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RELAÇÃO ENTRE MACRÓFAGOS ESPUMOSOS E CÉLULAS ESTRELADAS NO 
DESENVOLVIMENTO DAS LESÕES HEPÁTICAS INDUZIDAS PELA INGESTÃO 

DE BRACHIARIA SPP. EM BOVINOS 
 
 

RESUMO - Brachiaria spp. é a forragem tropical mais cultivada em vários 
países; no entanto, muitos relatos de doenças foram descritos em animais devido à 
toxicidade das saponinas esteroidais presentes na planta. Essas toxinas causam 
danos principalmente no fígado, que pode apresentar várias lesões histopatológicas, 
incluindo infiltrados de células de citoplasma espumoso, conhecidas como 
macrófagos espumosos (ME) e fibrose. A fibrose hepática ocorre principalmente após 
ativação das células estreladas hepáticas (CEHs) em miofibroblastos fibrogênicos. O 
objetivo deste estudo foi investigar a ativação de CEHs para verificar a possível 
associação entre macrófagos espumosos e fibrose hepática em bovinos mantidos em 
pastagem de Brachiaria. Fragmentos de fígado de bovinos alimentados com 
Brachiaria spp. foram coletados em um abatedouro e destes, 48 foram selecionados 
na análise histológica considerando a presença de infiltrados de macrófagos 
espumosos. As amostras foram divididas em 4 escores/grupos (12 animais por grupo), 
de acordo com a quantidade e tamanho dos infiltrados de macrófagos espumosos no 
parênquima hepático: 0= ausência de ME e lesões histológicas; 1= discreto; 2= 
moderado; 3= acentuado. As amostras foram submetidas à análise histopatológica 
(Hematoxilina e Eosina - HE; Tricrômico de Masson – TM para avaliar a deposição de 
colágeno) e imuno-histoquímica (α-SMA; CD163). A análise histopatológica revelou 
infiltrados inflamatórios mononucleares nos tratos portais e fibrose capsular discreta 
como as lesões mais frequentes. O TM exibiu fibrose discreta a moderada, geralmente 
envolvendo grupos de macrófagos espumosos, em regiões subcapsulares ou 
periportais. Houve diferença estatística significante entre os grupos de infiltrados de 
macrófagos espumosos e a porcentagem de fibrose (p= 0,001) e imunomarcação de 
CEHs (p= 0,002). Fígados com escore 3 apresentaram maior porcentagem de fibrose 
e ativação de CEHs quando comparado ao grupo 0, e houve correlação entre estas 
variáveis e os grupos/escores de macrófagos espumosos. A avaliação de CD163 não 
revelou alteração de marcação de células de Kupffer entre os grupos, porém revelou 
grande variação da expressão deste receptor entre os macrófagos espumosos. Não 
houve correlação entre a expressão de CD163 em macrófagos espumosos e a fibrose 
hepática. Este estudo conclui que uma quantidade maior de macrófagos espumosos 
pode estimular a fibrose hepática através da ativação de CEHs, sendo este achado 
concordante com a literatura que sugere injúria hepática crônica e fibrose em fígados 
de bovinos alimentados com Brachiaria spp. Os macrófagos espumosos associados 
à ingestão desta pastagem, apresentam ainda, variação evidente da expressão de 
CD163, sendo esta expressão maior em grupos com maior quantidade destas células.  
 
Palavras-chave: Fibrose hepática, infiltrado inflamatório mononuclear, 
fotossensibilização, pastagem, saponinas esteroidais 
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RELATIONSHIP BETWEEN FOAMY MACROPHAGES AND STELLATE CELLS IN 

THE DEVELOPMENT OF HEPATIC INJURIES IN CATTLE GRAZING 

BRACHIARIA SPP.  

 

 

ABSTRACT - Brachiaria spp.  is the most cultivated tropical forage in several 
countries; however, many disease reports have been described in animals due to the 
toxicity of steroidal saponins present in the plant. These toxins cause damage mainly 
to the liver, which can present several histopathological lesions, including infiltrates of 
cells with foamy cytoplasm, known as foamy macrophages (FM), and fibrosis. Liver 
fibrosis occurs mainly after activation of hepatic stellate cells (HSCs) in fibrogenic 
myofibroblasts. The objective of this study was to investigate the activation of HSCs to 
verify the possible association between foamy macrophages and hepatic fibrosis in 
cattle kept in Brachiaria pasture. Liver fragments of cattle fed with Brachiaria spp. were 
collected in a slaughterhouse and from these, 48 were selected in histological analysis 
considering the presence/absence of foamy macrophage infiltrates. The samples were 
divided into 4 scores/groups (12 animals per group), according to the amount and size 
of foamy macrophage infiltrates in the liver parenchyma: 0 = absence of FM (and no 
histological lesions); 1= mild; 2= moderate; 3= intense. The samples were submitted 
to histopathological analysis (Hematoxylin and Eosin - HE; Masson's trichrome - MT 
to assess collagen deposition) and immunohistochemistry (α-SMA; CD163). 
Histopathological analysis revealed mononuclear inflammatory infiltrates in the portal 
tracts and mild capsular fibrosis as the most frequent lesions. MT exhibited mild to 
moderate fibrosis, usually involving groups of foamy macrophages, in subcapsular or 
periportal regions. There was a significant statistical difference between the groups of 
foamy macrophage infiltrates and the percentage of fibrosis (p= 0.001) and 
immunostaining of HSCs (p= 0.002). Livers with score 3 showed a higher percentage 
of fibrosis and activation of HSCs when compared to group 0, and there was a 
correlation between these variables and the groups of foamy macrophages. The 
evaluation of CD163 did not reveal changes in the labeling of Kupffer cells between 
the groups, but it did reveal a great variation in the expression of this receptor between 
foamy macrophages. There was no correlation between CD163 expression in foamy 
macrophages and liver fibrosis. This study concludes that a larger amount of foamy 
macrophages can stimulate hepatic fibrosis through the activation of HSCs, which is 
consistent with the literature that suggests chronic liver injury and fibrosis in livers of 
cattle fed with Brachiaria spp. The foamy macrophages associated with the ingestion 
of this pasture, also presented an evident variation in the expression of CD163, being 
this expression superior in groups with a greater quantity of these cells. 
 
Keywords: Hepatic fibrosis, mononuclear inflammatory infiltrate, photosensitization, 
signal grass, steroidal saponins 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil se consolidou em 2018 como o país de maior rebanho bovino do 

mundo, com mais de 221 milhões de cabeças de gado, dos quais 81,45% são voltados 

para agropecuária de corte. Apesar da alta produtividade, somente 12,6% dos animais 

abatidos em 2018 foram terminados em confinamento, sendo o restante criado de 

forma extensiva. As áreas de pastagens totalizaram 162,5 milhões de hectares em 

2018, evidenciando o perfil extensionista da agropecuária nacional (ABIEC, 2019). 

Devido à alta adaptabilidade e produtividade em condições de clima tropical, 

gramíneas do gênero Brachiaria são as mais dominantes no Brasil, e representam 

mais de 50% das áreas de pastagens brasileiras (Demarchi et al., 2016). Ainda, 

segundo Jank e colaboradores (2014) Brachiaria spp. é a forrageira tropical mais 

cultivada extensivamente na América Latina, Ásia, Austrália e Pacífico Sul, sendo que 

somente no Brasil, seu cultivo excede 99 milhões de hectares.  

A Brachiaria spp. é considerada uma pastagem de qualidade para produção 

animal (Low, 2015), pois apresenta alta produção de matéria seca, é de fácil cultivo e 

apresenta boa adaptação em diferentes solos durante todo o ano (Riet-Correa et al., 

2011). Apesar disso, há diversos relatos de intoxicação por Brachiaria spp., que 

relatam condição corporal ruim, fotossensibilização e perda de peso em animais de 

produção ao longo dos anos, principalmente no Brasil (Barbosa et al., 2006; Sousa et 

al., 2010; Albernaz et al., 2010; Riet-Correa et al., 2010; Riet-Correa et al., 2011; De 

Oliveira et al., 2013; Low, 2015). Entre 1979 e 2009 mais de 100 surtos de intoxicação 

por Brachiaria decumbens foram relatados à Escola de Veterinária e Ciência Animal 

da Universidade Estadual Paulista (Unesp), e mais de 20 surtos foram relacionados a 

B. brizantha (Riet-Correa et al., 2011).  As injúrias teciduais provocadas pela 

Brachiaria spp. são associadas à presença de saponinas esteroidais, glicosídeos 

relacionados a mecanismos de defesa da planta, que agem como uma barreira 

química protetora contra insetos e outros predadores (Muniandy et al., 2020). Estas 

toxinas causam danos celulares principalmente no fígado, e a severidade das lesões 

histopatológicas aumentam com o tempo de exposição à Brachiaria spp. (Low, 2015; 

Muniandy et al., 2020). 
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Na histologia, os danos hepáticos associados à ingestão de Brachiaria spp. são 

caracterizados por degeneração hidrópica de hepatócitos, necrose centrolobular ou 

aleatória, colangio-hepatite, por vezes associada à presença de cristais birrefringentes 

bloqueando ductos biliares, proliferação de ductos biliares e a presença de 

macrófagos espumosos (Driemeier et al., 1998; Driemeier et al., 1999; Cruz et al., 

2001; Brum et al., 2007; Sousa et al., 2010; Albernaz et al., 2010; Riet-Correa et al., 

2010; Riet-Correa et al., 2011; De Oliveira et al., 2013; Ogliari et al., 2018).  

Os macrófagos espumosos são distribuídos aleatoriamente pelo parênquima 

hepático, arranjados em grupos ou isolados, localizados principalmente próximo à veia 

centrolobular (Driemeier et al., 1998; Driemeier et al., 1999; Riet-Correa et al., 2010). 

Estas células não se coram pelo Ácido Periódico de Schiff (PAS), se coram fracamente 

pelo Red Oil O (Driemeier et al., 1998) e apresentam imunomarcação positiva para 

MAC387 (Faccin et al., 2016) e CD68 (Araújo et al., 2017), sendo, portanto, realmente 

macrófagos. 

Alguns estudos têm demonstrado que Brachiaria spp. causa injúria hepática 

crônica (Riet-Correa et al., 2010; Faccin et al., 2016; Ogliari et al., 2018) e alta 

condenação de fígados bovinos em abatedouros devido a fibrose, chegando por vezes 

a prejuízos superiores a 100 mil reais por ano em cada abatedouro (Faccin et al., 

2015). Sabe-se que a Célula Estrelada Hepática (CEH) é, após ativação, a principal 

célula fibrogênica no fígado, devido à sua transdiferenciação em miofibroblastos 

(Tsuchida e Friedman, 2017).  

Após injúria hepática, as CEHs mudam seu fenótipo para miofibroblastos, que 

são proliferativos, inflamatórios e quimiotáticos, caracterizados por elevada produção 

de matriz extracelular (Tsuchida e Friedman, 2017). Diferentes tipos de agentes 

tóxicos produzem mediadores que induzem um estado inflamatório nas células 

hepáticas. Os hepatócitos lesados e células biliares liberam DAMPS que ativam 

células de Kupffer e desencadeiam o recrutamento de células T ativadas. O meio 

inflamatório leva à ativação das CEHs em miofibroblastos fibrogênicos. O processo é 

autossuficiente, pois as CEHs secretam citocinas que perpetuam seu estado ativado. 

Se a injúria persiste, há acúmulo de CEHs ativadas, que sintetizam grande quantidade 

de MEC, com consequente fibrose (Bataller e Brenner, 2005).  
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Macrófagos hepáticos desempenham um papel chave na iniciação e 

progressão da fibrose pois produzem respostas inflamatórias quando há necrose de 

hepatócitos (Li et al., 2016) e podem expressar grandes quantidades de TGF-beta, a 

mais importante citocina fibrogênica (Koyama e Brenner, 2017). 

Muito pouco se sabe sobre a real atuação dos macrófagos espumosos no 

desenvolvimento de lesão hepática em animais alimentados com gramíneas do 

gênero Brachiaria. Assim, a hipótese deste estudo é que os macrófagos espumosos 

auxiliam no desencadeamento das lesões hepáticas crônicas que resultam em fibrose 

exacerbada através da ativação de CEHs. Portanto, os objetivos deste estudo foram: 

detectar CEHs ativadas por imuno-histoquímica e comparar sua ativação a um escore 

de infiltrados de macrófagos espumosos no parênquima hepático; avaliar a ativação 

dos macrófagos espumosos e células de Kupffer e; verificar se há associação entre a 

presença de macrófagos espumosos e a fibrose hepática em bovinos alimentados 

com Brachiaria spp. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Brachiaria spp. 

 

O gênero Brachiaria consiste em herbáceas perenes ou anuais da família das 

gramíneas composta por mais de cem espécies (Florindo et al., 2014) dentre as quais 

B. decumbens cv. Brasilisk e B. brizantha cv. Marandu são as mais comumente 

utilizadas no Brasil (Jank et al., 2014), assim como B. humidicola (Dias-Filho e 

Carvalho, 2000). Originada do Leste Africano (Low, 2015), esta gramínea foi 

introduzida em muitas regiões tropicais e subtropicais (Muniandy et al., 2020), 

incluindo América Latina, Ásia, Pacífico Sul e Austrália (Jank et al., 2014), devido a 

sua tolerância a solos com baixa fertilidade, resistência a seca e baixa susceptibilidade 

a pragas e doenças (Muniandy et al., 2020).  

No Brasil, segundo Jank et al. (2014), seu cultivo excede 99 milhões de 

hectares, e na Malásia, as espécies de Brachiaria ocupam mais de 80% de toda a 

pastagem total (Chung et al., 2018). No Brasil, B. decumbens (Figura 1) foi introduzida 

pela primeira vez em 1962 pelo Instituto de Pesquisas Experimentais Agropecuárias 
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do Norte (IPEAN), mas se expandiu vagarosamente até que em 1972, B. decumbens 

cv. Brasilisk foi introduzida a partir da Austrália, com rápido crescimento nas regiões 

Centro-Oeste, Norte e Sul. Com o tempo, outros cultivares e espécies foram também 

sendo introduzidos (Riet-Correa et al., 2011). 

 

 
Figura 1. Pastagem de Brachiaria decumbens. (Fonte: Paciullo et al., 2016). 
 

Apesar de ser muito utilizada como pastagem, muitos relatos de surtos 

esporádicos e experimentais de fotossensibilização hepatógena, lesões hepáticas, 

perda de peso e óbitos foram relatados em várias espécies animais, incluindo bovinos 

(Lemos et al., 1997; Fioravanti, 2003, Gomar et al., 2005; Moreira et al., 2009; Sousa 

et al., 2010; Faccin et al., 2016; Araújo et al., 2017), ovinos (Opasina, 1985; Lemos et 

al., 1996; Cruz et al., 2001; Brum et al.; 2007; Saturnino et al., 2010; Albernaz et al., 

2010; Costa et al., 2013; Ogliari et al., 2018), caprinos (Opasina, 1985; Lemos et al., 

1998; Silveira et al., 2009; Rosa et al., 2016; Ogliari et al., 2018), búfalos (Rozza et al., 

2004; Riet-Correa et al., 2010, De Oliveira et al., 2013) e equinos (Schenk et al., 1991; 

Barbosa et al., 2006). 

