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RESUMO

A Amazonia brasileira € privilegiada por possuir a maior bacia de agua doce do mundo
constituida por uma diversidade de espécies de peixes. O estado do Amapa possui cinco setores
para atividades pesqueiras na regido: a planicie maritima no litoral norte, area urbana e portuaria
localizado em Macapé e Santana, regido do alto estuario que comeca na foz do Rio Matapi até
a fronteira com o estado do Para e a regido dos lagos onde fica localizado o municipio de
Pracutba. O Tucunaré (Cichla sp.) € um peixe amazdnico de importancia comercial, sendo a
Cichla monoculus uma espécie de ampla distribuicdo geografica muito consumida pela
populacdo ribeirinha. Os peixes sdo animais vulneraveis a diferentes parasitos, dentre eles
mixozodarios e coccideos do filo Apicomplexa. Este trabalho tem por objetivo investigar
microparasitos eucariotos da Classe Myxozoa e Filo Apicomplexa em Cichla monoculus
oriundos do Municipio de Praculba-Amapd, Brasil. Esta pesquisa resultou em dois artigos
cientificos: o 1° artigo sobre os aspectos morfoldgicos e a infecgdo por mixozoarios em Cichla
monoculus e o 2° sobre a morfologia e as alteracdes histopatoldgicas causada pelo parasito

Apicomplexa do género Calyptospora infectando o figado de Cichla monoculus.

Palavras-chave: peixes; parasitismo; morfologia; mixozoarios; coccideos.



ABSTRACT

The Brazilian Amazon is privileged to have the largest freshwater basin in the world with a
diversity of fish species. The state of Amapa has five sectors for fishing activities in the region:
the maritime plain on the north coast, the urban and port area located in Macapa and Santana,
the upper estuary region that begins at the mouth of the Matapi River up to the border with the
state of Para and the lakes region where the municipality of Pracuuba is located. The Tucunaré
(Cichla sp.) is a commercially important Amazonian fish, and the Cichla monoculus is a species
with a wide geographical distribution that is widely consumed by the riverside population. Fish
are vulnerable to different parasites, including myxozoans and coccids from the Apicomplexa
phylum. The aim of this study was to investigate eukaryotic microparasites of the Class
Myxozoa and Phylum Apicomplexa in Cichla monoculus from the municipality of Pracuuba-
Amapd, Brazil. This research resulted in two scientific articles: the first on the morphology and
histopathological changes caused by the Apicomplexa parasite of the genus Calyptospora
infecting the liver of Cichla monoculus and the second on the morphological aspects and

infection by myxozoans in Cichla monoculus.

Keywords: fish, parasitism, morphology, myxozoans, coccids
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1 CONTEXTUALIZACAO

A Amazonia brasileira possui a maior bacia de agua doce do mundo e uma riquissima
biodiversidade com uma vasta variedade de espécies de peixes. (Santos; Santos, 2005). Devido
a isso, o litoral amazbnico possui uma vocagdo natural para atividades de pesca, sendo
considerada uma de suas principais atividades economicas (Silva; Dias, 2010).

No estado do Amapa, geograficamente existem cinco regides para as atividades
pesqueiras: a planicie maritima no litoral norte, area urbana e portuéria localizado em Macapa
e Santana, regido do alto estuario que comeca na foz do Rio Matapi até a fronteira com o estado
do Paré e a regido dos lagos onde fica localizado o municipio de Pracutba. Esta regido €
banhada por rios e igarapés, possuindo uma bacia com enorme diversidade, a qual tem atraido
a atencdo de muitos pescadores, sendo comum neste lugar a atividade pesqueira artesanal como
fonte de renda e subsisténcia (Silva; Dias, 2010; Souza, 2012; Zacardi et al., 2021).

Dentre 0s peixes de maior interesse dos pescadores, estd o Tucunaré (Cichla sp) como
é popularmente conhecido, 0 mesmo pertence a familia Cichlidae, género Cichla e ordem
Cichliformes. A espécie Cichla monoculus Spix & Agassiz é bastante consumida pela
populacdo ribeirinha e apresenta grande distribuicdo geografica comparada com as outras
espécies do mesmo género, € considerado um peixe de grande valor comercial, e muito
consumido pela populagdo do Municipio de Praculba, sendo uns dos exemplares que estar entre
0S mais procurados para aquisicdo (Zacardi et al., 2021).

Para realizacdo da diferenciacdo das espécies de Cichla spp. é observado os padrGes de
coloracdo e formato das suas linhas laterais (Hoeinghaus et al., 2003; Santos et al., 2006;
Kullander; Ferreira, 2006).

Os peixes de maneira geral, sdo sensiveis as interferéncias antropicas que por sua vez,
podem causar alteraces fisico-quimicas na 4gua, esse fendmeno pode levar a um desequilibrio
no ambiente aquatico deixando-os mais suscetiveis a invasdo de diferentes parasitos (Farias et
al, 2021). Dentre os microparasitos descritos em peixes da Amazénia podemos citar 0s
mixozoarios do filo Cnidaria e os coccidios do filo Apicomplexa.

Os mixozoarios sdo parasitos de ambientes aquaticos marinhos e de &gua doce,
parasitam animais invertebrados (anelideos e briozoarios) e vertebrados, que em sua grande
maioria sdo peixes (Bermejo; Holzer, 2021). Os principais 6rgdos infectados podem ser
escamas, musculo esquelético, nadadeiras, branquias, vesicula biliar, figado, bexiga urinéria,

dentre outros 6rgdos vitais. Sdo responsaveis por acarretar 20% da mortalidade em aquicultura,
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podendo desta forma trazer sérios prejuizos econémicos (Lom; Dykova, 2006; Bermejo;
Holzer, 2021).

Outro grupo que também pode estar presente em peixes sdo os parasitos do filo
Apicomplexa, sendo os coccidios Eimeria sp., Goussia sp., Calyptospora sp., e algumas
espécies Cryptosporidium, os principais géneros encontrados (Acosta et al., 2016). Apesar da
maioria dos agentes apresentarem baixa patogenicidade, alguns podem ocasionar lesdes
hepéaticas em peixes e grandes taxas de mortalidade e morbidade em situagdes de cultivo
intensivo ou quando hé inclusdo de novos hospedeiros em areas ndo endémicas. (Velasco et al.,
2012; Votypka et al., 2016).

Sabe-se que a infestacdo por microparasitos pode ser prejudicial a salide de seu
hospedeiro, podendo afetar a taxa de crescimento dos espécimes e deixa-los suscetiveis a
doencas e infec¢des, tanto em condicBes de cativeiro, como também em seu habitat natural, isto
pode afetar negativamente a aquicultura e cultura da pesca de subsisténcia (Correa, 2009; Silva
Junior, 2014; Machadotomé et al., 2015; Bermejo; Holzer, 2021). Além de patogénicos aos
animais, esses parasitos podem provocar zoonoses em humanos, principalmente em paises onde
é comum o habito de consumo de peixes crus (Eiras et al, 2016).

Portanto, o trabalho teve por objetivo investigar microparasitos da classe Myxozoa e
filo Apicomplexa em Cichla monoculus oriundos do Municipio de Pracutiba-Amapa, Brasil,
com intuito de descrever as caracteristicas morfologicas dos parasitos encontrados e analisar
alteracdes histologicas em tecidos dos 6rgdos parasitados. Sabe-se que 0s microparasitos
investigados no presente estudo sdo causadores de doengas em peixes de importancia comercial
(Texeira et al., 2018; Maciel et al., 2011; Velasco et al., 2012). No entanto, ndo ha descri¢cdes
em peixes da espécie Cichla monoculus provenientes do Municipio de Pracutiba-Amapa, onde

direcionaremos o foco deste trabalho
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2 INFECCAO POR MIXOZOARIOS EM PEIXE AMAZONICO DA ESPECIE Cichla
monoculus (SPIX & AGASSIS, 1831) ORIUNDO DO MUNICIPIO DE PRACUUBA-
AMAPA, BRASIL.

Eloiza Sarmento Amoras?'; Jhonata Eduard Farias de Oliveira?; Nayana Moraes de Sena 3; José
Ledamir Sindeaux-Neto 4; Marcela Nunes Videira °; Michele Velasco Oliveira da Silva ®
'Universidade Federal Rural da Amazonia, Belém, Pard, Brasil. 2Universidade Federal do Para,
Belém, Para, Brasil. 3Universidade Federal Rural da Amazoénia, Belém, Para, Brasil. 4
Universidade Federal Rural da Amazonia, Belém, Pard, Brasil . ® Universidade Estadual do
Amapa, Macapa, Amapa, Brasil. 8 Universidade Federal Rural da Amazonia, Belém, Para,
Brasil . *Michele Velasco. E-mail: michele.velasco@ufra.edu.br

RESUMO

Os peixes sao animais aquaticos susceptiveis a invasao de diferentes parasitas. 1sso porque o
ambiente em gue vivem facilita a reproducdo e o ciclo de vida desses agentes, 0 que pode
comprometer a saude do animal e, consequentemente, a qualidade do pescado. Entre esses
parasitas estdo 0s mixozoarios, que sdo endoparasitas microscépicos que tém sido descritos por
pesquisadores em diferentes espécies de peixes. Este estudo relata a infecdo por mixozoarios
do género Henneguya sp. e Ellipsomyxa sp. em peixes amazOnicos da espécie Cichla
monoculus, provenientes do municipio de Pracutiba-Amapa, Brasil. Durante os meses de maio
e julho de 2023, um total de 9 espécimes foram adquiridos mortos de pescadores artesanais e
transportados para o Laboratério de Interacdo Morfologico-Molecular e Tecnologias (LIM 2T)
da Universidade Federal Rural da Amazodnia em Belem-Para, onde foram examinados com
auxilio de um estereomicroscépio em busca de cistos ou lesdes teciduais na superficie corporal
e Orgdos internos, e a infecdo foi confirmada em microscépio de luz (ML). Em seguida, laminas
contendo esporos de Ellipsomyxa sp. foram coradas a fresco em Giemsa e fragmentos de
branquias contendo cistos de Henneguya sp. foram processados para visualizacdo em
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A prevaléncia de parasitismo foi de 33% para
ambos 0s géneros. Na regido branquial foram detectados mixosporos de Henneguya sp. com
tamanho total de 27,4 pm, comprimento do corpo (12,4 um) e largura (3,9 um), comprimento
da cauda (14,5 um), comprimento da capsula polar (3,1 um) e largura (1,5 um). A vesicula
biliar apresentou esporos de Ellipsomysa sp. com comprimento médio de 11,8 um e largura de

6,7 um. A capsula polar tinha 2,4 um de comprimento e 2,2 um de largura. Este ¢ o primeiro
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registro de infecdo por mixozoéarios na espécie Cichla monoculus, do municipio de Pracutba,

Amap4, Brasil.

Palavras chaves: Parasitos; Myxozoarios; Henneguya sp.; Ellipsomyxa sp.; Pracuba, Amapa.

ABSTRACT

Fish are aquatic animals susceptible to invasion by different parasites. This is because the
environment in which they live facilitates the reproduction and life cycle of these agents, which
can compromise the animal's health and consequently the quality of the fish. Among these
parasites are myxozoans, which are microscopic endoparasites that have been described by
researchers in different fish species. This study reports the infection by myxozoans of the genus
Henneguya sp. and Ellipsomyxa sp. in Amazonian fish of the species Cichla monoculus, from
the municipality of Pracutiba-Amap4, Brazil. During the months of May and July 2023, a total
of 9 specimens were acquired dead from artisanal fishermen and transported to the Laboratory
of Morphological-Molecular Interaction and Technologies (LIM 2T) at the Federal Rural
University of Amazonia in Belém-Para, where they were examined using a stereomicroscope
in search of cysts or tissue lesions on the body surface and internal organs, and the infection
was confirmed under a light microscope (ML). Afterwards, slides containing Ellipsomyxa sp.
spores were stained fresh in Giemsa and gill fragments containing Henneguya sp. cysts were
processed for visualization in Scanning Electron Microscopy (SEM). The prevalence of
parasitism was 33% for both genera. Henneguya sp. myxospores with a total size of 27.4 um,
body length (12.4 pum) and width (3.9 pum), tail length (14.5 um), polar capsule length (3.1 um)
and width (1.5 um) were detected in the gill region. The gallbladder had spores of Ellipsomysa
sp. with an average length of 11.8 um and a width of 6.7 pum. The polar capsule was 2.4 um
long and 2.2 um wide. This is the first record of myxozoan infection in the species Cichla

monoculus, from the municipality of Pracutiba, Amapa, Brazil.

Keywords: Parasites; Myxozoans; Henneguya sp.; Ellipsomyxa sp.; Pracutba, Amapa.
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2.1 Introducéo

Os mixozoarios sdo endoparasitas microscopicos obrigatdrios do filo cnidaria. Dentro
desta classe atualmente existem 2.200 espécies descritas em 17 familias e 64 géneros.
Apresentam um ciclo de vida complexo com o envolvimento de dois hospedeiros: vertebrados
e invertebrados. Os hospedeiros invertebrados podem ser anelideos e brizoarios e o0s
hospedeiros vertebrados em sua grande maioria estdo 0s peixes, mas pode também ser
encontrados em anfibios, répteis, moluscos e trematodeos. Morfologicamente, apresentam
diversas formas e tamanhos, podendo ser encontrados na forma de cistos ou plasmddios
parasitando varios 6rgaos e tecidos dos animais (Fiala et al.,2015; Lom & Dikov4, 2002; Eiras,
1994; Beékesi, Székely, Molnar, 2002; Feist & Longshaw, 2006).

A infeccdo por mixozoarios pode ser responsavel por grandes prejuizos econdmicos na
pesca e aquicultura, podendo em alguns casos ocasionar alta patogenicidade para os peixes
quando estes apresentam baixos niveis ou auséncia de determinados fatores inatos e regulatérios
no sistema imunologico. Sabe-se que o controle da doenca € um grande desafio, pois atualmente
ndo existe vacinas comercializadas ou tratamentos especificos, mas apenas métodos de manejo
e preventivos (Holzer et al.,2021).

