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ABSTRACT

Monogeneans encompass a group of parasites whose identification requires the visualization of both internal and external
morphology. In most cases, the techniques involve many steps and the use of restricted substances, in addition to
the necessity of protective equipment. Faure’s mounting medium, an aqueous medium similar to Hoyer’s mounting
medium, has already been used for the preparation of the group. This study aimed to evaluate the effectiveness of Faure’s
medium for the mounting of stained specimens. For this purpose, specimens of Microcotyle pomatomi Goto, 1900 and
Gorocotyla acanthura (Parona & Perugia, 1896) Meserve, 1938, collected from Pomatomus saltarrix (Linnaeus, 1766)
in the southernmost part of Brazil were used. The monogeneans were stained with five different dyes and mounted
between a slide and coverslip using Faure’s mounting medium. The specimens that exhibited the best results were stained
with Gomori’s trichrome and Semichon’s acetic carmine. Monogeneans stained with eosin and fast green showed less
satisfactory results, primarily because they did not highlight the structures of the reproductive systems. The analysis
after years of preparation revealed that the characteristics and conditions of the staining and preparations remained in
good condition, ensuring durability. The technique presented establishes a quick and effective method and provides an
alternative for mounting monogeneans, especially when dealing with large infrapopulations.
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RESUMO

Monogenéticos compreendem um grupo de parasitos cuja identificagio necessita a visualizagio da morfologia interna
e externa. Na maioria dos casos, as técnicas requerem muitas etapas ¢ a utilizacio de substincias de uso restrito, além
da necessidade de equipamentos para prote¢io. O meio de montagem de Faure, um meio aquoso similar ao meio de
montagem de Hoyer, j4 foi utilizado para a preparagio do grupo. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficicia do meio
de Faure na montagem de monogenéticos corados. Foram utilizados espécimes de Microcotyle pomatomi Goto, 1900 e
Gorocotyla acanthura (Parona & Perugia, 1896) Meserve, 1938, coletados de Pomatomus saltatrix (Linnaeus, 1766) no
extremo sul do Brasil. Os monogenéticos foram corados com cinco corantes e montados entre ldmina e laminula com
o meio de montagem de Faure. Os melhores resultados foram obtidos com os espécimes corados com tricromico de
Gomori e carmim acético de Semichon. Monogenéticos corados com eosina e fast green apresentaram resultados menos
satisfatorios, principalmente por nao evidenciarem as estruturas dos sistemas reprodutores. A andlise realizada apéds
anos da preparacio evidenciou que as caracteristicas e condi¢oes das coloragées e preparagoes permaneceram em bom
estado, garantindo a durabilidade. A técnica apresentada ¢ um método rdpido ¢ eficaz, e constitui uma alternativa para a
montagem de monogenéticos, principalmente quando so encontradas infrapopula¢oes numerosas.

Palavras-chave: carmim acético de Semichon — coloragio — meio de Faure — método — montagem — tricromico de
Gomori

RESUMEN

Los monogeneos son un grupo de pardsitos cuya identificacién depende de la visualizacién de su morfologfa interna y
externa. En la mayoria de los casos, las técnicas requieren maltiples pasos y el uso de sustancias restringidas, ademds de
la necesidad de equipos de proteccién. El medio de montaje de Faure, un medio acuoso similar al medio de montaje
de Hoyer, ya se ha utilizado para la preparacién de estos pardsitos. El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia del
medio de Faure en el montaje de monogeneos coloreados. Se utilizaron especimenes de Microcotyle pomatomi Goto,
1900 y Gorocotyla acanthura (Parona & Perugia, 1896) Meserve, 1938, colectados de Pomatomus saltarrix (Linnaeus,
1766) en el extremo sur de Brasil. Los monogeneos fueron coloreados con cinco colorantes y montados entre la limina
y el cubreobjetos utilizando el medio de montaje de Faure. Los mejores resultados se obtuvieron con los especimenes
coloreados con tricrémico de Gomori y carmin acético de Semichon. Los monogeneos coloreados con eosina y fast
green presentaron resultados menos satisfactorios, especialmente porque no evidenciaron las estructuras de los sistemas
reproductores. El andlisis realizado después de afios de preparaciéon demostré que las caracteristicas y condiciones de
las coloraciones y preparados se mantuvieron en buen estado, garantizando la durabilidad. La técnica presentada es en
método rdpido y eficaz, y se presenta como una alternativa para el montaje de monogeneos, especialmente cuando se
encuentran infrapoblaciones numerosas.