Inicialmente, os casos de fotossensibilização hepatógena em bovinos 

alimentados em pastagens de Brachiaria spp. eram atribuídos à intoxicação pela 

esporidesmina, uma micotoxina produzida pelo fungo Pithomyces chartarum (Fagliari 

et al., 1993abc; Alessi et al., 1994; Fioravanti, 1999), entretanto, foi demonstrado que 
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esporos do fungo normalmente não eram encontrados em quantidades suficientes 

para serem considerados tóxicos (LEMOS et al., 1997), ou estavam ausentes na 

pastagem (LEMOS et al., 1998). Ainda, alguns estudos experimentais com o uso da 

esporidesmina revelaram lesões hepáticas discretas associadas à toxina (Flaøyen et 

al., 1993). O estudo de Brum e colaboradores (2007), evidenciou a presença de lesões 

hepáticas em ovinos alimentados com B. decumbens, sem a presença de esporos de 

P. chartarum. Ainda, segundo Seixas e colaboradores (2016), apesar das lesões de 

fotossensibilização provocadas pela Brachiaria spp. e pela ação da esporidesmina 

serem semelhantes, na intoxicação associada ao P. chartarum observa-se cólica, 

diarreia e grande perda de produtividade desde o início do processo. 

Atualmente, acredita-se que as lesões hepáticas são produzidas por saponinas 

esteroidais presentes na Brachiaria spp., glicosídeos isolados de frações das folhas e 

caule, relacionados a mecanismos de defesa da planta, que agem como uma barreira 

química protetora contra insetos e outros predadores (Muniandy et al., 2020). Estes 

glicosídeos de ação superficial possuem a capacidade de produzir uma espuma 

estável em solução aquosa e são classificados como triterpenoides (encontrados em 

dicotiledôneas) ou esteroides (encontrados em monocotiledôneas) de acordo com a 

sua estrutura lipofílica (Low, 2015).  

As saponinas possuem comportamento anfifílico e a capacidade de formar 

complexos com proteínas, fosfolipídeos de membrana e esteroides, logo, podendo 

alterar as propriedades das membranas celulares, alterando a permeabilidade ou 

levando à destruição das mesmas (Schenkel et al., 2004). 

As saponinas mais comumente encontradas em forragens são 

dioscina/protodioscina, soyasapogenina, diogenina, soyasapogenol e iamogenina 

(Low, 2015). As principais saponinas esteroidais identificadas em B. decumbens são 

a dicotomina e dioscina/protodioscina (Pires et al., 2002; Chung et al., 2018). Alguns 

autores sugerem que a protodioscina seria a responsável pelas lesões hepáticas 

(Lima et al., 2009; Faccin et al., 2014; Lima et al., 2015) e que B. decumbens 

apresentaria maior concentração de saponinas quando comparada às demais 

espécies do gênero (Lima et al., 2009; Lima et al., 2012). Além disso, a gramínea em 

brotação, com folhas jovens apresenta maior concentração de saponinas que a planta 

madura (Riet-Correa et al., 2011; Lima et al., 2012). Surtos de fotossensibilização 



6 
 

tendem a ser mais associados ao crescimento da planta após ocorrência de chuva, 

principalmente após prolongados períodos de seca ou de estação seca, sugerindo 

que as concentrações de saponinas nestas brotações são mais elevadas que durante 

toda a estação de crescimento após períodos chuvosos (Low, 2015). 

As sapogeninas esteroidais diogenina e iamogenina são produzidas a partir da 

hidrólise ácida de saponinas da planta-mãe (dioscina ou protodioscina) (Low, 2015). 

Após, essas sapogeninas são rapidamente metabolizadas pela microbiota do rúmen, 

em sapogeninas denominadas epismilagenina, episarsasapogenina, esmilagenona, e 

esmilagenina, as quais são primariamente absorvidas no jejuno e se combinam com 

o ácido glicurônico (Cardona-Álvarez et al., 2016). Cordeiros que receberam extratos 

de B. decumbens desenvolveram lesões hepáticas, proliferação de ductos biliares e 

tiveram a formação de cristais birrefringentes nos ductos biliares (Cruz et al., 2001; 

Noordin et al., 1989; Lajis et al., 1993), os quais são associados a obstrução biliar, 

fotossensibilização e icterícia (Cardona-Álvarez et al., 2016). Alguns estudos com 

saponinas de outras plantas como Panicum miliaceum e Tribulus terrestris 

identificaram que os cristais no interior de ductos biliares de animais com 

fotossensibilização eram sais de cálcio insolúveis das saponinas destas plantas (Miles 

et al., 1992; Miles et al., 1994), o que sugere uma possível relação entre a presença 

de saponinas esteroidais na planta, o metabolismo ruminal e a absorção dos 

compostos derivados, que formam os cristais que bloqueiam os ductos biliares. 

Estudos como os de Abdullah et al. (1992) e Lajis et al. (1993) confirmaram a 

hidrólise ruminal das saponinas pela análise dos conteúdos do rúmen de ovelhas 

sofrendo de toxicidade por B. decumbens. Outro estudo demonstrou que bovinos que 

receberam doses de conteúdo ruminal de ovelhas intoxicadas desenvolveram 

disfunção hepática, o que sugere que há uma relação entre as saponinas da planta, o 

metabolismo ruminal e a injúria hepática (Noordin et al., 1989).  

Como vários estudos sugerem que a maior concentração das saponinas 

esteroidais está em folhas jovens (Riet-Correa et al., 2011; Lima et al., 2012), o que 

corrobora com os relatos de surtos de intoxicação após brotamento de novas folhas, 

a ingestão destas folhas pelos animais parece ser a principal causa do 

desenvolvimento das lesões. Logo, a susceptibilidade ou a resistência dos animais à 

intoxicação por B. decumbens pode ter relação com pastoreio seletivo, no qual os 
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animais ingerem ou evitam partes da planta em que há maior concentração de 

saponina (Low, 2015).  

Para evitar a intoxicação é sugerido o uso de animais resistentes e a seleção 

de espécies de Brachiaria com menor concentração de saponinas 

litogênicas/esteroidais, devendo-se, portanto, evitar o uso de B. decumbens, uma vez 

que esta tem se mostrado a espécie mais tóxica do grupo (Riet-Correa et al., 2011). 

Chung e colaboradores concluem que a ensilagem e a fenação são alternativas 

efetivas para a remoção das toxinas e compostos indesejáveis de B. decumbens. 

Animais que já estejam intoxicados devem ser retirados da exposição solar e do 

acesso à pastagem (Tokarnia et al., 2000; Gomar, 2002). 

 

2.2. Lesões e sinais clínicos associados ao consumo de Brachiaria spp. 

 

Diversos estudos relatam lesões agudas e crônicas associadas ao consumo de 

Brachiaria spp., principalmente em ruminantes (Brum et al., 2007; Souza et al., 2010; 

Albernaz et al., 2010; Riet-Correa et al., 2010; Riet-Correa et al., 2011; De Oliveira et 

al., 2013; Ogliari et al., 2018, Muniandy et al., 2020). Os sinais clínicos normalmente 

são inespecíficos, e estão associados principalmente a lesões hepáticas, que levam 

a manifestações secundárias como a fotossensibilização (Othman et al., 1983; 

Opasina, 1985; Baber 1989; Lemos et al., 1996; Lemos et al., 1998; Barbosa et al., 

2006; Brum et al., 2007; Albernaz et al., 2010; Mustafa et al., 2012; De Oliveira et al., 

2013, Muniandy et al., 2020).  

Os sinais clínicos associados à ingestão de Brachiaria spp. dependem da 

espécie e idade do animal, da espécie de Brachiaria e do tempo de exposição à 

pastagem. Espécies mais tóxicas como Brachiaria decumbens e Brachiaria brizantha 

estão associadas a maior desenvolvimento de lesões e manifestações clínicas (Low, 

2015; Muniandy et al., 2020). Animais jovens são mais sensíveis (Riet-Correa e 

Méndez, 2007; Riet-Correa et al., 2011; Lemos et al., 2011; Mustafa et al., 2012) e os 

ovinos e caprinos são mais sensíveis (Othman et al., 1983; Lemos et al., 1996; Lemos 

et al., 1998; Riet-Correa e Méndez, 2007; Brum et al., 2007;  Albernaz et al., 2010; 

Mustafa et al., 2012).  Segundo Riet-Correa et al. (2011), ovinos são suscetíveis a 

manifestação clínica aguda, principalmente quando transferidos de pastagem livre de 
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Brachiaria spp. para áreas com esta forragem. Estes animais tendem a apresentar 

apatia, anorexia, fotofobia, edema da face e orelhas, hiperemia conjuntival e descarga 

ocular bilateral.  

Segundo Fagliari et al. (1993b), a intoxicação em bovinos pode ser dividida em 

subclínica, aguda, crônica moderada e crônica severa. Animais subclínicos 

normalmente desenvolvem somente perda de peso. A intoxicação aguda é 

caracterizada por lesões cutâneas superficiais, sem icterícia, com probabilidade de 

óbito entre 2 a 5 dias, muitas vezes sem manifestação de sinais clínicos. Na 

intoxicação crônica moderada há lesões moderadas na pele, sem icterícia, sendo que 

as lesões tendem a regredir entre 8 a 30 dias após seu surgimento. A intoxicação 

crônica severa já apresenta lesões cutâneas acentuadas na face e focinho, icterícia e 

emagrecimento progressivo evidente. Os animais afetados desta forma podem vir a 

óbito ou levam mais de 30 dias para cura espontânea. Vale ressaltar que estes autores 

relacionavam ainda, as lesões de fotossensibilização à micotoxina esporidesmina, do 

fungo Pithomyces chartarum, sendo que depois, ficou evidenciado que estas lesões 

estavam presentes em animais alimentados com Brachiaria spp. mesmo sem a 

presença de esporos de P. chartarum (Flaøyen et al., 1993, Lemos et al., 1997; Lemos 

et al., 1998; Brum et al., 2007). Este padrão de manifestação clínica tem sido 

observado com frequência (Riet-Correa et al., 2002; Riet-Correa et al., 2010; Souza 

et al., 2010; Albernaz et al., 2010; Riet-Correa et al., 2011). 

Os sinais clínicos mais reportados nos relatos são fotossensibilização (Othman 

et al., 1983; Opasina, 1985; Baber 1989; Lemos et al., 1996; Lemos et al., 1998; 

Barbosa et al., 2006; Brum et al., 2007; Albernaz et al., 2010; Mustafa et al., 2012; De 

Oliveira et al., 2013), perda de peso ou emagrecimento progressivo (Moreira et al., 

2009; Souza et al., 2010; Riet-Correa et al., 2011; Mustafa et al., 2012; Gracindo et 

al., 2014; Faccin et al., 2014; Faccin et al., 2016), apatia e anorexia (Muniandy et al., 

2020, Low 2015; Souza et al, 2010; Brum et al., 2007; Albernaz et al., 2010; Lemos et 

al., 1996; Lemos et al., 1998; Riet-Correa et al., 2011; Mustafa et al., 2012) e icterícia 

(Othman et al., 1983; Opasina, 1985; Brum et al., 2007; Albernaz et al., 2010; De 

Oliveira et al., 2013). Sinais clínicos neurológicos também são relatados devido a 

encefalopatia hepática (Albernaz et al., 2010; Assumaidaee et al., 2010; Souza et al., 

2010). Nota-se, no entanto, que muitos animais apresentam lesões associadas a 
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intoxicação pela Brachiaria sem manifestação de sinais clínicos (Othman et al., 1983; 

Souza et al., 2010; Mustafa et al., 2012; Faccin et al., 2014), principalmente animais 

de pele pigmentada, que não apresentam fotossensibilização, a principal lesão 

associada a intoxicação por Brachiaria (Othman et al., 1983; Faccin et al., 2014). 

Alterações em exames bioquímicos sugerem lesão hepática e incluem aumento 

dos níveis séricos de GGT, AST e Bilirrubina total (Brum et al., 2007; Albernaz et al., 

2010; Riet-Correa et al., 2011; De Oliveira et al., 2013; Faccin et al., 2014; Gracindo 

et al., 2014; Cardona-Álvarez et al., 2016) Bilirrubina direta e indireta (Albernaz et al., 

2010, Riet-Correa et al., 2011; Faccin et al., 2014), ureia e creatinina (Cruz et al., 2001; 

Albernaz et al., 2010, Gracindo et al., 2014, Lelis et al., 2018). O aumento de GGT 

sérico pode ser um preditor da intoxicação mesmo em animais sem sinais clínicos e 

na doença crônica, pois se mantém elevada por longos períodos. Esta se torna 

elevada devido à colestase a à obstrução de ductos biliares por cristais (Riet-Correa 

et al., 2011; Cardona-Álvarez et al., 2016). O aumento da GGT sérica possui 

correlação maior com intoxicação por Brachiaria que o aumento de AST, uma vez que 

esta última fica elevada por curtos períodos (Riet-Correa et al., 2011). Estudos 

mostraram que o aumento de AST e GGT ocorre tanto em animais com manifestação 

clínica como em animais sem sintomatologia (Brum et al., 2007; Moreira et al., 2009)    

Macroscopicamente, podem ser observadas lesões de fotossensibilização 

(Othman et al., 1983; Opasina, 1985; Baber, 1989; Lemos et al., 1996; Lemos et al., 

1998; Barbosa et al., 2006; Brum et al., 2007; Albernaz et al., 2010; Mustafa et al., 

2012; De Oliveira et al., 2013, Muniandy et al., 2020), icterícia (Othman et al., 1983; 

Opasina, 1985; Brum et al., 2007; Albernaz et al., 2010; De Oliveira et al., 2013; Low, 

2015; Muniandy et al., 2020), hepatomegalia (Souza et al., 2010; Mustafa et al., 2012; 

De Oliveira et al., 2013; Muniandy et al, 2020) fígado de coloração amarelada (Lemos 

et al., 1998; Souza et al., 2010; Albernaz et al., 2010; Mustafa et al., 2012, De Oliveira 

et al., 2013; Muniandy et al, 2020), por vezes apresentando pontos esbranquiçados 

multifocais (Driemeier et al., 2002; Souza et al., 2010; Muniandy et al, 2020) ou padrão 

lobular acentuado (Brum et al., 2007, Souza et al., 2010; Albernaz et al., 2010;Mustafa 

et al., 2012, De Oliveira et al., 2013; Muniandy et al, 2020), fibrose hepática (Faccin et 

al., 2015, Faccin et al., 2016) e distensão da vesícula biliar (Lemos et al., 1998; Brum 
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et al., 2007; Albernaz et al., 2010; Mustafa et al., 2012; De Oliveira et al., 2013; 

Muniandy et al, 2020).  

A fotossensibilização (Figura 2) é observada como edema e necrose, com 

formação de crostas em áreas de pele despigmentada e exposta, como orelhas, face, 

vulva, região dorsal e flanco (Muniandy et al., 2020; Low, 2015). Esta lesão ocorre de 

forma secundária à lesão hepática como um resultado da filoeritrina circulante. Este 

pigmento fotodinâmico é formado no intestino a partir do metabolismo da clorofila pela 

microbiota intestinal, é absorvido e, via circulação portal, chega ao fígado, sendo 

removida da circulação por eliminação na bile. O acúmulo deste pigmento ocorre na 

lesão hepática ou obstrução biliar (Low, 2015; Barros, 2016; Brown et al., 2018; 

Muniandy et al., 2020). Por ser um pigmento fotodinâmico, ao passar por vasos 

sanguíneos da pele não pigmentada, reage com a radiação UV, gerando as lesões de 

fotossensibilização. Animais de pele pigmentada normalmente não apresentam este 

sinal clínico (Othman et al., 1983; Graydon et al., 1991; Faccin et al., 2014; Quinn et 

al., 2014; Barros, 2016; Brown et al., 2018;). 