O género Henneguya Thélohan, 1892, inclui um grande nimero de mixozoarios que
infectam peixes marinhos e nativos de dgua doce. Conforme estudos vérias sdo as descri¢des
em peixes da regido amazonica, sendo que as infec¢des sdo diagnosticadas principalmente nas
branquias, tornando-se uma ameaca a saude do hospedeiro, pois sua ocorréncia pode levar a
degradacdo dos filamentos e possivelmente insuficiéncia respiratoria. Seus esporos séo
caracterizados por conter duas céapsulas polares com filamentos polares interiormente,
esporoplasma e dois prolongamentos caudais (Matos et al,1999; Lom & Dykova, 1992; Matos
et al.,2001; Abdallah et al., 2007).

O género Ellipsomyxa K@IE, 2003 pertencem a familia Ceratomyxidae e ordem
Bivalvulida, é considerada um pequeno grupo constituido por algumas espécies que foram
descritas parasitando principalmente a vesicula biliar de peixes (Fiala et al., 2015; Zatti et
al.,2020; Silva et al.,2018; Ferreira et al.,2021). O parasito possui mixosporos com forma
elipsoide que contém duas capsulas polares em extremos opostos e dentro desta estrutura a
presenca de filamentos polares (Silva et al.,2018).

O cichla monoculus é um peixe amazonico do género cichla e sdo considerados nativos
da bacia amazodnica, conhecidos popularmente como tucunarés no Brasil, ° samapi’’ na

Bolivia, “’lukanani’” na Guiana Francesa, ‘° pavon’ na Venezuela e ’toekoenali’’ no
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Suriname. Os exemplares sdo utilizados em préaticas esportivas, possuem relevante valor
comercial e comumente estar presente no consumo da populagéo ribeirinha (Kullander, 2003;
Lima et al.,2021; Zacardi et al., 2021). Este artigo relata a infec¢do por mixozoarios do género
Henneguya sp. e Ellipsomyxa sp. por meio da descricao morfoldgica dos esporos encontrados
em peixes da espécie Cichla monoculus capturados no lago Sacaizal, Municipio de Pracuuba

no estado do Amap4, Brasil.
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2.2 Referencial teérico

Caracterizacdo do Hospedeiro - Familia Cichlidae, 1940 e género Cichla Block &
Schneider, 1801

A familia Cichlidae Bonaparte, 1940, pertence a ordem Cichliformes, sendo constituida
por uma ampla variedade de peixes com 202 géneros reconhecidos e aproximadamente 3.000
espécies descritas. Esta é considerada uma das principais familias de vertebrados e grande parte
dos exemplares encontram-se espalhados nas Ameéricas Central e do Sul, incluindo paises como
india, Israel, Siria, Madagascar, Sri Lanka e Africa (Kullander, 1998; Kocher, 2004; Nelson et
al., 2016).

Os peixes desta familia sdo caracterizados como organismos aquaticos avangados no
aspecto evolutivo. No entanto, suas historias evolutivas e modo de comportamento sdo
considerados bem complexos. A maioria das suas espécies apresentam o comportamento de
“’pairar’’ e nadar lentamente no ambiente e quando percebem a presenga de alimento petiscam
(Fink; Fink, 1978)

As espécies do género Cichla sdo conhecidos popularmente como tucunarés no Brasil,
“pavon’’ na Venezuela, “samapi” na Bolivia, “toekoenali” no Suriname e “lukanani” na Guiana
Francesa (Kullander, 2003). Sao peixes nativos da Bacia Amazénica e foram introduzidos em
diferentes lagos e lagoas da regido brasileira. Morfologicamente sdo caracterizados por
apresentarem linhas pretas verticais laterais ao corpo e um ocelo no peddnculo caudal
(Kullander; Ferreira, 2006). Segundo a literatura podem apresentar trés barras pretas na posicéo
vertical, com excec¢do nas espécies C. pleiozona e C. piquiti que possuem quatro e cinco barras,
respectivamente. O marcador geral de todas as espécies do género é o anel dourado circundado

em preto (Figura 1) (Sastraprawira et al., 2020).
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Figura 1 - Marcadores morfoldgicos distintos para distinguir subgrupos de Cichla spp.

Barra occipital
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Fonte: Adaptado de Sastraprawira et al. (2020)

Apresentam uma dieta que pode sofrer mudancas conforme a faixa etaria, os exemplares
jovens alimentam-se preferencialmente de insetos aquaticos, enquanto adultos sao
precisamente piscivoros (Neto et al., 2017). Outro aspecto importante é que ndo apresentam
época de reproducdo definida. Apesar disso, podem durante os periodos quentes se
reproduzirem mais e realizarem a desova de forma parcelada, ou seja, liberam apenas parte dos
seus ovos. Além disso, possuem a habilidade de construir seus ninhos e proteger sua prole que
sdo tragos caracteristicos de cuidados parentais. Esse Ciclideo requer de 11 a 12 meses para
amadurecer (Andrade et al.,2001; Brinn et al.,2005; Sastraprawira et al., 2020).

Os tucunarés (Cichla spp) séo conhecidos por possuir uma carne de qualidade com sabor
atrativo e sdo utilizados como exemplares em praticas de pesca esportiva, aspectos 0s quais
justificam sua consideravel importancia de um ponto de vista comercial (Lima et al., 2021).
Além disso, 0 género esta entre os mais procurados por pescadores do Municipio de Pracutba
—AP, também incluido como uma das op¢Ges proteicas consumidas pela populagéo ribeirinha
(Zacardi et al., 2021).

Kullander e Ferreira (2006) construiram uma revisdo do género com informacdes sobre
as caracteristicas morfoldgicas de 15 espécies (Figura 2), as quais sdo encontradas distribuidas
em bacias dos rios Amazonas, Tocantins, Oniroco e riachos pequenos que passam pela Guiana
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Francesa. Podendo também ser encontradas em bacias dos rios Parané-Paraguai, Paraiba do Sul

e Praguagu no Brasil.

Figura 2- imagens das 15 espécies de Cichla spp.
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Fonte: Willis et al. (2012).

Apesar de Kullander e Ferreira (2006) descrever 15 espécies, um estudo realizado por
Willis et al. (2012) ao investigar o perfil genético de espécies de tucunarés concluiu que existe
apenas 8 espécies ao invés de 15 e que a espécie Cichla temenses esta incluida em um clado
com C.monoculus.

O género Cichla spp. tem se tornado uma preocupacdo emergente devida seu
comportamento predatério e pode servir como meio para introduzir microrganismos
patogénicos em novos ambientes aquaticos. Como exemplo temos o0s parasitos, que precisam
apenas de um hospedeiro intermediario para se reproduzir ou continuar o seu ciclo de vida.

(Sastraprawira et al., 2020)
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Cichla monoculus (Spix & Agassiz, 1831)

A espécie Cichla monoculus possui uma vasta distribuicdo geografica que inclui a bacia
amazonica e paises como Brasil e Peru. Esta espécie por um longo tempo acabou sendo
nomeada, equivocadamente, como Cichla ocellaris. Contudo, acredita-se que grande parte das
informagdes existentes na Amazonia Central sobre C. ocellaris seria na verdade referente a
espécie C.monoculus (Santos et al., 2006; Kullander; Ferreira, 2006)

Morfologicamente a espécie € caracterizada por possuir a presenca de uma mancha
horizontal localizado na altura da base nadadeira peitoral e uma linha lateral incontinua em seus
dois lados (Figura 3), geralmente os padrdes de coloracdo e os tipos de linhas laterais sdo
algumas das caracteristicas observadas para a diferenciacdo das espécies (Kullander; Ferreira,
2006).

Figura 3 -Exemplar de Cichla monoculus oriundo do Municipio de Pracutba, estado do Amapa, Brasil.

) Fonte: Amoras (2022..
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Cichliformes
Familia: Cichidae
Subfamilia: Cichlinae
Género: Cichla
Espécie: Cichla monoculus Spix & Agassiz, 1831

Em relacdo ao comportamento alimentar conforme Rabelo; Aradjo-Lima (2002) na
Amazonia central sua alimentacdo € baseada sobretudo pela ingestdo de camardes e peixes.
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Essa semelhanca foi observada também em estudos de Neto et al., (2017) no acude Thomaz
Osterne de Alencar, onde foi realizado analise do contetido estomacal de peixes da espécie e
constatou-se que grande parte da alimentacdo era constituido pela ingestdo de camardo
Macrobrachium sp, apresentando em segundo lugar uma dieta piscivora.

Cichla monoculus é coletado em diferentes ecotopos, sendo mais comum em ambientes
de lagos de varzea. Geograficamente podem estar distribuidos no Brasil e no Peru (Figura 4).
No Peru, exemplares adultos foram capturados no decorrer da costa de lagos de varzea de aguas

brancas e negras (Kullander, 1986).

Figura 4-Distribuicdo geografica de espécies do género Cichla.
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Fonte: Sastraprawira et. al (2020).

Parasitos em peixes

Os peixes sdo considerados os hospedeiros vertebrados com a maior variedade
parasitaria, segundo a literatura isso se da devido serem os vertebrados mais antigos e por
habitarem em um ambiente que facilita o desenvolvimento, reproducédo e ciclo de vida desses
agentes (Malta, 1984). Em relacédo ao ciclo de vida pode ocorrer da forma monoxena, quando
ocorre em um Unico hospedeiro e heteroxena, quando necessitam mais de um hospedeiro para

completar seu ciclo. (Olsen, 1974).
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A ocorréncia de parasitas em peixes possui uma distribuicdo mundial, ocorrendo em
todas as espécies em diferentes habitats (Eiras, 1994). Esses agentes podem facilitar o
adoecimento do hospedeiro, estando em alguns casos relacionados com a morte indireta do
animal (Pavanelli et al., 2008). Os efeitos prejudiciais ao hospedeiro dependerdo de fatores
como: o tipo de o6rgdo afetado, especificidade do agente etioldgico, nivel de agressdo e
intensidade do agente invasor (Eiras, 2004).

A doenca infecciosa ocasionada por parasitos surge na busca de um equilibrio entre o
agente e o hospedeiro, ressaltando que dentro da linha de tendéncia a adaptacdo existe a
probabilidade de ocorrer mudancas no hospedeiro, parasito ou meio ambiente. Nesse sentido é
primordial o alcance de um novo ponto estavel de equilibrio. Quando ha um equilibrio entre
parasito-hospedeiro, o animal ndo é grandemente prejudicado (Ferreira, 1973).

Os ictioparasitos podem ser encontrados em sua grande maioria nas visceras, podendo
ser eliminados durante a etapa de limpeza do pescado na industria, porém existem alguns que
se alojam na musculatura, tornando-se um risco ao consumidor, principalmente quando s&o
consumidos mal cozidos ou crus. (Rodriguez, 1998; Ubeira et al., 2000; Lorenzo, 2000).

Dentre a diversidade de parasitos em peixes, temos 0s microparasitos que sdo
organismos microscopicos que vem sendo descrito por pesquisadores em diferentes espécies de
peixes, incluindo peixes de importancia comercial (Velasco et al.,2012; Matos, 2018; Santiago
etal., 2012; Molnér et al., 1991), dentre eles podemos citar os mixozoarios da classe Myxozoa

e coccideos do filo Apicomplexa.

Classe Myxozoa grassé, 1970 - Aspectos gerais

Os parasitos da classe Myxozoa sdo descritos como cnidarios microscépicos,
endoparasitos obrigatdrios altamente especializados e multicelulares. Sdo constituidos por
células eucariotas com algumas diferencas, tais como: auséncia de centriolos e flagelos. Os
hospedeiros desse grupo pode ser animais invertebrados (anelideos e briozoarios) e vertebrados
(geralmente peixes) (Kent et al.,2001; Canning, Okamura et al., 2004; Lom, Dykova, 2006).

Os mixozoéarios podem apresentar diferentes formas e tamanhos (Figura 5) estando
distribuidos em ambientes marinhos e de agua doce. A grande maioria é considerado
patogénico, podem apresentar-se em forma de cistos ou plasmaodios, encontrados alojados em
diferentes drgdos e tecidos do hospedeiro, como: rim, figado, intestino, branquias, pele, gdnadas
e outros (Lom; Dikova, 2002; Eiras, 1994; Békésl et al., 2002; Feist; Longshaw, 2006).
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Figura 5-Representantes de géneros de principais morfotipos de mixosporos. (a) Myxobolus, (b) Henneguya, (c)
Ceratomyxa, (d) Myxidium, (e) Thelohanellus, (f) Kudoa (quatro valvas), (g) Kudoa (seis valvas), (h)
Chloromyxum, (i) Sphaerospora, (j) Sphaeromy (k) Zschokkella.

Fonte: Fiala et. al (2015).

Este grupo possui cerca de 50 géneros descritos e sdo divididos em duas subclasses
Myxosporea e Malacosporea. O primeiro possui esporos com valvas rigidas, podendo ser
encontrados em anelideos e peixes e 0 ultimo contém esporos sem rigidez que podem estar
infectando briozoarios e peixes também. Outro aspecto importante é que a classe Myxosporea
é formada por duas ordens: Bivalvulida, a qual é caracterizado por apresentar esporos com duas
valvas e geralmente também duas capsulas polares e Mulivalvulida formada com mais de duas
valvas e capsulas polares (Neverov et al., 2023; Lom; Dikova, 2006)

Os mixozoarios tém despertado a atengdo de muitos pesquisadores, devido estar
relacionado com causa de graves doencgas em peixes de cultivo e selvagens. A situa¢do quando
recorrente pode gerar impactos econémicos negativos, sendo que a aquicultura é um dos setores
gue tém avancado no crescimento e abastece parte da producdo mundial de alimentos.
Acredita-se que a gravidade das doencas causadas por esses organismos em peixes pode estar
associada com as mudangas climaticas que resultam no aumento da temperatura da dgua onde

vivem (Okamura et al., 2015).
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Ciclo de vida

O ciclo de vida ocorre atraves de dois hospedeiros: invertebrados (anelideo e
briozoarios) e vertebrados (maioria peixes). O primeiro € designado como hospedeiro definitivo
e 0 segundo hospedeiro intermediario (Figura 6). Estudos demonstram que 0s peixes sdo
infectados por meio do contato com esporos denominados actinosporos (Okamura; Gruhl,
2015)

Os actinosporos sdo liberados na agua através das fezes dos hospedeiros invertebrados,
quando ocorre 0 contato desses esporos com o hospedeiro vertebrado, a estrutura do tabulo
polar é aderida e prende-se no mesmo. Apds a fixacéo, os actinosporos liberam esporoplasmas
que sdo células ameboides infecciosas (Figura 7). Esporoplasmas penetram no tegumento do
hospedeiro e passam por varias divises celulares, alcancado o tecido alvo da infeccdo. No
peixe infectado € desenvolvido ‘’mixosporos’” que sdo liberados na agua por meio de
excregdes, rompimento de cistos das branquias e pele ou através da morte do peixe parasitado
(Wolf; Warkiw, 1984; Gilbert, Granath, 2003; Bartholomew et al., 2006).

