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RESUMO

PETRONETO, BRENDA SAICK. Diagndstico histopatolégico da sarcocistose em
atobas-pardo - Sula leucogaster (Boddaert, 1783) encalhados nos litorais do Rio
de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina — Brasil. 2022. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncia Animal) — Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ, 2022.

A Sarcocistose € uma afeccdo parasitaria, causada por um protozoario do género
Sarcocystis spp., que possui grande importancia em salde publica. E um parasito
intracelular obrigatério que acomete véarias espécies animais como, cédes, raposas,
seres humanos, bovinos, passeriformes e aves marinhas. Sabe-se que as aves
marinhas vém sofrendo h& varios anos com a acao antrépica, com as mudancgas e
invasbes dos seus habitats o0 que, consequentemente, impelem esses animais a
mudarem seus habitos migratorios, alimentares, comportamentais e reprodutivos,
além de serem observadas extingdes ou decréscimos de suas populacdes. Além
disso, ndo ha dados documentados em relacdo ao diagndstico de Sarcocystis sp.
em Sula leucogaster, bem como a descricdo dos achados histopatologicos dessa
enfermidade nessas aves. Objetiva-se com este estudo relatar os primeiros casos de
Sarcocistose muscular em atobas-pardo no Brasil, tal como realizar a descricédo
histopatologica desta parasitose em Sula leucogaster. Realizou-se um estudo
retrospectivo analisando e utilizando dados extraidos de 496 fichas obtidas através
do Sistema de Informacdo de Monitoramento da Biota Aquética (SIMBA), o qual
disponibiliza um compilado de informacdes inerentes as aves Sula leucogaster,
necropsiadas no periodo de setembro de 2015 a dezembro de 2018, em praias
distintas dos Estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina. As amostras
foram fixadas em formalina neutra tamponada a 10% e encaminhadas ao Setor de
Patologia Animal (LMPA) da UENF, no qual foram submetidas as etapas de
histotécnica, e posteriormente, examinadas em microscopio O6ptico, permitindo o
diagnéstico genérico conclusivo de Sarcocistose muscular e cerebral em
aproximadamente 64 (12,90%) aves. Os parasitos, se apresentavam como cistos
intracelulares, de dimensfes variaveis, mais abundantes nas musculaturas estriadas
esquelética e cardiaca,olhos (musculo esfincter da pupila e muasculo dilatador da
pupila); traqueia, lingua, eséfago, orofaringe, pro-ventriculo e cérebro. Através dos
resultados obtidos pode-se concluir que a analise histopatoldgica e coloracdo de
rotina HE mostra-se como uma excelente ferramenta diagnostica para protozooses
musculares, o que permite, além de tudo, agregar avancos aos conhecimentos
acerca das doencas parasitarias que acometem esses individuos, os quais séo
excelentes subsidios para a conservacdo dessas espécies e novas formas de
manejo e tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: Atoba-pardo; Histopatologia; Sarcocistose.



ABSTRACT

PETRONETO, BRENDA SAICK. Histopathological diagnosis of sarcocystosis in
brown booby - Sula leucogaster (Boddaert, 1783) stranded on the coast of Rio
de Janeiro, Sdo Paulo and Santa Catarina - Brazil. 2022. Dissertation (Master
Science) - Center for Agricultural Sciences and Technologies, State University of the
North Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ, 2022.

Sarcocystosis is a parasitic condition caused by a protozoan of the genus
Sarcocystis spp., which is of great importance in public health. It is an obligatory
intracellular parasite that affects several animal species such as dogs, foxes,
humans, cattle, passerines and sea birds. It is known that seabirds have been
suffering for several years with anthropic action, with changes and invasions of their
habitats, which, consequently, impel these animals to change their migratory,
feeding, behavioral and reproductive habits, in addition to being observed extinctions
or decreases in their populations. Furthermore, there are no documented data
regarding the diagnosis of Sarcocystis spp. in Sula leucogaster, as well as the
description of the histopathological findings of this disease in these birds. The aim of
this study is to report the first cases of muscular sarcocystosis in brown boobies in
Brazil, as well as to perform the histopathological description of this parasitosis in
Sula leucogaster. A retrospective study was carried out analyzing and using data
extracted from 496 files obtained through the Aquatic Biota Monitoring Information
System (SIMBA), which provides a compilation of information inherent to Sula
leucogaster birds, necropsied in the period from September 2015 to December 2018,
on different beaches in the States of Rio de Janeiro, S&o Paulo and Santa Catarina.
The samples were fixed in 10% neutral buffered formalin and sent to the Animal
Pathology Sector (LMPA) of UENF, where they were submitted to the histotechnical
steps, and later, examined under an optical microscope, allowing the conclusive
generic diagnosis of muscular and brain sarcocystosis in approximately 64 (12.90%)
birds. The parasites presented as intracellular cysts, of variable dimensions, more
abundant in the striated skeletal and cardiac musculature, eyes (pupil sphincter
muscle and pupil dilator muscle); trachea, tongue, esophagus, oropharynx, pro-
ventricle and brain. Through the results obtained, it can be concluded that the
histopathological analysis and routine HE staining is an excellent diagnostic tool for
muscle protozooses, which allows, moreover, to add advances in knowledge about
the parasitic diseases that affect these individuals, which are excellent subsidies for
the conservation of these species and new forms of management and treatment.

KEY-WORDS: Brown-booby; Histopathological; Sarcocystosis.
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1. INTRODUCAO

A Sarcocistose € uma afeccdo parasitaria, causada por um protozodrio do
género Sarcocystis spp. (ALVES et al. 2018) que possui grande importancia em
saude publica, por possuir os subtipos S. hominis e S. suihominis, considerados
zoonoticos para espécie humana, através do consumo de carne e produtos carneos
dos hospedeiros intermediarios, crus ou mal-cozidos contendo cistos do protozoario
(ROMMEL, 1985). E um parasito intracelular obrigatorio que acomete varias
espécies animais (ALVES et al. 2018), dentre elas: cées, gatos, raposas, seres
humanos (CAWTHORN et al. 1981; WICHT, 1981; PRAKAS et al. 2015), bovinos
(ALVES et al. 2018), camelos (DUBEY, 2015), passeriformes e aves marinhas
(PRAKAS et al. 2011; GJERDE et al. 2017).

As aves marinhas formam um grupamento diversificado de espécies que se
adaptaram com grande aplicabilidade ao meio, sendo representadas por 310
espécies, dentre elas 179 séo observadas na costa brasileira, classificadas em seis
ordens, a saber: Sphenisciformes (pinguins), Procellariiformes (albatrozes e petreis),
Phaethontiformes (rabos-de-palha), Suliformes (fragatas e atobas), Pelecaniformes
(pelicanos, garcas e ibis) e Charadriiformes (macaricos, gaivotas e trinca-réis).
Ademais, o Brasil € o pais com um dos maiores registros de aves marinhas do
mundo, o que demonstra sua importancia ao se tratar da conservacdo destas
espécies (SCHRAMM, 2018). Em suma, as aves podem ser portadoras de diversas
enfermidades parasitarias e infecciosas, possuindo consequentemente fortes
impactos em saude publica, bem como na conservacdo da vida silvestre (SATO,
2018).

Dentre tais espécies de aves ha o Atoba-pardo (S. leucogaster), uma ave
marinha que nidifica em ilhas costeiras e oceanicas situadas dentro da zona
tropical de todos os oceanos (BRANCO et al. 2001), sendo o representante mais
comum da familia Sulidae na costa brasileira (CARDOSO et al. 2020). Uma das suas
caracteristicas € o dimorfismo sexual evidente, sendo as fémeas maiores que 0s
machos, com reprodugdo continua e assincronizada (BRANCO et al. 2001).
Contudo, por ser tratar de uma espécie cosmopolita e habitar diversas regides
costeiras do Brasil, tais individuos podem atuar como importantes reservatorios de
parasitos, participando intimamente da cadeia de disseminacdo de infec¢bes para

outras espécies de aves e animais.
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De acordo com Llano (2019) cerca de 30 espécies de Sarcocystis spp. foram
identificadas em aves silvestres, podendo o S. falcatula e o S. calchasi ser
considerados patogénicos a hospedeiros excepcionais. Contudo, o0s estudos
relacionados a diversidade de Sarcocystis sp. em aves na América do Sul ainda sao
€scassos.