 

 

Figura 2. Fotossensibilização hepatógena provocada pelo consumo de Brachiaria spp. 
em bovino. Note que as lesões eritematosas, ulcerativas e crostosas 
ocorrem em região de pele despigmentada, principalmente na região dorsal. 
Fonte: Seixas et al., 2016. 
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Na histologia, os danos hepáticos associados à ingestão de Brachiaria spp. 

mais relatados são caracterizados por degeneração hidrópica de hepatócitos (Brum 

et al., 2007; Sousa et al., 2010; Albernaz et al., 2010; Riet-Correa et al., 2010; Riet-

Correa et al., 2011; De Oliveira et al., 2013; Ogliari et al., 2018), necrose centrolobular 

ou aleatória (Driemeier et al., 1998; Brum et al., 2007; Sousa et al., 2010; De Oliveira 

et al., 2013), colangio-hepatite (Cruz et al., 2001; Brum et al., 2007; Sousa et al., 2010; 

Albernaz et al., 2010; Ogliari et al., 2018) por vezes associada à presença de cristais 

birrefringentes bloqueando ductos biliares (Cruz et al., 2001; Brum et al., 2007; Sousa 

et al., 2010; Ogliari et al., 2018), proliferação de ductos biliares (Cruz et al., 2001; Brum 

et al., 2007; Albernaz et al., 2010; Ogliari et al., 2018) e a presença de macrófagos 

espumosos (Driemeier et al., 1998; Driemeier et al., 1999; Brum et al., 2007; Sousa et 

al., 2010; Albernaz et al., 2010; Riet-Correa et al., 2010; Riet-Correa et al., 2011; De 

Oliveira et al., 2013; Ogliari et al., 2018). Colestase também é uma alteração 

histológica eventualmente relatada, principalmente em animais que apresentam 

cristais no interior de ductos biliares (Souza et al., 2010). 

A tumefação hepatocelular ou degeneração hidrópica é uma das lesões mais 

frequentemente relatadas nos estudos de animais expostos à pastagem de Brachiaria 

spp., com e sem intoxicação (Brum et al., 2007; Sousa et al., 2010; Albernaz et al., 

2010; Riet-Correa et al., 2010; Riet-Correa et al., 2011; De Oliveira et al., 2013; Ogliari 

et al., 2018). Esta é uma lesão subletal reversível caracterizada por degeneração 

hidrópica (Brown et al., 2018). A tumefação dos hepatócitos é um achado morfológico 

comum em várias doenças inflamatórias do fígado, contudo resulta de alterações 

funcionais na bomba de sódio e potássio e retenção citoplasmática de quantidades 

apreciáveis de água e sódio (Gayotto et al., 2000). Pode ocorrer por vários insultos 

metabólicos e tóxicos, hipóxia, colestase e doenças inflamatórias hepáticas (Stalker e 

Hayes, 2007). A ocorrência nos hepatócitos da região centrolobular (tumefação 

centrolobular) é particularmente comum, uma vez que esta região do lóbulo recebe 

sangue menos oxigenado e é, portanto, mais susceptível à hipóxia e tem maior 

atividade enzimática (oxidase de função mista), capaz de ativar compostos a formas 

tóxicas (Brown et al., 2018). Microscopicamente, as células com degeneração 

hidrópica apresentam-se com citoplasma claro e discretamente granular, devido à 
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tumefação das organelas. O núcleo não é deslocado de sua posição original (Riede e 

Werner, 2004).  

O estudo de Almeida (2016) ao avaliar histologicamente, 450 fígados bovinos 

de animais de diferentes sistemas de produção, observou 102 fígados com tumefação 

hepatocelular, sendo esta lesão mais presente na região centrolobular. Destes 102 

fígados, 56 apresentavam macrófagos espumosos e era comum observar discreta 

degeneração hidrópica nos hepatócitos localizados próximos aos grupos de 

macrófagos espumosos. Segundo Driemeier et al. (2002), acredita-se que esta lesão 

está associada a insulto colestático crônico, principalmente porque os hepatócitos 

também apresentam hiperplasia do retículo endoplasmático liso. Os autores sugerem 

ainda que, quando associada à presença de cristais no citoplasma dos hepatócitos 

(vistos ultramicroscopicamente), a degeneração hidrópica revela um efeito citotóxico. 

A necrose descrita nos estudos é discreta e normalmente localizada na região 

centrolobular ou tem distribuição aleatória podendo ser uma evolução do processo 

degenerativo ou desencadeada pelo processo inflamatório (Driemeier et al., 1998; 

Brum et al., 2007; Sousa et al., 2010; De Oliveira et al., 2013). 

Colangite/Colangio-hepatite é uma lesão normalmente relatada em animais 

intoxicados ou alimentados por diferentes espécies de Brachiaria (Cruz et al., 2001; 

Brum et al., 2007; Sousa et al., 2010; Albernaz et al., 2010; Ogliari et al., 2018). Esta 

lesão é caracterizada por infiltrado inflamatório no espaço-porta, em especial 

envolvendo ductos biliares e frequentemente está associada à presença de cristais 

birrefringentes no interior de ductos biliares (Cruz et al., 2001; Brum et al., 2007; Sousa 

et al., 2010; Ogliari et al., 2018). Os cristais observados nos ductos biliares são 

descritos como pequenos, alongados, semelhantes a cristais de colesterol (Graydon 

et al., 1991; Miles et al., 1992; Driemeier et al., 1999; Muniandy et al., 2020) e seriam  

compostos principalmente por epismilagenina, que é originada pela conversão de 

saponinas dentro do rúmen (Muniandy et al., 2020). Estes cristais são descritos 

principalmente em relatos de animais intoxicados por Brachiaria spp. (Driemeier et al., 

2002; Brum et al., 2007; Saturtino et al., 2010; Riet-Correa et al., 2011; Mustafa et al., 

2012; Ogliari et al., 2018) e, não são descritos com tanta frequência em animais 

expostos à pastagem sem manifestação clínica de intoxicação (Gomar et al., 2005; 

Riet-Correa et al., 2010; Caiedo et al., 2012; Low, 2015; Almeida, 2016; Faccin et al., 



13 
 

2016; Araújo et al., 2017). Estes seriam os responsáveis pelo acúmulo de filoeritrina 

e consequente fotossensibilização (Driemeier et al., 2002; Riet-Correa et al., 2011; 

Low, 2015; Muniandy et al., 2020) 

Infiltrado inflamatório mononuclear periportal foi observado em 26 dos 29 casos 

de bovinos intoxicados por Brachiaria spp. no estudo de Souza et al. (2010), lesão 

esta também relatada por Almeida (2016) num estudo de lesões histológicas em 

fígados de bovinos criados em diferentes sistemas de produção. Dos 450 fígados 

analisados, 207 apresentaram infiltrado inflamatório mononuclear (composto 

predominantemente por linfócitos) no espaço-porta e destes, 89 fígados também 

apresentavam infiltrados de macrófagos espumosos. No entanto, em nenhum dos 

fígados contendo este infiltrado inflamatório no espaço porta, foi observado a 

presença de cristais no interior de ductos biliares ou destruição e necrose de células 

biliares. O estudo de Araújo e colaboradores (2017) também evidenciou grande 

frequência de fígados de bovinos alimentados com Brachiaria apresentando o mesmo 

tipo de infiltrado mononuclear periportal (55,8% dos casos avaliados).  

A resposta inflamatória no fígado ocorre de forma diferenciada. As células de 

Kupffer têm propriedades distintas, que as permitem lidar com muitos insultos 

potencialmente inflamatórios da circulação portal. Além disso, o fígado é um centro 

regulatório que influencia muitos insultos pró-inflamatórios e mediadores 

inflamatórios. Isto torna difícil a diferenciação entre condições degenerativas e 

inflamatórias no fígado (Stalker e Hayes, 2007).  

Por desempenhar um papel no sistema imune, o fígado saudável apresenta 

uma grande quantidade de células imunes. Dentre estas, cerca de 10 bilhões de 

linfócitos são encontrados espalhados pelo parênquima e tratos portais. Isso 

representa aproximadamente 25% de todas as demais células observadas no fígado, 

além dos hepatócitos.  Estes linfócitos são, em sua maioria, células T e células Natural 

Killer T (NKT), mas também há linfócitos B (Racanelli e Rehermann, 2006). No fígado 

com inflamação o número de linfócitos aumenta, e o tipo de distribuição das células 

infiltradas vai determinar a natureza do processo inflamatório. Uma predominância de 

infiltrado inflamatório no parênquima é uma característica de hepatite lobular 

associada a hepatites virais, enquanto a predominância de infiltrado portal centrado 

nos ductos biliares é uma característica de doenças biliares (Lalor et al., 2002).  
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A hiperplasia ductal ou hiperplasia biliar é a proliferação de novos ductos 

biliares em áreas portais e regiões periportais. É uma resposta relativamente 

inespecífica a uma variedade de agressões sofridas pelo fígado. A hiperplasia ductal 

pode ocorrer rapidamente, principalmente em animais jovens, mas é geralmente 

considerada como uma lesão vista em doença hepática crônica e ocorre 

particularmente após doenças que obstruem a drenagem biliar normal (Brown et al., 

2018). Esta lesão é frequentemente relatada em animais intoxicados por Brachiaria 

spp. (Fioravanti, 1999; Cruz et al., 2001; Brum et al., 2007; Moreira et al., 2009; 

Albernaz et al., 2010; Araújo et al., 2017; Ogliari et al., 2018;), e normalmente é 

observada na região portal ou em regiões de fibrose capsular. 

Alguns estudos têm demonstrado que Brachiaria spp. causa injúria hepática 

crônica (Riet-Correa et al., 2010; Faccin et al., 2016; Araújo et al., 2017; Ogliari et al., 

2018) e alta condenação de fígados bovinos em abatedouros devido a fibrose (Faccin 

et al., 2015). No entanto, a patogenia deste processo permanece desconhecida. 

Souza e colaboradores (2010) relatam fibrose periportal em variados graus na 

histologia de fígados de bovinos intoxicados com Brachiaria no Mato Grosso do Sul, 

além de hiperplasia/proliferação de ductos biliares, outra alteração normalmente 

associada a injúria hepática crônica. Faccin e colaboradores (2015) revelou em seu 

estudo um prejuízo estimado superior a 100 mil reais por ano associado a condenação 

de fígados por fibrose em animais que consumiram Brachiaria, sendo que a fibrose 

era observada principalmente no lobo hepático esquerdo, que apresentava atrofia 

acentuada associada a hipertrofia compensatória do lobo hepático direito. Além disso, 

estes autores relatam a presença de áreas brancacentas multifocais, deprimidas e 

firmes em outras áreas do fígado, sendo estas também compatíveis com áreas 

menores de fibrose. Vale ressaltar que os fígados selecionados para esta avaliação 

(192 amostras) obrigatoriamente continham macrófagos espumosos na histologia e 

que o cálculo estimado se baseou nas condenações prévias de fígados bovinos por 

fibrose ou cirrose.  

Lesões histopatológicas no parênquima renal também foram reportadas, porém 

com menor frequência. As lesões renais são caracterizadas macroscopicamente 

como rins normalmente escurecidos, associado a urina marrom escura (Lemos et al., 

1996; Riet-Correa e Méndez, 2007; Riet-Correa et al., 2011). Outros estudos relatam 
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rins acinzentados a amarelados, com padrão mosqueado e urina amarelo escura 

(Graydon et al., 1991; Assumaidaee e Mustapha, 2012). Microscopicamente relata-se 

dilatação de túbulos contorcidos e degeneração e necrose do epitélio tubular 

(Mendonça et al., 2008; Riet-Correa et al., 2011). 

 

           2.3. Macrófagos espumosos 

 

Células espumosas podem ser observadas em vários tecidos em condições 

patológicas, mas são conhecidas principalmente associadas a aterosclerose em 

humanos (Gomar, 2002). Estas células de citoplasma espumoso se formam devido à 

captação de lipoproteínas modificadas como a LDL por macrófagos através de 

receptores scavenger, e desencadeiam uma série de eventos inflamatórios que 

estimulam a formação da placa aterosclerótica (Fan et al., 2019). 

Os macrófagos espumosos associados ao consumo de Brachiaria spp. 

normalmente são descritos como células de citoplasma espumoso ou vacuolizado, 

entre 14 a 70 µm, isolados ou em grupos de tamanhos variados (Figura 3), contendo 

núcleo central ou periférico,  por vezes multinucleados (Driemeier et al., 1998; 

Fioravanti, 1999; Moreira et al., 2009; Souza et al., 2010; Riet-Correa et al., 2010; Riet-

Correa et al., 2011), que não se coram pelo Ácido Periódico de Schiff (PAS) e se 

coram fracamente pelo Red Oil O, o que indica que não possuem material proteico ou 

lipídico no citoplasma (Driemeier et al., 1998). Alguns estudos relatam também a 

presença de cristais semelhantes a fendas de colesterol no citoplasma dos 

macrófagos espumosos (Lemos et al., 1996; Lemos et al., 1997; Lemos et al., 1998; 

Driemeier et al., 1998; Driemeier et al., 1999; Santos Júnior, 2008; Silveira et al., 

2009). Estas células apresentam imunomarcação positiva para MAC387 (Faccin et al., 

2016) e CD68 (Araújo et al., 2017), sendo, portanto, realmente macrófagos.  
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Figura 3. Um grupo de macrófagos espumosos (seta) é observado no parênquima 
hepático de um bovino alimentado com Brachiaria spp. Note que os 
hepatócitos apresentam discreta degeneração hidrópica.  Barra: 100µm 
Hematoxilina e Eosina. (Fonte: Almeida, 2016). 

 

Na microscopia eletrônica são observados no citoplasma das células 

espumosas, estruturas em forma de fenda, que se trata da imagem negativa dos 

cristais que por vezes são observados na histologia. Estas estruturas são cobertas 

por membranas semelhantes a polifagossomos (Driemeier et al., 1998). Em ovelhas, 

também foi observada hiperplasia do retículo endoplasmático liso (Driemeier et al., 

2002; Santos Júnior, 2008). 

Os grupos de macrófagos espumosos ficam distribuídos de forma irregular e 

aleatória ao longo do parênquima hepático, havendo uma maior frequência destes 

grupos ao redor da veia centrolobular (Driemeier et al., 1998; Driemeier et al., 1999; 

Riet-Correa et al., 2010; Almeida, 2016). A zona 3 do fígado (região centrolobular) tem 

maior atividade enzimática (oxidase de função mista) capaz de ativar compostos a 

formas tóxicas (Brown et al., 2018). Talvez por este motivo, os grupos de macrófagos 

espumosos se concentrem em maior quantidade nesta região do fígado, pois sugere-

se que estas células contenham saponinas esteroidais presentes na Brachiaria spp. 
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(Driemeier et al., 1998; Driemeier et al., 1999). Grupos de macrófagos espumosos 

também são relatados com frequência em linfonodos mesentéricos e hepáticos dos 

animais afetados (Driemeier et al., 1998; Driemeier et al., 1999; Riet-Correa et al., 

2002; Moreira et al., 2009; Riet-Correa et al., 2010) e submucosa do intestino 

(Driemeier et al., 1998; Driemeier et al., 1999; Riet-Correa et al., 2002; Gomar, 2002; 

Gomar et al., 2005). 

