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RESUMO

O presente trabalho é resultado do estudo sobre mixosporidioses utilizando espécimes
de Symphysodon aequifasciatus selvagens, capturados nos rios Jaituba, Jabutiapepu e Pacajai
no municipio de Cameta/Pard/Brasil, no periodo de Maio/2012 a abril/2013. Foram
capturados e analisados 60 animais a fim de encontrar possiveis focos dos parasitos. Apds
analise verificou-se que 100% dos animais apresentavam parasitismo por dois géneros da
classe Myxospora: Kudoa e Ellipsomyxa, parasitando a musculatura somatica e a vesicula
biliar, respectivamente. Os esporos de Kudoa spp. apresentavam-se em formacdes
pseudocisticas alongadas, distribuidos de forma aleatéria na musculatura somatica, ndo sendo
possivel observacdo macroscopica dos cistos. A observacdo microscopica revelou também a
presenca de esporos de Ellipsomyxa spp. livres, disseminados de forma aleatdria no liquido
biliar e na parede do 6rgdo. Os dados obtidos no presente trabalho representam o primeiro

registro da ocorréncia de mixosporidios no género Symphysodon no Brasil.

Palavras-chave: Myxozoa, Mixosporidios, Acard-disco, Symphysodon, Kudoa,

Ellipsomyxa.



ABSTRACT

This work is the result of the study on mixosporidioses using specimens of wild
Symphysodon aequifasciatus , captured in Jaituba , Jabutiapepl Pacajai and rivers in the
municipality of Cametd/Pard/Brasil, between the abril/2013 May/2012 . Were captured and
analyzed 60 animals in order to find possible sources of parasites. After analysis it was found
that 100 % of the animals showed parasitism by two genera of Myxospora class: Kudoa and
Ellipsomyxa parasitizing the somatic musculature and gallbladder, respectively. Spores Kudoa
spp. presented themselves in pseudocystic elongated formations, randomly distributed in the
somatic musculature, it is not possible macroscopic observation of cysts . The microscopic
observation also revealed the presence of spores Ellipsomyxa spp. free , scattered randomly in
the liquid bile and the body wall. The data obtained in this study represent the first record of
the occurrence of the genus Symphysodon mixosporidios in Brazil.

Keywords : Myxozoa , Mixosporidios , Acara-disco, Symphysodon, Kudoa, Ellipsomyxa.



1 INTRODUCAO

A regido amazonica apresenta a mais diversificada ictiofauna de agua doce do mundo
constituindo um importante recurso natural, que tem papel fundamental no contexto social e
econdmico da regido (SANTOS & FERREIRA, 1999).

As atividades de pesca e aquicultura no Brasil vém despertando progressivo interesse
para economia, sobretudo nas ultimas décadas, buscando associar o0 aproveitamento
sustentavel dos recursos a preservagdo ambiental (BORGES, 2009; SOUSA et al., 2008).

De acordo com o relatorio do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA, 2011), a
produgdo mundial de pescado (proveniente tanto da pesca extrativa quanto da aquicultura)
atingiu aproximadamente 168 milhdes de toneladas em 2010, incremento de
aproximadamente 3% em relacdo a 2009. Neste cenario, o Brasil contribuiu com apenas
0,75% (1.264.765 t) da producdo em 2010, ocupando o 19° lugar no ranking mundial. Em
2011, a producdo nacional registrou incremento de aproximadamente 13,2% em relagdo a
2010, tendo a pesca extrativa marinha como a principal fonte de producdo de pescado com
553.670,0 t (38,7%), seguida pela aquicultura continental com 544.490,0 t (38,0%), pesca
extrativa continental com 249.600,2 t (17,4%) e aquicultura marinha com 84.214,3 t; (6%) do
total de pescado produzido. Nota-se que a pesca registrou um incremento de 2,3%, enquanto a
aquicultura registrou incremento de 31,1% em relacdo a 2010.

Além da producdo de peixes para consumo humano, existe a producdo para fins
ornamentais, que movimenta consideravel quantidade de recursos financeiros. Anualmente,
milhdes de peixes ornamentais de agua doce sdo exportados da Amazdnia brasileira para o
comércio internacional, principalmente para os Estados Unidos e Europa, alguns deles,
provenientes da pesca extrativista, chegam alcancar elevado valor de mercado, ao contrario de
outros que ja podem ser obtidas da Asia (DIAS et al., 2009), onde se realiza reproducéo
artificial de muitas espécies ornamentais da Amazonia.

Os acaras-disco (género Symphysodon) sdo peixes ornamentais comumente
encontrados em lagos e florestas alagadas das planicies inundadas da Amazbnia, habitats
caracterizados por uma variacdo sazonal extrema nas condicbes ambientais (CRAMPTON,
2008), entre as quais estd a densidade de parasitos.

A acdo parasitaria de varias espécies de parasitos, em especial aquelas que causam
severos danos em seus hospedeiros ou mesmo mortalidade, tem sido objeto de estudo,

principalmente em peixes de interesse econdmico (LOM & DYKOVA, 1992).



Os peixes silvestres apresentam-se parasitados por grande variedade de espécies de
parasitos, sendo de alta relevancia o estudo da fauna parasitaria dos peixes de agua doce, ndo
sO pelo aspecto econdbmico, mas por uma questdo de salde publica, uma vez que podem ser
portadores de zoonoses (CAMPQOS, 2006).

O presente estudo relata os primeiros achados de dois géneros de mixosporidios em

espécimes selvagens de acara-disco, advindos do municipio de Cameta/PA.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
e Estudar os membros do Filo Myxozoa parasitos de S. aequifasciatus do municipio de

Cametd, Estado do Para.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢ Realizar estudo taxondmico de mixosporidios parasitos de S. aequifasciatus.
e Determinar a prevaléncia de parasitos nos espécimes analisados.

e Analisar a preferéncia parasitaria em relacdo aos 6rgaos do hospedeiro.

Identificar a ocorréncia de multiparasitismo.

Avaliar a relagéo parasito-hospedeiro

Contribuir para um melhor conhecimento do estado sanitario dessa espécie.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A FAUNA AQUATICA E AQUICULTURA

Os rios da Amazdnia abrigam a maior e mais diversa ictiofauna do mundo, tendo mais
de 1500 espécies contabilizadas (MONTAG et al., 2008). A ictiofauna esta composta por
espécies marinhas e de dgua doce, que representam um importante recurso, que vem sendo
historicamente explorado pela pesca industrial, artesanal, de subsisténcia e ornamental, com
significativa contribuicdo para a producdo nacional de pescado.

