http://dx.doi.org/10.4322/rbcv.2015.078

Rev. bras. ciénc. vet., v.4, n.2, 85-87, maio/ago. 1997 85

COMUNICACAO CIENTIFICA

Histoquimica de polissacarideos na fasciolose ovina

Histochemistry of polisaccharides in ovine fascioliasis

Edwin A. Pile’, José Augusto Albuquerque dos Santos!, Paulo O. Scherer?

Resumo

Na tentativa de registrar a ocorréncia de modificages
ao nivel da matriz extracelular no parénquima hepatico
de ovinos, foram realizadas andlises histoquimicas em
390 amostras do tecido. Os resultados demonstraram
diferenca entre os grupos, controle e infectado, evidenci-
ando alteracoes na sintese e/ou na degradagido desses
mucopolissacarideos.
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As alteragdes patolégicas provocadas por Fasciola
hepatica vém sendo analisadas através da patologia cli-
nica e de técnicas histolégicas e histoquimicas em ani-
mais natural ou experimentalmente infectados. No en-
tanto, as técnicas histoquimicas utilizadas registram ané-
lises enziméticas das alteragdes nos hepatécitos (Thorpe
e Ford, 1969) sem analisar a existéncia ou ndo de modifi-
cagbes em outras estruturas celulares no tecido hepati-
co.

Nas células eucariontes, a membrana celular desem-
penha um papel preponderante na interagéo intercelular,
estando a composigdo dessa estrutura (glicolipideos,
glicoproteinas e mucopolissacarideos) relacionada a com-
plexos e sensiveis mecanismos reguladores das ativida-
des metabdlicas.

Os polissacarideos, em pamcular, desempenham um
papel importante no armazenamento energético
(mucopolissacarideos neutros), além de serem compo-
nentes funcionais e estruturais (mucopolissacarideos aci-
dos) do tecido orgénico, mantendo uma correlagao positi-
va entre as variagoes, na sintese e na degradagao, que
se processam normalmente neles, e o aparecimento de
multiplas doencas (Zugibe, 1970).

Baseados nestes dados, decidiu-se analisar e regis-
trar a possibilidade da ocorréncia de modificagdes
histoquimicas no tecido hepatico em ovinos encontrados
com infec¢do natural provocada por F. hepatica.

Foram utilizados 40 ovinos (Ovis aries L.), diagnosti-
cados positivamente para F. hepatica, através da técnica

de quatro tamises (Girdo e Ueno, 1985).

As amostras de tecidos foram retiradas através de
pungdes hepéticas (Scherer, 1995) ou de necrépsias. O
material retirado foi fixado em solugéo a 10% de formalina
comercial e processado através de métodos histolégicos
de rotina. Do material processado, obtiveram-se 390 cor-
tes histolégicos que foram submetidos as coloragées de
hematoxilina-eosina, ferro coloidal de Hale, tricrémico de
Masson, alcian blue (pH 1,0 e pH 2,5), método do acido
periédico + fenilhidrazina (PAPS) e método do &cido peri-
édico (PAS) (Behmer et al., 1976) e a reagdes quimicas
de bloqueio: hidrélise, acetilagao e saponificagdo (Zugibe,
1970).

No grupo controle, as leituras evidenciaram nos cor-
tes corados com hematoxilina-eosina os I6bulos hepéti-
Cos € 0 espago porta com organizagao histolégica nor-
mal, enquanto no grupo infectado registraram-se desde
edemas localizados, fibroses, septagoes, hiperplasias e
hipertrofias dos dutos biliares, perda da organizagao dos
hepatécitos e infiltrado celular, até cirrose em extensas
areas, corroborando os achados de varios autores
(Scherer, 1995).

Nos tecidos dos animais infectados, corados -com
tricrémico de Masson, foi evidente a positividade nas pe-
quenas areas de fibrose, septacdes entre os hepatocitos
e areas de cirrose. No grupo controle, 0 mesmo corante,
demonstrou pouca intensidade (+), observada no espago
porta e em torno do Iébulo hepatico, alteragées também
evidenciadas por Scherer (1995).

No grupo controle, a reagdo ao PAS demonstrou uma
distribuicdo homogénea dos granulos vermelhos em todo
o parénquima hepatico e epitélio do duto biliar. Nos ani-
mais infectados apresentaram-se também estas caracte-
risticas, todavia, com pequenas areas de concentragdo
dos granulos.

O bloqueio a reacédo ao PAS, realizado com a amilase
salivar, revelou somente nos animais infectados raros gra-
nulos distribuidos de forma homogénea no parénquima
hepético e dutos biliares. Resultado idéntico foi constata-
do quando realizada a acetilagdo e a saponificagéo pre-
cedendo o método.
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A hidrolise, precedendo o método PAS, apresentou
resultados semelhantes (presenga de granulos) em am-
bos os grupos. Esses resultados séo ratificados quando
as técnicas de acetilagio, saponificagéo e hidrélise acida
sdo aplicadas nesse tecido.

