ANEXO DA RESOLUCAO NORMATIVA N° 44 DO CONSELHO NACIONAL DE
CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL

PEIXES MANTIDOS EM INSTALACOES DE INSTITUICOES DE ENSINO OU
PESQUISA CIENTIFICA -1

| - INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o debate em torno do uso de animais para atender as necessidades da
salde humana e animal se intensificou. A controvérsia maior estd no uso de animais nas
pesquisas bioldgicas, no ensino e nos testes de produtos comerciais. Com a criacdo do Concea
(Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal), surgiram uma série de Resolugdes
Normativas que abrangem os cuidados com animais de laboratorio e com suas instalagdes.
Tanto a Lei n° 11.794, que rege a experimentacdo animal do Brasil, quanto as Normativas do
Concea incluem, implicita ou explicitamente, os preceitos dos trés R's (do inglés Reduction,
Refinement e Replacement): Reducdono numero de animais necessarios para
pesquisa; Refinamento de  técnicas que possam  causar menos  estresse  ou
sofrimento; Substituicdo de animais vivos por simulacdes ou culturas de células sempre que
possivel (RUSSELL & BURCH, 1959).

Segundo Cleveland e colaboradores (2002), o desenvolvimento na biologia celular e
molecular contribuiu para diminuir o uso de animais em estudos e testes de produtos quimicos.

A pesquisa com animais permitiu o entendimento de doengas como a variola e a
poliomielite e a imunizacdo contra doencas anteriormente comuns e com frequéncia fatais,
incluindo a difteria, a caxumba e a rubéola. Também ajudou a criar tratamentos para o cancer,
diabetes, doencas cardiacas e psicoses maniaco-depressivas €, ainda, procedimentos cirdrgicos,
incluindo cirurgia cardiaca, transfuses de sangue e remocéo de catarata. As pesquisas sobre a
AIDS ainda tém uma importante participagdo de animais (CLEVELAND et al., 2002).

A busca de novos modelos experimentais tem se intensificado nos ultimos anos devido a
necessidade de atender os 3Rs. Os peixes tém se mostraram um bom modelo bioldgico, visto
que eles exibem enorme diversidade em sua morfologia e em sua biologia. Segundo Nelson
(2006), essa diversidade €, em parte, 0 que torna a compreensdo da histéria evolutiva e o

estabelecimento de uma classificacao dos peixes tdo dificil. Peixes-bruxa e lampreias, tubardes,



peixes 0sseos a peixes pulmonados, eles incluem uma vasta gama de vertebrados distantes, mas
relacionados. Com base na classificacdo cladistica, os peixes 6sseos, 0 grupo de peixes
dominante em numero de espécies, estdo mais relacionados aos mamiferos do que aos tubardes
por exemplo, o que os torna excelentes modelos experimentais. Apesar de sua diversidade, eles
sdo importantes para 0s pesquisadores por causa da riqueza de informacdes que ndo foram ainda
totalmente elucidadas (NELSON, 2006).

Outro ponto forte dos peixes como bons modelos bioldgicos é o fato de serem de imenso
valor para os seres humanos. Eles tém sido um item béasico na dieta de muitos povos e séo
importantes na economia de muitas nacGes, a0 mesmo tempo em que apresentam valor
recreativo e psicoldgico incalculavel. Aspectos particulares de varias espécies se prestam a
estudos de comportamento, ecologia, evolucdo, genética, fisiologia e toxicologia. S&o usados
como indicadores gerais ou bioindicadores da poluicdo aquatica, em parte pelo beneficio direto
e importancia para os seres humanos (NELSON, 2006). O comportamento dos peixes € tdo
diverso quanto a sua morfologia. Eles sdo adaptados a uma grande variedade de dietas e vivem
em quase todos os tipos conhecidos de habitat aquatico. Podem produzir toxinas, venenos,
eletricidade, som ou luz (NELSON, 2006).

Diante do exposto acima, varias espécies de peixes podem ser utilizadas como modelo
experimental, sendo importante que o pesquisador escolha a espécie adequada para o seu
delineamento experimental. O zebrafish (Danio rerio), um tele6steo da familia Cyprinidae,
conhecido como paulistinha no Brasil, ¢ um bom exemplo. Inicialmente, foi utilizado por
George Streisinger como modelo em seus estudos genéticos (STREISINGER et al. 1981). A
producdo cientifica nacional com uso do zebrafish, que inexistia ha pouco mais de uma década,
tem crescido de modo acelerado nos Gltimos anos, num ritmo maior do que no restante do
mundo e seu uso foi detalhado na RN 34 do Concea, de 27 de julho de 2017.

Outro exemplo € o peixe teledsteo cavernicola, Astyanax mexicanus, pertencente a ordem
Characiformes e intimamente relacionado ao zebrafish. Ele apresenta retinas degeneradas (o
que o torna cego), acimulo de gordura no figado, niveis elevados de aglcar no sangue e de
insulina - tudo isso pode significar problemas de satde para 0os humanos, mas para eles sdo uma
cateristica normal de sua biologia. Pesquisadores argumentam que estas adaptacdes do A.
mexicanus podem lancar luz sobre doencgas que acometem os humanos (PENNISI, 2016). Este
peixe apresenta tambeém sono caracterizado por periodos prolongados de quiescéncia e reduzida
capacidade de resposta aos estimulos sensoriais. Coletivamente, os dados mostram que 0 A.
mexicanus € um modelo poderoso para elucidar os mecanismos genéticos subjacentes a
evolucdo comportamental (YOSHIZAWA et al., 2015).



Mas ndo sdo so estes peixes que séo utilizados como modelos experimentais. Aqui no
Brasil, a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus - peixe introduzido), o tambaqui (Colossoma
macropomum), o pacu (Piaractus mesopotamicus), o Rhamdia quelen, e muito outros sdo
utilizados em varios estudos de fisiologia cardiorrespiratoria e testes de memoria (ARMELIN et
al., 2016; ZERAIK et al., 2013; TAYLOR et al., 2009; DELICIO & BARRETO, 2008;
FLORINDO et al., 2006, MATHIAS et al., 2018).

O objetivo deste guia € apresentar métodos e procedimentos adequados de criagdo e
manutencdo destes peixes em cativeiro, garantindo condi¢cdes adequadas de estrutura e de satde
para a sua integridade como modelo de experimentacdo pautada nas normas de bem-estar
animal. O que sera apresentado abaixo foi obtido pelo esfor¢o integrado de varios profissionais
dentro de suas devidas &reas, com o objetivo fornecer, para aquelas pessoas que queiram
trabalhar com peixes em instalacdes de ensino ou pesquisa cientifica, subsidios e formas

adequadas de manté-los em cativeiro.

1.1. Beme-estar animal

Peixes sob tutela humana, como aqueles mantidos em biotérios e laboratérios, encontram-
se em um ambiente em que s&o 0s humanos que determinam a maior parte dos aspectos de sua
vida: tamanho do recinto, qualidade da agua, quantidade e qualidade do alimento ingerido,
regime de luz, presenca de individuos da mesma espécie ou de espécies diferentes, ocorréncia
de manejo, entre outros. Por isso, cabe aos cuidadores de biotérios e laboratorios assegurar que
as necessidades béasicas dos peixes estdo sendo saciadas e estes animais ndo estdo sendo
submetidos a situagdes de desconforto. Nesse contexto, devemos nos preocupar com a
identificacdo e manutengdo do bem-estar desses animais. O conceito de bem-estar é bastante
complexo, sendo considerado uma caracteristica individual da relacdo do animal com o0 meio e
gue pode variar em um continuo que vai desde um bem-estar comprometido, ou pobre, até um
bem-estar assegurado, ou bom (BROOM, 1991). O ambiente em que o animal vive pode ser
considerado apropriado se é capaz de prover ao animal a satisfacdo de suas necessidades
(BROOM, 2008). Quando o animal ndo é capaz de controlar suas interacdes com o ambiente e
apresenta dificuldade em se adaptar a essa situagdo, ou quando suas necessidades ndo sao
atendidas, associamos essa condi¢do a um bem-estar pobre ou comprometido (BROOM, 2008).
Entretanto, embora muita atengdo na questdo do bem-estar tenha sido voltada para a reducéo
de desconforto/sofrimento dos animais, devemos também considerar a satisfacdo das

motivacdes e necessidades dos animais: a auséncia de desconforto e doenca ndo significa



necessariamente bem-estar assegurado. O cuidado com o bem-estar animal ndo deve se limitar
apenas a identificar e sanar situagdes de bem-estar comprometido, mas também procurar
promover condigfes para que 0S animais possam saciar sua motivacdo para realizar
comportamentos recompensadores, melhorando seu bem-estar geral (MELLOR, 2016).

Uma questdo constantemente abordada sobre a preocupagdo com 0 bem-estar € se 0 grupo
animal em questdo possui senciéncia, ou seja, se 0 animal em questdo é capaz de ter
experiéncias subjetivas como dor, prazer, desconforto. De acordo com Volpato e colaboradores
(2007), trés abordagens sdo importantes para a avaliacdo da ocorréncia de senciéncia nos
animais: a presenca de estruturas encefalicas homdlogas aquelas envolvidas na consciéncia
humana; a presenca dos mecanismos fisiol6gicos associados a sensa¢do de dor; e a ocorréncia
de alteracbes comportamentais nos animais ap6s serem submetidos a estimulos
nocivos/potencialmente dolorosos. Grupos animais que apresentam essas trés caracteristicas

seriam considerados sencientes e, portanto, seu bem-estar deve ser assegurado.

1.2. Senciéncia em peixes

O termo “senciéncia” refere-se a capacidade de um ser afetado positiva ou negativamente,
ter experiéncias, estando diretamente associado a concepc¢do de consciéncia. Embora se possa
acreditar que somente animais com alta complexidade bioldgica, como os seres humanos,
tenham esta capacidade, a senciéncia surgiu em algum momento na evolucéo e pode ter surgido
h& muito tempo e estar distribuida de maneira mais ampla por meio das espécies animais
(MOLENTO, 2005).

1.2.1. Embora o telencéfalo dos peixes ndo seja estruturalmente capaz de sustentar estados
avancados de consciéncia, o sistema nervoso desses animais permite processos como percepgao,
aprendizado e memdria, tornando-os aptos a evitar estimulos e situacBes que causam
desconforto e nocicepcdo (HOFFMANN, 2008). A consciéncia € uma funcdo do sistema
nervoso que comporta varios fenémenos (ROTH, 2001), podendo ser dividida em dois tipos: a
consciéncia priméaria e a expandida (EDELMAN & TONONI, 2000), conforme descri¢do
abaixo:

a) estados gerais da consciéncia ou consciéncia primaria: a consciéncia primaria ndo
apresenta uma ligacao clara com um contetido mental. Este tipo de consciéncia e responsavel
pelo controle da vigilancia, da fadiga, do conforto, da percepc¢do da duracdo temporal e do
layout espacial e serve de suporte para tipos mais especificos ou complexos da consciéncia.

Esses diferentes estados gerais da consciéncia podem ser afetados seletivamente por lesdes



especificas do sistema nervoso e essas estruturas foram conservadas ao longo da evolucao entre
os vertebrados. Uma dessas estruturas € a formacdo reticular do tronco cerebral, onde se situam
alguns agrupamentos celulares que originam vias ascendentes que se projetam difusamente
para todas as regifes anteriores do sistema nervoso, inclusive para as regides neocorticais,
diferenciadas mais recentemente (HOFFMANN, 2008).

b) consciéncia expandida: a consciéncia expandida comporta estados como percepcéo
consciente do ambiente e do proprio corpo, atividades mentais (pensar, imaginar, lembrar e
planejar), consciéncia autobiografica, percepcdo da realidade e autopercep¢do. Foi o
desenvolvimento do pallium nos mamiferos, sobretudo das areas associativas do neocortex,
que permitiu o aparecimento dessa consciéncia (EDELMAN & TONONI, 2000).

Neste contexto, é possivel que 0s peixes apresentem estados da consciéncia primaria
como uma funcdo do sistema nervoso (CHANDROO et al., 2004). Tem sido sugerido que a
consciéncia evoluiu gradativamente e que diferentes espécies de animais podem apresentar
diferentes graus de consciéncia (DUNCAN, 1996). Sendo assim, a existéncia de uma
consciéncia priméaria € uma justificativa plausivel para se abordar a questdo da percepg¢édo da

dor e bem estar em peixes.

1.3. Questao da nocicepcao e sensibilidade a dor em peixes

A percepcao da dor e nocicepcdo em vertebrados menos derivados, como peixes, tem
sido um assunto amplamente debatido no meio cientifico. Devido ao seu encéfalo
estruturalmente simples, associado a auséncia de estruturas encefélicas como o neocértex por
exemplo, os peixes foram considerados, por muito tempo, animais insensiveis a dor (ROSE,
2002; ARLINGHAUS et al., 2007). Entretanto, a percep¢do da dor e nocicepcdo também
envolvem estruturas corticais e subcorticais presentes nos peixes, e estudos recentes apontam
que estes animais podem ser sensiveis a estimulos nocivos (SNEDDON et al., 2003a; NEWBY
& STEVENS, 2008; REILLY et al., 2008; ROQUES et al., 2010; ALVES et al., 2013,
WOLKERS et al., 2013, 2015a, 2015b). Sendo assim, 0 uso de peixes na pesquisa cientifica e
no ensino deve considerar o bem-estar e as questdes éticas envolvidas no uso destes animais.

1.3.1. De acordo com Bateson (1991), os principais critérios para se determinar se um
animal é capaz de experienciar a dor s&o:

a) Nociceptores: a presenca de nociceptores (terminagdes nervosas livres) em peixes foi

descrita pela primeira vez na década de 1970 (WHITEAR, 1971) e, mais recentemente, foi



demonstrado que estes receptores respondem a estimulos nocivos como pressdo, calor e
quimicos irritantes (&cido acético) (SNEDDON, 2002; SNEDDON, 2003a, b).

b) Estruturas encefalicas e vias de condugéo: assim como os mamiferos, os peixes
apresentam vias espinhais relacionadas a conducéo de informacdes nociceptivas, incluindo os
tratos  espinotalamicos,  espinomesencefalicos,  espinoreticulares,  espinolimbicos
(CHANDROO et al., 2004a) e o trato trigeminal. Além disso, dados eletrofisiol6gicos
demonstram que a estimulagdo nociva cuténea de peixes provocam potenciais evocados em
varias regides do sistema nervoso central, incluindo o telencéfalo (DUNLOP & LAMING,
2005; NORDGREEN et al., 2007), sugerindo que estas informagfes ascendem ao encéfalo
para serem processadas. Com relacdo a estrutura encefélica, a despeito da auséncia de um
neocortex, 0s peixes possuem um telencéfalo altamente diferenciado, com capacidade de
processamento de informagbes sensoriais, sendo intensamente interconectado com outras
regibes encefalicas como o mesencéfalo e o diencéfalo (RINK & WULLIMANN, 2004),
apresentando atividade apds a estimulacdo nociva (DUNLOP & LAMING, 2005) e contendo
estruturas que guardam homologia com a amigada e o hipocampo mamiferos. H4, ainda,
evidéncias da participacdo da regido dorsomedial do telencéfalo na modulacdo da analgesia
induzida pelo estresse no peixe Leporinus macrocephalus (WOLKERS et al., 2015a, 2015b),
sugerindo que essa regido pode desempenhar um papel semelhante a amigdala dos mamiferos
na modulagdo da nocicepcéo.

c) Substancias opioides enddgenas e receptores: 0s peixes apresentam um sistema
opioide funcional, semelhante ao de outros vertebrados, apresentando todos os principais tipos
de receptores opioides (delta, kappa e mu), com estrutura proteica semelhante aos dos
receptores de mamiferos (BUATTI & PASTERNAK, 1981; VELASCO et al.,, 2009;
DREBROG et al., 2008) e amplamente distribuidos nas regides relacionadas ao processamento
de informacdes sensoriais (GONZALEZ-NUNEZ & RODRIGUEZ, 2009).

d) Reducéo da resposta nociceptiva em resposta a analgésicos: embora pouco seja
conhecido a respeito da analgesia em peixes, estudos demonstram que a aplicacdo de
substancias analgesicas opioides como a morfina (SNEDDON et al., 2003a; NEWBY et al.,
2007) e o tramadol (CHERVOVA & LAPSHIN, 2000) reduz as respostas comportamentais e
fisiologicas desencadeadas pelo estimulo nocivo. Além disso, situacdes estressantes, como um
longo periodo de subordinacdo social (ASHLEY et al. 2007), a presenca de substancia de
alarme de coespecifico (ALVES et al., 2013) e a restri¢éo de espaco (WOLKERS et al., 2013)
sdo capazes de ativar um sistema analgésico endégeno em peixes de maneira similar ao

observado e mamiferos.



e) Aprendizado de evitacdo e suspensdo do comportamento normal: 0s peixes
apresentam uma ampla variedade de respostas fisioldgicas e comportamentais a estimulos
nocivos incluindo comportamentos atipicos (rubbing e rocking) (SNEDDON, 2003a), aumento
na frequéncia ventilatéria (SNEDDON, 2003a; NEWBY & STEVENS, 2008; ALVES et al.,
2013), perda do equilibrio (NEWBY & STEVENS, 2008), aumento da atividade natatéria e
hiperatividade (ROQUES et al., 2010, ALVES et al., 2013; WOLKERS et al., 2013), além da
liberacdo de muco pelas células das branquias e altera¢cBes nos transportadores de ions da
membrana (ROQUES et al., 2010). Alem disso, sdo capazes de aprender a evitar os estimulos
nocivos, sendo esta aprendizagem flexivel e dependente das condi¢es ambientais (DUNLOP
et al., 2006; MILLSOPP & LAMING,2007).

1.3.2. Sendo assim, embora ndo seja possivel afirmar definitivamente a sensibilidade dos
peixes a dor, estes atendem a todos os critérios definidos por Bateson (1991) para se determinar
a percepcao da dor em animais, sendo, portanto, de extrema importancia que a possibilidade
de dor e sofrimento seja levada em consideracdo quando as praticas de manejo sao definidas,

visando ao bem-estar destes animais.

Il - OBTENCAO DE ANIMAIS

2.1. Captura de animais da natureza

A captura de peixes nativos em ambientes naturais deve obedecer a legislacdo vigente,
devendo ser realizada apenas ap0s emissdo de licencas dos 6rgdos competentes, sejam eles
Federais ou Estaduais, levando em consideracéo a espécie e seu habitat. Atualmente, a Portaria
n® 445, de 17 de dezembro de 2014, do Ministério do Meio Ambiente, explicita as regras para
uso das espécies de peixes ameacadas de extincéo.