Aquicultura é definida como o cultivo de organismos predominantemente aquaticos de
interesse econdmico. Atividade esta que tem uma longa histéria de desenvolvimento, tendo
comecado hd 4000 anos na China (UEDA et al., 2013). A atividade tem apresentado
crescimento significativo nos ultimos anos, sendo considerada como forma mais viavel para
incremento da producéo de pescado, diante da limitacdo dos estoques naturais.

A piscicultura ornamental contribui na esfera sécio-ambiental, servindo como
excelente alternativa de renda para pequenos produtores rurais, que formam a base desta
pirdmide produtiva, contribuindo também na reducdo do extrativismo de espécies nativas
(CECARELLI et al., 2000).

3.2 ICTIOPARASITOSES

Nos ultimos anos tem crescido a relevancia dos estudos de enfermidades de
organismos aquaticos no Brasil. Isso se deve ao substancial crescimento do setor aquicola no
Pais. Grande parte deste estudo estd voltado para espécies de interesse econdmico com
potencial para cultivo (LUQUE, 2004). No Brasil, os primeiros artigos sobre parasitas de
piscicultura ou aqueles com potencial para a criagdo de peixes comecgou na década de 1980
(UEDA etal., 2013).

No ambiente natural existe uma relacdo de interdependéncia entre organismos - habitat
- parasitos, sendo o estado ictiosanitario fruto da interacdo destas trés dimensdes (LOM &
NOBRE, 1984).

Segundo Pavanelli; Eiras; Takemoto (2002), na natureza, 0S organismos aquaticos
carregam consigo uma carga de patdgenos, sem sinais clinicos de doencas, evidenciando a
existéncia de um equilibrio natural. Vérios fatores podem atuar, quebrando esse equilibrio e

provocando serias modificacBes no ambiente. Quando, porém, ocorrem alteracfes ambientais,
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com reflexos nos mecanismos de defesa dos peixes, imediatamente poderdo levar esses
animais a manifestarem sinais clinicos de certas enfermidades, jA que passam a se tornar
sujeitos a acdo dos patdgenos.

De acordo com a origem do hospedeiro, confinamento ou ambiente natural, as
enfermidades poderdo apresentar aspectos diferentes. Nesses ambientes, as condi¢Ges séo
muito distintas, devido a fatores, tais como, altas densidades populacionais, tipo de
alimentacdo, degradacdo da qualidade de agua, manuseio nos exemplares e execucdo de

tratamentos que provocam estresse nos hospedeiros (CAMPQOS, 2006).

3.3 HOSPEDEIRO

O acard-disco € um ciclideo endémico da bacia amazbnica, porém com poucas
informacdes cientificas sobre sua biologia e ecologia em seu habitat natural, apesar de sua
importancia no comércio internacional de aquariofilia (ROSSONI et al., 2010) . Poucos dados
guantitativos tém sido publicados sobre a ecologia e histdria de vida de espécimes selvagens,
apesar de uma extensa literatura voltada para segmento de aquariofilia (CRAMPTON, 2008).

S&o peixes ornamentais comumente encontrados em lagos e florestas alagadas das
planicies inundadas da Amazbnia, habitats caracterizados por uma variagcdo sazonal extrema
na disponibilidade de alimento, abrigo e oxigénio dissolvido, e também pela densidade de
predadores e parasitas. A maioria dos aspectos da biologia do género é influenciada por esta
variabilidade de condi¢cdes sazonais (CRAMPTON, 2008).

Vivem em habitats lénticos associados com os principais corpos de agua (AMADO et
al., 2011). Colbnias de acara-disco abrigam-se em residuos lenhosos (conhecidos localmente
como ‘galhadas’), emaranhados de galhos e raizes de arvores caidas ao longo das margens dos
lagos, mas dispersam-se em florestas sazonalmente inundadas durante o periodo de cheias
(CRAMPTON, 1999).

Em confinamento, o género geralmente atinge entre 3 e 5 anos de vida, ou
excepcionalmente mais (SILVA & KOTLAR, 1980, apud CRAMPTON, 2008), mas 0s
espécimes selvagens devem ter expectativa de vida mais curta (CRAMPTON, 2008).

Segundo Rossoni et al. (2010), o género Symphysodon apresenta comportamento
reprodutivo complexo , o qual pode ser influenciado por parametros biéticos e por local e
dinamica ambiental regional. Os mesmos autores, em seus estudos, demonstram que

Symphysodon aequifasciatus apresenta desova total, no inicio do periodo das chuvas, com a
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capacidade peculiar de libertar varios lotes de ovos, tal como uma estratégia que
potencialmente melhora o sucesso reprodutivo, tudo isso, associado ao cuidado biparental de
suas ninhadas.

Quanto a classificacdo taxondmica, segundo Crampton (2008), o numero de especies
do género é atualmente objeto de discussdo. J& Amado et al. (2011), em seus estudos com
testes da permutabilidade genética e ecoldgica, sugere a existéncia de cinco unidades
evolutivas significativas para o género Symphysodon (Symphysodon discus (Heckel e abacaxi
fendtipos), S. aequifasciatus (fendtipo marrom), S. tarzoo (fendtipo verde), Symphysodon sp.
1 (fendtipo azul) e Symphysodon sp. 2 (grupo Xingu).

Em relacdo a sanidade do género Symphysodon em ambiente natural, existem poucos
estudos relevantes sobre o assunto, por exemplo, Lopes et al. (2011), descreve Dadayius
puruensis n.sp., uma nova espécie de Dadayius (Trematoda, Digenea), parasita de
Symphysodon aequifasciatus coletados a partir do rio Purus, Estado do Amazonas, Brasil;
Crampton (2008), em seus estudos sobre ecologia e historia de vida do referido género,
encontrou 69 de 492 espécimes de S. haraldi infestados com Braga cichlae, isdpoda,
ectoparasita, na camara opercular, observou também, interferencia do referido parasito na
maturidade sexual da espécie em estudo. Mostrando ja, a importancia do conhecimento sobre
parasitoses em peixe de alto valor comercial, na area de peixe ornamental, que vem agora
sendo aprofundado com o conhecimento de microparasitas em referido hospedeiro S.

aequifasciatus, no presente estudo.