O real papel destas células no processo de lesão hepática ainda é uma 

incógnita. No entanto, alguns estudos mostram que animais que apresentam estas 

células no fígado, muitas vezes apresentam uma condição subclínica caracterizada 

por redução no ganho de peso, havendo, portanto, uma correlação negativa entre a 

presença destas células no fígado e o desenvolvimento de carcaça (Fagliari et al., 

1993c; Fioravanti, 1999; Moreira et al., 2009; Riet-Correa et al., 2010). Sabe-se que 

estas células aparecem em processos mais tardios, em que o animal tenha ingerido a 

pastagem por longos períodos, de pelo menos 150 dias (Driemeier et al., 1998; Cruz 

et al., 2000; Driemeier et al., 2002) e, aparentemente, quanto maior o tempo de 

exposição à pastagem, maior será a quantidade de macrófagos espumosos 

(Driemeier et al., 2002; Riet-Correa et al., 2010). Riet-Correa et al. (2002) relata 

inclusive o caso de bovinos que desenvolveram emagrecimento progressivo mantidos 

em pastagem de Brachiaria decumbens, sem clínica de fotossensibilização, que 

apresentavam grande quantidade de macrófagos espumosos no fígado, baço, 

linfonodos mesentéricos e hepáticos e submucosa do intestino delgado. 

Até o momento, os macrófagos espumosos são evidenciados pelas suas 

características morfológicas (Araújo et al., 2017), mas o conteúdo exato presente no 

citoplasma dos macrófagos espumosos permanece desconhecido. Suspeita-se que 

este conteúdo se trate de fagocitose de cristais biliares (Driemeier et al., 2002; Brum 

et al., 2007; Assumaidaee e Mustapha, 2012), mas a visualização efetiva dos cristais 

raramente é descrita na histologia (Brum et al., 2007; Araújo et al., 2017). 

 Estudos com lectina-histoquímica, como os de Gomar et al. (2005), Boabaid et 

al. (2011) usando tecidos de bovinos e de Costa e demais autores (2013), usando 

tecidos de ovinos, mostraram que os macrófagos espumosos apresentam marcação 

positiva para esta técnica. As lectinas são um grupo heterogêneo de proteínas 

isoladas ou ligadas a carboidratos, não antigênicas, originadas de animais ou 
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vegetais. Têm função de defesa no hospedeiro e ligam-se a carboidratos presentes 

na superfície ou interior da célula com bastante especificidade e reversibilidade. 

Devido a isso, lectinas têm sido utilizadas para avaliar processos de reconhecimento, 

diferenciação e especialização celular (Gomar, 2002), pois permitem detectar algumas 

substâncias complexas que contenham açúcar nos tecidos animais (Costa et al., 

2013). Estes estudos mostraram que os macrófagos espumosos são positivos para 

as lectinas PNA (Arachis hypogaea agglutinin), WGA (Triticum vulgaris agglutinin) e 

SBA (Glycine Max agglutinin), sugerindo, portanto, que estas células contêm 

quantidade significativa de galactose/N-acetilgalactosamina (forte positividade para as 

lectinas PNA e SBA) e menor quantidade de N-acetilglucosamina (moderada 

positividade para a lectina WGA). Outras lectinas também apresentaram positividade 

nestes estudos, porém com marcação discreta (Gomar et al., 2005; Boabaid et al., 

2011; Costa et al., 2013). 

 

           2.4. Macrófagos hepáticos 

 

Os macrófagos são células do sistema imune inato, altamente heterogêneas, 

envolvidas na resposta contra microrganismos, homeostasia, respostas inflamatórias 

e na regeneração tecidual (Braga et al., 2015). O fígado abriga cerca de 80% dos 

macrófagos de todo o corpo (Heymann e Tacke, 2016), e estes representam a maior 

população celular hepática não-parenquimatosa (Li et al., 2016). 

O fígado é um órgão constantemente exposto a antígenos não-próprios via veia 

porta, de nutrientes, microbiota intestinal residente e endotoxinas e, devido a isso deve 

gerar mecanismos de tolerância a fim de evitar o desencadeamento de respostas 

imunes contra antígenos não patogênicos ou danosos. No entanto, esta tolerância 

imunológica hepática permite a persistência crônica de parasitas e vírus no fígado, e 

faz com que condições tóxicas, além das causas infecciosas, resultem em inflamação 

(Heymann e Tacke, 2016).  

A inflamação é, portanto, uma característica vigente em todas as doenças 

hepáticas, como o câncer, fibrose, lesões tóxicas e colangiopatias. Os macrófagos 

hepáticos fazem parte do sistema mononuclear fagocítico e são conhecidamente 

elementos chave em quase todos os processos inflamatórios hepáticos devido à sua 
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capacidade de responder a uma enorme variedade de sinais de ativação (Guillot e 

Tacke, 2019). 

Dentre os macrófagos hepáticos, os mais conhecidos são as células de Kupffer, 

células residentes, sensitivas ao microambiente por meio de expansões 

citoplasmáticas (Jenne e Kubes, 2013; Heymann et al., 2015). Ficam localizadas nos 

sinusoides hepáticos e apresentam um padrão constante de distribuição, sendo mais 

comuns na região periportal e encontradas em menor número na região centrolobular 

(David et al., 2016; Freitas-Lopes et al., 2017). Estas células exercem funções cruciais 

durante a homeostasia e são as primeiras a responder frente a injúria hepática 

(Gordon e Plüddermann, 2017) pois são capazes de apresentar antígenos e produzir 

citocinas e quimiocinas, portanto, são fundamentais para iniciar e modular as 

respostas imunes do fígado (Heymann e Tacke, 2016).  

As células de Kupffer são macrófagos residentes do fígado que não dependem 

do compartimento mieloide monocítico para se proliferar, uma vez que há auto-

renovação a partir de células-tronco hepáticas originadas do saco vitelino (Wynn et 

al., 2013; Dey et al., 2015; Perdiguero et al., 2015; Braga et al., 2015; Heymann e 

Tacke, 2016).  O marcador CD68 pode ser utilizado como indicador para as células 

de Kupffer, porém não permite a diferenciação de outros macrófagos hepáticos 

originados da medula óssea. A imunomarcação para Ly6C (Gr1) em macrófagos 

derivados de monócitos pode auxiliar nesta separação (Heymann e Tacke, 2016).  

Além disso, morfologicamente, as células de Kupffer têm aparência mais “estrelada” 

enquanto os macrófagos derivados de monócitos permanecem relativamente 

circulares/arredondados, com menos projeções citoplasmáticas (Guillot e Tacke, 

2019).  

As células de Kupffer humanas expressam grande quantidade de CD163, 

assim como outros macrófagos teciduais maduros (residentes) (Gordon, 2003). Isso 

é explicado pelo fato destas células atuarem na homeostasia do ferro obtido da 

hemoglobina, uma vez que o CD163 é um receptor do tipo scavenger (ou 

“sequestrador”) com alta afinidade para o complexo hemoglobina-haptoglobina, 

agindo, portanto, como um internalizador da hemoglobina (Davies et al., 2013).  

Além das células de Kupffer, outros macrófagos hepáticos incluem as células 

dendríticas e monócitos circulantes que são recrutados para tecidos inflamados 
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(Heymann e Tacke, 2016). Tanto as células dendríticas quanto os macrófagos 

inflamatórios em tecidos são derivados de precursores mieloides da medula óssea. 

Em camundongos, monócitos da linhagem Ly6C+CCR2high são chamados de 

inflamatórios, e recrutados para tecidos inflamados onde se diferenciam em células 

dendríticas ou macrófagos com perfil pró-inflamatório (Geissmann et al., 2003; Dey et 

al., 2015; Braga et al., 2015).  

De acordo com estímulo do microambiente do tecido, tanto macrófagos 

residentes quanto os macrófagos infiltrantes podem ser polarizados (Geissmann et 

al., 2003; Dey et al., 2015). Os macrófagos podem ser ativados (ou polarizados) em 

M1 (ou classicamente ativados), os quais possuem capacidade microbicida, fazem 

apresentação de antígenos e liberação de citocinas pró-inflamatórias, sendo, portanto, 

associados a doenças inflamatórias; e M2 (ou alternativamente ativados), que 

usualmente estão relacionados à defesa contra parasitas, remodelação tecidual e 

secreção de mediadores imunomoduladores ou anti-inflamatórios (Mosser, 2003; 

Murray e Wynn, 2011; Braga et al., 2015). Vale ressaltar que, de acordo com este 

modelo dicotômico de separação dos macrófagos, os macrófagos teciduais residentes 

seriam classificamos como “M2-like” (semelhantes a M2), uma vez que estas células 

desempenham um papel fundamental na manutenção da homeostase tecidual e 

resolução da inflamação (Davies et al., 2013), sendo, portanto, mais tolerantes. 

Durante a injúria hepática os macrófagos observados no fígado são 

heterogêneos, derivados das células de Kupffer, de populações de monócitos 

originados da medula óssea ou de macrófagos peritoneais (Guillot e Tacke, 2019). Na 

fase final de várias doenças, os macrófagos secretam moléculas anti-inflamatórias e 

fatores de crescimento, que promovem a regeneração tecidual. No entanto, em caso 

de disfunção, prejudicam o processo regenerativo adequado e promovem o 

desenvolvimento de fibrose exacerbada (Braga et al., 2015).  Macrófagos hepáticos 

desempenham um papel chave na iniciação e progressão da fibrose hepática, pois 

macrófagos residentes iniciam resposta inflamatória durante dano tecidual enquanto 

macrófagos derivados de monócitos levam a doença hepática crônica e fibrogênese 

(Bansal et al., 2015). 

Há também evidências de que tanto macrófagos M1 quanto M2 podem auxiliar 

no processo de fibrose hepática. Macrófagos M1 liberam citocinas pró-inflamatórias 
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como TNF-α e IL-β1, que exacerbam a injúria e amplificam a resposta inflamatória, o 

que contribui para a ativação de miofibroblastos. Macrófagos M1 também liberam 

quimiocinas como CCL2, que auxiliam no recrutamento de fibrócitos. Já os 

macrófagos M2 promovem cicatrização e regeneração tecidual, porém, em condições 

de insulto persistente, podem ativar fibroblastos residentes pela liberação elevada de 

TGF-β e Galectina-3, além de PDGF, VEGF e IGF-1 (Braga et al., 2015).  

 

           2.5. Fibrose hepática 

 

O reparo de um tecido que sofreu injúria é um processo que permite a 

reestruturação do tecido, sendo fundamental para a sobrevivência. O reparo tecidual 

ocorre após diversos tipos de injúria, e envolve duas fases: uma fase regenerativa, na 

qual há reposição das células lesadas por células do próprio tecido; e uma fase 

denominada fibroplasia, ou fibrose, na qual tecido conectivo substitui o parênquima 

normal. Este processo de fibrose, inicialmente é benéfico, porém pode se tornar 

patológico caso se torne contínuo, resultando em deposição excessiva de matriz 

extracelular (Wynn, 2008; Braga et al., 2015).  A maioria das desordens inflamatórias 

persistentes (que duram por várias semanas ou meses) apresentam fibrose, pois 

mantêm a produção de fatores de crescimento, angiogênicos e citocinas pró-fibróticas, 

que estimulam a deposição progressiva de MEC, destruindo a arquitetura do tecido 

normal (Friedman, 2004; Wynn, 2008; Braga et al., 2015). 

Quando a fibrose hepática é acentuada e o fígado começa a formar nódulos de 

regeneração observamos a instalação do processo de cirrose hepática, a qual 

também é conhecida como “fígado em estágio terminal”. A cirrose é definida como um 

processo difuso caracterizado por fibrose e conversão da arquitetura hepática normal 

a lóbulos estruturalmente anormais, havendo perda de parênquima hepático, pela 

condensação da estrutura de reticulina e pela formação de tratos de tecido conjuntivo 

fibroso (Brown et al., 2018). As causas potenciais de cirrose incluem lesão tóxica 

crônica, obstrução biliar extra-hepática crônica, colestase, hepatite e/ou colangite 

crônicas, congestão passiva crônica, depósito ou metabolismo anormal de metais 

como o cobre, entre outras (Brown et al., 2018).  
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 O desenvolvimento de fibrose nos diversos tecidos é caracterizado pelo 

surgimento de fibroblastos ativados positivos para alfa actina de músculo liso (α-SMA), 

conhecidos como miofibroblastos, que produzem grande quantidade de MEC (Braga 

et al., 2015). Os miofibroblastos são gerados a partir de várias fontes, que incluem 

células mesenquimais residentes dos tecidos, como as células estreladas hepáticas 

(Wynn, 2008). Logo, a Célula Estrelada Hepática (CEH) é, após ativação, a principal 

célula fibrogênica no fígado, devido à sua transdiferenciação em miofibroblastos 

(Tsuchida e Friedman, 2017). Esta célula é o pericito específico do fígado 

(Hellerbrand, 2013) e está localizada no espaço subendotelial de Disse (Puche et al., 

2013), apresentando microprojeções citoplasmáticas que permitem contato físico com 

as células endoteliais dos sinusoides e com os hepatócitos (Hellerbrand, 2013). 

Alguns estudos mostram que em humanos, há discreto predomínio destas células na 

região pericentral, enquanto nos suínos, haveria predominância na região periportal. 

Se há divergência funcional nestes padrões de distribuição entre espécies, ainda não 

é claro (Friedman, 2008).  

Quanto à sua função, em seu estado quiescente, a CEH funciona 

principalmente como reserva de retinoides como a vitamina A (Zhang et al., 2016), 

sendo responsável por cerca de 80 a 90% de todo o retinoide armazenado no fígado. 

Além disso, podem armazenar, além de retinoides, quantidades significativas de 

colesterol, fosfolipídeos, triglicerídeos e ácidos graxos livres (Friedman, 2008; 

Hellerbrand, 2013; Tsuchida e Friedman, 2017; Kostallari e Shah, 2019). Há ainda, 

estudos que mostram que a CEH expressa CD133, um marcador de células-tronco, o 

que pode sugerir que as CEHs talvez tenham um potencial pluripotente no fígado 

adulto (Kordes et al., 2007).  

As CEHs também atuam na resposta imune hepática, e podem amplificar a 

infiltração de leucócitos mono e polimorfonucleares quando ativadas, pois produzem 

quimiocinas que atraem estas células (Friedman, 2008; Hellerbrand, 2013). Além 

disso, expressam TLRs, o que indica uma capacidade de interagir com o LPS de 

bactérias (Brun et al., 2005), e podem atuar como apresentadoras de antígenos e 

estimular a proliferação de linfócitos (Viñas et al., 2003). Estas células são também 

uma importante fonte de citocinas e fatores de crescimento no fígado. Secretam TGF-

α, EGF, sendo estes potentes fatores de crescimento para hepatócitos durante a 



23 
 

regeneração e que, também estimulam mitose das próprias CEHs. Quando ativadas 

produzem M-CSF e MCP-1, que estimulam acúmulo e proliferação de macrófagos, o 

que provavelmente tem um papel importante na amplificação da resposta inflamatória 

e fibrogênica (Friedman, 2008).  