2.1.1. Além desta Portaria, destacam-se as seguintes instru¢ées normativas:

a) Instrucdo Normativa IBAMA n° 56, de 23 de novembro de 2004 - define os métodos
de captura e transporte de exemplares vivos de peixes marinhos nativos do Brasil para uso
ornamental.

b) Instrucdo Normativa MMA n° 30, de 13 de setembro de 2005 - define os métodos de
captura, o transporte e 0 armazenamento de peixes da bacia hidrogréafica do rio Parana.



2.2. Reproducao em cativeiro

A reproducéo de peixes em cativeiro é uma atividade de rotina tanto em biotérios quanto
no setor produtivo e que veio substituir a dependéncia da captura de peixes do ambiente natural.

2.2.1 Origem das matrizes: a origem das matrizes que passardo a compor o plantel de
reprodutores é dependente dos objetivos da unidade de producéo de juvenis. Caso a reproducéao
dos peixes tenha como objetivo a producdo de juvenis destinados a cadeia da piscicultura
encarregada da producéo de carne, devem ser escolhidos exemplares oriundos de programas de
selecdo e/ou de melhoramento genético que contenham as melhores caracteristicas zootécnicas
para maximizar o desempenho no ambiente de criacdo, ou mesmo as exigéncias do mercado
consumidor. Por outro lado, caso o objetivo dos reprodutores seja a producdo de juvenis
destinados a estocagem no ambiente natural, também conhecido como repovoamento, a selecédo
dos reprodutores deve considerar a méxima diversidade genética do plantel, mantendo
correspondéncia da diversidade genética do plantel de reprodutores com a variabilidade genética
do estoque receptor, ou seja, aquele estoque de peixes do ambiente natural que receberd a
suplementacdo com juvenis produzidos em cativeiro.

A selecdo dos exemplares que serdo acasalados a cada manejo reprodutivo igualmente
varia com o destino dos juvenis produzidos, sendo normalmente adotados procedimentos
antagbnicos. Enquanto naquele que objetiva produzir juvenis para a engorda é desejada a
homogeneidade genética e de desempenho dos descendentes, mantendo as caracteristicas
selecionadas nas matrizes, no outro, que objetiva destinar os juvenis para liberagdo no ambiente
natural, com finalidade de estocagem, quase sempre é esperado a heterogeneidade genética dos
juvenis.

2.2.2. Inducdo a reproducdo: ao serem dominadas as técnicas de reproducdo em
cativeiro das diferentes espécies de peixes, varios protocolos de manejo foram definidos para
atender as exigéncias fisioldgicas e comportamentais de cada espécie. Apesar disso, as técnicas
utilizadas para a reproducéo de peixes em cativeiro pode ser dividada em duas, quais sejam,
indugdo ambiental e inducao hormonal (ZANIBONI-FILHO & NUNER, 2004), assim descritas:

a) Inducgdo ambiental: a possibilidade de estimular a reproducgéo de todos os peixes por
meio da inducdo ambiental é viavel, visto que esse € 0 mecanismo que desencadeia todo o
processo reprodutivo em condicOes naturais. Apesar disso, a complexidade dos mecanismos de
controle do desenvolvimento gonadal e do comportamento reprodutivo, em muitos casos,

dificulta essa simulacdo em condi¢des de cativeiro. Dessa forma, essa técnica é normalmente



utilizada para inducdo a maturacdo final, espermiacdo/ovulacdo e desova de peixes nao-
migradores, tais como carg, traira, tilapia e diversas espécies de uso ornamental.

Dentre as técnicas usuais de manipulacdo ambiental para inducdo a reproducdo de
peixes, as mais utilizadas estdo relacionadas a variacao da temperatura da dgua, do fotoperiodo,
da condutividade da &gua, da densidade de estocagem dos peixes, da colocagdo de substratos
ou refligios, ou ainda, da combinag&o de alguns deles.

Nestes casos, uma propor¢do adequada de machos e fémeas é estocada no ambiente de
criacdo e inicia-se a manipulacdo ambiental. Apos acontecer a reproducdo dos peixes, duas
estratégias podem ser adotadas, com resultados bastante diversos dependendo da espécie
utilizada, quais sejam:

1) manter os parentais juntamente com 0s ovos para conluirem o cuidado parental e
posteriormente remover os descendentes na fase de larva ou juvenil; e

ii) retirar os ovos imediatamente apds a desova para incubacdo em condicbes
controladas.

b) Inducédo hormonal: apesar da influéncia determinante das condigdes ambientais no
ciclo reprodutivo dos peixes, fisiologicamente, 0os mecanismos de ajuste de todo o processo de
maturacao gonadal e desova é controlado por meio de de controles hormonais (CAROLSFELD,
1989; ZANIBONI-FILHO & NUNER, 2004). Dessa forma, a indugdo hormonal é uma técnica
que pode ser utilizada com sucesso para distintas espécies de peixes e com diferentes estratégias
reprodutivas. A técnica é simples e consiste na administracdo de horménios estimulantes da
maturacao final e a espermiacédo/ovulacdo dos peixes. Os hormdnios sdo hidrossolaveis e isso
facilita sua administracdo por meio de uma solucdo aquosa. Geralmente, é utilizada solugéo
salina (0,6% NaCl) ou agua destilada. A aplicacdo da solucdo € normalmente feita via
intramuscular ou intraperitonial. A quantidade de horménio necessaria para induzir a maturacéo
final e desova dos peixes depende do grau de maturacdo dos reprodutores, da espécie e do
método escolhido para fazer a aplicacio (ZANIBONI-FILHO & NUNER, 2004). Dessa forma,
a dosagem recomendada para induzir diferentes espécies pode ser bastante distinta.

Ha& inUmeras varia¢des nos métodos para administracdo de horménio em peixes. Porém,
as fémeas geralmente requerem doses maiores de hormonio do que os machos, sendo que doses
parceladas produzem resultados melhores que uma Unica dose (WOYNAROVICH &
HORVATH, 1983). O método tipico para indugio de peixes utiliza duas aplicacdes nas fémeas
e uma Gnica aplicagdo nos machos (WOYNAROVICH & HORVATH, 1983). Essa dosagem é
calculada em relacé@o ao peso corporal, havendo necessidade de perfeito controle da dosagem

aplicada em cada reprodutor. Dessa forma, a identificagdo dos reprodutores é um cuidado



fundamental para distinguir individuos que receberdo diferentes quantidades de hormonio.
Além disso, a identificacdo durante a selecdo dos peixes possibilita o controle do desempenho
reprodutivo de cada exemplar do plantel. H&4 uma diversidade de marcac@es internas e externas

que podem ser utilizadas, uma analise comparativa da qualidade de cada uma das principais é
apresentada por HARVEY & CAROLSFELD (1993).

A capacidade do técnico para a selecdo de peixes maduros € vital para o sucesso do
processo de inducdo da maturagéo final e desova, sendo considerada a etapa mais importante
(CAROLSFELD, 1989). A selecéo consiste na escolha de exemplares que estdo com as gbnadas
maduras, no “estadio de dorméncia”, ou seja, aqueles peixes que tém maior probabilidade de
responder positivamente ao tratamento de indugcdo hormonal, resultando na
ovulacao/espermiacio de gametas viaveis (ZANIBONI-FILHO & NUNER, 2004).

Apesar da enorme importancia da selecdo de peixes maduros, os critérios utilizados
estdo normalmente baseados em caracteristicas subjetivas. Por exemplo, fémeas com abdémen
dilatado e macio que apresentam a papila genital intumescida e avermelhada
(WOYNAROVICH & HORVATH, 1983). A dificuldade para padronizag&o dos critérios para
selecdo dos reprodutores tem estimulado o desenvolvimento de pesquisas na busca de métodos
mais objetivos, principalmente para a selecdo de fémeas, dentre os quais por meio da realizacao
de biopsia ovariana (ZANIBONI-FILHO & NUNER, 2004).

A selecdo dos machos, na maioria das espécies, é feita por meio de pressdo
abdominal, de modo que os peixes maduros eliminam pequenas quantias de sémen
(ZANIBONI-FILHO & NUNER, 2004). Em algumas espécies, a separacdo dos sexos é
facilitada pela existéncia de dimorfismo sexual, tais como a presenca de espiculas na
nadadeira anal dos machos de dourado (Salminus brasiliensis), matrinxd (Brycon lundii) e
piracanjuba (B. orbignyanus), ou da emissdo de sons pelos machos maduros de piau
(Leporinus friderici), piapara (Megaleporinus obtusidens) e curimatd (Prochilodus

lineatus).

2.2.3. Manejo para selecéo, aplicacdo de hormonios e desova: A rea¢ao ao manejo
apresentada pelas diferentes espécies de peixes é bastante distinta, além da histéria de vida
do lote a ser manejado. O manejo inadequado dos reprodutores pode estressar 0s animais e
interferir negativamente no resultado final do tratamento, sem mencionar a possibilidade de
perda do reprodutor. Existem métodos simples que podem ser adotados para reduzir o
estresse durante o manejo, conforme indicacdo de Harvey e Carolsfeld (1993). Séo eles:

reduzir a superpopulacdo de peixes apreendidos na rede, durante a captura; devolver os
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peixes ao tanque cuidadosamente, sem nunca joga-los; sempre molhar as méos e 0s
equipamentos utilizados no manejo, para minimizar a retirada de muco e a perda de
escamas; cobrir os olhos dos peixes com um pano umido, sempre que possivel; desenvolver
técnicas para segurar 0s peixes sem maltrata-los; reduzir o ruido sonoro durante o manejo;
utilizar, para peixes de dgua doce, dgua levemente salinizada durante o transporte dos peixes
(1 a 2% de NaCl) e adicionar oxigénio quando o transporte for mais longo ou a densidade
for elevada.

A administracdo de anestésicos pode auxiliar durante as préaticas de reproducdo.
Apesar disso, a maior parte do estresse causado pelo manejo de grandes reprodutores
utilizados na piscicultura ocorre durante a fase de captura (HARVEY & CAROLSFELD,
1993), no momento anterior aquele em que se pode administrar anestésico. Adicionalmente,
ha a necessidade de manejos repetidos dos peixes em curto espaco de tempo (1-3 dias), para
a selecdo, a pesagem, a aplicacdo do hormonio e a posterior extrusdo dos gametas, condicdo
que exigiria a repeticdo do uso de anestésicos em cada manejo. Considerando essas
limitacOes, quando sdo utilizadas espécies ddceis ou linhagens domesticadas, € 0 manejo
reprodutivo ndo impde um estresse acentuado, a simples utilizacdo de boas praticas de
manejo pode eliminar a necessidade do uso de anestésicos. Porém, caso necessario, pode
ser feita a utilizacdo de anestésicos para reduzir a atividade e o metabolismo dos peixes
durante a selecéo, transporte, pesagem e biopsia dos reprodutores. Uma lista de produtos
quimicos que podem ser utilizados para sedar peixes é apresentada por Kubitza (1999). Em
alguns casos, 0 uso de anestésicos pode interferir na qualidade dos gametas. Por exemplo,
0 contato do anestésico MS-222 (metanosulfonato de tricaina) ndo diminui a qualidade dos
ovos, porém reduz a motilidade do esperma em reprodutores de truta arco-iris
Oncorhynchus mykiss (WAGNER et al., 2002). Assim, é recomendado o banho dos peixes
em agua isenta de anestésico anteriormente a extrusao dos gametas (POPOVIC et al., 2012).
A situacdo ideal seria 0 uso da técnica de desova natural com inducdo ambiental, em que
ndo ha necessidade de manipulacdo dos peixes (HARVEY & CAROLSFELD, 1993), ja que
0 aumento excessivo dos nives de estresse dos peixes submetidos a0 manejo causa efeito
negativo na reproducédo (SOSO et al., 2008; SCHRECK, 2010). Apesar disso, nem todas as
espécies respondem a essa técnica, sendo, em alguns casos, necessario 0 manejo para a
aplicacdo de hormonios e induzir artificialmente a desova (REYNALTE-TATAJE et al.,
2013).

2.2.4. Obtencdo dos ovos: as fémeas de vérias espécies de peixes submetidas ao

tratamento de indugdo hormonal iniciam a liberagdo dos ovocitos na presenga de machos,
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ap6s a ovulacio (WOYNAROVICH & HORVATH, 1983). Nesse caso, 0s 0vVOCitos S0
fertilizados pelos machos dentro do tanque sem a interferéncia do produtor e € denominada
“reproducao induzida com desova natural” ou “desova semi-natural”. Apesar da redugéo do
manejo dos peixes para a extrusdo dos gametas, que em espécies mais sensiveis resulta no
aumento da taxa de sobrevivéncia dos reprodutores ap6s a desova (REYNALTE-TATAJE
et al., 2002), a desvantagem da desova semi-natural esta relacionada com a necessidade de
remocao dos ovos do tanque e transferéncia para as incubadoras. Esse manejo prejudica o
desenvolvimento normal dos embries e aumenta a possibilidade de infec¢do dos ovos por
fungos, reduzindo assim a taxa de sobrevivéncia dos ovos e a qualidade das larvas
(BERMUDEZ et al., 1979).

Considerando que algumas espécies de peixes, quando em condi¢fes de cativeiro,
ndo liberam os ovocitos espontaneamente ap6s a ovulacdo, € necessaria a retirada dos
gametas por extrusdo (WOYNAROVICH & HORVATH, 1983). Essa é a técnica mais
utilizada no Brasil e apresenta bons resultados para diferentes espécies de peixes
(ZANIBONI-FILHO E BARBOSA, 1996; SATO, 1999), além da vantagem de reduzir a
méao-de-obra operacional e permitir um maior controle da producdo. Outras vantagens da
desova por extrusdo sdo destacadas por Harvey e Carolsfeld (1993).

A técnica de desova por extrusao consiste na retirada das fémeas imediatamente apds
a ovulacdo, quando os ovocitos estdo soltos na luz do ovério, e por meio de pressdo
abdominal induzir a saida dos ovocitos pela papila urogenital (ZANIBONI-FILHO &
NUNER, 2004). O mesmo procedimento é utilizado para a retirada do sémen, sendo ambos
0s gametas recolhidos em recipientes secos para posterior mistura. Os reprodutores devem
ser secos antes do inicio da extrusao, garantindo que os gametas nao entrem em contato com
nenhuma quantia de agua, condicdo que reduz a duracio da viabilidade dos gametas. E
necessario ainda determinar o momento exato da ovulacdo das fémeas para garantir a
obtencdo de gametas de boa qualidade (BROMAGE et al., 1994). A retirada dos ovdcitos
antes ou depois de determinado tempo da ovulacdo pode comprometer a qualidade das
larvas e proporcionar baixas taxas de fertilizacdo (SPRINGATE et al., 1984).

A fertilizag&o a seco tem a vantagem de ampliar o tempo para 0 manejo dos gametas,
permitindo a separacdo e a quantificacdo da desova nas porgdes a serem estocadas nas
distintas incubadoras, além de aumentar a taxa de fertilizacdo (ZANIBONI-FILHO &
NUNER, 2004). Apds a mistura dos ovocitos com o sémen, é adicionada 4gua para ativacio
dos gametas. A quantidade a ser adicionada, porém, precisa ser dimensionada: a inclusao

de dgua em excesso causa a diluicdo do sémen e a diminuigdo das chances de encontro dos
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gametas para a fertilizacdo, da mesma forma que uma quantidade insuficiente pode causar
a obstrucdo da micropila pelo muco do ovario ou mesmo pelo contato de outro 6vulo
(WOYNAROVICH & HORVATH, 1983).

A gquantidade de ovocitos liberado pela fémea em cada desova, conhecida como
fecundidade, é dependente do volume da cavidade celomatica disponivel para alojar ovarios
maduros e do volume desses ovocitos (VAZZOLER, 1996). O tamanho dos ovdcitos
maduros € bastante varidvel entre as espécies de peixes. Porém, avaliando mais de uma
centena de espécies, Wootton (1990) verificou que variam entre 250 e 7000pum. A
fecundidade dos peixes tende a aumentar com o crescimento do peixe, sendo mais
relacionada ao comprimento do que com a idade (VAZZOLER, 1996). Esse aumento na
fecundidade dos peixes com o crescimento € atribuida a existéncia de uma fonte renovavel
e continua de novos ovacitos a partir das células do epitélio folicular (CHAVES, 1991).
Dessa forma, a fecundade de peixes pode ultrapassar facilmente um milhdo de ovdcitos
produzidos em uma Unica desova. Considerando a fecundidade do dourado (Salminus
brasiliensis), segundo Morais-Filho e Schubart (1955), cada quilo de fémea produz em
média 141.000 ovacitos. Assim, um dourado fémea de 20kg produzira aproximadamente
3.000.000 de ovocitos em uma unica desova.

2.2.5. Incubacéao dos ovos: a espessura e dureza da membrana do ovo podem variar
conforme a espécie (WOYNAROVICH & HORVATH, 1983), além do didmetro que esse
ovo atinge apds a completa hidratacao, condicdo que influi diretamente sobre a densidade
dele. Essas variacdes exigem condicdes distintas de incubacdo dos ovos para garantir a
eficiéncia de funcionamento das incubadoras para cada espécie (WOYNAROVICH, 1986).
Apesar disso, 0 autor descreve algumas exigéncias que sdo comuns aos ovos de peixes,
devendo ser garantidos elevados teores de oxigénio dissolvido, temperaturas adequadas, um
mecanismo eficiente para remocao dos metabdlitos, bactérias e outros organismos nocivos
que se desenvolvem na matéria organica, evitando sempre romper ou danificar
mecanicamente 0s ovos. VArios autores tém relacionado os diferentes métodos de
incubacéo, descrevendo o mecanismo de funcionamento, as vantagens e desvantagens de
cada um deles (HUET, 1978; WOYNAROVICH & HORVATH, 1983; WOYNAROVICH,
1986; KAFUKU, 1989; ZANIBONI-FILHO, 2000).

