ANEXO |

PEIXES MANTIDOS EM INSTALACOES DE INSTITUICOES DE ENSINO
OU PESQUISA CIENTIFICA PARA FINS DE ESTUDO BIOLOGICO OU
BIOMEDICO | — Lambari (Astyanax), Tilapia (Tilapia, Sarotherodon e
Oreochromis) e Zebrafish (Danio rerio).

| - INTRODUCAO

1.1. Os peixes habitam uma grande variedade de ambientes aquaticos e,
aléem disso, apresentam caracteristicas como estratégias reprodutivas diversas,
comportamento, dietas, tolerancia a fatores abioticos e habilidades sensoriais (como
emissdo de som, producdo e deteccdo de eletricidade, dentre outras). Essas
caracteristicas, somadas a fatores extrinsecos, como a facilidade e o custo de
manutencdo, estrutura compacta, dentre outras, os tornam bons modelos bioldgicos
em estudos e abordagens experimentais em laboratorio. De fato, esses animais vém
sendo considerados como modelo para estudos biomédicos desde a década de 1970
(Klontz, 1971; Umminger e Pang 1979).

1.2. Considerando essa variedade biolégica, um ponto importante para iniciar
as pesquisas, utilizando-se peixes como modelo bioldgico, é a escolha da espécie a ser
estudada.

Ciéncia de qualidade e 0 bem-estar animal sdo conceitos interligados. Por este
motivo, garantir condi¢fes adequadas da manutencgéo, cuidado e uso dos peixes em
ensino e pesquisa € essencial para gerar resultados confiaveis. Os principios que
regulam o uso de animais em pesquisa sdo conhecidos como 0s 3R das suas siglas em
inglés (Replace Substituicdo, Reduce Reducgéo e Refine Refinamento).

Qualquer planejamento que utilize peixes em pesquisa deve justificar que néo
existem alternativas, o calculo estadistico dos animais a serem usados e quais serdo 0s
métodos para evitar sofrimento.

Assim, em primeiro lugar, é fundamental ter em mente que, dentro dos
referenciais da ética do bem-estar animal, o peixe, como qualquer outro animal néo-
humano, ndo pode ser visto como um simples modelo. Ainda, utilizando-se o
principio soberano da precaugdo, cada exemplar deve tratado como um individuo
sensciente, com capacidade de sofrimento, o qual deve ser evitado de acordo com as

bases da ética utilitarista. A ética utilitarista vem, desde J. Bentham e H. Salt, na



segunda metade do século 19, fornecendo as bases para propostas em defesa dos
interesses dos animais ndo-humanos, popularizadas por P. Singer. Dentro desta
vertente filosofica, 0 objetivo é sempre propor acdes e buscar solugdes que resultem
na menor quantidade possivel de sofrimento geral. Desde a deciséo de se realizar o
experimento, a definicdo de seus objetivos, a selecdo do material e decisdo quanto ao
seu tamanho, o desenho experimental, incluindo tipo de instalagdes e condicdes
durante manutencdo e testes, e método experimental, assim como o destino posterior
dos exemplares (mortos ou vivos), devem ser pautados primeiramente pelos
principios acima.

Um fator central para o estabelecimento de protocolos de manutencdo e
experimentacdo que atendam requisitos minimos de bem-estar é o conhecimento da
biologia da espécie em questdo, que pode ter especificidades, muitas vezes s
reveladas durante o estudo, exigindo ajustes progressivos. Isto requer, por parte do
experimentador, ndo s6 dominio da area do tema investigado, como também
familiaridade com seu objeto de estudo e com técnicas de observacao
comportamental, assim como atualizacdo permanente sobre a literatura referente a
sistematica, biologia, ecologia e comportamento desses animais, ja que novos estudos
podem trazer contribuicdes relevantes para a implementacdo das condicdes de bem
estar dos individuos. Dada a grande diversidade acima descrita, a proposi¢do de
protocolos-padrdo baseados em um ndmero infimo de espécies € totalmente
desaconselhada no contexto da ética utilitarista, na medida em que sua aplicacédo
generalizada inevitavelmente levara ao sofrimento de um nimero imenso de animais,
para 0s quais esses protocolos sdo inapropriados, ou mesmo incorretos.

A escolha é ainda importante para definir as instalages, como, por exemplo,
4gua doce ou marinha. E importante a escolha de uma espécie que ja apresente
dominio no cultivo, com altas taxas de sobrevivéncia, para que os parametros de
qualidade de &gua, reproducio, nutricio e sanidade sejam conhecidos. E importante
também ter o conhecimento de fontes de fornecimento desses animais. Espécies com
importancia econdmica normalmente apresentam maiores facilidades para aquisicdo
em pisciculturas comerciais. No entanto, muitos estudos podem ser realizados com
espécies cujo unico acesso € o ambiente natural. Nesse caso, deve ser considerada a
solicitachio  das  licencas  ambientais, para captura e  manutencdo
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contempladas no Guia CONCEA Capitulo Animais Silvestres de Vida Livre. Em
caso de experimentos com transgenia, considerar a necessidade de atender a lei de
biosseguranca.

1.3. Em termos objetivos, neste Capitulo, iremos abordar as espécies que séo
mais usadas em pesquisa ou ensino nas areas bioldgicas ou biomeédicas: lambari,
tilapia e zebrafish. N&o estdo sendo considerados neste capitulo procedimentos de
manutencdo destas espécies em viveiros de cultivo, ou sistemas que visem a produgéo

destas espécies.

Il - BIOLOGIA

2.1 Lambari

2.1.1. Os lambaris pertencem a familia Characidae, ordem Characiformes. O
género Astyanax € o mais numeroso de toda a ordem (Nelson, 2006). Nos estudos
bioldgicos com esses animais, as espécies mais utilizadas no Brasil sdo Astyanax
fasciatus (lambari-do-rabo-vermelho) e Astyanax altiparanae (Garutti e Britski 2000)
(lambari-do-rabo-amarelo ou tambil). A. fasciatus € uma espécie que apresenta
problemas taxondmicos, ainda vem sendo estudada do ponto de vista citogenético,
pois representa um grupo de animais com diferentes cariétipos (Pazza, Kavalco et al.,
2007), sendo inclusive sugerida a existéncia de duas diferentes linhagens com
aspectos morfol6gicos similares que estariam vivendo em simpatria (Pansonato-
Alves, Hilsdorf et al., 2013). Além das questdes taxonémicas e citogenéticas, a
manutencdo de individuos de A. fasciatus no laboratério apresenta dificuldades pelo
seu comportamento agressivo (Langecker, Neumann et al., 1995) e baixa
sobrevivéncia (Correia, 2008). Portanto, ndo sera abordado neste Capitulo.

2.1.2. A. altiparanae é uma espécie que vem sendo utilizada intensamente
como modelo experimental em varias areas. Representantes dessa espécie apresentam
a nadadeira caudal amarela, tém pequeno porte (10-15 cm de comprimento), com
massa corpérea de até 60g e habito alimentar onivoro (Porto-Foresti, Castilho-
Almeida et al.,, 2010). Apresenta algumas caracteristicas importantes para sua
manutencdo em laboratorio, como facilidade de manejo, aceitacdo de alimentacdo
artificial, alta prolificidade, crescimento rapido, atingindo a maturidade sexual em
cerca de 4 meses de idade (Porto-Foresti, Castilho-Almeida et al., 2010; Goncalves,
Parisi et al., 2014). Essas caracteristicas tém levado recentemente o0 género Astyanax a

ser considerado como um 6timo modelo experimental, principalmente em estudos que



abordam biologia, ecotoxicologia e fisiologia reprodutiva (Gomes, Costa et al.,2013;
Vieira, Correia et al., 2013 ; Chehade, Cassel et al., 2014; Costa, Adolfi et al., 2014;
Jesus, Branco et al., 2014; Adolfi, Carreira et al., 2015; Brambila-Souza, 2015;
Gomes, 2015; Siqueira-Silva et al., 2015; Yasui, Senhorini et al., 2015; Bettim,
Gavan et al., 2016). O dimorfismo sexual em Astyanax é apenas observado durante o

periodo reprodutivo, quando os machos apresentam aspereza da nadadeira anal.

2.2 Til4pia

2.2.1. A tilapia pertence a familia Cichlidae e é originaria de paises da Africa
e do Oriente Médio. Existem 77 espécies ja descritas, pertencentes aos géneros
Tilapia, Sarotherodon e Oreochromis, estando 22 difundidas em paises de clima
tropical e/ou subtropical, onde sdo criadas em escala experimental e/ou em producéo
comercial. No Brasil, a tilapia do Congo (Tilapia rendalli) foi a primeira espécie
introduzida, em 1953, seguida pela tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), em 1971.
Tilépias sdo espécies que apresentam caracteristicas favoraveis ao cativeiro, como
adaptabilidade a condi¢fes ambientais varidveis, conversdo alimentar e ganho de peso
adequados, rusticidade, aclimatacdo ao confinamento e resisténcia a baixos niveis de
oxigénio dissolvido e a doencas.

2.2.2. A tildpia é uma espécie tropical de habito diurno que habita
preferencialmente aguas rasas de rios, lagos e canais de irrigacdo, doce e salobra
(FishBase, 2015). E um peixe onivoro forrageiro que se alimenta de fitoplancton,
perifiton, plantas aquaticas, pequenos invertebrados, fauna béntica, detritos e
biofilmes associados a estes, sendo a secre¢do de muco para captacdo de plancton na
cavidade bucal uma caracteristica prépria da espécie (FAO, 2015). Detalhes
morfoldgicos sobre as tilapias podem ser encontrados em (Ribeiro, 2001).

2.2.3. A tilapia é uma espécie ovipara que atinge a maturidade sexual ao
redor dos 5-6 meses, ocorrendo desova quando a temperatura da dgua esta em torno
de 24°C. O processo reprodutivo comecga quando o macho estabelece seu territorio,
escava um ninho de 20 a 50 cm de diametro no substrato e passa a protegé-lo,
atraindo uma fémea e cortejando-a por horas. A fémea madura entdo desova no ninho
e imediatamente coleta os 6vulos na cavidade bucal. O macho ejacula onde os 6vulos
haviam sido postos e a fémea coleta 0 material para que a fertilizacdo ocorra na
cavidade bucal e se afasta do local, ficando o ninho disponivel para desovas de outras

fémeas. Os ovos sdo incubados na cavidade bucal e as larvas sdo cuidadas até que o



saco vitelinico seja absorvido. Dependendo da temperatura, isto ocorre ao longo de 1
a 2 semanas. As larvas sdo entdo liberadas na dgua, mas podem retornar a boca da
fémea na iminéncia de situacBes adversas, o que confere um alto indice de
sobrevivéncia da progénie (em torno de 100%) (Ribeiro, 2001; FAO, 2015; FishBase
2015).

2.2.4. Devido ao cuidado parental ocorrer na cavidade bucal, o0 numero de
ovos por desova é menor se comparado a outras espécies de agua doce, podendo uma
fémea de 600 a 1000 g produzir 1000 a 1500 ovos. Se a temperatura se mantiver na
faixa adequada para desova, a fémea pode realizar nova desova a cada liberagdo das
larvas da cavidade bucal ao fim do periodo de cuidado parental (pode desovar de 8 a
12 vezes/ano). Enquanto incuba os 6vulos, a fémea ndo se alimenta por duas ou mais
semanas. Quando os jovens sdo entdo liberados, a energia da fémea passa a ser
canalizada para o desenvolvimento de novos 6vulos, ficando o crescimento e a
deposicdo de gordura estagnados. Apds a maturidade, as fémeas apresentam reducao
drastica no crescimento, pois direcionam grande parte da energia do alimento para a
producdo de ovos (para cada grama de peso vivo, um a um e meio 6vulos sdo
produzidos). Entdo, os machos atingem o peso comercial mais cedo. Tilapias podem
viver por mais de 10 anos e pesar aproximadamente 5 kg (FishBase, 2015; Ribeiro,
2001; FAO, 2015; MAPA, 2007).