Após injúria hepática as CEHs mudam completamente. Estas células perdem 

sua característica de armazenamento de gotículas de gordura (Friedman, 2008) e 

tornam-se ativadas, mudando seu fenótipo para células semelhantes a 

miofibroblastos, que são proliferativas, contráteis, inflamatórias e quimiotáticas, 

caracterizadas por elevada produção de matriz extracelular (Tsuchida e Friedman, 

2017). A indução de α-SMA é o marcador mais confiável da ativação da CEH, pois 

este marcador é ausente em outras células residentes do fígado (seja o fígado normal 

ou com injúria), com exceção do músculo liso observado na parede de grandes vasos. 

Este marcador é muito utilizado como um indicador de estágios iniciais da atividade 

fibrogênica no fígado doente, ainda antes do acúmulo de MEC (Friedman, 2008). 

Diferentes tipos de agentes tóxicos produzem mediadores que induzem um 

estado inflamatório nas células hepáticas. Os hepatócitos lesados e células biliares 

liberam DAMPS que ativam células de Kupffer e desencadeiam o recrutamento de 

células T ativadas. O meio inflamatório leva à ativação das CEHs em miofibroblastos 

fibrogênicos. O processo é autossuficiente, pois as CEHs secretam citocinas que 

perpetuam seu estado ativado. Se a injúria persiste, há acúmulo de CEHs ativadas, 

que sintetizam grande quantidade de MEC, com consequente fibrose (Bataller e 

Brenner, 2005). Durante a ativação há evidente alteração da expressão gênica nestas 

células, que primeiro perdem seu estado quiescente e se tornam ativadas, e depois 

evoluem para células semelhantes a miofibroblastos, sendo importante deixar claro 

que as CEHs ativadas são semelhantes a miofibroblastos, mas não são 

miofibroblastos (Tsuchida e Friedman, 2017). 

De forma simplificada, o processo de ativação das CEHs ocorre em duas fases: 

iniciação e perpetuação. A iniciação ou estágio pré-inflamatório refere-se a estágios 

iniciais nos quais há mudança de expressão gênica e fenótipo em resposta a citocinas 

e estímulos parácrinos. Os principais estímulos para a iniciação envolvem lesão de 

hepatócitos e mudanças na matriz extracelular adjacente. A perpetuação ocorre como 

resultado do efeito destes estímulos, que mantêm o estado ativado das CEHs, o que 
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gera fibrose. Esta segunda fase já envolve estímulos autócrinos e parácrinos 

repetitivos, e conduz a proliferação, contratilidade, fibrogênese, degradação de matriz, 

perda de retinoides e infiltração de células inflamatórias. Pode ainda haver uma 

terceira fase na qual há resolução do processo de fibrose, provavelmente mediado 

por apoptose das células estreladas (Friedman, 2008).    

A iniciação da CEH se dá por estímulos parácrinos de vários tipos de células à 

sua volta, como hepatócitos, células de Kupffer, endotélio e plaquetas. Estas células 

liberam citocinas como TGF-β, PDGF, EGF (Friedman, 2008). As células de Kupffer 

ativadas contribuem bastante para a ativação das CEHs pois estimulam a síntese de 

MEC, a proliferação celular e a liberação de retinoides através da ação de citocinas, 

em especial do TGF-β e intermediários de oxigênio/peróxidos lipídicos (Bilzer et al., 

2006). Os hepatócitos em apoptose após injúria levam à ativação da CEH mediada 

pelo Fas, e os hepatócitos necróticos são um estímulo fibrogênico clássico devido à 

peroxidação de lipídeos (Canbay et al., 2003).  

A perpetuação já envolve algumas alterações discretas no comportamento da 

CEH: proliferação, contratilidade, quimiotaxia, degradação de matriz, perda de 

retinoides, fibrogênese e liberação de citocinas que atraem leucócitos. De certa forma, 

todos esses fatores levarão a acúmulo de MEC (Friedman, 2008).  

As citocinas envolvidas neste processo de perpetuação atuam de forma 

variada, estimulando uma das alterações comportamentais da CEH. Estas são 

principalmente: o PDGF, que é a principal citocina de efeito mitogênico para a CEH, 

estimulando, portanto a sua proliferação (Friedman, 2008; Tsuchida e Friedman, 

2017) e que também apresenta importante efeito quimiotático para outras células 

estreladas (Kinnman et al., 2000), junto ao MCP-1 (Marra et al., 1999) e CXCR3, que 

também atraem leucócitos e estimulam a inflamação (Friedman, 2008), atraindo 

principalmente leucócitos mono e polimorfonucleares (Hellerbrand, 2013); TGF-β, que 

é a mais potente citocina fibrogênica, produzida de forma parácrina e autócrina 

(Gressner et al., 2002; Breitkopf et al., 2006; Friedman, 2008; Tsuchida e Friedman, 

2017); substâncias como eicosanoides, angiotensina II e outros estimulam a 

contratilidade, fator este muito evidenciado em fígados cirróticos (Rockey, 2001); 

diversas metaloproteinases auxiliam na degradação da matriz extracelular normal, 

permitindo a substituição por tecido cicatricial (Benyon e Arthur, 2001). A perda de 
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retinoides é observada em células estreladas ativadas, mas ainda não se sabe se esta 

perda é realmente necessária para sua ativação (Tsuchida e Friedman, 2017). 

 A regressão do processo de fibrose é complexa e pode envolver duas vias, ao 

menos em testes in vitro. Uma das vias requer reversão do fenótipo ativado e retorno 

das CEH ao seu estado quiescente, enquanto outra via, envolve a apoptose das 

células estreladas, o que já apresenta forte evidências, principalmente sendo mediada 

pela ação de células Natural Killer (Friedman, 2008). 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Critérios para seleção das amostras 

 

Fragmentos aleatórios de fígados de bovinos alimentados com Brachiaria spp. 

foram coletados em um abatedouro bovino localizado no município de Birigui, estado 

de São Paulo (SP), e destes, 48 fragmentos foram selecionados após análise 

histopatológica (microscopia de luz – Hematoxilina e Eosina) de acordo com a 

presença/ausência de macrófagos espumosos. As amostras foram divididas em 4 

grupos/escores (12 animais por grupo) de acordo com a quantidade e o tamanho dos 

infiltrados de macrófagos espumosos (ME) no parênquima hepático, metodologia 

adaptada de Riet-Correa et al. (2010): 

• Grupo 0 = ausência de Macrófagos Espumosos no parênquima hepático. Os 

fígados deste grupo não apresentavam nenhum tipo de lesão histológica; 

• Grupo 1 = discreta quantidade de Macrófagos Espumosos no parênquima 

hepático (até 100 ME predominantemente isolados ou em pequenos grupos 

de até 10 células);  

• Grupo 2 = moderada quantidade de Macrófagos Espumosos no parênquima 

hepático (até 300 ME predominantemente arranjados em pequenos a médios 

grupos entre 10 e 30 células);  

• Grupo 3 = acentuada quantidade de Macrófagos Espumosos no parênquima 

hepático (mais de 500 ME predominantemente arranjados em médios a 

grandes grupos com pelo menos 30 células).  
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Nenhum dos animais selecionados apresentava sinais de doença clínica e 

estavam aptos para abate. 

 

3.2. Protocolos histopatológicos e imuno-histoquímicos 

 

Para análise histopatológica, as amostras de fígado foram clivadas em 

fragmentos de aproximadamente 1 cm3 e então fixadas em solução de formalina a 

10% tamponada com fosfatos (pH 7,6), por 24 a 48 h. As amostras foram processadas 

de acordos com técnicas de rotina de inclusão em parafina e seccionadas em cortes 

de 3 µm de espessura. Após foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e 

Tricrômico de Masson (TM) para posterior avaliação em microscopia de luz para 

análise de lesões hepáticas e fibrose, respectivamente.  

A avaliação de Células Estreladas Hepáticas, macrófagos espumosos e células 

de Kupffer foi conduzida por métodos imuno-histoquímicos para a marcação de alfa 

actina de músculo liso (α-SMA) e CD163, respectivamente. O protocolo inicial para 

ambos consistiu em desparafinização dos cortes histológicos em estufa a 60oC for 1 

h e então, diafanização dos cortes em xilol por 30 min. Após, os cortes foram 

hidratados em soluções de concentração decrescente de álcool e colocados em água 

destilada. A recuperação antigênica foi realizada aquecendo as lâminas a 95oC em 

tampão citrato (pH 5,6) na panela de pressão. Para o bloqueio da peroxidase 

endógena usou-se 90 mL de solução de metanol (Dinâmica®) e 10 mL de peróxido 

de hidrogênio (Dinâmica®) 10 volumes, em uma câmara escura a temperatura 

ambiente, em 3 processos de 5 min cada. O bloqueio de reações inespecíficas foi 

efetuado pelo uso de leite desnatado em pó a 5% (Molico, Nestlé®) por 30 min. Após, 

os cortes foram lavados em água destilada e deixados em banho de PBS (pH 7,4) por 

10 minutos. As lâminas foram então incubadas com os anticorpos primários: 

• α-SMA diluído a 1:200 (Mouse monoclonal anti-human smooth muscle actin, 

clone 1A4, DakoCytomation, code M0851) – inicialmente a 37oC na estufa por 

40 min e em seguida, overnight (15 h) a 4oC.  

• CD163 diluído a 1:100 (Mouse monoclonal anti-human CD163, clone EDHu-1, 

Bio-Rad, code MCA1853T) - inicialmente a 37oC na estufa por 40 min e em 

seguida, overnight (15 h) a 4oC. 



27 
 

O Kit Novolink (code RE 7280-K, Max Polymer Detector System, Leica 

Biosystems Inc., UK) foi usado como anticorpo secundário. Entre todas as etapas, as 

amostras foram lavadas em água destilada e em PBS (pH 7,4). O cromógeno 3,3-

Diaminobenzidina - DAB (DakoCytomation, code K3468-1) foi utilizado com 

contracoloração por Hematoxilina de Harris (HH). 

Os controles negativos para os anticorpos primários (α-SMA e CD163) foram 

obtidos usando diluente de anticorpo (DakoCytomation, code S302283-2). Como 

controle positivo para o α-SMA (miofibroblastos), foi utilizado a imunomarcação da 

túnica média de ramos da artéria hepática nos espaços-porta das próprias secções 

histológicas e para o CD163, a imunomarcação de macrófagos alveolares pulmonares 

e de macrófagos sinusais do baço de tecidos de bovinos.  

 

3.3. Análise histopatológica e imuno-histoquímica 

 

As lâminas foram analisadas em microscopia de luz, nas objetivas de 10x, 20x, 

40x e 60x. Descreveu-se o tipo de lesão (tipo de processo patológico), localização no 

parênquima (aleatória, capsular/subcapsular, espaço-porta/periportal, mediozonal e 

centrolobular), distribuição (focal, multifocal, difusa ou aleatória) e intensidade 

(discreta, moderada ou acentuada). 

A quantificação da fibrose hepática (pela detecção de fibras de colágeno) foi 

determinada através do uso de imagens RGB (fotomicrografias) obtidas de lâminas 

coradas com Tricrômico de Masson usando a separação do canal verde, por meio do 

plugin “Colour Deconvolution” (modo Masson Trichrome) no software Fiji - versão Java 

8 (Schindelin et al., 2012) como descrito por Chen et al. (2017). O canal verde 

evidencia as fibras colágenas coradas em azul. Para isso, foram fotografados 5 

campos aleatórios de menor aumento (Obj. 10x) em cada fragmento de fígado, e as 

fotomicrografias foram analisadas no software, no qual a média de porcentagem de 

marcação (regiões de interesse – ROI – fibras colágenas) foi calculada. A região 

capsular e grandes espaços-porta foram evitados devido à grande deposição de 

colágeno nestas regiões.  

A mesma análise (“Colour Deconvolution”) foi realizada para quantificar as 

CEHs ativadas e células de Kupffer imunomarcadas, porém com o uso do canal 
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vermelho (modo H DAB). O canal vermelho evidencia as células marcadas pelo 

cromógeno DAB. Para isso, foram fotografados 5 campos aleatórios de maior 

aumento (Obj. 40x) em cada fragmento de fígado, e as fotomicrografias adquiridas 

utilizadas para análise na ferramenta. Todas as análises avaliaram a porcentagem de 

área delimitada (ROI – células imunomarcadas) em relação à área total da 

fotomicrografia. Regiões com macrófagos espumosos imunomarcados foram evitadas 

para que a análise do software levasse em conta somente as células de Kupffer. As 

análises no software Fiji estão demonstradas na Figura 4 (A e B).  

A contagem de macrófagos espumosos imunomarcados pelo CD163 foi 

realizada de forma manual. Para isso, foram selecionados aleatoriamente 5 campos 

de maior aumento (Obj. 40x) e as células imunomarcadas foram contadas. O grupo 0, 

por não apresentar macrófagos espumosos não foi avaliado. Como há diferença na 

quantidade de macrófagos espumosos entre os grupos 1, 2 e 3, na análise estatística 

foi utilizado um fator de correção para avaliar a real quantidade de marcação destas 

células levando em consideração a quantidade total de macrófagos espumosos por 

campo avaliado. 

Todas as análises microscópicas foram realizadas no microscópio de luz 

Opticam O400S e as fotomicrografias no software Opticam Microscopia OPTHD 

(versão 4.7.15283.20190804). 
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Figura 4.  Metodologia de análise colorimétrica do plugin “Colour Deconvolution” 

no software Fiji. A - Delimitação de canal vermelho para análise de 
CEHs imunomarcadas (coloração DAB/HH). Notar que os núcleos das 
células são “deletados” para que o software não os contabilize na área 
de interesse (ROI). B - Delimitação de canal verde para análise de 
porcentagem de fibrose na coloração de TM. Em vermelho está 
evidenciada a ROI pela ferramenta “Threshold”. 

 
 

3.4. Análise estatística 

 

As alterações histológicas foram avaliadas por estatística descritiva e teste de 

Qui-quadrado, levando em consideração p<0,05. A imunomarcação das CEHs, 
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macrófagos espumosos e células de Kupffer e a porcentagem de fibrose na coloração 

de Tricrômio de Masson foram inicialmente verificadas para a ocorrência de 

distribuição normal. Após, foi utilizado teste paramétrico de análise de Modelos Mistos 

considerando-se a variação entre as lâminas (cortes histológicos dos fígados) como 

efeito aleatório e, para efeito fixo, levou-se em consideração os escores/grupos de 

macrófagos espumosos (0 a 3). Em caso de efeito significativo pelo teste F (p<0,05) 

foi procedido o teste de comparação pareada de Tukey. Todas as variáveis foram 

estudadas por meio de pressupostos de independência dos resíduos e 

homogeneidade de variâncias. A avaliação da contagem de macrófagos espumosos 

positivos para CD163 não considerou o grupo 0 (pois este não havia macrófagos 

espumosos) e para este teste, foi incluso no modelo a contagem total de macrófagos 

espumosos dos campos como covariável para correção dos valores (fator de 

correção). Por fim, foi realizado teste de Correlação de Pearson entre a marcação de 

CEHs para α-SMA, macrófagos espumosos para CD163 e TM, considerando 

correlação positiva para p<0,05. As análises foram realizadas no software estatístico 

R (R Core Team), versão 3.5.3, 2019. 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 A maioria dos fígados apresentou lesões microscópicas discretas e infiltrados 

de macrófagos espumosos em quantidades variáveis (grupos 1 a 3). Os animais do 

G0 não apresentavam na microscopia de luz, a presença de macrófagos espumosos 

ou outras alterações histológicas na coloração de Hematoxilina e Eosina. 