A determinacdo do fluxo de agua ideal para cada tipo de incubadora e de ovo é
extremamente importante para o sucesso da incubacdo. A forte correnteza provoca o
desnudamento dos ovos, sendo facilmente observada & presenca de células soltas no espago

perivitelinico ( WOYNAROVICH, 1986). A respiracdo dos ovos e larvas de peixes é feita
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por difusdo direta, de modo que exige a presenca de elevados teores de oxigénio dissolvido
na agua para garantir a sobrevivéncia dos embrides. Adicionalmente, hd um aumento da
demanda de oxigénio pelo embrido com o seu desenvolvimento. Por exemplo, considerando
0 consumo de oxigénio pelos ovos de tainha Mugil cephalus na fase de fechamento do
blastoporo, esse valor € aumentado em sete vezes quando 0s ovos estdo embrionados e passa
a ser dez vezes maior no momento da eclosdo (WALSH et al., 1989).

2.2.6. Larvicultura: a larvicultura pode ser realizada de modo extensivo, quando a
criacdo é feita em tanques ou viveiros externos, expostos a condicdo ambiental natural e
explorando alimentacdo natural produzida para nutrir os peixes, podendo ou ndo fazer a
complementacdo do alimento com ragOes artificiais com pequena granulometria. Outra
possibilidade é a larvicultura intensiva, normalmente realizada em ambientes fechados e
com maior controle das condi¢cbes ambientais. Neste caso, os peixes dependem da
alimentacdo fornecida por meio de dietas artificiais e possibilita um aumento da densidade
de criagéo, conforme explicitado a seguir:

a) Larvicultura extensiva: a dependéncia da produgdo do alimento natural, para
suprir as necessidades nutricionais dos peixes, exige a responsabilidade do pesquisador
responsavel, perante a CEUA, para serem mantidos os niveis adequados de nutrientes para
sustentar a cadeia tréfica. O abastecimento de dgua dos viveiros esta normalmente restrito
a reposicao de perdas por evaporac¢do e infiltracdo, sendo evitadas as trocas de agua. Essa
condicdo de criacdo faz com que os tanques e viveiros de piscicultura sejam caracterizados
pelas grandes variacbes nos parametros abidticos, principalmente na camada superficial,
causada pela atividade fotossintética (HINO, 1985). Apesar disso, essa grande amplitude de
variacdo das condi¢cdes ambientais parece ser tolerada pelas larvas de peixes, sem causar
reducdo na taxa de sobrevivéncia (ZAIONS & BALDISSEROTTO, 2000; ZANIBONI-
FILHO et al., 2002). Nesses viveiros de piscicultura, existe uma cadeia alimentar baseada
nas algas e outra baseada nas bactérias e detritos (PORTER, 1977), sendo que as bactérias
sdo mais bem adaptadas, energeticamente, aos ambientes eutréficos (HINO, 1985), como
s&o os viveiros onde se desenvolve a larvicultura extensiva. Dessa forma, o aumento da
produtividade final de alevinos depende do acréscimo da quantidade de adubo utilizado na
preparacdo dos tanques, devendo crescer proporcionalmente até a adicdo de uma
determinada quantidade de adubo, quando a deterioracdo da qualidade de agua passa a
reduzir a produtividade (ZANIBONI-FILHO, 1992). Nesse sistema de larvicultura, os
melhores resultados de produtivade final de juvenis tém sido obtidos com a estocagem
minima de 200 larvas/m? de viveiro (FONTES et al., 1990; ZANIBONI-FILHO, 1992).

14



b) Larvicultura intensiva: nesse sistema de criacdo, a producéo do alimento natural
é desconsiderada e o fluxo de agua é mantido elevado, mantendo um pequeno tempo de
residéncia da agua no ambiente de criacdo. Ha possibilidade de maior controle das condi¢des
ambientais, apesar da completa dependéncia qualitativa e quantitativa do alimento artificial.
Esse sistema de larvicultura € mais caro, necessita de maior qualificacdo e demanda da mao-
de-obra envolvida. Apesar disso, tem uma producéo final mais garantida do que aquela feita
no sistema extensivo, onde ha uma enorme dependéncia das condi¢cdes ambientais e menor
controle da condicdo de criacdo. A produtividade esperada, considerando o exemplo obtido
com o tambaqui (Colossoma macropomum), pode ultrapassar a 2000 juvenis/m? (PEREZ et
al., 1986).

2.3. Transporte de Peixes

O transporte de peixes muitas vezes € necessario, tanto para obtencao dos animais quanto
no translado entre diferentes laboratorios. Este processo pode ser estressante para 0s peixes,
especialmente se ndo for feito adequadamente. O transporte em si ja pode ser estressante, como
veremos a seguir, mas a preparacao, por si so, pode configurar estresse para 0s peixes, uma vez
que € necessario os capturar e os transferir para o meio de transporte. E necessario muito
cuidado durante a captura e acondicionamento pré-transporte para evitar perda de muco e
escamas e a ocorréncia de injurias, que resultam em uma janela para troca osmotica e para acdo
de patdgenos, bem como reduzir a0 minimo necessario o tempo de exposicao aérea dos peixes.
Os animais devem possuir a documentagdo ambiental e sanitaria segundo a legislagdo vigente.
Caso ndo provenham de vida livre, o estabelecimento deve possuir cadastro no 6rgdo de Defesa
Sanitéria. Caso provenham de vida livre, o ato deve atender normatizacdo vigente do 6rgéao
ambiental. O transporte pode ser feito em sistema fechado ou aberto (BERKA, 1986). O sistema
fechado mais amplamente utilizado consiste no transporte em sacos plasticos selados, contendo
uma parte de agua, onde sdo acondicionados 0s peixes, € a injecdo de duas ou mais partes de
oxigénio puro antes de selar o saco plastico.

A proporcao de oxigénio/agua depende da duracgdo do transporte, sendo necessaria maior
quantidade do gas em transportes mais longos. Pode-se utilizar ensacamento duplo, ou seja,
com um saco dentro do outro, para reduzir o risco de vazamentos e perda de oxigénio e agua,
ocorréncia esta que pode levar os peixes a morte. Esse tipo de sistema é mais indicado para
peixes menores (larvas e juvenis) e espécies que ndo possuem acutleos (também chamados de

“espinhos”). Actleos s@0 raios enrijecidos presentes nas nadadeiras de algumas espécies de
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peixe e podem perfurar o saco de transporte resultando em vazamentos. Ja o sistema aberto
consiste em caixas de transporte, varidveis em formato e tamanho. As caixas sdo cheias de agua
e devem ser dotadas de bombas portateis para aeracdo constante durante o transporte (BERKA,
1986). E a forma de transporte mais indicada para espécimes de maior tamanho e para espécies
que possuem aculeos perfurantes.

O tempo de transporte também é um fator determinante para 0 método utilizado. Periodos
mais longos podem exigir que o transporte seja feito em sistema aberto, que possui aeracéo
constante, uma vez que ha limita¢6es na quantidade de oxigénio que pode ser contido no sistema
fechado. A densidade também é um fator importante. Altas densidades podem resultar em
injarias na pele, devido ao contato fisico entre os peixes. Assim, recomenda-se que a propor¢ao
minima entre o volume de peixes e 0 volume de agua durante o transporte seja de 1:3 para
individuos maiores e até 1:100 a 1:200 para individuos menores, sendo que a recomendacéo
pode variar de espécie para espécie (BERKA, 1986).

A densidade também pode afetar outro fator muito importante durante o transporte: a
qualidade da agua. Quanto maior a densidade ou mais prolongado o transporte, maior o acimulo
de excretas na agua e também maior a alteracdo dos parametros fisico-quimicos desse meio. A
manutencdo da temperatura adequada da dgua € muito importante, ndo apenas porque 0s peixes
sdo ectotérmicos e, portanto, sua temperatura corpOrea e metabolismo dependem da
temperatura do meio, como também a temperatura influencia o pH, a fracdo ndo ionizada de
amonia e a solubilidade de gases na agua. Se a temperatura da dgua cair durante o transporte, o
metabolismo dos peixes é reduzido, e se a temperatura subir durante o transporte, a solubilidade
do oxigénio diminui, por isso deve-se tomar muito cuidado em transportes prolongados para
que a temperatura da dgua ndo se altere em demasia.

A respiracdo dos peixes resulta na excregdo de CO> e 0 aumento da concentragdo desse
gas na agua circundante reduz a capacidade dos peixes de excreta-lo. Se o0 CO2 se acumula no
sangue dos peixes, ocorre acidificacdo sanguinea, o que resulta em reducdo do transporte de
oxigénio pelo efeito Root (a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio é menor em meios de pH
mais baixos) (RANDALL & LIN, 1993). Ainda, a concentracdo elevada de CO na agua de
transporte pode levar a acidificagdo da agua (MACINTYRE et al., 2008). Um indicativo de que
os niveis de COz na agua de transporte estdo elevados € a reducdo de atividade e até perda de
equilibrio dos peixes, uma vez que esse gas possui um efeito anestésico (MORAN et al., 2008).
O principal composto nitrogenado liberado pelos peixes € a amonia, que € excretada por meio
das brénquias. A amonia em altas concentragdes é toxica. O aumento da temperatura e do pH

aumentam a concentracdo de NHz na fracdo de amonia total, dificultando a excregdo de aménia
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pelo peixe. Portanto, o cuidado para que a temperatura da agua ndo aumente durante o transporte
também ajuda a evitar o aumento da toxicidade da aménia. Uma boa estratégia para a reducéao
da liberacdo de excretas, especialmente fezes e amdnia, durante o transporte, € o jejum de ao
menos 24 horas antes desse procedimento, 0 que pode ajudar a garantir a qualidade da agua.

Durante o transporte, 0s peixes de &gua doce tendem a perder ions para 0 meio
hiposmotico circundante e podem apresentar hemodiluigdo, tanto pelo aumento da
permeabilidade branquial durante a resposta de estresse como também por meio da perda da
impermeabilidade da pele em pontos onde houve perda de escamas e injarias. A adi¢do de sais,
como cloreto de sodio na agua, em baixas concentracfes, nunca excedendo 0,6% de salinidade
(6 g/L), pode reduzir a perda de ions e minimizar a resposta de estresse nos peixes transportados
(para metodologia ver CARNEIRO & URBINATI, 2001; BENDHACK & URBINATI, 2009).
Contudo, esse procedimento ndo funciona bem em algumas espécies (SALBEGO et al., 2017),
de modo que se deve verificar caso a caso a utilizacéo do sal.

Por fim, ao término do transporte, a soltura deve ser feita com cuidado. Agua dos tanques
de destino deve ser adicionada, lentamente, a agua do transporte, para aclimatar os peixes a
parametros como temperatura e dureza da dgua antes da transferéncia. Os peixes devem ser
inicialmente transferidos para tanques de quarentena e observados antes da soltura nos tanques

definitivos de forma a evitar possivel contaminagédo do biotério.

111 - INSTALACOES ANIMAIS

3.1. Tanques de manutencao

A manutencao de peixes para experimentacao pode ser feita de diferentes formas e ira depender
da capacidade instalada, da unidade de pesquisa e dos objetivos da pesquisa. Abaixo, sdo
listados os principais tanques que podem ser utilizados para manutengédo e experimentacao dos
peixes. A escolha da modalidade depende diretamente do nivel de controle de variaveis
limnoldgicas e de acesso ao alimento natural, assim como do delineamento experimental e da
forma e frequéncia de manipula¢do dos individuos ao longo do periodo experimental. Além
disso, had necessidade de se atentar para a geracdo efluentes, que dependendo do tipo de

experimento, pode liberar cargas de material organico, bem como de outros contaminantes
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como antimicrobianos, hormonios, necessitando assim, de um tratamento eficiente a fim de

reduzir os impactos negativos ao meio ambiente.

3.1.1. Tanques escavados ou viveiros: Tanques escavados ou Viveiros sao estruturas
escavadas no solo e podem ser de médias a grandes dimensdes. Para que tenham assegurada
sua estrutura fisica, devem ser construidos por profissionais capacitados, pois necessitam de
dimensdes e inclinagbes de taludes que se adequem as caracteristicas na area onde seréo
construidos. Sua estrutura necessita de manutencao frequentemente (PEREIRA, 2006) e, muitas
vezes, de intensa adequacéo do espaco fisico para sua instalacdo. Por manterem os animais em
contato direto com o sedimento, sdo os que melhor simulam o habitat natural e permitem ainda
a manutencdo da alimentacédo natural dos peixes (ZIMMERMANN & FITZSIMMONS, 2004),
0 que deve ser considerado na conducgdo dos experimentos. Ha ainda a variacdo dos tanques
escavados que podem ter suas paredes revestidas por cimento ou lonas, o que pode aumentar a
vida atil do sistema com menor manutencao, mas exigindo maior investimento. Em sua maioria,
0s tanques escavados dependem de sistema natural para o enchimento e reabastecimento da
agua, o que permite o controle do volume de entrada e da qualidade da 4gua. A vazdo da dgua
é normalmente regulada por um monge de alvenaria ou um cotovelo articulado, por meio do
qual ocorre também o escoamento da sujeira acumulada no fundo. Os sistemas de entrada e
saida permitem entdo a simulacdo de circulacdo de dgua nos tanques escavados, aumentando
ou diminuindo o tempo de residéncia nestes sistemas e permitindo controle de qualidade de
agua de entrada e saida durante a conducdo de experimentos. Por possuir entrada e saida de
agua, e por permitir o escoamento do fundo, o controle das variaveis limnoldgicas dos tanques
escavados € maior, permitindo um maior controle das condi¢Ges experimentais. Atendendo o
conceito sanitario e as normas da Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE), todo ambiente,
antes de iniciar a manutencao ou entre os ciclos de manutencdo de animais, devera passar por
um vazio sanitario, momento em que o tangque ndo abrigara animais ou &gua por periodo
necessario a perda de infectividade de patdgenos. Segundo Queiroz (2012), a manutencdo dos
viveiros deve ser feita adequadamente adotando-se boas praticas aquicolas (BPA). As BPA,
como calagem, secagem, aracao, fertilizacdo, revolvimento de fundo e fertilizacdo, devem ser
adotadas para que a boa qualidade do solo seja mantida e minimize fatores que ocasionam o
estresse nos peixes e o surgimento de doencas. A periodicidade de adocao destes procedimentos
ird depender diretamente do estudo das condig¢Bes dos viveiros. Para uso de tanques escavados
em experimentos 0s peixes podem ser distribuidos livremente nos tanques e cada tanque ser

considerado uma unidade experimental. Em alternativa, gaiolas ou tanques-rede podem ser
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instalados nos tanques escavados (MAINARDES-PINTO et al., 2003), permitindo, assim, que
um unico viveiro comporte mais de uma unidade experimental. Em tanques escavados 0 manejo
dos animais em experimentacdo é mais dificil, pois, para retirar os individuos ha que se
promover a despesca com passagem de redes, 0 que pode estressar 0s animais e alterar suas
respostas fisiologicas. Também ha maior competicdo por alimento, se 0 processo de
arragcoamento ndo for feito de forma adequada, o que pode desuniformizar os lotes
experimentais. Em unidades de ensino e pesquisa s&o mais comumente usados para manutencao

de animais ou para experimentos de desempenho e reproducao.

3.1.2. Tanques de lona: S&o estruturas modulares, normalmente menores que as
dimensdes dos tanques escavados. Sua mobilidade permite o deslocamento da estrutura e
manuseio. Também requerem manutencdo. Porém, a adequacdo da area para instalacdo pode
ser menor do que a dos tanques escavados. Podem ser utilizados para producdo, manejo,
quarentena, manutencao e pesquisas de varias naturezas, além de serem 0s mais recomendados
para criacdo/manejo de larvas de peixes ou alevinos. Os tamanhos dos tanques de lona irdo
variar de acordo com a capacidade instalada do laboratério e o objetivo das pesquisas a serem
realizadas. Assim como as demais estruturas descritas, os peixes podem ser distribuidos
livremente nos tanques ou serem separados em gaiolas para maior controle. Por ndo ter contato
com o ambiente natural, nestes sistemas os peixes dependem diretamente da alimentacao
externa. Por serem sistemas mais controlados, devem ter maior atencdo no processo de
renovacdo e manutencdo da qualidade da agua. Desta forma, normalmente devem ser instalados
filtros para remocao dos residuos fisicos e bioldgicos. Por esta caracteristica, estes sistemas sao
relativamente mais caros que 0s anteriores, porém, suportam maior capacidade animal. Estes
sistemas dependem totalmente dos filtros para que suas condi¢des ideais de manutencdo dos
peixes sejam mantidas. Os filtros devem ter funcionalidade bioldgica (permite o crescimento
de microorganismos favoraveis ao ambiente); quimica (carvao ativado, que elimina impurezas
toxicas) e mecanica (remove fezes e racdo ndo consumida). Os filtros devem ser periodicamente
verificados, de modo a ndo comprometer a qualidade da dgua e garantir o bem-estar dos animais
(SCHNEIDER et al., 2009). Os tanques de lona, quando de maior dimensdo, também permitem

0 uso de gaiolas para dividir os grupos experimentais e facilitar o manejo dos animais.