2.2.5. A reproducéo da tilapia em cativeiro é feita com uma intervencéo no
padrdo natural descrito acima, a fim de produzir individuos que crescem e funcionam
reprodutivamente como machos. Utiliza-se a técnica de reversdo sexual, para a qual
recomenda-se a utilizacdo da proporgdo 1 macho:7-10 fémeas em um tanque de 10m?
para o estabelecimento da territorialidade do macho (iniciando antes do macho atingir
a maturidade). Os ovos séo coletados da boca da fémea e incubados artificialmente,
evitando problemas como canibalismo e superpovoamento e proporcionando uma
nova desova mais rapidamente. As larvas que nasceram no tanque podem ser
coletadas com até 8 mm (max. 1 semana de vida). Os jovens sdo entdo estocados a
uma densidade de 3500/m? sendo iniciada a alimentagdo com racdo contendo
Hormonio a-metil-testosterona., a qual deve ser oferecida de 2-4 vezes/dia nas horas
mais claras do dia, sendo a taxa de alimentacdo corrigida a cada 2 dias, conforme o
tamanho. A uma temperatura de 25 a 28°C, o processo de inversdo sexual deve durar
de 25 a 30 dias, atingindo um comprimento médio de 24 mm. Devem ser eliminandos

os animais < 14mm (porcentagem de inversao entre 97-100%) (Ribeiro, 2001). A



eliminacdo dos animais deve seguir as normas para eutanasia de peixes, conforme as
Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA e o Guia Brasileiro de Boas Praticas
para a Eutandsia em Animais do Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

2.2.6. As diferencas entre os géneros residem principalmente no
comportamento reprodutivo. Tilapia realiza desova em ninhos no substrato no fundo
da coluna d’agua, onde os ovos se desenvolvem e eclodem. Sarotherodon e
Oreochromis também desovam em ninhos escavados no substrato, mas 0s ovos s&o
fertilizados e incubados na boca da fémea. Atualmente, h4 uma grande variedade de
intercruzamentos, dificultando a diferenciacdo através de habitos comportamentais
(Ribeiro, 2001).

2.3 Zebrafish

2.3.1. Danio rerio € um peixe da familia Cyprinidae, Ordem Cypriniformes.
E conhecido popularmente como paulistinha, peixe zebra ou pela comunidade
cientifica como “zebrafish”. Peixe tropical, originario dos principais rios da India,
Bangladesh e Nepal, ¢ comumente encontrado em &guas rasas, paradas ou de baixa
movimentacdo, com vegetacdo aquatica submersa e lodo. O zebrafish é uma espécie
gregaria, normalmente encontrada em cardumes de 5 a 20 individuos. Normalmente,
formam cardumes de sexos misturados, comportamento esse inato e hereditério.
Embora sejam animais sociais, podem apresentar comportamento agonista,
especialmente quando acasalam e durante o estabelecimento de hierarquias de
dominéncia, que ocorrem dentre e entre os sexos (Lawrence, 2007).

2.3.2. Vivem em é&guas que podem sofrer grandes variacbes de temperatura
(16-38°C) e pH (5.9-8.5). Alimentam-se de uma ampla variedade de zoopléancton e
insetos e, em menor proporcao, de algas, detritos e outros materiais organicos. E um
peixe de habito tipicamente diurno, mostrando os maiores niveis de atividade durante
as primeiras horas da manha, a qual tende a apresentar uma significativa redugéo ao
final da tarde. Dormem frequentemente, embora ndo exclusivamente, durante a noite.
Esse padrdo circadiano de atividade influi nos processos fisioldgicos, bioguimicos e
comportamentais no animal, padrdo esse que deve ser levado em consideragdo nos
biotérios de criagéo.

2.3.3. O zebrafish é classificado como um peixe 0sseo. Seu esqueleto axial
inclui coluna vertebral e nadadeiras impares. Possuem corpos esguios e alongados,

com uma cabeca curta, narina protuberante e uma boca inclinada e voltada para cima.



A mandibula superior possui uma saliéncia (protrusao) que possibilita a abertura da
boca e ajuda na succdo de alimentos. A caracteristica mais marcante do peixe zebra é
0 seu padréo de listras azuis e brancas ao longo do corpo e da nadadeira anal e caudal
(Figura 1).

|

Foto Camila Carvalho
Figura 1 — Zebrafish com seu caracteristico padrao de listras azuis e brancas ao longo do
corpo.

2.3.4. Passa pelos estagios larval, juvenil (Figura 2) e adulto. Aspectos
importantes destes estagios estdo contidos na Tabela I. No estagio larval, ja apresenta
Orgdos importantes e por esta razo muitas pesquisas \cientificas sdo realizadas neste
estagio de vida do animal. Outra importante caracteristica € a presenca da linha lateral
que consiste em células ciliadas sensoriais, conhecidas como neuromastos. Estdo
embutidas na pele em linhas que percorrem o comprimento dos dois lados do corpo.
A linha lateral é envolvida em uma variedade de comportamentos, incluindo formacéo
de cardumes, fuga de predadores e reproducdo. As principais caracteristicas dos

sistemas do peixe zebra estdo mencionadas na Tabela II.

Foto: Ménica Lopes Ferreira

Figura 2 — (A) Est4gios embrionarios o Zebrafish.



Tabela | — Caracteristicas dos estagios embrionarios do Zebrafish

Estagio (dias) Comprimento Descricao
(mm)
Larva Jovem (3) 3,5 nada livremente, posicionamento vertical
Larva (14) 6 bexiga natatodria cheia, procura de alimento, crescimento
Juvenil (30) 10 nadadeiras e padrao de pigmentacao dos adultos
Adulto jovem (90) 20 reproducao
Adulto (100) 40-50 Final da vida

2.3.5. Em condicOes apropriadas, o zebrafish se reproduz continuamente
durante a maturidade sexual. Sua grande fertilidade € uma de suas principais
caracteristicas. A liberacdo de feromonios pelo macho induz a ovulagdo da fémea. A
fémea, por sua vez, induz o comportamento de acasalamento no macho através da
liberacdo feroménios durante a ovulagdo. Por esta razdo, é importante manter machos
e fémeas juntos compartilhando a mesma agua antes do acasalamento. Também muito
importante é diferenciar machos de fémeas. Machos séo geralmente mais delgados e
escuros que as fémeas. Além disso, estes apresentam tubérculos nos raios da
nadadeira peitoral. As fémeas sdo muito mais desenvolvidas e atingem a maturidade
sexual antes dos machos. Elas tendem a ser maiores e com suas cores um pouco mais
suaves. No corpo da fémea, predomina o branco prateado e, no macho, o amarelo
ouro (Spence, Gerlach et al., 2008).

2.3.6. A reproducdo € influenciada por fotoperiodo e ocorre normalmente
antes do amanhecer, a desova comeca nas primeiras horas do dia. Em condicGes
adequadas, o peixe zebra se reproduz continuamente durante a maturidade sexual. As
fémeas podem se reproduzir diariamente, embora seja recomendado um intervalo de
descanso. Este intervalo pode variar de dias a semanas, dependendo do protocolo
adotado. Outro fator que deve ser levado em consideracdo é a existéncia de fémeas
dominantes, o que pode inibir a desova de fémeas consideradas subordinadas. Uma
maneira de contornar este possivel problema é evitar manter os mesmos grupos de

fémeas no mesmo aquario por extensos periodos de tempo.



Tabela Il — Principais Sistemas do Zebrafish

Sistemas Caracteristicas
Tegumentar Pele coberta por escamas cicloides

que funcionam como barreira de protecéo fisica.
Esquelético Esqueleto complexo compreendendo cartilagem e 0sso.
Gatrointestinal Inclui boca, faringe, eséfago, intestinos e abertura anal.

Possui um par de dentes e papilas gustativas.

Respiratorio As branquias sdo as responsaveis pelas trocas gasosas,
balango osmético, excregdo de compostos nitrogenados e
manutencgdo do balanco &cido-basico.

Urogenital O rim é o principal 6rgéo responsével pela hematopoiese.

O peixe macho possui um par de testiculos e a fémea possui
ovarios contendo o0citos.

Cardiovascular O coragdo é o 6rgdo predominante na fase embrionéria do
zebrafish. Corac¢éo com atrio e ventriculo, seios venoso e
bulbo arterial.

Nervoso e Sensorial Possui 6rgdos sensoriais especializados: olho, sistema
olfativo e ouvido. A linha lateral é um sistema sensorial que
permite que o animal detecte e responda a variagdes de
movimento na agua.

2.3.7. A eficécia do protocolo de acasalamento ird determinar a quantidade de
producdo de ovos viaveis. Diferentes protocolos podem ser utilizados para a
reproducdo do zebrafish em biotérios. Um dos principais e mais utilizados em
biotérios por se mostrar bastante pratico e eficaz € a realizacdo do acasalamento em
locais separados dos aquarios onde os animais vivem. Estes sistemas, comercializados
por diferentes empresas, possuem fundo gradeado que se encaixa em recipientes
maiores preenchidos de agua. Quando ocorre o acasalamento, 0os ovos passam pelo
fundo gradeado e se depositam na parte inferior do recipiente, ficando assim
protegidos do canibalismo. Estes sistemas também possibilitam que os ovos sejam
facilmente retirados. O tamanho do sistema determinara a quantidade de peixes que
podem ser colocados para acasalamento e o cuidado com a manipulacdo dos embrifes
apos a desova determinara o sucesso da criacao.

2.3.8. Os animais exibem rituais de acasalamento antes e durante a desova.
Os machos competem pelas fémeas, estabelecendo e defendendo territorio. Durante a
corte, nadam em circulos para que as fémeas os percebam. No momento da desova,
nadam paralelo com as fémeas, provocando a liberacdo dos dvulos e simultaneamente

liberando o esperma para que ocorra a fecundagdo. Os embrides devem ser retirados



do sistema de acasalamento o0 mais rapido possivel, evitando possiveis contaminacdes
(Figura 3). Em seguida, devem ser de maneira cuidadosa lavados com agua limpa e
transferidos para placas de Petri preenchidas com &agua. Um meio de evitar
contaminacéo é utilizar azul de metileno (0,00003%) dissolvido em agua. Apds 12 ou
24 horas os embrides nao-vidveis sdo facilmente identificados por sua aparéncia
esbranquicada e devem ser imediatamente retirados. Os ovos vao permanecer em
recipientes de incubagdo ate que as larvas eclodam e inflem a bexiga natatoria. Os
ovos do zebrafish eclodem de 2-3 dias pos-fertilizacdo (dpf). ApoOs esses
procedimentos, os ovos ficam em repouso, em recipientes de incubacdo, até que as

larvas eclodam e inflem as bexigas natatérias (Westerfield, 2007).

Foto Camila Carvalho

Figura 3 — Ritual de acasalamento e embrides.
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111 - INSTALACOES

3.1. Condicdes ambientais gerais da sala (temperatura, luminosidade,
etc)

3.1.1. As condigdes da sala dependem muito do objetivo do trabalho. No
entanto, de uma forma geral, a sala deve ter controle de temperatura de forma a
facilitar a manutencdo da temperatura da agua (com aquecedores ou chillers).
Considerando-se que o fotoperiodo ndo seja uma variavel a ser analisada, recomenda-
se o fotoperiodo natural (12 horas de luz) ou um sistema de iluminagdo com
fotoperiodo ajustado (14h claro: 10h escuro), mas pode-se alterar o fotoperiodo em
casos excepcionais quando justificado para os objetivos do experimento.