No ambiente aquéatico esses mixosporos liberados podem entrar em contato com
anelideo, quando isso acontece os tubulos polares do esporo se fixam, as valvas que estdo
presentes nos mixdsporos se abrem e o esporoplasma € liberado, penetrando assim nas células
do tecido epitelial intestinal do anelideo. No local acontece a formacdo do parasito até a
formacdo dos esporos (actinosporos). Esses esporos quando atingem a fase de maturacédo sédo
encaminhados para limen do intestino e juntamente com as fezes ou por meio da morte do
animal contaminam a &gua. Quando ha o contato com hospedeiro suscetivel inicia-se

novamente o ciclo (Lom; Dykov4, 1995; Dykova, 2006).
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Figura 6- (a) peixe, (b) esporo eliminado pelo peixe. (¢) Oligoqueta contaminado, (d) actinosporo

eliminado pelo oligoqueta.

Fonte: Békesi et. al (2002).

Figura 7— (A) Regido apical do actinosporo na superficie do hospedeiro do peixe, (B) Descarga de filamento polar
apos estimulo mecénico de contato. (C) Aducdo (seta) do apice do actinosporo para contato préximo com a
superficie do hospedeiro (D) Abertura das valvulas (seta). (E) Liberacdo do “’endésporo’ anexado. (F)
Emergéncia ativa do esporoplasma. (G) Esporoplasma totalmente emergido deixando a bainha do “’enddsporo’’
na superficie do hospedeiro. (H) Penetracdo do esporoplasma no tegumento do hospedeiro e movimentagao para

camadas mais profundas.
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Fonte: Kallert et. al (2007).
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Género Henneguya Thélohan, 1892

O género Henneguya sp. possui distribuicdo mundial e inclui um amplo nimero de
espécies de mixozodrios que infectam peixes de ambientes de agua doce e marinhos. Estudos
descrevem a ocorréncia do género em peixes Amazonicos, sendo encontrado infectando
principalmente a regido das branquias (Matos et al.,1999), tornando-se um grande risco a satde
do hospedeiro, pois a infeccdo pode causar degradacdo dos filamentos e consequentemente
insuficiéncia respiratoria (Lom; Dykov4, 1992).

Conforme Rangel et al. (2023) entre 2012 a 2022 ja foram descritos um total de 254
espécies neste grupo. Geralmente, as descrigdes taxondmicas baseiam-se na combinacgdo das
seguintes analises: morfologia dos mixdsporos, local de infeccdo tecidual, dados moleculares,

especificidade do hospedeiro, habitat e localizacdo geografica.

Descrigdo Taxondmica (Jorge et al., 2022):
Filo Cnidaria Verrill, 1865.
Subfilo Endocnidozoa Schuchert, 1996.
Classe Myxozoa Grassé, 1970.
Subclasse Myxosporea Biitschli, 1881.
Ordem Bivalvulida Shulman, 1959.
Familia Myxobolidae Thélohan, 1892.
Género Henneguya Thélohan, 1892

Morfologia

Para classificacdo taxonémica em nivel de género é observado as caracteristicas
morfolégicas do esporo, sendo essa estrutura formada por inimeras células que se organizam e
formam o esporo (Junior, 2012). Essa estrutura apresenta duas capsulas polares que contém no
interior filamentos polares e um esporoplasma que sdo células binucleadas, ou seja, apresenta
dois nucleos. Além disso, possuem duas caudas por meio do prolongamento das valvas,
conforme a figura 8 (Matos et al.,2001; Abdallah et al.,2007).

Em casos de diferenciacdo das espécies, caracteristicas como: dimensdo das capsulas
polares, contagem de voltas dos tubos polares e outros aspectos séo analisadas para descri¢éo

em nivel de espécie (Matos et al., 2001).
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Figura 8— Desenho esquematico de esporos de Henneguya guanduensis n. sp.; A) capsulas
polares, B) filamentos polares, C) esporoplasma, D) nucleo e E) cauda (= 10 pm)

Fonte: Abdallah et. al (2007)

Estudos de Henneguya spp. no Brasil

O género apresenta inimeras descricdes em peixes da regido brasileira. Em Cichla
monoculus duas novas espécies de Henneguya foram descritas por meio de analises
moleculares: Henneguya tucunarei, encontrado em filamentos branquiais e Henneguya
jariensis no tecido mole das nadadeiras. Os mesmos pesquisadores também descreveram outra
nova espeécie (Henneguya tapoensis) nos filamentos branquiais da espécie Cichla Pinima. (Zatti
etal., 2018). Em Cichla temensis parasitos da espécie Henneguya paraensis foram encontrados
parasitando as brénquias (Velasco et al., 2016). H& descricbes também de Henneguya
tapariensis em Piaractus Brachypomus (Capodifiglio et al., 2020). No mesmo ano em
especimes de Acara bicudo (Satanoperca jurupari) oriundos do rio Curiald da cidade de
Macapa-AP pesquisadores descobriram uma nova espécie denominada Henneguya sacacaensis
(Ferreira et al.,2020). Velasco et al., (2015) identificaram infeccdo no tecido 6sseo dos
filamentos braquiais do brague amazénico (Hypophthalmus marginatus) ocasionado pelo

parasito do género Henneguya . Neste estudo cerca de 80% dos peixes analisados possuiam
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cistos de coloracdo esbranquicadas e as analises histopatol6gicas comprovaram a ocorréncia de
necrose no local da infec¢do. Diversos outros estudos descrevem o parasitismo por Henneguya
spp. em peixes no Brasil (Carvalho et al.,2020; Azevedo et al., 2011; Adriano et al.,2012).

Género Ellipsomyxa K@IE, 2003

O género Ellipsomyxa sp. sdo considerados um pequeno subgrupo de mixozoarios que
pertencem a classe Myxosporea e Familia Ceratomyxa, que podem infectar peixes de dgua doce
e marinhos com sitio de infecgdo geralmente na vesicula biliar desses animais (Lom; Dykova,
2006; Kgie, 2003). A descricdo das espécies do género ainda sdo escassas comparadas com 0s
outros grupos de mixozoarios, possuindo apenas 15 espécies atualmente descritas (Chandran et
al.,2020).

Descricao taxondmica (Azevedo et al.,2013):
Classe Myxosporea Butschli, 1881
Ordem Bivalvulida Shulman, 1959.
Familia Ceratomyxidae Dolflein, 1899
Género Ellipsomyxa Kgie, 2003

Morfologia

Os mixdsporos maduros do género sdo considerados bivalvulares, possuindo duas
capsulas polares esféricas idénticas localizadas nas extremidades do esporo com filamentos que

descarregam em direcdo opostas (Chandran et al.,2020) conforme a figura 9.

Figura 9— Desenho esquematico de Ellipsomyxa amazonenses n.sp. encontrado parasitando
Brachyplatystoma rousseauxii. SL= comprimento dos esporos; SW= largura do esporo. Barras=5 pm)

Fonte: Zatti et. al (2018)
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Estudos de Ellipsomyxa spp. no Brasil

Conforme estudos pesquisadores tem descrito espécies do género em peixes
amazonicos. Em achados de Figueredo et al. (2023) uma espécie denominada Ellipsomyxa
santarenensis n.sp. foi encontrado infectando a vesicula biliar de peixes ciclideos ornamentais
da Amazonia. Esporos maduros foram encontrados flutuando livremente na bile do hospedeiro
Brachyplatytoma rousseauxii, conhecido popularmente como ’dourada’, as analises
moleculares da investigacdo concluiu que tratava-se de uma nova espécie: Ellipsomyxa
amazonenses n.sp (Zatti et al.,2018). Silva et al. (2018) descreveu o parasitismo por
Ellipsomyxa arariensis n.sp em Pygocentrus nattereri e Pimelodus ornatos oriundos da ilha do
Marajo. No estado do Amapa exemplares de Satanoperca jurupari coletados no rio Curiad
foram investigados e cerca de 81% estavam parasitados por um novo parasito nomeado de
Ellipsomyxa tucujuensis n.sp com infeccdo na vesicula biliar (Ferreira et al.,2021). Azevedo et
al. (2013) descreve a espécie Ellipsomyxa gobioides n.sp. na vesicula biliar do hospedeiro
Gobiodes broussonnetii. Em estudos de Zatti et al. (2020) duas novas espécies de Ellipsomyxa
foram descritas em Plagioscion squamosissimus e Cichla monoculus na vesicula biliar de

ambos hospedeiros.

Filo Apicomplexa- Levine, 1970- Aspectos gerais

O nome Apicomplexa originou-se de dois termos latinos: ‘’apice’’ que significa “’topo’’
e “’complexo’’ que se refere a <’dobras’’. E caracterizado como grupo de parasitos Alveolato,
intracelular obrigatdrio do reino protista, constituido por mais de 6.000 espécies que parasitam
animais vertebrados e invertebrados. Esses parasitos possuem um complexo apical que contém
um conjunto de organelas que ajudam no processo de penetragdo na célula do hospedeiro
(Votypka et al.,2016).

Os parasitos deste grupo que infectam peixes podem ser segmentados em dois grupos
primordiais: o Coccidia Leuckart 1897, que pode ser encontrado parasitando varios érgdos do
hospedeiro e 0 Hematozoa Vivier 1982, que sucede nas células sanguineas do animal (Eiras et
al.,2016). Dentre os coccideos descritos em peixes, temos os apicomplexas do género
Calyptospora spp. (Acosta et al.,2016).
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Ciclo de vida

O ciclo de vida dos parasitos apicomplexa geralmente comeca com a liberagdo do
esporozoito do oocisto, esse evento normalmente acontece no conteddo intestinal do
hospedeiro. Sendo o esporozoito considerado o estagio infectante que ao encontra-se com a
célula do hospedeiro penetra através do seu complexo apical dando inicio a infeccao (Votypka

et al., 2016), conforme a figura 10.

Figura 10 — Invasdo do esporozoito em uma célula hospedeira. (a) contato primario do esporozoito sem
orientacdo; (b) fixacdo seguida de reorientacdo apical; (c) inducéo do parasitdforo vactolo; (d) translocagdo do
esporozoito para vactolo
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Fonte: Votypka et. al (2016)

Dentro da célula hospedeira o esporozoito transforma-se em esquizonte e gera varios
merozoitos (merogenia), esse acontecimento trata-se da fase assexuada, conhecida também com
merogonia ou esquizogonia. Posteriormente, ocorrera a fase sexuada onde sera formado o0s
gametas que se unirdo dando origem ao zigoto (gametogonia). Aparti do zigoto serd formado o
oocisto, onde estardo contidos os esporozoitos (esporogonia). Com a liberagdo do esporozoito
e penetracdo na célula do hospedeira, o ciclo infeccioso pode inicia-se novamente. A
transmissdo pode ser de forma direta que ocorre pela ingestdo dos oocistos ou indireta por meio

de hospedeiros intermediarios (Eiras, 1994).

Género Calyptospora Overstreet, Hawkins e Fournie 1984,

O género Calyptospora spp. € um microparasito do filo Apicomplexa que pode ser
encontrado em moluscos e peixes. A infeccdo pelo agente pode levar a lesdes no figado e alterar
a coloracdo normal do tecido, podendo os lobos hepaticos ficarem geralmente com manchas

acinzentadas (Bonar et al.,2006; Ramos et al.,2018).
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Descrigdo taxondmica (Silva et al., 2020)

Filo Apicomplexa Levine, 1970.
Subfilo Conoididas Levine, 1988
Classe Coccidia Leuckart, 1879
Ordem Eucoccidiorida Leger e Duboscq, 1910
Subordem Eimeriorina Leger, 1911
Familia Calyptosporidae Overstreet, Hawkins & Fournie, 1984
Género Calyptospora Overstreet, Hawkins & Fournie, 1984
Morfologia

A morfologia do género Calyptospora sp. pode ser observado por meio da visualizagao
do oocisto com auxilio de um microscopio de luz (ML). Essa estrutura contém quadro
esporocistos, sendo que cada um é coberto por um véu membranoso e no interior de cada
esporocistos ha dois esporozoitos. A estrutura externa dos esporocistos pode ser observada em
maiores detalhes por meio da técnica de microscopia eletrénica de varredura (MV) onde sera
possivel visualizar a linha de sutura e os esporopddes, conforme a figura 10 (Azevedo, et al.,
1995; Oliveira et al., 2021).

Figura- Desenhos esquematicos do oocisto e do esporocisto, respectivamente. A: Oocisto contendo 4
esporocistos, cada um circundado por um véu membranoso (seta) e contendo dois esporozoitos (sz); B:
Detalhes da estrutura externa dos esporocistos, com presenca de sutura(s) e esporopédes (spp).

Fonte: Oliveira et. al (2021)
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Estudos de Calyptospora sp. no Brasil

Grande parte das descricdes de calyptospora sp. foram realizadas no Brasil em peixes
Amazonicos. Em Cichla ocellaris pesquisadores detectaram a presenca de oocistos esporulados
de calayptospora sp. no figado dos animais analisados, os achados também relataram o
desenvolvimento de infec¢do no orgdo (Békési; Molnar, 1991). Em exemplares da espécie C.
temensis, coletados no rio Tocantins-PA, estudos mostram a ocorréncia de coccidiose hepatica
e pancreética vinculado ao parasito do género Calyptospora, detectados por meio de analises
micro e macroscopica (Velasco et al.,2012). Outro estudo realizado no mesmo hospedeiro em
peixes oriundos da Ilha do Marajé constatou parasitismo em pregas hepaticas dos animais,
sendo que o maior numero de infeccdo ocorreu durante o periodo chuvoso (Santiago et al.,
2012).

