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RESUMO

Corantes benzazodlicos apresentam intensa emissdo de fluorescéncia, além de
estabilidade térmica e fotoquimica, tornando-os ideais para uso como marcadores biologicos,
podendo ser usados para estudos morfologicos e estruturais de fungos e parasitos. Sdo
considerados, porém, limitados devido a baixa solubilidade em meio aquoso. O presente
trabalho apresenta uma nova aplicagdo para um corante fluorescente denominado éacido 4-
hidroxi-3- (6-metilbenzo[d]oxazol-2-il) benzenosulfonico (HB-9), recentemente descrito na
literatura, que possui aumentada a solubilidade em 4gua e a reatividade com biomoléculas
devido a presenga de radicais hidrofilicos em sua estrutura. Objetivou-se portanto testar o uso
deste corante em ovos de helmintos e oocistos de protozoarios observados sob diferentes
filtros e diagnosticados pela técnica de flutuagdo simples (método de Willis-Mollay), sob
microscopia Optica. As amostras positivas foram observadas em microscopia de
epifluorescéncia. Ovos de Acuaria spiralis, Capillaria spp., Bertiella spp. e oocistos de
Eimeria spp. apresentaram fluorescéncia quando visualizados sob diferentes filtros. Ovos de
Strongyloidea e Strongyloides papillosus nao foram visiveis sob microscopia de fluorescéncia.
Com base nestes resultados, o corante fluorescente HB-9 mostrou-se uma opcao
potencialmente interessante na marcagdo de ovos e oocistos de parasitos, podendo ser

futuramente utilizado em técnicas de rotina.

Palavras-chave: Benzazois. Corante fluorescente. Biomarcadores. Parasitos.



ABSTRACT

Benzazolic dyes present intense fluorescence emission, in addition to thermal and
photochemical stability, making them ideal for use as biological markers, and can be used for
morphological and structural studies of fungi and parasites. However, they are considered
limited because of their low solubility in aqueous environment. The present study shows a new
application for a fluorescent dye called 4-hydroxy-3-(6-methylbenzo[d]oxazol-2-yl)
benzenesulfonic acid (HB-9), recently described in the literature, which has increased
solubility in water and reactivity with biomolecules due to the presence of hydrophilic
radicals in their structure. The objective was to test the use of this dye in helminth eggs and
protozoan oocysts observed under different filters and diagnosed by the simple flotation
technique (Willis-Mollay method), under optical microscopy. The positive samples were
observed under epifluorescence microscopy. Eggs of Acuaria spiralis, Capillaria spp.,
Bertiella spp. and Eimeria spp. oocysts presented fluorescence when viewed under different
filters. Eggs of Strongyloidea and Strongyloides papillosus were not visible under
fluorescence microscopy. Based on these results, the fluorescent dye HB-9 was shown to be a
potentially interesting option in the marking of parasites eggs and oocysts, and could be used

hereafter in routine techniques.

Keywords: Benzazoles. Fluorescent dye. Biomarkers. Parasites.
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1 INTRODUCAO

Algumas biomoléculas apresentam fluorescéncia intrinseca, que permite investigacdes
por métodos de medicdo de fluorescéncia; ao contrario, muitos sistemas biologicos ndo sdo
fluorescentes ou apresentam uma fraca fluorescéncia. Corantes fluorescentes como derivados
cumarinicos, isotiocianato de fluoresceina e outros, t€ém sido sintetizados e conjugados a
sistemas biologicos para agirem como sondas fluorescentes, capazes de mostrar detalhes das
estruturas celulares e de organismos microscopicos (MASON, 1993; RODEMBUSCH et al.,
2005). Alguns compostos, como os heterociclicos da familia dos benzazdis sio muito
atraentes uma vez que exibem diversas e importantes propriedades bioldgicas. Estes
compostos tém mostrado diferentes atividades farmacoldgicas, tais como antiviral (SONG et
al., 2005), antibiotico (EVANS et al., 1979), antifungo (YAMATO, 1992), anticancer
(KUMAR et al., 2002), antimicrobial (YILDIZ-OREN et al., 2004), e anti-Parkinson
(BENAZZOUZ et al., 1995).

