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Introducao

A intensificacdo da producdo aquicola tem
ocasionado o aparecimento de surtos de doencas
devido a quebra do equilibrio entre patégeno-
hospedeiro-ambiente, provocando altas taxas de
mortalidade e prejuizos econémicos e ambientais.

Dentre os agentes patogénicos de importancia para
piscicultura estdo o Ichthyophthirius multifiliis, que

causa a doenca dos pontos brancos, popularmente

denominado de ictio, e os helmintos monogenéticos
que parasitam branquias e pele.

Estudos sobre boas praticas de manejo e profilaxia
sao imprescindiveis para o sucesso da cadeia
produtiva no intuito de se prevenir a ocorréncia das
doencas e, para isso, produtos de uso terapéutico
precisariam estar disponiveis para o produtor.
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Atualmente, segundo dados do compéndio de
produtos veterinarios do sindicato das industrias
de produtos para saude animal, somente um
parasiticida especifico a essa finalidade se
encontra disponivel no mercado nacional.
Estudos de eficacia de produtos quimicos sobre
estes parasitos sdo necessérios para controle de
qualidade de parasiticidas disponiveis e validacao
de novos produtos para tratamento.

Nos estudos de eficacia é necessaria a utilizacao
de métodos rapidos e simples para a diferenciacao
de parasitos vivos e mortos (ou integros e
lesados). A estimacao da viabilidade dos parasitos
por meio da visualizacdo da sua mobilidade tem
sido mencionada em muitos trabalhos cientificos.
Embora simples, eles sdo imprecisos, pois alguns
parasitos podem estar imdveis, porém nao
estarem mortos, ou ainda estarem moéveis, mas
nao funcionais ou em processo de morte.
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Protocolo para Avaliacdo da Viabilidade de Monogenéticos e Protozoérios Parasitos de Peixes

por meio das Sondas Fluorescentes SYBR-14 e lodeto de Propidio (IP)

Assim, neste documento, sera descrito o passo a
passo de uma metodologia utilizada para avaliacao
da integridade e funcionalidade da membrana
plasmatica dos parasitos por meio da técnica de
fluorescéncia, de modo que a mortalidade seja
constata ndo apenas pela imobilidade.

O protocolo proposto neste estudo para a

deteccdo da viabilidade celular por uso das sondas
fluorescentes SYBR-14 e iodeto de propidio (IP) é
uma adaptacdao dos métodos descritos por Maria

et al. (2010) e Zhang et al. (2013). Para tanto
utiliza-se um kit comercial (Live/Dead® Sperm
Viability Kit; Molecular Probes®, Eugene, EUA). Esse
kit é constituido por duas sondas fluorescentes

que se ligam as cadeias de DNA de acordo com

a integridade da membrana celular do parasito.

O iodeto de propidio (IP) € uma sonda que nao
consegue atravessar uma membrana plasmatica
saudavel, sendo capaz de penetrar apenas em
membranas lesadas e se ligar a cadeia de DNA,
marcando as células consideradas mortas ou
invidveis. O SYBR-14 é uma sonda anfipatica que
passa através da membrana intacta ou saudavel.
Ao entrar na célula, hd uma perda do grupo

acil do SYBR-14 por meio da acao de esterases
intracelulares, o que resulta na sua ligacdo com o
DNA, tornando-a fluorescente. Quando ligados ao
DNA, a maxima emissao de fluorescéncia do SYBR-
14 e iodeto de propidio sdao 516 nm e 617 nm,
respectivamente. Existem filtros especificos nos
miscroscoépios de epifluorescéncia que permitem a
visualizacdo simultanea das células coradas com as
duas sondas, dependendo da amplitude do espectro
do filtro utilizado.

Ensaios prévios foram realizados para ajustar as
concentracoes dos fluorocromos para as condicdes
mais favoraveis de visualizacao.

Metodologia

Consideracdes gerais

Para a realizacdo da analise de viabilidade dos
parasitos, inicialmente é necessario o preparo das
solucdes de trabalho das sondas.