3.1.2. A sala dos aquérios deve apresentar um sistema de abastecimento de
agua, que pode ser da rede de tratamento; no entanto, deve ser previsto um
reservatorio de armazenamento de 4gua para que esta possa ser mantida ao menos 12-
24 horas antes do abastecimento dos aquarios, com a finalidade de volatilizar o cloro
da agua. E ideal que este reservatorio esteja localizado acima do nivel dos aquarios,
de forma que os mesmos possam ser abastecidos por gravidade. Caso contrario, deve
ser prevista a instalacdo de uma bomba, dimensionada de acordo com as necessidades
de renovacdo e abastecimento de agua dos aquarios. Outra op¢do que pode ser
utilizada é a remocéo do cloro livre na agua através da adicdo de produtos quimicos
comerciais especificos para tal fim ou pela utilizacdo de filtros declorinizadores.

3.2. Aquérios, qualidade da agua e higienizacéo

3.2.1. A 4gua é o meio ambiente no qual os peixes vivem, sendo cruciais 0s
cuidados com parametros que irdo determinar o bem-estar do animal. Segundo
Kinkelin et al. (Kinkelin, Michel et al., 1991), o meio ambiente contém bactérias e
fungos geradores de alteracbes morbidas (cuja etiologia é diagnosticada por técnicas
laboratoriais) e classificados como bioagressores oportunistas (Aeromonas,
Saprolegnia, etc). Os fungos do género Saprolegnia oportunizam o surgimento de
dinoflagelados secretores de toxinas (Sarig, 1971), principalmente em paises quentes
e as vezes em paises temperados na estagdo quente. Estes bioagressores, num
ambiente em equilibrio, permanecem inativos para 0s peixes, porém em qualquer
efeito que leve ao desequilibrio, deixam de ser oportunistas para serem patogénicos. O
estado de patogénico é caracterizado nos peixes pelo surgimento de alteragdes do

comportamento (sinais clinicos) e/ou presenca de lesdes que podem levar a perda no
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rendimento ou gerar mortalidade. Essas manifestacGes podem ser devidas a causas de
ordem fisica, quimica ou bioldgica, que atuam isoladamente ou associadas, porém
comprometem as funcdes fisiologicas do animal. As causas fisicas estdo constituidas
pelas propriedades fisicas da agua, tais como: temperatura, material em suspensao
(MES) e oxigénio dissolvido. As causas quimicas sdo principalmente as propriedades
da agua e a composicdo desta (pH, alcalinidade, conteldo em gases dissolvidos,
materiais nitrogenados, toxinas segregadas por algas ou por diversos contaminantes
tais como cloretos, sulfatos, mercurio, &cidos, pesticidas, clorofendis, detergentes,
hidrocarbonetos, etc., e ainda podem ser considerado um fator de ordem quimico a
alimentacdo, na modalidade qualitativa e quantitativa, que pode prejudicar a qualidade
da agua). Como causa de ordem bioldgica destacam-se as bactérias, fungos, virus e
parasitos.

Na zona térmica cada espécie tem um intervalo de temperatura dentro do
qual se consegue um 6timo rendimento zootécnico. Zoologicamente se encontram
peixes entre 2,5°C e 44°C. Os ciprinideos das zonas norte americanas sofrem
variagdes que vdo desde 2 a 44°C (Lowe e Heath, 1969). Segundo Kinkelin et al.,
(Kinkelin, Michel et al., 1991), do ponto de vista zootécnico e médico é necessario
considerar especialmente 2 funcgdes: crescimento e a imunidade. Portanto para
considerar o bem-estar de peixe é importante considerar o fator temperatura, pois a
vida nas zonas de temperaturas supra 6timas resulta energeticamente cara e nas zonas
infra 6timas para uma espécie, a cinética das respostas imunitarias € mais lenta que o
6timo fisioldgico. Segundo este mesmo autor o papel do estresse estd bem definido
experimentalmente e esta reacdo se produz em numerosas situacdes, caracterizadas
pela presenca de componentes do meio ambiente desfavoravel a fisiologia dos peixes
acredita-se que toda a patologia decorrente do meio ambiente € sempre consequéncia
desta patogenia: estresse e o efeito direto eventual da causa morbida.

De uma forma geral, 0 manejo da agua esta diretamente relacionado a
biomassa do aquario, temperatura da dgua e qualidade do alimento. As variaveis que
devem ser monitoradas nos aquarios e seus respectivos parametros sdo indicados na

Tabela 11, dentro dos limites desejaveis para cada espécie abordada neste capitulo.
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Tabela Il - Principais parametros e variaveis necessarios ao bem-estar em aquérios, segundo a espécie

de peixe.
Lambari Tilapia Zebrafish
Oxigénio Dissolvido > 4 mg/L >4 mg/L ~7,8 mg/L
Aménia <0,1 mg/L < 0,20 mg/L <0,002 mg/L
pH 6,5-8,0 6,0 - 8,5 7,0-8,0
Temperatura 24-28°C 24-32°C 24 — 28°C

Em relacdo ao nivel de nitrito, na manutencéo de Zebrafish, a concentragédo
ndo pode exceder 0,5 partes por milh&o, portanto deve-se prover meios que garantam

a concentragdo menor que 0,5 partes por milh&o.

3.3 Exigéncias e particularidades na manutencdo de Lambaris e
Zebrafish

3.3.1. Nédo existe um tamanho ou volume padrdo de aquérios para a
manutencdo de individuos de A. altiparanae. Deve-se levar em conta a densidade de
manutencdo destes animais que ndo pode passar de 0,5-2g/L. Nas densidades mais
elevadas, é recomendada a troca de agua a cada 24 ou no maximo 48 horas de
experimento, sendo que esta troca pode ser total ou parcial. Na troca parcial, pode-se
chegar até 70% de renovacdo da &gua do aquario e, na necessidade de troca total, 0s
animais sdo geralmente mudados de aquarios. A manipulacdo do ambiente e dos
individuos deve ser realizada com base na avaliacdo continua da qualidade da agua
conforme a tabela Ill. Esta préatica visa reducdo do estresse osmatico e térmico entre
outros. Podem ser estabelecidos ainda sistemas de recirculagdo de agua.

3.3.2. A reproducdo do lambari deve ser estimulada artificialmente com
horménios ou preparacGes hormonais. Os reprodutores devem ser selecionados com
base em carateristicas de maturidade e em seguida prepara¢des hormonais como
extrato hipofisario (método mais utilizado) devem ser administradas em duas doses.
Uma primeira dose de 0,5mg/kg pode ser administrada em animais dos dois sexos.
Ap0s 12 horas da primeira dose, as fémeas recebem uma segunda aplicacdo de extrato
hipofisario na dose de 2,5mg/kg. A extrusdo dos gametas ocorre com cerca de 160
horas-grau.

3.3.3. Ainda em relacdo a manutencgdo, o zebrafish é um peixe gregério que
pode ser alocado em densidade de 5 peixes adultos/L em aquarios que tenham
aeracdo, biofiltor, renovacdo de 70%/dia, boa qualidade da agua e bom regime de
alimentacdo. Em aquarios sem biofiltro uma boa relacdo de densidade para esta

espécie é 1-2 animal/L (Reed e Jennings, 2011).
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3.4 Enriquecimento ambiental

A simples presenca de substrato mantém a hierarquia social e estimula o
comportamento sexual em machos territorialistas de tildpia de Mogcambique, ja que
estes constroem ninhos com o material disponivel para atrair as fémeas. A
possibilidade de manter este habito natural auxilia na promocdo do bem-estar da
espécie mantida em aquarios e instalagdes de piscicultura, aumentando a diversidade
comportamental e a exploragdo ambiental, diminuindo, assim, a inatividade (Galhardo,
Almeida et al., 2009; Galhardo, Correia et al., 2008).

Dessa forma, enriquecimento ambiental deve ser obrigatorio, a ndo ser em
casos excepcionais que comporometam de forma evidente os resultados da pesquisa
experimental.

3.4.1. Peixes utilizados em laboratorios de pesquisa geralmente sdo mantidos
em locais que comprometem seu bem-estar e, por consequéncia, o resultado dos testes
aos quais sdo submetidos. Contudo, o enriquecimento ambiental pode tornar a
manutencdo destes animais cativos mais confortavel, sendo o ambiente modificado
em prol da melhor qualidade de vida e da maior satisfacdo das suas necessidades
fisioldgicas, incluindo aspectos comportamentais, reprodutivos, etc (Batista, 2010);
(Delicio, Barreto et al., 2006; Brydges e Braithwaite, 2009; Piato e Rosemberg, 2014).

3.4.2. Um estudo evidenciou que tilapias apresentam preferéncia por
ambientes enriquecidos com abrigo e cascalho em detrimento de ambientes vazios
(Delicio, Barreto et al., 2006). O efeito estimulatério do enriquecimento ambiental no
aprendizado e na memoria da tilapia, com relacdo ao local e periodo em que o
alimento estaria disponivel, foi avaliado (Batista, 2010). A investigacdo utilizou
cascalho, vegetacdo, abrigos de PVC e pedacos de tijolos e madeira como itens de
enriquecimento ambiental e constatou a existéncia de interacdo entre este e a melhora
na memoria e aprendizado, embora o0s peixes ndo tenham atingido a meta especifica
proposta pelo estudo. Em contrapartida, um estudo similar observou o comportamento
de associagdo entre local e periodo de alimentagdo em tildpias (Delicio e Barreto,
2008). Em peixes zebra, a utilizacdo de plantas artificiais como enriquecimento
ambiental aumentou a proliferagéo celular no telencéfalo (von Krogh, Sorensen et al.,
2010) e diminuiu comportamentos tipo-ansiedade em testes padronizados (Collymore,
Tolwani et al., 2015).
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3.4.3. Apesar dos beneficios, ambientes enriquecidos nem sempre aumentam
0 bem-estar de peixes territoriais, visto que machos de tilapia do Nilo apresentaram
maior agressividade em territorios enriquecidos pela maior quantidade de material a
ser defendido (Barreto, Carvalho et al., 2011), e zebrafish criados em ambiente
enriquecido apresentam niveis maiores de cortisol corporal (von Krogh, Sorensen et
al., 2010). Contudo, esta pode ser uma resposta espécie-especifica. Em ambiente
enriquecido, a tilapia do Congo apresentou uma diminui¢do na laténcia para iniciar a
luta, mas a frequéncia de ataques foi menor e a hierarquia de dominancia menos
explicita em comparacdo aos animais mantidos em ambiente n&o-enriquecido
(Torrezani, 2012). Isto pode ser explicado pela hipdtese da barreira visual; um
ambiente mais enriquecido impede a visualizacdo entre os individuos, diminuindo a
sinalizacdo (alteracdo da pigmentacdo corporal) entre 0s mesmos e 0 numero de
interacdes agressivas (Imre, Grant et al., 2002).

3.4.4. Diferentes cores podem influenciar no comportamento social e
fisiologia da til&pia. Quando cinco tratamentos de cores (preto, branco, verde, azul e
marrom) foram testados na espécie, constatou-se que o preto e o verde diminuem o0s
confrontos agonisticos e os niveis de cortisol, enquanto o azul e 0 marrom estimulam
as interacdes agonisticas e a resposta ao estresse e aumentam a atividade locomotora.
Houve alta frequéncia de confrontos agonisticos nos animais mantidos no ambiente
branco, porém, com reducdo do padrdo de ameaca e manutencdo da locomogdo
normal (Merighe, Pereira-da-Silva et al., 2004). No entanto, um estudo anterior
verificou que a cor azul previne o estresse em tilapias (Volpato e Barreto 2001). A cor
azul também desempenhou um papel positivo na reproducdo da espécie (Volpato,
Duarte et al., 2004). Houve maior frequéncia e intensidade reprodutiva nos peixes
expostos a luz de cor azul do que a de cor branca, além de que os machos expostos a
primeira removeram mais substrato e construiram ninhos maiores. Com relacdo a
intensidade luminosa, esta possui um efeito cumulativo ao longo do tempo sobre a
agressividade da tilapias. Além disso, um maior nimero de interagdes agonisticas
ocorre na luz de maior intensidade, mas a hierarquia dos peixes (alfa, beta e gama)

ndo é desestabilizada (Carvalho, Mendonca et al., 2013).
3.5 Exigéncias no cativeiro por grupo

3.5.1. A tilapia demonstra alta resisténcia a baixos niveis de oxigénio

dissolvido, podendo viver sob andxia por algumas horas, uma vez que regula o

15



consumo de O, a medida que os niveis na agua vao baixando. Contudo, sua
manutencdo em ambientes com escassez de oxigénio dissolvido a torna mais
susceptivel a doencas e reduz seu desempenho. Na faixa de temperatura de 26-35°C, o
nivel critico de O, é de 20-10% da saturacdo (Kubitza, 2000a). Segundo Macédo
(2004), a tilapia vive em 1,2mg/L O,.