Estes corantes t€ém se mostrado muito eficazes para uso em técnicas de determinacgao,
qualificacdo e quantificacdo na parasitologia (BARROS; MARQUES; STEFANI, 2016).
Além disso eles possuem alta estabilidade fotoquimica, fotofisica e térmica, elevado
rendimento quantico de fluorescéncia, grande estabilidade nos meios biologicos facilitando as
analises por microscopia, sua captura fotografica e o armazenamento das amostras coradas
por longos periodos sem alterar sua cor e fluorescéncia. Sua elevada fluorescéncia tem
motivado também pesquisas visando aplicagdes como corantes para laser e 6Otica ndo linear,
mondémeros para a sintese de polimeros fluorescentes ou como sondas para marcacdo de
proteinas (HOLLER et al., 2002; STEFANI et al., 2003; CORBELLINI, 2004).

As técnicas baseadas em fluorescéncia provém um meio eficiente para qualificar e
quantificar o diagnoéstico, significando suficiéncia na deteccdo de uma simples célula ou
microorganismo, quando as condigdes sdo otimizadas, tendo-se apenas o cuidado de
discriminar daquelas de autofluorescéncia. Técnicas de selecdo espectral sdo uteis para
suprimir a autofluorescéncia, mas nem sempre sdo aplicaveis, por causa da abundancia e
alcance espectral de autofluoréforos (CONNALLY; JIN; PIPER, 2006).

Este trabalho de conclusdo de curso tem como objetivo apresentar resultados do
corante HB-9 a ser utilizado no estudo de parasitos que acometem os animais. O trabalho ¢
apresentado no formato de artigo cientifico ¢ esta formatado para submissao na Revista

Parasitologia Latinoamericana (ISSN: 0719-6326).
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RESUMO

Este relato mostra a marcac¢do de helmintos e oocistos de protozoarios, diagnosticados
em animais domésticos, pelo corante fluorescente denominado acido 4-hidroxi-3- (6-
metilbenzo[d]oxazol-2-il) benzenosulfonico (HB-9), usando microscopia de epifluorescéncia.
Foram testados ovos de Acuaria spiralis, Strongyloides papillosus, Capillaria spp., Bertiella
spp., Strongyloidea e oocistos de Eimeria spp. identificados previamente através da técnica de
Willis.As amostras positivas foram observadas em microscopio BEL Photonics INV-100 FL
Plus com sistema de Epi-Fluorescéncia. Ovos de Acuaria spiralis, Capillaria spp., Bertiella
spp. e oocistos Eimeria spp. apresentaram fluorescéncia. O corante mostrou ser capaz de
marcar as estruturas parasitarias de modo seletivo, facilitando a visualizagdo, de forma
simples e rapida, do material de interesse, com excecdo de ovos Strongyloidea e de
Strongyloides papillosus que ndo foram visiveis sob microscopia de fluorescéncia.

Palavras-chave: Benzazdis, corante fluorescente, biomarcadores, parasitos.

ABSTRACT

This report shows the marking of helminth eggs and protozoa oocysts diagnosed in
domestic animals, by fluorescent dye named 4-hydroxy-3-(6-methylbenzo[d]oxazol-2-yl)
benzenesulfonic acid (HB-9), using epifluorescence microscopy. Eggs of Acuaria spiralis,
Strongyloides papillosus, Capillaria spp., Bertiella spp., Strongyloidea and Eimeria spp.
oocysts were tested, previously identified by the Willis technique. Positive samples were
analyzed in BEL Photonics INV-100 FL Plus microscope with an Epi-fluorescence system.
Eggs of Acuaria spiralis, Capillaria spp., Bertiella spp. and Eimeria spp. oocysts showed
fluorescence. The dye revealed to be able to mark parasitic structures selectively, making it
easy to view the material of interest in a quick and simple way, except for Strongyloidea and
Strongyloides papillosus eggs, which were not visible by fluorescence microscopy.