Palabras clave: carmin acético de Semichon - coloracién — medio de Faure — método — montaje — tricrémico de Gomori
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INTRODUCAO

Um dos procedimentos para identificar uma espécie
de parasito é a coloragio dos espécimes, como ¢ o caso
dos monogenéticos, através de diferentes protocolos
(Yamaguti, 1965; Pritchard & Kruse, 1982; Mo &
Appleby, 1990; Amato et al., 1991; Richards & Chubb,
1995; Deveney & Whittington, 2001; Chaudhary ez
al., 2004; Cribb et al., 2004; Eiras et al., 2006; Wong
et al., 2006; Koskovd ez al., 2010; Garcia-Vdsquez et al.,
2012; Justine et al., 2012; Ayadi ez al., 2022; Nejat et al.,
2023; Ramirez-Cruz et al., 2023). Essas técnicas foram
desenvolvidas para processar espécimes para estudos
morfolégicos e mais recentemente, para pesquisas de
obtenc¢io de material genético e estudos moleculares.

Um dos problemas enfrentados pelos parasitologistas que
estudam a morfologia dos helmintos, e particularmente
dos monogenéticos, ¢ a montagem permanente de
espécimes em ldminas. Esse processo normalmente requer
um corante, usualmente o tricromico de Gomori, para
evidenciar as estruturas morfolégicas que serdo tteis para
a identificacio (Amato ez al., 1991; Eiras et al., 2006;
Thatcher, 2006). Posteriormente i coloracio, existe um
processo de clarificagio ou diafaniza¢do para incorporacio
em um meio de montagem. Para a clarificacio dos
monogenéticos, muitos protocolos apresentam a utilizagio
de uma substincia que na maioria das vezes ¢ téxica e/ou
cancerigena (Brasil, Ministerio da Sadde, 2013), como ¢
o caso do xileno e do creosoto de Faia (Yamaguti, 1965;
Pritchard & Kruse, 1982; Amato et al., 1991; Eiras et
al., 2006). Adicionalmente, a manipula¢io do material
em contato com essas substincias requer cuidado ¢ a
utilizagdo de equipamentos de protecio individual e
coletiva, como ¢ o caso das cabines de seguranca.

O meio de montagem de Faure constitui em um meio
aquoso, com composi¢ao similar a0 meio de Hoyer
(Sewell et al., 2006; Amato & Amato, 2010), que é muito
utilizado para a montagem de monogenéticos (Eiras ez
al., 2006; Thatcher, 2006). O meio de montagem de
Faure vem sendo usado para a montagem de estruturas
de diferentes grupos, como os temnocefalideos (Seixas
et al., 2018), monogenéticos (Gallas ¢t al., 2014, 2015,
2016) e os cestoides (Silveira & Amato, 2008, 2010).
Contudo, as preparagbes obtidas diretamente com o
meio de montagem de Faure permanecem sem coloragio,
o que dificulta a visualizacio de estruturas internas.

Diferentes autores desenvolveram protocolos utilizando
espécimes corados para a preparagio em meios de
montagem. Kritsky eza/. (1978) apresentaram uma técnica
na qual espécimes de monogenéticos foram corados pelo
tricrdmico de Gomori e apds foram montados com meio

de montagem de Gray & Wess. Similarmente, Gallas ez
al. (2015) utilizaram uma técnica na qual monogenéticos
foram corados pelo carmim de Semichon ¢ montados
com o meio de montagem de Faure. No presente estudo,
foi avaliada a eficicia da técnica de Gallas ez 2/. (2015)
e a utilizagio de diferentes corantes com o meio de
montagem de Faure.

MATERIAL E METODOS

Espécimes de Microcotyle pomatomi Goto, 1900 e
Gorocotyla acanthura (Parona & Perugia, 1896) Meserve,
1938 utilizados no presente estudo foram coletados de
Pomatomus saltatrix (Linnaeus, 1766) do municipio de
Tramandai, Rio Grande do Sul, extremo sul do Brasil.
Os monogenéticos foram fixados em formalina 5% e
conservados em etanol 70° GL (Gallas ez al., 2014). A
identificagio dos parasitos foi realizada de acordo com
Yamaguti (1963) e Cohen ez al. (2013).