3.4 MIXOSPORIDIOS

Sé&o organismos formados por células eucaridticas que parasitam alternadamente seres
invertebrados e vertebrados, caracterizando-se pela presenga de esporos de forma e estrutura
variada (CASAL, 2009). Os esporos sdo constituidos por uma ou mais valvas, podendo
eventualmente possuir projecdes simples ou elaboradas. Internamente, localizam-se uma ou
varias células amebdides germinais infectivas (esporoplasma) e uma ou varias capsulas
polares, cada uma equipada com um filamento polar extrusivel. Este filo divide-se em duas
classes: Malacosporea (esporos de valvas sem rigidez que infectam os briozoarios e 0s
peixes) e Myxosporea (esporos de valvas rigidas que ocorrem em anelados e peixes) (LOM
& DYKOVA, 2006).
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A classe Myxosporea consta de aproximadamente 65 géneros, como por exemplo,
Henneguya Thélohan, 1892; Triangulamyxa Azevedo et al., 2005; Kudoa Meglitsch, 1947 e
Myxobolus Biitschli, 1882 (LOM & DYKOVA, 2006). Os membros desses grupos sio
importantes patdgenos de peixes de dgua doce e marinha, com ampla distribuicdo geografica
(CASAL, 2009), atuando em diversos tecidos e 6rgdos, como figado, rim, branquias, gbnadas,
intestino e pele (LUQUE, 2004). S&o classificados como Bivalvulida (esporos com 2 valvas e
geralmente com 2 cépsulas polares) (Figura 1 a) ou Multivalvulida (esporos formados por
mais de 2 valvas e por mais de 2 capsulas polares) (Figura 1 b) (LOM & DYKOVA, 2006)

Figura 1 - Esquema de esporo de Kudoa sp., representante da ordem multivalvulida (a) ; esquema de esporo de
Henneguya rondoni., representante da ordem bivalvulida (b).

wd 11

......

Fonte: CASALet al., 2008; AZEVEDO et al., 2008
O género Kudoa compreende os parasitos mixosporidios que apresentam gquatro

valvulas, sendo conhecidas, até a presente data, 46 espécies, todas parasitas de peixes
(ANDRADA et al., 2005).
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Este metazoario tem assumido uma importancia considerdvel, tanto no dominio da
aquicultura quanto da pesca, uma vez que afeta muitas espécies de peixes, resultando na
formacdo de cistos macroscopicos na carga do musculo ou uma liquefagdo do musculo post-
mortem, que reduzem o valor comercial dos produtos infectados (GAGLIO etal., 2010).

O ¢érero Ellipsomyxa, representa um pequeno subgrupo dentro da classe
Myxosporea, contendo, até o presente momento, apenas trés espécies, todas infectando a
vesicula biliar dos peixes dos mares europeus. As espécies Ellipsomyxa gobii e E. mugilis
fazem parte desse pequeno grupo de mixosporeos com ciclos de vida completamente
conhecidos, tendo sua fase actinospora descrita através de microscopia eletrnica de
transmissdo (TEM) e analise molecular (AZEVEDO et al., 2013).

A presenca de esporos de mixosporidios sdo facilmente observados em microscopia de
luz e identificados pela sua morfologia (AZEVEDO et al., 2008). A maioria das infecgdes por
eles sdo relativamente benignas, existindo algumas espécies patogénicas que podem causar
mortalidade ou entdo infringir severos danos aos seus hospedeiros (CASAL, 2009).

Varios estudos tém sido realizados com mixosporidios. Campos, et al., (2011)
observaram presenca de cistos de mixosporidio da espécie Henneguya piaractus, com
localizacdo intralamelar em varios estagios de desenvolvimento, localizados em todas as
regides (basal, mediana ou distal) das lamelas, bem como dilatacdo e deformagéo das lamelas
vizinhas causadas por cistos intraepiteliais; Azevedo, et al.(2009) descreveram, com base em
estudos ultraestruturais, Henneguya hemiodopsis encontrado infectando branquias de
Hemiodopsis microlepis, coletado no rio Poty, perto da cidade de Terezina/Pl, Brasil, com
cistos esbranquicados contendo esporos em diferentes estagios de desenvolvimento com

estruturas diferentes das espécies ja descritas.

3.4.1 Ciclo de vida

Os estudos j& realizados sobre mixosporidios mostram que estes microrganismos
apresentam ciclo de vida indireto (Figura 2), compreende duas fases: uma no peixe
(hospedeiro intermediario), onde prolifera e diferenciam-se esporos multicelulares resistentes
ao ambiente externo (mixosporos) que, por sua vez, infectam um anelideo (hospedeiro
definitivo), onde se reproduzem, sexuadamente, originando o agente infectante dos peixes,
denominado de actinosporo (LOM & DYKOVA 2006).
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Figura 2 - Desenho esquematico do ciclo de vida indireto dos mixosporidios: a) hospedeiro definitivo (género
Nereis); b) actinosporo; c) hospedeiro intermediario; d) mixsporo.

Fonte: CASAL, 2009

Devido a nova circunstancia a classe Actinosporea foi extinta e para facilitar a
comunicacdo entre aqueles que estudam mixosporidios convencionou-se usar 0S termos
"estagio actinosporo”, para as formas encontradas nos hospedeiros invertebrados e "estagio
mixosporo”, para as formas encontradas no hospedeiro vertebrado (KENT et al., 2001).

Segundo Lom & Dykova (2006), nos peixes, a esporogénese inicia-se com o
envolvimento de uma célula esporogbnica, envolvida e protegida por uma célula, o pericito
(fagocito) (Figura 3). Dentro do pericito, a célula envolvida divide-se vérias vezes, por meio
de nucleocinese e citocineses, formando agregados de células uninucleares, exceto uma célula
na qual ocorre apenas uma nucleocinese, originando-se, assim, uma célula binucleada,

denominada de esporop lasmatica.
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Figura 3 - Esquema do ciclo de vida dos mixosporidios. Mostrando a fase em que a célula pericitica (pericito - a)
comeca a englobar a célula germinativa (b) (1). A célula germinativa fica completamente envolvida pelo pericito
(2). A célula germinativa dividi-se sucessivamente emduas células (3) e em 4 células (4). No final da diviséo, o
esporo (monoespoérico - 5) é constituido por 5 células diferenciadas em 2 valvogénicas (d), 2 células
capsulogénicas (e) e uma célula binucleada — o esporoplasma (c). Esporo (6).

