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RESUMO

O ecossistema costeiro amazonico ¢ considerado biologicamente importante devido a
abundancia de peixes no estudrio e a rica e diversificada fauna de peixes. Peixes nativos sao
suscetiveis de serem infectados por diferentes tipos de microparasitos porque seus habitats sdo
propicios para sua reproducdo e desenvolvimento. Dentre os quais podemos citar os
pertencentes ao filo Cnidario, classe Myxozoa.Os mixosporidios sdo encontrados na maioria
dos 6rgaos do corpo de seus hospedeiros, os mais frequentes, bexiga natatoria, bexiga urindria
vesicula biliar, figado, rim caldal e branquias. Neste sentido, o presente projeto buscou
contribuir para a identificacdo dos tipos de micropasitos eucariotos daclasseMyxozoa,
encontrado no espécimeAdgeneiosus ucayalensis proveniente do rio Araguari, UHE Coaracy
Nunes, municipio de Ferreira Gomes, no estado do Amapa. Foram capturados 35 espécimes
dedgeneiosus ucayalensispela equipe de pesquisa de Sanidade de Organismos Aquaticos da
Amazonia (SOAA) e auxiliados por pescadores da regido com utilizagdo de rede de arrasto de
30 mm entre noés, tarrafas, molinetes de pesca. Os individuos foram acondicionados e
transportados vivos, até o Laboratério de Morfofisiologia e Sanidade Animal (LABMORSA)
da Universidade do estado do Amapa (UEAP), anestesiados MS 222 SIGMAe necropsiados
para as andlises microscopicas (CEUA n° 8323110522). Pequenos fragmentos dos orgaos
infectados dos hospedeiros foram retirados com a ajuda de pinga, fixados em davidsom por 24
horas e alcool 80% para serem processados para histologia e biologia Molecular
(BM)respectivamente. A prevaléncia de infeccdo na bexiga urindria das espécimes de
Ageneiosus ucayalensis foi de 28/35 (80%), estavam contaminados com plasmodios e
esporos do género Hoferellus,Bergl 898 pertecente o filo Cnidaria (Classe Myxozoa). Foram
feitas analises morfologicas, morfométricas e filogenéticas, usando 18s rDNA e verificou-se
que ndo correspondiam a nenhuma espécie ja descrita na literatura, sendo assim, Hoferellus
matosi n. sp. € o terceiro taxon encontrado no Brasil.O microparasitoencontrado neste estudo,
evidencia a importancia de novos grandes estudos de ictioparasitosno rio Araguari no
Municipio de Ferrreira Gomes — Amapa, regido Amazonica.

Palavra-chave: Myxozoa;Ageneiosus; Rio Araguari.



ABSTRACT

The Amazon coastal ecosystem is considered biologically important due to the abundance of
fish in the estuary and the rich and diverse fish fauna. Native fish are susceptible to being
infected by different types of microparasites because their habitats are conducive to their
reproduction and development. Among which we can mention those belonging to the phylum
Cnidaria, class Myxozoa. Myxosporidia are found in most organs of their hosts' bodies, the
most common being the swim bladder, urinary bladder, gallbladder, liver, gall kidney and
gills. In this sense, the present project sought to contribute to the identification of the types of
eukaryotic micropastes of the Myxozoa class, found in the specimen Ageneiosus ucayalensis
from the Araguari river, UHE Coaracy Nunes, municipality of Ferreira Gomes, in the state of
Amapa. 35 specimens of Ageneiosus ucayalensis were captured by the Amazon Aquatic
Organism Health (SOAA) research team and assisted by local fishermen using a 30 mm trawl
net, cast nets and fishing reels. The individuals were packaged and transported alive to the
Morphophysiology and Animal Health Laboratory (LABMORSA) of the University of the
State of Amapa (UEAP), anesthetized MS 222 SIGMA and necropsied for microscopic
analyzes (CEUA n° 8323110522). Small fragments of the hosts' infected organs were
removed with the help of tweezers, fixed in Davidsom for 24 hours and 80% alcohol to be
processed for histology and Molecular Biology (BM) respectively. The prevalence of
infection in the urinary bladder of Ageneiosus ucayalensis specimens was 28/35 (80%), they
were contaminated with plasmodia and spores of the genus Hoferellus, Berg 1898 belonging
to the phylum Cnidaria (Class Myxozoa). Morphological, morphometric and phylogenetic
analyzes were carried out using 18s rDNA and it was found that they did not correspond to
any species already described in the literature, thus Hoferellus matosi n. sp. It is the third
taxon found in Brazil. The microparasite found in this study highlights the importance of new
large studies of ichthyoparasites in the Araguari River in the Municipality of Ferrreira Gomes
— Amapa, Amazon region.

Keyword: Myxozoa;Ageneiosus; Araguari River.
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1 CONTEXTUALIZACAO

Os peixes representam em diversos paises a principal fonte de proteina animal,
principalmente para aqueles considerados em desenvolvimento (Woo, 2006). Dados recentes
da Organizagdo das Nag¢des Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura-FAQO, apontam que
somente no ano de 2022 foram produzidas 6,5 milhdes de toneladas de pescado, volume
acima do registrado no ano anterior (FAO, 2022).

Isto significa dizer que, sobretudo os peixes, tornam-se fundamentais ndo apenas como
fontes de proteinas, mas, no fornecimento de nutrientes essenciais para a seguranga alimentar
e nutricional (FAO, 2022).

A América do Sul contém a maior quantidade de espécies nativas, contando com
8.000 espécies, o que representa um universo de 24% das ja descritas no mundo (Schaefer,
1998). O espaco aquatico brasileiro possui a mais rica fauna de peixes de agua doce
disponivel no mundo, onde aproximadamente 2578 espécies sao descritas e muitas outras
ainda sao desconhecidas (Buckup et al., 2007).

O Brasil possui um importante potencial hidrico, perfazendo um total de 12% das
reservas de dgua doce do planeta, representando 53% dos recursos hidricos da América do
Sul. Grande parte das fronteiras do Pais ¢ definida por corpos d'agua — sao 83 rios fronteiricos
e transfronteiricos, além de bacias hidrograficas e de aquiferos. As bacias de rios
transfronteiricos ocupam 60% do territério brasileiro (MINISTERIO DAS RELACOES
EXTERIORES, 2022).

Os Estados que compde a Amazodnia brasileira possuem grande destaque na pesca em
relagdo aos demais, pois a riqueza de espécies presentes nesta regido ¢ alta, o volume de
pescados capturados para producdo ¢ relevante, bem como a dependéncia das populacdes
tradicionais em relacdo a esta atividade (Barthem e Fabré, 2004).

Neste sentido, apesar dos numeros de produ¢do demonstrarem grandes avangos no
setor, os peixes, tanto em ambientes naturais, quanto aqueles criados através da piscicultura
tornam-se alvos de um grande niimero de parasitos, o que pode, em alguns casos, causar
danos ao seu processo de desenvolvimento, impactando diretamente na produgdo (Eiras et al.,
2008; Woo, 20006).

A espécime para esse estudo, o Ageneiosus ucayalensis Castelnau, 1855, capturado no
rio Araguari UHE Coracy Nunes no Municipio de Ferreira Gomes Estado do
Amapa,conhecido populamente como mandubé, ximb¢, fidalgo, sdo da ordem Siluriformes

da familia Auchenipteridae e ¢ endémico da regido Neotropical e distribuido nos sistemas dos
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rios Amazonas, Orinoco e Parand-Paraguai (Sa-Oliveira et al., 2014; Froese e Pauly, 2016).

De acordo com Smith (1981), realiza migragdes reprodutivas na bacia Amazonica. Seu
tamanho pode alcancar 30 cm de comprimento total, tem corpo elevado, cabeca deprimida e
mais longa que larga, a maxila superior se projeta sobre a mandibula, fazendo com que a boca
fique em posi¢do ventral quando vista dorsalmente.

Os parasitos desempenham papéis fundamentais nos ecossistemas naturais, eles podem
regular a abundéncia da popula¢do hospedeira, influenciar a diversidade e a composicdo das
comunidades e estabilizar as redes alimentares (Lizama et al., 2008; Rohlenova’eSimkova,”
2010; Alcantara e Tavares-Dias, 2015; Oliveira et al., 2014). Na Amazonia oriental (Brasil), a
fauna parasitdria das populacdes de peixes selvagens consiste em diversos taxons de
ectoparasitas e endoparasitas (Bittencourt et al., 2014; Hoshino et al., 2016).

Os agentes parasitarios sdo aqueles considerados patdgenos primarios, ou seja, eles
tém capacidade de estabelecer a relacdo com o hospedeiro independentemente de um fator
prévio (CRMV-MG, 2022).0s parasitos causadores de enfermidades em peixes sao
abundantes e apresentam membros dos diferentes grupos zooldgicos.

Os trés géneros pertecente a classe Myxozoa mais comuns em teledsteos marinhos e
de agua doce sdo: Myxobolus, Henneguya ¢ Kudoa (Silvaet al., 2016). Sendo o género
Mpyxobolus Butschli, 1882 o mais diverso, caracterizados por possuir esporos em formato
eliptico, com duas capsulas polares e esporoplasma binucleado (Eiras et al., 2005).

A patologia e o grau de parasitismo que acometem os peixes dependem de diversos
fatores como a natureza do parasito, intensidade da infec¢do, condigdes ambientais, a biologia
de cada espécie, comportamento alimentar, populacao e filogenia (Florindo, 2016). Para esta
espécie em estudo, com destaque para o estado do Amapa, algumas espécies ja foram
descritas protozoa, platelmintos, Crustdcea e nematoides, poucas se comparadoas a nivel
Brasil.O alto nivel de parasitismo observado pode ser atribuido ao ciclo direto desses
ectoparasitas, que ¢ facilitado por um ambiente eutrofizado sob influéncia da urbanizacao
(Hoshino et al., 2014; Pantoja et al., 2015; Oliveira et al., 2014).