Keywords: Benzazoles; fluorescent dye; biomarkers; parasites.
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INTRODUCAO

As doengas parasitarias sd3o seculares, cosmopolitas, de prevaléncia variada, algumas
re-emergentes acometendo animais e seres humanos. A Organizacdo Mundial de Saude
(OMYS) relata que as parasitoses humanas sdo responsaveis por dois a trés milhdes de 6bitos
por ano no mundo, e existindo cerca de 84 milhdes de individuos infectados por Ascaris
lumbricoides e de 100 milhdes por Trichuris trichiura e ancilostomideos (Hotez et al. 2008).
Em termos globais, aproximadamente 300 milhdes de pessoas sofrem algum grau de
severidade, entretanto o maior impacto das helmintiases transmitidas pelo solo decorre do
mau desenvolvimento fisico e mental em criancas (World Health Organization 2012).Em
animais domésticos e silvestres, parasitoses tem relevancia em satde publica pelo carater
zoondtico. Os parasitos ocorrem praticamente em todos os niveis troficos e sua transmissao
pode depender da presenca de uma variedade de hospedeiros intermediarios, paraténicos e
definitivos dentro do ecossistema. Essa complexidade de fatores exerce importantes efeitos
sobre as populagdes de seus hospedeiros, alterando o comportamento, sucesso reprodutivo e
mortalidade. Os efeitos também s3o econdmicos no caso de muitas espécies animais silvestres
sdo considerados importantes indicadores ambientais (Godoy & Cubas 2011), podendo
representar uma ameaca para os programas de manejo e recuperacao de populacdes animais, o
que assume particular importancia para espécies ameacadas. Por isso, a identificagdo da fauna
parasitaria ¢ exigida em protocolos de reintroducdo e na rotina clinica de animais silvestres
(Godoy & Cubas 2011, Bandel; et al. 2015, Santos et al. 2015).

Fluor6foros sdo compostos de ampla aplicacdo tecnoldgica, uma vez que possuem
grande sensibilidade de deteccdo e sdo facilmente observaveis. Na area de sondas biologicas,
possui potencialidades apreciaveis, pois facilita e acelera as leituras microscopicas.
Compostos heterociclicos benzazdlicos apresentam intensa emissao de fluorescéncia, além de

alta estabilidade térmica e fotoquimica, antes ¢ depois de sua utilizacdo. Estes compostos t€m
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mostrado diferentes atividades farmacoldgicas, tais como antiviral (Song et al. 2005),
antibidtico (Evans et al. 1979), antifungo (Yamato 1992), anticancer (Kumar et al. 2002),
antimicrobial (Yildiz-Oren et al. 2004), e anti-Parkinson (Benazzouz et al. 1995). Nos
mostramos aqui o uso de um corante fluorescente com grupos hidrofilicos que aumentam a
solubilidade em agua e reatividade com biomoléculas, j& relatado previamente no diagndstico
de Oxyurisequipelo teste de Graham (Barros & Stefani 2016, Barros et al. 2016). Dentre suas
diversas aplicagdes possiveis, estd a coloracao fluorimétrica de amostras parasitologicas para
visualizacdo rapida e precisa de cistos, ovos e larvas de helmintos e protozodrios de interesse
para diagnéstico e/ou de pesquisa. Diferente das técnicas imunofluorimétricas, os corantes
sintetizados aderem diretamente aos parasitos, o que possibilitaria seu uso em rotina clinica. O
diagnostico parasitologico através de técnicas apropriadas, com rapidez, sensibilidade,
especificidade e custo baixo sdo fundamentais para fazer frente aos desafios de controle e
poder monitorar as taxas de infeccdo com rapidez e custo baixo. Portanto o objetivo deste
estudo ¢ avaliar a compatibilidade de impregnacdo/fixagdo do corante fluorescenteacido 4-
hidroxi-3- (6-metilbenzo[d]oxazol-2-il) benzenosulfonico (HB-9)na visualiza¢do de estruturas

parasitarias em microscopia de fluorescéncia, facilitando o diagnostico parasitologico.

MATERIAL E METODOS

Procedimentos gerais para sintese de benzazol fluorescente solivel em dgua

Todos os reagentes e solventes utilizados na sintese foram adquiridos na Sigma-
Aldrich, Acros ou Merck e foram usados sem qualquer purificagdo. A sintese do composto foi
obtida conforme patente nimero BR102014030942 (Stefani & Barros 2014), descrito com o
acido 4-hidroxi-3- (6-metilbenzo[d]oxazol-2-il) benzenosulfénico, denominado HB-9.

