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RESUMO

Este trabalho avalia o uso de corante fluorescente do grupo dos compostos heterociclicos
benzazolicos em protocolo diagnéstico para oocistos de Cryptosporidium spp. em laminas de
esfregacos fecais. De um total de 578 amostras fecais foram selecionadas 54 (9,34%) positivas
para oocistos de Cryptosporidium spp., evidenciadas pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada
(ZNm) e testadas com o corante fluorescente 2-(2’-hidroxi-5"aminofenil) benzoxazol isotiocianato
(BzICT). A leitura das laminas observadas em microscopia de epifluorescéncia confirmou todas
as amostras positivas por ZNm. O corante fluorescente mostrou fotoestabilidade nas laminas
de esfregacos fecais. Este corante esté ainda sendo investigado sob outras condigdes, tais como
amostras fecais frescas, diferentes tempos de impregnacéo do fluorocromo, trocas nos valores
de pH e esforgo para reduzir o background de outros componentes das amostras fecais, como
restos de material celulésico.
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Cryptosporidium spp.: evaluation of a benzazolic fluorescent
dye in fecal smears

ABSTRACT

This study assesses the use of a fluorescent dye of the group of benzoxazole heterocycles
in a diagnostic protocol for Cryptosporidium spp. oocysts using fecal smears. Of 578 fecal
samples submitted to the modified Ziehl-Neelsen (mZN) method and tested with fluorescent dye
2-(2’-hydroxy-5"aminophenyl) benzoxazole isothiocyanate (BzICT), 54 (9.34%) were positive
for Cryptosporidium spp. oocysts. Epifluorescence microscopy confirmed that all samples were
positive in the mZN. The fluorescent dye showed photostability of fecal smears. This fluorochrome
is still being investigated under other conditions, such as the use of fresh stool specimens, different
fluorochrome impregnation times, change in pH value, and attempt to reduce the background in
other fecal sample components as, for instance, in remnants of cellulosic material.
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INTRODUCAO

Cryptosporidium spp. é um protozoario intracelular extracitoplasmatico que parasita
a superficie das células epiteliais intestinais sem entrar no interior delas, ocorrendo em
outros sitios teciduais, dependente da espécie e do grupo zoologico hospedeiro. Ha
diagndstico em mais de 150 espécies de mamiferos, e responsavel em humanos pela
diarreia de verdo e diarreia dos viajantes (ACHA; SZYFRES, 2005; FAYER, 2008;
XIAO; RYAN, 2008).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que as infecgBes sdo mais comuns e
amplas que previamente se pensava e o predominio de infec¢des em animais ou populagdes
humanas é dificil de determinar com algum grau de precisao. Muitos pacientes apresentam
quadro clinico de severa doenga, o suficiente para ter garantida a atengdo médica e/ou
veterinaria. Embora a verdadeira extenséo de infec¢éo por Cryptosporidium permaneca
conjuntural, aimportancia como patégeno animal e humano tem se tornado mais reconhecida
através do nimero crescente e diversidade de casos clinicos registrados ao redor do
mundo (LUNA, 2002; YOIDER; BEACH, 2007; PUTIGNANI; MENICHELLA, 2010).

A identificacdo dos oocistos do parasito é obtida com técnicas parasitoldgicas
rotineiras de baixo custo, porém de valor limitado pela baixa sensibilidade (TEE et al.,
1993; KEHL et al., 1995; HUBER et al., 2004). A imunofluorescéncia incrementa a
sensibilidade em comparagdo com estes métodos (CONNALLY et al., 2006) e técnicas
moleculares apresentam alta sensibilidade e especificidade (AARNAES et al., 1994;
PETRY; HARRIS, 1999; CACCIO, 2004), porém o fator limitante é seu alto custo para
arotina (PAUL et al., 2009).

Compostos heterociclicos benzazolicos sdo alvo de grande investigagdo em
funcéo de suas propriedades fotoemissoras devido a seu maior rendimento quantico
de fluorescéncia em relagdo a outros fluordforos. A familia dos benzazdis é bastante
utilizada para esse fim, uma vez que apresenta transferéncia protonica intramolecular
no estado excitado (ESIPT) e, como consequéncia, uma maior estabilidade fotoquimica
(STEFANI et al., 2003). Sua elevada fluorescéncia tem motivado pesquisas visando
aplicagBes como corantes para laser e ¢tica ndo linear, mondmeros para a sintese de
polimeros fluorescentes ou como sondas para marcagao de proteinas (HOLLER et al.,
2002; CORBELLINI, 2004).