3.1.3. Aquarios ou caixas: Sistemas experimentais que utilizem caixas plasticas ou
aquérios de vidro sdo uma opc¢ao pratica e de menor custo, alem de permitirem deslocamento

das estruturas e alteragbes nas configuracbes. Podem ser utilizadas caixas ou aquarios
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individualizados, sendo cada um uma unidade experimental fechada ou em unidades
interligadas entre si, formando sistemas fechados de recirculacdo de 4gua. Ambos devem ser
dotados de sistemas de filtro fisico e bioldgico, caso o experimento seja conduzido por um
periodo maior. Caso ndo haja sistema de filtro, é necessario fazer renovacdo de dgua e remocao
dos residuos. O sistema de filtros é necessario para limpeza e remoc¢éo de residuos e demais
impurezas presentes no ambiente. A filtracdo bioldgica permite reduzir compostos organicos
nitrogenados pela acdo de bactérias aerobias; a filtragdo quimica elimina as pequenas particulas
e odores; a filtracdo mecéanica retira particulas maiores, que geralmente se depositam no fundo
dos aquarios. Os filtros podem ser externos ou internos. A vantagem deste tipo de sistema é a
reutilizacdo da agua, passando por etapas de filtragem até ficarem adequadas novamente a todas
as condicOes de qualidade de &gua exigidas. Recomenda-se fazer a troca parcial da agua e
limpeza dos filtros frequentemente, desde que essa pratica ndo comprometa as pesquisas em
andamento. Em experimentos de Toxicologia com exposicao hidrica, ndo devem ser utilizados
filtros, pois o contaminante ficara retido. Nestes casos, deve-se apenas trocar a &gua e sifonar o
fundo para remover os residuos. Assim como nos tanques de lona, o controle das condicGes
ambientais nos aquarios e caixas € maior. Além das questdes ja descritas sobre o uso de filtros
e remocao de residuos nos aquarios, o controle de variaveis como temperatura da agua, pH,
oxigénio dissolvido, aménia, nitrito e nitrato também é possivel. Estes sistemas também
permitem a instalacdo de controle de temperatura, utilizando resisténcias ou termostatos, o que
permite o ajuste preciso da temperatura adequada a espécie utilizada. A limpeza do aquério ou
caixas deve ser realizada com agua limpa e uma esponja ou pano limpo. A cada despesca,
realizar a limpeza e a desinfec¢do de toda a estrutura fisica, equipamentos e utensilios utilizados
no manejo dos animais. Para higienizacao e desinfeccdo podem ser utilizados métodos fisicos
e quimicos. Caso seja utilizado cascalho, canos de policloreto de vinila (PVC) para abrigos dos
animais, ou qualquer objeto de enriquecimento ambiental, estes deverdo ser bem lavados com
agua corrente previamente ou utilizar métodos fisicos e quimicos. Peixes mantidos em aquarios
nos laboratérios de pesquisa podem estar alocado em ambiente que comprometem seu bem-
estar, contudo, o enriquecimento ambiental torna a manutencdo destes animais mais
confortavel, sendo o ambiente modificado em prol do bem-estar, incluindo aspectos
comportamentais, reprodutivos, etc. (DELICIO et al., 2006; BRYDGES E BRAITHWAITE,
2009). Os aquérios geralmente sdo de vidro, mas podem ser de polietileno ou acrilico, opacos
ou transparentes, formas diferenciadas e tamanhos variados, obedecendo as propostas do estudo
em questdo. S&o indicados para experimentos de toxicidade de compostos, comportamento

animal, reproducdo, criagdo, entre outros objetivos. Admitem-se pequenas inclinagdes,
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normalmente da ordem de 2%, para facilitacdo dos processos de escoamento de dejetos. Esta
caracteristica podera variar em fungdo dos projetos e sistemas de filtragem propostos. Ja o
interior dos tanques ou aquarios deve ser, preferencialmente, liso, isento de porosidades ou
deformacdes que facilitem a formacdo de biofilmes microbianos, que dificultam a sua
higienizacdo. Deve-se atentar ainda para que o local possibilite facil acesso ao aquéario e
seguranca para o condutor do experimento, facilitando o processo de coleta dos animais para
manuseio ao longo do periodo experimental. O local de instalacdo do aquario deve ser escolhido
cuidadosamente, evitando locais com excesso de iluminacao natural, barulhos e ruidos, transito
de pessoas ou veiculos e demais agentes estressores para 0s peixes. Cuidados com o
macroambiente para a instalacdo de aquarios ou caixas (biotério ou sala de manutencdo de
peixes) devem ser considerados, o piso deve ser de material impermeével e resistente, as
paredes e teto pintados com tinta resistente e lavavel, auséncia de janelas, portas de material
resistente e impermeavel, ndo utilizar mobiliario de madeira e similares, controlar a temperatura
e umidade do macroambiente com uso de temohigrometro, ralo sifonado e com fechamento,
etc. E recomendado a instalacio de salas anexas, como por exemplo, sala de procedimentos
(cirurgia, coleta de amostras, eutanésia), depdsito de insumos e de residuos. Nos sistemas de
aquario ou caixas € mais comum o uso de aeracdo para manter os niveis adequados de oxigénio
dissolvido na agua, elemento indispensavel para a manutencdo da vida dos peixes. Porém, 0s
sistemas de tanques escavados de lona e tanques-rede também podem utilizar a oxigenacéao para
simulacgdes experimentais. Sugere-se utilizar compressores de ar ligados a tubos ou mangueiras,
em substituicdo a equipamentos de pequeno porte, quando o estudo for de longa duracdo ou a
estrutura for de grande porte (GOUVEIA et al., 2006). A iluminacdo dos ambientes de
experimentacdo, quando realizado em ambientes controlados, deveré ser adequada a espécie e
ao experimento em questdo, considerando que ambientes demasiadamente iluminados podem
contribuir para o desenvolvimento de algas verdes e ambientes com pouca iluminacao
favorecem a formacéo de algas marrons. Diariamente, deve-se verificar o funcionamento dos
equipamentos como aeradores ou bombas de aeracdo, aquecedores, além de monitorar a
temperatura, visando ndo comprometer o bem-estar dos peixes. Antes de receber os animais,

recomenda-se que 0 ambiente passe por um periodo minimo de maturagdo superior a trés dias.

3.1.4. Tanques-Rede: Tangues-rede sdo gaiolas, quadradas ou cilindricas, constituidas
de material resistente e seguro, para resistir ao manuseio (geralmente metal). Devem ser
completamente fechadas por tela, inclusive a parte superior, para prevenir o ataque de

predadores e fornecer sombreamento. As telas variam o tamanho de sua malha em funcéo da
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fase de desenvolvimento e tamanho dos peixes. Os tanques-rede podem variar de tamanho,
dependendo do niimero e do tamanho dos animais confinados e sdo medidos em m3. Deve ter
acoplado a gaiola um sistema que permita sua flutuacdo na agua. Nas gaiolas, geralmente existe
um comedouro ou pode-se adaptar a forma de alimentacdo de acordo com 0s objetivos dos
experimentos em questdo (PEREIRA, 2006). Os tanques-rede ndo obstruem a passagem de
agua, promovendo facil circulacdo, sendo possivel utilizar recursos hidricos ja existentes como
rios e reservatorios. Esta caracteristica é contraria aos demais sistemas, pois dificulta a
manutencdo de condi¢bes controladas do ambiente. Por isso, muitas vezes este sistema
experimental é escolhido para experimentos de desempenho animal e simulacdo de condicGes
reais de producéo. A escolha deste sistema deve ter em mente a dificuldade de controle de vazéo
e de variaveis fisico quimica na area interna dos tanques rede. Como dito anteriormente, podem
ser instalados em tanques escavados ou de lona, pois permitem melhorar o manejo dos animais

em experimento.

3.1.5. Quarentendrio: Estabelecimento que garante condi¢bes de biosseguranca
destinadas a recepcao de animais aquaticos ap0s 0 processo de importacao, exportacao e transito
nacional de animais aquaticos; uma estrutura que possibilita manter em quarentena desde larvas
até reprodutores. O espaco tem por objetivo oferecer o servico de controle sanitario e de salde
dos animais trazidos de outros paises ou de diferentes bacias hidrogréficas, reduzindo o risco
de introducdo e de disseminacdo de doencas. Para obtencdo do credenciamento, 0s
estabelecimentos quarentenarios deverdo cumprir com as exigéncias e normas previstas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), mais precisamente pela sua
Coordenacdo de Animais Aquaticos, do Departamento de Satude Animal, normativa MAPA N°
04, de 04 de fevereiro de 2015. A infraestrutura deve ser isolada de modo impedir a entrada de
contaminantes e dividido em ambiente interno (sala de quarentena) e externo (vestiario, sala
administrativa, sala para lavagem de equipamentos e depdsito de residuos sélidos) identificados
quanto a sua finalidade. A sala de quarentena devera dispor de maniltvio adequado a lavagem
de equipamentos de uso diario e das méaos, devera dispor de produto antisséptico para as maos,
papel-toalha e recipientes coletores (lixeira). O piso das instalagcdes, os reservatorios, 0s
equipamentos e os utensilios utilizados no manejo dos animais, bem como 0s recipientes para

descarte de residuos sélidos

3.2. Qualidade da agua
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3.2.1. Parametros de qualidade da agua: No ambito da piscicultura, o micro-habitat
consiste do espaco onde os peixes serdo acondicionados e todos os acessorios que compde 0
ambiente onde os peixes sdo mantidos.

A qualidade da agua é o principal fator entre os que compdem o micro-habitat. Cada
espécie de peixe mantida em cativeiro pode ter diferentes condi¢bes 6timas de manutencéo,
bem como apresentar diferentes faixas de tolerancia para as alteracdes nas condigdes fisico-
quimicas da &gua. Embora as faixas de tolerancia a determinados pardmetros possam ser
amplas, alguns processos, como a postura de ovos, fertilizacao externa, crescimento e sistema
imune, podem sofrer impactos consideraveis com pequenas variacbes nos espectros de
tolerancia. Cabe aos pesquisadores investigar quais sdo as melhores condi¢Ges de manejo da
espécie escolhida, antes de iniciar sua criagao.

Nesse contexto, a qualidade da agua é o principal fator a ser monitorado com regularidade
qguanto as suas propriedades fisico-quimicas, uma vez que alteracbes nos padrdes
preestabelecidos podem causar impactos consideraveis ao criadouro.

A frequéncia da checagem da qualidade da agua deve obedecer a um sistema de
periodicidade, levando em consideracdo a velocidade em que cada fator sofre alteracbes
significativas. Para determinacdo dessa periodicidade, as primeiras checagens devem ser diarias
e calculadas, levando em consideracdo a densidade populacional do tanque. Ainda ha a
possibilidade de observacdo de alguns indicativos visuais que podem servir de alerta para
checagem de qualidade da agua, tais como: atividade locomotora, agressividade, lesGes ou
manchas cutaneas, mortalidade, turbidez da agua, quantidade de matéria organica na agua, entre
outros fatores que serdo citados a seguir.

3.2.2. Origem da &gua: conforme o tipo de cativeiro, a 4gua que ira abastecer os tanques
pode ser proveniente preferencialmente de um corpo d"agua natural (nascente, lago, corrego)
ou, alternativamente, fornecida diretamente do sistema municipal de abastecimento. De
qualquer formam é de extrema importancia que, entre o tanque de criacdo e a fonte de agua,
haja um ponto de checagem da qualidade da &gua que ir& entrar em contato com 0s animais, a
chamada agua de uso. Por meio do ponto de checagem, pode-se verificar possiveis alteraces
causadas por polui¢do, em caso de fonte natural, bem como um aumento nas concentracoes de
quimicos como cloro, usado pelo fornecedor municipal, podendo assim condicionar a qualidade
da agua previamente, como uma medida profilatica.

3.2.3. Filtragem de agua: a 4gua ainda pode sofrer filtragem por sistemas diversos, a fim
de garantir melhor controle de seus parametros. Um sistema de osmose reversa pode ser usado

para garantir controle, mas é importante garantir o reequilibrio das condic¢des idnicas adequadas
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para a espécie em questdo, uma vez que este tipo de filtracdo diminui drasticamente os ions na
agua (BU-ALI et al., 2007).

Existem diversos tipos de filtros e a escolha depende do tipo de tanque, preferéncia dos
experimentadores, potencial sensibilidade dos animais a presenca do filtro, entre outros fatores.
A escolha dos filtros também impacta a rotina dos biotérios e criadouros uma vez que requerem
manutencdo para a garantia da qualidade de agua. Os filtros comumente incluem elementos de
filtragem mecénica para remocdo de particulas (peneiras, fibras ou polimeros com diferentes
porosidades), filtragem quimica ou de absorcdo de particulas (comumente carvao ativado).
Além disso, comumente os elementos filtrantes de aquarios com baixa taxa de renovacédo de
agua incluem pecas de cerdmica ou polimeros sintéticos que abrigam bactérias nitrificantes que
fazem a convers@o de amonia, nitrato e nitritos, a fim de reduzir sua concentragéo, ou, no caso
de tanques escavados e Vviveiros, pode-se utilizar ainda plantas aquaticas do género Eichhornia,
mais conhecidas como aguapé, reconhecidamente agente filtrante natural, (JAFARI et al., 2006;
TODD & JOSEPHSON, 1996). No entanto, alguns fatores devem ser observados previamente,
uma vez que alterar a composicdo, densidade e distribuicdo de espécies vegetais flutuantes,
podem afetar significativamente populac6es cultivadas (WANG et al., 2018).

Aquérios de vidro geralmente possuem filtros individuais em formato de torre mantidos
em seu interior, ou em cascata em suas paredes laterais. Sistemas semi-fechados recirculantes
muitas vezes usam filtros coletivos para a agua de diversos aquarios e incluem os elementos de
filtragem supramencionados e a possibilidade de inclusdo de fontes de radiacdo UV para
esterilizacdo da dgua antes do retorno aos aquarios. No caso de aquarios, os sistemas de filtracdo
comumente sdo também os responsaveis pelo aporte de oxigénio na agua. Por isso, deve-se
levar em consideracgdo a capacidade de vazdo dos filtros em relacdo ao volume do aquario.

3.2.4. Temperatura: por serem animais ectotérmicos, 0s peixes sdo dependentes da
temperatura do ambiente para manutencdo da sua temperatura corporal, ficando assim suas
atividades fisiologicas intimamente relacionadas a temperatura da dgua. Embora possam
suportar uma grande variacao na temperatura, cada espécie possui uma faixa considerada ideal
em que melhor esta adaptada e se desenvolve de forma eficiente (BOLTANA et al., 2017;
O’GORMAN et al., 2016). Lembrando que mesmo suportando grandes variagOes de
temperatura, uma mudanca abrupta de temperatura na faixa de £5°C, pode caracterizar um
choque térmico, tanto em casos de hipertermia quanto de hipotermia, podem ter como
consequéncia aumento da taxa de mortalidade (DONALDSON et al., 2008; SHENG & XU,

2008). Para peixes endémicos de regides tropicais, a temperatura ideal fica em torno de 24-
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28°C, embora na natureza estejam sujeitos a maiores variac6es de temperatura, o reflexo dessas
variagdes estd na menor taxa de reproducao e desenvolvimento (GARCIA et al., 2008).

3.2.5. Termorreguladores: o0s aquecedores podem ser simples, necessitando de
regulacdo manual e monitoramento frequente da temperatura ou ligados a um termostato que
ird regular a temperatura da agua, conforme o préestabelecido em seu controle,
independentemente da temperatura externa. J&, um aquecedor simples ndo manterd a
temperatura da agua do aquario estavel se houver varia¢des na temperatura externa.

A afericdo da temperatura da agua deve ser realizada diretamente no tanque onde o0s
animais sdo mantidos, lembrando que, em casos de tanques com lamina d’agua superior a
0,90m, deve-se mensurar a temperatura na superficie e na parte mais profunda do tanque, uma
vez que podem apresentar diferentes temperaturas. Para mensurar a temperatura, pode-se usar
termdmetro de mercurio, termémetros digitais com sonda permanentemente mergulhada no
tangue ou ainda termdémetros digitais de bolso.

3.2.6. pH: Um dos parametros que podem sofrer variagdo com maior frequéncia em um
sistema de criacdo de peixes é o pH, isso devido a uma série de fatores inerentes ao micro
ecossistema, onde a interacdo entre os fatores bioticos e abioticos é intenso. Entre os fatores
que podem contribuir para variacdo no pH da agua no sistema de criacdo estdo: Carbonatos
provenientes de pedras, corais, fotossintese realizada por algas ou outras plantas liberando CO»,
nitrificacdo por bactérias, decomposicéo de alimentos, excretas, entre outros.

O balanco (ou equilibrio) acidobasico é critico para a fisiologia da maioria dos
organismos vivos, principalmente para os vertebrados, entre eles, os peixes. A principal
estrutura responsavel pela troca de compostos acidobasico em peixes é o epitélio branquial, que
pode sofrer alteracBes histoldgicas, conforme o estado fisico-quimico da &agua, assim
prejudicando o equilibrio osmético e a respiracdo (CLAIBORNE et al., 2002; GOSS et al.,
1998; REIS et al., 2009). Em casos de pH muito baixo (=3), essas modificagdes acabam
causando aumento de muco no epitélio branquial, podendo levar o peixe a morte por anoxia,
além de prejudicar o equilibrio i6nico, inibindo a captacdo de Na* (EVANS, 2005; PACKER
& DUNSON, 1972).

Variagdes no pH ainda podem prejudicar a viabilidade dos ovos, bem como o
desenvolvimento de larvas e alevinos. Foi observado que pH abaixo de 6,0 diminui a taxa de
sobrevivéncia e a qualidade de embriGes. Embora a toleréncia possa variar de acordo com a
espécie, o pH ideal para o melhor desenvolvimento e viabilidade de embriGes da maioria das
espécies é o neutro (NASCIMENTO et al, 2007; REYNALTE-TATAIJE et al., 2015).
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A maneira mais eficaz de controle dos niveis de pH é por meio da verificacdo periddica,
que deve ser determinada de acordo com as caracteristicas de cada tanque, uma vez que o tempo
para variacdo do pH depende de fatores como a densidade no tanque, renovacéao da agua, regime
de alimentacdo, sistema de filtragem, composi¢do do micro-habitat, entre outros. A verificacdo
pode ser realizada a partir de uma amostra coletada da parte mais centralizada do tanque. O pH
pode ser mensurado, utilizando indicadores de pH em forma de fitas ou reagentes liquidos
halocrémicos, ou ainda utilizar medidores digitais, que conferem maior precisao a medida.

Mudangas comportamentais como atividade locomotora e agressividade podem ser um
dos indicativos de alteracdo no pH (WOLFF & DONATTI, 2016). Peixes, quando expostos a
baixos valores de pH, apresentam comportamento letargico e um posicionamento corporal
angular em relacdo a superficie da agua.

3.2.7. Oxigénio dissolvido: Oxigénio dissolvido refere-se ao nivel de oxigénio livre, que
ndo esta ligado a outro elemento presente na &gua ou em outro solvente. E um parametro
importante na avaliacdo da qualidade da &gua, devido a sua influéncia nos organismos que
vivem dentro de um corpo de dgua. O oxigénio livre na agua, de forma geral, é proveniente de
duas fontes;

a) difuséo direta: absorvendo, na superficie, o oxigénio diretamente da atmosfera, nesse
caso, de forma lenta, ou ser misturado, de forma mais rapida, por meio de processos que causem
algum tipo de turbilhonamento, como quedas d’agua ou correntezas, ou ainda, de forma
artificial, por meio de aeradores mecanicos (bombas de ar); e

b) processos de fotossintese: em caso de viveiros, a disponibilidade de oxigénio na agua
é preponderantemente oriunda da fotossintese realizada por plantas aquaticas e fitoplanctons.
No entanto, o aporte de oxigénio dissolvido na dgua proveniente de fotossintese sofre variacdes
durante o periodo de 24hs, apresentando maiores concentracdes nos periodos de luz e sofrendo
uma queda drastica durante a noite, podendo gerar hipoxia ambiental.