 

4. 1. Análise histopatológica (Hematoxilina e Eosina) 

 

Os infiltrados de macrófagos espumosos estavam distribuídos aleatoriamente 

pelo parênquima hepático, sendo observados mais frequentemente na região 

centrolobular. Eram raros os macrófagos espumosos isolados. Todos os fígados 

exibiram lesões discretas a moderadas, sendo estas lesões inflamatórias, 

degenerativas/necróticas e proliferativas (hiperplasia biliar e fibrose). As principais 
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lesões observadas em todos os grupos e suas respectivas frequências, são mostradas 

na Tabela 1. Não houve associação pelo teste de Qui-quadrado entre as variáveis 

lesões histopatológicas observadas e os diferentes grupos/escores de macrófagos 

espumosos (p>0,05 em todas as lesões). 

 

Tabela 1. Frequência das alterações histopatológicas observadas nos fígados de 
bovinos alimentados com Brachiaria spp.  

Grupo1 

Alterações Histopatológicas 

Inf. Infl.2 

Mononuclear  

p= 0,095 

Fibrose 

Capsular 

p= 0,453 

Degeneração 

Hidrópica 

p= 0,382 

Proliferação de 

Ductos Biliares 

P= 0,536 

Necrose 

Aleatória 

p= 0,778 

3 
83,33% 

(10/12) 

58,33% 

(7/12) 

33,33% 

(4/12) 

8,33% 

(1/12) 

16,66% 

(2/12) 

2 
100% 

(12/12) 

66,66% 

(8/12) 

41,66% 

(5/12) 

25% 

(3/12) 

16,66% 

(2/12) 

1 
75% 

(9/12) 

41,66% 

(5/12) 

16,66% 

(2/12) 

16,66% 

(2/12) 

8,33% 

(1/12) 

Total 
86,11% 

(31/36) 

55,55% 

(20/36) 

30,55% 

(11/36) 

16,66% 

(6/36) 

13,88% 

(5/36) 

1O grupo 0 não apresentava lesões histopatológicas; 2Infiltrado Inflamatório. O valor de p< 

0,05 revela associação entre as variáveis lesão histológica e grupo/escore de macrófagos 

espumosos (Teste de Qui-quadrado). 

Estas lesões estão de acordo com os relatos na literatura de animais que 

ingerem Brachiaria spp., como a presença de macrófagos espumosos (Driemeier et 

al., 1998; Driemeier et al., 1999; Brum et al., 2007; Sousa et al., 2010; Riet-Correa et 

al., 2011; Albernaz et al., 2010; Riet-Correa et al., 2010; De Oliveira et al., 2013; Ogliari 

et al., 2018), fibrose capsular (Riet-Correa et al., 2010), degeneração hidrópica 

(Driemeier et al., 2002; Brum et al., 2007; Sousa et al., 2010; Albernaz et al., 2010; 

Riet-Correa et al., 2010; Riet-Correa et al., 2011; De Oliveira et al., 2013; Ogliari et al., 

2018), necrose discreta aleatória (Driemeier et al., 1998; Brum et al., 2007; Sousa et 

al., 2010; De Oliveira et al., 2013) e proliferação de ductos biliares (Brum et al., 2007; 

Albernaz et al., 2010; Ogliari et al., 2018). 
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O infiltrado inflamatório mononuclear também é relatado em bovinos pastando 

Brachiaria spp. e este é normalmente descrito como aleatoriamente distribuído pelo 

parênquima e localizado nos tratos portais e/ou região periportal (Riet-Correa et al., 

2010; Muniandy et al., 2020; Brum et al., 2007; Araújo et al., 2017; Faccin et al., 2014; 

Caiedo et al., 2012), como observado no presente estudo.  

Este infiltrado tinha distribuição multifocal e era composto predominantemente 

por linfócitos, sendo mais frequente nos espaços-porta (Figura 5 A e B). O infiltrado 

mononuclear portal nestes casos é superior ao que normalmente é observado nos 

tratos portais de fígados bovinos saudáveis, principalmente quando comparado ao 

grupo 0 que não apresenta lesões histopatológicas. Portanto, sugere-se uma provável 

associação entre o infiltrado mononuclear e a resposta imune contra as toxinas da 

Brachiaria spp., uma vez que foi observado que fígados com maior quantidade de 

macrófagos espumosos (grupos 3 e 2) apresentaram também maior quantidade e 

intensidade destes infiltrados, em especial no espaço-porta.  

 

 

 
Figura 5. Fotomicrografias de fígado de bovino alimentado com Brachiaria spp., 

pertencente ao grupo 3, apresentando acentuado infiltrado inflamatório 
mononuclear no espaço-porta. A - Barra: 50µm. B - Notar que o infiltrado 
mononuclear é composto principalmente por linfócitos (*). Barra: 10µm. 
Hematoxilina e Eosina.  

 
 

Dos 36 fígados com lesões histopatológicas (grupos 1, 2 e 3), 31 apresentaram 

infiltrado inflamatório mononuclear, sendo este infiltrado observado nos espaços-

porta; distribuído aleatoriamente no parênquima hepático, muitas vezes nos 

* 
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sinusoides, entremeados entre os grupos de macrófagos espumosos (Figura 6) ou em 

áreas de fibrose capsular e região centrolobular.  

 

 
Figura 6. Fotomicrografia de fígado de bovino alimentado com Brachiaria spp., 

pertencente ao grupo 3. Observar um pequeno grupo de macrófagos 
espumosos (seta) associado a infiltrado inflamatório mononuclear discreto 
composto por linfócitos (cabeça de seta) e discreta degeneração hidrópica 
de hepatócitos circunjacentes (*). Barra: 10µm. Hematoxilina e Eosina. 

 
 

O teste de Qui-quadrado não revelou associação entre a localização do 

infiltrado inflamatório mononuclear e o escore de macrófagos espumosos, com 

exceção aos infiltrados localizados na região capsular (p= 0,028). A tabela 2 detalha 

a localização destes infiltrados. 

 

 

 

 

 

 

 

* 
* 

* 
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Tabela 2. Localização e distribuição do infiltrado inflamatório mononuclear observado 
em fígados de bovinos alimentados com Brachiaria spp. 

Localização e 

distribuição do Inf. Infl.1 

Mononuclear 

Grupo2 

Total 
1 2 3 

Espaço-porta 

(multifocal) 

p= 0,608 

58,33% 

(7/12) 

58,33% 

(7/12) 

75% 

(9/12) 

63,88% 

(23/36) 

Centrolobular 

(multifocal) 

p= 2,255 

0% 

(0/12) 

0% 

(0/12) 

8,33% 

(1/12) 

2,77% 

(1/36) 

Cápsula 

(focal) 

p= 0,028 

0% 

(0/12) 

25% 

(3/12) 

8,33% 

(1/12) 

11,11% 

(4/36) 

Aleatório 

(multifocal) 

p= 0,175 

16,66% 

(2/12) 

25% 

(2/12) 

0% 

(0/12) 

11,11% 

(4/36) 

1Infiltrado Inflamatório; 2O grupo 0 não apresentava lesões histopatológicas. O valor de p< 
0,05 revela associação entre as variáveis lesão histopatológica e grupo/escore de macrófagos 
espumosos (Teste de Qui-quadrado).  

 

O fígado realiza tarefas imunes essenciais, logo, há células imunes residentes 

distribuídas pelo parênquima hepático normal. Portanto, o fígado naturalmente contém 

elevado número de linfócitos que incluem células Natural Killer (NKT) e células T CD4+ 

e CD8. A maioria destas células são imunocompetentes e transitam pelo fígado para 

prover contínua vigilância imunológica (Lalor et al., 2002). No fígado saudável, 

linfócitos residem principalmente nos tratos portais, mas podem também estar 

espalhados pelo parênquima (Bogdanos et al., 2013).  

A infiltração do fígado por linfócitos ocorre em resposta a muitos insultos, 

incluindo não só a hepatite viral, mas também lesões autoimunes e tóxicas. A 

distribuição destes linfócitos no fígado vai depender do estímulo inflamatório. Os 

fatores que determinam a infiltração hepática em qualquer situação são pouco 

compreendidos, mas são provavelmente determinados pelo local de entrada dos 

linfócitos no fígado, e fatores que retêm linfócitos em uma localização particular (Lalor 
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e Adams, 1999). Como a maior parte dos metabólitos e microrganismos que causam 

injúria hepática entram pelo sistema porta (Brown et al., 2018) há tendência em ocorrer 

infiltrado inflamatório no espaço-porta, como observado neste estudo. De acordo com 

Shetty et al. (2008), no processo inflamatório hepático, o recrutamento de linfócitos 

aumenta marcadamente, e a localização dos infiltrados linfocíticos determina a 

natureza e severidade do processo patológico. Portanto, infiltrados portais são 

usualmente observados em doenças biliares. Porém, como as toxinas da Brachiaria 

chegam ao fígado pelo sistema portal, pode se esperar que parte da resposta contra 

a ação destas toxinas se instale no espaço-porta. Vale ressaltar que muitos estudos 

sobre intoxicação por Brachiaria decumbens revelaram importante colangio-hepatite 

(Sousa et al., 2010; Albernaz et al., 2010; Brum et al., 2007; Cruz et al., 2001; Ogliari 

et al., 2018), muitas vezes associadas a icterícia e fotossensibilização, o que não foi 

observado no presente estudo. 

Com relação à intensidade do infiltrado inflamatório mononuclear portal, 

observou-se que a maioria era discreto (16 fígados). Somente 3 fígados apresentaram 

infiltrado mononuclear acentuado no espaço-porta, sendo todos eles do grupo 3 

(Figura 5), ou seja, com maior quantidade de macrófagos espumosos. Cinco fígados 

apresentaram infiltrado moderado no espaço-porta. Apesar de boa parte dos 

infiltrados estarem presentes nos tratos portais, nenhum dos fígados analisados 

apresentou lesões degenerativas ou necróticas de colangiócitos, ou células 

inflamatórias na luz de ductos biliares. Em processos inflamatórios hepáticos, os 

vasos portais expressam proteína de adesão vascular 1 (VAP-1), P-selectina e E-

selectina, que parecem enviar sinais de recrutamento de linfócitos para o espaço-porta 

(Lalor et al., 2002), o que sugere que nem todo infiltrado linfocítico portal é voltado 

para os ductos biliares. 

No entanto, colangiopatia associada à presença de cristais birrefringentes 

dentro de ductos biliares não foi observada. Esta lesão é reportada com mais 

frequência em ovinos (Cruz et al., 2001; Brum et al., 2007) e é provavelmente a causa 

da colestase e acúmulo de filoeritrina, resultando em icterícia e fotossensibilização 

(Driemeier et al., 2002; Muniandy et al., 2020). Nenhum dos animais deste estudo 

apresentou sinais clínicos de intoxicação, e estavam visualmente sadios e aptos para 

o abate, o que pode explicar a ausência destas lesões. Pode-se inferir que talvez não 
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houve tempo para o desenvolvimento de tais lesões, ou que os infiltrados não eram 

voltados especificamente contra os ductos biliares (colangite). Além disso, fatores 

como a espécie, idade do animal, tempo de exposição, parte da planta ingerida e 

época da ingestão da Brachiaria spp. interferem na concentração de saponinas 

esteroidais, o que consequentemente, altera a quantidade de lesões observadas nos 

animais (Low, 2015; Muniandy et al., 2020). 

O infiltrado mononuclear observado na região capsular estava em áreas de 

fibrose capsular e, em dois destes, havia grupos de macrófagos espumosos e 

proliferação de ductos biliares associados. Somente um deles apresentou infiltrado 

inflamatório moderado (grupo 2) e os demais, infiltrado discreto.  

O infiltrado inflamatório mononuclear aleatório no parênquima hepático estava 

solto nos sinusoides ou associado a grupos de macrófagos espumosos (Figura 6). 

Este infiltrado foi considerado discreto, com exceção de um fígado do grupo 2 que 

apresentou infiltrado moderado de linfócitos entremeados a alguns grupos de 

macrófagos espumosos. Segundo Driemeier e colaboradores (1999), estes infiltrados 

mononucleares provavelmente representam estágios iniciais de formação de focos de 

macrófagos espumosos. Além disso, quando ativadas, as células estreladas hepáticas 

também são capazes de modular a resposta imune local e induzir a quimiotaxia de 

células inflamatórias para o fígado (Friedman, 2008), especialmente linfócitos, que 

podem inclusive proliferar devido a este estímulo (Viñas et al., 2003). Portanto, pode-

se inferir que provavelmente as lesões provocadas pelas toxinas da Brachiaria spp. 

em hepatócitos levam a ativação de células de Kupffer e células estreladas, que por 

sua vez podem induzir a quimiotaxia de células inflamatórias para o fígado, 

principalmente linfócitos. Para determinar a real relação entre os macrófagos 

espumosos e as toxinas da Brachiaria spp. com os infiltrados mononucleares mais 

estudos são necessários, como a avaliação da expressão de citocinas que recrutam 

linfócitos pelos macrófagos espumosos.  

Fibrose capsular foi a segunda lesão mais frequente (Tabela 1), observada em 

55% dos fígados, sendo sempre multifocal e discreta. Esta lesão foi observada como 

fibras colágenas eosinofílicas, delicadas a grosseiras em áreas multifocais da cápsula 

de Glisson, e muitas vezes estava associada a focos de infiltrado de linfócitos, 

proliferação de ductos biliares (Figura 7A) e macrófagos espumosos.  



37 
 

 
Figura 7.  Fotomicrografias de fígados de bovinos alimentados com Brachiaria spp., 

pertencentes ao grupo 3. A - Observa-se área focalmente extensa de 
fibrose capsular e subcapsular associada a neovascularização, proliferação 
de ductos biliares e infiltrado inflamatório mononuclear. Barra: 50µm. B – 
Área focal mostrando proliferação de ductos biliares (*) associados a um 
grupo de macrófagos espumosos (seta). Barra: 10µm. Hematoxilina e 
Eosina. 

 

A coloração de TM evidenciou a fibrose capsular, assim como a deposição de 

colágeno em outros locais do parênquima hepático, o que será mais detalhado 

adiante. Esta lesão ocorreu em todos os grupos e não apresentou diferença estatística 

ou associação com a quantidade de macrófagos espumosos (p= 0,453). Comumente, 

estas áreas focais ou multifocais de fibrose estavam associadas a infiltrados 

inflamatórios e, portanto, podem estar associadas a outros insultos, conhecidos como 

peri-hepatite. A peri-hepatite normalmente está associada a peritonite aguda e 

também pode estar associada à penetração de parasitas como a Fasciola hepatica 

(Brown et al., 2018). No entanto, é importante ressaltar que boa parte das áreas de 

fibrose capsular também apresentavam agregados de macrófagos espumosos, e que 

o estudo de Faccin et al. (2015) faz uma forte associação entre esta lesão e a ingestão 

crônica de Brachiaria spp. 