3.5.2. Em zebrafish, a temperatura relativamente alta de manutencdo, a
densidade de animais nos aquéarios e a alta frequéncia de alimentacdo tipica de
instalacOes de alta atividade criam a necessidade de niveis de oxigénio dissolvido
proximos da saturacdo (~7,8 mg/L em 28°C) (Lawrence, 2007).

3.5.3. O pH adequado para a manutencéo da tilapia em aquarios esta entre 6
e 8,5, ocorrendo alta mortalidade abaixo de 4,5 e acima de 10,5.

3.5.4. O pH do habitat natural do zebrafish varia entre 7,9 e 8,2, semelhante
ao ideal para a promocéo da satde do biofilme e da estabilidade da qualidade da agua
(Lawrence, 2007).

3.5.5. A LCso de ambnia depende da espécie de tilapia, do tamanho, do
tempo de exposicao e da pré-exposicdo ou adaptacdo a niveis sub-letais de aménia.
Niveis de amonia ndo-ionizada acima de 0,20 mg/L geralmente comprometem o
crescimento e a conversdo alimentar da tilapia, além de baixar a resisténcia a doencas
e a toleréncia ao manejo (Kubitza, 2000a).

3.5.6. Os extremos inferior e superior de temperatura para a tilapia sdo 12 e
42°C, sendo a faixa de preferéncia para um melhor crescimento de 24 a 32°C. A
tilapia apresenta conforto térmico na faixa de 27 a 32°C. Em baixas temperaturas, ha
reducdo no consumo de alimento, crescimento mais lento, menor resisténcia a
doencas e maior predisposicdo a mortalidade durante o0 manejo (Kubitza, 2000a).

3.5.7. A tolerancia das tilapias a salinidade é determinada por fatores como a
estratégia de adaptacdo, a idade, a prévia exposicdo de ovos e poés-larvas e
principalmente o tamanho. Salinidades ao redor de 10-12 g/kg s&o consideradas
isoosmoticas para as tilapias, sendo a faixa onde hd o menor gasto de energia com a
osmorregulagdo e assim o crescimento é favorecido (Kubitza, 2000a).

3.5.8. Zebrafish é relativamente resistente a variagdes em salinidade, ainda
que alteracOes subitas podem levar a estresse osmotico. Embrides na fase pos-
gastrulacdo sdo mais tolerantes a aumentos na salinidade do que animais mais jovens.

Na auséncia de estudos experimentais sobre o tema, a manutencdo destes animais em
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condicdes de salinidade recomendadas para outras espécies de peixes de dgua doce
(i.e., 0,25-0,75 ppt) é recomendada (Lawrence, 2007).

3.59. Em relacdo a dureza da &gua, h& consideravel variacdo entre
instalacdes laboratoriais devido a caracteristicas proprias, incluindo origem da agua
(rede de tratamento, destilador ou osmose reversa), adicdo de sais de calcio e
magnésio, tamponamento com bicarbonato, etc. Via de regra, valores de dureza entre
75-200 mg/L CaCOs sdo considerados adequados para peixes de dgua doce (Wurts,
2002).

3.6 Transporte

3.6.1. Para o transporte de animais, inicialmente sugere-se um periodo de
jejum de 24 horas para que o trato digestério seja esvaziado. O transporte pode ser
realizado em caixas especializadas para transporte de peixes, com suprimento de
oxigénio. Recomenda-se acrescentar NaCl (0,1 a 0,3%) na agua de forma a reduzir o
estresse no transporte. Farmacos sedativos ou anestésicos, tais como benzocaina,
metanosulfonato de tricaina (MS-222) podem ser usados. Pode-se também utilizar o
6leo de cravo. Deve haver monitoramento constante do bem-estar dos animais durante
o transporte, desde o0s primeiros preparativos. No caso de transporte em saco plastico,
apenas 2/3 do volume deve estar preenchido com agua e 1/3 deve ser preenchido com
oxigénio. A temperatura deve também estar dentro dos limites acima colocados, caso
contrario, deve haver renovacdo parcial ou total da dgua. Recomenda-se que o
transporte dos animais seja realizado nos momentos de menor temperatura do dia
(inicio da manhd ou final da tarde) e, de preferéncia, em veiculos com ar
condicionado. Além disso, antes de iniciar os experimentos, é recomendado que 0s

animais passem por um periodo de quarentena.

IV - ALIMENTACAO

4.1. Os requerimentos nutricionais das espécies devem ser estabelecidos e
essa informacéo deve ser aplicada de maneira adequada para que se promova maximo
crescimento, sobrevivéncia, reproducéo e atividade imune dos animais. Em carater de
recomendacgdo, mas ndo de obrigatoriedade, sdo sugeridos os protocolos abaixo.

4.2. A. altiparanae tem habito alimentar onivoro e aceita ragdes comerciais.
A ragdo fornecida vai depender da fase do ciclo de vida que estes animais se

encontram. Para as larvas devem ser fornecidas ragcdes em pé ou trituradas, com teor
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de proteina de 30-36% de proteina bruta, com frequéncia de alimentacdo que pode
variar de 4-6 vezes ao dia, sempre no periodo diurno. Na fase de juvenil, a frequéncia
alimentar pode ser reduzida para 2 vezes ao dia, assim como o teor de proteina da
racdo que pode ser de 28-32%. Animais adultos podem ser mantidos com ragoes de
25-30% de proteina bruta, com frequéncia alimentar de apenas 1 vez ao dia.

4.3. A quantidade de alimento ofertado vai depender dos objetivos do
experimento, assim como da possibilidade/necessidade de renovacdo de agua. A
definicdo da quantidade e frequéncia de alimento varia com o0s parametros de
qualidade de agua abaixo descritos.

4.4. A tilapia aceita alimentacdo artificial facilmente, seja farelada,
peletizada ou extrusada. Por ocupar um baixo nivel trofico na cadeia alimentar do
ambiente aquatico, possui grande capacidade de produzir proteina de alta qualidade
atraves de fontes alternativas de proteina. O manejo alimentar e nutricional da tilapia
depende de variaveis inerentes a dieta, como a frequéncia, a apresentacdo, a
quantidade e a qualidade da mesma, em funcdo da biomassa do tanque, da idade e do
estado fisioldgico e sanitario dos peixes, do sistema de cultivo, dos pardmetros de
qualidade da agua e da presenca de plancton. De forma geral, em aquarios, deve ser
oferecida duas vezes ao dia de forma manual, especialmente se for extrusada
(flutuante) (Ribeiro, 2001).

4.5. De maneira geral os peixes zebra podem se alimentar de alimentos vivos
que incluem vérias espécies de zooplancton, como Artémias, rotiferos e Paramecium
spp e alimentos processados. Todas compartilham caracteristicas favoraveis, como
facilidade de cultivo, perfil nutricional balanceado, alta digestibilidade, atratividade e
aceitabilidade. E importante ressaltar que dietas com alimentos processados podem
ser utilizadas para substituir as dietas com alimentos vivos. Isto ocorre na maioria das
vezes, uma vez que representam uma diminuicdo de custos e permitem um maior
controle sobre o estado nutricional dos animais e reduz o risco de introducdo de
patdgenos ou toxinas via dieta. Estes podem ser usados como fonte exclusiva apds a
fase larval, se for nutricionalmente balanceado, palatavel, estdvel e de boa
digestibilidade. E essencial que dietas processadas sejam estocadas e administradas
corretamente, lembrando que a vida util de um alimento processado ndo passa de trés
meses, quando mantido em local seco e ventilado. Importante lembrar que alimentos
processados devem ser ofertados secos e ndo hidratados previamente (Markovich,
Rizzuto et al., 2007; Westerfield, 2007; Lawrence 2007).
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V - DOENCAS MAIS COMUNS E CUIDADOS

5.1. A manutencdo da qualidade da agua, manejo alimentar e experimental
dos lambaris sdo os principais pontos a serem considerados para que néo se instalem
doencas nos individuos. As doencas ocorrem principalmente em situaces nas quais a
concentracdo de oxigénio dissolvido é mantida abaixo do limite minimo desejavel, a
concentracdo de amoénia mantida acima do limite maximo, sobras de alimentos sdo
mantidas nos aquérios, além de biomassas excessivas. Recomenda-se ainda que 0s
utensilios utilizados nos aquérios (como redes, pucas, termostatos, aeradores, dentre
outros) sejam limitados a cada aquario, para que as doengas ndo sejam transmitidas
entre animais de diferentes aquarios (Porto-Foresti, Castilho-Almeida et al., 2010).

5.2. VariagBes na temperatura da agua sao as principais causas do surgimento
de fungos, como a Saprolegna, e protozoarios, como Ichthyophthirius multifiliis, que
surgem quando a temperatura na agua esta abaixo de 20°C. Um ectoparasita muito
comum em lambaris € a Lernaea sp. De uma forma geral, medidas profilaticas como
abastecimento com agua ndo contaminada, desinfec¢do dos peixes transferidos para
nova localidade e sua quarentena na chegada s&o sugeridas. Muitos tratamentos com
medicamentos ja foram desenvolvidos e estes s6 podem ser utilizados com registro no
MAPA com a orientacdo de um medico veterindrio. Em caso de alteracdo de
comportamento dos animais deve-se ajustar a temperatura na zona de conforto
térmico dependendo de cada espécie, diminuir o arragopamento assim como o
manuseio dos animais (Porto-Foresti, Castilho-Almeida et al., 2010).