Fonte: Matos et al. (2001).
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3.4.2 Classifica¢ao taxonémica ( * )
Filo Myxozoa
Classe Myxosporea
Ordem Bivalvulida
Subordem Sphaeromyxina
Familia: Sphaeromyxidae - Sphaeromyxa
Subordem Variisporina
Familia: Myxidiidae - Myxidium, Enteromyxum, Zschokkella, Coccomyxa,
Soricimyxum
Familia: Ortholineidae - Ortholinea, Neomyxobolus, Cardimyxobolus, Triangula,
Triangulamyxa, Kentmoseria
Familia: Sinuolineidae - Sinuolinea, Myxodavisia, Myxoproteus, Bipteria,
Paramyxoproteus, Neobipteria, Schulmania, Noblea
Familia: Fabesporidae - Fabespora
Familia: Ceratomyxidae - Ceratomyxa, Leptotheca, Meglitschia, Ellipsomyxa
Familia: Sphaerosporidae - Sphaerospora, Polysporoplasma, Hoferellus, Wardia,
Palliatus, Myxobilatus
Familia: Chloromyxidae - Chloromyxum, Caudomyxum, Agarella
Familia: Auerbachiidae - Auerbachia, Globospora
Familia: Alatosporidae - Alatospora, Pseudoalatospora, Renispora
Familia: Parvicapsulidae - Parvicapsula, Neoparvicapsula, Gadimyxa
Subordem Platysporina
Familia: Myxobolidae - Myxobolus, Spirosuturia, Unicauda, Dicauda,
Phlogospora, Laterocaudata, Henneguya, Hennegoides, Tetrauronema,
Thelohanellus, Neothelohanellus, Neohenneguya, Trigonosporus
Ordem Multivalvulida
Familia: Trilosporidae — Trilospora, Unicapsula
Familia: Kudoidae - Kudoa
Familia: Spinavaculidae — Octospina
Trilosporoides (incertae sedis)
Classe Malacosporea
Ordem Malacovalvulida

Familia: Saccosporidae—Buddenbrockia (sin6nimo:Tetracapsula), Tetracapsuloides
(*) Classificacdo taxoné mica do Filo Myxozoa com adaptacdes (CASAL, 2009).
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3.5 LOCAL DEESTUDO

O municipio de Cameta/PA (02°14°54”S 49°49°12”W) tem uma populacdo de 120.896
habitantes (IBGE, 2010), sua sede esta situada a margem esquerda do rio Tocantins. O
municipio segue uma caracteristica peculiar da Amazénia brasileira: a de possuir uma parcela
consideravel de sua populacdo vivendo em palafitas nas margens dos rios. Esta populacédo
ribeirinha constitui-se de pequenos agricultores, pescadores artesanais e extrativistas, os quais
sobrevivem do cultivo de mandioca, da pesca e da extracdo de acai, tendo o pescado como o
principal item da dieta alimentar.

4 METODOLOGIA
4.1 COLHEITA DOS ESPECIMES E AREA DE ESTUDO

Para o presente estudo foram capturados 60 espécimes de S. aequifasciatus (Figura 4),
nas areas marginais dos rios Jaituba, Jabutiapepl e Pacajai (Figura 5), sob as ramificacfes
vivas de aturia (Drepanocarpus lunatus), vegetacdo presente de forma ndo continua nas
margens dos rios da regido, em areas protegidas de correntes, com profundidade média de 1
(um) metro na maré baixa. Os exemplares foram capturados com redes tipo camaroeira,
fazendo cercos sob as galhadas. Cada pescaria envolveu um numero de 5(cinco) a 6 (seis)
pescadores locais e foi realizada na mare baixa, como ilustrada na Figura 6. Foram realizadas
colheitas trimestrais no periodo compreendido entre maio/2012 a abril/2013. No momento de
cada colheita foram aferidos e registrados em fichas apropriadas (ANEXO A) valores de
temperatura, pH e salinidade da 4gua, obtendo os seguintes valores médios: 28,5 °C, pH 5.0 e
salinidade 0 %eo.



Figura 4- Foto de espécime de cara-disco

Fonte: arquivo do autor
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Figura5 — Mapa da rea de estudo, emdestaque os pontos de colheita, rios Jaituba (1), Jabutiapepu (2) e Pacajai
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Figura6 - Registro do momento da captura dos espécimes em ambiente natural.

Fonte: arquivo do autor
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Apods captura os animais foram acondicionados em baldes com sacos plasticos e
aeracdo artificial e em seguida transportados vivos até uma casa de apoio na cidade de
Cametad\PA, sendo posteriormente levados para o Laboratdrio de Pesquisa Carlos Azevedo
(LPCA), na Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA/Belém), onde ficaram
armazenados em aquarios, com agua do préprio ambiente de origem, até que se procedessem

as analises.

4.2 ANALISE E PESQUISA DE PARASITOS

Os animais foram anestesiados (MS 222 - Sandoz Laboratories) conforme Azevedo et
al., (2008) e em seguida retirados dos aquarios, evitando ao maximo o estresse dos animais.
Apobs a realizacdo deste procedimento, foram aferidos os pardmetros biométricos, peso e
comprimento total dos animais. Em seguida, tiveram toda a sua superficie corporea externa
examinada através de estereomicroscopio, para verificar a existéncia de ectoparasitas, lesdes
(presenca de cistos) ou perda de revestimento (escamas e epiderme).

Foram realizadas as necropsias dos animais através de incisbes com bisturi e tesoura
de dissecacdo, na regido ventral, de modo a expor suas visceras para que cada o6rgdo fosse
cuidadosamente examinado com auxilio de instrumentos cirdrgicos, a fim de encontrar
possiveis lesdes, como cistos, tumefacdes e manchas leitosas, sempre com o auxilio de
estereomicroscopio. Todos os dados foram registrados em uma ficha de colheita/necropsia
(ANEXO B).

Dos tecidos que apresentaram possiveis focos de desenvolvimento de parasitas foram
retirados pequenos fragmentos com pingas e tesoura cirdrgica, colocados entre lamina e
laminula contendo uma gota de agua, para realizar a observacdo em microscopio de luz,
diferenciando estagios de parasitoses com cistos de secre¢do glandular ou de células adiposas.