A Figura 1 mostra os espectros de absor¢do e de emissdo corante HB-9, usando o

comprimento de excitacdo de 324nm. Esse corante ¢ soluvel em 4gua e apresenta 0 maximo
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de absor¢do a comprimento de onda de 350 nm e emissdo de fluorescéncia a 450 nm. Uma
intensa emissdo de fluorescéncia (verde) € observada, tanto no estado sélido como em

solugdo, quando o corante ¢ excitado sob luz ultravioleta de 365 nm.

Exames coprologicos pela técnica de Willis (1921) e andlises microscopicas

Amostras de fezes de rouxinol (Luscinia megarhynchos), ovinos (Ovis aries), bugio-
ruivo (Alouatta guariba clamitans) e galinha ragca Rhode Island Red foram recebidas para
exame parasitologico de fezes (EPF) no Laboratorio de Helmintoses da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, e processadas no prazo maximo de 24 horas do recebimento. O método
diagnostico rotineiro se baseia no principio da flutuagdo com solucdo saturada de cloreto de
sodio (Willis 1921). Os ovos e oocistos foram identificados de acordo com suas caracteristicas
morfoldgicas (Hendrix & Robinson 2012, Bowman 2014). O material foi examinado em
microscopio optico (MO), de marca Olympus CX 40, com objetivas de 10X, 20X e 40X.
Apos a visualizagdo em MO, as amostras positivas foram observadas em microscopio de
marca BEL Photonics INV-100 FL Plus com sistema de Epi-Fluorescéncia (MF) com filtros
Verde, Azul, Violeta e Ultravioleta, e equipado com camera CCD Blacklight. No momento da
leitura da lamina, acrescentou-se 100ul da solugdo HB-9. Primeiramente, o material ¢é
examinado usando objetiva de 10X e de 20X com luz reduzida. As amostras positivas em MO

foram observadas em seguida por MF.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram diagnosticados ovos de Acuaria spiralis em rouxinol, Capillaria spp. em
galinha, Strongyloides papillosus e ovos tipo Strongyloidea em fezes de ovinos, oocistos de

Eimeria spp. € ovos de Bertiella spp. em bugio-ruivo. Ovos de Acuaria spiralis (Figura 2),
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Bertiella spp.e oocistos de Eimeria spp. (Figura 3) e ovos de Capillaria spp. (Figura 4)
apresentaram fluorescéncia e melhor visualizagdo nos filtros Ultravioleta e Azul. Como se
pode ver na Figura 2 foi possivel observar a presenca da larva em Acuaria spiralis,
demonstrando assim que o corante HB-9 foi capaz de atravessar a parede de A. spiralis. O
corante mostrou ser capaz de marcar as estruturas parasitarias de modo seletivo, facilitando a
visualizacdo do material de interesse.

Ovos tipo Strongyloidea e Strongyloides papillosus presentes na amostra fecal de
ovino ndo foram visiveis sob microscopia de fluorescéncia (Figura 5). Os ovos de
Strongyloides papillosus apresentam-se embrionados por larva infectante -L1- (assim como
ovos de A. spiralis) entretanto o corante HB-9 ndo marcou a parede dos ovos ou atravessou-a,
porém marcou L1 bem como a parede de A4.spiralis. Embora as amostras fecais de ovinos ou
de rouxinol eram frescas (recebidas e processadas no mesmo dia), ndo foram marcadas,
provavelmente, devido & auséncia de proteinas na sua composi¢do, que interagiriam que oS
corantes utilizados. Por outro lado, mostrou seletividade, ndo corando debris, esporos de
fungos, por exemplo, que normalmente estdo presentes na flutuacdo obtida com material
fecal. No entanto, o fato de outras estruturas tornarem-se fluorescentes nao representa uma
desvantagem do método, pois a morfologia dos ovos e oocistos ¢ facilmente distinguivel.