5.3. A globalizacdo da tilapiacultura promoveu a disseminacdo de agentes
patogénicos, sendo hoje diagnosticadas no Brasil doencas que ha pouco tempo nao
representavam entraves a producdo de tildpias. Como para os demais peixes, as
doencas que acometem as tilapias podem ser prevenidas com a manutencdo de um
ambiente dentro dos parametros de qualidade exigidos para a espécie e a realizacdo de
boas praticas de manejo. O fato dos peixes compartilharem a mesma agua,
principalmente os que sdo criados em sistemas, onde a agua recircula, possibilita que
patdgenos possam ser facilmente introduzidos através da chegada de novos peixes,
que podem apresentar estado de saude indefinido, atingindo assim todos os demais
animais. Por este motivo é de extrema a importancia o periodo de quarentena. Neste
periodo, animais recém-adquiridos permanecem em observacdo antes de serem

introduzidos ao sistema.
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5.4. Alteracbes em fatores ambientais, nutricionais, genéticos e sanitarios
podem causar alteracbes no ambiente de cultivo que tornam as tilapias menos
resistentes a certos patdgenos comumente encontrados na agua, porém, sem
determinar doenca nos peixes (Pavanelli, Eiras et al., 2002; Kubitza, 2008; Roberts,
2012). Portanto, o método profilatico € o mais indicado, a fim de se evitar a
ocorréncia de surtos no ambiente de cultivo, devendo-se: manter a qualidade da agua,
observando varidveis como temperatura, oxigénio dissolvido, pH e teor de amonia;
evitar o acumulo de matéria organica; oferecer dieta na qualidade e quantidade
adequadas as exigéncias nutricionais da fase de desenvolvimento; evitar manuseio
grosseiro, prevenindo a perda de escamas e 0 aparecimento de lesdes; minimizar
estressores fisicos e fisioldgicos (transporte, biometria, etc.); utilizar a densidade de
estocagem condizente; realizar quarentena antes da introdugédo de animais no plantel e
adquiri-los de fornecedores id6neos (i.e., portadores de licenca ambiental, de acordo
com a Resolucdo CONAMA vigente. Separar unidades de producdo (bercario,
crescimento, etc.); realizar inspecdo sanitaria de rotina por pessoal técnico
especializado (inspecdo externa e interna e exames laboratoriais sob a
responsabilidade de um médico veterinario); atentar para alteracbes comportamentais;
retirar peixes mortos ou moribundos dos tanques, pois podem servir como
reservatorio de agentes infecciosos; dar o correto descarte as carcacas; desinfetar o
material de uso rotineiro (redes, pucas, etc.); restringir o uso de antibi6ticos apenas a
ocorréncia de surtos, para evitar o desenvolvimento de resisténcia; controlar
infestacOes por parasitas, que podem ser vetores de doencas; e controlar a populacéo
de outros animais nas proximidades dos tanques, uma vez que podem servir como
vetores de doencas ou hospedeiros intermediarios de parasitas (Pavanelli, Eiras et al.,
2002; Kubitza, 2008; Figueiredo, Castro et al., 2009; Padua, Filho et al., 2012;
Roberts, 2012; Kubitza, Campos et al., 2013).

5.5. As principais doencas que acometem as tilapias e os zebrafish sdo:

5.5.1. Septicemia mdvel por Aeromonas (SMA). E a doenca bacteriana mais
comum em peixes de agua doce e pode ser causada por diversas espécies, sendo A.
hydrophilla, A. cavie e A. sobria as mais patogénicas. Em tilapias, ocorre com maior
frequéncia em temperaturas baixas ou amenas devido a resposta imune diminuida,
mas a elevacdo da temperatura acima de 30°C também predispde a ocorréncia de

surtos. A enfermidade provoca septicemia, podendo também ocorrer na forma de
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doenca ulcerativa. Os sinais clinicos mais frequentes sdo anorexia, anemia (palidez
das brénquias e mucosas), letargia, perda de equilibrio, queda de escamas, ulceras
disseminadas pelo corpo, erosdo e hemorragia nas nadadeiras, ascite e exoftalmia
(Kubitza, 2000b; Pavanelli, Eiras et al., 2002; Costa, 2003; Figueiredo, Castro et al.,
2008; Roberts, 2012). Em zebrafish, os principais sinais clinicos sdo eritema na base
das nadadeiras ventrais e na nadadeira dorsal, associadas a infec¢bes bacterianas da
bexiga natatdria. No entanto, septicemias Gram-negativas também podem produzir
esses sinais clinicos e o diagnostico final s6 pode ser determinado a partir do exame
histopatoldgico da bexiga natatoria (Kent, Spitsbergen et al., 2015). Marcadores
geneticos especificos também podem ser amplificados por PCR, podendo, por vezes,
ser detectados na agua (Singh, Chaudhary et al., 2013).

5.5.2. Vibriose. Causada por bactérias do género Vibrio, em especial V.
anguillarum. Os sinais clinicos sdo semelhantes a da SMA, por isso, se faz necessario
o diagnostico diferencial por meio de isolamento em amostras de 6rgaos ou sangue e
técnicas bioquimicas e moleculares (Kubitza, 2000b; Figueiredo, Castro et al., 2008).

5.5.3. Columnariose (Deterioracdo das nadadeiras; Deterioragdo das
branquias). Doenca bacteriana causada por Flavobacterium columnare. Os sinais
clinicos incluem nadadeiras e branquias irregulares ou corroidas, lesdes
esbranquigadas ou cinzas no corpo e boca e lesbes profundas na cabeca, podendo
haver exposicdo da musculatura e 0ssos do crénio (Kubitza, 2000b; Figueiredo, 2007;
Roberts, 2012). As bactérias podem ser cultivadas, a partir de homogenatos do tecido
afetado, em meio de cultura para Cytophaga (Kent, Spitsbergen et al., 2015).

5.5.4. Edwardsiellose. Doenca bacteriana causada pelas espécies
Edwardsiella tarda e Edwardsiella ictaluri, que possuem carater zoonético. Ocorrem
lesbes cutaneas na cabeca, musculatura e cauda, podendo haver exposicdo da
musculatura com presenca de abscessos com tecido necrético, bolhas gasosas e mau
odor (Baralna, 2008; Roberts, 2012). Como manifestacdo tipica das septicemias
Gram-negativas em peixes, causa alta mortalidade e eritema difuso nos animais
sobreviventes. Em zebrafish, o diagndstico pode ser obtido através de sec¢des coradas
com hematoxilina e eosina, revelando alteracBes necroticas no prosencéfalo, nervos e
narinas (Kent, Spitsbergen et al., 2015). O diagndstico confirmatorio pode ser obtido
por cultura em &gar sangue ou agar infus@o de cérebro e coracédo (BHI) e identificacdo
biogquimica da bactéria. A amplificacdo de uma sequéncia especifica de rDNA

(AF310622) pode auxiliar no diagnostico molecular (Kent, Spitsbergen et al., 2015).
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5.5.5. Estreptococose (Doenca da natacdo espiralada). Doenca bacteriana
causada por Streptococcus iniae, S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. ictaluri e
Enterococcus sp que provoca alta mortalidade. Os peixes apresentam natagdo em
forma de espiral (rodopios), perda de equilibrio, letargia, hiperpigmentacéo do corpo,
aspecto corporal curvado em forma de ‘S”, exoftalmia, opacidade e hemorragia
ocular, ascite e hemorragia opercular difusa. Pode causar septicemia, sendo o cérebro
o principal 6rgdo afetado determinando encefalite (Kubitza, 2000b; Figueiredo, Mian
et al., 2007; Mian, Godoy et al., 2009).

5.5.6. Microesporidiose neural. Doenca fungica causada por parasitos
intracelulares (Pseudoloma neurophilia) de ciclo de vida complexo, transmitido por
canibalismo ou por transmissdo vertical. Associada a emaciacdo severa e curvatura
espinhal, mas esses sinais ndo sdo especificos para a doenca. O sitio priméario da
infeccdo € o sistema nervoso central e raizes nervosas; 0s esporos podem ser
visualizados em cortes histoldgicos de rotina, mas sua deteccdo é facilitada por
coloracdo de Gram (Kent, Spitsbergen et al., 2015). O parasito pode se alojar em
estruturas importantes no controle do comportamento defensivo, sendo altamente
relevante para pesquisadores que estudam varidveis comportamentais em zebrafish
(Spagnoli, Xue et al., 2015). Testes moleculares para P. neurophilia por PCR sao
altamente especificos e sensiveis (Kent, Spitsbergen et al., 2015). Em sistemas de
recirculacdo, a utilizagéo de esterilizadores ultravioleta (30.000-50.000 uWsec/cm?) é
necessaria para eliminar o parasito (Kent, Spitsbergen et al., 2015).

5.5.7. Granuloma visceral das tilapias. Doenca bacteriana causada por
Francisella sp. Os sinais clinicos ndo especificos incluem anorexia, letargia, natacdo
erratica e exoftalmia. As branquias apresentam granulomas brancos, sendo 0 mesmo
aspecto visto internamente no baco, rins, gbnadas e coracdo (Kubitza, 2008;
Colquhoun e Duodu 2011).

5.5.8. Saprolegiose. Infeccdo causada por fungos da familia Saprolegniaceae,
com destaque para 0s géneros Saprolegnia, Achlyae Dictyuchus. A espécie S.
parasitica é um dos fungos parasitos mais frequentes em peixes. Areas
despigmentadas, necrosadas e cobertas por material que lembram tufos de algoddo ao
longo corpo séo os sinais mais especificos da doenca, além de lesbes musculares,
infeccdo branquial que pode levar a asfixia, letargia. Casos cronicos, desencadeados
por estresse ambiental, ndo apresentam gravidade em si, mas sim por infec¢Oes

bacterianas secundarias que podem se desenvolver (Kubitza, 2000b).
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5.5.9. Doenca epiteliocistica. Cistos na pele e no epitélio branquial causados
por organismos dos grupos Rickettsia e Chlamydia. Pode ocorrer de forma
assintomatica, sendo o numero de cistos insuficiente para determinar a patologia
(Lima, Machado et al., 2001).

5.5.10. Ictiofitiriase (Doenca dos pontos brancos). Doenca causada pelo
protozoario ciliado Ichthyophthirius multifiliis. Pontos brancos visiveis a olho nu
aparecem nas branquias, nadadeiras e pele, juntamente com excessiva produgdo de
muco. As lesdes podem favorecer o estabelecimento de infecgdo bacteriana ou
fangica secundéria e, se ocorrerem de forma severa nas branquias, podem dificultar a
ventilacdo (Kubitza, 2000Db).

5.5.11. Outros protozoarios ectoparasitas. Pequenas quantidades séao
geralmente encontradas em tilapias aparentemente sadias, determinando grandes
infestacbes quando ha variacdo brusca nas condi¢bes de cultivo que determinam
desequilibrio na relacdo peixe-parasito-ambiente (manejo excessivo, desbalanco
nutricional, alta densidade de estocagem, alta carga organica, etc). Ocorrem na
superficie do corpo, nadadeiras, cavidade bucal, olhos, tecido subcutaneo e branquias.
Os peixes apresentam prurido, aumento na producdo de muco, letargia e
boquejamento na superficie d’dgua devido a ventilagdo dificultada por grande
infestacdo no epitélio branquial. Exemplos: Trichodina compacta, Trichodina magna,
Piscinoodinium pillulare, Epistylis sp., Cichlidogyrus halli, Cichlidogyrus thurstonae,
Cichlidogyrus sp., Scutogyrus longicornis, Chilodonella sp., Piscinoodinium sp.,
Ichthyobodo e Amyloodinium sp. (Kubitza 2000b; Zago, Franceschini et al., 2014).

5.5.12. Monogeneas. Dactylogyrus sp. e Gyrodactylus sp apresentam o
mesmo quadro de protozodarios ectoparasitas.

5.5.13. Crustaceos parasitas. Os microcrustaceos Lernaea
cyprinacea, Ergasilus sp. (“larvas das branquias™), Argulus sp. (“piolho dos peixes”)
e Dolops sp. ja foram observados parasitando tilapias. Infestaces por estes
organismos levam a depreciagdo do valor comercial e propensdo a doencas fungicas e
bacterianas secundarias. Fixam-se a pele e branquias, comprometendo a ventilagdo. O
Argulus se alimenta dos fluidos dos peixes, causando anemia e reducdo no

crescimento, além de servir como vetor de virus e bactérias (Kubitza, 2000Db).

5.6. Indicadores mais frequentes de estresse em zebrafish sdo:
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a) mudanca de coloracdo - a mudanca ocorre em funcdo de estresse
fisioldgico, subordinagéo social e muito comumente estimulos ambientais;

b) anormalidades morfoldgicas — os indicadores mais comuns de estresse sdo
anormalidades nas branquias, olhos e nadadeiras. Observa-se opacidade nas
nadadeiras e a descoloracdo nas branquias, alteracbes que ocorrem Ccomo
consequéncia de multiplos fatores e que podem indicar a presenca de um problema
cronico subjacente, associado a mé qualidade da agua;

c) taxas de crescimento - podem variar de acordo com a genética, parametros
ambientais, densidade e nutricdo. Uma taxa de crescimento reduzida, especialmente
nos primeiros estagios de vida, pode ser um indicativo de estresse cronico, de que 0
sistema de criacdo ndo esta adequado; e

d) desempenho reprodutivo — muitos sdo os fatores que podem provocar
alteracdo no desempenho reprodutivo, e, dentre os principais, podemos citar:
desequilibrio nutricional, desequilibrio na quimica da agua, perturbacGes no ambiente
e idade do animal.

e) alteragbes comportamentais visiveis — o0 nado errético, letargia,
imobilidade e a alteracdo no padrdo do nado podem ser alguns sintomas que indiquem

a existéncia de agentes estressores em peixe zebra (Kalueff, Gebhardt et al., 2013).