Embora alguns géneros sejam bastante diversificados, como ¢ o caso de Hoferellus
Berg, 1898, que possui uma representacdo significativa na regido amazonica, existem apenas
duas espécies conhecidas: Hoferellus azevedoiMatos, 2018 e Hoferellus juntubensis Pereira,
2022 A maioria das espécies do género Hoferellus sdo celozodicas, mas algumas apresentam
um desenvolvimento intracelular conspicuamente, infectando peixes de agua doce e, em um
caso, um anfibio hospedeiro. Hoferellus pode afetar o sistema renal do hospedeiro, como

observado em Hoferellus carassii, que foi descrito pela primeira vez em carpas e identificado
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como a causa de doenca renal em peixes dourados, resultando em policistite, aumento do
tamanho dos rins e distensdo abdominal.

A 1identificacdo das espécies de Hoferellus ¢ principalmente baseada nas caracteristicas
dos seus mixdsporos, com poucos dados moleculares disponiveis para esse género. No
entanto, analises moleculares foram realizadas em duas espécies encontradas no Brasil,
Hoferellus azevedoi e Hoferellus jutubensis.

Essas espécies foram encontradas parasitando o peixe ornamental Chaetobranchus
flavescens na Ilha do Maraj6 e a bexiga urinaria de espécimes de A. inermis na Ilha de Jutuba,
no Pard. Com base nessas analises morfologicas e moleculares, foi possivel descrever uma
nova espécie de Hoferellus que parasita a bexiga urinaria de espécimes de Ageneiosus
ucayelensis provenientes do rio Araguari, UHE Coaracy Nunes, municipio de Ferreira

Gomes, no estado doAmapa,Brasil.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivogeral
Identificar os tipos de microparasitos do filo Cnidéaria (Myxozoa), encontrados nos

peixes das espécies, Ageneiosus ucayalensis provenientes do rio Araguari, UHE Coaracy
Nunes, municipio de Ferreira Gomes, no Estado do Amapa.
2.2 Objetivosespecificos

e Verificar a prevaléncia de microparasitos no espécimeanalisado;

e Analisar a localizagdo dos microparasitos em relacao aos varios 6rgaos do hospedeiro;

e Descrever as caracteristicas morfoldgicas e moleculares desses microparasitos

e Avaliar as relagdes filogenéticas dos taxons emestudo.

e Avaliar as possiveis altera¢des histopatologicas nos tecidos parasitados
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3 REVISAO DELITERATURA

3.1 Caracterizacdo da Area do Estudo

O Estado do Amapé possui uma rica malha hidrica dentro do contexto Amazonico
(Barbara et al., 2010). Neste cenario, o rio Araguari desponta como sendo a maior bacia
hidrografica do Amapa com aproximadamente 42.710 km2 de area e possui aproximadamente
300 km de extensdo, ocupando aproximadamente um terco da area total do Amapa (Corréaet
al.,2017).

O rio Araguari nasce nas Montanhas do Tumucumaque, Municipio de Serra do Navio
- Ap, uma regido de cadeia montanhosa situada ao noroeste do estado, e desagua no Oceano
Atlantico(Cunha, 2010). Sua importancia econdmica e social se da pela geragdao de energia
elétrica, abastecimento publico, mineracdo e navegacdo, dentre outros. Entre o curso do rio
localizam-se trés importantes Municipios: Porto Grande, Ferreira Gomes e Cutias (Trindade,

2012).

3.1.1 Reservatorio da UHE Coaracy Nunes

Os reservatorios artificiais de 4gua constituem uma rede interativa complexa entre os
organismos, espécies, populacdes, comunidades e o seu ambiente fisico-quimico. Esta rede
esta em estado dinamico, resultado de permanente processo de resposta as fungdes de forcas
climatologicas e aos efeitos produzidos pela manipulagdo do sistema de barragem (Tundisi,
1999).

A construcdo de reservatérios produz iniimeros impactos nos sistemas terrestres e
aquaticos. Alguns desses impactos sdo: deslocamento de populacdes, emigracdo de pessoas
para o local de construcdo, problemas de saude publica, perda de espécies nativas de peixes,
perda deareas alagadas, perda da biodiversidade dos rios, obstaculos efetivos para a migragao
de peixes.

Ocorrem efeitos na composi¢do quimica da agua (montante e jusante), decrescimento
em fluxo de agua, perda de valores estéticos, perda de valores culturais e de referéncias
culturais, perda de terras para a agricultura, perda de monumentos ou valores histéricos, etc.
(Tundisi, 1999).

Em 1975, foi construida em seu curso a primeira UHE, denominada Coaracy Nunes
(Figura 1), com fins de geragdo de energia elétrica nos dominios Amazdnicos, se
configurando como a principal fonte energética da regido (ELETRONORTE, 2010). O regime
hidrologico da regido apresenta quatro padrdes sazonais (enchente, cheia, vazante e seca) com

o clima do tipo equatorial quente ¢ imido, com indices pluviométricos ultrapassando 2500
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mm anuais e temperaturas médias que variam de 25 a 30°C por ano (Trindade, 2012).

._::ca_.c

oz

Figura 1 - Usina Hidrelétrica Coaracy Nunes, localizada no Municipio de Ferreira Gomes no Estado do Amapa.
Foto: Autor, 2023

Portanto, o rio Araguari desempenha um importante papel significativo para as

comunidades locais, fornecendo agua para abastecimento, pesca, transporte fluvial e, como
acima mencionado, ¢ um importante gerador de energia elétrica ndo somente para o Estado,
como para o pais (Barbaraer al., 2010) além disso, a paisagem cénica ao longo de suas
margens atrai visitantes interessados em ecoturismo e atividades recreativas.

3.2 Hospedeiro:Ageneiosus ucayalensis(Castelnau, 1855)

Os peixes da ordem Siluriformes sdo conhecidos como bagres e apresentam
aproximadamente 40 familias (Froese ePauly, 2019), 500 géneros e mais de 3.000 espécies,
podendo ser encontrados em diversos habitats aquaticos, com predominancia em agua doce
(Mariguela, 2006; Ferraris-Jr, 2007; Muriel-Cunha, 2008). OsSiluriformes apresentam
caracteristicas morfoldgicas bem distintas, nadadeiras dorsais, peitorais, ventrais, anais e
caudais raiadas, nadadeira adiposa e barbilhdes sensitivos presentes na mandibula (Ferreira et
al., 1998; Britski et al., 1999).

As espécies dessa ordem se diferem da maioria dos peixes de agua doce por
apresentarem o habito predominantemente noturno, pois ndo sdo dependentes essencialmente

da visdo, mas sim de outros sistemas sensoriais elaborados, como os barbilhdes tateis e
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quimiosensiveis ou 6rgdos olfativos desenvolvidos, sendo entdo considerados pré-adaptados a
viverem no fundo de rios, cavernas e aquiferos (Lundberg eFriel, 2003).

O Ageneiosus ucayalensis (Figura), ¢ comumente conhecido como mandubé ou ximbé
¢ um peixe que se encontra espalhado na América do Sul, em rios das bacias do Amazonas e
Orinoco, Guianas e alto Parand (Reis ef al., 2003). De acordo com Smith (1981) A.
ucayalensis realiza migragdes reprodutivas na bacia Amazdnica. Seu tamanho pode alcangar
30 cm de comprimento total, tem corpo elevado, cabega deprimida e mais longa que larga, a
maxila superior se projeta sobre a mandibula, fazendo com que a boca fique em posi¢do

ventral quando vista dorsalmente.

Figura 2 - Vista lateral de Ageneiosus ucayalensis capturado durante colheita de campo na UHE Coaracy Nunes.
Foto: Autor, 2023.

Sua nadadeira anal ¢ alongada, medindo cerca de 39 a 48 raios e ramificacao adiposa

diminuta, do tamanho da orbita, cauda bifurcada, tem mancha escura e ampla na base e outra
na ponta dos lobulos. Sua coloragdo ¢ geralmente cinza-escuro no dorso e topo da cabeca, mas
¢ clara no ventre. A nadadeira peitoral tem uma listra escura na por¢do anterior, ja as
nadadeiras ventral, anal e adiposa sd@o uniformemente claras (Vasconcelos, 2014). Peixe com
desova total, atingindo a primeira maturag¢ao sexual com 15 cm de comprimento total (Santos
et al., 2004).
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Siluriformes
Familia: Auchenipteridae
Género: Ageneiosus

Espécie: Ageneiosus ucayalensis Castelnau,

1855
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Essa espécie possui habito alimentar carnivoro, consumindo peixes, insetos e outros
invertebrados aquaticos (Santos et al., 2004; Santos et al., 2006) ¢ um animal de grande
relevancia comercial e de subsisténcia para as comunidades, bem como outras espécies do
género.

3.3 Diversidade Ictioparasitaria

A ictiofauna da América do Sul € a mais diversa do planeta, estimando-se que cerca de
um ter¢o das espécies de peixes de dgua doce de todo o mundo esteja nessa regido e, além
disso, na ultima década, mais de 100 espécies adicionais tém sido descritas a cada ano (Reis et
al., 2016).

A fauna aquatica esta exposta aos efeitos nocivos de diversos tipos de microparasitos,
que compreendem os mais diversos ambientes e possuem vasta distribui¢do geografica (Casal
et al, 2009). Estes parasitos podem viver na superficie ou dentro dos seus hospedeiros, sendo
comumente divididos em ectoparasitos e endoparasitos, bem como podem ou nao
apresentarem especificidade parasitaria (Thatcher, 1991; Pavanelli et al., 2002; Kubitza e
Kubitza, 2004).