Nesta analise foram observados esporos livres ao microscopio, sendo fotografados e
medidos, e as dimensfes calculadas a partir das imagens digitalizadas resultantes, como
descrito por Lom & Arthur (1989 ). As medicdes sdo apresentadas em micrémetros (um),

com uma média seguida entre paréntesis pelo intervalo (variag&o).

4.3 MICROSCOPIA DE LUZ
Para exame histologico, pequenos fragmentos de tecido contendo parasitas foram

colhidos e fixados em Davidson (20 ml de formol, 30 ml de alcool 95%, 10 ml de &cido
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acético e 30 ml 4gua destilada), na proporcdo de nove partes de fixador para uma de material
biologico (9:1), por 24 horas, a fim de inativar as enzimas, conservando a estrutura celular
mais proxima de como se apresenta in vivo, sem a acdo autolitica. Cortes histolégicos, com 5
(cinco) pum de espessura, foram preparados e corados seguindo um protocolo padrdo do LPCA
/ UFRA (ANEXO C). Apos a fixacdo, os fragmentos foram processados passando por uma
bateria de concentracdes alcoolica crescente, em sequida foi realizada a diafanizacdo, inclusao
em parafina (TISSUE EMBEDDING CENTER MICRON EC350), microtomia (ROTARY
MICROTOME MICRON HM315) e coloragdo (Hematoxilina-Eosina e Ziehl-Neelsen)
(LUNA, 1968). Apos coloragdo das laminas, foram fotografadas com auxilio de microscopio
Optico ZEISS PRIMO STAR com camera ZEISS AXIO CAM ERC 5s. Pequenos fragmentos
parasitados foram removidos e examinados utilizando a técnica de contraste de interferéncia
diferencial (DIC).

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA

Para microscopia eletronica de transmissdo (TEM), pequenos fragmentos das regides
parasitadas foram fixados em glutaraldeido 3%, em 0,2 M de cacodilato de sédio tamponado
(pH 7.2) por 3 ha 4°C. Em seguida, lavados no mesmo tampé&o por 2-4 h a 4°C, e p6s-fixados
em tetroxido de O0smio a 2%, tamponado, por 2 horas na mesma temperatura. Foram
desidratados em série crescentes de etanol, passagem em éxido de propileno, embebidos e
incluidos em Epon (ANEXO D). Cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila
e citrato de chumbo, e observados em microscopio eletronico de transmissao.

Para observacdo em microscopia eletrdnica de varredura (MEV), esporos isolados ou
pequenos fragmentos de tecidos parasitados foram fixados e processados, semelhantes a
MET. No entanto, ap6s 0 processo de desidratacdo, os materiais passaram pelo processo de
secagem ao ponto critico e foram metalizados com uma fina camada de ouro para
visualizacdo em microscopio eletrdnico de varredura.

Referida tecnologia foi processada e armazenada para disponibilizacdo de futuras
observagdes como material das parasitoses encontradas, a fim de que possamos divulgar com
maiores detalhes, toda a morfologia dos esporos, ciclo de vida e danos que por ventura

possam causar aos hospedeiros.
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4.5 BIOLOGIA MOLECULAR

Para biologia molecular os fragmentos colhidos foram fixados em alcool a 80%
estando em fase de analise. Referido material foi processado e armazenado para analises

posteriores, na determinacdo principalmente de espécies novas.

4.6 ANALISE DOS DADOS

A prevaléncia dos parasitos foi determinada pela relagdo: P = NTPP/NTPE x 100,
onde NTPP é o nimero total de peixes parasitados e NTPE é o nimero total de peixes
examinados.

5 RESULTADOS

Foram analisados 60 espécimes durante o periodo de estudo, incluindo as classes de
tamanhos distintos, com 9,8 (6,5 — 12,9) cm de comprimento padréo e 70,2 (20,9 — 160) g de
peso.

Durante o periodo de observacdo em aquarios, todos 0s peixes apresentaram
comportamento normal, ndo sendo observadas alteragdes fisiologicas ou anatdémicas
associadas ao parasitismo, nem registro de mortalidade entre eles. Apesar de que, em alguns
casos, foram observados animais rodopiando, e que invariavelmente, levavam a morte do
hospedeiro. Foi examinado o sistema nervoso central destes animais em microscopia de luz,
ndo sendo encontrada a presenca de Myxobolus, caracteristica principal da “doenga do
rodopio” em salmonideos.

No exame da superficie corporal externa dos espécimes analisados ndo foram
observados a existéncia de ectoparasitas, lesdes ou perda de revestimento. Internamente 0s
Orgdos se apresentavam integros, com cores vivas e coloracdo caracteristica de cada 6rgao.

Exame microscopico revelou que os animais apresentavam parasitismo por dois
géneros da classe Myxospora: Kudoa e Ellipsomyxa, parasitando a musculatura somatica e a
vesicula biliar, respectivamente.

Na musculatura, os esporos de Kudoa sp. apresentavam-se em formacGes
pseudocisticas alongadas, medindo 255,8 (163,2-373,7) de comprimento e 33,3 (26,3-41,1) de

largura, distribuidos de forma aleatéria na musculatura somatica, ndo sendo possivel
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observacdo macroscopica dos pseudocistos. Os pseudocistos se desenvolveram extra e
intracelularmente na musculatura estriada esquelética do sistema tegumentar de S.
aequifasciatus, dispersos ao longo das fibras musculares estriadas, inclusive na regido
cefalica.

Pseudocistos frescos liberam, com facilidade, grande quantidade de esporos quando
pressionados entre lamina / laminula com uma gota d’4gua, durante a necropsia, observados
emML (Figura7 A).

Preparacfes a fresco, observados em microscopio de luz, mostrou que 0S esporos
apresentavam forma quadrada ou pseudoquadrada em vista apical, medindo 6,6 (6,5-6,8) de
comprimento e 6,0 (5,8-6,2) de largura, sem ornamentacGes, com quatro capsulas polares
iguais (Figuras 7B, 9A, B). Estas estavam dispostas lado a lado com o veértice convergindo
para o polo apical dos esporos. As cépsulas polares mediram 2,25 (2,0-2,6) de comprimento e
1,4 (1,2-1,6) de largura, piriformes e internamente com um filamento polar enrolado em
forma de espiral, em cada uma delas.

A intensidade da infeccdo por Kudoa sp. variou de animal para animal, com presenca
de pseudocistos, as vezes incontaveis, em pequenos fragmentos colhidos da area do sistema
tegumentar, mais especificamente na musculatura estriada esquelética. A presenca e
intensidade das lesdes pseudocisticas na musculatura de S. fasciatus séo ilustrada na Figura 8
(Ae B).