VI - PROCEDIMENTOS EM ATIVIDADES DE ENSINO OU PESQUISA
CIENTIFICA

Procedimentos que envolvam exames clinicos, cirurgia, anestesia e
diagndstico devem ser realizados por médicos veterinarios, ou por pessoal treinado,
na presenc¢a de um médico veterinario.

6.1. O manejo dos peixes deve ser realizado em ambiente calmo, pois 0s
animais podem se estressar facilmente. Os animais devem ser retirados dos aquarios
com puca e imediatamente colocados em &gua com anestésico. A anestesia é uma
importante ferramenta na tentativa de manter a homeostasia dos peixes e minimizar as
consequéncias deletérias de diversas operagcdes, mas que pode promover efeitos
indesejaveis per se, uma vez que sdo muitas as variaveis envolvidas (Maricchiolo e
Genovese 2011). Ver adiante os procedimentos para a anestesia.

6.2. E importante que todo o manejo dos animais seja realizado utilizando-se
um pano ou toalha molhada para que a regido das branquias e opérculo seja mantida

Umida. Deve-se evitar qualquer contato das maos com o corpo dos animais, evitando
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assim a retirada de muco e/ou escamas, 0 que pode ocasionar lesdes. ApOs imersdo
dos animais no anestésico, as seguintes caracteristicas comportamentais devem ser
observadas:

a) movimentos operculares sem ritmo;

b) o equilibrio comeca a ficar prejudicado e o animal apresenta dificuldades
para manter o equilibrio, mesmo parado;

c) ocorre perda total do equilibrio e os animais ndo conseguem permanecer
na posicdo vertical. Em alguns casos, podem até mesmo ficar com a regido ventral
voltada para cima; e

d) incapacidade de reagir a qualquer estimulo. Nesta etapa, 0 animal pode ser
capturado com o pucé para os procedimentos experimentais. Para reverter os efeitos
da anestesia, deve-se colocar o animal em &gua sem a adicdo de nenhum produto
quimico, bem oxigenada, e se possivel, coloca-lo em agua corrente. Em poucos
minutos, o animal retorna ao seu comportamento inicial.

6.4. Administracdo de substancias

6.4.1. A forma menos invasiva de se administrar substancias a peixes é em
banhos de imersdo, sendo esta a via de elei¢do, principalmente quando se trata de
lotes de animais. A substancia € dissolvida na agua (na concentracdo adequada ao
volume da mesma) e absorvida através das branquias (ou outros 6rgédos respiratorios)
e/ou da pele. O método dispensa contencdo fisica, poupando os animais de
manipulacdes que podem ser estressantes e evitando lesGes no tegumento, as quais
podem tornar-se porta de entrada para agentes infecciosos. Todos 0s parametros
fisico-quimicos da agua devem ser controlados, uma vez que podem influenciar a
farmacodinamica de substancias dissolvidas na mesma. Ao se observar sinais de
toxicidade, deve-se transferir prontamente 0s peixes para recipiente contendo agua
pura e devidamente aerada. Os antiparasitarios sdo exemplos de farmacos geralmente
administrados via banho de imersdo (Carpenter, 2005; Sutili, Gressler et al., 2013).
No caso de administracdo de anestésicos, no entanto, peixes grandes e/ou com
respiracdo aérea obrigatdria requerem o uso de aspersdo do farmaco diretamente nas
branquias. Este procedimento garante que o anestésico chegue a corrente sanguinea
nestes espécimes, como por exemplo o pirarucu, que apresentam baixa frequéncia de
batimento opercular e que ndo sobreviveriam a banhos de imersdo (Honczaryk e
Inoue 2009).
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6.4.2. Em se tratando de terapia parenteral, as vias subcutanea, intramuscular,
intravenosa, intraperitoneal e intracelomatica podem ser utilizadas. A musculatura
dorsal, ventrolateralmente a nadadeira dorsal, ¢ o local de eleicdo para injecdes
intramusculares, que podem ser usadas para aplicacdo de antibioticos, por exemplo.
Quando se optar por administracdo intracelomatica, deve-se evitar a inoculacdo em
orgéos internos (YYanong, 2006). Algumas substancias, como os aditivos, podem ser
incorporadas a dieta a ser oferecida aos peixes, sendo absorvidas no trato
gastrointestinal (Saccol, Uczay et al., 2013). Na aplicacdo de hormonios exdgenos
para estimular a liberacdo de gametas, estes normalmente sdo aplicados na base da
nadadeira peitoral ou dorsal.

6.4.3 Injegdes intraperitoneais sdo procedimentos muito utilizados em
experimentacdo animal pois a cavidade peritoneal oferece grande superficie de
absorcdo a partir da qual as substancias entram rapidamente na circulacdo (Valle et al
1991).

6.5. Colheita de tecidos, fluidos, secrecdes, excrecdes e ectoparasitos.

6.5.1. Biopsias externas (pele, escamas, nadadeiras e branquias) podem
auxiliar no diagnostico de enfermidades bacterianas, virais, fingicas e parasitarias e
ainda identificacdo de nddulos tumorais. O peixe pode ser contido manualmente ou
ainda ser submetido a anestesia. No entanto, o uso desta pode causar grande perda de
ectoparasitas ou deixa-los imoveis, o que dificulta a visualizacdo (Eiras, Takemoto et
al., 2000; Callahan e Noga, 2002).

6.5.2. A coleta de amostras é feita em areas com aparéncia anormal, como
locais descorados, Ulceras, erosdes e massas, eliminando-se primeiramente o muco.
Laminulas sdo utilizadas para raspagem da epiderme, enquanto tesouras ou laminas de
bisturi sdo empregadas na obtencdo de amostras de nadadeiras e branquias. No caso
das branquias, o arco branquial ndo deve ser cortado; coleta-se apenas um fragmento
pequeno do filamento. Em peixes maiores o raspado de branquias também pode ser
realizado. As amostras devem ser colocadas em uma lamina com uma gota de agua
(doce ou salgada, dependendo da classe icticola em questdo) e cobertas com uma
laminula para subsequente avaliacdo (Yanong, 2006). Os instrumentos cirdrgicos
devem ser esterilizados.

6.5.3. Material fecal pode ser coletado para visualizacdo de parasitas no
exame direto em microscopio. A coleta é feita facilmente pressionando-se regides

préximas a abertura anal, por isso deve-se atentar para a contaminacgao de outros tipos

26



de amostras, como raspados de epiderme, pois a pressdo da lamina pode induzir a
eliminacéo tanto de fezes quanto de esperma nos machos. As fezes também podem ser
obtidas via sonda cloacal.

6.5.4. Quanto a coleta de sémen, deve-se eliminar a urina e as fezes antes da
extracdo do mesmo; se isto ndo for possivel, descarta-se a amostra. Se 0 macho estiver
pronto para a reproducéo, a liberacdo de sémen ocorrerd quando a regido abdominal
for pressionada delicadamente da frente para tras até as proximidades do poro
urogenital. O sémen é entdo utilizado para avaliar as condicOes de salide espermaética,
como motilidade, viabilidade e concentracdo de espermatozoides, podendo ser usado
para criopreservacao (Eiras, Takemoto et al., 2000; Yanong, 2006).

6.5.5. Amostras de tecido muscular também sdo Uteis no diagnostico de
formas parasitarias (por ex., cistos). Preparados Umidos de 6rgédos internos obtidos
durante a necropsia sdo igualmente utilizados para avaliagdo microscépica, como no
caso de infestagdes por parasitas protozoarios no aparelho gastrointestinal (Eiras,
Takemoto et al., 2000).

6.5.6. No caso de suspeita de enfermidade bacteriana em uma grande
populacdo de peixes, recomenda-se a eutandsia de exemplares moribundos para
amostragem microbiologica, usando técnicas estéreis apropriadas. Podem ser
realizadas culturas de encéfalo, rins, figado e baco, em se tratando se suspeita de
infeccdo sistémica. A regido a ser amostrada deve ser externamente desinfetada com
alcool, o qual deve secar antes da realizacdo da incisdo com uma lamina de bisturi.
Para a coleta, pode-se utilizar um swab estéril ou ainda inserir uma tesoura
esterilizada para obtencao de um fragmento do tecido. As culturas de sangue também
sdo Uteis no diagnostico de enfermidade bacteriana sistémica, com a vantagem de que
a amostra é coletada a partir do animal vivo. A agulha deve ser inserida em local
previamente limpo com gaze estéril e solucao salina (YYanong, 2006).

6.5.7. A coleta de sangue em peixes & extensamente realizada para a
avaliacdo de parametros hematoldgicos, bioquimicos e morfoldgicos e pesquisa de
hemoparasitas. O acesso mais explorado sdo os vasos da regido caudal, localizados
ventrolateralmente a medula espinhal. Para tal procedimento, o peixe pode ser apenas
contido mecanicamente (no grupo controle em estudos para verificar o efeito de
anestésicos) ou ainda estar sob efeito de um sedativo ou anestésico. Porém, apesar de
serem utilizados para minimizar o estresse, tais farmacos podem promover alteracoes

nos indices a serem avaliados (Velisek, Wlasow et al., 2007; Zahl, Kiessling et al.,
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2010; Gholipourkanani e Ahadizadeh, 2013; Gomulka, Wlasow et al., 2014; Gressler,
Sutili et al.,, 2015). A puncdo intracardiaca é menos utilizada, sendo a anestesia
indispensavel neste caso. Anticoagulantes (por ex., heparina, EDTA) sdo utilizados
em quantidade minima apenas para umedecer internamente a agulha e a seringa
(Ranzani-Paiva, de Pauda et al., 2013). A padronizacdo hematoldgica deve levar em

conta os parametros ambientais

6.6. Estudos embrionarios e larvais

6.6.1. Os ovos e embrides devem ser mantidos em incubadoras,
preferencialmente conicas, com fluxo constante de agua. Nestas condigdes, a primeira
clivagem do embrido do lambari ocorre entre 20 e 30 minutos a partir da fertilizacéo.
O periodo de incubacdo médio dos embriGes até a eclosdo das larvas é de cerca de 11
horas. Nao sdo utilizados rotineiramente tratamentos com medicamentos na incubacao

de ovos e larvas de lambari.

6.7. Modificacéo de ingestdo de alimento
6.7.1. Pode ser feita atraves de alteracdo na composicdo das racfes a serem

oferecidas. Evitar, sempre que possivel, a intubacao esofagica.