Alguns fatores, como turbidez, temperatura, densidade e salinidade tém influéncia direta
na quantidade de oxigénio disponivel na agua. Em aguas com temperatura elevada, a
concentragdo de oxigénio dissolvido & menor. Primeiro, porque a solubilidade do oxigénio
diminui a medida que a temperatura aumenta, diminuindo a quantidade de oxigénio que a agua
precisa para alcangar o equilibrio de saturacdo com o oxigénio atmosférico. Segundo, porque
em temperaturas mais elevadas, ha um aumento no consumo de oxigénio, devido ao aumento
da taxa metabodlica dos organismos presentes na dgua (CLARKE & JOHNSTON, 1999;
LEMBI, 2001).
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As concentracgdes ideais de oxigénio dissolvido na agua variam de acordo com a espécie.
Entretanto, para grande maioria das espécies, os niveis ficam entre 5 e 9 mg/L (AVDESH et
al., 2012; KRAMER, 1987; MOREIRA et al., 2001).

Alguns comportamentos podem servir de indicativo de baixos niveis de oxigénio
dissolvido na agua, tais como: a) mudancas na atividade, b) aumento do uso de respiracdo de
superficie aquatica e ¢) mudancas de habitat verticais ou horizontais (KRAMER, 1987). Entre
as consequéncias dos baixos niveis de oxigénio dissolvido na agua estdo a alta mortalidade,
baixa taxa reprodutiva e menor taxa de desenvolvimento.

O monitoramento dos niveis de oxigénio deve ser diario, por meio de medidores
colorimétricos, ou oximetros, medidores eletronicos portateis ou de sondas permanentes. Em caso
de diminuicdo do aporte de oxigénio dissolvido, algumas medidas emergenciais devem ser
tomadas, como utilizacdo de aeradores adicionais e aumento da taxa de renovacao.

Utilizag&o de aeradores pode ser permanente, no caso de tanques de pouca ou nenhuma
circulacao de &gua ou emergencial, sendo ativados apenas quando 0s niveis do oxigénio na agua
estdo baixos.

O tipo e a poténcia do aerador a ser utilizado dependem do volume do tanque e a
quantidade de biomassa que se pretende manter nesse espaco. Diversos tipos de sistema de
areacdo podem ser empregados na criacdo de peixes. Aeradores de pa (funcionam causando
circulacdo da agua, recomendado para viveiros de alta producdo e grandes dimensdes), ainda
podem ser utilizados propulsores de ar, bombas verticais, bombas espersoras e difusores de ar.
Embora possa ser calculado o consumo de oxigénio por biomassa no tanque, a forma mais
eficiente ainda é o monitoramento diario, sendo necessarias duas checagens diarias em casos
de grandes proporc¢des, uma vez gque diversos fatores podem alterar as quantidades de oxigénio
dissolvido na agua.

3.2.8. Salinidade: a salinidade consiste basicamente da concentracdo total de todos os
sais dissolvidos na agua. Uma vez que essas particulas dissolvidas na dgua carregam cargas
positivas ou negativas, contribuem diretamente na condutividade da agua (ZINABU et al.,
2002). A maioria dos peixes tolera apenas uma faixa especifica de salinidade, ou seja, sdo ditos
estenoalinos. Esses animais habitam exclusivamente ambientes de agua doce ou
exclusivamente ambientes de agua salgada (WURTS, 1998). No entanto, existem alguns
organismos que podem se adaptar a uma série de salinidades, conhecidos como eurialinos. Estes
organismos podem ser eurialinos anddromos, catddromos ou verdadeiros. Organismos
anadromos vivem em agua salgada, mas desovam em agua doce. Nas espécies catddromas ocorre

0 oposto, ou seja, vivem em agua doce e migram para a agua salgada para desovar. As espécies
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eurialinas verdadeiras podem ser encontradas em ambientes de dgua salgada, doce ou salobra
em qualquer ponto de seu ciclo de vida.

A tolerancia aos niveis de salinidade de cada espécie depende de sua capacidade
fisiolégica de adaptacdo as condicdes osmoticas, sendo que organismos de agua doce sdo
considerados hiperosmoticos, por suas células terem a capacidades de eliminar agua e reter
fons.

O aumento da salinidade diminui drasticamente os niveis de oxigénio dissolvido na agua,
sendo assim, um importante fator na criacdo de peixes, além do fato de que um aumento ou
diminuicao da salinidade pode ter impacto direto na condutividade da 4gua, afetando assim uma
série de atividades metabdlicas dependentes da concentracdo ibnica; porém, alteraces
controladas da salinidade do meio de criagdo podem ser interessantes, pois sdo capazes de
melhorar a sobrevivéncia, a fecundidade e o bem-estar de algumas espécies modelo, como, por
exemplo o zebrafish e os peixes-rei Odontesthes bonariensis e O. humensis. Mesmo sendo
considerado um peixe de agua doce, cuja salinidade nos ambientes naturais de ocorréncia varia
entre 0 e 0,6%0 (LAWRENCE, 2007), a manuten¢do de zebrafish a uma salinidade de 0,35%o
tem impactos negativos sobre a producdo de ovos e sobre a sobrevivéncia (BOISEN et al.,
2003). Por isso, o incremento do nivel de salinidade a valores de até 1%o ¢ interessante para a
manutencdo desses animais em laboratério (LAWRENCE, 2007; AVDESH et al., 2012).
Considerando as condi¢fes de manutencdo de peixes-rei O. bonariensis, a utilizacdo de meios
salobros tem potencial para diminuicdo de perdas econémicas por mortalidade seguida de
estresse por manipulacdo, transporte, altas densidades e baixa qualidade da &gua
(STRUSSMANN et al., 1996; TSUZUKI et al., 2000, 2001), além do aumento na taxa de
sobrevivéncia de embrides (PIEDRAS et al., 2009). No mesmo sentido, a transferéncia de
peixes-rei O. humensis aclimatados a agua salobra para agua doce é mais estressante para 0s
animais (SILVEIRA et al., 2018), ainda que na natureza esses animais habitem ambientes
hiposméticos. Em vista disso, a salinidade do meio tem um importante papel na garantia do
bem-estar dos modelos mantidos em estagdes experimentais.

As medidas de condutividade sdo mensuradas por unidades de Siemens, sendo que as
concentragbes em 4&gua doce podem apresentar uma variacdo de 100-2000 micro
Siemens(uS/cm), agua potavel 30-1500 puS/cm, agua marinha 55000uS/cm e agua destilada
0,5-3uS/cm (MCCLESKEY et al., 2011). Os valores de salinidade s&o medidos por ppt (Parts
Per Thousand) ou partes por mil. Aguas de rios apresentam em média salinidade menor que 0,5
ppt, estuarios apresentam salinidade na faixa de 0,5-17 ppt, enquanto dgua marinha tem
salinidade média de 35 ppt (LIKENS & HARRIS, 2009).
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3.2.9. Niveis de amdnia, nitrito e nitrato: no ambiente aquatico, a amonia pode estar
presente na forma dissolvida ndo ionizada NH3, ou na forma ionizada NH4", ou pode ser medida
como amonia total, que é a soma das duas formas NHs + NH4* (EMERSON et al., 1975). Além
da amonia, o nitrogénio pode ser encontrado na &gua nas formas de nitrato, nitrito, 6xido
nitroso, amoniaco dentre outros. Em sistema de criacdo de peixes, a formacdo de residuos
nitrogenados pode ter origem em fontes diversas, tais como: a) excretas dos peixes,
principalmente em casos de dietas ricas em proteinas, b) fertilizantes a base de amoénia e
nitratos, e ¢) decomposicao aerdbia e anaerdbia de matéria organica (SIMON DA SILVEIRA
et al., 2009).

O pH exerce grande influéncia quanto a forma que a amonia esta presente na dgua, sendo
que em condicOes neutras ou acidas inferiores a 8, a forma NH4* predomina, isso devido ao fato
de que, em meio aquoso acido, a amdnia formada é menos estavel, sofrendo processo de
hidratacdo, enquanto que, em meio alcalino, esse processo ocorre em menor escala,
predominando a forma n&o ionizada NHs (KORNER et al., 2001; LI et al., 2012). O calculo
dos niveis de NHz na agua é importante, ndo porque NHs seja a forma mais téxica, mas sim
porque 0 aumento da propor¢do de NHsz na &gua leva a uma reducdo da excre¢gdo de amonia
pelo peixe, com consequente acumulo desse metabdlito nos tecidos (BALDISSEROTTO,
2013).

Niveis elevados de amdnia, mesmo que levemente, podem afetar negativamente o
ecossistema de um criadouro. Os peixes podem sofrer uma reducdo no sucesso da eclosao;
reducdo na taxa de crescimento e desenvolvimento morfoldgico; apresentar lesdo no tecido
branquial (hiperplasia), danos no figado e rins (BENLI et al., 2008; EDDY, 2005; MEADE,
1985; RANDALL & TSUI, 2002).

O elevado nivel de ambnia nas células do organismo pode interferir em processos
metabolicos dependentes de ATP, uma vez que o aumento de amdnia diminui a disponibilidade
de alfacetoglutarato, importante intermediario no ciclo de Krebs, maior fonte metabdlica de
ATP. Além disso, 0 aumento de ambnia provoca um aumento significativo de glutamina, e
decrescimo de glutamato, o principal neurotransmissor excitatério no sistema nervoso
(BRAISSANT et al., 2013; MONFORT et al., 2002; SHAFFI, 1980; SUAREZ et al., 2002).
Elevadas concentracdes de amonia ainda podem causar distirbios na regulacao idnica devido a
alteracdo histopatologica nas branquias (BENLI et al., 2008).

A tolerancia dos peixes as diferentes concentraces de amdnia na agua varia conforme a

espécie e o estagio de desenvolvimento, além do fato dos valores totais de amonia toleraveis
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sofrerem variacdo em funcdo da temperatura, pH e salinidade. Valores médios seguem

conforme tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1. Niveis maximos toleraveis de nitrito para peixes de dgua doce em mg/L
Cloreto Nitrito médio
(mg/L)  (mg.L?) (N)

<2 0,02
2-4 0,04
4-6 0,06
6-8 0,08

8-10 0,10
> 10 0,20

Tabela 2. Niveis toleraveis de amonia para ambientes de dgua doce em mg/L(N)

pH 15°C 16°C 17°C 18°C 19°C 20°C 30°C
6,5 1,77 1,64 1,52 1,41 1,31 1,22 1,1
6,6 1,77 1,64 1,52 1,41 1,31 1,22 1,1
6,7 1,77 1,64 1,52 1,41 1,31 1,22 1,1
6,8 1,77 1,64 1,52 1,42 1,32 1,22 1,1
6,9 1,77 1,64 1,53 1,42 1,32 1,22 1,0
7,0 1,77 1,64 1,53 1,42 1,32 1,23 0,99
7,1 1,77 1,65 1,53 1,42 1,32 1,23 0,95

7,2 1,78 1,65 1,53 1,42 1,32 1,23 0,90
7,3 1,78 1,65 1,53 1,42 1,32 1,23 0,85
7,4 1,78 1,65 1,53 1,42 1,32 1,23 0,79

7,5 1,78 1,66 1,54 1,43 1,33 1,23 0,73
7,6 1,79 1,66 1,54 1,43 1,33 1,24 0,67
7,7 1,79 1,66 1,54 1,43 1,34 1,24 0,60

7,8 1,54 1,53 1,42 1,32 1,23 1,14 0,53
7,9 1,30 1,21 1,12 1,04 0,970 0,904 0,47
8,0 1,09 1,02 0,944 0,878 0818 0,762 041
8,1 0874 0812 0,756 0,704 0655 0611 0,35
8,2 0,700 0,651 0606 0,565 0,527 0491 0,30
8,3 0,562 0,523 0,487 0455 0424 039% 0,26
8,4 0452 0421 0393 0367 0,343 0321 0,22
8,5 0,365 0,341 0,318 0,298 0278 0,261 0,18
8,6 029 0,277 0259 0,242 0,227 0,213 0,15
8,7 0,241 0,226 0,212 0,198 0,18 0175 0,13
8,8 0,198 0,18 0174 0,164 0,154 0,145 0,11
8,9 0,163 0,153 0,144 0,136 0,128 0,121 0,09
9,0 0,135 0,128 0,221 0,114 0,08 0,102 0,06

Tabela 3. Niveis toleraveis de amonia para ambientes de agua salobra (10mg/kg) em mg/L(N)
pH 10°C 15°C 20°C 25°C
7,0 20 14 9,4 6,6
7,2 12 8,7 5,9 4,1
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7,4 7,8 5,3 3,7 2,6

7,6 5,0 3,4 2,4 1,7

7,8 3,1 2,2 1,5 1,1

8,0 2,0 1,4 0,97 0,69

8,2 1,3 0,87 0,62 0,44

8,4 0,81 0,56 0,41 0,29

8,6 0,53 0,37 0,27 0,20

8,8 0,34 0,25 0,18 0,14

9,0 0,23 0,17 0,13 0,10

(U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1999)

Embora a medi¢do dos niveis totais de amonia deva ser feita regularmente, por meio de
indicadores colorimétricos ou eletronicos, ha ainda observagdes que podem ajudar a monitorar
um possivel aumento nos niveis de amdnia em tanques e viveiros. Um dos sinais que
demonstram aumento dos niveis de compostos nitrogenados é a proliferacdo de fitoplancton, o
que pode desencadear em um aumento significativo do pH, deixando a 4gua assim com maior
potencial toxico (KUBITZA, 1999). Alguns fatores, como comportamento e lesdes cutaneas,
observadas nos peixes, colaboram na identificacdo de alteracdes na qualidade da &gua, devido
a excesso de amonia. Os principais séo letargia, perda de apetite, permanéncia no fundo do
tanque (especialmente para peixes de superficie), busca de oxigénio na superficie, branquias
inflamadas, inflamacéo nas barbatanas, olhos ou anus inflamados (GROUP, 1986; ISRAELI-
WEINSTEIN & KIMMEL, 1998; WILKIE, 1997).

A afericdo das concentracfes de amdnia pode ser baseada nas quantidades de aménia na
forma NHz ou NH4", além da concentracdo total de nitrogénio na forma de amonia. No entanto,
deve-se levar em consideracao fatores como temperatura, pH e salinidade. A periodicidade de
afericdo, principalmente em sistemas de cultivo fechado, deve ocorrer diariamente, até que se
tenha um perfil das alteracbes ao longo do tempo, em funcdo da biomassa e regime de
alimentacdo empregado no criadouro.

A transformacdo da amonia, até sua forma menos tdxica por meio da nitrificacdo, envolve
dois grupos de bactérias: Nitrosomonas spp., que oxidam a amodnia até nitrito (NO3) e
Nitrobacter spp., que oxidam o nitrito a nitrato (NO") Figura 1.

Algumas medidas podem ser tomadas quando o sistema de criagdo se encontra com
concentragdes de amonia ou nitrito acima do desejado. A primeira medida é a troca parcial da
agua, de maneira gradual, até que os niveis dos compostos nitrogenados na agua alcancem 0s
valores aceitaveis. No caso do cativeiro se tratar de um tanque de grandes dimensdes em que a
troca da agua seja uma medida inviavel, é importante que se controle o pH e a temperatura,

lembrando que esses fatores podem influenciar no nivel de toxicidade da aménia. Outra medida
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a ser tomada € reduzir a quantidade de fitoplancton existente no sistema de criacao, a fim de
controlar o pH e o aporte de oxigénio no sistema. O regime de alimentagdo também deve ser
reduzido, de forma a diminuir a quantidade de sedimentos e controlar a quantidade de excretas.

3.3. Densidade de estocagem

Densidade de estocagem € o termo normalmente usado para se referir ao peso de peixes
por unidade de volume (g.L%ou g.m®) (ELLIS, 2001; LAZZARI et al., 2011). A densidade de
estocagem mais adequada varia de acordo com a espécie trabalhada, o tamanho dos animais,
0 sistema experimental em que os peixes serdo mantidos e sua idade (HOLM et al., 1990; EL-
SAYED et al., 1995; LAZZARI et al., 2011). Contudo, ela é também determinada por fatores
externos, como temperatura da agua em que serdo mantidos os peixes, luz e taxa de
alimentacdo (WALLACE et al., 1988).

Ao pensarmos na densidade de estocagem para conducédo de experimentos, é importante
considerar a biomassa inicial e a final esperada e sua relacdo com a capacidade de suporte do
sistema experimental utilizado, buscando uma densidade biologica 6tima para a espécie de
peixe trabalhada ao longo do periodo experimental (SILVA & SIQUEIRA, 1997), pois, apesar
da densidade inicial, experimentos de longa duragdo devem contar com o crescimento dos
peixes, com base na conversdo alimentar e nas alteracbes da densidade de estocagem
calculadas no inicio do experimento.

InstalacBes laboratoriais que consigam simular ao maximo os ambientes naturais
poderdo prover maior conforto aos animais e, desta forma, melhorar sua capacidade de suporte
para recebimento dos peixes. E, para o delineamento experimental, é importante considerar as
densidades de estocagem, realizando uma biometria média inicial dos peixes antes do
experimento, para que haja uma densidade de estocagem semelhante entre 0s grupos
experimentais, ndo influenciando os resultados obtidos.

Densidades inadequadas de peixes podem gerar diversas complicacdes. Uma baixa
densidade pode influenciar no aparecimento de classes hierarquicas, dominantes e
subordinadas, em que os animais dominantes monopolizam as zonas de alimentagdo e o
alimento, diferenciando o crescimento nessas duas classes. A hierarquizacdo também pode
trazer prejuizos como brigas excessivas, acarretando em lesfes e mortalidade; assim como
densidades excessivas também podem acarretar variagdo no crescimento dos peixes, onde 0

grande adensamento dificulta o acesso ao alimento e gera competicdo nas zonas de
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alimentacéo, afetando a homogeneidade dos lotes a serem estudados (SCHIMITTOU, 1993;
HUNTINGFORD & LEANIZ, 1997; MACLEAN & METCALFE, 2001).

Alguns autores correlacionam ainda a densidade diretamente com a transmissédo de
doencas, pois existe maior contato entre os peixes (TACHIBANA et al., 2008). Portanto, a
alta densidade animal € um fator predisponente para o aparecimento de diversas infeccdes
bacterianas as quais podem ser submetidos os peixes (FIGUEIREDO & LEAL, 2008).