Este experimento avalia pela primeira vez a potencialidade do uso do composto
2-(2’-hidroxi-5’aminofenil) benzoxazol isotiocianato (BzICT) como corante fluorescente
para a marcacao de oocistos de Cryptosporidium spp. em laminas de esfregacos fecais.

MATERIAL E METODOS
Teste de concentracdo dos corantes benzazdis

Os corantes e as solucdes utilizadas na investigacdo desta metodologia variaram
de concentracdes de 102a 10°®. O teste inicial utilizou amostras fecais caninas (material
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estoque) com quantidade suficiente de oocistos para os testes de concentragdo com
0 objetivo de resguardar os esfregacos fecais das espécies a serem avaliadas. Foram
confeccionadas laminas de esfregagos fecais de amostras previamente positivas para
oocistos de Cryptosporidium spp. em namero suficiente para os testes reativos de
fluorescéncia, observados em microscopio de epifluorescéncia marca Zeiss Axiolab.
O prototipo escolhido foi 2-(2’-hidroxi-5’aminofenil) benzoxazol isotiocianato na
concentragdo 3x10°molar.

Obtencao de 2-(2’-hidroxi-5’aminofenil) benzoxazol — 3x103 molar

Em um bal&o de 50 mL foram misturados e aquecidos até a solubilizacdo 9,8 g de
acido fosforico 85 % e 10,2 g de pentdxido de fosforo. Em seguida foram adicionados
1,64 g de orto-aminofenol e 2,3 g de acido 5-aminosalicilico, degaseificou-se com
nitrogénio e aqueceu-se por 2 h a 180-190 °C e 2 h a 220-230 °C. O contetido do baldo
foi vertido em 50 mL de agua, neutralizado com solugdo saturada de bicarbonato de
sodio, filtrado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente e extraido em Soxhlet
contendo silica 70-230 mesh por uma semana com hexano: diclorometano 1:1. A
evaporagdo do solvente produziu 2,2 g (65 %) de cristais amarelos em forma de
agulhas com fluorescéncia cor alaranjada a luz UV (365 nm) e Razdo de eluicdo (Rf)
em Cromatografia de Camada Delgada (CDD) idéntico ao de amostra previamente
preparada no laboratério.

A concentragdo da solugdo testada consistiu de 3x10® molar do fluorocromo
em etanol como solvente. A espectroscopia de emissdo de fluorescéncia foi obtida
através do registro do espectro de fluorescéncia em um espectrofluorimetro Hitachi
modelo F-4500. Os comprimentos de onda dos maximos de emisséo e excitacéo foram
expressos em nanémetros (nm), e utilizadas cubetas de quartzo de 1cm de caminho
otico (FIGURA 1).

FIGURA 1 —Modelo de espectro de absor¢éo (a esquerda) e de emisséo (a direita) de 2-(2'-hidroxifenil) benzazolas.
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Fonte: Corbellini, 2004, p.77.
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Esfregacos fecais

De um total de 578 amostras fecais foram utilizados 54 amostras positivas para
oocistos de Cryptosporidium spp. pelo método de Ziehl-Neelsen modificado (ZNm),
distribuidos em: 18 amostras de suinos (4,6%) e 25 de equinos (27,8%). As 11 amostras
fecais de animais cativos em zooldgico foram obtidas de um exemplar de: Alouatta
caraya, Aotus nigriceps, Ateles chamek, Puma concolor, Sphiggurus villosus, Dama dama,
Cervus unicolor, Kobus ellipsiprymnus e Myrmecophaga tridactyla e dois exemplares
Rhea americana (TABELA 1). Os esfregacos positivos corados pela técnica de ZNm
(HENRIKSEN; POHLENZ, 1981) formaram o grupo controle. As amostras foram
consideradas positivas quando a0 menos um oocisto com correta morfologia (4.6-5.6
um X 4- 4.8 um) e coloracéo foram identificados.

TABELA 1 — Diagnéstico parasitolégico através da técnica de Ziehl-Neelsen modificada em esfregagos fecais,
segundo Henriken e Pohlenz (1981).