Recentemente, Silva et al. (2018) por meio de analise morfolégica e molecular
descreveu uma nova espécie o Calyptospora paranaidji encontrado no tucunare azul (C.piquiti)
coletado no rio Tocantins-PA. Na mesma regido uma nova espécie do género denominado
Calyptospora gonzaguensis foi descrita em um peixe tropical amazonico (Silva et al., 2020).
Apesar das descri¢es ainda serem consideradas poucas, estudos comprovam a existéncia do
parasitismo deste género em peixes amazonicos da regido brasileira (Silva et al., 2012; Ramos
et al., 2018; Negrao et al., 2019)

A importancia das técnicas de microscopia eletrdnica, histologia e biologia molecular

em estudos de parasitologia de peixes

Para o conhecimento e descoberta dos tipos de parasitos que vivem nos peixes, 0S
pesquisadores utilizam-se de ferramentas que auxiliam na identificacdo em nivel de género e
espéecie. Alguns géneros podem ser identificados através das caracteristicas morfoldgicas
observadas em ML e em maiores detalhes em MEV e Transmissao (MET), os quais utilizam-
se de feixes de elétrons ao invés de fotons, que possibilita uma melhor visualizacéo de detalhes
estruturais que ndo podem ser observadas em ML (Rocha et al., 2017). Segundo Matos et al.
(1999) inameros trabalhos referentes a microparasitos, utilizam-se das técnicas de microscopia
eletronica, pois a ferramenta permite estabelecer as semelhancas e diferengas utraestuturais que

séo de grande importancia para identificagéo.
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Em nivel de espécie as descricbes vém sendo realizada precisamente por meio de
analises moleculares que é uma das ferramentas que tem se mostrado Util para compreensdo das
relacdes filogeneéticas e descricdo de espécies ainda ndo descritas pela literatura. O marcador
molecular mais utilizado neste tipo de analise ¢ 18S, considerado altamente conservado e
adequado em estudos moleculares de diferentes espécies (Clark, 2006; Zatti, 2013).

Conforme alguns estudos os primers utilizados na amplificacdo de DNA por meio da
técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para parasitos do género Calyptospora spp.,
geralmente ¢ 0 18 E (5’-CTG GTT GAT CCT GCC AGT) e Coc2r (5° CTT TCG CAG TAG
TTC GTC) (Wilpps et al., Silva et al.,, 2019; 2012; Silva et al.,2020). No entanto, em
mixozoarios do género Henneguya sp. os primers utilizados geralmente no inicio do
sequenciamento podem ser o ERIB1(ACCTGGTTGATCCTGCCAG) e ERIB10
(CCTCCGCAGGTTCACCTACGG), seguidos por primers especificos durante a segunda
etapa. (Rosser et al.,2014; Chaudhary et al., 2017; Azevedo et al., 2021). Ha também a
utilizacdo dos primers MC5/MC3 durante a amplificagdo do DNA neste género (Velasco et
al.,2016).

A aplicacdo de analises histopatoldgicos também vem sendo utilizado em estudos de
parasitologia em peixes , pois trazem informacdes sobre as causas principais e secundérias das
patologias que acometem as populacgdes, tendo como objetivo avaliar as lesdes e impactos
teciduais, bioquimico, fisioldgico, comportamental ou metabdlico desses animais aquaticos em
virtude a exposicdo de agentes externos, sendo Util para avaliar os maleficios ocasionados no
tecido pelo parasitismo no local de infecgcdo (Videira et al., 2013). A utilizag&o de um conjunto
de ferramentas que auxiliam na identificacdo, quando utilizadas juntas aumentam a

confiabilidade e qualidade dos resultados (Moreira, 2013).
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2.3 Material e métodos

2.3.1 Coleta e analise de espécimes

Exemplares de Cichla monoculus foram coletados no lago Sacaizal, localizado no
Municipio de Pracutba, Amapa, Brasil e adquiridos mortos de pescadores artesanais residentes
da regido. Foram realizadas duas coletas de campo no periodo de Maio e Julho de 2023 com
aquisicdo de 9 peixes no total. Sob autorizagdo da CEUA (n°: 9229270723) com cadastro na
SISBIO\ICMBIO (n° 89522) e SINGEN (n° A326EDS).

Apos a coleta os peixes foram acondicionados em caixas isotérmicas e transportados ao
laboratério de Interacdo Morfo-molecular e Tecnologias (LIM 2T) da Universidade Federal
Rural da Amaz6nia em Belém-Para, onde foram necropsiados para realizagdo do exame
parasitologico em estereomicroscopio na busca de cistos e\ou lesdes em toda superficie
corporea e 6rgdos internos. Os achados foram confirmados em microscopia de Luz (ML) com
a utilizacdo de laminas frescas. Os esporos de Ellipsomyxa sp. foram coradas em Giemsa e

posteriormente fotodocumentados.

2.3.2 indice de prevaléncia do parasitismo

A determinacdo da incidéncia do parasitismo (%) foi obtida conforme a equacdo de
Bush et al. (1997):

P=(HI\HE) x 100

P= Prevaléncia;

HI= Ndmero total hospedeiros infectados;

HE= NUmero de Hospedeiros examinados

2.3.3 Andlise Morfométrica

Foram obtidos a média em micrometros (um) das imagens dos esporos de Henneguya
sp. e Ellipsomyxa sp. com a utilizacdo do software ImageJ (Schneider et al.,2012). Foram
avaliadas as seguintes variaveis em ambos os géneros: Comprimento do esporo (CE), largura
do esporo (LE), Comprimento da céapsula polar (CCP) e largura da Capsula polar (LCP). Em

mixosporos de Henneguya sp. foram também avaliados o tamanho total (TT) e comprimento
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da cauda (CC). Os resultados obtidos foram comparados com tamanhos morfométricos
disponiveis na literatura e baseado nestes dados foi realizado a andlise de componentes
principais (PCA) com software PAST 3.0 (Hammer et al.,2001).

2.3.4 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

Fragmentos da branquia com cistos de Henneguya sp. foram fixados em glutaraldeido
5%, tamponado com cacodilato de sdédio a pH 7,2 por 3 horas em temperatura de 4°C.
Posteriormente, a preparacdo foi lavada na mesma solugéo de tampao por 2 horas e fixados em
tetroxido de ésmio a 2% no tampdo por 2 horas & 4°C. Em seguida, o material foi desidratado
em série crescente de etanol e 0xido de propileno até secagem ao ponto critico, metalizados
com ouro e fotografados em microscopia eletronica de varredura com canhdo de elétrons
FEG(Fiel emission gun) no Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), localizado em Belém,

estado do Paré, Brasil.

2.5 Resultados

2.5.1 Microscopia eletronica de luz e ultraestrutura

Os espécimes analisados apresentavam infeccao por mixozoarios do género Henneguya
sp. e Ellipsomyxa sp., a prevaléncia correspondeu a 33% para ambos. Na regido das branquias
foram constatados varios cistos que ao serem rompidos e observados em Microscopia de luz
(ML) mostraram semelhancas morfoldgicas ao parasito Henneguya sp., onde foi possivel
observar o corpo do esporo contendo duas capsulas polares interiormente e o prolongamento
caudal (figura 1-4). Foram registrados a presenca de aglomerados de esporos maduros (Figural-
2) e formas imaturas (Figura 1-3). Os mix6sporos maduros possuiam um comprimento total
(TT) de 27,46 £3,3 um. O comprimento do corpo do mixosporo média 12,46 um +1,5e 3,96 +
0,6 um de largura. O comprimento da cauda (CC) correspondeu a 14,57+£3,0 um e as capsulas
polares possuiam o comprimento e a largura de 3,1 £0,9 um e 1,5 £0,5 um, respectivamente.
As observacdes em microscopia eletrénica de varredura revelaram com maior precisao os dois
prolongamentos caudais (figura 2-1) e detalhes estruturais do corpo do esporo (figura 2-3).
Além disso, foi possivel observar os nematocistos liberados e a linha de sutura no esporo (figura
2-2).
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Figura 1- (1) Microscopia a fresco do parasito Henneguya sp. na branquia de cichla monoculus, marcando
aglomerados dos mixoésporos (*), escala 10 um. (2) Esporos maduros, com destaque ao corpo do parasito (setas),
escala 10 um. (3) Esporos, com destaques a formas imaturas (setas), escala 5 um. (4) Henneguya sp., com visao

ao corpo do esporo (T), capsulas polares (CP) e prolongamento caudal (SB), escala 5 um.

: ; LN Y "‘f
Figura 2— (1) visualizacdo em Microscopia eletronica de varredura do parasito Henneguya sp. na branquia
de Cichla monoculus, com destaque nas duas caldas (T), escala 5 um. (2) Mixospéro, com destaque ao
nematocisto liberado (seta) e marcando a linha de sutura (*), escala 5 um. (3) Esporo maduro em MEV,

com destaque ao corpo do parasito mostrando detalhes da estrutura (SB), escala 5 pm.
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A infeccdo por Ellipsomyxa sp. foi detectada na vesicula biliar dos exemplares
investigados. Por meio de Microscopia de luz (ML) foi possivel visualizar a presenca de esporos
maduros de formato elips6ide que continham duas cépsulas polares em direcdo opostas (Figura
1-1,2), os quais correspondem as caracteristicas morfoldgicas do género. O esporo possuia 0
comprimento (CE) meédio de 11,8+0,2 um e largura (LE) de 6,7+ 0,4 um. As cépsulas (CCP)
mediam 2,4+0,3 um de comprimento e 2,2 +0,3 um de largura (LCP).

Figura 3 — (1) Esporo de Ellipsomyxa sp. da vesicula biliar da espécie cichla monoculus visualizado em
microscopia de luz (ML), em destaque o esporo maduro em forma elipsoide (seta), escala 5 um. E as duas capsulas
polares (CP), escala 10 um. (2) Ellipsomyxa a fresco em coloragdo Giemsa, marcando os esporos (*), escala 10

um.

2.5.2 Andlise morfométrica

Dados métricos obtidos da morfologia dos esporos dos mixozodarios encontrados no
presente estudo foram comparados (Tabela 1 e 2). A analise de componentes principais (PCA)
do género Henneguya (Figura 4), demostrou que a maior similaridade foi observada no tamanho
total (TT) posicionada no componente 1, a qual correspondeu 84,3% da variancia. E em relacdo
ao componente 2 a varidvel representativa foi o comprimento da cauda (CC) com 15% da
variancia. O esporo do parasito apresentou proximidade morfométrica em relacdo ao tamanho
total (TT) com a espécie H.visibilis e H. rotunda. (Figura 4-2). Apesar da semelhanca neste
parametro, é fundamental para obtencdo de resultados taxondmicos mais precisos a

complementacdo por meio de analises moleculares (Fiala et al.,2015).
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Tabela 1-Comparacdo do tamanho (um) do esporo de Henneguya sp. em diferentes espécies de peixes. TT: tamanho total, CCO:

Comprimento do corpo do esporo, LCO: Largura do Corpo do esporo, CC: comprimento da cauda, CCA: Comprimento da capsula

polar; LCA: Largura da capsula polar.

Espécie TT cco LCO cC CCA LCA Hospedeiro Local de infeccéo Autores
Henneguyasp. 27,4+3,3 12,44¢15 39+0,6 14,5+30 3,1+0,9 1,5¢0,5 C.monoculus Branquia Presente estudo
H.tapajoensis 54,6 16,4 7 39 4,2 2,1 C. pinima Nadadeiras Zatti et al.(2018)
H.jariensis 46,7 13,4 6,5 33,2 4 2 C. monoculus Branquia Zatti et al.(2018)
Velasco et
H.paraensis  42,3+0,65 12,8+0,42 8,6+0,32 29,5+0,73 7,449,16 2,6 C.temensis Branquia al.(2016)
Nadadeiras e arco Moreira et
H. rotunda 23,6+1,1 7,1#0,2 5,6+0,2 16,4+1,2 3,440,2 1,840,1 S.brasiliensis branquial al(2014)
Moreira et
H.visibilis ~ 26,8+1,1 10,8#0,6 3,9+0,2 18t1,2 4,9+0,3 1,4+0,1 L.obtusidens Nadadeiras al(2014)
Filamentos Figueredo et
Henneguya sp. 61,9 38,2 5,8 23,7 6,1 1,9  M.hypsauchen branquiais al.(2019)
Vieira et
H.lacustris 18,3 10,4 4,9 7,2 4,8 1,5 A. lacustris Branquia al.(2020)
Astyanax Chinh et
H. lata 19,3+t1,4 9,9¢05 6,7¢0,3  10+#1  3,2#0,2 1,940,2 Latus Lamelas branquiais al.(2021)
Fonte: Amoras (2024).
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Figura 4- (1) Anélise dos componentes principais (PCA) do parasito Henneguya sp. Correlagdo dos pardmetros

morfométricos das espécies. Comprimento do esporo (CM), Comprimento da capsula polar (CCP), largura da

capsula polar (LCP), largura do esporo (LM), comprimento da cauda (CC).
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Em relacdo a analise de componentes principais do Ellipsomyxa sp. o estudo constatou

que o componente 1 foi influenciado pelo comprimento dos esporos (CE) com 81,3% da

varianca. E o componente 2 pela variavel da largura da capsula polar (LCP) que correspondeu

a 15% (figura 5). Ou seja, a maior proximidade foi observada com as espécies E.paraensis e E.

plagioscioni correlacionado ao comprimento do esporo. As comparagfes com outras espécies

foram descritas na tabela 2.

Tabela 2-Comparagdo da média (um) do esporo de Ellipsomyxa sp. na vesicula biliar em peixes na regido brasileira

descritos na literatura. CE: Comprimento do esporo, LE: Largura do esporo, CCP: Comprimento da capsula polar, LCP:

Largura da céapsula polar.