A densidade de estocagem também deve ser respeitada nos testes de toxicidade (CL50),
pois influenciam diretamente a proporcdo do material testado que estard disponivel aos
organismos expostos. No Guia da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econémico (OECD, 2000), para testes agudos de toxicidade em peixes, é recomendavel a
utilizacdo da densidade de 1 g de peixe / L™ de 4gua para ambientes estaticos e semiestaticos,
e, para ambientes com recirculacdo, uma maior densidade pode ser aceita. Portanto, a
densidade de estocagem influéncia na toxicidade de alguns compostos. Para testes de
crescimento utilizando peixes juvenis a densidade deve ser baixa o suficiente para que uma
concentragédo de oxigénio dissolvido de, pelo menos, 60% do valor de saturacdo do ar possa

ser mantida sem aeracdo (OECD, 2000).

3.4. Alimentacéo

O tipo de alimento a ser fornecido aos peixes no biotério depende da fase de
desenvolivmento dos animais, bem como ao habito alimentar da espécie. E importante
identificar o habito alimentar para adequar o tipo de racdo que serd necessaria. Neste manual,
serdo descritas as caracteristicas dos alimentos que devem ser fornecidos aos animais com
habitos carnivoros e onivoros. Enquanto os alimentos devem ter um elevado contetdo de
proteinas para a alimentacdo de animais carnivoros, alimentos de origem vegetal e com menor
quantidade de proteina sdo bem aproveitados pelos peixes de habitos onivoros.

A adequada alimentacao dos peixes deve estar relacionada com a fase de desenvolvimento
de cada espécie. Serdo descritos aqui 0s principais alimentos e métodos de fornecimento desse
alimento nas fases de desenvolvimento inicial (larvas), juvenis e adultos.

3.4.1. De acordo com Rodrigues e colaboradores (2013), as formas fisicas de fornecimento
da ragéo séo:

a) Racéo farelada: principal tipo de alimento fornecido aos peixes na fases iniciais de
desenvolvimento. O tamanho das microparticulas deve ser adaptado ao tamanho da boca do

peixe. Este tipo de racdo deve ser fornecida em quatidade e frequéncia suficientes para que a
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qualidade da agua néo seja afetada em funcéo de sobras. Esse tipo de racdo pode resultar dos
processos de peletizacdo ou extrusao (preferivel), seguidos de moagem fina. Tal pratica confere
homogeneidade ao alimento em relacdo aos nutrientes inseridos na dieta. Pode, ainda, resultar
de processo mais simples que contempla somente a mistura dos ingredientes, 0 que nao é
recomendavel, pois, neste caso, havera segregacao dos ingredientes com diferentes densidades
e consequente lixiviacdo dos nutrientes além de permitir a seletividade na ingestéo pelos peixes.

b) Racéo peletizada: alimento usado nas formas juvenis e em adultos de peixes. Neste tipo
de racdo a mistura de ingredientes € comprimida utilizando umidade, calor e presséo,
produzindo péletes densos, que afundam rapidamente. Desta forma, este tipo de racdo é
indicado por reduzir as perdas de nutrientes na agua e para manter uma boa qualidade do
ambiente aquatico. Este tipo de racéo € mais utilizada nas formas juvenis de peixes em cativeiro;

c) Racdo extrusada: este tipo de racdo permanece por mais tempo na superficie da agua.
processo de extrusdo permite o tratamento térmico com uma combinacao de calor, umidade e
trabalho mecénico. Este tipo de ragdo é o mais indicado para os animais em crescimento e
adultos.

A quantidade de racdo a ser fornecida esta diretamente relacionada com a fase do
desenvolvimento do animal e com o habito alimentar, de forma que as pos-larvas devem ser
alimentadas 4 vezes ao dia, as formas jovens e em crescimento podem ser alimentadas 2 vezes
ao dia (carnivoras) ou 3 vezes ao dia, no caso de serem espécies onivoras. Os animais adultos,
independentemente do habito alimentar, devem receber alimentacdo duas vezes ao dia. A
temperatura da agua afeta o consumo de racdo dos peixes. Em temperaturas mais baixas, 0
consumo diminui e, em temparturas elevadas, o consumo tende a aumentar. Desta forma, se
aconselha manter a temperatura da agua de acordo com a exigéncia da espécie, para o melhor
aproveitamento da racao fornecida.

A racdo pode ser oferecida de forma manual ou automatica (RIBEIRO et al. 2002). A
quantidade de racdo a ser fornecida varia de acordo com alguns fatores como, por exemplo, a
densidade de estocagem, a espécie, o tipo de racdo e a fase de crescimento do animal. O conceito
de biomassa é adotado para o calculo da quantidade de racdo que deve ser fronecida aos animais,
de forma que os peixes devem ser pesados para saber o seu peso e calcular a quantidade de
racdo que deve ser consumida. Em animais adultos, se recomenda uma quantidade de 3% do
peso da biomassa.

Todos os cuidados acima descritos devem ser tomados para que a quantidade de racéo

ofertada aos peixes seja consumida em pequeno intervalo de tempo. Desta forma, a qualidade
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da 4gua se mantém viavel por mais tempo e 0s peixes estardo expostos a menor quantidade de

residuos.

3.5. Enriquecimento ambiental e social

Por questBes préaticas, como reducdo de custos e facilidade na limpeza e manipulagéo,
muitas vezes tanques e aquarios de manutencgdo dos peixes em laboratorio acabam se tornando
ambientes extremamente pobres. Entretanto, ambientes empobrecidos podem levar a
alteracBes cognitivas, comportamentais e fisiologicas nos animais (STRAND et al., 2010),
inclusive, podendo invalidar ou tornar pouco confidveis os dados obtidos em condicGes
experimentais (REINHARDT, 2004). Para evitar esses efeitos e melhorar o bem-estar, é
preciso fazer o enriquecimento ambiental dos recintos onde 0s peixes sdo mantidos sempre que
for possivel. Embora nem sempre o enriquecimento, tanto para animais terrestres como para
aquaticos, comprovadamente, indique melhora no bem-estar (WILLIANS et al., 2009) e os
efeitos do enriquecimento ambiental em peixes ndo sejam tdo estudados como em espécies
terrestres, ja ha evidéncias de que a manutencdo em ambientes mais complexos aumenta a
flexibilidade comportamental (BRAITHWAITE & SALVANES, 2005; SALVANES et al.,
2013), a plasticidade neural e o aprendizado dos peixes (SALVANES et al., 2013). Esse
aumento da complexidade pode ser feito por meio de elementos espaciais no ambiente, por
meio do enriquecimento alimentar, com variacdo da alimentacdo e oferta de presas vivas e
também considerar o enriquecimento social, ou seja, manter 0s peixes junto, a coespecificos
ou individuos de outras espécies, em contrapartida ao isolamento.

O enriquecimento espacial do ambiente pode ser feito, considerando a histéria natural da
espécie em questdo, com a adicdo de substrato (que além de promover filtragem bioldgica
extra, também favorece comportamentos de construcdo de ninhos e marcacao de territorio,
além de prover fundo com coloracdo para espécies com comportamento criptico); canos e
outras estruturas para abrigo (fornece reflgio para os peixes, entretanto, seu uso deve ser
monitorado e 0 nimero de elementos deve ser adequado ao nimero de peixes, pois pode
aumentar a disputa territorial em algumas espécies) e plantas (também fornecem abrigo,
algumas espécies utilizam para postura de ovos) (WILLIANS et al., 2009). O enriguecimento
alimentar, com variacao na dieta e utilizacdo de presas vivas, também pode ser utilizado. As
presas vivas favorecem a exibi¢cdo de comportamentos de procura ativa por alimento e caga,
promove variagao na estimulagdo quimiossensorial e pode potencialmente melhorar o balango
nutricional (WILLIANS et al., 2009).
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O enriquecimento baseado no ambiente e modo de vida de uma determinada espécie de
peixe pode favorecer a exibicdo do repertdrio comportamental normal pelos peixes, que
consiste em uma das cinco liberdades descritas para o bem-estar de animais em ambiente de
cativeiro. Uma vez que o conhecimento sobre o repertorio comportamental natural de diversas
espécies de peixe utilizadas em laboratdrio € escasso ou inexistente, muitas vezes é dificil
determinar se o enriquecimento esta promovendo a exibi¢do desses comportamentos normais
(WILLIANS et al., 2009). Entretanto, no geral, conhecemos ao menos o habito e a historia
natural da espécie (se bentdnica, pelagica, etc.), e assim um enriquecimento com elementos
basicos pode ser feito. E importante ressaltar, entretanto, que no ambiente enriquecido é
preciso reposicionar os elementos (pedras, canos) semanalmente para mudar o ambiente
(STRAND et al., 2010; SALVANES et al., 2013), ou este se tornar4 novamente monétono.

Embora o0 aumento da complexidade do ambiente possa reduzir alteracGes fisiologicas e
comportamentais que afetariam os resultados exibidos pelos peixes em pesquisa e aulas
praticas, € preciso ter em mente que o0 enriquecimento deve considerar também as
particularidades do uso dos animais experimentais. Quando o enriquecimento € aplicado nos
recintos de manutencdo e experimentacdo de peixes utilizados em pesquisas cientificas, é
necessario descrever as condi¢fes adequadamente ao publicar o estudo, de forma que seja
possivel manter sua replicabilidade. Ainda, em testes de toxicidade e efeito de compostos
presentes na agua, o enriquecimento deve levar em consideracdo os materiais utilizados, uma
vez que pode haver absorcdo dos compostos quimicos pelos objetos e consequentemente
reducdo da concentracdo desejada (WILLIANS et al., 2009).

O enriquecimento social também é muito importante, uma vez que a reducdo de
estimulos de origem social € uma das condi¢Ges mais problematicas para as espécies gregarias
(REINHARDT, 2004). Espécies que vivem em cardumes ou formam grupos hierarquicos
podem ficar estressadas se mantidas em isolamento. Peixes de espécies que evoluiram o
comportamento de viver em cardumes podem ter seu bem-estar diminuido quando mantidos
isolados. Fazer parte de um cardume gera seguranca, pois a deteccdo de predadores bem como
a protecdo dos individuos contra os ataques, sdo mais eficientes quando os peixes nadam de
forma sincronizada em um grupo (PITCHER & PARRISH, 1993). Além disso, o
enriquecimento social também auxilia no aprendizado, uma vez que 0s peixes podem assimilar
novas atividades mais rapidamente, como captura de presas, quando em contato com
coespecificos mais experientes — fendmeno denominado aprendizado social (STRAND et al.,
2010). A forma de enriquecimento social ndo apenas é espécie-especifica, como também deve

considerar a ontogenia da espécie, uma vez que alguns peixes formam cardumes em algumas
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fases do desenvolvimento, enquanto vivem isolados em outras (WILLIANS et al., 2009). E
preciso tomar cuidado, entretanto, ao estabelecer a densidade, especialmente quanto ao
monitoramento da qualidade da agua e de interagBes agressivas. Ainda, h& espécies cuja
agressividade acaba exigindo o isolamento, como é o caso de machos de betas Betta splendens,
mas deve-se sempre ter o cuidado de enriquecer o ambiente de peixes isolados (com elementos

espaciais ou alimentacdo viva) para minimizar o efeito da redugdo de estimulos.

3.6. Regime de iluminacéo

A iluminacdo em um biotério de criacdo de peixes para experimentacdo ou em um regime
de producéo deve obedecer alguns critérios que podem ser determinantes para 0 sucesso da
criacdo. A caracteristica dos peixes, de ndo possuirem palpebras capazes de bloguear a
luminosidade, os torna muito susceptiveis as minimas variacGes de intensidade de luz. A
luminosidade é um dos mais importantes fatores para criacdo de peixes, uma vez que pode
influenciar significativamente no desenvolvimento, fisiologia, maturacdo sexual, resposta
imune e comportamento de predacdo (BLAXTER, 1986; HUNTER, 1981; ZHENG et al.,
2016). A luz que chega até os animais mantidos no tanque sofre influéncia de intensidade de
luz aplicada sobre a superficie da 4gua, seja ela artificial ou natural; da turbidez ou transparéncia
da agua, da profundidade do tanque, além da quantidade de sedimentos em suspensdo e
vegetacdo. No caso de biotérios, onde a iluminacdo na maioria dos casos € realizada por luz
artificial, ainda deve ser levada em consideracdo a distancia da fonte de luz em relacdo a
superficie da agua e o ciclo de tempo claro/escuro adotado.

A transparéncia da agua consiste de sua capacidade em permitir a passagem de luz até
suas regides mais profundas, aumentando assim a visibilidade do meio interno do tanque. A
presenca de fitoplancton no tanque, além de provocar turbidez na agua, prejudicando a
passagem de luz, pode ser um sinal de aumento de amonia e aumento do risco da escassez de
oxigénio dissolvido na agua, isso devido a um processo conhecido como bloom (florescimento),
que € um aumento acelerado da populagéo de fitoplancton, seguido por escassez de nutrientes,
morte e decomposicdo do fitoplancton (SMITH & PIEDRAHITA, 1988; SMITH et al., 2014).

Entre as formas de mensurar a transparéncia da agua, esta o disco de Secchi, que consiste
em um disco circular de cor branca (ou preto e branco), geralmente de 20 — 30 cm de diametro,
produzido em material com capacidade de submersao, preso a uma haste ou corda no seu centro

(Figura 1). A partir do registro da profundidade em que o disco deixa de ser visivel é possivel
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determinar o nivel de transparéncia da 4gua e o grau de penetrancia da radiacdo solar (IDSO &
GILBERT, 1974; PREISENDORFER, 1986).

20 -30cm

A

-l

A intensidade de luz em tanques externos é dependente do clima. Por isso, esta sujeita a

variacdes. No entanto, no caso de biotérios ou tanques em lugares cobertos, a intensidade
depende da poténcia da luz artificial, da distancia entre a fonte de luz e a superficie da agua e
da distribuicéo das fontes de luz. A luminosidade no tanque pode variar entre uma distribuigéo
homogénea, ou optar pela criacdo de pontos de sombra, onde o peixe possa se ocultar, essa
escolha deve levar em consideracdo os habitos da espécie escolhida, uma vez que esse fator
pode influenciar no comportamento de predacdo, além de poder ser um fator de estresse
(CERRI, 1983; MAXIMINO et al., 2010).

Para mensurar a intensidade de luz no tanque, pode ser usado um luximetro posicionado
proximo a superficie do tanque, com pontos de checagem distribuidos nas extremidades. A
medida da intensidade de luz é mensurada em lux, que tem suas faixas ideais para a cria¢do de
peixes, dependente da espécie mantida no cativeiro. A primeira medida a ser tomada € a
identificacdo do habitat natural da espécie escolhida, se é uma espécie de ambiente pelagico ou
de bentonico. Animais de habito pelagico ocupam as zonas mais superficiais dos corpos d’agua,
zona fotoptica, onde normalmente a temperatura € mais elevada e com maior intensidade de
luz. Enquanto animais bent6nicos ocupam regides de maior profundidade, geralmente préximos
ao substrato, onde a intensidade da luz é menor.

As faixas ideais de intensidade de luz para algumas espécies das familias Ciprynidae e
Cichlidae fica entre 180 — 500 lux (ALVAREZ-VERDE et al., 2015; MATTHEWS et al., 2002;
RAJESWARI et al., 2017). Para as espécies da familia Salmonidae, a faixa de intensidade de luz
que propicia melhor desenvolvimento e maior taxa de sobrevivéncia fica entre 50 — 200 lux
(WALLACE et al., 1988).

Em termos fisiologicos, sabe-se que a iluminacdo pode afetar a regulacéo da pigmentacao

corporal de varias espécies. As variacdes na coloracdo podem ser indicativas de estresse e
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influenciar uma série de outros fatores como apetite, reproducao e resposta imune (ALY et al.,
2017; HARSAN et al., 2014; LOGAN et al., 2006; SUGIMOTO, 2002).

Embora a maioria dos peixes tenha capacidade de percepcao de cores, ndo foi observada
a necessidade de nenhum espectro de luz especifico para seu ambiente. Nesse caso, a
iluminacdo por ldmpadas comuns € suficiente (PIGNATELLI et al., 2010).

No caso de criadouros mantidos em ambientes fechados, onde a iluminacéo é artificial, o
ciclo de luz escolhido é de fundamental importancia. O ciclo de luz empregado no biotério deve
respeitar as caracteristicas do local de origem do animal modelo (Exemplo: Zebrafish originario
da India onde o periodo de luz durante o verdo possui aproximadamente 14horas) (SPENCE et
al., 2008). No caso de espécies naturais de regides equatoriais, pode-se adotar um ciclo de luz
de 12/12 (claro/escuro), uma vez que essa regido sofre poucas variagdes no ciclo de luz ao longo
do ano. Por outro lado, no caso de animais endémicos de regides sub-tropicais e temperadas,
Ou seja, que ndo esta entre os trépicos, o tempo de luz do dia pode chegar a 16hs durante o
verdo no Brasil, por exemplo (RANDLER & RAHAFAR, 2017).

Portanto, dependendo da espécie, regido e da rotina do biotério, pode-se optar por um
ciclo de luz fixo, utilizando como parametro a temporada de maior produtividade da espécie,
normalmente vinculada aos periodos mais quentes, quando ha menor gasto de energia e maior
atividade, ou usar um ciclo flexivel que mimetize a sazonalidade encontrada na natureza. No
caso de espécies tropicais, usa-se um ciclo 12/12 e, para espécies de zona temperada, pode ser
adotado um ciclo de até 16/8 (claro/escuro) (TAYLOR & MIGAUD, 2009). No entanto,
qualquer mudanca no fotoperiodo deve ocorrer de forma lenta e gradual, uma vez que ja foi
observado que mudancas repentinas no ciclo de luz podem acarretar em estresse, levando a
prejuizos reprodutivos devido a involucdo gonodal (NAVARRO et al., 2014; SHIMIZU et al.,
1994).

Além da escolha de um fotoperiodo adequado, a utilizacdo de artefatos, como tubos ou
caixas no fundo dos tanques, pode contribuir para diminuicdo do estresse causado por uma
iluminagdo excessiva, uma vez que podem servir como esconderijo, principalmente para

animais de habitos pelagicos, além de enriquecer o ambiente (SPANIER et al., 2011).

