram um predominio de linfécitos
T no infiltrado em relagio aos linfocitos B. Linfécitos T au-
xiliares sdo constituintes importantes dos foliculos linfoi-
des terciarios (Jones & Jones, 2016), sendo importantes na
sua formacgdo juntamente com as células dendriticas (Neyt
et al. 2012, Jones & Jones 2016). Os linfécitos CD79 posi-
tivos predominaram no centro das estruturas foliculares.
Este é padrdo de distribuicdo esperado para os linfécitos
B em tecidos linfoides secundarios e terciarios (Neyt et al.
2012, Jones & Jones 2016). Assim o padrao de distribuicdo
dos linfécitos T e B no infiltrado determinado através da
imuno-histoquimica também corrobora a base inflamaté-
ria da lesdo.

Processos inflamatdérios em cavidades corporeas de
animais podem ser causados por virus, bactérias, parasitos,
injurias quimicas, mecanicas e/ou por ruptura de 6rgaos.
Os exsudatos fibrinosos, purulentos e granulomatosos sdo
mais frequentes nas serosas de animais (Gelberg 2013).
Inflamacoes linfocitarias como as observadas no presente
estudo sdo incomuns nas serosas de animais, particular-
mente em bufalos, mas tém sido descritas em associacdo
com Chlamydia psittaci em bubalinos (Freitas 1986, Freitas
& Machado 1988, Freitas et al. 1995). Nos casos do pre-
sente estudo, porém, ndo foram encontrados antigenos de
Chlamydia spp. nas lesdes através da imuno-histoquimica.
Inflamagoes linfocitarias nas serosas de humanos, com
formacdo de foliculos ectdpicos, estdo ligadas principal-
mente a respostas a infec¢des cronicas (como tuberculose,
clamidiose por Chlamydia trachomatis), doengas autoimu-
nes (como sindrome de Sjogren, atrite reumatoide e lapus
eritematoso), neoplasias de baixo grau (como mesotelio-
mas, tumores desmoides e doencas linfoproliferativas) e
irritantes ambientais (O’'Donnell et al. 2010, Jones & Jones
2016), mas também podem ocorrer de forma idiopatica
(O’Donnell etal. 2010). Assim a associagao da polisserosite
linfocitaria de bufalos com outros patégenos ou antigenos
ndo é improvavel.

Sete dos 39 casos avaliados no presente estudo apre-
sentaram granulomas tuberculoides no parénquima dos
6rgdos concomitantes com a inflamacdo linfocitaria nas
serosas. A tuberculose em bubalinos assemelha-se a tu-
berculose bovina e em casos avangados da doenga n6dulos
caseosos com ou sem calcificagio podem ser observados
nas serosas (Freitas et al. 2001), a chamada tuberculose
perlacea ou perolada. No entanto, ndo foram encontrados
granulomas ou bactérias alcool acido resistentes nas le-
soes das serosas nos casos do presente estudo. Um envol-
vimento indireto do infiltrado linfocitario nas serosas com
alguns casos de tuberculose em humanos tem sido relatado
(O’Donnell et al. 2010) e deve ser considerado nos bufalos
quando ha concomitdncia das lesdes. A possibilidade do
envolvimento de outras doencas infecciosas ou autoimu-
nes, como as relatadas em humanos (0’'Donnell et al. 2010,
Jones & Jones 2016), também precisa ser investigada.

Os linfomas de células B envolvendo as serosas também
devem ser considerados no diagnéstico diferencial, vis-
to que alguns casos podem estar associados a lesdes ma-
croscopicas semelhantes as descritas no presente estudo

(Oliveira et al. 2016). A imuno-histoquimica foi importante
para esta diferenciacio nos casos do presente trabalho visto
que nestes foi demonstrado um predominio de linfécitos T
em relagdo aos linfocitos B. Exsudacgdo de linfécitos B atipi-
cos em cavidades é descrita em humanos, sendo uma forma
rara de linfoma denominada linfoma primario de cavidades
ou linfoma efusivo (Brimo et al. 2007). Estes, diferentes dos
linfomas dos bufalos descritos acima, ndo formam massas
nas serosas e tecidos linfoides, embora em ambos o envol-
vimento de imunodeficiéncia viral seja apontado.

CONCLUSOES

Os resultados apresentados permitem concluir que os
casos classificados como polisserosite pelos veterinarios
da inspegdo sanitaria nos bufalos abatidos para consumo
correspondem na histopatologia a um tipo incomum de
polisserosite, caracterizada por infiltrado linfocitario, com
ocasionais formacoes de foliculos linfoides terciarios ou ec-
topicos.

Foi observado ainda nestas lesdes um predominio de
linfécitos T (CD3 positivos) no infiltrado, sendo os linféci-
tos B (CD79 positivos) presentes em maior nimero no in-
terior das estruturas foliculares.

Nao foram demonstrados antigenos de clamidias nas
lesdes do presente estudo, o que demonstra a necessidade
de estudos adicionais relativos a(s) etiologia(s) das lesoes.
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