Animais NUmero de amostras fecais ZNm (%)
Equinos 90 25 (27,8)
Suinos 390 18 (4,6)
Cativos de Zoo 92 9(9,8)
Emas 6 2(333)
TOTAL 578 54 (9,34)

Uma fracdo das fezes de cada amostra positiva foi homogeneizada e centrifugada.
Uma aliquota de sedimento, resultante da centrifugacdo, foi depositada em lamina de
vidro numerada, totalizando 54 esfregacos fecais. As laminas foram secas a temperatura
ambiente, fixadas em metanol, por 1 minuto, e submetidas a secagem com fogo. Estas
I&minas formaram o grupo teste e foram submetidas & metodologia com 2-(2’-hidroxi-
5’aminofenil) benzoxazol isotiocianato na concentragdo de 3x10° molar.

Teste de 2-(2’-hidroxi-5’aminofenil) benzazol isotiocianato (BzICT)

Os esfregacos fecais foram secos a temperatura ambiente. As laminas foram
submetidas a fixagdo em metanol durante 1 minuto e secas pelo fogo; no passo seguinte,
2 ml da solugdo 2-(2’-hidroxi-5’aminofenil) benzazol isotiocianato cobriu toda a lamina,
sendo mantida em incubagdo por 5 minutos; em seguida descorada 2 vezes com acido
cloridrico 0,5% em metanol absoluto, intercalando com lavagem em &agua corrente e
deixada para secar a temperatura ambiente.

As laminas com os esfregacos prontos foram examinadas para a presenca de
oocistos de Cryptosporidium spp. em microscépio de epifluorescéncia equipado com
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uma lampada Hg 100 w marca Osram de alta pressdo de mercurio, com filtro UV-2A
(330-380 nm) para derivados benzoxazélicos (CORBELLINI, 2004) e filtros de barreira
violeta (V), verde (G) e azul (B) e visualizados e fotografados em objetivas 40X e 100X,
utilizando microscépio marca Zeiss Axiolab. As imagens foram capturadas usando uma
maquina digital Sony.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ooacistos de Cryptosporidium spp. foram detectados por ZNm em 54/578 (9,34%)
dos esfregagos (TABELA 1), variando na quantidade de oocistos por amostra fecal. Cada
esfregaco fecal submetido a anélise por microscopia Optica e de epifluorescéncia foi
esquadrinhado em toda a sua extensdo. Pelo método ZNm o0s oocistos séo visualizados
corados de rosa, contra um fundo verde, correspondendo a ldmina controle (Figura 2a). A
solucdo 2-(2’-hidroxi-5’aminofenil) benzazol isotiocianato confirmou todas as amostras
positivas (FIGURAS 2b-d).

FIGURA 2 — a. Oocisto de Cryptosporidium spp. em esfregago fecal de suino corado por ZNm (aumento 100X)
—b. Oocisto em esfregaco fecal de suino corado com BzICT (100X — Filtro UV) — ¢) oocisto em esfregaco fecal
de Rhea americana corado com BzICT (100X — Filtro G) — d) Oocisto em esfregaco fecal de equino corado
com BzICT (100X — Filtro UV).
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Este é o primeiro estudo que utiliza 2-(2’-hidroxi-5’aminofenil) benzazol
isotiocianato (BzICT) para avaliar a reatividade em oocistos de Cryptosporidium spp.
obtidos de esfregacos fecais confeccionados em laminas de vidro.

As técnicas de concentracdo e flutuacdo permitem melhorar a sensibilidade e
quantificar a excrecdo de oocistos, importantes para estudos epidemioldgicos, com
facilidade de execucdo, rapida obten¢do de resultado e guarda permanente de material.
Entretanto, técnicas imunolégicas tem maior sensibilidade que as técnicas de esfregacos
fecais para o diagnéstico de Cryptosporidium spp. Porém, Casemore et al. (1985) e Tee et
al. (1993) relataram que a metodologia preferida é a combinacéo de técnicas que utilizem
um corante fluorescente e 0 método de ZNm, para ampliar a possibilidade de resultado
positivo, pois s6 0 método de ZNm pode resultar em ndo identificacdo de oocistos em
infeccéo leve.

Em relagdo a outras metodologias empregadas, a performance dos testes fenol-
auramina e imunofluorescéncia foram suficientemente comparaveis para suportar 0 uso
de mais de um método como procedimento de rotina, embora com custo maior quando
se utiliza kit de imunofluorescéncia ou PCR, podendo limitar seu uso (TEE et al, 1993;
PAUL et al., 2009).

