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RESUMO. Este estudo mostra o corante fluorescente 4-hidroxi-3- (6-
metilbenzo[d]oxazol-2-il) benzeno sulfénico (HB-9) marcando, por microscopia de
fluorescéncia, ovos de helmintos e oocistos de protozoarios diagnosticados em animais
domésticos. Foram selecionados ovos de Acuaria spiralis, Strongyloides papillosus,
Capillaria spp., Bertiella spp., Strongyloidea e Eimeria spp., identificados previamente
pelo método de flutuacdo. As amostras foram observadas em microscopio BEL Photonics
INV-100 FL Plus com sistema de Epi-Fluorescéncia. Ovos de A. spiralis, Capillaria spp.,
Bertiella spp. e Eimeria spp. apresentaram fluorescéncia. O corante mostrou ser capaz de
marcar as estruturas parasitarias de modo seletivo, facilitando a visualizagdo do material
de interesse.
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Evaluation of benzazolic fluorescent dye for the detection of parasites
diagnosed by simple flotation

ABSTRACT. This study shows the use of 4-hydroxy-3- (6-methylbenzo [d] oxazol-2-yl)
benzenesulfonic acid (HB-9), a fluorescent dye, for the detection and visualization of
helminth eggs and protozoan oocysts diagnosed in domestic animals, by epifluorescence
microscopy. Eggs of Acuaria spiralis, Strongyloides papillosus, Capillaria spp., Bertiella
spp., Strongyloidea and Eimeria spp., were previously identified through the flotation
method and used for analysis. The fluorescence of the eggs was visualized in a BEL R
Photonics com sistema de Epi-FluorescéncialNV-100 FL Plus..Only eggs of Acuaria
spiralis, Capillaria spp., and Bertiella spp. presented fluorescence when visualized by
epifluorescence microscopy. The results indicate that the fluorescente dye used in this study
permits a easy, clear and selective detection and visualization ofparasitic structures.
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Evaluacién de colorante fluorescente benzazolico para deteccion en
parasitos diagnosticados por flotacion simple

RESUMEN. Este estudio muestra el colorante fluorescente 4-hidroxi-3- (6-metilbenzo
[d] oxazol-2-il) benceno sulfénico (HB-9) marcando, por microscopia de fluorescencia,
huevos de helmintos y oocistos de protozoarios diagnosticados en animales domésticos.
Fueron seleccionados huevos de Acuaria spiralis, Strongyloides papillosus, Capillaria
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spp., Bertiella spp., Strongyloidea y Eimeria spp., identificados previamente por el método
de fluctuacion. Las muestras fueran observadas en microscopio BEL Photonics INV-100
FL Plus con sistema de Epi-Fluorescencia. Huevos de Acuaria spiralis, Capillaria spp.,
Bertiella spp. y Eimeria spp. presentaron fluorescencia. El colorante mostro ser capaz de
marcar las estructuras parasitarias de modo selectivo, facilitando la visualizacion del

material de interés.

Palabras clave: Benzazola, biomarcadores, colorante fluorescente, parasitos

Introducéo

As doencas parasitarias sdo seculares,
cosmopolitas, de prevaléncia variada, algumas re-
emergentes acometendo animais e seres humanos.
A Organizacdo Mundial de Salde relata que as
parasitoses humanas sdo responsaveis por dois a
trés milhdes de 6bitos por ano no mundo, e cerca
de 84 milhdes de individuos infectados por
Ascaris lumbricoides e mais 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 0 maior impacto das
helmintiases transmitidas pelo solo decorre do
mau desenvolvimento fisico e mental em criancas
(WHOQ, 2010). Em animais domésticos e silvestres
tem relevancia em salde publica pelo carater
zoondtico. Os parasitos ocorrem praticamente em
todos os niveis tréficos e sua transmissdo pode
depender da presenca de uma variedade de
hospedeiros  intermediérios,  paraténicos e
definitivos dentro do ecossistema. Essa
complexidade de fatores exerce importantes
efeitos sobre as populacdes de seus hospedeiros,
alterando o comportamento, sucesso reprodutivo e
mortalidade. Os efeitos também sdo econdmicos,
e muitas espécies animais silvestres sdo
considerados importantes indicadores ambientais
(Godoy & Cubas, 2011) e podem representar uma
ameaca para 0s programas de manejo e
recuperacdo de populacBes, de especial
importancia para espécies ameagadas. Por isso, a
identificacdo da fauna parasitaria é exigida em
protocolos de reintroducdo e na rotina clinica de
animais silvestres (Godoy & Cubas, 2011, Bandelj
et al., 2015, Santos et al., 2015).