Os peixes representam os vertebrados com as maiores taxas de infeccdo por parasitos,
uma vez que, o ambiente aquatico facilita sua propagacao, reproducgdo e ciclo de vida da
grande maioria dos agentes patogenos. Isto porque, ha um consenso de que quando os peixes
se encontram em situacdo de estresse, este se torna mais suscetivel ao parasitismo e com mais
chances de nao sobrevivéncia (Malta,1984).

Conforme Iwashita e Maciel (2013), os sinais clinicos mais observados em peixes sao:
hiporexia ou anorexia, emagrecimento progressivo, lesdes na pele e modificagdes no
comportamento apresentando natagdo erratica, lenta, rodopio, saltos e respiragdo na
superficie. Grande parte dessas doengas pode permanecer assintomatica por um longo
periodo. Entretanto, por mais que estas ndo sejam de grande poder infeccioso, mas, tornam o
animal suscetivel a outras infecgdes causadas por outros agentes patogénicos, tais como
fungos, virus, bactérias e etc. (Eiras, 1994; Hurtrez-Boussés ef al., 2001; Markell et al., 2003).

Segundo Lom e Dykova (1992) a acdo ictioparasitaria de diferentes espécies de
microparasitos, em especial aquelas que causam profundas lesdes em seus hospedeiros ou
mesmo mortalidade, tem sido objeto de estudo, principalmente em peixes de interesse
economico. Entretanto, o estudo da fauna parasitaria dos peixes de dgua doce ¢ de alta
relevancia, ndo s6 pelo aspecto econdmico, mas também pelo que representa para a satde
publica, uma vez que podem ser portadores de zoonoses (Lom e Dykova, 1992).

Dentre os género de microparasitos pertecente a classe Myxozoa mais comuns em
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teledsteos marinhos e de agua doce, sdo : Myxobolus, Henneguya e Kudoa (Silva, 2016).
Sendo o género Myxobolus Butschli, 1882 o mais diverso, caracterizados por possuir esporos

em formato eliptico, com duas capsulas polares e esporoplasma binucleado (Eiraset al., 2005).

3.3.1 Filo Cnidéria, classe Myxozoa Grassé, 1970

Cnidarios sao invertebrados amplamente reconhecidos por sua importancia ecolédgica e
econdmica, contribuindo para a qualidade de vida, além de serem representantes tipicos de
ambientes marinhos e de dgua doce. Até recentemente, todos os Cnidérios eram considerados
animais de vida livre, no entanto, agora estd claro que um clado de Cnidaria divergiu nos
tempos antigos para se tornarem endoparasitos que hoje compde a classe Myxozoa - parasitos
comuns, ocasionalmente, altamente probleméticos de peixes, conhecidos desde o século XIX
(Okamura et al.,2015).

O primeiro registro de Myxozoa foi no inicio do século XIX, quando Jurine Miiller,
em 1838, encontrou cisto na musculatura de Coregonus feralurino, 1825, e desde sua
descoberta, hd mais de 180 anos, os mixosporideos tem sido frequentemente comparado aos
Cnidarios. Apesar dessas observacdes, estes inicialmente foram classificados por muito tempo
entre taxons protistas (Okamura et al., 2015).

Inimeros avangos ocorreram para a compreensao fundamental dos aspectos da
histéria de vida dos mixosporideos e foram alcangados ao longo dos anos. Atualmente, os
mixosporideos pertencem a um amplo grupo de endoparasitas obrigatorios microscopicos que
foram recentemente reconhecidos como um grupo irmao dos medusozoarios no filo Cnidéria
(Chang et al., 2015; Jimenez-Guri et al., 2007).

Conforme pesquisas com dados morfolégicos e filogenéticos, pesquisadores
apontaram que ha uma relacdo de proximidade entre os Cnidarios € mixozodrios € sugeriram
que estes ultimos pudessem ser considerados como uma classe dentro de Cnidaria (Siddall et
al., 1995; Feng, et al., 2014; Changet al., 2015;). Por ser um grupo heterogéneo, ¢ constituido
de 64 géneros inclusos em 17 familias e ¢ cada vez mais certo que os mixozoarios sao
componentes diversos e importantes dos ecossistemas(Okamura et al. 2015). Sao individuos
com cerca de 2500 espécies ja descritas segundo as listas de sinopses disponiveis € com
dezenas de novas descricoes acontecendo atualmente (Morris, 2010; Eiras e Adriano, 2012;
Eiras et al., 2013; Vidal et al., 2017).

As espécies infectam principalmente peixes, tanto de dgua doce quanto de espécies
marinhas, mas também podem parasitar anfibios, répteis € mais raramente aves € mamiferos
(Vidalet al., 2017). compondo um universo de 18% das espécies de Cnidarias, como

atualmente sdo conhecidos (Okamura et al. 2015). O nimero de espécies descritas de
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mixozoarios no Brasil ainda ¢ muito baixo se comparado com a sua grande diversidade de
peixes (Azevedo et al., 2014).

A classe Myxozoa ¢ atualmente formada por duas subclasses, Malacosporea Canning
et al., 2000 e Myxosporea Buetschli, 1881, sendo descritas mais de 2300 espécies onde a
maioria sdo parasitos de peixes, tanto dos encontrados em ambiente natural como os de
sistemas de cultivo, com algumas espécies responsaveis por doengas que ocasionam altas
taxas de mortalidade em todo o mundo (Kent et al., 2001; Lom e Dykova, 2006, Morris,
2010).

A subclasse Malacosporea possui esporos de valvas sem rigidez e infectam os
briozoarios e os peixes, sao possuidores de apenas uma ordem, a Malacovalvulida. Ja
asubclasse Myxosporea possuem esporos de valvas rigidas e que afetam principalmente os
peixes, porém, podem ocorrer em anelideos. Esta tltima classe ¢ possuidora de duas ordens,
sendo elas as Bivalvulidas, que se caracterizam por seus esporos possuirem duas valvas,
normalmente com duas cépsulas polares e por ultimo a ordem Multivalvulida, sendo
composta por mais de duas valvas e mais de duas céapsulas polares (Kent et.al., 2001; Lom
eDykova, 2006; Casal et al, 2009; Fiala etal., 2015).

Esta classe ¢ um grupo importante de endoparasitos microscopicos do ponto de vista
econOmico. Pesquisd-los ¢ fundamental porque esses microparasitos eucarioticos sao
patdgenos que infectam peixes de ambientes marinhos e de agua doce e sdo encontrados
também em anfibios, répteis e aves.

Nos seres humanos, porém, as ocorréncias sdo consideradas esporadicas, indicando
tratar-se de presencas acidentais, em que os esporos achados nas fezes de pacientes, foram
possivelmente, oriundos da ingestdo de peixes infectados (Mcclelland ef al., 1997; Boreham
et al., 1998; Moncada et al., 2001; Prunescu et al., 2007; Dykova et al., 2007; Bartholomew
et al., 2008; Okamura ef al., 2015).

Conforme Matos et al. (2004), este grupo ¢ considerado diverso e pode ser encontrado
no mundo todo, sdo possuidores de uma morfologia variada,podendo se apresentar com ou

sem apéndice, ou possuir eventualmente projecdes simples e elaboradas(Figura 3).
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Figura 3 - Desenhos esquematicos de cinco tipos de esporos correspondentes a diferentes géneros: A) Henneguya; B)
Mpyxobolus; C) Ceratomyxa; D) Kudoa; E) Chloromyxum.
Fonte: Casal, 2009 (adaptado)

Em sua maioria, estes microparasitos se mostram com uma ou varias capsulas polares,
cada uma com um filamento polar extrusivo. Além disso, podem ser celozoicos (em cavidades
ou de orgdos do corpo como na bexiga urindria e na vesicula biliar), histozoico (com
formagdo dentro das células e tecidos) ou ainda dentro de vasos sanguineos (El-Matbouli ef
al., 1992; Casalet al., 2009; Eiras e Adriano, 2013).

A presenca destes parasitos s6 ¢ possivel de ser encontrada através de deteccao
microscopica de cistos presentes em vdarios Orgdos, tais como: Pele, branquias, musculo,
coracdo, rim, figado, intestino, bexiga urindria, etc. A forma que os esporos irdo apresentar ¢
variada, desde arredondada, oval, quadrangular, elipsoide, piriforme, fusiforme, encurvada ou
mesmo triangular. Quanto ao tamanho e espessura, este podera variar de acordo com o
género.

De acordo com Salim e Desser (2000) as espécies de mixosporidios exibem alto grau
de tropismo, tanto para o hospedeiro, como para os tecidos infectados. Além disso, a maioria
dos mixosporideos sdo estenoxeno (especificidade parasitaria). No entanto, ha estudos que
confirmam que uma espécie pode parasitar diversos hospedeiros (Kubitza e Kubitza, 2000;
Békési et al., 2002; Casal, 2009; Eiras eAdriano, 2013).

Estudos atuais mostram que, os mixosporidios sdo organismos metazodrios primitivos
concluindo uma fase vegetativa prolongada nos peixes (hospedeiro intermediario), onde
surgem esporos apresentando no minimo seis células. As formas vegetativas geralmente sao
plasmodios de tamanho grande/ou pequeno contendo numerosos nicleos vegetativos e células

germinativas,as células germinativas originam os esporos.
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Segundo Matos et al. (2001), esse grupo possui um ciclo de vida de forma indireta e
contém duas fases, sendo a primeira no peixe (hospedeiro intermedidrio) e a segunda no
anelideo (hospedeiro definitivo), abarcando neste ciclo um myxosporo, que ¢ a fase
comumente conhecida, sendo achados geralmente em peixes, € um actinosporo, cuja fase
envolve um processo sexual, quase que exclusivamente nos anelideos(Kent et al., 2001; Lom

eDikové, 2002; Lom eDkova, 2006).