Local de
Espécie CE LE CCP LCP Hospedeiro infeccdo Autores
Ellipsomyxa
sp. 11,8+0,2 6,7£0,4 2,4+0,3 2,2+0,3 C.monoculus Vesicula biliar Presente estudo
E.paraensis 11,5 7,5 3,2 2,6 C.monoculus Vesicula biliar Zatti et al.(2020)
P.
E.plagioscioni 11,1 6,6 3,8 2,8 squamosissimus  Vesicula biliar Zatti et al.(2020)
Chandran et al.
E.ariusi 9+2,0 7,1+0,7 2,1+0,3 1,610,4 Arius arius Vesicula biliar (2020)
Ferreira et al.
E.tucujuensis 10,11 7,81 3,12 2,5 S. jurupari Vesicula biliar (2021)
E.amazonesis 12,8 7,6 3,8 3,1 B. Rousseauxii ~ Vesicula biliar Zatti et al. (2018)
P. ornatus e P.
E.arariensis 12,6 7,3 3,5 2,6 natterer Vesicula biliar Silva et al.(2018)
Azevedo et
E.gobioides 6,8 7,2 4,6 2,5 G. broussonnetii ~ Vesicula biliar al.(2013)
Fonte: Amoras (2024).
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Figura 5 -(1) Analise dos componentes principais (PCA) do parasito Ellipsomyxa sp. Correlagdo dos parametros

morfométricos das espécies. Comprimento do esporo (CE), Largura do esporo (LE), Comprimento da capsula

polar (CCP), largura da capsula polar (LCP).
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2.6 Discussao

No estudo, a prevaléncia do Henneguya sp. nas brénquias de exemplares de Cichla
monoculus analisados foi de 33%, comparado com investigacdes realizadas em hospedeiro da
mesma espécie, oriundos do municipio de vitoria do Jari- AP que apresentou uma taxa de 17%
da infeccdo, demostra que a prevaléncia da presente pesquisa se mostrou maior (Zatti et
al.,2018). Em relatos de Velasco et al. (2016) cerca de 60% dos espécimes de C. temensis
analisados estavam parasitados e 45,4% dos peixes C.pinima examinados apresentavam
também a infeccdo nas nadadeiras (Zatti et al.,2018). Correlacionando com os dois Ultimos
estudos citados em peixes do Cichla spp. a prevaléncia mostrou-se menor. O percentual mais
préximo foi detectado em Acanthopagrus latus com 26,7% dos peixes parasitados por H. lata
na regido das branquias (Chinh et al., 2020). A infeccdo pelo género geralmente € detectado
nas nadadeiras, branquias, arco, lamelas e filamentos branquias (Moreira et al.,2014; Figueredo
et al.,2019; Vieira et al.,2020).

A andlise morfométrica do parasito demostrou divergéncia com alguns parametros,
conforme as comparagdes descritas na tabela 1. A maior semelhanca foi observada no tamanho
total do esporo (TT) que correspondeu a 27,4 um e aproximou-se com a média do esporo de
H.visibilis e H. rotunda que apresentaram 26,8 um e 23,6 um, respectivamente. O esporo com
tamanho superior foi descrito por Figueredo et al. (2019) em filamentos branquiais de
M.hypsauchen com cerca de 61,9 um. Em relacdo ao comprimento do corpo do mixdsporo a
média de 12,4 um , assemelhou- se com tamanho do H. paraensis (12,8 um) descrito por
Velasco et al. (2016) em C.temensis, também observou-se proximidade com H. jariensis que
apresentou o comprimento de 13,4 um. A Largura do mixdsporo correspondeu a 3,9 um,
mostrou-se equivalente a média do H.visibilis com 3,9 um, conforme achados de Zatti et al.
(2018). O comprimento da cauda (CC) foi de 14,5 um e entre as espécies citadas apresentou
maior similaridade com H.rotunda sendo também observado semelhancas em relacdo ao
comprimento da cépsula polar de 3,1 um com H. lata que apresentou 3,2 um (Moreira et
al.2014; Chinh et al.2020). A largura da capsula polar do esporo expressou o tamanho médio
de 1,5 um e aproximou-se com a maioria das espécies descritos na tabela 1. No entanto, apesar
das semelhancas para uma classificagdo taxonémica mais precisa é necessario a utilizacdo
biomarcadores moleculares para descri¢cdo em nivel de espécie (Clark, 2006; Fiala et al.,2015,
Fiala & Bartosova, 2010).

A prevaléncia do parasitismo por Ellipsomyxa sp. em cichla monoculus também

correspondeu a 33% nas andlises, tendo a vesicula biliar como sitio de infeccdo. Em
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investigacOes de Figueredo et al. (2023), a mesma porcentagem foi relatada em 33,3 % dos
exemplares de S jurupari parasitados por E. santarenensis spp. A literatura também descreve o
parasitismo em peixes da espécie C.monoculus em achados de Zatti et al.(2020) com uma
prevaléncia menor de 3% por E.paraensis. Uma prevaléncia com achados préximos que
corresponderam a 25%, 20% e 23% foram relatados em P. ornatos, P.natterer e B. Rousseauxll,
respectivamente. (Silva et al.,2018; Zatti et al.,2018). E no estado do Amapa um indice alto da
infeccdo (81%) foi descrita por Ferreira et al. (2021) em S. jurupari por E.tucujuensis spp.

Os parametros morfométricos obtidos mostrou que as varidveis analisadas
apresentavam valores dentro da média comparada com outras espécies, conforme a tabela 2. O
comprimento do esporocisto (CE) correspondeu a 11,8 um e assemelhou-se com a média de
comprimento do esporo de E. paraensis (11,5 um) e E.plagioscioni (11,1 um), conforme os
achados de Zatti et al.(2020) em hospedeiros de C. monoculus e P.squamosissimus,
respectivamente. A largura do esporo (LE) equivaleu a 6,7 um, sendo outra varidvel também
préxima ao E. plagioscioni que apresentou 6,6 um. Foram observadas correlacdes também
sobre a largura da capsula polar (LCP): o género do presente estudo apresentou 2,2 um, valor
préximo com as descricdes de Zatti et al.(2020); Ferreira et al.(2021); Silva et al.(2018) e
Azevedo et al.(2013) em espécies de Henneguya sp. No entanto, em relacdo ao comprimento
da cépsula polar (CCP) a maior similaridade foi observada em estudos Chandran et al.(2020).

2.7 Conclusao

Cichla monoculus é uma espécie de importancia comercial e conforme os achados do
presente estudo estar sobre o risco de infec¢do por mixozoarios do género Henneguya sp. e
Ellipsomyxa sp., 0s quais podem prejudicar a salde da espécie, sendo que este é o primeiro
registro desses microparasitos em Cichla monoculus oriundos do Municipio de Pracuuba,

Amapa, Brasil.
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RESUMO

O Tucunaré (Cichla sp.) é um peixe amazonico de elevada comercializacdo no Estado do
Amapa e que pode estar sujeito a infeccao por diferentes parasitos, dentre eles os coccideos do
género Calyptospora sp. que sao identificados a nivel de género através da analise das estruturas
que compde sua morfologia. Este trabalho tem o objetivo de realizar a descri¢do morfoldgica e
histopatolégica do parasitismo por Calyptospora sp. em Cichla monoculus oriundos do
Municipio de Pracutba, Amapa, Brasil. Os 9 espécimes foram adquiridos mortos de pescadores
artesanais, transportados em caixas isotérmicas até o Laboratério de Integracdo Morfo-
molecular e Tecnologias (LIMT) da Universidade Federal Rural da Amazonia em Belém, Par3,
aonde foram necropsiados e retirados fragmentos do figado para visualizacdo de cistos em
microscopia de luz (ML) e processados para microscopia eletrdnica de Varredura (MEV) e
histologia. Por meio das analises, foi possivel confirmar que 66,6% dos peixes analisados
apresentavam aglomerados de oocistos na regido hepatica com a formacdo de centros
melanomacrofagicos. Os oocistos eram arredondados, com diametro de 21 um, contendo quatro
esporocistos piriformes de 8.7 um de comprimento e 4.9 um de largura, que apresentavam

esporopddes, na regido posterior.

PALAVRAS-CHAVES: Calyptospora, Coccideos, MEV, Praculba, Cichla sp.
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ABSTRACT

Tucunaré (Cichla sp.) is an Amazonian fish that is heavily commercialized in the state of
Amapa, and it can be infected by a variety of parasites, including coccidia of the genus
Calyptospora, which are identified at the sex level by analyzing the structures that comprise its
morphology. This study aimed to describe the morphology and histopathology of Calyptospora
sp. parasitism in Cichla monoculus in the Municipality of Pracuiba, Amapa, Brazil. Nine
specimens were obtained from artisanal fishermen and transported in isothermal boxes to the
Integrated Morpho-molecular and Technologies Laboratory (LIMT) of the Federal Rural
University of the Amazon in Belém, Para, where they were necropsied. Fragments of the liver
were removed to visualize cysts using light microscopy and processed for scanning electron
microscopy and histology analyses. The analysis revealed that 66.6% of the fish examined had
clusters of oocysts in the hepatic region, resulting in the formation of melanomacrophagic
centers. The oocysts were sphere-like, with a diameter of 21 um. They contained four pyriform

sporocysts, 8.7 um long and 4.9 um wide, with sporopods in the posterior region.

KEYWORDS: Calyptospora, Coccidia, SEM, Pracutba, Cichla sp.

3.1 Introduction

The state of Amap4 in the Municipality of Pracuuba has five primary fishing locations,
including the "lake region.” This area is known for its rivers and streams, which are home to a
diverse range of fish (Zacardi et al., 2021; Silva & Dias, 2010). In this location, fish of the
genus Cichla, Schneider, 1801, are among the most commonly caught by extractive fishing.
Species of the genus are generally known in Brazilian territory as "tucunarés.” They are native
to the Amazon basin and belong to the family Cichlidae within the order Cichliformes
(Kullander, 2003; Zacardi et al., 2021; Kullander & Ferreira, 2006).

Cichla monoculus is resident in floodplain lakes and other ecotopes in Brazil and Peru.
Their diet typically consisted of shrimp and fish. This species is characterized by a horizontal
spot on the surface of the pectoral fin and a discontinuous lateral line on both sides (Kullander,
1987; Rabelo & Araujo-Lima, 2002; Neto et al., 2017; Kullander & Ferreira, 2006).

Apicomplexa Levine, 1970, is a protist phylum that includes obligate intracellular

parasites found in both vertebrates and invertebrates. The class Coccidia Leuckart 1897
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comprises species that infect the gastrointestinal systems of their hosts. In freshwater fish, the
genus Calyptospora sp. is notable as the cause of highly prevalent liver infections that can be
evident as a change in the color of the liver to whitish (Bonar et al., 2006; Votypka et al., 2016;
Eiras et al., 2016; Acosta et al., 2016; Ramos et al., 2018).

In general, parasites from Calyptospora sp. are distinguished by the formation of
oocysts or parasitophorous vacuoles that contain four structures known as sporocysts and are
covered by a membrane veil. Each sporocyst contained two sporozoites. Scanning electron
microscopy (SEM) can be used to view structural details such as sutures and sporopods, which
are useful for determining the similarities and differences between morphological structures
and are essential for identification (Azevedo et al., 1995; Matos et al., 1999; Oliveira et al.,
2021). In addition, histopathological analyses are effective in detecting parasitic damage to
tissues (Videira et al., 2013).

The purpose of this study was to describe the morphology and histopathology of
Calyptospora sp. parasitizing C. monoculus in the lake region of the Municipality of Pracutba-

Amapa, Brazil.

3.2 Material and methods

Collection of hosts and parasites

A total of nine dead specimens of peacock bass (C. monoculus) were acquired from
artisanal fishermen in the Municipality of Pracutba-Amapa (1°44'43.9"N 50°47'03.9"W),
which is close to the towns of Calgcoene, Amap4, and Tartarugualzinho (Figure 1). Fish were
caught from Lake Sacaizal, packed in isothermal boxes with ice, and transported to the
Integrated Morpho-Molecular and Technologies Laboratory (LIMT) of the Federal Rural
University of the Amazon (UFRA), Belém campus in Para. In the laboratory, specimen
biometrics and identification were performed using the dichotomous key proposed by Ferreira
and Kullander (2006). The fish were necropsied to inspect the entire body surface, including
internal organs, using a Zeiss Stemi DCR stereoscope. Small chunks of the liver with oocysts
were extracted, placed in the center of a slide containing a drop of water, softly compressed

with a coverslip, and examined using light microscopy.

Morphometric analysis of oocysts
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The morphometric parameters of oocysts (n=17), including oocyst diameter (OD),
sporocyst length (SL), and sporocyst width (SW), were measured using ImageJ version 3.2
software as previously described (Schneider et al., 2012). The data were compiled with data
from other Calyptospora sp. using principal component analysis (PCA) with PAST 3.0 software
(Hammer et al., 2001).

Histopathological analysis

For histological processing, tissue fragments were fixed in Davidson’s solution (95%
alcohol, formaldehyde, acetic acid, and distilled water) for 24 h before being dehydrated in an
increasing series of alcohol solutions (70%, 80%, 90%, absolute I, absolute 11, and absolute 111)
for 1 h each. After clearing with alcohol—xylol for 30 min, absolute xylol (Xylol I and Xylol 1)
was successively added for 15 min each. The material was impregnated with paraffin, and the
solid blocks that formed were used to obtain 5 um-thick sections with a model HM315 rotary
microtome (Microm). The sections were extruded onto a water bath, collected on glass slides,
kept in the oven for 24 h at 60°C, and stained using hematoxylin-eosin (Luna, 1986).

Scanning Electron Microscopy

Liver fragments were fixed in 5% glutaraldehyde with 0.2 M sodium cacodylate buffer
at pH 7.2 for 3 h at 4°C, washed in the same solution for 2 to 4 h, then fixed in 2% osmium
tetroxide in the buffer for 2 h at 4°C. Following the dehydration step, increasing amounts of
ethanol were added, followed by critical point drying and coating with gold. Photomicrographs
of parasites were acquired at the Scanning Electron Microscopy Laboratory, Museu Paraense
Emilio Goeldi. Structural details were observed, and morphometric parameters were measured
in mature oocysts (n = 17) using ImageJ 3.2 software. OD, SL, and SW were measured, and
average values were determined using Excel 2013 software. The data were compiled for
comparison with those of published studies on the morphometry of Calyptospora sp.

3.3 Results and discussion
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The fish displayed an average weight of 298.0 g and a length of 21.0 cm. The
prevalence of parasitism by Calyptospora sp. was 66.6%, and its morphology was consistent
with that of coccidia of the genus. Several mature and rounded oocysts contained pyriform
sporocysts in the inner region (Figures 2A and 2B). SEM of sporocysts (Figure 2C) revealed
externally scattered sporopods (Figure 2D). These are regarded as another crucial characteristic
for identification, as documented by Oliveira et al. (2021) in Serrasalmus rhombeus.