A terceira lesão mais frequente, observada em 11 fígados, foi degeneração 

hidrópica de hepatócitos (Tabela 1), porém, não houve associação estatística com a 

quantidade de macrófagos espumosos pelo teste de Qui-quadrado (p= 0,382). Esta 

alteração foi discreta em todos os fígados e normalmente estava localizada na região 

centrolobular e em hepatócitos próximos a grupos de macrófagos espumosos (Figura 

6). A maioria dos estudos em fígados de bovinos alimentados com pastagem de 

* * * 

* 

* 
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Brachiaria relata a tumefação hepatocelular como uma lesão frequentemente 

associada aos macrófagos espumosos (Sousa et al., 2010; Riet-Correa et al., 2011; 

Albernaz et al., 2010; Riet-Correa et al., 2010; De Oliveira et al., 2013; Brum et al., 

2007; Ogliari et al., 2018). No entanto, degeneração hidrópica aguda na região 

centrolobular do fígado é particularmente comum em casos de hipóxia, uma vez que 

esta porção do lóbulo hepático recebe sangue menos oxigenado (Brown et al., 2018). 

Portanto, sugere-se que esta lesão, quando não associada a grupos de macrófagos 

espumosos, pode ter ocorrido de forma aguda no momento do abate, devido à sangria 

e pode não ter relação direta com as toxinas da Brachiaria spp. O estudo de lesões 

histopatológicas em fígados de bovinos realizado por Almeida (2016), evidencia que 

a degeneração hidrópica na região centrolobular foi um achado muito comum, mesmo 

em animais que não apresentavam macrófagos espumosos, ou qualquer outro tipo de 

lesão hepática. A degeneração hidrópica em hepatócitos adjacentes aos infiltrados de 

macrófagos espumosos provavelmente tem relação com os mesmos, podendo ser 

uma resposta a um efeito citotóxico, pois, segundo Driemeier e colaborados (2002) 

estes hepatócitos tumefeitos também apresentam hiperplasia do reticulo 

endoplasmático liso. 

A proliferação de ductos biliares é uma alteração normalmente descrita em 

fígados de animais que ingeriram Brachiaria spp. (Albernaz et al., 2010; Brum et al., 

2007; Cruz et al., 2001; Ogliari et al., 2018), porém foi pouco observada neste estudo 

(Tabela 1). A Figura 7A demonstra uma área focalmente extensa de proliferação de 

ductos biliares associada a fibrose capsular e subcapsular e infiltrado inflamatório 

mononuclear. A proliferação/hiperplasia ductal está normalmente associada a lesões 

crônicas, sendo comumente observada em áreas de fibrose capsular (Brown et al., 

2018), como observado neste estudo. A Figura 7B mostra área focal de proliferação 

de ductos biliares associada a um infiltrado de macrófagos espumosos, o que pode 

sugerir uma relação de padrão lesional crônico, uma vez que os macrófagos 

espumosos surgem em animais que estão pastando Brachiaria spp. há pelo menos 

150 dias (Driemeier et al., 2002).  

Também foi raramente observada a necrose aleatória de hepatócitos (Tabela 

1), lesão frequentemente relacionada à ingestão de Brachiaria spp. em outros estudos 

(Sousa et al., 2010; De Oliveira et al., 2013; Brum et al., 2007; Driemeier et al., 1998). 
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A necrose aleatória nem sempre estava associada a áreas contendo macrófagos 

espumosos, sendo mais associada a infiltrados inflamatórios mistos, contendo 

neutrófilos, provavelmente resultado de patógenos que chegam ao fígado pela 

circulação portal. 

Outras lesões histopatológicas observadas com baixa frequência e intensidade 

discreta foram: congestão difusa (9 fígados), degeneração gordurosa centrolobular (6 

fígados) e infiltrado inflamatório misto multifocal e aleatório, composto por neutrófilos 

e linfócitos (5 fígados). Estas lesões eram discretas e provavelmente não possuem 

relação direta com os macrófagos espumosos ou intoxicação por Brachiaria, sendo 

inclusive, lesões normalmente não associadas à ingestão de Brachiaria em relatos da 

literatura. A congestão hepática pode estar associada à sangria ineficiente, que faz 

com que o sangue acumule no fígado (Vieira et al., 2011). A degeneração gordurosa 

pode estar ligada a diversos fatores que atrapalham o metabolismo de ácidos graxos, 

como a hipóxia e redução de ingestão calórica (Brown et al., 2018). Essa alteração foi 

observada somente em 6 fígados, com distribuição igual entre os grupos/escores de 

ME, e provavelmente não tem associação direta com a ingestão de Brachiaria spp. ou 

com os ME. Infiltrado inflamatório misto multifocal foi observado somente em 5 

fígados, em sinusoides, e pode estar associado a lesões necróticas focais, sendo 

comum estarem relacionados a uma pequena quantidade de agentes infecciosos, 

especialmente bactérias, que chegam ao fígado pela circulação portal (Brown et al., 

2018).    

Somente dois fígados apresentaram maior deposição de colágeno no espaço-

porta e região periportal, evidente na coloração de HE, chegando a formar pontes 

portais. Destes, um fígado era do grupo 3 e outro do grupo 2.  

 

4.2. Análise histopatológica (Tricrômico de Masson) 

 

A avaliação dos fragmentos de fígados corados com TM revelou fibrose 

discreta a moderada em todos os fígados. A fibrose era multifocal e normalmente 

caracterizada por proliferação de fibras colágenas delicadas entremeadas entre 

macrófagos espumosos (Figura 8), em áreas de fibrose capsular, ocasionalmente 
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associadas com infiltrados de macrófagos espumosos e linfócitos, e áreas de fibrose 

na região periportal, raramente formando pontes entre tratos portais (Figura 9 A e B).  

 

 

 
Figura 8.  Fotomicrografia de fígado de bovino alimentado com Brachiaria spp., 

pertencente ao grupo 2. Delicada deposição de fibras colágenas 
(setas) envolvendo um grupo de macrófagos espumosos localizado 
próximo à veia centrolobular. Barra: 10µm. Tricrômico de Masson. 
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Figura 9.  Fotomicrografias de fígados de bovinos alimentados com Brachiaria spp. A 

– Fígado do grupo 3. Proliferação de tecido conjuntivo fibroso (fibras 
colágenas eosinofílicas) formando pontes entre espaços-porta (pontes 
portais - setas) associado a infiltrado inflamatório mononuclear. Barra: 
100µm. Hematoxilina e Eosina. B – Fígado do grupo 2. Proliferação de 
tecido conjuntivo fibroso (fibras colágenas em azul) formando pontes entre 
espaços-porta (pontes portais - setas). Barra: 100µm. Tricrômico de 
Masson. 

 
A fibrose foi maior em fígados contendo macrófagos espumosos, havendo 

maior deposição de colágeno em fígados com maior escore de infiltrados de ME 

(grupos 2 e 3) (R2= 73,88%; p= 0,001). Isto sugere uma possível relação entre a 

presença de macrófagos espumosos e a estimulação para fibrogênese, fator este 

ainda mais evidenciado pela análise estatística que mostrou relação entre a variável 

deposição de fibras colágenas no TM e os diferentes escores de ME. No entanto, não 

houve diferença estatística entre a deposição de colágeno entre os grupos 0 e 1 

(Figura 11A).  

 

4.3. Análise imuno-histoquímica 

 

4.3.1. Expressão de α-SMA pelas Células Estreladas Hepáticas 

 

A imunomarcação de α-SMA foi observada no citoplasma das células 

estreladas hepáticas ativadas nos sinusoides em todos os fígados, incluindo no grupo 

0. Frequentemente houve maior positividade para α-SMA em CEHs envolvendo 

grupos médios e grandes de ME (Figura 10A), e ocorreu alta variação de positividade 
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ao longo do parênquima de todos os fígados, independentemente do escore de ME 

(Figura 10 B-D).  

 

 
Figura 10. Fotomicrografias de fígados de bovinos alimentados com Brachiaria spp. 

com imunomarcação de α-SMA em CEHs. A - Fígado do grupo 3 – Evidente 
positividade de CEHs ao redor de um infiltrado médio de macrófagos 
espumosos (*). Forte imunomarcação é observada ao longo dos sinusoides 
(setas). Barra: 10µm. B – Fígado do grupo 2 – Discreta delimitação dos 
sinusoides pelas CEHs (setas). Barra: 10µm. C – Fígado do grupo 1- Forte 
positividade para CEHs ao longo dos sinusoides. Notar imunomarcação 
positiva de CEHs envolvendo um pequeno grupo de macrófagos espumosos 
(seta). Barra: 50µm. D – Fígado do grupo 0 - Delicada imunomarcação de 
CEHs ao longo dos sinusoides (setas). Barra: 10µm. Kit Novolink. 
Cromógeno DAB e contracoloração com Hematoxilina de Harris. 

 

 

* 

* 
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Houve diferença de imunomarcação para CEHs ativadas (α-SMA) entre os 

grupos de infiltrados de ME (R2=70,96%; p= 0,002). Fígados dos grupos 3 e 1 

apresentaram alta imunomarcação para CEHs (sendo esta superior no grupo 3), 

enquanto os fígados dos grupos 2 e 0 mostraram menor imunomarcação, sem 

diferença estatística entre estes dois grupos (Figura 11B).  

 

 

Figura 11. Médias para porcentagem de fibrose no Tricrômico de Masson (A) e 
imunomarcação de CEHs para α-SMA (B) em fígados de bovinos 
alimentados com Brachiaria spp. A - Notar a maior proporção de fibrose em 
fígados com maior escore de macrófagos espumosos (grupos 3 e 2) (p= 
0,001). Não houve diferença estatística entre os grupos 0 e 1. B - Médias 
para porcentagem de CEHs revelou diferença de imunomarcação entre os 
grupos/escores de macrófagos espumosos (p= 0,002). Fígados dos grupos 
3 e 1 apresentaram maior imunomarcação para CEHs enquanto os fígados 
dos grupos 2 e 0 mostraram menor imunomarcação.  (A-B – Teste de 
Comparações Pareadas de Tukey – Confiança de 95%).  

 
 

Nota-se que fígados do grupo 3 apresentaram maior grau de fibrose quando 

comparado aos demais grupos, tanto na avaliação pelo TM quando na ativação de 

CEHs pela análise de expressão de α-SMA. Esta evidência é amparada pelo fato de 

que uma maior deposição de fibras colágenas e também uma maior imunodetecção 

de CEHs ativadas foi observada entre ou envolvendo infiltrados de ME, como 

evidenciado na Figura 8.  

Apesar disso, fígados do grupo 2 mostraram menor imunomarcação para CEHs 

ativadas que os fígados do grupo 1, e nenhuma diferença estatística para fígados do 

grupo 0, sendo que na avaliação da fibrose pelo TM, observou-se maior deposição de 

fibras colágenas em fígados do grupo 2 que em fígados do grupo 1 e até mesmo do 

grupo 3. Mais análises são necessárias para avaliar causas possíveis para a maior 



44 
 

ativação de CEHs em fígados do grupo 1. já que as alterações histopatológicas não 

explicam este achado, uma vez que os fígados do grupo 2 apresentaram mais lesões 

histopatológicas que o grupo 1, havendo, maior tendência de ativação de células 

estreladas neste grupo. O tempo de exposição dos animais às toxinas da Brachiaria 

spp. e a outros possíveis agentes agressores poderiam ser fatores impactantes na 

ativação das células estreladas. 

 Sabe-se que as células estreladas ativadas podem secretar metaloproteinases 

(MMP), em especial metaloproteinase 1 (MMP-1), a principal protease responsável 

por degradar colágeno tipo 1, que é o mais comumente depositado na MEC em 

fígados fibróticos (Murphy et al., 2002). Além de induzir a deposição de matriz 

extracelular, as células estreladas também podem atuar na degradação desta matriz 

(Friedman, 2008), o que pode ser uma possível explicação para a menor deposição 

de fibras colágenas no grupo 1, quando comparado com a ativação das CEHs.  

Células estreladas ativadas também podem secretar inibidores teciduais de 

metaloproteinases (TIMP-1), que além de impedir a ação das metaloproteinases, 

também inibe a apoptose destas células. Portanto, ao mesmo tempo que podem 

degradar a MEC, também podem impedir sua degradação (Murphy et al., 2002). 

Podemos hipotetizar que as CEHs do grupo 2 poderiam expressar maior quantidade 

de TIMP-1, o que acarretaria em menor degradação da MEC e consequentemente, 

uma maior deposição de fibras colágenas quando comparadas com o grupo 1. Além 

disso, a secreção de PDGF mais elevada no grupo 1 poderia explicar porque há maior 

quantidade de células imunomarcadas neste grupo, uma vez que esta citocina 

apresenta potente capacidade mitogênica nas CEHs (Tsuchida e Friedman, 2017). A 

análise da expressão destas proteínas poderia explicar melhor esta disparidade.  

Outra possível hipótese que poderia explicar porque o grupo 2 apresenta menor 

média de células estreladas ativadas quando comparado ao grupo 1, é a possibilidade 

de diferença de expressão de citocinas entre os macrófagos hepáticos e os próprios 

macrófagos espumosos. Macrófagos que secretam grandes quantidades de TGF-β 

provavelmente levariam a uma maior ativação de CEHs e de produção de MEC, 

enquanto macrófagos que secretam ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF 

ou ligante de Fas (mediando a apoptose extrínseca) poderiam levar a apoptose de 

CEHs e consequentemente, reduzir a fibrose (Chang et al., 2013).  
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Em um estudo avaliando fibrose hepática e imunodetecção de CEHs ativadas 

em fígados de cães com leishmaniose, Marques et al. (2018) observaram maior 

imunomarcação de CEHs e maior deposição de fibras colágenas pela análise da 

coloração de TM em animais com maior quantidade de macrófagos parasitados no 

parênquima, o que sugere que um aumento na quantidade de macrófagos auxiliou no 

processo de fibrose hepática, como foi observado neste estudo. O mesmo grupo de 

pesquisadores demonstrou em outro estudo que os macrófagos que apresentavam 

maior parasitismo por Leishmania spp. eram do tipo M2 (Moreira et al, 2016), que é 

um perfil de macrófagos polarizados normalmente associados à cicatrização tecidual 

(Mosser, 2003). Logo, a determinação do perfil dos macrófagos espumosos pode 

definir o tipo de processo inflamatório no fígado, e assim, estimular ou não a 

fibrogênese. 

 

4.3.2. Expressão de CD163 pelos Macrófagos Espumosos e Células de 

Kupffer 

 

A imunomarcação de CD163 foi analisada separadamente. Fez-se avaliação 

da positividade de macrófagos espumosos e, também das células de Kupffer.  