3.3.1.1Hospedeiro Invertebrado — Estdgio Actinosporo

O desenvolvimento do parasita mixosporideo no hospedeiro invertebrado inicia-se
pela ingestdo de mixosporos livres no meio aquatico, o0 mixosporo ingerido pelos oligoquetos
libera filamentos polares que, quando em contato com o epitélio intestinal, ancoram-se para
maior fixagdo, as valvas dos mixosporos se abrem, liberando o esporoplasma, que penetram
nas células epiteliais do intestino do anelideo.

ApoOs a liberagao do esporoplasma, ocorrem divisao celulares para a formagdo de
novos parasitos. Este processo ¢ considerado a fase sexual do ciclo bioldgico do parasito
dentro do hospedeiro invertebrado. Este estagio serve de fonte de infeccdo para os peixes,

dando continuidade ao ciclo bioldgico (Milanin, 2015).

3.3.1.2 Hospedeiro Vertebrado — Estdgio Mixosporo

Os actinosporos livres na dgua entram em contato com a superficie do hospedeiro
vertebrado. O parasito no hospedeiro vertebrado estd sujeito a seguir varios caminhos, como
pela circulagdo ou migragao intercelular, até atingir o tecido alvo; este caminho ¢ dependente
da espécie do parasito. No momento em que o parasito alcanga o tecido alvo, ocorre o seu
desenvolvimento, iniciando-se divisdes celulares originando formacdo de plasmddios, que
contem em seu interior 0s Mixosporos.

Os mixosporos desenvolvidos no hospedeiro vertebrado apresentam morfologia
distinta dos actinosporos que se desenvolvem no hospedeiro invertebrado. Os mixosporos
maduros apds o rompimento do plasmodio, com a morte do hospedeiro, sdo liberados na agua,
iniciando-se, assim, um novo ciclo bioldgico (Milanin, 2015).

Matos et al. (2001) dizem que ¢ a fase esporal que melhor caracteriza o grupo, nesta
fase € possivel visualizar que os esporos sdo compostos de varias células que vao se organizar
e formar o esporo geralmente com morfologia distinta, sendo constituido por duas valvas que
formam entre elas uma cavidade onde se encontram geralmente duas capsulas polares e uma
célula binucleada, o esporoplasma.

Estes podem apresentar variagdes tanto em sua forma quanto em sua estrutura. Em
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Myxozoa, ¢ nas valvas que acontece a maior diferenca morfologica, todavia, a checagem
quanto ao tamanho das capsulas polares, nimero de voltas dos tubos polares, entre outras

caracteristicas sdo utilizadas para a diferencia¢do de géneros (Figura 4).

Hospedeiro Intermediario
{peixes, anfibios, aves e mamiferos)

Actinosporos

Hospedeiro Definitivo
{anelideos e ectoproctas)

Figura 4 - Desenho esquemaético do ciclo de vida de mixosporidio: A) hospedeiro definitivo; B) actinospora; C)
hospedeiro intermediario; D) mixosporo.
Fonte: Selke, 2020 (adaptado)

Ainda de acordo como o autor supracitado, a esporogénese que ocorre no hospedeiro

intermediario comeg¢a com o envolvimento de uma célula esporogonica, desenvolvida e
protegida por uma célula, o pericito (fagdcito). Neste ultimo, a célula esporogénica vai se
dividir através de nucleocinese e citocineses, gerando assim células uninucleares, com
excecdo de uma célula onde ocorrerda somente uma nucleocinese, que originara uma célula
binucleada, chamada célula esporoplasmatica.

Como resultado desta divisdo ird ocorrer a formagdo de dois grupos de cinco células,
onde, duas células valvogénicas diferenciam-se englobando as outras trés, compondo desse
modo um esporo. As trés células que permanecem no interior, sdo duas células
capsulogénicas, onde, no citoplasma se distinguem as capsulas polares, apresentando no
interior de cada uma delas, um filamento polar enrolado em hélice.

A outra célula, denominada esporoplasmatica binucleada que se diferencia por

conterinumeras vesiculas eletrodensas designadas de esporoplasmossomas (Figura 5) (Matos
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etal.,2001; Matos et al., 2004).

Ak -
Figura 5 - Esquema do ciclo de vida dos mixosporidios mostrando a fase em que a célula se divide. A célula pericitica
(pericito - a) comeca a englobar a célula germinativa (b) (1). A célula germinativa por sua vez, fica completamente
envolvida pelo pericito (2). A célula germinativa se dividira sucessivamente em duas células (3) e em 4 células (4). E
finalizando a divisdo, o esporo (monoesporico - 5) vai ser constituido por 5 células diferenciadas em 2 valvogeénicas
(d), 2 células capsulogénicas (e¢) e uma célula binucleada — o esporoplasma (c). Estas células completam sua
diferenciagdo e por fim originam o esporo (6) (al-pericito; el-capsulas; c1-esporoplasma; d1-valvas)

Fonte: Matos et al. 2001 (adaptado)

Em espécies diferentes ¢ possivel observar diferencas relacionadas a morfologia das
capsulas e do tubo polar, assim como a organizag¢ao desse tubo polar. O filamento polar ¢ uma
estrutura importante, pois sera responsavel pela propagagdo da espécie, no periodo pods
maturacao. No processo de formagdo do esporo verifica-se que cada uma das valvas
desenvolve um complexo sistema microtubular, o qual ir4 se diferenciar, em algumas espécies
(Matos et al., 2004).

Na Amazonia, o ciclo de vida de Myxozoa tem sido amplamente estudado por meio de
variados tipos de microscopia (Azevedo et al., 1995; Azevedo e Matos, 1996; Casal et al.,
2002; Tajdari et al., 2005; Casal et al., 2006; Azevedo et al., 2008).Estes estudos vém
mostrando que a maioria das infecgdes por myxozodrios sdo inocuas (ndo sdo facilmente
evidentes) e tém pouco impacto nos hospedeiros de peixes. Porém, determinados
myxozoarios causam doencas graves com impactos econOmicos nas pescarias € na
aquicultura (Lom; Dykové, 1992; Pote et al., 2000; Diamant et al., 1994; Kent et al., 1994;
Hallett e Bartholomew, 2011; Okamura et al., 2011; Yokoyama et al., 2012; Okamuraet al.,
2015).
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3.3.1.3 O Género Hoferellus Berg, 1898

O género Hoferellus foi originalmente descrito por Doflein em1898, como Hoferia,a
espécie- tipo Hoferia cyprini. No entanto, o nome Hoferia foi atribuido a um géneroextinto de
moluscos por Bittner em 1894. O género foientdo, renomeado como Hoferellus por Bergem
1898. O género Mitraspora(Fujita, 1912) é outro sinénimode Hoferellus de acordo com
(Lom,1986).

Em geral, Hoferellus sio parasitos do sistema excretor de hospedeiro de 4gua doce e
maioria das espécies sdo celozdicas, embora alguns desses parasitos tenham desenvolvimento
intracelular conspicuo, incluindo 25 espécies nominais que infectam peixes ¢ uma espécie que
infecta ras (Lom e Dykova 2006; Mutschmann, 2004).0s mixosporos de Hoferellustem o
formato pontiagudos ou redondados com filamentos posteriores caracteristicos ou uma borda
em escova na extremidade posterior.

Com base apenas em dados morfoldgicos, Hoferellus sofreu abundantes retribuigdes
taxonomicas (Molnaret al., 1986). A espécie-tipo, Hoferellus cyprini Doflein, 1898, afeta o
sistema renal da carpa comum Cyprinus carpio L., um dos peixes de agua doce mais
cultivados em todo o mundo (FAO, 2009).

A integridade de H. Cyprini como espécie tem sido discutida devido aos estagios
intracelulares indescritiveis no epitélio dos tubulos renais e a dificuldade de detec¢dao de
esporos (Dykova e Lom, 1982). A espécie mais estudada, Hoferellus carassii Achmerov,
1960, originalmente descrita na carpa gibel Carassius gibelio Bloch, 1782, foi identificada
como um agente da doenga do aumento renal (KED) em peixinho dourado, Carassius auratus
(L.), talvez globalmente o peixe ornamental mais difundido, e mais tarde relacionado ao
inchago renal em C. auratus cultivado, causando rim policistico e inchado e consequente
distensdo abdominal, (Fujita, 1912).

A identidade, a especificidade do hospedeiro e a suposta ocorréncia de infecgdes
mistas de H. carassii ¢ H. Cyprini foi amplamente discutida e permanecem um enigma
(Fujita, 1912). A maioria das outras espécies sdo conhecidas apenas com base na descrigao
morfoldgica dos esporos, e apenas informac¢des moleculares escassas estdo disponiveis para
os membros deste género (2 sequéncias parciais de rDNA de SSU).