As técnicas baseadas em fluorescéncia provém um meio eficiente para qualificar e
quantificar o diagnostico de biomoléculas, significando suficiéncia na detecgdo de uma
simples molécula quando as condigBes 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 autofluor6foros (CONNALLY et al., 2006). Nesta pesquisa ndo
ocorreu a presenca de material autofluorescente, o que permitiu que se descartasse o
confundimento com outras estruturas biol6gicas presentes nas fezes.

Quanto avisualizacdo dos oocistos, houve diferenca no aspecto de tridimensionalidade
das amostras positivas submetidas a microscopia de epifluorescéncia (Figuras 2b-d),
provavelmente dependente da composicdo do material fecal, podendo esta diferenca
estar relacionada a dieta alimentar, ou pela espessura do esfregago ou ainda pela diferente
impregnacdo do fluoréforo que interagiria de maneira diferenciada com as camadas
hidrofdbica e/ou lipofilica da parede dos oocistos.

Embora ndo exista um padrao internacionalmente aceito sobre critérios de validacao
de técnicas laboratoriais para o diagnéstico de rotina em criptosporidiose, verifica-se que
os resultados por nds encontrados, até o presente, ainda ndo foram totalmente satisfatorios,
em qualidade de imagem e facilidade na visualizacdo. Deparamo-nos com algumas
limitacOes decorrentes do ineditismo. Técnicas parasitoldgicas e de coloracdes rotineiras
como os métodos de Willis-Mollay, de Faust et al., coloracdo com fuccina fenicada ou
auramina também tem limitaces, principalmente aquelas que utilizam para o diagnéstico
a microscopia Optica e reagentes de baixo custo, que é 0 mais comum em laboratérios
de paises menos desenvolvidos. Além disso, o diagnéstico de criptosporidiose necessita
ainda de observador “expert” porque 0s oocistos sao de dimensdes reduzidas e podem
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ser confundidos com outras estruturas bioldgicas parasitarias de patogenia importante
nas espécies animal e humana.

As benzoxazolas apresentam fotosmaecimento praticamente nulo devido ao
mecanismo de fotoexcitacdo e fotoemissao, que rapidamente regenera a populacgéo de
moléculas no estado fundamental mesmo em exposicao continuada de excitacdo o que
facilita a andlise microscépica, de material marcado por maior tempo, como o relatado
por Corbellini (2004) quando utilizou este corante em amostras flngicas.

Em nosso entender, minimizar a perturbagdo do sistema bioldgico é o maior
desafio, 0 que talvez possa ser resolvido utilizando técnica de desagregagdo fisica das
fezes para remover debris contaminantes e visualizar com maior facilidade os oocistos
em esfregacos fecais.

Aperfeicoar as condi¢des do protocolo de diagnostico, pela reducéo dos passos da
técnica ou a melhor impregnacéo do fluorocromo no oocisto é o que devemos alcangar.
Outro ponto ainda ndo esclarecido é como os oocistos do género Cryptosporidium se
comportam frente as ligacdes oocisto-fluorocromo. O que buscamos é dar maior destaque
aos oocistos nas laminas de esfregacos fecais e facilitar a identificacdo do agente, podendo
dar retorno de resultado diagndstico mais rapido e de melhor relagéo custo-beneficio.

CONCLUSAO

Nas condi¢Bes em que foi executado este estudo, conclui-se que 0s oocistos
detectados com a solucéo de 2-(2’-hidroxi-5’aminofenil) benzazol isotiocianato mostraram
grande fotoestabilidade nas laminas de esfregagos fecais, 0 que é um resultado muito
importante tendo em vista que a maior parte dos fluorocromos normalmente usados em
microscopia de epifluorescéncia apresentam elevado fotoesmaecimento (photobleaching)
em curto espaco de tempo. Do mesmo modo, este fluorocromo ainda é um candidato que
deve ser avaliado sob outras condi¢fes, como a utilizacdo de amostras fecais frescas,
diferentes tempos de impregnacgéo do fluorocromo e esforgo no sentido de reduzir o
background, relacionado a impregnacao do fluordforo nos outros componentes da amostra
fecal como, por exemplo, em restos de material celul6sico.
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