Diante do exposto, tornam-se fundamentais estudos mais detalhados sobre
0s potenciais efeitos negativos e biolégicos do género Sarcocystis spp. e seus
subtipos nessas aves. Ao passo, que as aves S. leucogaster podem ser
consideradas importantes sentinelas de condicbes diversas, bem como
bioindicadoras naturais. Além disso, ha a possibilidade de se expandir os
conhecimentos de habitos bioldgicos, perfil epidemioldgico, e ascensao nas formas
de conservacdo das populagcbes de aves marinhas da zona costeira brasileira
(BRANCO, 2004). Em consonancia, a pesquisa epidemiologica de agentes
parasitarios e 0s conhecimentos acerca de seus comportamentos em uma
populacdo de aves marinhas € de extrema transcendéncia, pois impulsiona medidas
de controle e prevencao.

Desta forma, propfe-se no presente estudo relatar os primeiros casos de
Sarcocistose musculoesquelética, cardiaca e cerebral em atobas-pardo no Brasil e
descrever microscopicamente as lesdes pelo Sarcocystis spp. em aves da espécie

S. leucogaster.

2. OBJETIVOS GERAIS

Objetivou-se com este estudo relatar os primeiros casos de Sarcocistose
musculoesquelética e muscular cardiaca, e Sarcocistose cerebral em atobas-pardo
no Brasil, demonstrando a variabilidade de infeccdo entre o0s individuos,
relacionando a taxa de prevaléncia dessa protozoose. Além disso, buscou-se
realizar a descricdo histopatoldgica deste parasito em Sula leucogaster, a fim de
evidenciar os aspectos macroscopicos e microscopicos da infeccdo gerada por este
coccideo. Enfatizando as aves marinhas encalhadas no litoral do Rio de Janeiro,
Séao Paulo e Santa Catarina, diagnosticados previamente pela histopatologia.
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3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Relatar os primeiros casos de Sarcocistose muscular, cardiaca e cerebral em

atobas-pardo no Brasil e no mundo;

e Realizar a descri¢do histopatoldgica de Sarcocystis spp. em aves marinhas da
espécie Sula leucogaster;

e Avaliar a prevaléncia de Sarcocystis spp. nas populacdes de Sula leucogaster
na zona costeira, do sudeste e sul brasileiro;

e Comparar as taxas de infec¢do nas aves utilizando a variavel género;

e Comparar as taxas de infeccdo nas aves utilizando a variavel maturidade
sexual;

e Comparar as taxas de infeccdo nas aves utilizando a varidvel maturidade

sexual versus género.

4. JUSTIFICATIVA

As aves marinhas vém sofrendo ha varios anos com a acdo antrépica,
mudancas e invasdo de seus habitats, e consequentemente impelindo esses
animais a mudarem seus habitos migratérios, alimentares, comportamentais e
reprodutivos, além de serem observados extingdes ou decréscimos de suas
populacfes. Conhecimentos acerca das doencas parasitarias que acometem esses
individuos sao excelentes subsidios para a biologia e conservagcédo dessas espécies
e novas formas de manejo e tratamento.

Desta forma, o presente estudo torna-se de grande importancia em razéo dos
infimos indices de relatos sobre a infeccéo parasitaria causada por Sarcocystis spp.
em aves da espécie Sula Leucogaster, além de ndo haver dados em relacdo a
histopatologia referente a esta enfermidade nessa espécie de aves marinhas.
Contudo, os dados na literatura especializada sobre incidéncia e/ou prevaléncia e
subespécies parasitarias dessa afeccdo nessa espécie de aves no Brasil é
insuficiente, além disso, poucos relatos sdo descritos no continente sul- americano.

Destaca-se ainda que os individuos que participardo dessa pesquisa serao
provenientes do litoral sul e sudeste brasileiro, inseridos dentro dos biomas da Mata

Atlantica e areas remanescentes de restingas, 0s quais encontram-se devastados e
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fragmentados em pequenas reservas, que abrangem a zona costeira. Contudo, o
registro do Sarcocystis spp. na musculatura de aves silvestres constituir-se-a4 uma
evidéncia do papel desses individuos como hospedeiros intermediarios dessa
afeccdo, bem como a inferéncia sobre a ocorréncia real da infec¢cdo (LLANO; 2019).
A Sarcocistose € uma doenca de origem parasitaria e carater zoondtico, e
novas descobertas nesse campo serdo de grande contribuicdo, principalmente em
relacdo a descricdo histopatolégica, e em saude publica, através do conhecimento
de novos hospedeiros, e cadeias de disseminacédo de infecgbes para o homem, e

outras espécies animais.

5. REVISAO DE LITERATURA

5.1 SARCOCISTOSE

A Sarcosporidiose ou Sarcocistose € causada por um parasito intracelular
obrigatoério, denominado Sarcocystis spp. Foi relatado pela primeira vez na Suica por
Miescher em 1843, quando observou cistos longos, finos e brancos nos musculos de
um rato doméstico, cujo nome e identificacdo cientifica ndo eram descritos
(CASTRO-FORERO et al. 2020; QUADROS et al. 2019), contudo, foram
designados, portanto, como “Tubulos de Miescher” (DUARTE, 2017).

Posteriormente, em 1865 Kihn identificou estruturas semelhantes no musculo
de um porco (DUARTE, 2017), no entanto, este género de parasito foi descrito pela
primeira vez por Lankester em 1882 apds sua experimentacdo em ratos (FAYER;
2004). O nome do género Sarcocystis, deriva do Grego sarkos, que significa carne e
kystis, que significa quisto. Desde entdo, sempre que estes quistos filiformes eram
observados no muasculo de um hospedeiro diferente, foram classificados como
especies diferentes (DUARTE, 2017).

Pertencente a familia Sarcocystidae, a qual segundo Urquhart (1998)
compreende cerca de 200 espécies de coccideos heteroxenos que formam cistos
teciduais em hospedeiros intermediarios, classe conoidasida, subclasse coccidia,
subfamilia Sarcocystinae (GUILLEN; 2011), ordem Eucoccidiorida, subclasse
Coccidiasina (Figura 1), normalmente apresentam multiplicacdo por esquizogonia ou
por endodiogenia (CASTRO-FORERO et al. 2020; QUADROS et al. 2019).
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Figura 1 - Classificagdo Taxondmica dos Parasitos do Género
Sarcocystis spp. Fonte: adaptado, Llano (2019).

Além disso, sao classificados como pertencentes ao filo Apicomplexa
(CASTRO-FORERO et al. 2019), pois desenvolvem em alguma fase de sua vida,
uma estrutura chamada complexo apical que tem como funcdo a fixacdo e
penetracdo do parasito nas células dos hospedeiros (GUILLEN; 2011). E
normalmente encontrado parasitando a musculatura estriada de mamiferos
domésticos como bovinos, equinos, bubalinos e suinos, além de mamiferos
silvestres, bem como aves, peixes e répteis (PEREIRA; CARVALHO, 1989).

5.1.1 Identificagcao de Sarcocystis spp.

Quando observados em forma de oocistos nas fezes dos hospedeiros, sao
esporulados e contém dois esporocistos, cada um deles com quatro esporozoitos,
normalmente o esporocisto esporulado é encontrado livre nas fezes (URQUAHRT;
1998) (Figura 2).
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Figura 2: Fotomicrografia de Oocistos esporulados de Sarcocystis spp. em
amostra fecal imida em esfregagos da mucosa intestinal de uma aguia do
mar (Haliaeetus albicilla). A primeira micrografia em menor aumento
demosntra varios oocistos na mucosa, e a segunda em maior aumento
diversos esporocistos esporulados de parede fina (setas). Fonte:
adaptado, Gjerde et al. (2018).

A infeccdo tecidual por Sarcocystis spp. apresenta caracteristicas como a
ocorréncia de esquizontes nas células endoteliais dos hospedeiros intermediarios,
apresentando-se com diametro bem pequeno, de aproximadamente dois a oito
micrébmetros. Na sequéncia, os bradizoitos formam cistos na musculatura estriada
dos hospedeiros intermediarios que podem ser grandes o bastante para serem
observados a olho nu. Macroscopicamente, apresentam estrias esbranquigadas que
seguem a diregéo da fibra muscular (URQUHART,1998; MARTINS, 2019) (Figura 3).
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Figura 3: Diversos cistos de Sarcocystis spp. em
musculo peitoral de uma ave da espécie Cacicus
haemorrhous. Os cistos possuem tamanho aproximado
de 2-4mm de comprimento, de aspecto esbranquicado e
ondulado, orientados longitudinalmente. Fonte: Llano
(2019).