Um ciclo de vida anual foi atribuido a H. carassii e H. cyprini(Molnaret al.,1986). O
ciclo de desenvolvimento inclui estagios intracelulares no epitélio dos tiibulos renais que nao
foram detectados por todos os autores ou atribuidos a outro género de mixozoarios,
Sphaerospora, que se espera que seja incapaz de completar seu desenvolvimento em o rim

(Dykova e Lom, 1982). Os estagios luminais deHoferellus gilsoni Debaisieux, 1925 sao
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caracterizados por um modo de fixagdo na bexiga urinaria de Anguilla anguilla (L.), que €
unico entre os mixozoarios, incluindo zonas semelhantes a desmossomos e vacuolos
digestivos provavelmente relacionados a digestdo de componentes da célula hospedeira.
Mixosporos apontados em vista valvular, em forma de mitra/bala, cristas longitudinais
ao longo da superficie das valvas, alguns deles continuando em filamentos caudais na
extremidade posterior,sutura perpendicular ao plano da capsula polar, cépsulas polares
piriformes, esporoplasma binucleado, trofozoitos polisporicos. Ciclo de vida completo
revelado, comactindsporos conhecidos de oligoquetas dos Naidinae,celozdico no sistema
urindrio de peixes de agua doce,alguns com desenvolvimento intracelular conspicuo. Espécie-

tipo: Hoferellus cyprini Doflein, 1898.
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Hoferellus matosi n. sp. PARASITANDO BEXIGA URINARIA EM Ageneiosus
ucayalensis ORTUNDOS DA UHE COARACY NUNES, AMAZONIA ORIENTAL,
BRASIL

Féabio de Abreu e Souza'; Samuel Carvalho Vidal'; Clemildo Silva Martel?; Abthylane
Amaral de Carvalho®; Lilia Suzane de Oliveira Nascimento®; Marcela Nunes Videira®;

Igor Guerreiro Hamoy’

'Programa de Pés-Graduagdo em Satude e Produ¢io Animal na Amazonia, Universidade Federal Rural da
Amazonia, Belém, Para, Brasil;

*Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Ambientais, Universidade Federal do Amapa, Macapa, Amapa,
Brasil,

*Programa de Pos-Graduagdo em Biologia de Agentes Infecciosos e Parasitarios, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal do Para, Belém, Para, Brasil,

“Laboratorio de Morfofisiologia e Sanidade Animal, Universidade do Estado do Amapa, Macap4, Amapa,
Brasil,;

Laboratdrio de Genética Aplicada, Universidade Federal Rural da Amazonia, Belém, Para, Brasil;

Acknowledgements: The authors would like to thank the Sanidade dos Organismos
Aquaticos da Amazdnia (SOAA) research group of Universidade do Estado do Amapa
(UEAP), the Laboratorio de Pesquisa Carlos Azevedo (LPCA) of Universidade Federal
Rural da Amazdnia (UFRA) and the Laboratério de Genética Aplicada da UFRA.

Ethical standards: This study was performed in line with the principles of the Animal
Use Ethics Committee of the Federal Rural University of the Amazon: n° 8323110522;

and Biodiversity Authorization and Information System: licence 50376-1

Competing interests: The authors declare that they have no conflict of interest.



33

Hoferellus matosin. sp. PARASITIZING URINARY BLADDER OFAgeneiosus
ucayalensis FROM THE COARACY NUNES HPP, EASTERN AMAZON,
BRAZIL

Hoferellus matosi n. sp. PARASITANDO BEXIGA URINARIA DEAgeneiosus
ucayalensis ORIUNDOS DA UHE COARACY NUNES, AMAZONIA ORIENTAL,
BRASIL

Abstract:Hoferellus matosi n. sp. was found in the urinary bladder of the specimen
Ageneiosus ucayalensis, in the Araguari river, at the Coaracy Nunes HPP in the
municipality of Ferreira Gomes, Amapa state, Brazil. This is the third record of a
species of the genus Hoferellus in a host from the Brazilian Amazon region, the first
being from the state of Amapa. Microscopic and molecular analyzes identified
plasmodia and spores of different sizes and shapes in the host's urinary bladder. Of the
35 specimens, 28 (80%) were contaminated by these spores, with some being found
attached to each other at their posterior ends in the bladder epithelium. urinary. Mature
spores are pyriform in sutural view, showing small projections or striations on the back
of the valves. The spores measure 3 + 0.3 pm in length and 4.3 + 0.5 pm in width, with
two oval polar capsules of equal size, 2 £ 0.2 um in length and 1.5 + 0.2 um in width.
wide, 3-4 turns polar filaments inside the capsule. Comparison of morphological,
molecular and phylogenetic data with data from existing members indicated that
Hoferellus matosi n.sp is a new species, a sister taxon to Hoferellus juntubensis and the
two species form the Brazilian Hoferellus lineage.

Keywords:Brazilian Amazon, Microparasite.

Resumo: Hoferellus matosi n. sp. foi encontrado na bexiga urinaria da espécimes
Ageneiosus ucayalensis, no rio Araguari, na UHE Coaracy Nunes municipio de Ferreira
Gomes, estado Amapa, Brasil. Este ¢ aquarto registro de uma espécie do género
Hoferellus em um hospedeiro da regido amazonica brasileira, sendo o primeiro do
Estado do Amapa. As analises microscopicas e moleculares identificaram, plasmoédios e
esporos de diversos tamanhos e formas na bexiga urinaria do hospedeiro, dos 35
especimes 28 (80%) estavam contaminados por esses esporos, sendo alguns encontrados
ligados um ao outros em suas extremidades posteriores no epitélio da bexiga urinaria.
Os esporos maduros sdo piriformes na visao sutural, mostrando pequenas projecdes ou
estrias na parte posterior das valvas . Os esporos medem 3 + 0,3 um de comprimento e

4,3 £ 0,5 um de largura, com duas capsulas polares ovais de igual tamanho, 2 + 0,2 pm
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de comprimento e 1,5 + 0,2 um de largura, 3-4 voltas filamentos polares interior da
capsula. Comparagao de dados morfologicos, moleculares e filogenéticos, com dados de
membros existentes indicou que Hoferellus matosi n.sp, ¢ uma nova espécie, um taxon
irmao de Hoferellus juntubensis e as duas espécies formam a linhagem de Hoferellus
brasileira.

Palavras-chave: Amazodnica brasileira, Microparasito.

Introduction

Myxosporidia are widespread and morphologically diverse cnidarian endoparasites
that mainly infect fish in fresh and marine waters but also parasitize amphibians, reptiles,
birds, and (rarely) mammals. (Vidal et al., 2017). There are approximately 2,600 reported
myxosporean species (Okamura et al., 2018).

The spore morphology is an important criterion for identification. Biological
characteristics such as host/organ specificity and tissue tropism are combined with molecular
characteristics to identify myxosporean species. (Atkinson et al., 2015).

The genus Hoferellus Berg, 1898 is a parasite of freshwater hosts such as fish and
frogs(Lom e Dykova, 2006; Mutschmann, 2004). Most species of this genus are coelozoic,
developing within organ cavities, while some are histozoic with intracellular development.
(Fuyjita, 1912).

Hoferellusspp. can affect the renal system of the host; for example, Hoferellus
carassiiAchmerov, 1960, first described in carp (Carassius gibelio Bloch, 1782) has been
identified as a cause of kidney disease in goldfish (Carassius auratu Linnaeus, 1758), causing
polycystitis, swollen kidneys, and abdominal distension.

Most Hoferellus species have been described based on the morphology of their
myxospores, and few molecular data are available for this genus, with the exception of
Hoferellus azevedoiandHoferellus jutubensis, which are the only species described in Brazil.

H. azevedoi was found parasitizing the freshwater ornamental fish Chaetobranchus
flavescens Haeckel, 1840, on Marajo Island, andH. jutubensiswas found parasitizing the
urinary bladder of specimens ofAgeneiosus inermisin Jutuba Island, state Para, northern
Brazil. These species have been described previously based on morphological and molecular
analyses. According to Lom and Dykova (2006), there are 25 species in the genus Hoferellus.

In the present study we describe the morphological characteristics and molecular
aspects of a new myxosporeanspecies, Hoferellus matosi n. sp., found in the urinary bladder

of Ageneiosus ucayalensis Castelnau 1855. To date, there are no records of Hoferellus
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parasitizing this host species in the state of Amapa.

Material and Methods

Collection Site

Between December 2022 and December 2023, 35 specimens of Ageneiosus
ucayalensis were captured from the Araguari River, UHE Reservoir, Coaracy Nunes located
in the municipality of Ferreira Gomes, in the northern region of the state of Amapa.
(N00°54°34.3>°,W051°16°54,2""). The specimen collection was carried out by a team from the
Health of Aquatic Organisms of the Amazon (SOAA) research group, with assistance from
local fishermen, using methods such as 30-mm trawl nets, cast nets, and fishing reels.

The collections were authorized by the Animal Use Ethics Committee (CEUA) of the
Federal Rural University of the Amazon — UFRA (n° 8323110522), and registered in the
Biodiversity Authorization and Information System (SISBIO/ICMBIO) under the license
50376-1.

The specimens were packaged and transported alive in thermal boxes with the aid of
battery-powered pumps that provided artificial aeration to the Morphophysiology and Animal
Health Laboratory (LABMORSA) at the State University of Amapa (UEAP). The fish were
housed in aquariums equipped with electric pumps and filters for subsequent parasitological
analysis.

The fishwere anesthetized with tricaine methanesulfonate (MS222 SIGMA) at a
concentration of 50 mg-L" to facilitate examination of the body surface using binocular
stereoscopic microscopy.

Morphological Analysis and Parasite Collection

Fragments of the parasitized urinary bladder were removed and fixed in Davidson's
solution (95% alcohol, formaldehyde, acetic acid, and distilled water) for 24 h for histological
processing, followed by standard paraffin embedding. and hematoxylin and eosin (H&E)
staining. The parasite prevalence was calculated using the methodology proposed by Bush et

al. (1997).

Molecular and Phylogenetic Analyses
Urinary bladder fragments containing cysts of eukaryotic microparasites were
collected and preserved in 80% ethyl alcohol at 4°C. Total DNA from the sample was
extracted using the Wizard® Genomic DNA kit. Subsequently, the DNA samples were
quantified using spectrophotometry (BioDrop DUO).