Fluordforos sdo compostos de ampla aplicacdo
tecnolégica, uma vez que possuem grande
sensibilidade de deteccdo e sdo facilmente
observaveis. Na area de sondas bioldgicas, possui
potencialidades apreciaveis, pois facilita e acelera
as leituras microscopicas. Compostos
heterociclicos benzazolicos apresentam intensa
emissdo de fluorescéncia, além de alta
estabilidade térmica e fotoquimica, antes e depois

de sua utilizacdo. Estes compostos tém 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 relatamos aqui 0 uso de um corante
fluorescente incorporando grupos hidrofilicos que
aumentam a solubilidade em &gua e reatividade
com biomoléculas, ja relatados previamente no
diagndstico de oxuriase equina pelo teste de
Graham (Barros et al., 2016, Barros & Stefani,
2016a). Dentre suas diversas aplicacfes possiveis,
estd a coloracdo fluorimétrica de amostras
parasitologicas para visualizagdo rapida e precisa
de cistos, ovos e larvas de helmintos e
protozoarios de interesse para diagnostico e/ou de
pesquisa. Diferente das técnicas
imunofluorimétricas, o0s corantes sintetizados
aderem diretamente aos parasitos, 0 que
possibilitaria seu uso em rotina clinica. O
diagnoéstico parasitologico através de técnicas
apropriadas, com rapidez, sensibilidade,
especificidade e custo baixo sdo fundamentais
para fazer frente aos desafios de controle e poder
monitor as taxas de infec¢do com rapidez e custo
baixo. Portanto o objetivo deste estudo é avaliar a
fixacdo do corante fluorescente 4-hidroxi-3-(6-
metilbenzo[d]oxazol-2-1)benzeno sulfénico (HB-
9) na visualizacdo de estruturas parasitarias em
microscopia de fluorescéncia, facilitando o
diagnostico parasitolégico.

Material e Métodos

Procedimentos gerais para sintese de benzazol
fluorescente soltvel em agua

Todos os reagentes e solventes utilizados na
sintese foram adquiridos na Sigma-Aldrich, Acros
ou Merck e foram usados sem qualquer
purificacdo. Os espectros de infravermelho foram
registrados em um Mattson Galaxy Series FT-IR
3000 em KBr. A sintese do composto foi obtida
conforme Barros & Stefani (2016b), patente
ndmero BR102014030942, descrito como 4-
hidroxi-3-(6-metilbenzo[d]oxazol-2-il) benzeno
sulfonico (HB-9).
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Exames coproldgicos pelo método de flutuacéo e
analises microscopicas

Amostras de fezes de rouxinol (Luscinia
megarhynchos), ovinos, galinha e bugio-ruivo
(Alouatta guariba clamitans) recebidas para
exame parasitolégico de fezes (EPF) no
Laboratério de Helmintoses da Faculdade de
Veterindria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) foram processadas no
prazo maximo de 24 horas do recebimento. O
método diagnostico se baseia no principio da
flutuacdo com solucdo saturada de cloreto de
soédio. Os ovos, cistos e oocistos foram
identificados de acordo com suas caracteristicas
morfologicas (Bowman, 2010, Hendrix &
Robinson, 2016). O material foi examinado em
microscopio éptico (MO) marca Olympus CX 40,
com objetivas de 10X, 20X e 40X. Apoés a
visualizagdo em MO, as amostras positivas foram
selecionadas e observadas em microscépio BEL
Photonics INV-100 FL Plus com sistema de Epi-
Fluorescéncia (MF) com filtros Verde, Azul,

Violeta e Ultravioleta e equipado com cémera
CCD Blacklight. No momento da leitura da
lamina, acrescentou-se 100 pl da solugdo HB-9.
Primeiramente, o material é examinado usando
objetiva de 10X e de 40X com luz reduzida. As
amostras positivas em MO foram observadas em
seguida por MF.

Resultados e Discussdo

Foram diagnosticados ovos de Acuaria spiralis
em rouxinol (Figura 1), Capillaria spp. em galinha
(Figura 2), oocistos de Eimeria spp. e ovos de
Bertiella spp. em bugio-ruivo (Figura 3),
Strongyloides  papillosus e ovos  tipo
Strongyloidea em fezes de ovinos (Figura 4).