A solucao estoque de SYBR-14 ¢é adquirida
comercialmente na concentracdo de 1 mM diluida
em dimetilsulféxido (DMSO), j4& o iodeto de propidio
na concentracao 2,4 mM diluido em agua. Para

preparo da solucao de trabalho de SYBR-14,
inicialmente sua solucdo estoque deve ser diluida
50 vezes em DMSO (concentracao final: 20 yuM).
O iodeto de propidio, por outro lado, ja vem na
concentracdo ideal para uso.

As solucdes podem ser armazenadas a -20°C e
reutilizadas, sempre protegidas do contato direto
com a luz, pois as sondas podem ser excitadas com
comprimento de onda na faixa da luz visivel.

Protocolo para avaliacdo da viabilidade do
Ichthyophthirius multifiliis

A metodologia pode ser utilizada para qualquer fase
do parasito em estagio moével de trofonte a terontes
e inclusive em estéagio imoével de tomonte e deve ser
realizada a temperatura ambiente (~25°C).

Os estagios méveis (trofonte e teronte) e imdéveis
(tomontes e tomitos) devem ser distribuidos em
uma placa de Kline ou em laminas com escavacoes,
contendo 200 uL de agua destilada em cada poco.
Em experimentos prévios utilizamos 15 parasitos
por poco. Os parasitos devem ser coletados com
auxilio de micropipeta apdatando-se o volume na
quantidade desejada para o poco.

Em cada poco deve ser adicionado 2,5 uL de
solucdo de trabalho de SYBR-14 (concentracdo final
250 nM) e a mistura incubada durante 5 minutos.
Posteriormente, devem ser adicionados mais 2,5
uL de iodeto de propidio (IP) (concentracdo final 30
4M), incubando-se a mistura por mais 5 minutos.

A avaliacado da viabilidade deve ser realizada até
20 minutos apés a incubacao com as sondas, por
meio de microscoépio de epifluorescencia. Apds
esse periodo, ja é possivel observar alteracdes na
emissao de fluorescéncia pelos parasitos, podendo
resultar em erros de avaliacdo. Os parasitos

que emitirem fluorescéncia verde devem ser
considerados viadveis ou com membrana plasmatica
integra, e os que emitirem fluorescéncia vermelha,
considerados mortos ou com membrana plasmatica
lesada. Nas avaliacOes é possivel observar também
um terceiro grupo de parasitos que se caracteriza
por apresentar células coradas de verde e vermelho
simultaneamente, o que pode indicar inicio do
processo de morte celular quando adicionados as
sondas. Este grupo de parasitos pode ser incluido
na categoria de mortos.



Protocolo para Avaliacdo da Viabilidade de Monogenéticos e Protozoéarios Parasitos de Peixes

Para facilitar a visualizacao dos estagios moéveis,
pode ser adicionado 4 uL de uma solucao de
glutaraldeido 0,2%, apés a incubacdo com as
sondas fluorescentes. A presenca desse fixador
promovera a imobilidade dos parasitos para
facilitar a visualizacdo. Nesse caso, ressalta-se
que a visualizacdo deve ser imediata, pois ap6s
10 minutos de exposicao ao glutaraldeido, a
integridade da membrana é afetada. Assim, ao se
utilizar o fixador, o tempo de observacéao é reduzido,
exigindo-se que haja um planejamento cuidadoso
quanto ao tempo de execucdo dos procedimentos
de eficacia e avaliacdo de viabilidade.

Protocolo para avaliacdo da viabilidade de
monogenéticos

Para os parasitos monogenéticos o procedimento
é semelhante porém, caso os ensaios de eficacia
tenham sidos realizados com o arco braquial, os
monogenéticos precisaram ser retirados ainda
aderidos ao filamento branquial ou coletados caso
estiverem soltos. Esses filamentos e parasitos
isolados sdo entdo transferidos para a placa de
Kline ou laminas com pocos, realizando o mesmo
procedimento descrito acima, porém utilizando-se
uma densidade mais baixa de monogenético por
placa (n=5). Ressalta-se que o uso do filamento
braquial no processo pode dificultar a observacéao
clara da fluorescéncia, sendo entdo sugerido quando
possivel o isolamento do parasito para uso da
técnica.