Monogenéticos foram corados por 3 a 10 minutos em
cada corante, de acordo com as férmulas descritas em
diferentes protocolos: tricrdmico de Gomori (Humason,
1979), carmim acético de Semichon (Amato & Amato,
2010), hematoxilina de Delafield (Humason, 1979;
Amato & Amato, 2010), eosina (Humason, 1979) e fast
green (Humason, 1979). Posteriormente, cada espécime
foi transferido com uma agulha histolégica para uma
lamina com uma gota do meio de montagem de Faure
e coberto com uma laminula. A férmula do meio de
montagem de Faure utilizada seguiu Amato & Amato
(2010).

Para comparar a eficicia da coloragio e preparacio, os
espécimes foram observados logo apds a montagem e
acompanhados durante nove anos. As ldminas montadas
foram armazenadas em caixas porta [Aminas de material
ABS (acrylonitrile butadiene styrene), com capacidade
para 50 liminas e mantidas em temperatura ambiente.
Fotomicrografias foram realizadas utilizando uma cimera
acoplada a um microscépio de luz. As liminas foram
depositadas na Cole¢ao Helmintoldgica (CHMU) no
Museu de Ciéncias Naturais da Universidade Luterana do
Brasil (ULBRA), em Canoas, Rio Grande do Sul, Brasil.

Aspectos éticos: os parasitos utilizados fazem parte do
material da Colecio Helmintoldgica (CHMU 206,
CHMU 222, CHMU 226) do Museu de Ciéncias
Naturais da ULBRA, Brasil. Os peixes foram obtidos
comercialmente, todos adquiridos mortos.
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RESULTADOS

Os monogenéticos utilizados apresentaram tamanho total
do corpo entre 3,40 a 8,62mm. Os espécimes corados
com tricrdmico de Gomori e carmim acético de Semichon
apresentaram os melhores resultados, com a maioria das
estruturas morfolégicas possiveis de visualizagao (Tabela
1, Fig. 1). Os monogenéticos corados com hematoxilina
de Delafield apresentaram resultados pouco satisfatérios
¢ os corados com cosina e o fast green apresentaram,
principalmente, as estruturas relacionadas aos sistemas
reprodutores de dificil ou nenhuma visualizagao (Tabela
1, Fig. 2).

Na preparagio com o meio de montagem de Faure,
foi visualizada uma pequena remogio dos corantes
quando os espécimes foram transferidos para o meio.
Adicionalmente, niao foram observadas mudancas na
coloragio dos espécimes quando as laminas foram
reexaminadas através de microscopia apés longo periodo
(trés, cinco e nove anos) da montagem. Pelas caracteristicas
do meio e por ser um meio de montagem tempordrio,
nio foram evidenciados danos a preparagio, tampouco
foi visualizada a formacio de mofo nas extremidades da
laminula.

Tabela 1. Comparacio das estruturas apds utilizagio de diferentes corantes e montagem com meio de montagem de

Faure.

Corantes
. . Carmim .1.
Estrutura Tricrémico de /. Hematoxilina .
. acético de Eosina Fast green
Gomori . de Delafield
Semichon
Glandulas
- + + +/- + +
cefdlicas
Orgaos bucais + + + + +
Faringe + + + - +/-
Esofago + + + +/- +/-
Cecos
. L. + + + + +
intestinais
Atrio genital + + + + +/-
Testiculos + + + +/- +/-
Vaso/canal
deferente
Ovirio + + +/- - -
Vagina +/- +/- - - -
Viteldrio + + + + +
Ducto
e + + +/- - -
vitelinico
Ovos + + + + +
Grampos + + + + +