The current morphological findings are similar to those of Velasco et al. (2012), who
described the formation of rounded oocysts, four sporocysts, and two sporozoites in each of
these structures, although with a lower prevalence of 40%. Santiago et al. (2012) observed
parasitism in 56% of C. temensis liver specimens from Marajo Island, with a higher incidence
during the wet season. Another study reported that approximately 60% of Brachyplatystoma
vaillantii displayed several clustered oocysts that replaced the liver parenchyma region (Silva
et al., 2012). Negrao et al. (2019) identified parasitic forms of Calyptospora sp. in Amazonian
fish from the Curiad-Amapé River floodplain, which infected the gallbladder, liver, and heart.
Morphologically, the oocysts were scarcely recognizable.

The oocysts had an average diameter of 21+2.7 pm, while the pyriform-shaped
sporocysts had an average length of 8.7+1.3 um and a width of 4.9+0.7 pm. The dimensions
are similar to those described by Silva et al. (2019, 2020), Bonar et al. (2006), Santiago et al.
(2012), Alburquerque et al. (2010), Bekési & Molnar (1991), and Fournie et al. (1985).
However, they are similar to the dimensions of oocysts described by Silva et al. (2012) in
Amazonian B. vaillantii caught in the Municipality of Vigia, Para (Table 1).

The morphometric PCA of Calyptospora sp. (Figure 2) revealed that component 1 (OD)
accounted for approximately 76% of the variance, whereas components 2 and 3 (SL and SW,
respectively) accounted for 14% and 10% of the variance, respectively. The findings imply that
components 1 and 2 account for 89% of the correlation of variables. The Calyptospora sp.
oocysts observed in the current study were similar to Calyptospora sp. 2 reported in C. temensis,
with an oocyst diameter of 21.0 vs. 21.2 um, but differed in sporocyst length of 8.7 vs. 9.2 um
and sporocyst width 4.9 vs. 3.1 um (Table 1). Although they still demonstrate small
morphological variations from Calyptospora sp. to Cichla sp., it remains uncertain whether
they belong to the same taxonomic group. Further molecular data, specifically markers of small
ribosomal subunit DNA data, are required (Berto et al., 2014).

Histopathological examination indicated the presence of numerous oocysts that
developed into hepatocytes and compressed the surrounding oocysts. Furthermore, dark brown
to light brown melanomacrophagic centers were observed at the periphery of the cysts (Figure
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3). Negrédo et al. (2019) identified similar features in Amazonian fish species from the
Municipality of Macapa. According to Videira et al. (2013), melanomacrophagic centers are
immune responses to Calyptospora parasitism and may signal an inflammatory process
(Fournie et al., 1985; Whipps et al.,2012; Videira et al., 2013; Silva et al., 2019).

This is the first report of Calyptospora sp. in C. monoculus. Morphological,
morphometric and histopathological analyses indicate that parasitism is caused by coccidia
from the genus Calyptospora sp., which were only found in liver tissues. Additional research
is required to understand the action of the immunological response and to verify the causes for
the formation of melanomacrophagic bodies, the parasite's life cycle, and the forms of

prophylaxis and treatment to promote the conservation of the species in its natural habitat.
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Legends

Figure 1. Pracutba-Amapa Municipality's geographical location in Brazil.

Figure 2. The principal component analysis (PCA) of Calyptospora spp. oocysts, combining
the components oocyst diameter (OD), sporocyst length (SL), and sporocyst width (SW).
Figure 3. Infection of Cichla monoculus liver by Calyptospora sp. A- Groups of Calyptospora

sp. oocysts, observed under light microscopy (ML) in the hepatic region, highlighting the
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oocysts (arrows), Scale Bar 20 um, with detail of the oocyst with four sporocysts. Scale Bar 5

um B- Oocyst, with emphasis on one of the sporocysts (*), Scale Bar 5 um. C- Sporocysts

visualized in greater detail in Scanning Electron Microscopy (*), Scale Bar 5 um. D-

Sporocysts, highlighting the structures called sporopods (arrow), Scale Bar 5um. E- Clusters of

oocysts between liver cells, highlighting the formation of dark and light brown colored

melanomacrophage bodies (MMC) (*), Scale Bar 20 um. Detail of the pyriform-shaped

sporocyst (arrows) H.E. staining, Scale Bar 5um.

Table 1. Morphometric comparison of Calyptospora spp. oocysts and sporocysts described in fish species

(Hm).
Oocyst Sporocyst Site of
Species Host . Location Authors
Diameter  Shape Length Width Infection
Calyptospora 21.0+2.7 Pyriform 8.7+1,3 4.9+0.7 Cichla Liver Amapa, Brazil Current
sp. 1 monoculus study
Calyptospora 21.2 Pyriform 9.2 31 Cichla temensis  Hepatopancreas  Para, Brazil Santiago et
sp. 2 ' y ' ' patop ! al. (2012)
Calytpospora Triportheus Liver and Minas Gerais, Albuquerque
ylposp 24.5 Ellipsoidal 11.5 45 chalceus and T. . . o querq
sp. 3 . intestine Brazil et al. (2010)
guentheri
Calytpospora Békesi &
s Zp P 24.3 Pyriform 8.3 3.7 Cichla ocellaris Liver Ceara, Brazil Molnar
P- (1991)
Calyptospora . Brachyplatystoma . . . Silva et al.
5p. 5 20.8 Pyriform 8.9 4.1 vaillantii Liver Vigia, Brazil (2012)
C. . Triportheus . Maranhao, Silva et al.
+ + +
gonzaguenisis 19.6+1.4 Pyriform - 9.2:0.6 3.9+02 angulatus Liver Brazil (2020)
- . . - . Maranhao, Silva et al.
C. paranaidji 22.1+1.5 Pyriform 9.7£0.5 4.6£0.6  Cichla piquiti Liver Brazil (2019)
C. . . . . Amazonas, Bonar et al.
tucunarensis 19 Pyriform 7 4 Arapaima gigas Liver Brazil (2006)
C. empristica 22 Ellipsoidal 9 5.7 Fundulus notti Liver Mississipi, Fournie et al.
- emp P ' EUA (1985)

Fonte: Amoras (2024).
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Figure 3. Infection of Cichla monoculus liver by Calyptospora sp. A- Groups of Calyptospora sp. oocysts,
observed under light microscopy (ML) in the hepatic region, highlighting the oocysts (arrows), Scale Bar 20
pm, with detail of the oocyst with four sporocysts. Scale Bar 5 pm B- Oocyst, with emphasis on one of the
sporocysts (*), Scale Bar 5 pm. C- Sporocysts visualized in greater detail in Scanning Electron Microscopy
(*), Scale Bar 5 pm. D- Sporocysts, highlighting the structures called sporopods (arrow), Scale Bar Sym. E-
Clusters of oocysts between liver cells, highlighting the formation of dark and light brown colored
melanomacrophage bodies (MMC) (*), Scale Bar 20 um. Detail of the pyriform-shaped sporocyst (arrows)
H.E. staining, Scale Bar 5pm.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Este trabalhou revelou que os peixes da espécie Cichla monoculus oriundos do
Municipio de Pracutiba-Amap4, apresentam parasitismo por coccideos do género Calyptospora
sp. com sitio de infeccdo no figado com a formacdo de processo inflamatério confirmado por
meio da andlise histopatologica e infestacdo por mixozoarios do género Henneguya sp. nas
branquias e Ellipsomyxa sp. na vesicula biliar. O relato do presente estudo demostra que a
salide do hospedeiro pode estar em risco, pois trata-se de parasitos que sdo maléficos a sanidade
de animais aquaticos. Sendo primordial a realizacdo de pesquisas deste &mbito, pois a espécie
Cichla monoculus é um peixe de grande valor comercial e cultural para 0 Municipio de
Pracuuba e ao estado do Amapé e conforme os achados apresenta-se com o parasitismo descrito.

Esta € a primeira pesquisa na area da ectioparasitologia realizada no Municipio de
Pracutiba-Amapa e podera contribuir com a comunidade cientifica para o planejamento de
técnicas com intuito de melhorar a sanidade dos peixes e promover um pescado de melhor
qualidade a populacéo, possibilitando também uma base para realizacdo de futuras pesquisas

nesta area em prol do desenvolvimento cientifico.
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mals que 25 referéncias devem ser citadas.

Artigo de Revisdo: condicionado a submissao e a solicitagao por convite do editor-chefe, Revisdes nao solicitadas serao avaliadas
pelo editor-chefe ou editores cientificos assistentes, desde que sejam escritas por pesquisadores especialistas no tépico
escolhido. O texto principal dos artigos de revisao deve ter no minimo 4,000 palavras.

Submissao de trabalhos

A submissao de trabalhos na RBPV é online pelo sistema ScholarOne. O autor correspondente deve fornecer um ID ORCID (Open
Researcher and Contributor 1D, http//arcic.org/) no momento da submissao inserindo-o no perfil do usudrio no sistema de
submissdo, Recomendamos que seja feito 0 mesmo para os coautores,

0(s) autor(res) devera(do) anexar uma carta, responsabilizando-se por todo o processo de tramita¢do e originalidade do artigo,
salvo resumols) apresentado(s) em eventos cientificos, ndo submetidos a publicagdo em outros periodicos.

Taxa de processamento de artigos
A RBPV ndo cobra taxa de submissdo de artigos. Porém, apds o aceite do artigo, serd cobrada a seguinte taxa de publicagdo:

R$ 500,00 (associados do CBPV em dia com as anuidades);
R$ 1.000,00 (ndo-associados do CBPVY),
LSS 300,00 (autores estrangeiros)

Dados bancdrios para depésito:

Nome; Colégio Brasileiro de Parasitologia Veterindria/Revista
Banco do Brasil (001)

Agéncia: 0269-0

Conta Corrente: 28848-9

Para autores estrangeiros:

IBAN: BR4600000000002690000288489C1

SWIFT BRASBRRJSBO

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

Linguagem

Os trabalhos devem ser submetidos em inglés, Junto ao trabalho submetido anexar o certificado de revisao de inglés, emitido
por um dos revisores credenciados pela revista;



ELSEVIER AUTHOR WEBSHOP: https:/webshop.elsevier.com/
WILEY EDITING SERVICES: https/wileyeditingservices.com/en/
PUBLICASE INTERNATIONAL: https:/www.publicase.com,br/
DAVID GEORGE ELLIFF: david elliff@bsnet.com.br

BEATRICE ALLAIN: beatrice.tradutora@gmail.com

AMERICAN JOURNAL EXPERTS: https://www.aje.com/c/RBPV10
EDITAGE PUBLISH & FLOURISH: https:/www.editage.com/
BIOEDIT SCIENTIFIC EDITING: https://www.bioedit.com/
JOURNAL PREP SERVICES: https://www.journalprep.com/
PRECISE EDITING: https://www.teamprecise.us/

CAMBRIDGE PROOFREADING: https://www.cambridgeproofreading.online/about-us.php
ACADEMIC ENGLISH SPECIALISTS: https://academicenglish.com

Os pesquisadores deverdo assumir os custos da revisdo. Caso um dos coautores seja estrangeiro nativo da lingua inglesa, este
deverd revisar o inglés do trabalho. O autor correspondente deverd enviar correspondéncia para revista confirmando que essa
revisdo foi feita por um dos autores nativos da lingua inglesa.

Autoria

Trabalhos com numero excessivo de autores deverdo ser avaliados pelos editores cientificos assistentes, em relacdo ao
protocolo experimental.

E necessaria a colaboragdo substancial de todos os autores no planejamento do estudo, obtengdo, analise e interpretagdo de
resultados, confecgdo do artigo e aprovagdo da versao final submetida e aceita.

Alteragdes de autoria, como exclusdo ou inclusdo de autores, devem ser feitas mediante um oficio ao Editor-chefe, com a
justificativa, a qual sera analisada dentro das politicas e submissdo e aprovagdo. O autor excluido ou incluido, também deverd
concordar, enviando um comunicado ao Editor-chefe.

Processo de avaliagdo pelos pares

0O 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 andnimos, selecionados pelo editor-chefe. Em caso de um parecer conflitante, o artigo serd enviado a um
terceiro revisor.

O relator devera preencher o formuldrio de avaliagdo da RBPV, disponivel no sistema on-line de submissdo

(http://mc04.manuscripteentral.com/rbpy-scielo). Tendo recebido a avaliagdo de pelo menos 2 dos revisores selecionados, of(s)
autor(es) recebera (ao) o formuldrio de avaliagdo e possiveis correcoes feitas diretamente no texto. Cabe aos autores
responderem o questionamento ou corregoes sugeridos pelos revisores, individualmente por meio de uma carta-resposta. Os
autores também deverdo destacar as corre¢des no texto, utilizando de cores diferentes para cada revisor. O avaliador podera
corrigir novamente o artigo, se necessario. Apds o aceite pelos revisores ad-hocs, porém antes do aceite final, o artigo passard
pela andlise de um dos Editores Cientificos Assistentes. Lembrando que, o Editor Cientifico Assistente possui autonomia para
sugerir corre¢des e/ou rejeitar a publicagdo do artigo, mesmo com a aprovagdo dos relatores. Ainda nesta etapa, caso
necessario, 0 manuscrito é encaminhado a um dos revisores de métodos estatisticos da RBPV.

Politicas de acesso aberto, direitos autorais e autoarquivamento
Acesso aberto

A revista publica artigos de acesso aberto de acordo com a Licenca Creative Commons Attribution - CC BY, a qual permite uso
irrestrito, distribuicdo e reproducdo em qualquer meio, desde que o trabalho original seja devidamente citado.

Direitos autorais
Todos os direitos sdo reservados aos autores, de maneira irrestrita reservando ao periédico o direito a primeira publicagao.
Acessibilidade

Os trabalhos publicados na Revista Brasileira de Parasitologia Veterindria estardao sempre disponiveis online desde sua
publicagao.

Arquivamento
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A RBPV incentiva os autores a arquivarem a versao final de seus manuscritos publicada no periddico, imediatamente apds sua
publicagdo no site da revista. Postar a versao em PDF publicada em blogs pessoais, repositorios institucionais e midias sociais
cientificas como ResearchGate , Academia.edu entre outras, também é recomendado. Para isso, é necessario incluir a citagdo do
artigo com o nome da RBPV e o DOI.