A prevaléncia da infeccdo por Kudoa sp. foi de 100% nos espécimes coletados nas trés

localidades, durante todo o periodo de estudo.

Sitio de desenvolvimento e patologia: estudo histoldgico revelou infec¢do difusa e acentuada
das fibras por esporos de Kudoa sp. os quais se organizam na forma de pseudocistos, se
desenvolvendo dentro das fibras musculares estriadas esqueléticas. As fibras musculares
revelam que os metazoarios se organizam em grandes cistos intracitoplasmaticos e
intersticiais (Figura 10 A).

Vale ressaltar que algumas fibras musculares apresentam mais de um cisto parasitario

por célula (Figura 10 B), sem evidencias de reacdo inflamatoria associada a infecgéo.
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Figura 7 - Observacédo a fresco em microscopia de luz (ML) de nuvem de esporos liberados com a ruptura de
pseudocisto (A) e esporos maduros de Kudoa sp. com destaque para as capsulas polares (B).

Fonte: arquivo do autor



Figura8 - Observacéo a fresco em microscopia de luz (ML) de pseudocistos na musculatura (seta) A e B.
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Fonte: arquivo do autor
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Figura 9 — Observacdo em ML com uso de contraste de interferéncia diferencial (DIC): A) vista apical dos
esporos de Kudoa sp. com destaque para as capsulas polares; B) Vista lateral de esporos de Kudoa sp. com
destaque para as capsulas polares.

Fonte: arquivo do autor
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Figura 10 — Observacdo em microscopia de luz (ML) de corte histolégico da musculatura com a presen¢a de um
pseudocistos de Kudoa sp. na fibra muscular (seta) corados em HE (A) e presenca dois pseudocistos de Kudoa
Sp na mesma célula (seta) (A).

Fonte: arquivo do autor
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Na vesicula biliar observacdo microscopica revelou a presenca de esporos livres,
piriformes ou arredondados, na vesicula biliar, disseminados de forma aleatéria no liquido
biliar e na parede do 6rgdo (Figura 11), medindo 13,0 (12,5-14,5) de comprimento e 8,25
(8,0-8,5) de largura, com duas valvulas finas lisas alongadas na direcdo perpendicular ao
plano da linha central transversal de sutura reta, com duas capsulas polares elipsoidais em
lados opostos, cada uma medindo 4,3 (4,0-4,6) de comprimento e 3,4 (3,25-3,5) de largura
(Figura 11 B).

Preparacfes a fresco revelaram também a presenca de formas jovens, plasmodios
(Figura 12 A), pouco individualizados e plasmodios di-espéricos (Figura 12 B).

O parasitismo por Ellipsomyxa sp. foi evidenciado apds observagdo a fresco em
microscopia de luz (ML) e confirmado através de corte histolégico (Figura 13). A prevaléncia
da infeccdo por Ellipsomyxa sp. foi de 100% nos espécimes coletados nas trés localidades,
durante todo o periodo de estudo.

A presenca e intensidade de infeccdo na vesicula biliar de S. fasciatus s&o ilustradas na
Figura 11.



Figura 11— Observacéo a fresco em ML de esporos de Ellipsomysa sp. presentes no liquido biliar.

Fonte: arquivo do Autor.
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Figura 12 — Observacdo a fresco em ML formas jovens de Ellipsomysa sp. presentes no liquido biliar (A) e
plasmodios di-espdricos (B).

Fonte: arquivo do Autor.
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Figura 13 - Observacdo em ML de corte histologico da vesicula biliar com esporos de Ellipsomysa sp.corados
em H.E (A e B). e Ziehl-Neelsen (C) .
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Fonte: do Autor.
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6 DISCUSSAO

A infeccdo por Kudoa sp. ocorre predominantemente nos tecidos do musculo
esquelético de peixes marinhos e de agua doce. (VELASCO et al., 2002; MANSOUR et al.,
2013) normalmente com presenca de pontos esbranquicados (VELASCO et al, 2002;
ABDEL-GHAFFAR et al., 2009; MATSUKANE et al,, 2011; HEINIGER & ADLARD,
2012; MANSOUR et al., 2013). No presente estudo foi diagnosticada a presenca de pontos
esbranquicados. Entretanto, tais pontos s6 puderam ser observados microscopicamente devido
suas dimensoes.

Em relacdo ao sitio de infec¢do por Kudoa sp. do presente estudo, existe semelhanca
comas espécies descritas por Matsukane et al. (2011) e Akaishiet al. (2004), tendo, também,
como sitios de infeccdo a musculatura do hospedeiro. Com relacdo as dimensbes das
formac@es cisticas existem diferencas significativas (até 10 vezes menor), quando comparado

comoutras espécies (Tabela 1).

Tabela 1: Comparacdo das medidas (mm) dos cistos de Kudoa sp. com outras de espécies do género descritas na
literatura.

Sitio de
Espécie Hospedeiro infecgéo Comprimento Largura Referéncia
Lateolabrax
K. iwatai japonicus Musculatura 15@14-1.7) 13 (1.1-1.6) Matsukane et al. 2011
Acanthopagrus
K. iwatai schlegelii Musculatura 13(1.0-1.7) 1.0 (06-1.3) Matsukane et al. 2011
K. trachuri Trachurus japonicus  Musculatura 16 (1.5-1.6) 09 (06-11) Matsukane et al. 2011
K. thunnis Thunnus alalunga Musculatura 15 (1.3-2.0) 12 (1.1-1.4) Matsukane et al. 2011
K. funduli Fundulus heteroclitus  Musculatura 20 01 Akaighi et al. (2004)
Kudoa sp. S. aequifasciatus Musculatura 0,25 (0,16-0,37) 0,03 (0,02-0,04) Presente esudo

Mensuragdo em milimetro com média e variacdo (entre parénteses)

Quanto a forma e estrutura interna, as caracteristicas sdo semelhantes as descritas por
Akaishi et al., 2004; Matsukane et al., 2011 e Mansour et al., 2013. No entanto, considerando
as dimensdes dos esporos e das capsulas polares, no presente estudo por Kudoa sp., apresenta
diferencas significativas quando comparada comas dimensdes de K. azevedoi, K. trachuri, K.
funduli parasitando outros hospedeiros, sugerindo que o atual parasito € uma nova espécie do
género Kudoa (Tabela2), mas que devera ser confirmada ou ndo, coma biologia molecular.
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Tabela 2: Comparacdo das medidas (um) dos esporos de Kudoa sp. com outras de espécies do género descritas
na literatura.