O cisto consiste em uma parede que circunda os estagios de metrdcitos ou
bradizoitas do parasito. As caracteristicas histoldgicas do cisto consistem em parede
lisa, ou estriada, ou filamentosa, ou apresentando complexas projecdes ramificadas
(Figura 4). Internamente, os grupos de bradizoitas séo divididos em compartimentos
limitados por septos que se originam na parede do sarcocisto, porém, podem nao
ser compartimentalizados (STABENOW, 2004).

Figura 4 — Fotomicrografia de cortes transversais de dois sarcocistos de
parede fina em uma sec¢édo histolégica do musculo cardiaco de uma aguia
de cauda branca do mar (Barra = 20 ym). A - Perfil razoavelmente grande
de um cisto repleto de bradizoitos. B: Perfii menor de um sarcocisto
contendo varias células arredondadas na periferia. Coloragdo em HE,
Fonte: adaptado, Gjerde et al. 2018.
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5.1.2 Ciclo Evolutivo de Sarcocystis spp.

Sarcocystis spp. sdo protozoarios intracelulares heteroxenos obrigatérios que
necessitam de um hospedeiro intermediario (HI), normalmente a presa, que pode ser
um herbivoro ou onivoro, para a fase assexuada de seu ciclo e um hospedeiro
definitivo (HD), o predador, normalmente um carnivoro vertebrado, onde o parasito
realiza a fase sexuada (GONCALVES et al. 2016; CASTRO-FORERO et al. 2020).

O ciclo se inicia apés o HI ingerir esporocistos através de alimentos
contaminados, e posteriormente infectar-se. Tais esporocistos se desencistam
liberando esporozoitos, que através da corrente sanguinea chegam as células
endoteliais de varios 6rgédos, dentre eles o figado e os pulmbes (URQUART,1998;
MARTINS 2019). Posteriormente, ocorre um processo de esquizogonia e 0s
merozoitos se distribuem para atingir a musculatura estriada cardiaca ou esquelética
(MARTINS, 2019), bem como, ocasionalmente, no sistema nervoso central e nas
fibras de Purkinje do coracdo (PORTELLA, 2015). Formam-se entdo metrdcitos, que
se multiplicam por endodiogenia, dando origem aos bradizoitos em forma de
banana, que estdo em um cisto septado, este formato € o Sarcocisto maduro e
constitui o estagio infectante para o hospedeiro final carnivoro (URQUHART,1998;
PORTELLA, 2015; MARTINS 2019).

ApGs o HD ingerir os sarcocistos maduros presentes na musculatura do HI, as
enzimas proteoliticas liberam os bradizoitos no intestino delgado e estémago, nos
quais movem-se penetrando na lamina prépria do intestino delgado, e
posteriormente realizam a reproducdo sexuada (VALADAS, 2015), onde se
diferenciam em micro e macrogametécitos (URQUHART,1998). Adicionalmente,
ocorre a gametogonia, na qual evoluem para um zigoto dentro do epitélio, ocorrendo
a formacdo de oocistos ndo esporulados de paredes finas (URQUHART,1998;
VALADAS, 2015). Ocasionalmente, formam-se dois esporocistos, cada qual
contendo quatro esporozoitos (URQUHART, 1998). A esporogonia ocorre na luz do
tubo digestivo, e 0 oocisto ja chega ao meio ambiente esporulado (MARTINS, 2019)
(Figura 5).
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Ciclo Biolégico Sarcocystis sp. em S.leucogaster
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Figura 5: Esquema ilustrando o ciclo de vida dos protozoarios do género
Sarcocystis spp. Fonte: Adaptado, Valadas (2015); Llano (2019).

O ciclo nas aves se inicia quando estas se infectam pela ingestdo de
esporocistos em alimentos ou agua contaminados por fezes, bem como através da
ingestdo de hospedeiros paraténicos (HP), como moscas e baratas que transportam
esporocistos dentro dos seus corpos. (LLANO, 2019).

Nos ultimos anos, um numero crescente de Sarcocystis spp. também foi
relatado em varias aves. Os hospedeiros definitivos da maioria dos Sarcocystis
spp., incluindo aqueles com hospedeiros intermediarios aviarios, sao ainda
desconhecidos (GJERDE et al. 2018). Em contrapartida, Prakas et al. (2020)
afirmaram que sdo conhecidas 25 espécies de Sarcocystis spp., que utilizam
passaros como hospedeiros intermediarios.

Nos casos envolvendo a infecgcdo de Sarcocystis spp. em hospedeiros
intermediarios aviarios notou-se que alguns usam carnivoros mamiferos como
hospedeiros definitivos, como o Sarcocystis falcatula parasitando gambas,
Sarcocystis rileyi parasitando gambas listrados, raposas, cdes e guaxinins e 0

Sarcocystis albifronsi e, possivelmente, o Sarcocystis anasi parasitando raposas,
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engquanto que em outros Sarcocystis spp., descobriu-se que usavam aves de rapina

(raptores) como hospedeiros definitivos (GJERDE et al. 218) (Figura 6).

Hospedeiro intermediario Hospedeiro definitivo

10%_0.5%

Mamiferos

8§ Aves

e

B Desconhecido

N —
- +

Répteis
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Figura 6: Demonstracdo grafica das classes de vertebrados que ja foram identificados na
literatura como hospedeiros intermediarios e definitivos de Sarcocystis spp. Fonte:
Adaptado, Llano (2019).

Algumas espécies, tais como S. falcatula, S. calchasi e S. Wobeseri ndo sao
estritamente especificos para o hospedeiro intermediario e podem formar
sarcocistos em passaros de varias ordens diferentes. Em contrapartida, outras
espécies como S. fulicae , S. lari e S. ramphastosi sdo rigorosamente especificos
para uma Unica espécie de ave (PRAKAS et al. 2020).

Em relacdo ao periodo pré-patente desta parasitose, sabe-se que ha
variacdes quanto aos periodos de infeccdo e eliminacdo dos esporocistos frente aos
hospedeiros, no qual o periodo pré-patente nos carnivoros é variavel, ocorrendo
entre 0 sétimo e o décimo quarto dia apos a ingestdo de sarcocistos (VALADAS,
2015). Contudo, a eliminacdo dos esporocistos nas fezes pode durar de uma
semana a varios meses, além disso, a ingestdo de esporocistos até a presenca de
bradizoitos infectantes nos musculos do hospedeiro intermediario pode durar até
doze meses (URQUHART,1998).

Em consonéncia, Valadas (2015) afirma que a quantidade e distribuicdo dos
sarcocistos podem variar entre os diferentes hospedeiros, pois séo influenciados por
fatores como, quantidade de esporocistos ingeridos, estado imunolégico do
hospedeiro, a espécie do hospedeiro, bem como a espécie de Sarcocystis sp. no

qual se implica a infecgao.
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A Sarcosporidiose pode causar nas aves um quadro hiperagudo, levando os
animais a uma morte subita, antes mesmo de apresentarem sinais e/ou sintomas.
Porém, algumas aves podem apresentar fraqueza, dispneia, anormalidades
neurolégicas e anorexia. Macroscopicamente podem ser observados edema
pulmonar, congestao e hemorragia, esplenomegalia e hepatomegalia. A maioria dos
sarcocistos ird se desenvolver nos musculos estriados esquelético, cardiaco,
esofagiano, lingual e diafragmatico; podendo ser ocasionalmente observados na
musculatura lisa dos intestinos, fibras de Purkinje do coracdo e até mesmo no

sistema nervoso central (DUBEY et al. 2016).

5.1.3 Patogenia

Determinadas espécies de Sarcocystis spp. sdo patogénicas, sendo as
espécies do género geralmente mais especificas para seus hospedeiros
intermediarios que para os definitivos (STABENOW, 2004).