6.8. Cirurgia experimental

6.8.1. Estudos biol6gicos em peixes tém utilizado técnicas cirurgicas
minimamente invasivas como a intubacdo esofégica, a canulacdo da aorta dorsal e o
cateterismo urinario, a fim de reduzir o estresse relacionado a manipulacdo e
amostragem. No caso da intubacdo esofagica, o objetivo é a administracdo de
compostos diretamente no trato gastrintestinal, minimizando inconvenientes como a
regurgitacdo (Glover e Hogstrand, 2002). A canulacdo da aorta dorsal permite o
monitoramento de pardmetros sanguineos e/ou plasmaticos através de coletas
repetidas (Gingerich e Drottar 1989; Belanger, Son et al., 2001; Lo, Chang et al.,
2003; Kiessling, Johansson et al., 2009; Djordjevic, Kristensen et al., 2012). QOutras
técnicas de canulacdo vascular incluem a veia e a artéria caudal, vasos dos arcos
branqueais e a veia porta hepatica (Wells, Tetens et al., 1984; McLean e Ash, 1989;
Belanger, Son et al., 2001; Karlsson, Rosseland et al., 2012). O cateterismo urinario
tem sido realizado para estudar as funcOes renais e da bexiga urinéria (Wood e
Patrick, 1994). Algumas destas técnicas sdo utilizadas em combinacdo durante
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protocolos experimentais, permitindo a avaliagdo da cinética de absorcdo,
distribuicdo, metabolismo e excrecao de certos compostos (Deng, Refstie et al., 2000;
Deng, Refstie et al., 2001; Fan, Teh et al., 2002). Outras técnicas cirargicas ja
descritas em peixes sdo: remog¢do do 6rgdo enddcrino pancredtico, possibilitando o
estudo de Diabetes mellitus insulino-dependente (Kelley, 1993); celiotomia, para
implantacdo de marcadores eletronicos (Collins, Smith et al., 2000; Cooke e Wagner
2004; Erickson e Webb, 2007; Harms e Lewbart 2011); bidpsias teciduais (Gilliland,
1994; Grant, 1996; Murray, 2010); e cirurgias reprodutivas, com ou sem 0 uso de
técnicas endoscopicas (Hernandez-Divers, Bakal et al., 2004; Paragamian,
Beamesderfer et al., 2005; Webb e Erickson, 2007; Divers, Boone et al., 2009;
Matsche, Bakal et al., 2011). Em zebrafish, o uso do protocolo de lesdo mecanica
direta da regido medial telencefalica demonstrou resultados eficientes para estudos
relacionados a regeneracdo celular em sistema nervoso central sem causar mortalidade
significativa dos animais (Marz, Schmidt et al., 2011; Baumgart, Barbosa et al.,
2012)). Todos esses procedimentos devem ser feitos em peixes sob anestesia
profunda.

VIl - CUIDADOS NO MANEJO

7.1. Cuidados pré e p6s-operatorios

7.1.1. Previamente a um procedimento cirurgico, deve-se manter o peixe em
ambiente tranquilo, com agua aerada e em condicdes ideais para a espécie, a fim de
reduzir o estresse fisiologico (Murray, 2002). Se houver a presenca de infecgdes
parasitarias ou bacterianas, por exemplo, tratar dias antes de submeter o animal ao
procedimento cirdrgico para que sua capacidade imunoldgica esteja aumentada
(Wildgoose, 2000).

7.1.2. O jejum de no minimo 24 horas é necessario para evitar regurgitacao e
bloqueio dos ramos branquiais durante a anestesia profunda (Lewbart e Harms, 1999).
A manipulacdo cuidadosa previne a perda excessiva da camada protetora de muco,
evitando a ocorréncia de infecgdes cutaneas secundarias que poderiam prolongar a
recuperagédo do animal (Murray, 2002).

7.1.3. Apos a cirurgia, o peixe deve ser mantido em tanque de recuperacéo,
até que os efeitos da anestesia ndo sejam mais visualizados. Em seguida, o animal
pode ser devolvido ao ambiente de origem, devendo ser mantido em isolamento para

facilitar a inspecdo frequente e a manutengdo dos parametros da agua em condigdes
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Otimas para que ndo haja estresse adicional. A presenca de esconderijos pode
proporcionar mais tranquilidade aquelas espécies que normalmente os utilizam. O uso
de antibidticos e analgésicos no periodo pés-operatorio deve ser considerado
(Wildgoose, 2000; Murray 2002; Harms, Kishimori et al., 2005)). No caso de peixes
com respiracdo aeérea obrigatdria, a recuperacdo da anestesia € feita por meio de
lavagem das brénquias por aspersdo de agua limpa, observando-se a tomada de ar

voluntaria ((Honczaryk e Inoue, 2009)).

7.2. Analgesia

7.2.1. Ha evidéncia que os peixes sdo capazes de perceber estimulos
nociceptivos e, em decorréncia, apresentar ndo so respostas reflexas como também
alteracfes comportamentais e fisioldgicas (Sneddon, Braithwaite et al., 2003; Dunlop
e Laming, 2005; Ashley, Sneddon et al., 2007; Roques, Abbink et al., 2010; Wolkers,
Barbosa Junior et al., 2013). Uma das razbes subjetivas mais plausiveis para se
administrar analgésicos a peixes € a inapeténcia ou anorexia que geralmente resultam
de procedimentos diagndsticos ou cirargicos (Weber, 2011). Além destes, outros
sinais como ventilagdo rapida, posicdo anormal e imobilidade sdo indicativos de dor
em peixes. No entanto, sdo poucos o0s estudos investigando os efeitos
farmacocinéticos de analgésicos nestes animais, 0 que faz com que a administracao
empirica dos mesmos seja baseada no conhecimento obtido a partir de outras espécies
animais (Murray, 2002; Sneddon, 2012).

7.2.2. A maioria dos relatos do uso de analgésicos em peixes refere-se aos
opidides butorfanol e morfina (Lewbart, Spodnick et al., 1998; Sneddon, Braithwaite
et al., 2003; Harms e Lewbart, 2000; Harms, Kishimori et al., 2005; Nordgreen,
Garner et al., 2009; Weber, Weisse et al., 2009). O sistema nervoso central (SNC) de
peixes apresenta receptores opiodides p e k. Entdo, parece razoavel que opidceos sejam
capazes de produzir analgesia nestes animais (Chervova e Lapshin 2000; Harms,
Kishimori et al., 2005; Velasco, Law et al., 2009; Wolkers, Barbosa Junior et al.,
2013)).

7.2.3. As propriedades analgésicas de anti-inflamatorios ndo-esterdides (por
ex., cetoprofeno e carprofeno) e anestesicos (por ex., lidocaina) também tém sido
testadas para prevenir ou tratar a dor em peixes ((Weber, Weisse et al., 2009; Roberts,

2010; Sneddon, 2012). Farmacos com acdo analgésica podem ser administrados

30



nestes animais pelas vias intramuscular, subcutdnea e intracelomatica (Carpenter
2005).

7.3. Anestesia

7.3.1. A anestesia de peixes & mais comumente realizada pelo método de
imersao, sendo o farmaco dissolvido na 4gua na concentracao adequada para a espécie
e de acordo com o objetivo do procedimento. Apds absorcdo, o farmaco atinge a
circulagdo sanguinea e chega ao SNC, promovendo seus efeitos no organismo.
Fatores inerentes ao anestésico (por ex., grau de lipossolubilidade), a espécie (por ex.,
area de superficie branquial) e ao ambiente (por ex., temperatura) podem afetar a
eficacia do procedimento anestésico (Burka, Hammell et al., 1997; King, Hooper et
al., 2005; Sneddon, 2012; Zahl, Samuelsen et al., 2012). Os anestésicos
recomendados pelo CFMV para peixes sdo: barbituricos ou outros anestésicos gerais
injetaveis, halotano, isofluorano, sevofluorano, MS-222 e hidrocloreto de benzocaina

7.3.2. Os anestésicos também podem ser administrados em peixes pelas vias
intravenosa, intraceldmica, intramuscular e oral e por aspersé@o branquial. No entanto,
a necessidade de contencdo fisica, a possibilidade de dano visceral e a inconsisténcia
na taxa de absorcdo e no tempo de inducdo tornam estas op¢des bem menos praticas e
seguras que o0 banho de imersdo (Fleming, Heard et al., 2003).

7.3.3. Em diversos paises, 0s anestésicos sintéticos mais comumente
utilizados para anestesiar peixes em banho de imersao sdo 0 MS-222, a benzocaina, o
etomidato, o metomidato, o fenoxietanol e a quinaldina (Ross e Ross, 2008). Dentre
estes, apenas a benzocaina e o fenoxietanol estdo disponiveis no mercado brasileiro a
um custo acessivel. Outra opcdo é o propofol, anestésico geral de uso tipico
intravenoso amplamente utilizado nas Medicinas Veterinaria e Humana. Sua eficécia
na anestesia de peixes em banho de imersdo foi comprovada (Gressler, Parodi et al.,
2012a) e subsequentes estudos testaram seu uso em variadas espécies de peixe,
empregando diferentes protocolos experimentais (Gholipourkanani e Ahadizadeh,
2013; Gomulka, Wlasow et al., 2014; Gressler, Sutili et al., 2015).

7.3.4. Estudos avaliando protocolos anestésicos variados para objetivos
distintos (ex: transporte, biometria, coleta de amostra biologica) em tilapias,
principalmente O. niloticus, séo frequentes. Quando testado em baixas concentragdes
diluidas na agua, o propofol (0,15, 0,30 e 0,60 mL/L) promoveu anestesia eficiente e

ndo causou efeitos genotdxicos e mutagénicos (Valenga-Silva, Braz et al., 2014). De
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forma semelhante, o eugenol promoveu anestesia mesmo nas mais baixas
concentragdes testadas (50, 75, 100, 150, 200 e 250 mg/L) (Vidal, Albinati et al.,
2008) e a benzocaina produziu sedacdo adequada na concentracdo de 190 mg/L
(Okamura, Aradjo et al.,, 2010). J& a associacdo de tiletamina e zolazepam
administrada via intramuscular (5, 10, 20, 30, 40 e 60 mg/kg) nédo induziu a niveis
anestésicos (Borin, Crivelenti et al., 2010).

7.3.5. Dentre os anestésicos de origem natural empregados na anestesia por
imersdo de peixes, o 6leo de cravo e o eugenol sdo os principais produtos com
reconhecido potencial anestésico em varios paises, inclusive no Brasil (Javahery,
Nekoubin et al., 2012; Sutili, Gressler et al., 2014). Oleos essenciais extraidos de
plantas brasileiras também tém sido explorados como anestésicos para banho de
imersdo para esta classe de animais, representando alternativas para futura
comercializacdo no mercado local (Cunha, Barros et al., 2010; Azambuja, Matiazzi et
al., 2011; Becker, Parodi et al., 2012; Benovit, Gressler et al., 2012; Gressler, Riffel et
al., 2012b; Toni, Becker et al., 2014). Além desses, ainda o mentol pode ser utilizado
(SimGes e Gomes, 2009).

7.3.6. A anestesia em peixes € um tema relativamente recente e o
conhecimento sobre o uso ou ndo uso de determinados anestésicos provem do
objetivo real do estudo bem como da base empirica existente da literatura de outros
modelos animais (Cressey, 2014). Estudos atuais tém demonstrado que apesar do
amplo uso do banho de imersdo do metanossulfonato de MS-222 como um anestésico
eficiente para o peixe zebra, a espécie tende a evitar o contato com o composto em um
modelo de estudo utilizando tanque de preferéncia (Wong, von Keyserlingk et al.,
2014). Tais achados tem indicado a real necessidade de um estudo mais aprofundado
sobre procedimentos de anestesia e bem-estar de peixes. Em contrapartida, foi
demonstrado que, para peixes de pequeno porte (até aproximadamente 3 a 4 cm),
como o peixe zebra, a diminuicéo gradativa da temperatura da agua (28°C —17°C —»~
10°C) apresenta resultados significativos para a anestesia prévia a procedimentos de
curta duracdo (por exemplo, em protocolos que necessitem da realizagdo de injecao
intraperitoneal) bem como anterior a eutanasia sem causar lesdo na pele dos peixes
(Kinkel, Eames et al., 2010; Collymore, Tolwani et al., 2014)). Basicamente, tal
procedimento pode ser empregado para peixes adultos e caracteriza-se por nao

apresentar riscos de alteracdo de parametros metabdlicos significativos em
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comparacdo ao procedimento que utiliza agentes quimicos anestésicos, podendo ser
empregada de modo repetitivo para um mesmo animal. A recuperacdo dos peixes
pode ocorrer rapidamente ap6s a imersdo em agua declorada com niveis saturados de
O, dissolvido (=7,8 mg/L) a uma temperatura de 28°C.