IVV - SANIDADE DE PEIXES
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No Brasil, apesar do constante crescimento, a producdo de peixes vem enfrentando
entraves em virtude de problemas relacionados as enfermidades, levando a prejuizos
econdmicos e elevada taxa de mortalidade (SEBASTIAO et al., 2015). Com isso, cresce 0
numero de estudos cientificos visando a prevencdo ou ao tratamento dessas doencas. Deve-se
ficar atento para mudancas na natacdo, comportamento, coloracdo da pele, lesdes cutaneas ou
nas barbatanas ou perda de escamas, pois estas e outras alteragdes podem indicar que 0s peixes

apresentam alguma enfermidade.

4.1. Métodos de tratamento das principais doencas

Na aquicultura, por se tratar de uma criacdo em larga escala, utiliza-se duas principais
formas de administracdo de medicamentos: via oral (por meio da ra¢cdo) ou via banhos (na
agua). Porém, também pode-se utilizar as vias subcutanea, intramuscular, intravenosa,
intraperitoneal e intracelomatica.

Com relacdo aos agentes antibacterianos, no Brasil, as duas moléculas registradas para
uso na aquicultura séo o florfenicol e a oxitetraciclina, ambas com acdo bacteriostatica. Além
desses dois antimicrobianos, apenas a sulfadimetoxina/ormetoprim também é aprovada pelo
FDA - Food and Drug Administration para uso em aquicultura (BALDISSEROTTO et al.,
2017). Para peixes ornamentais, € utilizada a neomicina como agente antibacteriano.

Dentre os antifangicos, destaca-se o verde malaquita por ser muito eficaz. Porém, foi
banido mundialmente para uso em aquicultura, sendo utilizado apenas na criacdo de peixes
ornamentais. Outros antifngicos sdo: formalina, cloreto de soddio/calcio, cobre, iodéforos,
bronopol, quitosana, peréxido de hidrogénio e 0z6nio, sendo na maioria das vezes aplicados
nos ovos, antes da eclosdo (BALDISSEROTTO et al., 2017).

Existem estudos avaliando a atividade in vitro de farmacos antivirais contra virus de
peixes e camardes, mas ainda ndo foi encontrado uso comercial na aquicultura. Devido a estreita
interacdo entre o virus e o hospedeiro, a maioria dos agentes antivirais € toxica
(BALDISSEROTTO et al., 2017).

Dentre os ectoparasitarios, destacam-se o albendazol, o fembendazol, o0 mebendazol, o
praziquantel, o levamizol, o diflubenzuron, o dioxido de cloro, a cloramina-T, a formalina
(aprovada pelo FDA), o cloreto de sdédio (bastante utilizado por ser barato, eficaz e seguro), o
percarbonato de sédio, o sulfato de cobre, o permanganato de potassio, o peréxido de
hidrogénio e o verde malaquita (ndo seguro para uso em aquicultura segundo o FDA, devido ao
potencial carcinogénico) (BALDISSEROTTO et al., 2017).
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Ja, em relacdo aos endoparasitarios, destacam-se o metronidazol, para o tratamento de
infestacBes por protozoarios hexamitideos; o praziquantel, para trematodeos digenéticos; o
praziquantel, a niclosamida e o mebendazol, para cestoides; o levamizol, o metrifonato, o
fembendazol, o benzoato de emamectina e a ivermectina, para nematoides; e o “di-n-
butyltinoxide”, o bitionol, a oxiclozanida e a loperamida, para acantocéfalos. Estudos também
demonstram atividades antibacteriana, antifingica, antiviral e antiparasitaria de compostos
derivados de plantas (BALDISSEROTTO et al., 2017).

4.3. Estresse em peixes mantidos em cativeiro

Assim como 0s outros grupos de vertebrados, quando submetidos a distarbios, os peixes
exibem uma resposta de estresse. No ambiente laboratorial, existem varias possiveis fontes de
estresse para 0s peixes, como instalacdes e manejos inadequados, a presenca dos tratadores,
ruidos, além da prépria manipulacdo referente ao uso dos peixes na pesquisa ou em praticas
didaticas. A resposta de estresse a esses distlrbios consiste em uma cascata de alteragdes
fisiolégicas e comportamentais que permitem ao peixe lidar com a situacdo deletéria. As
respostas comportamentais geralmente incluem comportamentos que permitem ao peixe evitar
ou se afastar do disturbio, como altera¢des na atividade (aumento, diminui¢do ou cessacao da
movimentacao), além de alteracfes na alimentacdo e agressividade, entre outros padrdes
(SCHRECK et al., 1997). As respostas fisioldégicas podem ser divididas em respostas
primarias, secundarias e terciarias. As respostas primarias consistem na ativacao de dois eixos
principais. O eixo simpatico-cromafim consiste, apds a deteccdo do estressor, na ativacéo do
sistema nervoso autonémico simpatico, cujas fibras eferentes estimulam a liberacdo das
catecolaminas (noradrenalina e adrenalina) pelas células cromafins, situadas em torno dos
vasos sanguineos no rim cefalico dos peixes. As catecolaminas ficam armazenadas em
granulos dentro das células cromafins, e sua liberacdo, apds a deteccdo do distdrbio, é bastante
rapida, em questdo de segundos. Entretanto, a meia vida desses neuro- hormonios é curta, de
apenas alguns minutos. Portanto, o aumento das catecolaminas é rapido, mas transiente. Ja, a
resposta do eixo hipotalamo-hipdfise-interrenais (HHI) se inicia no hipotadlamo, com a
liberacdo do horménio liberador de corticotrofina (CRH), que estimula a hipofise a liberar a
corticotrofina (ACTH). O ACTH estimula as células interrenais, que se encontram agrupadas
em torno dos vasos no rim cefalico nos peixes, a sintetizar e liberar cortisol (BARTON, 2002).
O aumento dos niveis de cortisol comecga cerca de minutos apos a detecgdo do disturbio (FOX

et al., 1997), uma vez que esse horménio é um esteroide e ndo pode ser pré-sintetizado e
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armazenado, sua liberacdo depende de sintese imediata, demorando alguns minutos para seu
aumento ser detectavel, mas pode se manter por horas ou até mesmo dias. As alteragdes
fisiologicas provocadas pelas catecolaminas e pelo cortisol sdo chamadas de respostas
secundarias e envolvem adaptaces metabdlicas (aumento de energia disponivel via
glicogenolise, lipdlise, protedlise e gliconeogénese), cardiorrespiratorias (aumento das
frequéncias cardiaca e respiratoria), idnicas (pode ocorrer desbalango osmotico devido ao
aumento da permeabilidade da membrana branquial), sanguineas e imunes (aumento do
numero das células vermelhas, ativacdo ou inibicdo das funcBes imunes dependendo da
duracdo da resposta) (URBINATI et al., 2015). Se o0 agente estressor for cronico e a resposta
de estresse se sustentar por longos periodos, as alteracdes fisioldgicas primérias e secundarias
comecam a se tornar deletérias, afetando o crescimento, imunidade e capacidade reprodutiva
dos peixes, podendo levar a doencas ou até mesmo a morte dos individuos.

Além de importantes para assegurar um alto bem-estar para os peixes mantidos em
laboratdrio, as diretrizes compiladas neste fasciculo também sdo cruciais para evitar a
ocorréncia de estresse agudo e crdnico nos peixes que serdo utilizados em pesquisa e praticas
didaticas, uma vez que as alteracBes comportamentais e fisioldgicas da resposta de estresse
afetam os resultados obtidos. O responsavel pelo cuidado dos peixes deve ndo apenas se
certificar de que as instalacoes, as condi¢des de manutencdo e 0 manejo dos animais estéo de
acordo com o recomendado para a espécie, como também estar atento para sinais indicativos
de estresse nos peixes. As alteracbes comportamentais decorrentes do estresse sao uma boa
ferramenta de deteccdo, pois sdo uma das primeiras linhas de defesa dos animais contra
estimulos adversos (BEITINGER, 1990), ocorrem no inicio da resposta e sua observacao é nao
invasiva (HUNTINGFORD et al., 2006). Algumas espécies podem apresentar escurecimento
da coloracdo quando estressadas, mas vale ressaltar que alteracBes na coloragdo também
ocorrem devido a interacdes sociais, por adaptacdo a cor do ambiente (coloracgéo criptica) ou
como sinalizacao sexual. Entdo, o tratador deve estar atento a todos os fatores que podem estar
influenciando a coloracdo dos peixes. Peixes estressados também podem exibir alteracdo no
apetite e até mesmo anorexia, bem como padrdes alterados de locomocéo (espécies de fundo
permanecendo na superficie e vice-versa; espécies mais sedentérias apresentando aumento
acentuado na locomocao, ou espécies mais ativas apresentando reducdo na movimentacao).
Um estressor agudo frequentemente resulta em aumento da frequéncia respiratoria devido a
acdo das catecolaminas, observada pela alta frequéncia do batimento opercular
(WENDELAAR BONGA, 1997), o que pode ser um indicio de estresse, desde que descartada

uma queda nos niveis de oxigénio na 4gua. Qualquer alteracdo do comportamento dos peixes
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deve ser investigada, pois pode indicar a presenca de um estressor ndo percebido pelo tratador.
Além das alteracOes externas, a avaliacdo do estado de estresse pode recorrer a anélises
fisiologicas se houver a suspeita de perturbacdo dos peixes. A medicdo das catecolaminas é
pouco usada como indicador de estresse em peixes, pois seu aumento rapido e transiente, no
inicio da resposta de estresse, pode ser perdido ou mesmo o aumento detectado ser referente
ao manejo da coleta de sangue para anélise em si. O indicador mais utilizado é o cortisol. Seus
niveis podem ser detectados no sangue (plasma ou soro), ou mesmo apds a extracdo em
amostras de tecido. Entretanto, os niveis de cortisol variam ao longo do dia nos peixes e deve-
se tomar o cuidado de sempre coletar o sangue no mesmo horario para evitar inferéncias
erradas devido a essas flutuacdes. Indicadores relativos as respostas secundarias de estresse
também podem ser utilizados, embora sejam bastante variaveis, como a glicemia, que aumenta
durante a resposta de estresse (WENDELAAR BONGA, 1997), mas também apés a
alimentacdo. As proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins - HSPs), proteinas
constitutivas e que desempenham um papel no metabolismo proteico (MORIMOTO et al.,
1990), também aumentam em diversos tecidos nos peixes em situacGes de estresse (IWAMA
etal., 1999). As HSPs podem mediar reparo, degradacao ou agir como chaperonas moleculares
em proteinas desnaturadas (KIANG & TSOKOS, 1998) e seu aumento vem sendo utilizado
como indicador de estresse, embora ainda sejam escassos na literatura os valores de referéncia
para que se utilize apropriadamente esse parametro para todas as espécies. Vale ressaltar,
entretanto, que a coleta de material fisioldgico em si ja € um estressor. Portanto, deve ser feita
para a avaliacdo do estresse apenas quando for estritamente necessario.

Pode-se fazer a analise de metabdlitos e hormdnios por meio da agua, ao invés da coleta
de fluidos dos peixes. A deteccdo de esteroides na agua dos peixes, por exemplo, ja mostrou
boa correlagdo com os niveis de esteroides endégenos dos individuos (ELLIS et al., 2004),
sendo portanto uma alternativa para a deteccdo do cortisol sem o estresse da manipulacgéo.
Entretanto, a analise da agua pressupde que apenas a média de todos os individuos presentes
sera inferida, exceto em casos em que 0s peixes sejam mantidos isolados. Portanto, pode ndo
ser adequada para determinacdo de estresse dos peixes individualmente ou mesmo em grupo
onde alguns peixes podem estar estressados e outros ndo, pois niveis altos de cortisol de alguns

individuos podem acabar diluidos na média e ndo serem detectaveis.

V - Manejo de animais em laboratério
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5.1. Captura

Os principais cuidados que devem ser observados na captura dos peixes no laboratorio
estdo relacionados com a reducéo do estresse ao realizar a manipulacdo. A captura deve ser
realizada ap6s a reducdo do volume de 4gua do aquario de manutengéo dos animais, de forma
a facilitar a captura usando um pugd com tamanho adequado de acordo ao peso do animal.
O tempo de permanéncia dos peixes em ambiente sem oxigénio depende de varios fatores
como a espécie, a fase de desenvolvimento e o tamanho. De maneira geral, ao manipular o
animal fora da agua, o uso de anestésicos deve ser recomendado. Neste caso, devem ser
tomados os devidos cuidados, mantendo o animal hidratado (pano limpo e umedecido) e em

ambiente com pouca luminosidade.

5.2. Administracéo de farmacos

A forma menos invasiva de se administrar substancias a peixes é por meio de banhos de
imersdo, sendo esta a via de elei¢do principalmente quando se trata de lotes de animais. A
substancia é dissolvida na agua (na concentracdo adequada ao volume da mesma) e absorvida
por meio das branquias (ou outros érgdos respiratérios) e/ou da pele. O método dispensa
contencdo fisica, poupando os animais de manipulag¢des que podem ser estressantes e evitando
lesBes no tegumento, as quais podem tornar-se porta de entrada para agentes infecciosos. Todos
os parametros fisico-quimicos da dgua devem ser controlados, uma vez que podem influenciar
a farmacodindmica de substancias dissolvidas na mesma. Ao se observar sinais de toxicidade,
deve-se transferir prontamente os peixes para recipiente contendo agua filtrada e devidamente
aerada. Os antiparasitarios sao exemplos de fa&rmacos geralmente administrados em banho de
imersdo (CARPENTER, 2005; SUTILI et al., 2013).

Em se tratando de terapia parenteral, as vias subcutanea, intramuscular, intravenosa e
intracelomatica podem ser utilizadas. A musculatura dorsal, ventrolateralmente a nadadeira
dorsal € o local indicado para inje¢des intramusculares, que podem ser usadas para aplicacéo
de antibidticos, por exemplo. Quando se optar por administragdo intracelomatica, deve-se
evitar a inoculagdo em orgdos internos (YANONG, 2006). Algumas substancias, como 0s
aditivos, podem ser incorporadas a dieta a ser oferecida aos peixes, sendo absorvidas no trato
gastrointestinal (SACCOL et al., 2013).

5.3. Anestesia
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Existem meios fisicos (por ex., hipotermia) e quimicos (por ex., farmacos) de se
promover a anestesia de peixes. No entanto, o uso de alternativas ndo farmacol6gicas vem
sendo desencorajado devido ao aspecto desumano que lhes é inerente (COYLE et al.,2004).

A anestesia de peixes € mais comumente realizada pelo método de imersédo, sendo o
farmaco dissolvido na agua na concentracdo adequada para a espécie e de acordo com o
objetivo do procedimento. Apos absor¢do, 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 et al., 1997; KING
et al., 2005; SNEDDON, 2012, 2015; ZAHL et al., 2012).

Os anestésicos também podem ser administrados em peixes pelas vias intravenosa,
intraceldmica, intramuscular e oral e por aspersdo branquial. No entanto, a necessidade de
contencéo fisica, a possibilidade de dano visceral e a inconsisténcia na taxa de absorcéo e no
tempo de inducdo tornam estas opcGes bem menos praticas e seguras que o banho de imersao
(FLEMING et al., 2003).

Em diversos paises, 0s anestésicos sintéticos mais comumente utilizados para anestesiar
peixes em banho de imersdo sdo 0 metanossulfonato de tricaina (MS-222), a benzocaina, o
etomidato, o metomidato, o fenoxietanol e a quinaldina (ROSS & 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 eficacia na anestesia de peixes em banho
de imers&o foi comprovada (GRESSLER et al., 2012) e subsequentes estudos testaram seu uso
em variadas espécies de peixe empregando diferentes protocolos experimentais
(GHOLIPOURKANANI & AHADIZADEH, 2013; GOMULKA et al., 2014; GRESSLER et
al., 2015, 2016).

Dentre os anestésicos de origem natural empregados na anestesia por imersao de peixes,
0 Oleo de cravo e o0 eugenol séo os principais produtos com reconhecido potencial anestésico
em varios paises, inclusive no Brasil (JAVAHERY et al., 2012; SUTILI 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 et al., 2010; AZAMBUJA et al., 2011; BECKER
etal., 2012; BENOVIT et al., 2012; GRESSLER et al., 2014; TONI et al., 2014).
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Inicialmente, os anestésicos induzem um efeito sedativo. Em seguida, ha perda de
equilibrio, de mobilidade, de consciéncia e, por fim, de acdo reflexa (ROSS & ROSS, 2008).
Tais mudancas correspondem a estagios de inducdo a anestesia (Tabela 1), sendo o nivel de
depressdo anestésica monitorado, de acordo com o objetivo do procedimento. No caso de
cirurgias, por exemplo, a inducéo é feita até o estagio 4. A partir de entdo, é realizada a
manutencdo da anestesia durante o0 tempo necessario para executar a intervencdo, utilizando
uma concentracao anestésica mais baixa do que aquela usada para induzir a anestesia. Ao final
do procedimento, a exposi¢do ao anestésico € interrompida, sendo o peixe transferido para
recipiente contendo agua pura para que ocorra a recuperacdo da anestesia. Os estagios
observados durante a indugdo sdo gradualmente revertidos e o animal retoma natacéo e

atividade normais.

Tabela 4. Estagios de inducdo a anestesia em peixes.

Estagio Descricdo Caracteristicas
1 Sedacdo leve Perda parcial da reacdo aos estimulos externos.
2 Sedacdo profunda Perda parcial do equilibrio, nenhuma reacao aos estimulos
externos.
3a Perda total do Os peixes viram, mas retém a habilidade da natacao.
equilibrio
3b Perda total do A habilidade da natacdo para, mas responde a pressao no
equilibrio peddnculo caudal.
4 Anestesia Perda da atividade reflexa, nenhuma reacéo aos estimulos
externos.
5 Colapso medular O movimento respiratdrio cessa (morte).

Fonte: SCHOETTGER & JULIN (1967).