Anadlise e interpretacdo dos dados

Na Figura 1, observa-se a representacao da
mortalidade de trofontes e tomontes, demonstrando
claramente a diferenca observada entre os parasitos
ndo viaveis com fluorescéncia vermelha que
internalizaram a sonda IP, e o parasito viavel com
coloracao verde emitida pelo SYBR-14. Além dos
estagios fluorescentes vermelhos e verdes, também
podem ocorrer fases mistas em que o protozoério
emite fluorescéncia verde e fluorescéncia vermelha,
simultaneamente. Alguns autores relatam que esse
parasito ja possui sua membrana lesada e esta em
processo apoptético com comprometimento da sua
sobrevivéncia. Como a membrana celular neste caso
ja foi danificada, antes ou durante a coloracéio, eles
sdo tratados como mortos.

por meio das Sondas Fluorescentes SYBR-14 e lodeto de Propidio (IP)

Figura 1. /chthyophthirius multifiliis ap6s coloracdao com as

sondas fluorescentes SYBR- 14 e iodeto de propidio (IP). A e

C) Trofontes e tomonte emitindo fluorescéncia verde indicando
a viabilidade dos parasitos. B e D) Trofontes e tomonte

emitindo fluorescéncia vermelha indicando comprometimento

da membrana celular. E) Extravasamento do citoplasma de um
trofonte. F) Tomitos em um tomonte.G e H) Trofonte e tomonte,
respectivamente, emitindo fluorescéncia vermelha e verde,

uma resposta que indica que o protozodrio estava no processo
de morte (apoptose), quando foram adicionadas as sondas.
Aumento de 100X: fotos A-E, G e H. Aumento de 40X: foto F.
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Foto: Daniela Aparecida de Castro Nizio
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Na Figura 2, observa-se a viabilidade de monogenéticos de tambaqui (Colossoma macropomum).

Foto: Natalino da Costa Sousa

Foto: Alexandre Nizio Maria

Foto: Natalino da Costa Sousa

Figura 2. Monogenéticos de tambaqui apés coloracdo com as

sondas fluorescentes SYBR-14 e iodeto de propidio (IP). A)
Parasito emitindo fluorescéncia verde indicando a sua viabilidade
Detalhes: Ocelos ¢k), cirrus (A) e haptor (O); B) Parasito emitindo
fluorescéncia vermelha indicando comprometimento das células;
C) Mesmo parasito da Figura B, visualizado em microscopia de
luz; D) Monogenético emitindo fluorescéncia vermelha e verde,
demonstrando o inicio do comprometimento da membrana

celular. Aumento de 100X.
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Na Figura 3, observa-se o resumo do protocolo de anélise.
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1. Preparar a solucédo de trabalho da sonda SYBR-14 diluindo a 2. Separar 0s paras.itos e coloca-los ém um poco na Iémina.ou

solucdo estoque 50 vezes em DMSO (concentracdo final: 20 yM). placa de Kline totalizando 200 uL de mistura 4gua + parasitos.

A O

3. Adicionar 2,5 uL da solucdo de trabalho de SYBR-14 e incubar por 5 minutos a temperatura
ambiente (~25°C).

é

4. Adicionar 2,5 uL da solucdo de trabalho (estoque) de iodeto de propidio e incubar por mais 5
minutos a temperatura ambiente (~25°C).

5. Levar as amostras para o microscopio de epifluorescéncia para avaliacdo.
Filtro com comprimento de onde entre 516 nm e 617 nm sob aumento de 100X.

Figura 3. Resumo do protocolo de anélise.
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