Legenda = +: visualizagdo possivel; +/-: visualizagio parcial; -: ndo visualizado ou de dificil visualizagio.
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Figura 1. Monogenéticos corados ¢ montados em meio de montagem de Faure: A e B, regido anterior e posterior,
respectivamente, de espécimes corados com carmim acético de Semichon; C e D, regido anterior e posterior,
respectivamente, de espécimes corados com tricrémico de Gomori; E e F, regido anterior e posterior, respectivamente, de
espécimes corados com hematoxilina de Delafield. Barras = 150 pm
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Figura 2. Monogenéticos corados ¢ montados em meio de montagem de Faure: A e B, regido anterior ¢ posterior,
respectivamente, de espécimes corados com eosina; C e D, regido anterior e posterior, respectivamente, de espécimes

corados com fast green. Barras = 150 pm

DISCUSSAO

O meio de montagem de Faure foi utilizado no presente
estudo pela similaridade ao meio de Hoyer (Eiras ez al.,
2006; Thatcher, 2006; Amato & Amato, 2010). Os
melhores resultados foram obtidos com os espécimes
a partir de corantes jd utilizados para o grupo dos
monogenéticos, como o tricromico de Gomori (Kritsky ez
al., 1978; Eiras et al., 2006; Thatcher, 2006) e o carmim
acético de Semichon (Gallas et /., 2015), um dentre os
tipos de carmins utilizados para corar monogenéticos
(Boudaya et al, 2006; Chero et al, 2018). Para a
identificagio dos géneros de monogenéticos, ¢ necessdrio
observar as estruturas do haptor e sistemas reprodutores
(Yamaguti, 1963), que poderdo ser visualizadas nos
espécimes preparados com os corantes supracitados.

Nas montagens realizadas no presente estudo, somente
um pouco do corante foi removido quando os espécimes
foram transferidos para o meio de montagem de Faure,
caracteristica também encontrada quando monogenéticos
sio montados pela técnica de Kritsky er al. (1978)
(Thatcher, 2006). Nesta pesquisa, a técnica foi realizada
com monogenéticos coletados de peixes marinhos,
portanto a utilizagdo de outros grupos de monogenéticos
requer mais estudo, pois muitos possuem tamanho
diminuto, como ¢é o caso dos monogenéticos parasitos
de peixes de dgua doce. Devido a composi¢ao do meio
de montagem de Faure, os espécimes muito pequenos
podem perder totalmente ou parcialmente o corante
adquirido, limitando a técnica. Além disso, a qualidade
dos espécimes relacionada com o tempo entre a coleta nos
hospedeiros e a fixacdo dos tecidos, também influencia na
coloragio e montagem.

\S)
—
\S)

A técnica apresentada e comparada no presente estudo
constitui em uma alternativa ao uso de substancias com
restricdo de uso. Alguns pesquisadores tém utilizado o
6leo de cravo nas preparagoes permanentes (Neifar ez
al., 2000; Bullard ez 4l., 2003; Jithendran ez al., 2005;
Boudaya ez al., 2006), como alternativa as substincias
como xileno e creosoto de Faia. Contudo, essas
técnicas ainda requerem uma sequéncia de etapas de
manipulacio dos espécimes em diferentes substdncias,
que podem causar a perda dos monogenéticos (Silveira
& Almeida, 2014), principalmente devido ao tamanho
dos espécimes. Uma vantagem que a técnica adaptada no
presente estudo oferece ¢ evitar a continua manipulagio
supracitada. Outras vantagens incluem a simplicidade
dos componentes utilizados na férmula e a desnecessdria
utiliza¢do de equipamentos de laboratdrio como cabines
de seguranca, que devem ser usadas quando os espécimes
sdo montados com creosoto de Faia (Pritchard & Kruse,

1982; Amato et al., 1991; Eiras et al., 2006).

As téenicas utilizadas por Kritsky ez al. (1978), Gallas ez
al. (2015) e a apresentada neste estudo nao substituem os
procedimentos de coloragao, diferenciagdo, desidratagao
e clarificagio para a montagem em bdlsamo do Canadd
ou outra substincia. Estas montagens sio realizadas
principalmente ao descrever uma espécie nova, nas
quais alguns espécimes designados como o holétipo e os
pardtipos serdo depositados em colegbes de referéncia.
A técnica apresentada no presente trabalho constitui
uma alternativa a utilizagio de substincias de uso
restrito, principalmente se for possivel a montagem de
alguns espécimes de uma infrapopulagdio numerosa.
Nestas condigoes, a presente técnica pode evidenciar
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