De acordo com Ferreira (2018) a infeccdo por Sarcocystis spp. esta
comumente associada a miosites eosinofilicas, bem como a presenca de miopatia
inflamatoria especifica com a presenca de lesdes cinza-esverdeada multifocais nos
musculos estriados dos mamiferos. Adicionalmente, observam-se nos achados
histologicos lesdes inflamatérias eosinofilicas com concomitante degeneracdo da
fibra muscular, e 0 no centro da lesdo podem ser observados Sarcocystis spp.
associados a granuldcitos eosinofilicos, em consequéncia a uma resposta imunitaria
frente aos antigenos do parasito (VANGEEL et al., 2012).

Foram documentadas les@es histopatoldgicas em aves silvestres, no qual se
relacionam a inflamacado portal do figado, endo e periflebite degeneracdo hidrépica
de hepatdcitos, necrose, e infiltrado de linfocitos e macréfagos; no baco, hiperplasia,
congestdo, endoflebite e hiperplasia endotelial arterial e arteriolar; e no cérebro,
congestdo de vasos aferentes, hipertrofia endotelial, endoflebite aguda focal e
hemorragia perivascular (STABENOW, 2004).
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5.1.4 Diagnéstico de Sarcocystis spp.

Segundo Goncgalves et al. (2016) as diferentes espécies de sarcocistos
possuem caracteristicas morfologicas distintas, que sdo de extrema importancia na
identificacdo de suas espécies. Tais caracteristicas sdo as seguintes: tamanho total,
presenca ou ndo de septos e a morfologia ultraestrutural de sua parede cistica.
Porém, os autores ainda afirmam que tais caracteristicas podem sofrer variacdes
com a idade do sarcocisto, o tipo de célula infectada no hospedeiro, bem como,
pelos métodos de fixacdo utilizados na Histotécnica.

O exame histopatolégico permite a diferenciacdo entre cistos espessos
(23um) e cistos de paredes finas (<1 ym), mas nenhuma diferenciacdo de espécies
dentro de cistos de paredes espessas (S. Hirsuta e S. hominis) (CASTRO-FORERO
et al. 2020). No entanto, a técnica histopatolégica pode ndo ser adequada para a
identificacdo precisa da espécie infectante uma vez que, além do género apresentar
grande numero de espécies, estas, apresentam caracteristicas morfologicas
semelhantes (SATO, 2018).

Diante do exposto, Guillen (2011) afirma que os métodos diagndsticos
moleculares vém sendo amplamente utilizados para a identificacdo de espécies de
Sarcocystis spp., permitindo esclarecer pontos previamente destacados como
aspectos coevolutivos e relagdo entre parasito e hospedeiro, biologia do parasito e
diferenciacédo de espécies morfologicamente iguais.

Dentre tais métodos hd o PCR (Reacdo em Cadeia pela Polimerase), que
representa uma importante ferramenta para pesquisas epidemiolégicas de
sarcocistose (CASTRO-FORERO et al. 2020). O método consiste, apés a extracdo
do DNA, na amplificacdo da nested-PCR direcionado ao sequenciamento do
primeiro espaco transcrito interno do DNA ribossémico (ITS1), com o objetivo de
detectar primes de uma ampla gama de organismos da familia Sarcocystidae, pois
hibridizam nas regibes 18S e 5.8S. Genes codificadores SAG2, SAG3 e SAG4
também devem ser sequenciados, bem como, o PCR a partir do gene mitocondrial
(cox1), que permite a caracterizacdo genotipica entre as espécies de Sarcocystis
spp. (LLANO, 2019). Essa variedade de testes em regides dos genes codificadores
diferentes ocorre pelo fato do niumero variado de espécies de Sarcocystis spp. e sua
grande variabilidade (LLANO, 2019).
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5.2 ATOBA-PARDO (Sula leucogaster) (BODDAERT, 1783)

Sula leucogaster que € conhecida popularmente por atoba pardo, constitui
uma espécie de ave marinha que possui coloracdo pardo-escura, com peito
posterior e barriga brancos (Figura 7), apresentam dimorfismo sexual aparente, no
qgual os machos sdo menores que as fémeas, além de vocalizarem em tom mais
baixo. Contudo, os géneros se diferem aparentemente pelo fato de os machos
apresentarem uma coloragéo azul em torno dos olhos, em contrapartida as fémeas

apresentam coloragdo amarelo-clara, bem como bico mais grosso (ALMEIDA, 2017).

Figura 7: Fotomacrografia de Atoba-pardo,
evidenciando sua coloragcdo pardo-escura,
com peito posterior e barriga brancos.
Fonte: adaptado, Voitina (2017).

Essa espécie de ave marinha é classificada cientificamente dentro do reino
Animalia, filo Chordata e ordem Suliforme, possuem aproximadamente 140
centimetros de uma ponta da asa a outra (VOITINA, 2017). Tais aves podem ser
observadas em toda a América do Sul, exceto em paises como Paraguai e Bolivia,
além de ser considerada a espécie de Sulidae mais popular na costa brasileira
(GROSE et al. 2011).

A nidificacdo do atoba pardo ocorre nas ilhas costeiras e oceanicas do Brasil,

desde a regidao sul em Santa Catarina até os Penedos de S&o Paulo e Sdo Pedro,
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incluindo os Arquipélagos de Fernando de Noronha, Abrolhos e Atol das Rocas
(BRANCO et al. 2005). E encontrado durante todo o ano, normalmente pousado
sobre as pedras dos costdes e ilhas, ou sobrevoando o mar (VOITINA, 2017).
Sobre sua longevidade, foram documentados individuos no sul do Brasil
apresentando cerca de 22 (vinte e dois) anos (BRANCO et al. 2001).

A reproducédo dessas aves marinhas ocorre durante todo o ano, porém
durante o periodo de seca ha picos reprodutivos registrados (ALMEIDA, 2017),
além disso, a reproducdo é continua e assincrona, onde ambos 0s sexos tomam
parte na incubacdo de ovos e cuidado com a prole (BRANCO et al. 2001). Na
maioria das vezes os ninhos séo construidos sobre rochas ou sobre o solo, ou seja,
em locais com pouca vegetacgao, utilizando-se de gravetos e folhas secas em sua
arquitetura (ALMEIDA, 2017). Contudo, os eventos reprodutivos dessa espécie de
aves também podem ocorrer em estuarios, normalmente com a postura de dois
ovos, aonde somente um ir4 se desenvolver, caso 0s dois ovos se desenvolvam
apenas um filhote ir4 viver, pois a espécie € considerada fraticida obrigatoria.
Adicionalmente, a incubacdo dos ovos dura entre 42 e 45 dias e 0s jovens estao
emplumados e aptos para o voo em aproximada de 120 dias (GROSE et al. 2011,
ALMEIDA, 2017).

A alimentacdo do Atoba-pardo consiste na predacdo de peixes e lulas, que
sdo capturados em mergulhos rapidos, precisos e rasos (10 e 15 metros de
profundidade), bem como pela ingestdo de camardes descartados na pesca
(BRANCO, 2001; BRANCO et al. 2005; VOITINA, 2017).

Por conseguinte, o atual estado de conservagao desta espécie € reconhecido
como "menos preocupante” (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2018), mas a populacdo
diminuiu drasticamente, atingindo atualmente apenas 10% dos niveis histéricos
(CARDOSO et al. 2020).

5.3 HISTOLOGIA DO MUSCULO ESTRIADO ESQUELETICO

O tecido muscular é constituido por células alongadas, que contém grande
guantidade de filamentos citoplasmaticos de proteinas contrateis, no qual séo
responsaveis pela contracao desse tecido através das forcas necessarias utilizando
a energia proveniente das moléculas de ATP (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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Os musculos esquelético e cardiaco sdo também chamados estriados por
apresentarem bandas claras e escuras quando observados ao microscopio.
Caracteristica esta, ausente no musculo liso (GUIMARAES; ADELL, 1995).

O musculo estriado esquelético é formado por feixes de células cilindricas muito
longas (midcitos) e multinucleadas, que apresentam estriacdes transversais. Essas
células, ou fibras, tém contracdo rapida e vigorosa estdo sujeitas ao controle
voluntario (Figura 8). Os diversos nucleos normalmente séo observados na periferia
das fibras e proximidade do sarcolema, tal caracteristica auxilia na diferenciacao
microscopica do musculo cardiaco que apresenta nucleos centrais (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013).