7.3.7. Inicialmente, em peixes de respiracdo aquatica, 0s anestésicos induzem
um efeito sedativo. Em seguida, ha perda de equilibrio, mobilidade, consciéncia e, por
fim, de acdo reflexa ((Ross e Ross, 2008)). Tais mudancas correspondem a estagios de
inducdo a anestesia (Tabela 1V), sendo o nivel de depressdo anestésica monitorado de

acordo com o objetivo do procedimento.

Tabela IV - Estagios de inducdo a anestesia de peixes de respiracdo aquatica

(modificado de Schoettger e Julin, 1967).

Estagio |Descritor Comportamento do peixe
0 Normal Nado ativo; reativo a estimulos externos; equilibrio normal; ténus
muscular normal
1.1 Sedacéo Nado voluntério continua; leve perda de reatividade a estimulos visuais e
leve tteis; frequéncia respiratéria normal; equilibrio normal; ténus muscular
normal
1.2 Sedacéo Desaceleracdo e cessacdo do nado voluntario; movimentos ndo-
profunda coordenados; perda total de reatividade a estimulos visuais e tateis; leve
diminuicdo na frequéncia respiratdria; equilibrio normal; ténus muscular
levemente diminuido; ainda responde a mudancas de posic¢éo
1.1 Narcose Fase de excitacdo pode preceder um aumento na frequéncia respiratoria;
leve perda do tbnus; ainda responde fracamente a mudancas de posicao
11.2 Narcose Deixa de responder a mudancas de posi¢ao; diminuicdo na frequéncia
profunda respiratoria para aproximadamente normal; perda total do equilibrio;
Estdgio de |auséncia de esforcos para corrigir a postura; tdnus muscular diminuido;
toleréncia alguma reatividade a estimulos téteis e vibracionais fortes
Permite retirada de amostras externas, bidpsia das guelras, e bidpsia
das nadadeiras
1.1 Anestesia Perda total do tdnus muscular; responde a pressao profunda; diminuicdo
leve na frequéncia respiratdria
Permite procedimentos cirlirgicos menores
1.2 Anestesia Perda completa de nocicepcdo e reatividade, relaxamento muscular
cirtrgica completo; respiracdo lenta e bradicardia; perda total de resposta a
estimulos
Permite qualquer procedimento cirdrgico
v Colapso Estagio irreversivel; colapso medular leva & morte
medular Permite eutanasia

A recuperacdo pode ser classificada nos seguintes estagios:

1. Estagio I: Corpo imobilizado, mas movimentos operculares se iniciando.

2. Estagio Il: Movimentos operculares regulares e movimentos corporais grosseiros se
iniciando.

3. Estagio IlI: Equilibrio recuperado, aparéncia similar a anterior a aplicacdo do anestésico.
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No caso de cirurgias, por exemplo, a inducéo é feita até o estagio 4. A partir
de entdo, € realizada a manutencdo da anestesia durante o tempo necessario para
executar a intervencdo, utilizando uma concentracdo anestésica mais baixa do que
aquela usada para induzir a anestesia. Ao final do procedimento, a exposi¢do ao
anestésico é interrompida, sendo o peixe transferido para recipiente contendo agua
pura para que ocorra a recuperacdo da anestesia. Os estagios observados durante a

inducdo sdo gradualmente revertidos e o animal retoma natacao e atividade normais.

7.4 Cirurgia

7.4.1. Um dos aspectos mais importantes no que se refere a cirurgia de peixes
é a necessidade de conhecimento da anatomia normal da espécie. Este, aliado a um
protocolo anestésico adequado, podem garantir o sucesso do procedimento, ja que
conceitos gerais de anestesia como hemostasia e manipulacdo delicada dos tecidos
também se aplicam a estes animais (Murray, 2002; Weber, Weisse et al., 2009).

7.4.2. Neoplasias, disturbios do globo ocular (por ex., catarata), bidpsias de
figado, rins e baco, disturbios da bexiga natatéria, problemas reprodutivos e ingestao
de corpo estranho constituem o0s procedimentos cirdrgicos mais comumente
realizados em peixes (Wooster, Hsu et al., 1993; Wildgoose, 2000).

7.4.3. A constatacdo de desordens internas requer diagndstico via
equipamentos de imagem ou laparotomia exploratéria (Harms, Bakal et al., 1995;
Lewbart, Spodnick et al., 1998).

7.4.4. As cirurgias em peixes podem ser realizadas tanto com o animal dentro
da 4agua quanto fora dela. No primeiro caso, ha risco de contaminacdo tecidual, o
campo cirargico pode se tornar um tanto obscuro pela presenca de sangue na &gua e
as suturas ndo sdo de facil realizacdo. Por isso, a maioria dos procedimentos é feita
fora da d4gua. No entanto, o tempo de execucdo deve ser restrito e 0 equipamento
adequado. A manipulagdo cuidadosa e a manutencdo da umidade da pele evitam
lesGes e perda excessiva de muco (Lewbart e Harms, 1999; Brattelid e Smith, 2000;
Murray, 2002). O uso de equipamentos para monitorar 0s parametros vitais assegura
maior seguranca durante o transoperatério, uma vez que reflexos que indiquem o
nivel de depresséo anestesica (principalmente os oculares) ndo séo visualizados nestes
animais. Peixes ndo possuem pélpebras e a alteracdo do tamanho pupilar é lenta
(Wildgoose, 2000). Para manipulacdo fora da agua deve haver um sistema que

promova um fluxo de agua devidamente aerada através das branquias e com uma
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concentragdo mais baixa de anestésico que a utilizada para anestesia rapida, a fim de

evitar o colapso medular e consequente morte do peixe.

7.5 Eutanésia

7.5.1. A eutanasia é utilizada com o intuito de causar a morte rapida de
animais com o minimo de dor e sofrimento possiveis. A preparacdo para 0
procedimento deve considerar, em primeiro plano, o bem-estar do peixe, sendo este
mantido dentro da sua zona de conforto (por ex., parametros fisico-quimicos da agua,
intensidade de luz e nivel de ruido). Devem ser seguidas as recomendacdes publicadas
na Diretriz da Pratica de Eutanasia do CONCEA.

7.6 Necropsia

7.6.1. Em estudos biomédicos com uso de peixes como modelo animal
técnicas necroscopicas devem ser realizadas em todos os exemplares, uma vez que
podem auxiliar em investigacGes epidemioldgicas e condutas terapéuticas. O ideal é
realizar o exame logo apés a morte dos peixes, jA que estes autolisam mais
rapidamente que outras espécies animais (Matushima, 2006). Durante a necropsia,
coleta-se material bioldgico para testes diagnésticos, os quais incluem exame
histopatoldgico, microbioldgico, toxicoldgico, parasitoldgico e citolégico, a fim de
determinar a causa mortis (Matushima, 2006).

7.6.2. A necropsia de peixe inicia por uma inspecdo macroscépica externa, a
fim de avaliar o estado das escamas, da pele e das cavidades naturais e o aspecto geral
do tegumento. Observa-se a presenca de ectoparasitas e formacfes nodulares, por
exemplo, sendo qualquer alteracdo amostrada para exames diagnosticos. Ectoparasitas
podem ser fixados em alcool 70% para posterior identificacdo (Matushima, 2006).

7.6.3. Uma vez concluida a avaliacdo macroscopica externa, a cavidade
celomatica é aberta atraves de uma incisdo ao longo da linha média ventral.

7.6.4. Imagens fotogréficas feitas ao longo da inspecdo podem auxiliar na
elaboracdo do laudo necroscépico, o qual deve incluir a causa mortis, a moléstia
principal e a descricdo das alteragdes anatomopatoldgicas observadas (Matushima,
2006). As fotografias também servem para documentar achados de necropsia, como

tumores viscerais e presenca de conteldo atipico em 0rgaos ocos.

7.7 Descarte de carcacas
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7.7.1. Como todo residuo solido, as carcacas de peixes sdo consideradas um
risco a saude publica e ao meio ambiente, sendo as secrecdes e os fluidos
provenientes destes excelentes meios de cultura e de disseminagdo de patogenas e
contaminantes. As carcacas de peixes, bem como os restos de tecidos de animais
necropsiados, devem ser acondicionados em sacos plasticos especificos para descarte
de material biologico devidamente selados e identificados de acordo com a
simbologia adotada internacionalmente, isto &, Material Infeccioso (Risco Bioldgico).
Ap6s embalado, o material pode ser mantido em camaras frias (ou freezers a -18 °C)
por um periodo de até 24 horas, devendo entdo ser recolhido por empresas
especializadas e transferido ao seu destino final. Alguns destinos possiveis sdo aterros
sanitérios, autoclavacdo e incineracdo (Cardoso, 2002). Alternativamente, pode-se
fazer uso de compostagem, que representa uma maneira econdmica e ambientalmente
correta de destino de carcacgas, mas que requer adequacdes a critérios rigidos para sua
utilizacdo (Genova, Campus et al., 2014).

7.7.2. Com excecdo de linhagens domesticadas muito bem domesticadas e
caracterizadas, como € o caso do zebrafish e das tilapias-do-Nilo de laboratério, com
procedéncia oficial registrada na publicacdo, para cada estudo amostra(s) de
exemplares-testemunho ("voucher™) deve(m) ser depositada(s) em colecdo(des)
oficial(is) de museu(s) ou outr(a)s instituicdo(0es) de pesquisa com servigo de
curadoria prevista no organograma (0 que garante a preservacdo permanente da
colecdo). Para peixes, em geral a técnica de fixacdo ap0s a eutanasia € a fixacdo em
formalina (se o exemplar for de porte médio a grande, é aconselhavel injetar a solugédo
fixadora na musculatura e cavidade visceral); ap6s 5-7 dias, o exemplar € lavado e
preservado em alcool 70-75%. Esta providéncia é de grande importancia, em primeiro
lugar porque permite que a identificacdo seja checada por outros pesquisadores, um
dos pressupostos do método cientifico, garantindo a confiabilidade desse aspecto do
estudo. Além disso, em caso de alteracBes na sistematica do grupo a que pertence a
espécie estudada, a existéncia de "vouchers" permite efetuar a correspondéncia no
novo arranjo taxondmico. Por outro lado, ndo havendo espécimes testemunho, todo o
estudo pode ser perdido pela impossibilidade de se fazer tal correspondéncia.

7.7.3. No caso de excedentes, se 0s exemplares estiverem muito mutilados ou
se 0 experimento envolver o uso de substancias toxicas e/ou que interfiram ou
impossibilitem a preservacdo em cole¢fes taxondmicas, as carcagas devem ser

descartadas, seguindo-se protocolos especificos. Os individuos, bem como restos de
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orgéos e tecidos, devem ser acondicionados em recipientes proprios para descarte de
material bioldgico, devidamente selados e identificados. O material deve ser mantido
resfriado até o recolhimento por empresas especializadas em destinacao deste tipo de
residuo.

7.7.4. Finalmente, se a decisdo for ndo eutanasiar os peixes ap6s o estudo,
estes, em hipotese alguma, devem ser devolvidos ao habitat natural, mesmo que se
trate exatamente do mesmo local de sua coleta, 0 que seria 0 mais proximo de uma
situacdo teoricamente ideal de soltura, em vista do risco de introducéo de patdgenos e
parasitas adquiridos no laboratorio. Esses exemplares vivos devem continuar a ser
mantidos em cativeiro, podendo, dentro do principio dos trés Rs, ser utilizados em

estudos sobre bem-estar em peixes ou mesmo para fins didaticos e paradidaticos.
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