Sitio de
Espécie Hospedeiro infecgdo Esporos Capsula polar Referéncia
Comp. Larg. Espes. Comp. Larg.

K. azevedoi Trachurus Ovério 35 455 3.8 15 0.75 Mansour et al., 2013
trachurus (4-5.2) (33-4,8) (15-2) (05-1).

K. trachuri  Trachurus Musculatura 6.1 79 58 29 20 Matsukane et al., 2011
japonicus (55-6.9) (70-85 (5362 (26-35 (16-2.2).

K. funduli  Fundulus Musculatura 52 70 48 19 16 Akaishi et al., (2004)
heteroclitus (51-5.4) (66-7,4) (4.3-5) (17-23) (14-17)

Kudoa sp.  S.aequifasciatus Musculatura 6,6 6,0 6,5 225 14 Presente estudo

(6568 (5862 (6368 (2026 (12-16)

Mensuragdo em micrdmetro com média e variagdo (entre parénteses)

A intensidade da infec¢do variou de algumas a varias centenas de cistos por peixe,
resultados semelhantes aos encontrados por Akaishiet al. (2004).

Mansour et al. (2013), relata ocorréncia de K. azevedoi infectando ovécitos de
Trachurus trachurus, onde a espécie em questdo demostra especificidade, parasitando
somente 0 ovario de T. trachurus ndo sendo encontrado em outros 6rgdos do hospedeiro ou
nos individuos machos. No presente estudo ndo se observou especificidade intraespecifica, a
prevaléncia foi de 100% durante todo o periodo de estudo e, apesar de haver variacdo na
intensidade de infeccdo, esta ndo estava relacionada a classe de tamanho ou sexo, ocorrendo
coma mesma intensidade nos espécimes machos e f€meas de S. aequifasciatus.

Segundo Andrada et al. (2005), a maioria dos relatos da ocorréncia do género Kudoa
mostra alteracGes de natureza inflamatéria, frequentemente associadas a parasitose, com
ampla variagdo da resposta tecidual. Entretanto, em nossos estudos ndo foi observada reagédo
de natureza inflamatoria associada ao parasitismo. Resultados semelhantes foram obtidos por
Andrada et al. (2005), onde foram observadas lesdes causadas por Kudoa sp. nas fibras
musculares somaticas do peixe espada (Trichiurus lepturus), capturado na praia de Itaipu,
Niteroi/RJ.

Atualmente ndo existe um método répido para identificar e quantificar infecgdo por
Kudoa sp.. Um método de contagem visual, em que visiveis pseudocistos brancos sdo
contados, tem sido sugerido para a pescada do Pacifico (HENNING et al., 2013).

Em relacdo a espécie de Ellipsomyxa sp. encontrada, além dos esporos maduros, 0
presente estudo revelou a presenca de formas jovens, plasmoédios (Figura 9C,D), pouco
individualizados e plasmodios di-esporicos (Figura 9D), divergindo dos resultados obtidos
por Kgie & Karlshakk (2009), a partir de amostras de Syngnathus typhle, onde todos os
plasmodios observados eram monosporicos.
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A intensidade da infeccdo variou de alguns unidades a dezenas de esporos por peixe,
resultados semelhantes aos encontrados por Azevedo et al. (2013).

Quanto ao sitio de infeccdo e caracteristicas morfoldgicas dos esporos, os resultados
obtidos no presente trabalho s@o semelhantes aos encontrados por (AZEVEDO et al., 2013;
Koie & Karlsbakk , 2009). No entanto, considerando as dimens@es dos esporos e das capsulas
polares no presente estudo, Ellipsomyxa sp. é bem diferente, pois na analise comparativa com
as dimensdes de esporos e de estruturas internas, de outras espécies hospedeiras, sugerem que
0 presente parasito € uma nova espécie do género Ellipsomyxa (Tabela3), necessitando de
comprovacao pela biologia molecular.

Tabela 3: Comparacdo das medidas (um) dos esporos de Ellipsomyxa spp. com outras de espécies do género
descritas na literatura.

Sitio de Capsula
Espécie Hospedeiro infeccéo Esporos polar Referéncia
Comp. Larg. Comp. Larg.
Ellipsomyxa Syngnathus typhle V. biliar 6.8 8,1 36 29 K gie & Karlshakk (2009)
syngnathi n.sp. (6,3-7,2) (72-86) (3241 (2,7-32
Ellipsomyxa Gobioides broussonnetii V. biliar 638 72 46 25 Azevedo et al. (2013)
gobioides n. 9. (6,5-7,0) (69-75 (4348 (21-27)

Ellipoomyxasp ~ S. aequifasciatus V. biliar 13,0 8,25 43 34 Presente esudo
. (125-145) (80-85) (40-46) (3,2-35)

Observacdes a fresco e estudo histopatoldgico ndo evidenciaram uma resposta, de
qualquer natureza, do hospedeiro ao parasitismo por Ellipsomyxa sp., sendo necessario
investigacdo mais detalhada para tentar elucidar. Quanto as andlises ultraestruturais e
moleculares, como descrito na metodologia, ndo foi possivel a realizacdo até o momento,
ficando para posterior publicacéo dos resultados em produgdes futuras.

Como resultado da propagacdo de Mixosporidios no ambiente aquatico, a ingestdo de
peixes parasitados é hoje comum, enquanto suas consequéncias imunol6gicas ainda séo
desconhecidas (VELASCO et al., 2002).

Segundo Campos (2006), o estudo da fauna parasitaria dos peixes de agua doce é de
extrema relevancia, ndo so pelo aspecto econdémico, mas por uma questdo de salde publica,
uma vez que podem ser portadores de zoonoses.

Existem relatos de mixosporidiose em humanos, geralmente a infec¢do possui causa
acidental por ingestdo de alimento contaminado (geralmente peixes). Ha descricbes de
trabalhos relatando esporos em fezes de pacientes, que provavelmente ingeriram peixe
contaminado com mixosporidios (Mcclelland, 1997; Boreham et al, 1998).