5.4. Analgesia

Ha evidéncia que os peixes sdo capazes de perceber estimulos nociceptivos e, em
decorréncia, apresentar ndo so respostas reflexas como também alteracdes comportamentais e
fisiologicas (SNEDDON et al., 2003; DUNLOP & LAMING, 2005; ASHLEY et al., 2007;
ROQUES et al., 2010; WOLKERS et al., 2013). Uma das raz6es subjetivas mais plausiveis
para se administrar analgésicos a peixes € a inapeténcia ou anorexia, que geralmente resultam
de procedimentos diagnosticos ou cirargicos (WEBER, 2011). Além destes, outros sinais como
taxa de ventilacdo aumentada, posi¢do anormal e imobilidade s&o indicativos de dor em peixes.
No entanto, sdo poucos os estudos investigando os efeitos farmacocinéticos de analgésicos
nestes animais, o que faz com que a administragdo empirica seja baseada no conhecimento
obtido a partir de outras espécies animais (MURRAY, 2002; SNEDDON, 2012, 2015).
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A maioria dos relatos do uso de analgésicos em peixes refere-se aos opioides butorfanol
e morfina (LEWBART et al., 1998; SNEDDON et al., 2003a; HARMS & LEWBART, 2000;
HARMS et al., 2005; NORDGREEN et al., 2009; WEBER et al., 2009). O sistema nervoso
central (SNC) de peixes apresenta receptores opioides p e k. Entdo, parece razoavel que
opiaceos sejam capazes de produzir analgesia nestes animais (CHERVOVA & LAPSHIN,
2000; HARMS et al., 2005; VELASCO et al., 2009; WOLKERS et al., 2013). As propriedades
analgésicas de antiinflamatérios nao-esteroides (por ex., cetoprofeno e carprofeno) e
anestésicos (por ex., lidocaina) também tém sido testadas para prevenir ou tratar a dor em peixes
(WEBER et al., 2009; ROBERTS, 2010; SNEDDON, 2012, 2015). Farmacos com acéo
analgésica podem ser administrados nestes animais pelas vias intramuscular, subcutanea e
intracelomatica (CARPENTER, 2005).

5.5. Cirurgia

Previamente a um procedimento cirargico, deve-se manter o peixe em ambiente
tranquilo, com agua aerada e em condicdes ideais para a espécie, a fim de reduzir o estresse
fisiolégico (MURRAY, 2002). Se houver a presenca de infeccBes parasitarias ou bacterianas,
por exemplo, tratar dias antes de submeter o animal ao procedimento cirirgico para que sua
capacidade imunoldgica esteja aumentada (WILDGOOSE, 2000).

O jejum de no minimo 24 horas é necessario para evitar regurgitacdo e bloqueio dos
ramos branquiais durante a anestesia profunda (LEWBART & HARMS, 1999). A
manipulagédo cuidadosa previne a perda excessiva da camada protetora de muco, evitando a
ocorréncia de infec¢des cutaneas secundarias que poderiam prolongar a recuperagdo do animal
(MURRAY, 2002).

Apds a cirurgia, o peixe deve ser mantido em tanque de recuperacgdo 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 inspecao frequente e
a manutencdo dos parametros da agua em condi¢fes Otimas para que ndo haja estresse
adicional. A presenca de esconderijos pode proporcionar mais tranquilidade aquelas espécies
que normalmente os utilizam. O uso de antibioticos e analgésicos no periodo pds-operatorio
deve ser considerado (WILDGOOSE, 2000; MURRAY, 2002; HARMS et al., 2005).

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, pode garantir o sucesso do procedimento (MURRAY, 2002; WEBER et al., 2009).
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Neoplasias, disturbios do globo ocular (por ex., catarata), bidpsias de figado, rins e baco,
disturbios da bexiga natatoria, problemas reprodutivos e ingestdo de corpo estranho constituem
as principais causas que geram a necessidade de procedimentos cirurgicos em peixes
(WOOSTER et al., 1993; WILDGOOSE, 2000).

A constatacdo de desordens internas requer diagnostico via equipamentos de imagem ou
laparotomia exploratoria (HARMS et al., 1995; LEWBART et al., 1998).

As cirurgias em peixes podem ser realizadas tanto com o animal dentro da agua quanto
fora dela. No primeiro caso, ha risco de contaminacgdo tecidual, 0 campo cirurgico pode se
tornar um tanto obscuro pela presenca de sangue na agua e as suturas nao sdo de facil
realizacdo. Por isso, a maioria dos procedimentos é feita fora da agua. No entanto, o tempo de
execucdo deve ser restrito e o equipamento adequado. A manipulacdo cuidadosa e a
manutencdo da umidade da pele evitam lesdes e perda excessiva de muco (LEWBART &
HARMS, 1999; BRATTELID & 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 depressdo anestésica (principalmente os oculares)
ndo sao visualizados nestes animais. Peixes ndo possuem palpebras e a alteracdo do tamanho
pupilar é lenta (WILDGOOSE, 2000). Para manipulacdo fora da 4gua, deve haver um sistema
que promova um fluxo de &gua devidamente aerada por meio das branquias e com uma
concentracdo mais baixa de anestésico que a utilizada para anestesia rapida, a fim de evitar o
colapso medular e consequente morte do peixe.

Estudos biologicos em peixes tém utilizado técnicas cirargicas minimamente invasivas
como a intubacdo esofégica, a canulacdo da aorta dorsal e o cateterismo urinério, a fim de
reduzir o estresse relacionado a manipulacdo e amostragem. No caso da intubacgdo esofagica,
0 objetivo é a administracdo de compostos diretamente no trato gastrintestinal, minimizando
inconvenientes como a regurgitacdo (GLOVER & HOGSTRAND, 2002). A canulacdo da
aorta dorsal permite 0 monitoramento de parametros sanguineos e/ou plasmaticos por meio de
coletas repetidas (GINGERICH & DROTTAR, 1989; BELANGER et al., 2001; KIESSLING
et al., 2009; DJORDJEVIC et al., 2012). Outros alvos para técnicas de canulagdo vascular
incluem a veia e a artéria caudal, vasos dos arcos branqueais e a veia porta hepatica (WELLS et
al., 1984; MCLEAN & ASH, 1989; BELANGER et al., 2001; KARLSSON et al., 2012). O
cateterismo urinario tem sido realizado para estudar as fungdes renais e da bexiga urinaria
(WOOD & PATRICK, 1994). Algumas destas técnicas sao utilizadas em combinacéo durante
protocolos experimentais, permitindo a avaliacdo da cinética de absorcdo, distribuicdo,
metabolismo e excrecdo de certos compostos (DENG et al.; 2000, 2001; FAN et al., 2002).
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Outras técnicas cirargicas ja descritas em peixes sdo: remoc¢éo do 6rgéo enddcrino pancreatico,
possibilitando o estudo de Diabetes mellitus insulino-dependente (KELLEY, 1993);
celiotomia, para implantagdo de marcadores eletronicos (COLLINS et al., 2000; COOKE &
WAGNER, 2004; ERICKSON & WEBB, 2007; HARMS & LEWBART, 2011); bidpsias
teciduais (GILLILAND, 1994; GRANT, 1996; MURRAY, 2010); e cirurgias reprodutivas
com ou sem o0 uso de técnicas endoscopicas (HERNANDEZ-DIVERS et al., 2004,
PARAGAMIAN et al., 2005; WEBB & ERICKSON, 2007; DIVERS et al., 2009; MATSCHE

et al., 2011). Todos esses procedimentos devem ser feitos em peixes sob anestesia profunda.

5.6. Coleta de material biologico

De acordo com o Manual de Coleta e Remessa de Amostras para Diagnéstico de
Enfermidades de Animais Aquéticos na Rede Nacional de Laboratérios do Ministério da Pesca
e Agquicultura - RENAQUA (2013), amostras obtidas de animais aquaticos devem ser
coletadas, acondicionadas e preservadas de maneira a possibilitar o diagnéstico das doencas e
assim aumentar a eficiéncia do sistema de defesa sanitaria destes animais. Ainda, o individuo
que tenha conhecimento de suspeita da ocorréncia de doenca alvo (aquela de notificacdo para
a Organizagdo Mundial de Saude Animal ou de interesse para o pais - endémica, emergente ou
exotica) deve comunicar imediatamente a unidade local do servico veterinario oficial, a fim de
possibilitar a investigacdo da suspeita. O manual descreve os procedimentos de biosseguranca
indispensaveis para a coleta de amostra, a maneira adequada de identificar a amostra por meio
de formulérios epidemioldgicos e também as particularidades sobre a coleta e remessa de
material para diagndstico de doencas infecciosas e parasitarias.

Bidpsias externas (pele, escamas, nadadeiras e branquias) podem auxiliar no diagndstico
de enfermidades bacterianas, virais, fungicas e parasitarias e ainda na identificacao de ndédulos
tumorais. O peixe pode ser contido manualmente ou ainda ser submetido a anestesia. No
entanto, 0 uso da anestesia pode causar grande perda de ectoparasitos ou deixa-los imoveis, o
que dificulta sua visualizacdo (EIRAS et al., 2000; CALLAHAN & NOGA, 2002).

A coleta de amostras € feita em areas com aparéncia anormal, como locais descorados,
Ulceras, erosdes e massas, eliminando-se primeiramente o muco. Laminulas s&o utilizadas para
raspagem da epiderme, enquanto tesouras ou laminas de bisturi sdo empregadas na obtencéo
de amostras de nadadeiras e branguias. 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 tambeém pode ser realizado. As amostras devem ser colocadas em uma lamina
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com uma gota de agua (doce ou salgada, dependendo da espécie ictiica em questdo) e cobertas
com uma laminula para subsequente avaliacdo (YANONG, 2006).

Material fecal pode ser coletado para visualizagcdo de parasitos no exame direto em
microscopio. A coleta é feita facilmente, pressionando-se regides proximas a abertura anal. Por
isso, deve-se atentar para a contaminacdo de outros tipos de amostras, como raspados de
epiderme, pois a pressdo da lamina pode induzir a eliminacdo tanto de fezes quanto de esperma
nos machos. A presséo exercida sobre o abddémen do peixe ndo deve ser muito grande e nem
feita com objetos abrasivos, para evitar lesfes epiteliais e perda de escamas. As fezes também
podem ser obtidas via sonda anal. Ainda, uma forma nédo invasiva de coletar as fezes dos peixes
é por meio da decantacdo, mantendo os animais em tanques com fundo cénico e com uma
abertura na extremidade inferior, onde as fezes se concentram, permitindo a coleta sem
perturbacdo dos peixes. No entanto, essa técnica nao permite a individualizacdo dos peixes,
exceto quando sd@o mantidos isoladamente, e esta mais sujeita a contaminag¢do, como restos
alimentares e escamas.

Quanto a obtencdo de sémen, deve-se eliminar a urina e as fezes antes da extracdo do
gameta. Se isto ndo for possivel, descarta-se a amostra. Se 0 macho estiver pronto para a
ejaculacdo, a liberacdo de sémen ocorrera quando a regiao abdominal for pressionada da frente
para trds até as proximidades do poro urogenital. O sémen é entdo utilizado para avaliar as
condicbes de salde espermatica, como motilidade, viabilidade e concentracdo de
espermatozoides, podendo ser usado para criopreservacdo (EIRAS et al., 2000; YANONG,
2006). Entretanto, é necessario muito cuidado na extracdo desse material, pois a pressao da
extrusdo mecanica pode levar a perda de escamas, escoriacfes na pele e severa perda epitelial
(ZANUZZO et al., 2015).

Quando da observacao de endoparasitas durante a necropsia, coletar amostra do tecido
infectado, xenoma ou o proprio parasita, acondicionar em cassete histolégico e armazenar em
tubo de coleta com solucéo de fixagdo (formol 10% tamponado) na proporcao volume: volume
1:10 para envio a avaliacdo histopatoldgica (Manual de Coleta e Remessa de Amostras para
Diagnostico de Enfermidades de Animais Aquaticos na Rede Nacional de Laboratorios do
Ministério da Pesca e Aquicultura - RENAQUA, 2013). Preparados Umidos de 6rgéos internos
sdo igualmente utilizados para avaliagdo microscopica, como no caso de infestagdes por
parasitos protozoarios no aparelho gastrintestinal (EIRAS et al., 2000).

No caso de suspeita de enfermidade bacteriana em uma grande populacédo ictiica,
recomenda-se a eutanasia de exemplares moribundos para amostragem microbiolédgica usando

técnicas estéreis apropriadas. Podem ser realizadas culturas de encéfalo, rins, figado e baco em
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se tratando se suspeita de infeccdo sistémica. A regido a ser amostrada deve ser externamente
esterilizada 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 obtencdo 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 solucéo salina (YANONG, 2006).

A coleta de sangue em peixes é 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. Para tal procedimento, quando aplicavel, pode-se
utilizar anestesia desde que néo altere os parametros a serem avaliados (VELISEK et al., 2007;
ZAHL et al., 2010; GHOLIPOURKANANI & AHADIZADEH, 2013; GOMULKA et al.,
2014; GRESSLER et al., 2014). A coleta de sangue dos vasos caudais consiste na insercao da
agulha ventrolateralmente da por¢do caudal pés-anal do peixe, evitando assim a cavidade
peritoneal, em um angulo de aproximadamente 45° na diregdo da coluna vertebral, onde os
vasos estdo localizados ventrolateralmente a medula espinhal. O &ngulo de insercdo pode variar
de acordo com a anatomia do peixe e seu tamanho. A puncéo intracardiaca € menos utilizada,
sendo a anestesia indispensivel neste caso e que consiste na inser¢do da agulha
perpendicularmente em relacdo ao ventre do peixe, diretamente no coracdo. Anticoagulantes
(por ex., heparina, EDTA) sdo utilizados em quantidade minima apenas para umedecer
internamente a agulha e a seringa (RANZANI-PAIVA et al., 2013). A seccdo caudal, que
consiste na coleta de sangue diretamente dos vasos ap6s o corte do pedunculo caudal, deve ser
evitada, pois, além de necessariamente resultar na morte do peixe, o sangue no geral é
contaminado por outros fluidos teciduais exsudados no corte (CONGLETON & LAVOIE,
2001). Caso a seccdo caudal seja estritamente necessaria, como no caso de peixes muito
pequenos, onde as punc¢des vaso-caudal ou cardiaca ndo sdo possiveis, € imprescindivel que o
animal seja profundamente anestesiado ou eutanasiado previamente. A coleta de sangue por
puncdo dos vasos branquiais é possivel nos peixes de maior tamanho, onde a visualizagdo
desses vasos é mais facil. Por se tratar de uma area com maior pressdo sanguinea, deve-se
tomar muito cuidado para ndo romper 0s vasos, 0 que causa grande perda de sangue pelo peixe.

Em todos os métodos de coleta de sangue, € imprescindivel tomar o cuidado de
selecionar agulhas de tamanho adequado ao tamanho do peixe e a parte do corpo onde a coleta
sera feita. Embora agulhas de maior calibre resultem em uma coleta mais rapida, por

permitirem maior fluxo de sangue, agulhas com um diametro inadequadamente grande podem
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romper 0s vasos ou o0 tecido cardiaco (no caso da puncao cardiaca) e levar o peixe a 6bito. Em
relagdo & quantidade de sangue a ser amostrada, devemos levar em consideragdo o tamanho do
animal e o ambiente em que vive. A coleta deve sempre considerar a quantidade de sangue no
peixe, tomando-se o cuidado de utilizar peixes no tamanho adequado ao volume de sangue que
precisa ser obtido. Estima-se em peixes que de 2 a 5% do peso corporal seja composto de
sangue (JOHANSEN et al., 2006). Peixes de agua doce recuperam a volemia (volume
sanguineo) mais rapidamente, uma vez que seus fluidos corpdreos sdo mais concentrados em
solutos do que a agua do ambiente e por isso 0 animal adquire agua facilmente. Ja para peixes
marinhos, a reposic¢do é mais demorada, pois tendem a desidratar facilmente por viverem em

um meio mais concentrado em solutos.

5.7. Eutanésia

A eutanasia é utilizada com o intuito de causar a morte rapida de animais com 0 minimo
de dor e sofrimento possiveis. Recomenda-se ver definicdo de eutanasia, critérios a serem
adotados para eutanasia e condi¢Ges necessarias para eutanasia na RN 37 do Concea, Diretriz

da Pratica de Eutanasia, publicada em 15 de fevereiro de 2018.

5.8. Necropsia

Técnicas necroscopicas devem ser realizadas em todos os exemplares, uma vez que
podem auxiliar em investigacdes epidemioldgicas e condutas terapéuticas. O ideal é realizar o
exame logo apds 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 diagndsticos, os quais incluem exame histopatoldgico, microbioldgico,
toxicologico, parasitoldgico e citoldgico, a fim de determinar a causa mortis (MATUSHIMA,
2006).

A necropsia de peixe inicia por uma inspecdo macroscopica externa, a fim de avaliar o
estado das escamas, da pele e das cavidades naturais e 0 aspecto geral do tegumento. Observa-
se a presenca de ectoparasitas e formacdes nodulares, por exemplo, sendo qualquer alteracéo
amostrada para exames diagnosticos. Ectoparasitas podem ser fixados em alcool 70% para
posterior identificagdo (MATUSHIMA, 2006).

Uma vez concluida a avaliagdo macroscopica externa, a cavidade celomatica é aberta por

meio de uma incisdo ao longo da linha média ventral.
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Imagens fotogréficas feitas ao longo da inspecéo podem auxiliar na elaboracéo do laudo
necroscopico, o qual deve incluir a causa mortis, a moléstia principal e a descricdo das
alteracbes anatomopatoldgicas observadas (MATUSHIMA, 2006). As fotografias também
servem para documentar achados de necropsia, como tumores viscerais e presenca de conteido

atipico em 6rgdos cavitarios.

5.9. Destino de carcacas

Carcacas de animais utilizados em experimentacéo sdo classificados Residuos Sélidos do
Grupo A (“residuos que apresentam risco potencial a saude publica e ao meio ambiente, devido a
presenca de agentes biologicos™), de acordo com a legislagdo vigente, Seja a carcagca contaminada
Ou ndo por agentes patogénicos. As carcagas a serem descartadas devem ser acondicionadas
em sacos plasticos adequados ao tamanho e peso do residuo, devidamente identificados quanto
ao seu conteudo (CARDOSO, 2002). Se ndo for possivel dar destino as carcacas
imediatamente, recomenda-se que estas sejam acondicionadas em sacos plasticos identificados
e armazenadas em camaras frias ou freezer (-16°C ou temperatura mais baixa). O destino das
carcacas pode ser aterro sanitario (desde que atenda as normas de biosseguranca e de protecdo
ao meio ambiente), autoclavacdo (uma vez autoclavada, a carcaca esta livre de contaminagao
e pode ser descartada em lixo comum) e incineragcdo (calcinacdo da matéria organica,
destruindo agentes patogénicos e gerando cinzas como residuos) (CARDOSO, 2002). O
destino das carcacas depende das instalacdes a disposicdo do laboratério de experimentacdo

animal e de aulas préticas da instituicdo.
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