Assim como nos mamiferos, nas aves as fibras musculares normais sao
classificadas em tipo 1 e tipo 2. As fibras do tipo 1 sdo de contracdo lenta e fadiga
dificil, e as fibras do tipo 2 sdo de contracdo rapida e fadiga facil (MADEIRA et al.
2006). Neste caso as aves possuem ambos os tipos de fibras, a depender da funcéo
de cada local em que este muasculo esteja localizado. Nos musculos peitorais, por
exemplo, ha o predominio de fibras do tipo 2, devido ao fato dessa regido dar
sustentacao para o ato de bater as asas durante o voo (ANATPAT, 2021).

As fibras musculares estdo organizadas em grupos de feixes, sendo o conjunto
de feixes envolvidos por tecido conjuntivo denso: o epimisio uma membrana de
tecido conjuntivo que envolve o musculo; o perimisio que é uma membrana de
tecido conjuntivo que envolve um feixe de fibras, e 0 endomisio uma membrana de
tecido conjuntivo que envolve uma fibra (célula) muscular (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2013).
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Figura 8: Fotomicrografia de um corte transversal do musculo
estriado esquelético normal de um frango de corte, corado por
HE. Fonte: adaptado, Madeira et al. (2006).

5.4 HISTOLOGIA DO MUSCULO ESTRIADO CARDIACO

O musculo do coragdo é constituido por células alongadas e ramificadas, que se
prendem por meio de jungdes intercelulares complexas, os discos intercalares.
Essas estruturas sé@o responsaveis pela manutencédo de uma firme coeséo entre as
fibras, e pela transmissédo da tensdo das fibrilas ao longo do eixo da fibra de uma
unidade celular para a seguinte (GUIMARAES; ADELL, 1995).

Essas células apresentam estriagfes transversais semelhantes as do musculo
esquelético, porém as fibras cardiacas contém apenas um ou dois nudcleos
localizados centralmente, e sdo circundadas por uma delicada bainha de tecido
conjuntivo, equivalente ao endomisio do musculo esquelético, que contém
abundante rede de capilares sanguineos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

(Figura 9).

A distribuicdo do tecido conjuntivo, dos vasos sanguineos e linfaticos e das
fibras nervosas no muasculo cardiaco, ndo se mostra diferente ao ser comparada
com 0s outros tipos de musculos, exceto por ser constituida por uma grande rede de
capilares sanguineos, o que esta intimamente relacionado com a sua capacidade
representativa para o metabolismo oxidativo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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No entanto, segundo Guimaraes et al. (2016) a maioria das aves possuem
grandes quantidades de colageno tipo |, seguido pelo colageno tipo lll. As fibras de
coldgeno desempenham um papel importante na manutencdo da integridade
estrutural dos tecidos saudaveis

Figura 9: Cortes histolégicos de coragdo de um pinguim-de-magalhdes, corado por
hematoxilina-eosina (HE). A) Musculatura cardiaca, corte terco médio. B) Musculatura
cardiaca, direcdes das fibras musculares: transversais (seta tracejada) e longitudinais (seta
simples). Fonte: adaptado, Guimaraes et al. (2018).

5.5 IMPORTANCIA DA SARCOCISTOSE EM SAUDE PUBLICA

7

A Sarcocistose é uma zoonose cosmopolita, diagnosticada em véarias
espécies animais e no homem, desde gque se esteja atento para essa possibilidade e
usando os métodos diagndsticos mais adequados (DUARTE, 2017).

No Homem, essa enfermidade pode se apresentar de duas formas, a
sarcocistose intestinal e sarcocistose muscular (DUARTE, 2017). Quadros et al.
(2019) afirmam que o desenvolvimento da fase assexuada do parasito forma os
cistos teciduais na musculatura, onde o homem torna-se seu hospedeiro
intermediario, jA a fase sexuada ocorre nos intestinos, tornando o homem seu
hospedeiro definitivo. Assim, os seres humanos adquirem sarcocistose intestinal ao
ingerirem carne crua ou mal-cozida de bovinos ou suinos, contendo sarcocistos
maduros de S. hominis e S. suihominis, respectivamente (GONCALVES et al. 2016).
Os produtos carneos, portanto, consumidos crus ou mal cozidos sao considerados
alimentos de alto risco epidemiolégico na veiculacdo de tal agente patogénico
(ALVES et al. 2018).

A sarcocistose intestinal ndo é uma doenca de notificacdo obrigatéria na
Unido Europeia, porém existem casos de infec¢cdes ndo notificadas oficialmente,
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principalmente em paises como Alemanha, Franca e Polonia, em contrapartida na
Eslovaquia sdo conhecidos raros casos. Esse indice provavelmente esta ligado ao
h&bito de consumo de carne mal-passada nos paises do velho mundo. No
continente africano h& poucos casos, no qual é provavelmente subnotificado
(DUARTE, 2017). Assim, partindo do pressuposto que as zoonoses representam
75% das doencas infecciosas emergentes no mundo e 60% dos patdgenos
humanos sdo zoonoticos, é importante reforcar a importancia do médico veterinario
na inspecdo de produtos de origem animal, bem como consumir de preferéncia
produtos carneos de boa procedéncia (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Ja a sarcocistose muscular € amplamente diagnosticada no sudeste asiatico,
especificamente na Malasia. Também ha casos no Egito, india e Tailandia (FAYER,
2004). Até o ano de 2011 o numero de casos dessa doenca nao ultrapassava cem
individuos infectados em todo o mundo, no qual grande parcela era proveniente dos
paises asiaticos e a outra metade paises do ocidente, porém, a partir do final de
2011 e até 2014 registou-se um aumento significativo no numero de casos
reportados, com um total de aproximadamente 163 novos casos (DUBEY, 2015)

No Brasil os primeiros relatos de humanos infectados datam dos anos 1946 e
1958, respectivamente, ambos diagnosticados através de exame necroscopico do
muasculo cardiaco. Naquele periodo ndo havia provas sorolégicas amplamente
disponiveis, estando o diagnoéstico ligado principalmente a achados post mortem
(KOUYOUMDJIAN; TOGNOLA, 1985). Posteriormente, no ano de 1985 relatou-se o
caso de uma mulher jovem, que apresentava uma sindrome miopatica e mialgia dos
membros pélvicos e toracicos com progressdo de quatro anos. O diagnéstico foi
realizado através de biopsia do musculo deltoide, onde foi possivel observar
formacdes cisticas em permeio as fibras musculares (KOUYOUMDJIAN; TOGNOLA,
1985).

Duarte (2017) ainda afirma que além de sinais clinicos como gastroenterites e
miopatias, os seres humanos também podem desenvolver quadros clinicos mais
raros como: cardiomiopatia, glomerulopatia, neoplasia (da cavidade oral, nasofaringe
e laringe) e doencas reumatolégicas. O grau de severidade da infeccdo dependera
unanimemente do estado imunolégico do individuo, carga parasitaria, bem como
quais espécies de Sarcocystis spp. causaram a infeccao.

Além disso, esta definido que a sarcocistose muscular em humanos é menos

frequente, desta forma, ndo ha muitos relatos a respeito no mundo, mesmo assim,
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casos tém sido relatados principalmente em regifes tropicais e subtropicais da Asia,
Estados Unidos, América Central e América do Sul (CASTRO-FORERO et al. 2020).

6. MATERIAL E METODOS
6.1 ESTUDO RETROSPECTIVO

Para a realizacao deste estudo foram analisados e utilizados dados retirados
de 496 fichas obtidas através do Sistema de Informacé&o de Monitoramento da Biota
Aquética (SIMBA), o qual disponibiliza um compilado de informagfes inerentes as
aves Sula leucogaster, necropsiadas no periodo de Setembro de 2015 a Dezembro
de 2018. Os dados utilizados das aves necropsiadas foram: sexo, presenca de
parasitos do género Sarcocistys spp., 6rgao/tecido que sao observados o parasito,
sinais clinicos concomitantes a infec¢cdo parasitaria, causa mortis e local de

ocorréncia (regido geografica).

6.2 PROCEDENCIA DAS AMOSTRAS

As necropsias de S. leucogaster foram realizadas por médicos veterinarios das
seguintes empresas ambientais: CTA Servicos em Meio ambiente, Instituto Gremar,
Instituto Biopesca, Instituto Argonauta, Associacdo R3 Animal e Instituto de
Pesquisa Cananeia- IPEC, bem como amostras provenientes da Universidade do
Estado de Santa Catarina (UDESC).