Nao houve diferenga na qualidade das estruturas parasitarias visualizadas quando a
solucdo era gotejada diretamente na lamina, imediatamente apds a analise por MO, porque o
corante nao reage de modo especial com a solucdo saturada de cloreto de sodio (densidade ¢é
igual a 1.20). O tempo de um minuto ¢ suficiente para a visualizacdo. Algumas espécies de
helmintos ndo coraram, possivelmente devido a diferencas em suas estruturas. Os fluoroforos
usados apresentam vantagens sobre a imunofluorescéncia, pois ndo necessitam de anticorpos

para aderéncia nos parasitos, ¢ a metodologia € relativamente simples e barata.
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No caso dos oocistos de coccideos detectados e avaliados neste estudo, ndo foram
identificados ao nivel das espécies, embora as amostras positivas tenham sido posteriormente
submetidas a esporulacdo. O tamanho, forma, cor, textura e tipo de conteudo interno sdo
importantes caracteristicas utilizadas na identificacdo de oocistos de coccideos. Em estudos
posteriores serdo avaliados oocistos esporulados na tentativa de caracterizar os esporocistos e
a presenga ou ndo do corpo Stieda, um tampao proteinaceo encontrado em uma extremidade
do esporocisto. Estudos do ciclo de vida indicam que espécies de Isospora com um corpo
Stieda sdo geralmente monoxenos ¢ confinado aos intestinos, ao passo que as espécies que
ndo possuem um corpo Stieda freqiientemente podem usar hospedeiros paraténicos, podem ter
estagios latentes no hospedeiro, e podem ser facultativamente heteroxenos. Todas as espécies
importantes de Isospora que infectam os seres humanos, primatas ndo humanos, caes, gatos, e

mamiferos domesticados ndo tém um corpo Stieda em seus esporocistos.

CONCLUSOES

Os resultados mostram o potencial de utilizagdo do HB-9 como sonda bioldgica na
marcac¢do de ovos e oocistos de parasitos. Houve marcagao e visualizagao de ovos morilados e
embrionados. Entretanto, estudos de tempo de impregnagdo, concentragdo e quantidade de
corante sdo alguns pontos que devem ser avaliados. Estes resultados sdo significantes,
indicando perspectivas de estudo para o desenvolvimento de um novo método para o

diagnostico laboratorial.
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Figura 1. Espectros de absorbancia e de emissdo de fluorescéncia do corante HB-9 em
solucdo aquosa, usando comprimento de excitacdo de 324 nm. a) corante no estado solido sob
luz visivel, b) corante no estado s6lido sob luz ultravioleta - 365nm, e ¢) corante em solucdo
aquosa sob luz ultravioleta — 365nm.

Figura 2. Imagens de microscopia optica (A) e de epifluorescéncia (B — filtro azul e C-filtro
verde) de ovos de Acuaria spiralis, apds marcacao com o corante HB- e aumento de 20X.
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Figura 3. Imagens de microscopia oOptica de oocisto de FEimeria spp. (A) e de
epifluorescénciade oocistos de Eimeria spp.(B) e Bertiella spp. (C), apés marcagdo com o
corante HB-9 na concentra¢do de 1 mM. Filtro UV. 10X

Fig-ura 4. Imagéns de microscopia Optica (A) e de epifluorescéncia (B — filtro ultravioleta e
C-filtro verde) de ovos de Capillaria spp, apdés marcacdo com o corante HB-9 na
concentragdo de ImM. 40X (A/C) e 20X (B)

Figura 5. Imagem de microscopia Optica de ovos de Strongyloides papillosus e Strongyloidea
pela técnica de Willis. Nesse caso, o corante HB-9 no foi eficiente na marcagdo dos ovos.
10X
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3 CONCLUSAO

O novo corante benzazdlico HB-9 apresentou bom resultado na marcagdo de
helmintos e oocistos de protozoarios, diagnosticados em animais domésticos. Como vantagem
em relacdo a técnica de imunofluorescéncia, ¢ o fato de aderir diretamente no parasito,
facilitando a rotina clinica.

O corante apresenta baixo custo de producdo e grande estabilidade das amostras
marcadas.

Os resultados deste trabalho sinalizam o corante fluorescente HB-9 como uma opgao

potencialmente interessante na marcacao de ovos e oocistos de parasitos.
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