All molecular analyses were based on 18S rDNA sequences, which were amplified
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using primers MC5/MC3 (Molnar, 2002). The final volume of the polymerase chain reaction
(PCR) was 25 uL, using Taqg DNA polymerase Master Mix (PROMEGA, Madison, EUA),
with 0.5 uM of each primer and 2 pL of the DNA sample.

The amplification protocol included an initial denaturation of 10 s at 95 °C, followed
by 40 cycles of denaturation at 95 °C for 1 min, hybridization at 48 °C for 2 min and
polymerization for 4 min and 30 s at 72 °C, finishing with 10 min of polymerization at 92 °C.

The amplicons were subjected to electrophoretic analysis on a 1.5% agarose gel,
followed by purification using the GFX™ PCR DNA kit and the Gel Band Purification Kit
reagents, according to the manufacturer's instructions. These steps were performed at the
Morphophysiology Laboratory at the State University of Amapa (UEAP).

The amplification product was sequenced on an ABI 3730 automatic DNA analyzer
using the BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems) following the
manufacturer's instructions on an ABI 3100 Genetic Analyzer. To confirm the observed
mutations, samples were sequenced using forward and reverse primers.

The obtained nucleotide sequences were edited and aligned using BioEdit (Hall,
1999). The SSU rDNA gene sequences of the myxozoan species deposited in GenBank were
aligned in Clustal X 1.8 (Thompson et al., 1997) in the default configuration to determine
their phylogenetic relationships with the new species described here.

High similarity scores in the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) were used
as criteria to select GenBank sequences for inclusion in the analysis. jModelTest software
(version 0.1.1 (Guindon and Gascuel, 2003; Posada, 2008), was used to identify the best
nucleotide substitution model for the dataset.

Phylogenetic analysis was conducted by maximum parsimony and Bayesian analyses
using PAUP 4.0 b10 (Swofford, 2003) and MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003),
respectively. Genetic distances were calculated in PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2003) using the
default p parameter for the SSU rDNA gene.

In Bayesian analysis (BI), implemented in MrBayes, version 3.1.2, two parallel
executions of four simultaneous searches were performed using the Markov chain
Monte Carlo (MCMC) method for 5,000,000 generations, sampling one tree every
1,000 generations, and discarding the results from the first 1,250 trees (25% of the
sample). The remaining 3,750 trees were used to estimate the confidence level
(subsequent probability) of each node in the phylogenetic reconstruction.

Results
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Morphological Description of the Spores

Thirty-fivespecimens of Ageneiosus ucayalensis were examined, of which 28 (80%)
were infected with Hoferellus matosi n. sp. polysporic plasmodia of different sizes and shapes
were observed in the urinary bladder lumen (Figure 1A). When released from the plasmodia,
the spores generally remained attached to each other (Figure 1C).The mature spores have an
ovoid pyriform shape in the sutural view, measuring 3 + 0.3 um in length and 4.3 = 0.5 um in
width (arrow, Figure 1C). The suture line was parallel to the polar capsule (arrow tip, Figure
1C), and the sporoplasm was not visualized through a light microscope.

The posterior ends of the spore valves are serrated, resulting in longitudinal surface
projections that extend outward. (Figure 1C). Two equally ovoid polar capsules are located at
the posterior ends of the valves. (Figure 1D). These capsules are 2 + 0.2 pm long and 1.5 +

0.2 pm wide, with 3-4 bundles of polar filaments in the capsule interior. (Figure 1A).

Taxonomic Summary

Kingdom Metazoa Linnaeus, 1758

Phylum Cnidaria Hatscheck, 1888

Class Myxozoa Grassé, 1970 (Kyger, 2021)

Subclass Myxosporea Biitschli, 1881

Order Bivalvulida Shulman, 1959

Family Myxobilatidae

GenusHoferellus Berg, 1898

SpeciesHoferellus matosi n. sp.

HostAgeneiosus ucayalensisCastelnau, 1855

Infection site: Urinary bladder.

Locality: Brazil, State of Amapa, Municipality of Ferreira Gomes. (00°54°34.2” N;
051°16'54.2” W)

Prevalence: 80% (28/35) of the hosts examined were infected with plasmodia and spores
of Hoferellus matosi n. sp.

Species deposit: A glass slide with a 5 um stained histological section containing the
syntype of the new myxozoan species was deposited in the zoological collection of the
Amazon Research Institute (INPA) in Manaus, Amazonas, Brazil, under catalog number
CNIDARIA-INPA-CND 000098

GenBank accession number: PP815056.1

Etymology: The specific epithet refers to Prof. Dr. Edilson Matos (inmemorium),an
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important researcher in the field of fish microparasites of the Brazilian Amazon.

Phylogenetic and Molecular Analysis

A partial sequence of 839 bp of the SSU rDNA gene was obtained from the spores of
the new species, Hoferellus matosi n. sp. in Bayesian inference analysis, this new species was
grouped with the Amazonian freshwater urinary bladder clade, becoming sister to H.
Jjutubensis(Matos et al., 2018). H. azevedoi and Hofferellus.sp. belong to the same common
ancestor with a nodal support of 99% reliability. There is a record of Hoferellus sp.in the
NCBI database but a more careful analysis has not been published. However, all the species in
question originated in Brazil and have acommon ancestor (Figure 3).

Additional species were in the phylogenetic tree, including H. carassii and four other
species: Mixidium streisingeri, Chloromyxum,Myxidium giardi andZschokkella sp. For
pairwise comparisons, an alignment was performed, including Hoferellus species and other
species. The smallest distance (p) between the sequences was from H.jutubensis, presenting
30.7% genetic divergence from Hoferellus matosi n. sp. the genetic distances for H. azevedoi
and Hoferellus sp.(both from the Brazilian Amazon) were 32.0% and 33.7 %, respectively.
All other analyzed sequences showed greater genetic distances. (Table 1).

Discussion
In this study we describe a new myxozoan species of the genus Hoferellus found
in specimens of the fish Ageneiosus ucayalensis captured in theUHE Reservoir of the
Araguari River, in the municipality of Ferreira Gomes, Brazil. The captured specimens
had an average length of 23 cm (ranging from 21.0 cm to 29.5 cm) and an average
weight of 85 g (ranging from 51.0 g to 163.0 g). Of these specimens, 28/35 (80%) were
infected by Hoferellus matosi n. sp.

The general morphology of Hoferellus spores can be pointed or rounded in shape
when observed in the valve views, presenting characteristic posterior filaments or a border of
bristles at the posterior end. It is important to note that all species in this genus are parasites of
the fish excretory system. (Lom e Dykova, 2006; Wiinnemann et al., 2016) with the exception
of Hoferellus anurae, which parasitizes the frog excretory system (Mutschmann, 2004).

There are few comparative studies of themorphological and molecular characteristics
of Hoferellus species are compared. However, Alama-Bermejo et al. (2016) proposed a
natural division based on a phylogenetic approach that identified two main groupings: one
centered on the type species Hoferellus cypriniDoflein, 1898, called the Hoferellus ss group

(stricto sensu), and the other known as the Hoferellussl group (lato sensu).
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Tropism towards the excretory system is a characteristic common to all species of
Hoferellus (Alama-Bermejo et al., 2016; Lom e Dykova, 2006). The fixation of the
plasmodium Hoferellus matosi n. sp. to the bladder epithelium is similar to the typical
configuration of Hoferellus azevedoi. (Matos et al., 2018), Hoferellus jutubensis and
Hoferellus gilsoni (Debaisieux, 1925), which have elongated plasmodia in their host urinary
bladders.

Other common characteristics of Hoferellus species include the presence of striations
and external projections on the surface of the spores(Alama-Bermejo et al., 2016), which have
also been observed in the spores ofH. matosi n. sp. these ridges and projections sometimes
form long hair-like processes or filaments at the posterior end, as seen in H. carassii, H.
Jjutubensis, H. cyprini, andH. alosae Alama-Bermejo et al. 2016.

However, these long projections were not observed in Hoferellus matosi n. sp. the
serrated posterior ends of Hoferellus spores suggest the possible presence of caudal filaments.
These filaments are generally indiscernible under optical microscopy but have been notedin
other studies using scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron
microscopy (TEM).

Polysporic plasmodia of different sizes and shapes were found in the epithelium and
lumen of the urinary bladder (Figure 1A). When the spores fall away from the host tissue,
theygenerally remain attached to each other (Figure 1C), as observed in H. azevedoi and
H.gilsoni.

Spore morphology varies between species, mainly in the Hoferellus sl group (lato
sensu). The morphological characteristics of the spores of Hoferellus matosi n. sp. are similar
to those of H.azevedoi, H.gilsoni, and H. gnathonemi, which have spores in pairs, fixed at the
posterior ends (Alama-Bermejo et al., 2016).

Regarding the total length of the spores, Hoferellus matosi n. sp. (3 = 0.3um) is most
similar toH. azevedoi (5.2 um) and H. jutubensis (5.7 um). Regarding spore shape, Hoferellus
matosi n. sp. is similar to H. azevedoi and H. gilsoni, presenting a subspherical shape. As for
the width of the spores, Hoferellus matosi n. sp. (4.3 um) approaches that of H. jutubensis
(5.5 pm).

Regarding the length and shape of the polar capsule, Hoferellus matosi n. sp. (2.0 pm,
ovoid shape) differs from H. alosae (4.0 pm, subspherical shape) (Wunnemann et al., 2016),
H. gnathonemi (5.8 um, pyriform shape) andH. carassii (4.0 um, pyriform shape). However,
Hoferellus matosi n. sp. resembled other species of Hoferellus in terms of the width and

number of turns of the capsule filaments, similar toH. jutubensisandH. azevedoi (Table 2).
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The similarities between the morphological and morphometric characteristics of
Hoferellus matosi n. sp. and other species of Hoferellus support the description of a new
species of microparasite. However, 18S rRNA gene sequences provide more reliable criteria
than morphological characteristics alone for identifying myxozoans and their phylogenetic
relationships. (Kent et al., 2001; Fiala et al., 2015).