Conflitos de interesse

A RBPV exige o envio e publica a declaragdo de conflito de interesse junto ao artigo. O autor correspondente deve enviar uma
declaragdo divulgando quaisquer potenciais conflitos de interesse, podendo ser eles de natureza pessoal, comercial, politica ou
académica, envolvendo ou ndo compensagdo financeira, ou mesmo quando ndo houver qualquer conflito, para todos os
autores. Essa informagao deve ser fornecida conforme descrito nas normas de apresentagao do manuscrito,

Suporte financeiro

A RBPV exige que todo o apoio financeiro recebido seja divulgado por todos os autores, incluindo o nome da agéncia
financiadora e o (s) nimero (s) de identificagdo da concessao. Essa informagdo deve ser fornecida conforme descrito nas normas
de apresentacdo do manuscrito.

Etica
Direitos animais

Experimentos que utilizam animais deverdo ser conduzidos obedecendo as normas aprovadas pela Comissao de Etica e Bem-
Estar Animal da instituicdo na qual o estudo foi desenvolvido, devendo os autores apresentarem o numero de protocolo de
submissdo e aprovagao dos trabalhos. Para autores estrangeiros, experimentos com animal também sdo previstos no
"International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals" emitido pelo "Council for the International
Organizations of Medical Sciences" (https:/grants.nih.gov/grants/olaw/guiding principles 2012.pdf), devendo os autores
apresentarem o nimero de protocolo de submissao e aprovagao dos trabalhos.

Essa informagdo deve ser fornecida conforme descrito nas normas de apresentagdo do manuscrito.
Sobre as alegagdes de ma conduta de pesquisa

A RBPV segue as diretrizes éticas propostas pelo Committee on Publication Ethics (COPE - https://publicationethics.org) e o
Codigo de Boas Praticas elaborado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP):

https://fapesp.br/boaspraticas/2014/FAPESP-Codigo_de Boas Praticas Cientificas.pdf
Suspeitas de ma conduta

A RBPV privilegia imparcialidade, integridade e confidencialidade na sua avaliagdo. O editor-chefe entrara em contato com os
revisores e editores assistentes, em caso de duvida ou questionamento. Duvidas relacionadas a autoria, deve-se estabelecer
primeiro contato com o autor correspondente e, caso necessario, com todos os autores. Nao tendo sido resolvido, as instituigdes
de afiliagdo dos autores ou agéncias de fomento envolvidas no desenvolvimento da pesquisa, deverdo ser contatadas.

Em caso de qualquer suspeita de ética em pesquisa ou problemas de ma pratica de publicagdo, autores, revisores, editores e
leitores sao incentivados a relatar por meio de e-mail ao editor-chefe.

Quando necessério, a RBPV publicara erratas, corregdes ou retratagoes.

Plégio

A RBPV faz a triagem de todos o0s manuscritos submetidos usando o sistema Similarity check

(https://www.crossref.org/services/similarity-check/) distribuido pela iThenticate.
Pés-aceite

0O trabalho diagramado em formato pdf., sera enviado por e-mail ao autor correspondente. Alteragdes no artigo, quando aceitos
para publicacdo, devem ser realizadas nesse estdgio, com permissdo do editor-chefe. Portanto, o trabalho deve ser
cuidadosamente corrigido antes de responder ao editor, pois inclusdes de corre¢des subsequentes (indicacao de novo autor,
mudanca de paragrafos inteiros ou tabelas) ndo podem ser garantidas.

Apos diagramacao e editoracao, o editor-chefe faz as corre¢des finais.

APRESENTAGAO DO MANUSCRITO

Formato do arquivo a ser submetido:
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Os trabalhos devem ser submetidos em inglés, de forma concisa, com linguagem impessoal e com os sinais de chamadas de
rodapé em numeros arabicos, langados ao pé da pagina em que estiver o respectivo nimero e em ordem crescente. Os
trabalhos deverao ser apresentados em formato Word, fonte “Times New Roman”, tamanho 12, com margem superior e inferior
de 2,5 cm, esquerda e direita com 3 cm e espagamento entre linhas de 1,5 cm com as paginas numeradas.

0 arquivo principal ndo deve conter os nomes dos autores, filiagdes, agradecimentos, declaracao de ética, declaracdo de conflito
de interesse, etc., para facilitar a revisdo as cegas pelos pares. Inserir estas informagdes em uma Pagina de Titulo, em arquivo
separado.

Caracteristicas dos elementos de um trabalho cientifico

Titulo Original/Titulo Traduzido

O titulo “cheio” e o subtitulo (se houver) ndo devem exceder 25 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;
Observacdes sobre. Ndo usar o nome do autor e data de citagdo em nomes cientificos.

Titulo resumido
Enviar um titulo resumido para o cabegalho das paginas.
Autor(es)/Filiagdo Institucional

Na identificagdo, deve constar: nome completo e por extenso de todos os autores (sem abreviagdo), separados por ponto e
virgula. A Filiagdo Institucional deve informar os nomes proprios de todas as instituicdes e ndo suas tradugdes: Laboratério,
Departamento, Faculdade ou Escola, Instituto, Universidade, Cidade, Estado e Pais, exatamente nessa ordem. No rodapé, deve
constar as informagdes do autor para correspondéncia: e-mail atualizado e ORCID.

Abstract/ Resumo

Devem conter no maximo 200 palavras, em um s6 pardgrafo sem deslocamento. Nao devem conter citagdes bibliograficas. Siglas
e abreviagoes de instituicdes, 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/ Palavras-chave

As palavras-chave devem expressar com precisao o conteddo do trabalho. Sdo limitadas em no maximo 6 (seis), e separadas por
virgula.

Introdugdo

Explanagdo 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 reprodugdo do trabalho. Métodos e técnicas ja estabelecidos
devem ser apenas citados e referenciados. Métodos estatisticos devem ser explicados ao final dessa segao.

Resultados

0O conteldo 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. Podera 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.

Conclustes

As conclusdes podem estar inseridas na discussao ou em resultados e discussao, conforme a escolha dos autores. Nesse caso,
esse item nao serd necessario.
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Agradecimentos

Colaboradores que ndo atendam aos critérios de autoria, poderdo ser listados nesta se¢ao. Podera haver agradecimento a
pessoa ou instituigdo que forneceu auxilio técnico, sugestoes, correcdo ou sugestdo na escrita ou que de alguma forma
colaborou para a elaboragdo do trabalho. Todo o suporte financeiro recebido deverd ser apresentado nesta secao.

Declaragdo de Etica

Os autores devem apresentar o numero de protocolo de submissao e aprovagao dos trabalhos em uma segao propria no final
do artigo, antes das referéncias.

Declaragdo de Conflito de Interesse

O autor correspondente deve enviar uma declaragdo divulgando quaisquer potenciais conflitos de interesse, podendo ser eles
de natureza pessoal, comercial, politica ou académica, envolvendo ou ndo compensagdo financeira, ou mesmo quando ndo
houver qualquer conflito, para todos os autores.

Referéncias
Citacoes
As citagoes devem seguir o sistema autor-data:

Um autor: nome do autor e ano de publica¢ao
Levine (1985) ou (Levine, 1985)

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

Trés ou mais autores: nome do primeiro autor seguido de "et al." e 0 ano de publicagdo
Aratjo et al, (2002) ou (Araujo et al., 2002)

Sé serdo admitidas referéncias de facil acesso aos leitores. Referéncias de dificil acesso poderdo ser solicitadas aos autores, e em
caso de ndo disponibilidade, deverdo ser retiradas do texto. Ndo serdo aceitas citagdes de trabalhos publicados 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 relagdo
aos nomes dos autores e datas, exatamente como aparecem nas referéncias. Apresentar a lista de referéncias em ordem
alfabética e, se necessario, em ordem cronolégica. Mais de uma referéncia do(s) mesmo(s) autor(es) no mesmo ano deve ser
identificada pelas letras "a", "b", "¢", etc,, inseridas apds o ano de publicagdo. Titulos de periédicos devem ser abreviados

conforme Index Medicus - http://www2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.php?lang=eng.
Para referéncias com 6 ou mais autores, apresentar os seis primeiros nomes seguidos da expressao et al.:

Livros
Levine |D. Veterinary protozoology. Ames: ISU Press; 1985.
Capitulo de livro

Menzies Pl. 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

Munhoz AD, Simdes IGPC, Calazans APF, Macedo LS, Cruz RDS, Lacerda LC, et al. Hemotropic mycoplasmas in naturally infected
cats in Northeastern Brazil. Rev Bras Parasitol Vet 2018; 27(4): 446-454. http://dx.doi.org/10.1590/51984-296120180074

Tese e Disserta¢do

Araujo MM. Aspectos ecoldgicos 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. E£pi Info [online]. 2002 [cited 2003 Jan 10). Available from:
http://www.cdc.gov/epiinfo/ei2002.htm.

Tabelas
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Elaboradas apenas com linhas horizontais de separagao no cabegalho e no final. A legenda (titulo) é precedida da palavra Tabela,
seguida pelo nimero de ordem em algarismos arabicos, devendo ser descritivas, concisas e inseridas acima das mesmas. As
tabelas devem estar limitadas a um nimero minimo necessario.

Figuras
Figuras e elementos graficos, utilizados ou elaborados pelos autores, devem seguir todas as orientagdes das se¢des abaixo.
CitagBes no texto

Graficos, fotografias, esquemas, ilustragdes etc. devem ser citados como figuras (Figura 1, Figura 2, Figuras 1, 2, 5-7, etc.) em
ordem crescente a suas citagoes,

Resumo dos requisitos

A tabela abaixo resume os principais requisitos técnicos para arquivos de figuras.

T
Formato TIFF ou JGP

Dimensdes Largura méxima: 2250 pixels (em 300 dpi). Altura maxima: 2625 pixels (em 300 dpi).
Resolugdo 300 - 600 dpi
Tamanho <10 MB

Fontes Arial, Helvetica, Times New Roman, Cambria Math ou Symbol em tamanho de 7,5 a 10 pt.
Nome Fig1.tif, Fig2.tif, etc. Deve seguir a identificagdo das legendas.

Legenda Deve estar inserida no texto do manuscrito e nao dentro das figuras.
Uso de Cores

Embora a utilizacdo de cores seja permitida, € importante que os autores se esforcem para garantir que o uso de cor ndo ira
prejudicar o entendimento para leitores com algum distirbio de visdo. Recomendamos que os seguintes recursos sejam
consultados antes de preparar figuras ou tabelas utilizando cores:

* How to make scientific figures accessible to readers with color-blindness (2019, Science News,The American Society for Cell
Biology)
* Wong, B. Points of view: Color blindness. Nat Methods 8, 441 (2011). https://doi.org/10.1038/nmeth.1618

Edicdo e manipulagdo

Ao preparar suas imagens tome cuidado ao utilizar filtros ou outro tipo de edicdo para incluir destaques etc. As imagens nao
devem ser manipuladas ou ajustadas em excesso, de forma que possam causar a md interpretacdo das informagdes.
Recomendamos que os autores observem as dicas e exemplos a seguir:

o "What's in a picture? The temptation of image manipulation" (Mike Rossner, Kenneth M. Yamada. J Cell Biol 5 July 2004; 166
(1): 11-15. doi: https:/doi.org/10.1083/jcb.200406019).

o Digital Images and Misconduct. (Council of Science Editors, White Paper on Publication Ethics)

o Preparing a Manuscript for Submission to a Medical Journal > lllustrations (Figures). (International Committee of Medical
Journal Editors)

Dimensdes, resolugdo e formatos

Grdficos, fotografias, esquemas, ilustragdes etc. devem ser enviados nos formatos TIFF ou JPG, com alta resolugdo (300 ou 600
dpi) de acordo com o tipo e tamanho em que ela serd utilizada na pégina, conforme requisitos abaixo:

Largura méxima: 17,5 cm = 2100 pixels (em 300 dpi), 4500 pixels (em 600 dpi) ou 2000 pixels (em 1200 dpi).

Altura maxima: 24,0 cm = 2850 pixels (em 300 dpi), 5650 pixels (em 600 dpi) ou 11300 pixels (em 1200 dpi).

* Resolugdo de 1200 dpi (1 bit/canal): adequada para desenhos, graficos ou diagramas de linha monocromaticos (apenas em
preto e branco).

* Resolugdo de 300 dpi (RGB 8 bits/canal ou escala de cinza): utilize para imagens coloridas ou em escala de cinza em que

predominam meios tons ou gradientes, como em fotos, micrografias etc. e que ndo incluem muito texto.

Resolugdo de 600 dpi (RGB 8 bits/canal ou escala de cinza): mesma indicagdo anterior, mas para os casos de imagens que

incluem mais texto ou para painéis ou combinagdes de imagens de meios tons combinados com desenhos, graficos ou

diagramas de linha.

* Compressdo: Para Imagens JPG use a menor compressao possivel para preservar a qualidade e para imagens em formato

TIFF, se o seu programa de edigdo de imagens permitir, utilize a compactagao de arquivos LZW para reduzir o tamanho do

arquivo,



Texto dentro das figuras

Ao elaborar suas figuras, procure utilizar tipos e tamanhos de modo consistente entre todas as imagens, além de seguir as
recomendagdes abaixo:

¢ Fonte: as fontes relacionadas abaixo sdo indicadas pois apresentam melhor legibilidade em diferentes meios e se
enquadram ao estilo adotado pela revista:
o Arial ou Helvetica: para textos e eixos, exceto formulas matematicas.
o Times New Roman: textos, eixos e formulas matematicas.
o Cambria Math e Symbol: simbolos.
¢ Tamanho: ao incluir textos nas figuras mantenha consisténcia entre todas e use tamanhos entre 7,5 pt e 10 pt e tenha
certeza de que mesmo 0 menor texto permite a perfeita leitura de todos os textos e simbolos utilizados
» Separadores decimais e de milhar: em artigos em inglés, se houver uso de marcador de casa decimal, este deve ser
indicado por ponto e, havendo marcador de casa de milhar, este deve ser indicado por virgula.
» Destaques como setas, simbolos, abreviagdes ndo convencionais etc.: certifique-se de identificar seu uso claramente na
legenda.
» Ndo inclua legendas, citagBes ou Indicagdo de fonte: essas informagoes devem ser incluidas da legenda da figura, enviadas
€OmM 0 manuscrito.