As necropsias e colheita das amostras foram realizadas seguindo o protocolo
de Matushima (2007), em animais encontrados encalhados mortos ou que vieram a
Obito apds resgate em praias nos litorais do Estado do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Santa Catarina. Durante o procedimento foi realizado a identificacdo da espécie,
medidas corporais (Figura 10), avaliacdo da maturidade sexual (juvenil e adulto)
pelos padrdées de coloragcdo do bico, plumagem, e do sexo pela avaliacdo das

gbnadas atraves do exame de maturidade sexual.
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Figura 10: Fotomacrografia de um exemplar de S. leucogaster,
encalhado na Praia de Ilha Comprida, Sdo Paulo, demonstrando as
medicbes realizadas a campo (A), e medicdo realizadas em
laboratério para identificacdo do espécime (B,C,D), seguidas das
primeiras técnicas necroscopicas (E,F). Fonte: Adaptado, SIMBA
(2020).

6.3 PREPARACOES E ANALISES DAS LAMINAS HISTOLOGICAS

As amostras de tecidos e 6rgdos das aves S. leucogaster necropsiadas,
foram coletadas, e acondicionados em recipientes proprios e fixados com Formalina
neutra tamponada a 10%.

Posteriormente, o material foi encaminhado para o Setor de Morfologia e
Anatomia Patologica (SMAP) do Laboratério de Morfologia e Patologia Animal
(LMPA) no Hospital Veterinario da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF), onde foi submetido ao processo de técnicas histoldgicas
baseadas nas metodologias descritas por Caputo et al. (2009), no qual se referem
as seguintes etapas: clivagem, desidratacéo, diafanizacdo, impregnacao, incluséo
em parafina, microtomia, coloracdo de rotina Hematoxilina e Eosina (HE) e por

altimo a montagem das laminas.



33

Em seguida, as laminas foram observadas ao microscépio 6ptico, onde foram

realizados os diagndsticos de Sarcosporidiose (com a presenca de cistos de

Sarcocystis spp. nas fibras musculares esqueléticas, fibras musculares cardiacas e

enceéfalo).

6.4 AREAS DE ESTUDO

O estudo foi realizado com material biolégico coletado de aves provenientes

dos litorais dos Estados do Rio de Janeiro (Figura 11), Sdo Paulo (Figura 12) e

Santa Catarina (Figura 13), nas seguintes praias:

Praia de Grumari (Lat: -23.0485, Long: -43.52292) situada na zona oeste
da cidade do Rio de Janeiro-RJ;

Praia do Leme (Lat: -22.964118, Long: -43.168322) situada na zona sul
da cidade do Rio de Janeiro-RJ;

Praia da Barra da Tijuca (Lat: -23.01122, Long: -43.36658) situada na
zona oeste da cidade do Rio de Janeiro-RJ;

Praia da Bandeira (Lat.: -22.80932, Long: -43.17753) situada na cidade
de llha do Governador-RJ;

Praia de lItaipuacu — Jaconé (Lat: -22,9566, Longitude : -42,9562)
Cidade de Marica-RJ;
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Figura 11: Mapas com destaques das Praias onde foram realizados os estudos no Estado do
Rio de Janeiro, Brasil. Fonte: Google Mapas, 2021.

® Praia de Ilha Comprida (Latitude: -24.7313, Longitude: -47.5589 24° 43’
53" Sul, 47° 33' 32" Oeste) situada na cidade de Iguapé-SP;

® Praia da Jureia (Latitude: -24.6167, Longitude -47.3167), ambas situadas
na cidade de Iguapé-SP;

® Praia do llhote na cidade de llhabela-SP (Latitude: -23.7787, Longitude: -
45.3584 23° 46' 43" Sul, 45° 21' 30" Oeste);

® |lha do Cardoso (-25°07'32.40" S -47°57'35.39" W) no Pontal Maruja na

cidade de Cananeia-SP;
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~ Praia da Jureia

Figura 12: Mapas com destaques das Praias onde foram realizados os estudos no Estado de S&o Paulo,
Brasil. Fonte: Google Mapas, 2021.

® Praia de Ibiraquera/Ribanceira (Latitute: -28.228° 12' 0" Sul, Longitude: -
48.6548° 39' 0" Oeste) na cidade de Imbituba-SC;

® Praia de Itapiruba (Latitude -28.3333
28° 19' 60" Sul; Longitude: 48° 42' 0" Oeste) na cidade de Laguna-SC.

Figura 13: Mapa com destaques das Praias onde foram realizados
os estudos no Estado de S&o Paulo, Brasil. Fonte: Google Mapas,
2021.
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6.4.1 Caracteristicas Geograficas Do Ambiente Costeiro Em Estudo

A costa do Brasil estende-se sobre 39 graus de latitude, desde 05° Norte até
34° Sul, e sobre a distancia de mais de 9200 km de linha real. Em suas adjacéncias
encontram-se as aguas litoraneas oceéanicas, bem como as ilhas, ambas constituem
em conjunto a zona costeira (VILLWOCK, 1994). O ambiente costeiro €
caracterizado como o encontro da terra, da agua (doce e salgada) e do ar, € neste
ambiente que coabitam diversas espécies animais, aves marinhas e aquaticas,
plantas e também os seres humanos (GERLING et al. 2016)

Nas areas desta pesquisa prevalecem as caracteristicas de restinga que
estdo em praticamente toda extensdo costeira do Brasil, ocupando quase 79%
dessa area. Sao Paulo e Rio de Janeiro sdo estados brasileiros em que mais
ocorrem as formacdes desse ambiente. As principais caracteristicas das restingas
sdo: praias arenosas, vegetacdo herbacea arbustiva, arborea inundavel e mata
seca. Além disso sdo observadas dunas frontais, litoral rochoso, as planicies
lodosas de maré, as marismas e os manguezais (VOOREN; BRUSQUE, 1999;
GERLING et al. 2016).

A distribuicdo espacial das aves marinhas deste estudo, esta inserida em
duas regides da costa continental brasileira, respectivamente. As praias do Estado
de Santa Catarina estao incluidas dentro da zona Subtropical, com caracteristicas
de praia arenosa com dunas, sem reentrancias. Invertebrados bentdnicos vivem em
elevada densidade e constituem recurso alimentar para as aves costeiras
(VOOREN; CHIARADIA, 1990).

As demais praias dos Estados de S&do Paulo e Rio de Janeiro estdo incluidas
dentro da Regido Tropical Sul, constituindo caracteristicas rochosas, com praias
arenosas, reentrancias, baias, sistemas lagunares e estuarios (VOOREN;
BRUSQUE, 1999).

6.5 CALCULO DE PREVALENCIA E GRAFICOS.

O coeficiente de prevaléncia foi calculado através de um namero aproximado
de individuos da espécie S. leucogaster, utilizando o numero de casos conhecidos
de Sarcocistose, dividido pelo numero de individuos daquela populacdo de

amostras, e multiplicado pela constante (um mil).
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Os graficos apresentados neste estudo foram elaborados utilizando o editor
de planilhas Microsoft Excel 2016®

7 RESULTADOS

Do total de 496 laminas histolégicas referentes as aves necropsiadas da
espécie Sula leucogaster, foram diagnosticadas 64 (12,90%) individuos parasitados
por Sarcocystis spp (Figura 14).

Atualmente, ndo ha dados documentados na literatura brasileira sobre a
infeccdo muscular de Sula leucogaster por Sarcocystis spp., sendo desta forma, os
primeiros relatos em 64 individuos da mesma espécie (através da infeccdo natural).

Em suma, quando se refere a carga parasitaria apresentada pelos individuos,
a maioria das aves desenvolveu infeccdo moderada a infeccdo severa.

Tais aves apresentavam infec¢cdes em Orgaos/sitios concomitantes em sua
maioria, raramente em apenas um local. Contudo, nenhuma ave teve como causa
mortis principal a Sarcocistose.

As aves desse estudo foram encontradas encalhadas vivas e também em
Obito, em diversas praias dos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paula e Santa
Catarina, em sua maioria praias habitadas por turistas e até mesmo em pracas
localizadas proximo as praias de grandes centros. Desta forma, os meios de
infeccdo das aves deste estudo podem estar relacionados ao fato de o atoba-pardo
se alimentar normalmente de peixes, e eventualmente de restos de pescado e
crustdceos presentes as margens das praias, prOXimo as restingas e pedras, e
também préximo a orla, que em muitos casos estdo contaminados com esporocistos.