Ao realizar-se o método PAPS, os grupos reagiram
demonstrando raros granulos vermelhos com concentra-
¢&o maior no grupo controle. Com a hidrélise acida, pre-
cedendo o método PAPS; a intensidade dos granulos di-
minuiu, mas foi mais evidente no grupo controle. Neste, a
coloragao realizada com alcian blue (pH 2,5) demonstrou
distribuicdo homogénea e intensidade fraca (+), resulta-
dos comprovados pelo método do ferro coloidal de Hale.
No parénquima dos tecidos de animais infectados, a dis-
tribuicio homogénea da coloragao ocorreu com maior in-
tensidade (++) e foi fortemente positiva (+++) em areas
de cicatrizagido, espago porta, area peridutal e dutos
biliares.” No grupo controle, a coloragao realizada em pH
1,0 demonstrou pouca intensidade (+) em algumas éare-
as, o mesmo acontecendo nos individuos infectados em-
bora com intensidade maior (++). A reagdo de bloqueio
pela metilagdo acida esbogou resposta (+) somente nos
tecidos dos animais infectados; a reagao de bloqueio pela
saponificagdo, fez retornar a positividade nos dois gru-
pos, com coloragédo de intensidade maior (++) nos ani-
mais infectados. No grupo controle, os mucopolis-
sacarideos nao sulfatados tiveram distribuicdo homogé-
nea. Nos animais infectados esses mucopolissacarideos
encontravam-se mais evidentes no parénquima hepético,
mostrando-se mais intensos nas areas lesadas e nas con-
tiguas as lesdes, enquanto os mucopolissacarideos
sulfatados (em menor distribuicdo) eram observados so-
mente em determinadas areas do tecido.

Ahidrélise acida, precedendo o método alcian blue (pH
2,5), demonstrou resultados negativos no grupo controle
e fortemente positivos (+++) nas areas lesadas do tecido
nos animais infectados.

Ao realizarem-se os métodos alcian blue (pH 1,0) e
PAS de forma conjunta, as reacgdes resultaram nas colo-
ragbes purpura (indicando formagdes estruturais a partir
de mucopolissacarideos acidos sulfatados) e vermelho
(formacbes estruturais a partir de mucopolissacarideos
n&o sulfatados e armazenamento de mucopolissacarideos
neutros e acidos graxos insaturados). Quando a técnica
foi executada empregando-se o método alcian blue em
pH 2,5, além das coloragées vermelha (indicando
mucopolissacarideos neutros e acidos graxos néo
insaturados) e purpura (mucopolissacarideos que reagem
ao mesmo tempo ao método alcian blue e ao PAS), a co-
loragao azul (mucopolissacarideos acidos) também foi
detectada. Em ambas as técnicas a intensidade de colo-
ragao sempre vario't, com a tonalidade purpura presente
em areas onde o método alcian blue apresentava-se in-
tenso.

Os resultados demonstram que hé diferenga na distri-

buicdo dos diversos componentes estruturais do
arcabougo hepatico nos animais infectados, evidencian-
do alteragbes na sintese e/ou na degradacéo desses
mucopolissacarideos. Segundo a literatura, a matriz
extracelular é, em parte, responsavel pela grande diversi-
dade morfoldgica, funcional e patolégica dos diversos te-
cidos (Junqueira e Carneiro, 1997), pelo que se sugere a
possibilidade dessas alteragdes (na sintese e/ou na de-
gradacgao) desencadearem ou influenciarem no
desencadeamento de alteragbes clinico-patolégicas nos
animais afetados.

Com hRase nesses achados, aconselha-se a realiza-
cdo de trabalhos mais apurados identificando e
quantificando a composi¢do quimica das estruturas ob-
servadas nessas alteragbes e, se possivel, seu
correlacionamento com os achados clinico-patolégicos.

Tabela - Resultado das reagdes histoquimicas em figados de
ovinos infectados e néo infectados com Fasciola hepatica

Intensidade de coloragéo

Método Grupo Grupo
infectado controle
Acido Periddico de Schift (PAS) +++ ++
Amilase + PAS + -
Acetilagdo + PAS + -
Acetilagéo + saponificacdo + PAS * +
Hidrélise + PAS + +
PAS + Fenilhidrazina (PAPS) + ++
Hidrélise + PAS + PAPS + +
Alcian blue 2,5 +++ +
Ferro coloidal de Hale +++ +
Alcian blue 1,0 ++ +
Metilagdo + alcian blue 2,5 + -
Hidrélise + saponificagéo + ++ +
alcian blue 2,5
Hidrdlise + alcian blue 2,5 +++ -
Alcian blue 1,0 + PAS Puarpura/ Parpura/
Vermelho Vermelho
Alcian blue 2,5 + PAS Vermelho/ Vermelho/
: Purpura/Azul - Puarpura/Azul

Abstract
Histochemistry of polisaccharides in ovine fascioliasis

While trying to record the ocurrence of changes in the
extracelular matrix in the ovine hepatic parenchyma, his-
tochemistry analysis were done in 390 tissues samples.
The results showed difference in the groups, control and
infected, indicating alteration in the synthesis and/or deg-
radation of this mucopolissacarides.
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