Ovos de Acuaria spiralis, Capillaria spp.,
Bertiella spp. e oocistos de Eimeria spp.

apresentaram fluorescéncia e melhor visualizagdo
nos filtros Ultravioleta e Azul. Foi possivel
observar a presenga da larva em Acuaria spiralis
demonstrando que o corante HB-9 foi capaz de
atravessar a parede de A. spiralis.

Figura 1. Imagens de microscopia Optica (A) e de epifluorescéncia (B — filtro azul e C-filtro verde) de ovos de Acuaria
spiralis, apds marcagdo com o corante HB- 9 na concentragdo de 1mM e aumento de 20X.

Figura 2. Imagens de microscopia Optica (A) e de epifluorescéncia (B — filtro ultravioleta e C-filtro verde) de ovos

de Capillaria spp, apds marcagdo com o corante HB-9 na concentracdo de 1mM. Aumento de 40X (A/C) e 20X (B).
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Figura 3. Imagens de mlcroscopla Optica de oocisto de Eimeria spp. (A) e de epn‘luorescenua de oocistos de Eimeria spp.
(B) e Bertiella spp. (C), apds marcagdo com corante HB-9 na concentracéo de 1 mM. Filtro UV e aumento de 10X.

FRRVE TN A SRR

Figura. 4. Imagem de microscopia optlca de ovos de
Strongyloides papillosus e Strongyloidea pela técnica de
Willis (aumento 10X).

O corante mostrou ser capaz de marcar as
estruturas  parasitarias de modo seletivo,
facilitando a visualizagdo do material de interesse
Ovos tipo Strongyloidea e Strongyloides
papillosus presentes na amostra fecal de ovino ndo
foram visiveis sob microscopia de fluorescéncia.
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 A. spiralis. Ndo podemos explicar,
ainda, a falta de marcacdo, embora as amostras
fecais de ovinos ou de rouxinol eram frescas,
foram recebidas e processadas no mesmo dia.
Talvez outros constituintes presentes nas fezes, ou
0 aumento na concentragdo ou no pH do corante
possam alterar este resultado. De outro modo,
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 ndo representa uma desvantagem
do método, pois a morfologia dos ovos e oocistos
é facilmente distinguivel.

Ndo houve diferenca na qualidade das
estruturas parasitarias visualizadas quando a
solugdo era gotejada diretamente na lamina, no
momento da analise, imediatamente apds a analise
por MO, porque 0 corante ndo reage de modo
especial com a solugdo saturada de NaCl
(densidade = 1.20). Um tempo de um minuto é
suficiente para a visualizagdo. Algumas espécies
de helmintos ndo coraram, possivelmente devido
a diferencas em suas estruturas. Os fluordforos
usados  apresentam  vantagens sobre a
imunofluorescéncia pois nao necessitam de
anticorpos para aderéncia nos parasitos, sua
realizagdo é relativamente simples e barata. No
caso dos coccideos detectados e avaliados neste
estudo, ndo foram identificados ao nivel das
espécies, embora as amostras positivas foram
posteriormente submetidas & esporulagdo. O
tamanho, forma, cor, textura e tipo de contetdo
interno sdo importantes caracteristicas utilizadas
na identificacdo de oocistos de coccidios. Em
estudos posteriores serdo avaliados oocistos
esporulados na tentativa de caracterizar 0s
esporocistos e a presenca ou ndo do corpo Stieda,
um tampdo proteindceo encontrado em uma
extremidade do esporocisto.

Concluséao

O novo corante benzazélico HB-9 apresentou
um bom resultado na marcacdo de helmintos e
oocistos de protozoarios, diagnosticados em
animais domesticos. Todos 0s novos benzazois
sintetizados no presente artigo sdo bastante
soliveis em &gua e apresentam fluorescéncia
quando expostos a luz UV-visivel 365nm, alta
estabilidade quimica e fotoquimica, baixo custo e
robustez, pois ndo depende da temperatura, pH,
abrigo da luz. Diferenca de cor, intensidade e
homogeneidade  de  fluorescéncia  foram
observadas quando usado diferentes tipos de
filtros.
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Estes resultados mostram o potencial de
utilizacdo do HB-9 como sonda bioldgica na
marcacgdo de ovos e oocistos de parasitos. Estudo
de tempo de impregnacdo, concentracdo e
guantidade de corante sdo alguns pontos que
devem ainda ser avaliados e determinar ao nivel
de género parasitario com precisdo, rapidez e
baixo custo, para ser utilizado na rotina. Estes
resultados sao significantes, indicando
perspectivas de estudo para o desenvolvimento de
um novo método para o diagndstico laboratorial.
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