Ao nidificarem e habitarem nessas regides, 0 acesso a esses alimentos é
mais facil. Além disso, essas aves estdo cada vez mais proximas das praias e locais
de desemboque de esgotos e outros excrementos antropicos. Um dos principais
hospedeiros definitivos relatados em estudos com diferentes espécies de aves
infectadas por Sarcocystis spp. indicam que o gamba atua como um dos grandes
responsaveis, pois trata-se de uma espécie generalista que ocupa diversos habitats,
sendo responsavel em eliminar através de suas fezes esporocistos esporulados, que
atuam como os meios de infeccéo para as aves.

O esgoto também pode atuar como um meio de disseminacdo, através da

agua contaminada por fezes de outros hospedeiros definitivos carnivoros, além de
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atrair hospedeiros paraténicos, tais como baratas e moscas, que também podem se
tornar fonte de alimento para essas aves.

Outras fontes de infeccdo estariam relacionadas a possivel esporulagédo
desses coccideos em aguas marinhas, aos quais poderiam sobreviver por meses,
bem como, infectar outras espécies de invertebrados aquaticos, que também seriam
fonte de alimento para os atobas-pardo, e outras espécies de aves aquaticas como
0s pinguins de Magalhdes (ACOSTA, 2017).

Em relacdo aos locais de acometimento por sarcocistos nas aves analisadas,
foram diagnosticados 42/64 individuos apresentando o0 parasito nos seguintes
orgaos e tecidos: musculo estriado esquelético e musculo estriado cardiaco, olhos
(musculo esfincter da pupila e musculo dilatador da pupila); tragueia, lingua,
esbfago, orofaringe, pro-ventriculo e cérebro.

As demais aves (22/64) apresentaram parasitismo no musculo esquelético
apenas (musculatura relacionada aos 0ssos longos e musculos peitorais na maioria

dos casos).

Tecidos e orgaos infectados por Sarcocystis sp.
em S. leucogaster

Musculo esquelético
Cérebro
Proventriculo
Esofago

Lingua

Tragueia

Olhos

|

Coracdo

o]
%]
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Figura 14: Gréfico demonstrando as aves da espécie S. leucogaster e seus
principais sitios/6rgdos de infeccado por Sarcocystis spp. Ressalta-se que todas
as aves demonstraram parasitismo em mais de um local, concomitante.

Ao exame histologico foram observados diversos sarcocistos, ambos paralelos as

fibras musculares, e ocasionalmente no centro de tais fibras, de aspecto fusiforme e
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puntiforme, com septos internos, observados no interior dos miécitos, demonstrando
em sua maioria, cistos intracitoplasmaticos repletos de bradizoitos.
Pode-se também observar cistos préximos a nervos da musculatura, ou em locais

adjacentes a vasos sanguineos (Figura 15, 16 e 17).

Figura 15: Fotomicrografia de cistos integros de diversos tamanhos, com formato alongado e
fusiforme, e formato puntiforme, de Sarcocystis spp. distribuidos de forma multifocal. Ndo se
observou associagdo a células gigantes ou demais células inflamatérias causadoras de miosite. A-
Cistos paralelos as fibras musculares esqueléticas repletos de bradizoitos (setas). Aumento: 20X.
B- Cisto paralelo (seta) as fibras musculares esqueléticas repleto de bradizoitos, adjacente a um
peri-neuro em permeio a musculatura. Aumento: 20X. C — Diversos cistos paralalelos as fibras
musculares cardiacas de aspecto puntiforme Aumento: 20X. D- Cisto de aspecto fusiforme
parasitando as células cardiacas paralelo a um vaso sanguineo. Aumento: 20X. Coloracao de HE.
Fonte: LMPA UENF, 2021.
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Figura 16: Fotomicrografia de cistos de diversos tamanhos, com formato alongado e fusiforme, e formato
puntiforme, de Sarcocystis spp. distribuidos de forma multifocal. A- Cistos paralelos as fibras musculares
esqueléticas (musculo esfincter e dilatador da pupila) repletos de bradizoitos (setas pretas). Aumento Obj: 5X.
B- Cisto degenerado, observado em maior aumento presente no musculo esfincter e dilatador da pupila.
Observa-se irregularidade da capsula associado a presenca de eosinéfilos adjacentes, podendo indicar uma
discreta area focal de miosite eosinofilica/heterofilica (setas vermelhas). Aumento Obj: 20X. C- Cistos de
aspecto puntiforme observados na traqueia (setas pretas). Aumento Obj: 10X. D- Cistos de aspecto
puntiforme observados na orofaringe (setas pretas). Aumento Obj: 5X. Colora¢gédo de HE. Fonte: LMPA UENF,
2021.

Em apenas 1/64 individuos da espécie observaram-se cistos intracerebrais, no
entanto, ndo pode se observar células de aspecto inflamatério, ou células gigantes,
associados a achados compativeis com encefalite, ou processos inflamatérios adjacentes

a capsula do parasito (Figura 17).
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Figura 17: Fotomicrografia corada em HE, com aumento de Obj. 10X (A) e 40X (B), demonstrando
um cisto integro de Sarcocystis spp. localizado na regido cerebelar (camada molecular), com perda
da arquitetura normal adjacente, pr6ximo a meninge, e presenca de células dispersas da camada da
granulosa (células nervosas). Nota-se que nas estruturas adjacentes ao cisto ndo se observam
células com caracteristicas inflamatérias. Fonte: LMPA-UENF, 2021.

= S L

Em relacéo a infeccdo por Sarcocystis spp., considerando a porcentagem de
individuos acometidos por género e maturidade sexual, aproximadamente 59,37%
(38/64) das infec¢des ocorreram em individuos machos maduros, 17,18% (11/64)
em fémeas maduras, 6,25% (4/64) machos imaturos e 3,12% (2/64) em fémeas
imaturas. Os individuos que nao tinham sexo definido ao exame histopatologico de
analise de maturidade sexual (amostras com autélise, tecidos gonadais nédo
enviados para andlise) foram excluidos dos célculos, totalizando 14,06% aves
(9/64).

Desta forma, a prevaléncia de infeccdo por sarcocistose nessa espécie de
aves marinhas nos Estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina séo de
aproximadamente 12,9 casos para cada 100 aves da espécie Sula leucogaster,

diagnosticados histopatologicamente entre os anos de 2015 e 2018.

8 DISCUSSAO

A confirmagdo de que as aves pertencentes a esse estudo foram
diagnosticadas sendo parasitadas em sua musculatura cardiaca, esquelética e
encéfalo por Sarcocystis spp. foi realizada de acordo com as caracteristicas
microscoépicas que Gjerde et al (2018) destacou ao descrever a infeccdo de uma
aguia de cauda branca do mar, no qual os cistos continham diversas células
pequenas alongadas e algumas células arredondadas maiores, e citoplasma menos
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corado. Além disso, as células maiores estavam localizadas na maioria em sua
periferia. A parede externa dos cistos parecia ter uma superficie lisa sem saliéncias
visiveis. Tais caracteristicas, portanto, sdo semelhantes as aves deste estudo e
inerentes ao diagndstico de Sarcocistose, podendo ser de uma ou varias espécies
distintas de Sarcocystis spp.

Em um dos individuos parasitados deste estudo, observou-se ao exame
miscroscopico a presenca de um sarcocisto degenerado associado a uma pequena
miosite eosinofili/heterofilica adjacente, achado este, que ainda n&do foi observado e
descrito por outros autores. A literatura atual se baseia, assim como descrito por
Gjerde et al. (2018), no qual afirmam o fato de ndo haverem lesdes decorrentes dos
cistos. Os autores chegaram a tal resultado ao relatar o caso de uma ave da espécie
Haliaeetus albicilla, no qual apresentou diversos cistos na musculatura cardiaca,
sem nenhuma relacdo com lesbes teciduais. Os autores ainda afirmam que da
mesma forma, a presenca de sarcocistos no musculo cardiaco ndo é considerado
um impactado na saude da aguia, mas o achado € importante do ponto de vista
parasitolégico, em relacdo a cadeia epidemiol6gica da Sarcocistose.