The morphological review and phylogenetic analyses performed in this study
demonstrated that Hoferellus matosi n. sp. is phylogenetically related to the Hoferellus sl
group (lato sensu) proposed by Alama-Bermejo et al. (2016), including H. jutubensis, H.
azevedoiandthe unidentified Hoferellus sp. (ON622725). In the phylogenetic tree analysis
(Figure 3), Hoferellus matosi n. sp. formed a longer branch, evolutionarily diverging from H.
Jjutubensis and other species.

Despite this difference in branch length, it did not affect the relationship between
Hoferellus matosi n. sp. and H. jutubensis as sisters, as they belong to the same clade, with a
very reliable nodal support of 99%. The distance (p) or genetics in pairs reaffirms this
divergence represented in (Table 1): H. jutubensis had the smallest distance, with 30.7%
evolutionarily diverging from Hoferellus matosi n. sp.; the other species presented higher
values.

Analysis of the nucleotide composition revealed that 43% of the sequence was
composed of G + C (A = 0,2854, C = 0,1746, G = 0,2504, T = 0,2897). Substitution rates
between different nucleotide pairs were estimated using the GTR + G nucleotide substitution
model.

The estimated rates were as follows: A - C=1.0121, A - G =2.5404, A - T = 1.3026,
C-G=0.9478, C-T=3.8349, G - T = 1.0000. These data provide important information
regarding the genetic composition and substitution rates of the SSU rDNA sequence of
Hoferellus matosi n. sp. This information will be useful for future studies on the phylogeny
and evolution of this new myxozoan species.

Conclusion

In conclusion, a new species of myxozoan of the genus Hoferellus is described
and named Hoferellus matosi n. sp.. the species was found in specimens of the fish
Ageneiosus ucayalensis captured in the Araguari River in Amapd, Brazil. The new
species presents distinct morphological characteristics compared to most other
Hoferellus species, such as the absence of long projections on the spores.

This discovery provides important insights into the morphology, evolution, and

geographic distribution of the genus Hoferellus. Interestingly, this is the third
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description of the occurrence of this genus in a Brazilian Amazon host, reinforcing the
relevance of the Amazon region as an environment conducive to the diversity and
evolution of these organisms.

The information obtained in this study, including the genetic composition and
nucleotide substitution rates of the partial SSU rDNA sequence of Hoferellus matosi n.
sp., contribute significantly to the advancement of knowledge regarding the biology
and ecology of this genus of myxozoans. This discovery reaffirms the continued
importance of scientific research in revealing new species and expanding our

understanding of the diversity of life in the Amazon and globally.
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Figure 1. Optical microscopy of plasmodia and mature spores of Hoferellus matosi n. sp. from
the urinary bladder of the specimen Ageneiosus ucayalensis. (a) Plasmodia and mature spores
(arrows) (b) Histological section of the urinary bladder stained by the hematoxylin and eosin
(H&E) technique, showing several mature spores adhered to the bladder epithelium. (c) Two
spores connected to each other at their posterior ends, (arrowhead) well-defined suture between
the cyst valves showing spores connected to each other. (d), mature spores presenting two equal
polar capsules (PC).

Figure 2. Schematic drawing of the spore frontal view of Hoferellus matosi n. sp. bar scale = 2
um.

Figure 3. Phylogenetic tree generated by Bayesian inference (BI), from partial SSU aligned
rDNA genetic sequences of Hoferellus matosi n. sp. and related myxosporidians. GenBank
accession numbers are shown next to the species names and the numbers at the nodes are the
posterior probability values calculated by BI. The new species is highlighted in bold.

Table 1. Distances p recorded between pairs of Hoferellus species and other parasite species of
the fish excretory system.

Table 2. Comparison of morphometric parameters of the myxospore Hoferellus matosi n. sp.
and other species of the genus Hoferellus. N = number of filaments in the polar tubule.

Measurements (averages: pm).
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ANEXO A — Normas da Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria
Apresentacio

A Revista Brasileira de Parasitologia Veterindria ¢ um o6rgdo
oficial de divulgacdo do Colégio Brasileiro de Parasitologia
Veterinaria (CBPV). Tem como objetivo publicar temas
relativos a Helmintos, Protozoarios, Artropodes e Rickettsias
bem como assuntos correlatos. A revista tem periodicidade
trimestral. Sdo aceitas submissdes de manuscritos, em inglés, de
pesquisadores de qualquer pais, associados ou nao ao CBPV.
Este periddico oferece a todos os pesquisadores acesso
eletronico livre para consulta de todos os trabalhos, desde seu
primeiro volume publicado em 1992.

Politica editorial
Os artigos submetidos a Revista Brasileira de Parasitologia
Veterinaria deverdo caracterizar-se como cientificos e originais,
essencialmente sobre parasitas de animais em geral
O(s) autor(res) devera(ao) anexar uma carta, responsabilizando-
se por todo o processo de tramitacdo e originalidade do artigo,
salvo resumo(s) apresentado(s) em eventos cientificos, ndo
submetidos a publicacdo em outros periddicos. Trabalhos com
nimero excessivo de autores deverdo ser avaliados pelos
editores cientificos assistentes, em relagdo ao protocolo
experimental. E necessaria a colaboracio substancial de todos os
autores no planejamento do estudo, obtengdo, andlise e
interpretacdo de resultados, confec¢do do artigo e aprovagdo da
versao final submetida e aceita. Colaboradores que ndo tiveram
participagdo ativa em todo o processo descrito acima poderdo ser
listados na secdo de agradecimentos. Poderd haver
agradecimento ao pesquisador que forneceu auxilio técnico,
corregdo ou sugestdo na escrita, ou ao chefe de departamento
que proporcionou infraestrutura para elaboragao do trabalho. O
processo de avaliagdo do trabalho dependera da observancia das
Normas Editoriais, dos Pareceres do Corpo Editorial e/ou do
Relator ad-hoc. Nesse processo, o editor-chefe e os editores
cientificos assistentes poderdo sugerir ou solicitar as
modificagdes necessarias, apesar de ser de responsabilidade dos
autores os conceitos emitidos. Os artigos submetidos serdo
avaliados por, no minimo, 2 revisores andénimos, sendo um
estrangeiro, selecionados pelo editor-chefe. Em caso de
pareceres contrarios, o artigo sera enviado a um terceiro revisor.
A Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria atribui a seus
artigos as categorias de: Artigos Completos, Comunicacao Breve
e Artigos de Revisdo, sendo este ltimo escrito por especialistas
e condicionado a solicitacdo por convite do editor-chefe.
Revisdes ndo solicitadas ndo serdo aceitas, mas o topico da
revisdao pode ser sugerido, previamente, ao editor-chefe ou
editores cientificos assistentes.
Submissao de trabalhos:
O artigo a ser submetido deve passar por revisdo do inglés, pelos



Ktica

revisores credenciados pela RBPV
(http://cbpv.org.br/rbpv/revisoes_traducoes.php).  Junto  ao
trabalho submetido anexar o certificado de revisdo de inglés. Os
pesquisadores deverdo assumir os custos da revisdo. Caso um
dos coautores seja estrangeiro nativo da lingua inglesa, este
devera revisar o inglés do trabalho e enviar um oficio a RBPV.
Taxa de publicagio:

Apbs o aceite do artigo, serd cobrada as seguintes taxas de
publicacao:

R$ 250,00 (associados do CBPV em dia com as anuidades);
R$ 500,00 (ndo-associados do CBPV).

Dados bancarios para deposito:
Nome: Colégio Brasileiro de Parasitologia Veterinaria/ Revista
Banco do Brasil (001)

Agéncia: 0269-0

Conta Corrente: 28848-9

Para autores estrangeiros:

SWIFT BRASBRRJRPO

IBAN 001026900000288489

Endereco: Via de acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n,
Zona Rural. CEP: 14884-900. Jaboticabal — SP, Brasil.

Processo de avaliacdo pelos pares

O processo de avaliagdao do trabalho dependera da observancia
das Normas Editoriais, dos Pareceres do Corpo Editorial e/ou do
Relator ad-hoc. Os artigos submetidos serdo avaliados por, no
minimo, 2 revisores andnimos, sendo um estrangeiro,
selecionados pelo editor-chefe. Em caso de pareceres contrarios,
o artigo serd enviado a um terceiro revisor.

O relator devera preencher o formulario de avaliagio da RBPV,

disponivel no sistema on-line de submissao
(http://mc04.manuscriptcentral.com/rbpv-scielo). Tendo

recebido a avaliacdo de pelo menos 2 dos revisores selecionados,
o(s) autor(es) receberd (ao) os formularios de avaliagdo e
possiveis corregdes feitas diretamente no texto. O avaliador
podera corrigir novamente o artigo, se necessario. Apos o aceite
pelos revisores ad-hocs, porém antes da resposta aos autores, 0O
artigo passara pela analise final de um dos Editores Cientificos
Assistentes. Lembrando que, o Editor Cientifico Assistente
possui autonomia para sugerir corregdes e/ou rejeitar a
publicacdo do artigo, mesmo com a aprovacao dos relatores.
Apds diagramagdo e editoragdo, os editores cientificos
assistentes e a editora-chefe da revista, fazem as correcoes finais.
Transferéncia de direitos autorais:

Ao ser submetido, o artigo deve vir acompanhado de um oficio,
em que o autor se responsabiliza por todo o processo de
tramitacdo e originalidade do trabalho.