Legendas

As legendas devem ser explicativas, iniciando pela identificacdo em negrito, seguida por um ponto e texto descritivo. Caso
necessério, incluir apés a descricdo uma explicagdo para eventuais destaques como setas, simbolos (*, T, 1, §, etc.), letras,
nimeros etc. que tenham sido utilizados, incluindo a indicagdo da fonte e citagdes, quando pertinente.

Quando necessario, 0s autores sdo responsaveis por obter a correta autorizagdo para uso das imagens, fotos, ilustragdes etc, de
outras fontes, diretamente com o proprietario do copyright, e incluir a citagdo correspondente.

Exemplo:
Figura 1.

Comparagao entre uma figura original de outra fonte e a versao elaborada pelos autores apds obter a correta autorizagdo. (A)
Figura original tal como publicada no artigo original de Silva et al. 2015. (B) Figura adaptada pelos autores apds obtengdo de
autorizacao do detentor do copyright. Fonte: Silva et al. 2015.

Espago em branco

Elimine espagos em branco em excesso no entorno do contetido de suas imagens, mas mantenha uma pequena margem de
seguranga de ~5 pixels.

Figuras multiplas ou painéis
Painéis, pranchas ou imagens com multiplas partes (a, b, ¢, etc.) devem sempre ser combinadas em um Unico arquivo.
Usando softwares especializados

Para imagens geradas ou preparadas com softwares ou ferramentas especializadas como Matlab, Prism, Stata, ChemDraw,
PyMol, SPSS, GeneSpring ou Minitab, aconselhamos os autores a seguir a orientacdo da PLOS ONE disponivel em

https://journals.plos.org/plosone/s/figures#loc-creating:source-images-with-specialized-software.
Politicas
Representagdo de humanos ou animais

Imagens contendo fotos de pessoas devem garantir que elas ndo possam ser identificadas, exceto nos casos em que a sua
utilizagdo tenha sido autorizada especificamente para publicagdo no artigo.

Adicionalmente, os autores devem se certificar de que as imagens estdo de acordo com nossas politicas sobre prote¢do dos
direitos humanos e dos animais.

Licengas e copyright

Sempre que os autores utilizarem imagens de terceiros, seja na integra, redesenhada em nova versao, ou apenas como
inspiragdo é necessario que seja obtida a devida autorizagao por escrito do detentor do copyright e incluida a respectiva citagao
e indicacdo da fonte. Veja mais em nossas politicas de Licengas e copyright.

ULTIMA ATUALIZAGAO: SETEMBRO DE 2022
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ANEXO F- Normas de submisséo e formatacéo de artigos para revista Acta Scientiarum
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http://www.eduem.uem.br) estdo ativos e prontos para clicar.
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Avaliacdo por Pares Cega.
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INICIALMENTE O NUMERO DO MANUSCRITO INSERIDO NO SISTEMA

No processo de submissao, deverao ser inseridos os nomes completos dos autores,
+« numero identificador do ORCID, seus enderegos institucionais e o e-mail do autor indicado
para correspondéncia.
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incentivar a identificacdo de plagio, mas praticas, fraudes, possiveis violagoes de ética
e abertura de processos, indicamos:

1. Os autores devem visitar o website do COPE http://publicationethics.org, que

contém informagOes para autores e editores sobre a ética em pesquisa;
2. Antes da submissdo, os autores devem seguir os seguintes critérios:

- Com o objetivo de evitar a endogenia e diversidade dos autores publicados, exigimos
que, apos a publicacdo na revista, os autores aguardem, no minimo, 1 ano até
publicarem qualquer outro artigo no periodico.

- Artigos que contenham aquisicdo de dados ou analise e interpretacdo de dados de
outras publicagoes devem referencia-las de maneira explicita;

- na redacdo de artigos que contenham uma revisdo critica do contetdo intelectual de
outros autores, estes deverao ser devidamente citados;

- todos os autores devem atender os critérios de autoria inédita do artigo e nenhum
dos pesquisadores envolvidos na pesquisa podera ser omitido da lista de autores;

- a aprovagao final do artigo sera feita pelos editores e conselho editorial.

Diretrizes para Autores
POLITICA DE ACESSO ABERTO

Acta Scientiarum. Biological Sciences é publicada sob o modelo Acesso Aberto e
permite a qualquer um a leitura e download, bem como a copia e disseminagdo de seu
contetido de acordo com as politicas de copyright Creative Commons Attribution 3.0.

APCs (TAXA DE PROCESSAMENTO DE ARTIGO) E TAXA DE SUBMISSAO

Acta Scientiarum. Biological Sciences n@o cobra aos autores qualquer tipo de taxa de
submissao ou publicagao.

POLITICA CONTRA PLAGIO E MAS-CONDUTAS EM PESQUISA

Continuando nossa tradicdo de exceléncia, informamos as melhorias editoriais que
visam fortalecer a integridade dos artigos publicados por esta revista. Em
conformidade com as diretrizes do COPE (Committee on Publication Ethics), que visam
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3. Para responder aos critérios, serdo realizados os seguintes procedimentos:

a) Os editores avaliardo os manuscritos com o sistema CrossCheck logo apds a
submissdo. Primeiramente sera avaliado o contelido textual dos artigos cientificos,
procurando identificar plagio, submissdes duplicadas, manuscritos ja publicados e
possiveis fraudes em pesquisa;

b) Com os resultados, cabe aos editores e conselho editorial decidir se 0 manuscrito
sera enviado para revisdo por pares que também realizardo avaliacdes;

c) Apos o aceite e antes da publicacdo, os artigos poderdo ser avaliados novamente.

INSTRUGCOES PARA SUBMISSAO DE ARTIGOS:

1. Acta Scientiarum. Biological Sciences, ISSN 1807-863X (on-l/ine), é publicada pela
Universidade Estadual de Maringa, na modalidade publicagdo continua.

2. A revista publica artigos originais em todas as areas relevantes de Ciéncias
Bioldgicas, incluindo anatomia, bacterologia, biologia molecular, bioquimica, botanica,

citologia e biologia celular, comportamento animal, ecologia e limnologia, embriologia
e histologia, morfofisiologia, genética, microbiologia, parasitologia e zoologia.

3. Os autores se obrigam a declarar a cessao de direitos autorais e que seu
manuscrito é um trabalho original, e que ndo estd sendo submetido, em parte ou no
seu todo, a analise para publicacdo em outro meio de divulgagdo cientifica sob pena
de exclusdo. Esta declaracdao encontra-se disponivel no enderego:
http://periodicos.uem.br/ojs/index.php/ActaSciBiolSci/about/submissions.

4. Os dados, ideias, opinides e conceitos emitidos nos artigos, bem como a exatidao
das referéncias, sdo de inteira responsabilidade do(s) autor(es). A eventual citacdo de
produtos e marcas comerciais nao significa recomendacgdo de seu uso por parte do
Conselho Editorial da revista.

5. Os relatos deverdo basear-se nas técnicas mais avancadas e apropriadas a
pesquisa. Quando apropriado, devera ser atestado que a pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica e Biosseguranga da instituigéo.

6. Os artigos submetidos deverao ser em inglés.
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7. Os artigos serdo avaliados por, no minimo, trés consultores da area de
conhecimento da pesquisa, de instituices de ensino e/ou pesquisa nacionais e
estrangeiras, de comprovada produgdo cientifica. Apds as devidas correcoes e
possiveis sugestdes, o artigo sera aceito se tiver dois pareceres favoraveis e rejeitado
quando dois pareceres forem desfavoraveis.

8. O conflito de interesses pode ser de natureza pessoal, comercial, politica,
académica ou financeira. Conflitos de interesses podem ocorrer quando autores,
revisores ou editores possuem interesses que podem influenciar na elaboragao ou
avaliacdo de manuscritos. Ao submeter o manuscrito, os autores sdo responsaveis por
reconhecer e revelar conflitos financeiros ou de outra natureza que possam ter
influenciado o trabalho. Os autores devem identificar no manuscrito todo o apoio
financeiro obtido para a execugdo do trabalho e outras conexdes pessoais referentes a
realizagdo do mesmo. O revisor deve informar aos editores quaisquer conflitos de
interesse que poderiam influenciar sobre a andlise do manuscrito, e deve declarar-se
nao qualificado para revisa-lo.

9. Os artigos deverdo ser submetidos pela internet, acessando o Portal ACTA, no
endereco http://www.periodicos.uem.br/ojs/

10. A revisdo de lingua estrangeira serd de responsabilidade e custeada pelos autores
dos artigos ja aceitos para publicacdao, mediante comprovacao emitida pelos revisores
credenciados.

11. Estdo listadas abaixo a formatagao e outras convengoes que deverao ser
seguidas:

a) No processo de submissao, deverdo ser inseridos os nomes completos dos autores

(no maximo oito), nimero identificador (ID) do ORCID, seus enderecos institucionais e

o0 e-mail do autor indicado para correspondéncia. Mais de oito autores serdo aceitos
desde que devidamente justificado. Neste caso a contribuicdo de cada um dos autores
deverd ser apresentada em uma declaracdo especifica para esta finalidade. Nesta
justificativa deve-se considerar os seguintes aspectos: participacdo na elaboracdo do
projeto ou analise e interpretacdo dos dados; redacdo ou revisdo critica do artigo e
aprovacao da versao final a ser publicado.

b) Os artigos deverdo ser subdivididos com os seguintes subtitulos: Abstract,
Keywords, Introdugdo, Material e métodos, Resultados e/ou Discussado, Conclusao,
Agradecimentos (opcional) e Referéncias. Esses itens deverdo ser em caixa alta e em
negrito e ndao deverao ser numerados.
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c) O titulo, com no maximo vinte palavras, devera ser preciso. Também devera ser
fornecido um titulo resumido com, no maximo, seis palavras que ndo estejam citadas
no titulo.

d) O Abstract (200 a 300 palavras), devera conter informacdes sucintas sobre o
objetivo da pesquisa, os materiais experimentais, os métodos empregados, os
resultados e a conclusdo. Até seis keywords (recomenda-se nado utilizar as palavras do
titulo) deverdo ser acrescentadas ao final do abstract.

e) Os artigos deverdo ter de 12 a 20 paginas digitadas, incluindo figuras, tabelas e
referéncias. Deverdo ser escritos em espaco 1,5 linhas e ter suas paginas e linhas
numeradas. O trabalho devera ser editado no Word, ou compativel, utilizando
fonte Times New Roman, tamanho 12.

f) O trabalho devera ser formatado em A4 e as margens inferior, superior, direita e
esquerda deverdo ser de 2,5 cm.

g) O arquivo contendo o trabalho que devera ser anexado (transferido), durante a
submissdo, ndo podera ultrapassar o tamanho de 5 MB, nem podera conter qualquer
tipo de identificagcdo de autoria, inclusive na opcado propriedades do Word.

h) Tabelas, figuras e graficos deverdo ser inseridos no texto, logo apds a sua citacdo.
As tabelas deverdo ter no maximo 17 cm de largura. Os graficos ndo deverdo ter
molduras externas, linhas internas ou mesmo cor de fundo. Para os graficos de barra,
usar padroes de preenchimento diferentes (horizontal, vertical, listras diagonais e
multiplos pontos).

i) As figuras (fotos, pranchas, mapas, desenhos ou esquemas) deverao ter o
tamanho maximo de 17 x 23 cm, incluindo-se o espago necessario para a legenda. O
tipo de fonte utilizado devera ser Times New Roman, tamanho 8 pt. Graficos e figuras
confeccionados em planilhas eletrénicas devem vir acompanhados do arquivo com a
planilha original. Deve-se utilizar escala de barras para indicar tamanho, a qual
deverda, sempre que possivel, estar situada a esquerda da figura; o canto inferior
direito deve ser reservado para o numero da(s) figura(s).

j) As figuras digitalizadas deverdo ter no minimo 300 dpi de resolucdo, gravadas em
formato jpg ou png. Nao serdo aceitas figuras que ultrapassem o tamanho
estabelecido ou que apresentem qualidade grafica ruim. Ilustracdes em cores serdo
aceitas.



k) Devera ser adotado o Sistema Internacional (SI) de medidas.
1) As equacOes deverdo ser editadas utilizando o Equation Built do Word.
m) As variaveis deverdo ser identificadas apos a equacgdo.

n) Artigos de revisao poderao ser publicados mediante convite do Conselho Editorial
ou Editor-Chefe da Eduem.

0) A revista aceita um indice maximo de 5% de autocitacbes e, ainda, recomenda que
oitenta por cento (80%) das referéncias bibliogréficas sejam de artigos listados na
base ISI Web of Knowledge, Scopus ou SciELO com menos de 10 anos. Recomenda-se
dar preferéncia as citagdoes de artigos internacionais. Nao serdo aceitas nas referéncias
citagdes de monografias, dissertacoes e teses, anais, resumos, resumos expandidos,
jornais, magazines, boletins técnicos e documentos eletrdonicos.

p) As citagdes deverdo seguir os exemplos abaixo, que se baseiam na norma da
American Psychological Association (APA). Para citacao no texto, usar o sobrenome
e ano: Oleksiak (2008) ou (Oleksiak, 2008); para dois autores: Silva e Diniz Filho
(2008) ou (Silva & Diniz, 2008); para trés a cinco autores (1.2 citacdo): Andrade,
Santos, Oliveira, Cerqueira, e Meireles (2008) ou (Andrade, Santos, Oliveira,
Cerqueira, & Meireles, 2008) e, nas citagdes subsequentes, Andrade et al. (2008) ou
(Andrade et al., 2008); para seis ou mais autores, citar apenas o primeiro seguido
de et al.: Cardozo et al. (2007) ou (Cardozo et al., 2007).

MODELOS DE REFERENCIAS

Deverdo ser organizadas em ordem alfabética, alinhamento justificado, conforme os
exemplos seguintes, que se baseiam na norma da American Psychological Association

(APA). Os titulos dos periddicos deverdo ser completos e ndo abreviados e em italico,
sem o local de publicagdo. As referéncias deverdo conter o DOI.
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