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AVALIAGCAO DE METODOS DE COLORAGCAO NO DIAGNOSTICO
HISTOPATOLOGICO DE Sarcocystis spp. EM AMOSTRAS DE CARNE BOVINA

SOUZA, Vitéria Amaral’; MORON, Sandro Estevan?; SANTOS, Helcileia Dias?

RESUMO

Sarcocystis spp. € um género de parasitos do filo Apicomplexa, familia
Sarcocystidae, com relevancia econdmica e sanitaria, por ser uma parasitose de
carater zoonotico comum em bovinos. O ciclo biolégico inclui uma fase assexuada
com formagédo de cistos em tecidos do hospedeiro intermediario, dentre eles a
musculatura esquelética, sendo a histopatologia um dos principais métodos de
diagndstico. O presente estudo teve por objetivo avaliar diferentes protocolos de
coloracdo no diagnodstico histopatolégico de cistos de Sarcocystis spp. em tecido
muscular bovino. Para isso, amostras de carne adquiridas em agougues do
municipio de Araguaina-TO, positivas para cistos macroscopicos, foram submetidas
a processamento histoldgico padréo e coradas por hematoxilina e eosina (HE), azul
de toluidina, acido periédico de Schiff (PAS) e Fast Green. De todos os cortes foram
obtidas fotomicrografias que foram examinadas por trés avaliadores e classificadas
quantiqualitativamente quanto a visibilidade da parede interna e externa do cisto,
coloragéo dos bradizoitos, contraste do cisto com o tecido muscular e capacidade de
demonstracdo dos septos. Em todos os protocolos de coloragao utilizados foi
possivel observar os cistos de forma distinta dos demais tecidos. A coloragao PAS
apresentou melhores resultados quanto a diferenciacdo da parede do cisto,
coloragdo dos bradizoitos e ao contraste do cisto com o tecido muscular. A
coloragao Fast Green possibilitou melhor visualizagado dos septos. Neste estudo, o
método histopatolégico se mostrou eficiente para a deteccdo de cistos de
Sarcocystis spp. em tecido muscular, sendo o PAS o método de coloragdo que
apresentou melhores resultados e a combinagcdo de mais de um método de
coloracao pode ampliar a capacidade de observacao de estruturas do cisto.
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I.  INTRODUGAO/JUSTIFICATIVA

Sarcocystis spp. € um género de parasitos pertencente ao filo Apicomplexa e

familia Sarcocystidae, caracterizado por apresentar um estagio de desenvolvimento
sexuado no intestino do hospedeiro definitivo e assexuado, com a formacgao de
cistos, em varios tecidos no hospedeiro intermediario (PESCADOR et al., 2007).
Possui como hospedeiros definitivos animais carnivoros como cao, gato e seres
humanos e uma ampla variedade de hospedeiros intermediarios, dentre eles
herbivoros, suinos, aves, répteis e pequenos roedores (CARLTON; MCGAVIN,
2005). E uma das doencas parasitarias mais prevalentes em bovinos em varias
regides do mundo (AKHLAGHI et al., 2016), inclusive no Brasil (RUAS; CUNHA;
SILVA, 2001). No estudo histopatoldgico de tecidos animais, a utilizagdo de métodos
de coloragdo adequados € essencial para garantir diagnosticos precisos e
confiaveis, pois as coloracbes podem aumentar o contraste entre diferentes

componentes do parasito e dos tecidos (FERREIRA et al., 2023).

. BASE TEORICA

A identificagdo morfolégica e molecular das espécies de Sarcocystis em
bovinos tem sido objeto de diversas pesquisas em varias regides do mundo, uma
vez que diferengas sutis na morfologia dos cistos podem dificultar o diagnéstico
preciso entre as espécies (DUBEY et al., 2015). Do ponto de vista histopatolégico,
as lesbes associadas a sarcocistose bovina podem ser observadas em musculos
esqueléticos e cardiacos e a histopatologia € uma importante ferramenta de
diagnostico (RUAS; CUNHA,; SILVA, 2001; PORTELLA et al., 2021).

. OBJETIVOS
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O objetivo geral foi avaliar diferentes protocolos de coloragdao no diagndstico

histopatolégico de cistos de Sarcocystis spp. em tecido muscular bovino. Os
objetivos especificos foram avaliar as estruturas do cisto de Sarcocystis spp.
submetidos aos métodos de coloragdo hematoxilina/eosina (HE), acido periédico de
Schiff (PAS), Fast Green e azul de toluidina e determinar qual método de coloragao

produz melhor visualizagao das estruturas que compdem o cisto de Sarcocystis spp.

IV. METODOLOGIA

Para obtencdo dos tecidos infectados por Sarcocystis, amostras pesando
aproximadamente 70g de tecido muscular bovino, provenientes dos cortes fraldinha
(porgcao costal do diafragma) ou Bife-do-Vazio (musculo reto abdominal) adquiridos
em acougues de diferentes bairros do municipio de Araguaina — TO foram avaliadas
por fatiamento e observacdo visual das fibras musculares e, quando observados
cistos sugestivos de Sarcocystis spp., um fragmento de tecido de aproximadamente
1cm foi retirado, fixado em solugéo de formol tamponado a 10% e submetido ao
processamento histolégico padrdo, passando pelas etapas de desidratacéo,
diafanizacdo, impregnacao, inclusdo em parafina e microtomia. Foram realizadas as
coloragdes hematoxilina e eosina, azul de toluidina, acido periédico de Schiff, Fast
Green e tricromico de Mallory, segundo descrito por TOLOSA et al., (2003) com
adaptacgdes nos tempos de coloracio.