Desta forma, ainda néo ficou totalmente esclarecido o fato dos cistos teciduais
das aves marinhas, principalmente quando observados nos musculos cardiaco e
esquelético, ndo causarem nenhum processo inflamatorio heterofilico/eosinofilico
severo, assim como ocorre nos bovinos infectados, no qual demonstram uma reacgéo
tecidual eosinofilica intensa. Uma das explicacdes seria a resisténcia imunoldgica
das aves marinhas frente a essa protozoose. Contudo, outros estudos devem ser
conduzidos a fim de esclarecer esses aspectos.

Llano (2019) diagnosticou sarcocistos em amostras de tecido do musculo
peitoral em 36 aves, em um estudo que contou com quatrocentos individuos de 104
espécies distintas. O que demonstra um resultado parcialmente semelhante a este
estudo no qual 64 aves foram positivas apresentando sitios de infecgdo em diversos
orgaos. Tais achados confirmam que o protozoario Sarcocystis spp. possui baixa
especificidade em relacdo aos seus hospedeiros, infectando uma grande variedade
de aves.

Neste mesmo estudo, Llano (2019) analisou diversas espécies que foram
positivas para Sarcocistose, dentre elas estdo alguns Anseriformes, Falconiformes,
Passeriformes e Pelecaniformes, no entanto, haviam aves Sulidae na pesquisa que

mostraram-se negativas para Sarcocistose. Tal pesquisa ocorreu na regido de Foz
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do Iguacu, no Sul do Brasil. Nesse contexto, pode-se afirmar que ainda ndo ha
relatos de sarcocistos musculares e cerebral em aves sulidae, em especial na
espécie Sula leucogaster, tornando este estudo inédito quanto a provaveis novos
hospedeiros intermediarios, além de destacar o exame histopatoldgico como método
diagnéstico essencial de triagem e identificacdo do género de protozoario,
principalmente cerebral.

Acosta (2017) realizou um estudo com 514 amostras de musculo peitoral,
cérebro e coracdo, de 330 pinguins de Magalhdes (Spheniscus magellanicus), e
obteve o resultado de 4,9% dos animais positivos, no entanto, todas as amostras
positivas eram provenientes somente da musculatura peitoral de diferentes aves. O
que demonstra que a infeccao cerebral de Sarcocystis spp. em aves é dificilmente
observada, o que corrobora com este estudo, no que tange a esfera de andlises
realizadas, visto que apenas 1/496 aves foi observada sendo parasitada em seu
tecido cerebral.

Devido ao fato de nenhuma ave deste estudo ter como causa mortis principal
a infeccdo por Sarcocystis spp. pode-se relacionar ao fato dessa infec¢cado nao ter na
esfera epidemioldgica altas taxas de mortalidade, no entanto, apresenta alta taxa de
morbidade, bem como casos de infec¢cdes macicas e severas, acometendo diversos
orgdos e tecidos de um mesmo individuo, podendo conferir ao protozoario
caracteristicas de oportunismo frente a individuos debilitados. Além disso, um
mesmo individuo pode apresentar mais de uma espécie infectante de Sarcocystis
spp. O gque pode se confirmar com os dados apresentados, no qual 22/64 aves
apresentaram somente a infeccdo muscular, e o restante, 42/64 apresentaram a
protozoose em outros 6rgaos, além do musculo estriado esquelético. Esse fato,
pode estar relacionado as caracteristicas de interpretacao evolutiva relacionados a
ave atoba-pardo do continente americano, que possui atributos simpatricos em
relacdo aos hospedeiros definitivos de S. falcatula principalmente (uma das
principais espécies que acomete as aves e gera infecgbes graves), ao qual gerou
uma adaptacdo a esses agentes e progressivamente uma resisténcia a essa
infeccdo (ACOSTA, 2017).

Llano (2019) corrobora com Acosta (2017) ao afirmar que as aves do novo
mundo, como o0 continente sul americano apresentam na maioria dos casos
infeccdes subclinicas, 0 que gerou uma espécie de adaptacéo, e consequentemente

fazendo que essas aves convivam com esse protozoério sem apresentar



44

sintomatologia, enquanto as aves do continente europeu seriam mais susceptiveis
aos surtos, com alta mortalidade.

Ao avaliar neste estudo a relacdo de infeccdao entre machos maturos e
imaturos e fémeas maturas e imaturas, pode-se observar que 59,37% (38/64) das
infeccbes ocorreram em individuos machos maduros, 17,18% (11/64) em fémeas
maduras, 6,25% (4/64) machos imaturos e 3,12% (2/64) em fémeas imaturas. Um
dos meios se explicar tal relacdo entre a maioria dos casos serem em machos
maturos, seguido das fémeas maturas seriam o fato dos mesmos atuarem como
cacadores de alimentos para os filhotes que estdo no ninho, ou que ainda sdo muito
jovens e ndo possuem capacidade para voo, o que dessa forma fariam com que eles
estivessem na linha de frente da infeccgéo.

Poucos estudos relacionam as infec¢gbes de Sarcocystis spp. com 0s géneros
e grau de maturidade sexual, Llano (2019) ao estudar diferentes espécies de aves
infectados com cistos musculares, obteve 20/36 machos, e 16/36 fémeas, no
entanto, ndo relacionou aos graus de maturidade sexual.

Prakas et al. (2015) realizaram um estudo com 35 aves da espécie gaivota
(Larus argentatus), com o objetivo de identificar a prevaléncia de Sarcocystis spp.
nesse espécie de ave marinha na Lituania. O estudo foi conduzido entre os anos de
2013 e 2019, através de andlises histopatoldogicas da musculatura esquelética das
pernas das aves. Os autores concluiram que 9/35, ou seja, 25,7% dos individuos
eram positivos para Sarcocistose. Contudo, os resultados de prevaléncia obtidos
nesta pesquisa foram de 64/496 (12,9%), demonstrando que as aves marinhas
participam intimamente na cadeia de disseminacdo da Sarcocistose no ambiente
marinho.

Apesar da espécie deste estudo se tratar das aves S. leucogaster, pode-se
relacionar ao fato de que esse protozoario possui grande tropismo no parasitismo e
formacdo de cistos em 6rgdos e musculos de aves marinhas, bem como outras
espécies de aves de diferentes ordens. Em comparacdo ao estudo citado
anteriormente, todos os individuos da espécie Sula leucogaster analisados nessa
pesquisa apresentaram cistos na musculatura esquelética (musculos da perna e
peitoral), além da musculatura de outros 6rgdos, como traqueia, olhos, cérebro,
esobfago, lingua, etc. resultados estes, até entdo ndo observados em outras espécies

de aves marinhas no que tange as pesquisas de Sarcocistose.
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Neste estudo ndo foi possivel a realizacdo de testes e sequenciamentos de
DNA para o diagnostico molecular das espécies de Sarcocystis spp. que parasitam
essa espécie de aves marinhas, no entanto, sugere-se que novos estudos sejam
realizados a fim de identificar essas espécies, e até mesmo caracterizar novas
espécies de Sarcocystis spp. que ainda ndo foram descritas em territdrio nacional,
bem como complementar o ciclo biolégico dessa protozoose, e tracar qual o

verdadeiro papel do atoba-pardo na cadeia de disseminacdo dessa zoonose.
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9 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo, nos permitem concluir que pela primeira
vez na literatura brasileira pode-se diagnosticar através da histopatologia com
coloracdo de rotina HE, a infec¢do parasitaria de aves marinhas da espécie atoba-
pardo (Sula leucogaster) parasitadas em sua musculatura esquelética, cardiaca,
ocular e cerebral por Sarcocystis spp.

Adicionalmente, destaca-se que os achados histopatolégicos registrados
neste estudo, mesmo que em uma pequena parcela dos casos, estdo relacionados
principalmente ao desenvolvimento de miosite eosinofilica até entdo néo
diagnosticado nos casos de Sarcocistose em aves. Além disso, 0s cistos cerebrais
descritos neste estudo ndo evidenciaram quadros de encefalite. O que nos permite
observar que h4 uma grande variacdo anatomo-clinica especifica apresentada pelas
aves Sula leucogaster.

Sobretudo, a prevaléncia de infec¢des relacionadas a essa parasitose em S.
leucogaster, subsidiara as bases de calculos e comparacdo para outros estudos
epidemioldgicos relacionados a Sarcocistose em aves marinhas.

Contudo, outros estudos deverdo ser conduzidos a fim de se estabelecer a
identificacdo das espécies de Sarcocystis spp. envolvidas nas infeccbes musculares

dessa populacdo de aves marinhas.
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