Macrófagos hepáticos têm um importante papel na patogênese da injúria 

hepática crônica, mas estas células também são propostas como um alvo potencial 

para combater a fibrose (Schuppan e Kim, 2012). Há ambivalência da atividade de 

macrófagos e identificação de subtipos funcionalmente opostos. Os macrófagos têm 

sido classificados como pró-inflamatórios (M1) e imunorreguladores (M2) (Tacke e 

Zimmermann, 2014). No fígado, no entanto, macrófagos parecem expressar 

marcadores de M1 e M2 simultaneamente (Ramachandran et al., 2012). Os 

macrófagos espumosos já foram imunomarcados para CD68 (Faccin et al., 2016), um 

importante marcador para macrófagos M1 em camundongos, porém considerado um 

pan marcador de macrófagos em humanos (Kosmac et al., 2018). Na espécie bovina, 

o CD68 é também considerado um pan marcador de macrófagos (Ackermann et al., 

1994). A imunomarcação para CD163 gera controvérsias. Sabe-se que macrófagos 

de fenótipo M2 expressam este marcador, porém a avaliação deste marcador 
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isoladamente não deve ser usada para definir a polarização em M2, sendo necessário 

o uso de outros marcadores (Barros et al., 2013). 

Nas células de Kupffer, notou-se expressão elevada de CD163 em todos os 

fígados. Não houve evidente diferença de marcação para CD163 nas células de 

Kupffer entre os grupos (R2= 70,31%; p= 0,001). O grupo 2 apresentou maior média 

de imunomarcação destas células, que os demais, seguido do grupo 0, grupo 3 e, por 

fim, grupo 1, porém não houve diferença estatística (Figura 12B).  

 

 

Figura 12. Médias de imunomarcação para CD163 em macrófagos espumosos (A) e 
células de Kupffer (B) em fígados de bovinos alimentados com Brachiaria 
spp. A – Há evidente maior média de contagem de macrófagos espumosos 
imunopositivos para CD163 nos grupos com maior escore de ME (p= 
0,003). B - Médias para porcentagem imunomarcação de células de Kupffer 
não revelou diferença entre os grupos/escores de macrófagos espumosos 
(p= 0,001). (A-B – Teste de Comparações Pareadas de Tukey – Confiança 
de 95%).  

 

Notou-se que, apesar de as células de Kupffer apresentarem imunomarcação 

positiva para CD163 ao longo de todo o parênquima hepático, havia menor 

imunomarcação ao redor da veia centrolobular e imunomarcação mais evidente na 

região periportal, de forma que era possível delimitar o os lóbulos hepáticos. Este 

padrão foi observado em todos os grupos. A marcação mais evidente de CD163 em 

células de Kupffer na região periportal é consistente com a localização destas células, 

que tendem a ser mais frequentes nesta região do lóbulo hepático que na região 

centrolobular (David et al., 2016; Freitas-Lopes et al., 2017). No homem e no rato, as 

células de Kupffer apresentam expressão de CD163 (Gordon, 2003; Röszer, 2015), 

portanto, a evidente marcação das células de Kupffer para CD163 neste estudo 
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sugere que em bovinos, as células de Kupffer também expressam CD163, e agem 

inclusive num perfil “M2-like” (Davies et al., 2013; Röszer, 2015). Logo, nestes 

animais, a função deste receptor “scavenger”, que age como um internalizador da 

hemoglobina (Davies et al., 2013), seria a mesma, ou seja, as células de Kupffer 

bovinas também seriam importantes no metabolismo do ferro hepático. Não foi 

observada uma alteração no padrão de marcação das células de Kupffer envolvendo 

os grupos de macrófagos espumosos, mas nota-se células de aspecto mais 

estrelado/alongado (com projeções citoplasmáticas) entremeadas aos macrófagos 

espumosos, que provavelmente são células de Kupffer (Figura 13). 

Com relação aos macrófagos espumosos, observou-se maior contagem de 

macrófagos espumosos imunomarcados para CD163 em grupos com maior escore 

destas células (envolveu fator de correção de número total de macrófagos espumoso 

por campo como covariável), sendo que o grupo 3 foi o que mais apresentou 

imunomarcação, seguido do grupo 2 e, por fim, grupo 1 (R2= 66,35%; p= 0,003). Estes 

dados estão representados na Figura 12A.  

 Além disso, notou-se grande variação na imunomarcação ao longo dos 

infiltrados destas células. Muitas vezes, o mesmo grupo de macrófagos apresentou 

variação na imunomarcação, sendo algumas células fortemente positivas e outras 

com imunomarcação mais fraca ou negativa (Figura 13A). Alguns grupos 

apresentavam células com alta imunomarcação (Figura 13B). Havia grupos que 

apresentavam marcação mais fraca para CD163 (Figura 13C) enquanto outros grupos 

eram completamente negativos (Figura 13D).  
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Figura 13. Fotomicrografias de fígados de bovinos alimentados com Brachiaria spp. 

Imunomarcação de ME (*) e células de Kupffer (setas) para CD163. A - 
Fígado do grupo 3 – Positividade variável para CD163 em um grupo de 
macrófagos espumosos. Note que, no mesmo grupo, alguns macrófagos 
espumosos expressam CD163 (coloração amarronzada) enquanto outros 
não expressam. Barra: 10µm. B – Fígado do grupo 3 – Forte marcação para 
CD163 em um grupo de macrófagos espumosos. C – Fígado do grupo 2 – 
Um pequeno grupo de macrófagos espumosos apresenta fraca 
imunomarcação para CD163. Note que as células de Kupffer (setas) ao redor 
apresentam expressão mais forte. D – Fígado do grupo 1 – Um grupo médio 
de macrófagos espumosos não expressa CD163. As células de Kupffer 
apresentam expressão para CD163, tanto entremeadas aos macrófagos 
espumosos, quanto nos sinusoides. Note que há infiltrado inflamatório de 
linfócitos juntos aos ME. Kit Novolink. Cromógeno DAB e contracoloração 
com Hematoxilina de Harris. 

 
 

Uma vez que as células de Kupffer bovinas deste estudo apresentaram 

evidente expressão de CD163, a expressão variável de macrófagos espumosos para 

este receptor pode sugerir que estas células provavelmente são derivadas de 

monócitos e não de células de Kupffer em proliferação. Além disso, o fato de os 

* 
* 

* 
* 
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agregados de macrófagos espumosos serem mais comuns na região centrolobular, 

região em que há menor quantidade de células de Kupffer (David et al., 2016; Freitas-

Lopes et al., 2017), também suporta esta hipótese. Outro fator que corrobora com esta 

teoria é o aspecto morfológico das células de Kupffer que fica evidente na 

imunomarcação por CD163 como células alongadas a estreladas, com projeções 

citoplasmáticas, enquanto os macrófagos derivados de monócitos tendem a 

apresentar morfologia mais arredondada a circular (Gordon, 2003) como observado 

nos macrófagos espumosos. As células com imunomarcação mais forte para CD163, 

de aspecto alongado/fusiforme, entremeados a macrófagos espumosos 

provavelmente são células de Kupffer.  

A hipótese de que os macrófagos espumosos são originados de monócitos 

circulantes também é amparada pelo fato de que Faccin e colaboradores (2016) 

demonstraram em seu estudo marcação positiva de MAC387 em macrófagos 

espumosos, um marcador de monócitos ou macrófagos teciduais derivados de 

monócitos recém-chegados ao tecido (Bardadin et al., 1991; McGuinness et al., 2000; 

Subimerb et al., 2010; Saldarriaga et al., 2019) que não é expresso por células de 

Kupffer (Bardadin et al., 1991; Saldarriaga et al., 2019). Gomar (2002) entretanto, 

revelou em seu estudo que os macrófagos espumosos não marcaram para MAC387, 

enquanto outros macrófagos dos tecidos avaliados apresentaram marcação positiva 

mostrando que a imunomarcação foi eficiente. O estudo de Faccin et al. (2016), no 

entanto, revelou que somente alguns macrófagos espumosos apresentaram 

imunomarcação discreta para MAC387. Este achado pode sugerir que os macrófagos 

espumosos que apresentaram marcação positiva no estudo de Faccin e 

colaboradores (2016) tenham chegado recentemente no fígado, derivados de 

monócitos, e que, à medida que permanecem infiltrados no fígado e demais tecidos, 

param de expressar este marcador. 

  Ainda, a expressão variável de CD163 pelos macrófagos espumosos, 

inclusive entre células localizadas nos mesmos agregados de ME (Figura 13A), 

também sugere que as células que não expressaram este marcador provavelmente 

podem apresentar perfil de macrófagos M1. Em humanos, macrófagos M2 

apresentam alta expressão de CD163, enquanto macrófagos M1 apresentam baixa 

ou nenhuma expressão deste marcador (Komohara et al., 2006). Além disso, o estudo 
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de Düvel e colaboradores (2012) realizou polarização in vitro de macrófagos derivados 

de monócitos da espécie bovina em M1, induzidos inicialmente por IFN-ˠ e 

subsequente estimulação com LPS; e M2, induzidos por IL-4 e IL-13. Este estudo 

revelou que os monócitos ainda não ativados apresentavam alta expressão de CD163 

e baixa expressão de Calprotectina, uma proteína associada a M1.  Após ativação, 

para M1 ou M2, os macrófagos M1 apresentaram redução da expressão de CD163, 

mas sem alteração de expressão de Calprotectina. Os macrófagos M2 não 

apresentaram alteração de expressão para ambos os marcadores, mantendo alta 

expressão de CD163, ou seja, monócitos não polarizados podem expressar CD163, 

mas os polarizados em M1 normalmente não expressam este receptor. Isso corrobora 

com o fato de que em bovinos, macrófagos M1 provavelmente não expressam, ou 

apresentam baixa expressão de CD163. 

Macrófagos de perfil M2 possuem atividade moduladora e são conhecidos por 

atuarem na cicatrização e reparação tecidual (Mosser, 2003) Mas é importante deixar 

claro que estes macrófagos ainda podem ser divididos em subtipos, que se ativam 

sob diferentes estímulos: M2a, que ativam-se em resposta a IL-4 e IL-13; M2b, que se 

ativa em resposta a complexos imunes e LPS bacteriano; M2c, em resposta a 

glicocorticoides e, para alguns autores ainda há o subtipo M2d, que se ativam em 

resposta a IL-6 e adenosina. Outros autores ainda sugerem que os macrófagos M2a 

seriam alternativamente ativados; que M2b seriam macrófagos tipo 2 e que M2c 

seriam macrófagos desativados, ou seja, que antes eram macrófagos M1 e se 

tornaram M2 (Röszer, 2015).  

Os marcadores utilizados para identificação de macrófagos M2 são variados, e 

incluem moléculas expressas como CD163, CD206, arginase-1, Ym1 (Chi3l3), HIMF, 

CD209, MGL-1 e a síntese de peptídeos como neurotransmissores e hormônios 

(catecolaminas, substância P e adiponectina), e fatores de crescimento, como o TGF-

β, metabólitos lipídicos e outras moléculas. A expressão e síntese destas moléculas 

varia com o subtipo de M2 (Röszer, 2015).  

Não é indicada a avaliação da expressão de um marcador, sem a associação 

de outros marcadores para analisar a polarização de macrófagos em M2 (Barros et 

al., 2013; Röszer, 2015). O CD163, por exemplo, pode ser expresso por macrófagos 

M2a, M2c, macrófagos associados a tumores (TAM), macrófagos M2 residentes de 
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tecidos e macrófagos atípicos (que se ativam em resposta a infecção por 

micobactérias ou IL-33). Porém, avaliando os tipos de macrófagos que expressam 

CD163, e suas funções associadas, os macrófagos espumosos que apresentaram 

expressão de CD163 provavelmente se enquadrariam no subtipo M2c (desativados), 

que inicialmente teriam ativação M1, aumentando a resposta inflamatória hepática e 

que, por fim, se tornariam M2, levando a grande liberação de TGF-β e, por fim, 

auxiliando no processo de ativação das células estreladas hepáticas, com 

consequente fibrose.  

De certa forma, Röszer (2015) define que macrófagos M2 são uma entidade de 

macrófagos “não-M1”, que possuem variadas funções, e que futuramente, podem vir 

a ter uma nova terminologia por meio de análises mais robustas. Logo, afirmar que os 

macrófagos espumosos que expressam CD163 seriam realmente M2 é precipitado, 

mas estes provavelmente não seriam M1. 

 
 4.4. Teste de Correlação de Pearson 

 

O teste de correlação de Pearson revelou que há correlação entre a fibrose 

hepática observada pelo TM e a marcação de CEHs para α-SMA (p= 0,001). No 

entanto, não houve correlação entre a fibrose avaliada por TM e a quantidade de ME 

positivos para CD163 (p= 0,848); e para a marcação de CEHs para α-SMA e a 

quantidade de ME positivos para CD163 (p= 0,377). Estudos mostram que 

macrófagos derivados de monócitos, em especial os que apresentam elevada 

expressão de Ly6C, têm importante participação no processo de fibrose hepática, pois 

aumentam a ocorrência de fibrose devido à liberação de citocinas como TGF-β, 

PDGF, TNF e IL-1β (Tacke e Zimmermann, 2014), que ativam células estreladas. 

Logo, a maior ativação de células estreladas e deposição de tecido conjuntivo fibroso 

evidenciada pelo TM nos grupos com maior quantidade de ME deste estudo, também 

pode sugerir que os macrófagos espumosos parecem ter relação com o processo de 

fibrose hepática. Além disso, as CEHs ativadas secretam MCP-1, o que atrai 

monócitos para o fígado (Tacke e Zimmermann, 2014). Portanto, pode-se hipotetizar 

que a agressão tóxica, provocada nos hepatócitos, pelas toxinas da Brachiaria poderia 

levar à ativação de células de Kupffer e CEHs, que por sua vez atraem monócitos para 

o fígado. Estes monócitos liberam ainda mais substâncias que ativam as células 
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estreladas, gerando um ciclo vicioso que, cada vez mais atrai mais monócitos e ativa 

mais CEHs. Por fim, nos fígados em que a agressão pelas toxinas é maior, veríamos 

maior quantidade de macrófagos espumosos e também de ativação de CEHs e, 

consequentemente, de fibrose.  

Sugere-se, portanto, que os macrófagos espumosos associados à ingestão de 

Brachiaria spp. podem estimular a fibrogênese, visto que fígados com maior 

quantidade destas células também apresentam maior ativação de células estreladas 

e deposição de fibras colágenas (fibrose). Também é possível supor um aumento na 

inflamação hepática, provavelmente pela promoção do recrutamento de linfócitos, que 

pode ser mediada pelas CEHs ativadas, pelas células de Kupffer e pelos próprios ME. 

Os macrófagos espumosos provavelmente têm sua origem de monócitos circulantes 

e não de células de Kupffer, o que é sustentado pela diferença morfológica entre estas 

células e a variação na sua localização dentro do parênquima hepático, além da 

variável expressão de CD163. Mais estudos, avaliando detalhadamente o perfil e 

origem dos macrófagos espumosos associados a liberação de citocinas e ativação de 

linfócitos irão auxiliar na compreensão da influência destas células na doença hepática 

crônica bovina provocada pela ingestão de Brachiaria spp. 

 

 

5. CONCLUSÕES 

 

Os resultados deste estudo concluem que houve maior imunodetecção de 

células estreladas hepáticas ativadas e maior porcentagem de deposição de fibras 

colágenas (fibrose) em fígados com maior quantidade de macrófagos espumosos, 

principalmente quando comparado com fígados sem macrófagos espumosos. Estes 

achados estão em concordância com a literatura que sugere relação de injúria 

hepática crônica e fibrose em fígados de bovinos alimentados com Brachiaria spp. 

Houve maior expressão de CD163 nos fígados de animais com maior quantidade de 

macrófagos espumosos, que em animais com quantidade moderada e discreta destas 

células.  
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