De cada amostra processada foram obtidas fotomicrografias nas objetivas de
40x em microscopio de luz LABORCARE® L2000-T-PL acoplado a uma camera
fotografica do modelo GT 5.0. As analises histoldgicas foram realizadas as cegas,
por trés examinadores e a coloragao e qualidade de visualizacdo das estruturas do
cisto em cada coloragao foram classificados de forma qualitativa em uma escala de
1 a 3, assim definida: 1- quando nao foi possivel diferenciar nitidamente a parede do

cisto, ndo era possivel visualizar os septos e houve pouco contraste entre o cisto e 0
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tecido muscular; 2 - quando foi possivel diferenciar moderadamente a parede do

cisto, os septos foram visualizados porém com baixa nitidez e houve moderado
contraste entre o cisto e o tecido muscular; 3 - quando foi possivel diferenciar
nitidamente a parede do cisto, os septos foram visualizados com boa nitidez e houve
acentuado contraste entre o cisto e o tecido muscular. O valor médio obtido para a
classificagdo de cada corante nos quesitos avaliados foi calculado e usado para
compor uma escala quantiqualitativa, assim definida: valores médios de 0 a 1
(coloragao ruim, o observador tem dificuldade em identificar os cistos e suas
estruturas); valores >1 a 2 (coloragao regular, o observador identifica o cisto, porém
sem a precisao necessaria para detalhar estruturas) e valores >2 a 3 (coloragao boa,
o observador identifica com mais facilidade as estruturas que compde o cisto, assim

como diferencia facilmente o cisto em meio a outros tecidos).

V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliadas fotomicrografias de cistos macroscopicos obtidas de trés
amostras de tecido muscular, que resultaram em 9 avaliagdes para cada corante em
cada quesito avaliado. Os valores médios e a classificacido de cada coloracdo nos
quesitos avaliados estdo expostos na tabela 1, onde se observa que todos os
métodos de coloragcdo avaliados foram classificados como bons (>2 a 3), com a
coloragao PAS destacando-se por apresentar maior média geral (2,61).

A Figura 1 apresenta cistos de Sarcocystis spp. observados nas diferentes
coloracdes, onde se observa em destaque, as camadas que compdem a parede do
cisto, os septos e a intensidade de coloracdo dos bradizoitos encontrados nos

septos, que determina o contraste entre o cisto e o tecido muscular.
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Tabela 1 — Valores médios de classificagao de métodos de coloracio avaliados para
diagndstico de cistos macroscopicos de Sarcocystis spp. em tecido muscular.

Coloracao Visibilidade Coloracdo Contraste Visualizagdo Média

da parede do dos do cisto dos septos

cisto bradizoitos
Fast Green 2,44 2,00 2,78 2,44 2,42
HE 2,56 2,22 2,33 1,89 2,25
PAS 2,78 2,56 2,78 2,33 2,61
Toluidina 2,33 2,22 1,56 2,33 2,11

Fonte: elaborado pelos autores

Figura 1: Fotomicrografias de musculatura bovina parasitada por cisto de
Sarcocystis spp. submetidos a diferentes protocolos de coloragéo.
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Cisto de Sarcocystis spp. em musculo bovino na objetiva de 40X onde é possivel visualizar os
agrupamentos de bradizoitos separados entre septos (seta vermelha). Em destaque a ampliagéo de
100x evidenciando a parede do cisto (seta preta). (A) hematoxilina e eosina; (B) Azul de toluidina; (C)
Fast green; (D) Acido periédico de Schiff.

A correta descrigdo da estrutura do cisto de Sarcocystis pode auxiliar na

identificacdo das espécies parasitas. Cistos de Sarcocystis cruzi sao microscopicos,
com parede fina (<1 pm) e superficie coberta por projecées ou protusdes vilares
longas, estreitas, em forma de fita que se afinam em dire¢cdo a ponta arredondada,
enquanto, Sarcocystis hirsuta e Sarcocystis hominis formam cistos macroscépicos
dificieis de serem diferenciados em microscopia Optica, sendo a microscopia
eletrénica de transmissédo ou o uso de métodos moleculares importantes para uma
identificacdo precisa da espécie (DUBEY et al, 2015; DUBEY et al 2022).

VI. CONCLUSAO/CONSIDERAGOES FINAIS

Dentre os corantes avaliados, o PAS foi considerado melhor para identificacao
e observagcdo dos cistos de Sarcocystis, porém os corantes Fast Green,
hematoxilina/eosina e azul de toluidina também proporcionaram uma boa
observagcdo de cistos de Sarcocystis em musculatura estriada esquelética. Os
resultados apontam que a utilizacdo de mais de um método de coloragcdo para
estudos e diagnostico é uma alternativa que amplia a capacidade de observagao das

estruturas.
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