Experimentos que utilizam animais deverdo ser conduzidos
obedecendo as normas aprovadas pelo Colégio Brasileiro de



Experimentacdo Animal (http://www.cobea.org.br), devendo os
autores apresentarem o numero de protocolo de submissdo e
aprovagdo dos trabalhos em Comissdo de Etica e Bem-Estar
Animal.

Apresentacio dos manuscritos
Na elaboracio do texto serdo observadas as seguintes normas:
Os trabalhos devem ser submetidos em inglés, de forma concisa, com
linguagem impessoal e com os sinais de chamadas de rodapé em niimeros
arabicos, langados ao pé da pagina em que estiver o respectivo nimero e em
ordem crescente. Os trabalhos deverdo ser apresentados em fonte “Times
New Roman”, tamanho 12, com margem superior e inferior de 2,5 cm,
esquerda e direita com 3 cm e espacamento entre linhas de 1,5 cm com as
paginas numeradas. Para a categoria Artigo Completo, o trabalho ndo devera
exceder 17 paginas, quando da diagramacdao final. Para a categoria
Comunicacdo Breve, o trabalho ndo deverd exceder 6 paginas, quando da
diagramacgdo final. As tabelas e ilustragdes deverdo ser apresentadas
separadas do texto e anexadas ao final do trabalho, sem legendas. As
respectivas legendas deverdo vir no texto logo apoOs as referéncias
bibliograficas. Os trabalhos submetidos deverdo ser revisados por um dos
revisores de lingua inglesa credenciados pela RBPV, de escolha e sob
responsabilidade dos autores. Os Artigos Completos devem ser organizados
obedecendo a seguinte sequéncia: Titulo Original, Titulo Traduzido,
Autor(es), Filiacdo Institucional, Abstract (Keywords), Resumo
(Palavras-chave), Introducdo, Material e Mdétodos, Resultados,
Discussao, Conclusoes (ou combinacao destes trés
ultimos), Agradecimentos (facultativo) e Referéncias Bibliograficas. As
Comunicacdo Breve obedecem a sequéncia acima sem a necessidade de se
destacar os topicos, sendo escritas em texto corrido. Para essa categoria, o
artigo submetido sé sera aceito desde que possua alto grau de ineditismo e
originalidade, trazendo resultados novos de importancia evidente, atribuindo
ao Editor-chefe a continuidade da submissao ou ndo.
Caracteristicas dos elementos de um trabalho cientifico
Titulo Original
O titulo “cheio” e o subtitulo (se houver) ndo devem exceder 18 palavras.
Nao devera aparecer nenhuma abreviatura, e os nomes de espécies ou
palavras em latim deverdo vir em italico. Evitar (por exemplo) titulos que
iniciem com: Estudos preliminares; Observagdes sobre. Nao usar o nome do
autor e data de citagdo em nomes cientificos.
Autor(es)/Filiacao
Na identificacdo, deve constar: nome completo e por extenso de todos os
autores (sem abreviagdo). A Filiacdo Institucional deve informar os nomes
proprios de todas as instituicoes e ndo suas tradugdes: Laboratdrio,
Departamento, Faculdade ou Escola, Instituto, Universidade, Cidade, Estado
e Pais, exatamente nessa ordem. No rodapé, deve constar as informagdes do
autor para correspondéncia: Endereco completo, telefone e e-mail
atualizado, nessa ordem.
Referéncias bibliograficas
As referéncias bibliograficas s6 serdo admitidas desde que sejam de facil
consulta aos leitores. Nao serdo aceitas referéncias de trabalhos publicados
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em anais de congressos e as teses devem estar disponiveis para consulta em
sites oficiais, por exemplo, Banco de Teses da
Capes: http://www.capes.gov.br/servicos/banco-de-teses. Todas as citagdes
no texto devem ser cuidadosamente checadas em relacdo aos nomes dos
autores e datas, exatamente como aparecem nas referéncias.

“Abstract” e Resumo

Devem conter no maximo 200 palavras, em um s6 pardgrafo sem
deslocamento. Nao devem conter citagdes bibliograficas. Siglas e
abreviacdes de instituigdes, ao aparecerem pela primeira vez no trabalho,
serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso, por
exemplo, Indirect Fluorescence Assay (IFA). Devem ser informativos,
apresentando o objetivo do trabalho, metodologia sucinta, os resultados mais
relevantes e a conclusdo. O abstract redigido em lingua inglesa e o resumo
em lingua portuguesa, ambos seguidos por keywords e palavras-chave,
respectivamente.

Keywords e Palavras-chave

As palavras-chave devem expressar com precisdo o conteudo do trabalho.
Sao limitadas em no méaximo 6 (seis).

Introduciao

Explanagao clara e objetiva do estudo, da qual devem constar a relevancia e
objetivos do trabalho, restringindo as citagdes ao necessario.

Material e Métodos

Descrigdo concisa, sem omitir o essencial para a compreensdo e reprodugao
do trabalho. Métodos e técnicas ja estabelecidos devem ser apenas citados e
referenciados. Métodos estatisticos devem ser explicados ao final dessa
secao.

Resultados

O conteudo deve ser informativo e ndo interpretativo: sempre que necessario
devem ser acompanhados de tabelas, figuras ou outras ilustragdes
autoexplicativas.

Discussao

Deve ser limitada aos resultados obtidos no trabalho e o contetido deve ser
interpretativo. Poderd ser apresentada como um elemento do texto ou
juntamente aos resultados e conclusdo. Enfatizar a importancia de novos
achados e novas hipoteses identificadas claramente com os resultados.
Tabelas

Elaboradas apenas com linhas horizontais de separacdo no cabegalho e no
final; e devem ser enviadas em formato editavel (desejavel excel). A legenda
(titulo) € precedida da palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em
algarismos ardbicos, devendo ser descritivas, concisas e inseridas acima das
mesmas. As tabelas devem estar limitadas a um numero minimo necessario.
Devem ser digitadas em espaco duplo em arquivos separados.

Figuras

As figuras, tais como: desenho, fotografia, prancha, grafico, fluxograma e
esquema, devem ser enviadas em formato .tif, .gif ou .jpg, com no minimo
de 300 dpi de resolucao e numeradas consecutivamente. As legendas devem
ser precedidas da palavra Figura, seguida da numeragdo em algarismo
arabico e inseridas abaixo das mesmas. Listar as legendas numeradas com os
respectivos simbolos e convengdes, em folha separada em espago duplo. O
nimero de ilustragdes deve ser restrito ao minimo necessario. Fotografias
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digitais deverdo ser enviadas em arquivos separados, como foram obtidas. Se
a escala for dada as figuras, utilizar a escala BAR em todas as ilustragdes ao
invés de numérica, que pode ser alterada com a redu¢ao das figuras.
Conclusoes

As conclusdes podem estar inseridas na discussdao ou em resultados e
discussdo, conforme a escolha dos autores. Nesse caso, esse item ndo sera
necessario.

Agradecimentos

Quando necessario, limitados ao indispenséavel.

Referéncias bibliograficas

A lista de referéncias deverd ser apresentada em ordem alfabética e,
posteriormente, ordenadas em ordem cronoldgica, se necessdrio. Mais de
uma referéncia do(s) mesmo(s) autor(es) no mesmo ano deve ser identificada
pelas letras "a", "b", "c¢", etc, inseridas apos o ano de publicagdo. Titulos de
periodicos devem  ser abreviados conforme Index  Medicus
- http://www?2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.php?lang=eng.

Livros

Levine JD. Veterinary protozoology. Ames: ISU Press; 1985.

Capitulo de livro

Menzies PI. Abortion in sheep: diagnosis and control. In: Youngquist RS,
Threlfall WR. Current therapy in large animal theriogenology. 2nd ed.
Philadelphia: Saunders; 2007. p. 667-680.

Artigo de periddico

Paim F, Souza AP, Bellato V, Sartor AA. Selective control of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus in fipronil-treated cattle raised on natural pastures in
Lages, State of Santa Catarina, Brazil. Rev Bras Parasitol Vet 2011; 20(1):
13-16.

Tese e Dissertacio

Araujo MM. Aspectos ecologicos dos helmintos gastrintestinais de caprinos
do municipio de patos, Paraiba - Brasil [Dissertagao]. Rio de Janeiro:
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro; 2002.

Documento eletrénico

Centers for Disease Control and Prevention. Epi Info [online]. 2002 [cited
2003 Jan 10]. Available from: http://www.cdc.gov/epiinfo/ei2002.htm.

Obs. Nas referéncias, apresentar os nomes dos seis primeiros autores; para
referéncias com mais de seis autores, apresentar os seis primeiros nomes
seguidos da expressao et al.

Citacoes

As citagdes devem seguir o sistema autor-data:

Um autor: nome do autor e ano de publicacio

Levine (1985) ou (LEVINE, 1985)

Dois autores: os nomes dos autores e ano da publicagdo Paim e Souza
(2011) ou (PAIM & SOUZA, 2011)

Trés ou mais autores: nome do primeiro autor seguido de "et al." e o ano
de publica¢io Aratijo et al. (2002) ou (ARAUJO et al., 2002)

Prova Grifica

O trabalho diagramado em formato pdf., sera enviado por e-mail ao autor
correspondente. Alteragdes no artigo, quando aceitas para publicagdo, devem
ser realizadas nesse estdgio, com permissao do editor-chefe. Portanto, o
trabalho deve ser cuidadosamente corrigido antes de responder ao editor,
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pois inclusdes de corregdes subsequentes (indicagdo de novo autor, mudanga
de paragrafos inteiros ou tabelas) ndo podem ser garantidas.
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