Recentemente, uma intoxicagdo alimentar relatada em uma populacdo no Japdo foi

associado com o consumo de Paralichthys olivaceus, infectado com Kudoa septempunctata,
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onde o parasita foi encontrado nas fezes de pacientes com doenca gastrointestinal (KAWAI et
al., 2012), demonstrando a patogenicidade de esporos de K. septempunctata na espécie
humana comprovada pela anélise da inoculagdo em animais de laboratério, que manifestaram

estado diarreico, também nos animais inoculados.

7 CONCLUSOES

E o primeiro registro de mixosporidiose em Acara-disco no Brasil.

A analise morfolégica feita, tendo como base as estruturas observadas em ML, e a
especificidade do parasito, sugere que a espécie de Kudoa sp. descrita devera ser uma nova
espécie ap0ds as analises ultra-estruturais e moleculares.

A andlise morfoldgica feita, tendo como base as estruturas observadas em ML, e a
especificidade do parasito, sugere que a espécie de Ellipsomyxa sp. descrita deverd ser uma

nova espécie apds as analises ultra-estruturais e moleculares.
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ANEXOS

ANEXO A. Ficha de colheita de campo.

§ Tetrauronema desaequalis Azsvedo & Mas, 1995

Faculdade de Ciéncias Agrarias do Para

LABORATORIO DE PESQUISA CARLOS AZEVEDO
RELATORIO DE COLHEITA DE CAMPO

COLETA No:
DATA DA COLELHEITA: / /
LOCAL:

COORDENADAS GEOGRAFICAS:

APETRECHO DE PESCA UTILIZADO:

ESPECIE COLHIDA:

N° DE EXEMPLARES:
TEMPERATURA DA AGUA:
PH:

SALINIDADE:




ANEXO B: Ficha de Pesquisa de parasitos

&

5

Frcildada da

ﬂ.‘iﬂﬂ DE FPESQUISA CA er-. os

Tatrauronerny desaesquais Azeveoo & Matos, 1938

Clancias Agrdias do Paid

e,

©
o

COLHEITA DE MATERIAL

Mome popular:

Mame cientiico:

Locsal de colga:

Diata de coleta: ! !

FPeso:

Comprimento tatal;

Comprimento padrac

Sexo fedtagio de Maturagio:

Orgdn

Parasita

Nl:l

Cheervagdes:
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ANEXO C: Ficha de processamento para Microscopia de Luz

sQuis,
< 5RO DE P.E Acar os
of - ) — £,
. 3

f Tatrauranama dasaequalla A N, 105 2
Faculdada do Cidncias Agranas do Far

PREPARACAO DE MATERIAL PARA MICROSCOPIA DE LUZ

MATERIAL e N [ — DATA .. F— [ —

( )NORMAL
( )ESPECIAL

OBS: ANTES DE INICIAR A COLHEITA DO MATERIAL BIOLOGICO PREPARAR TODO O
INSTRUMENTAL E MATERIAL NECESSARIO E INDISPENSAVEL AO TRABALHO

OBS: PREPARACAO DE “BONECA DE GAZE” COM O MATERIAL PARA SER PROCESSADO

INICIO FIM OBS
FIXACAO : TEMPERATURA AMBIENTE
FORMOL AQ 10% / DAVIDSON / AFA / OUTRO HS oo et e
LAVAGEM EM AGUA CORRENTE HS .. - .
DUPLA FIXACAO HS oo et .
DESIDRATAGCAQ ESPECIAL
ALC 70 . 30 30 TH o UH o et e
ALC 90 300 (%) 30" ol AH D U H s
ALC ABSI. 60’
ALC ABSII 60" o TH U IH e

ALC ABSIIL.......

ALC XILOL 300 . 1H ... TH oo o
DIAFANIZACAO (CLAREAMENTO)

XILOL /BENZOLI 30 30N24H Ll il e
XILOL/BENZOLII

IMPREGNACAOQ EM ESTUFA A 60 °C

BANHO DE PARAFINAI 30 30UL24H il e
BANHO DE PARAFINAIT 30 60".24H L il e
BANHO DE PARAFINA III 30'(*)60 L 24H i

INCLUSAO EM PARAFINA : TEMPERATURA AMBIENTE
INCLUSAO e e e
TOTAL

OBS: (*) PODE DEIXAR A NOITE NO ALCOOL, MAS NUNCA NO XILOL OU BENZOL, EM
TEMPERATURA AMBIENTE. SOMENTE EM CASOS ESPECIAIS.



ANEXO D: Ficha de processamento para Microscopia Eletrénica de Transmissao

ESQUI
‘b\“o DEP SA CaRy 0s
& : - B e,
L4 — %

7 o e @

Faculdada d Cilineias Agrdras de Pard

PREPARACAO DE MATERIAL PARA MICROSCOPIA ELETRONICA

MATERIA L e N A DATA

( )NORMAL
( )MICROPARASITAS

OBS: ANTES DE INICIAR A COLHEITA DO MATERIAL BIOLOGICO  PREPARAR TODO O

INSTRUMENTAL E MATERIAL NECESSARIO E INDISPENSAVEL AQ TRABALHO
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INfCIO FIM OBS

FIXACAO

GLUTARALDEIDO (T) 2/2.5/3.0/3.0 4°C.._1/2/3 HS

LAVAGEM (T). S4°C 12 HS (%)

OSMIO (T)1/1.5/2/2.5 Yoreeoeee.. 4°C...1/2 HS

DESIDRATACAO

ALC 50 30

ALC 75... 300 M

ALC 90 30

ALC 95 30

ALC ABSIL......_30

ALC ABSIL...... 30

ALC ABSIIL.. 30

OX PROPI......15

OX PROPIL....15

OX PROPII..... 15

IMPREGNACAO

OX PROP+ EPON (A+B) (3:1).... 30.... 30

OX PROP+ EPON (A+B) (2:1).... 30.... 60"

OX PROP+ EPON (A+B) (1:1).... 30'(¥)..60

OX PROP+ EPON (A+B) (1:2).... 30... 60"

OX PROP+ EPON (A+B) (1:3).... 30.... 60"

EPON TOTAL AMBIENTE 30760120 1224 H i s el
EPON TOTAL  ESTUFA 60°C 30..... 30 30Y60" oot e e,
INCLUSAO:

ENCAPSULAR E MANTER EM ESTUFA A 60° C.3DIAS oot oo e

OBS: (*) PODE DEIXAR A NOITE A 4°C




