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RESUMO

Objetivou-se avaliar a eficacia e a seguranca da videoceloscopia e da biopsia gonadal e
valida-las como métodos de sexagem em A. ocellatus. Foi utilizado um total de 31 animais
adultos (168,26+54,09 g e 20,21+2,48 cm). Para inducdo e manutencdo anestesica, utilizou-se
6leo de cravo (140 mg/L e 70 mg/L de &gua respectivamente) em um sistema de recirculagéo.
No pré-cirargico imediato, procedeu-se a antibioticoterapia com florfenicol (50 mg/kg) e
analgesia com morfina (5 mg/kg), ambos por via intramuscular. Para acesso a cavidade
celomatica, o animal foi mantido em decubito dorsal, procedendo-se a incisdo na linha
mediana ventral. Em seguida, introduziu-se a éptica do endoscopio para visualizagdo das
gbnadas e identificacdo do sexo. Na sequéncia, com auxilio de uma pinca laparoscopica, um
fragmento do tecido gonadal foi coletado e acondicionado em formalina tamponada 10%.
Para sintese da cavidade, utilizou-se fio de poliamida em padréo simples continuo, sendo em
seguida os animais monitorados quanto a recuperacdo anestésica. Apos 15 dias da cirurgia, a
cicatrizacdo foi avaliada e os pontos removidos. A eficidcia da anestesia foi avaliada
considerando o tempo de inducdo e recuperacdo anestésica para machos e fémeas. Para
avaliar a eficacia dos procedimentos cirdrgicos, os seguintes parametros foram considerados:
tempo de cirurgia, presenca de possiveis complicacdes cirdrgicas, cicatrizacdo, taxa de
sobrevivéncia, consumo alimentar e pardmetros comportamentais. Para validacdo dos
métodos de sexagem, a analise histologica das gbnadas foi utilizada como método padrao-
ouro. Os tempos totais de videoceloscopia, biopsia gonadal e de cirurgia foram
significativamente maiores (P < 0,05) para os animais identificados como machos
(118,84+108,04 s, 231,62+226,59 s e 720,00+£343,80 s respectivamente) em comparagdo aos
identificados como fémeas na videoceloscopia (26,88+38,08 s, 84,72+36,63 s 366,66+112,51
s respectivamente). Em apenas um animal foi observado sec¢do do trato gastrointestinal,
deiscéncia da sutura e atraso na cicatrizacdo. A taxa de sobrevivéncia foi de 100%. Para o
consumo alimentar, houve diferengas significativas (P < 0,05) para o periodo de 24h
(61,45+5,41%) e 36h (61,13+6,13%) pds-cirdrgico quando comparado ao controle (pré-
cirargico) (83,87+4,42%). Para a posi¢do na coluna d’agua, foram observadas diferengas
significativas (P < 0,05) para os periodos de 24h (1,45+0,09) e 72h (3,12+0,14) apos a
cirurgia, quando comparados individualmente ao controle (2,48+0,15). Houve diferengas
significativas (P < 0,05) para o comportamento de interacdo nos periodos de 24h (1,61+0,11),
36h (1,74+0,14) e 60h (1,61+0,13) apo6s a cirurgia, em relacdo ao grupo controle (2,54+0,15).
Para a procura por esconderijo, houve diferenca significativa (P < 0,05) as 12h (1,61+0,08) e
24h (1,61+0,09) apés a cirurgia em relagdo ao controle (1,12+0,06). A acurdcia total da
videoceloscopia foi de 96,7%. Para animais identificados como fémeas e machos, a
especificidade foi de 100% e 94,7% respectivamente. Por outro lado, a sensibilidade foi de
94,7% e 100% respectivamente. A biopsia gonadal apresentou eficicia de 83%. Pode-se
concluir que o protocolo anestésico e as técnicas cirargicas de videoceloscopia e biopsia
gonadal sdo eficazes e seguras. Além disso, ambas as técnicas foram validadas como métodos
de sexagem em A. ocellatus.

Palavras-chave: Cirurgia. Peixes. Sexagem.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the safety of videocloscopy and gonadal biopsy and to validate
the methods of sexuality in A. ocellatus. A total of 31 adult animals (168.26 + 54.09 g and
20.21 + 2.48 cm) were used. For induction and anesthetic maintenance, use clove oil (140 mg
/ L and 70 mg / L water) in a recirculation system. In the pre-hereditary, antibiotic therapy
with florfenicol (50 mg / kg) and analgesia with morphine (5 mg / kg), both intramuscularly,
were performed. For access to the coelomatous cavity, the animal was kept in the supine
position and an incision was made in the ventral midline. Then, the endoscope optic is
inserted to visualize the gonads and identify the sex. Subsequently, with the aid of a
laparoscopic forceps, a gonadal tissue fragment was collected and packed in 10% formal
buffer. For synthesis of the cavity, the polyamide was used in a continuous simple pattern,
and the animals were then monitored for anesthetic recovery. After 15 days of surgery, a
healing was assessed and the stitches removed. Anesthesia anesthetic was used in the attempt
of recovery and recovery of anesthetics for males and females. The surgical procedures, the
presence of surgical parameters, healing, survival rate, food consumption and behavioral
parameters were the following parameters. For validation of sexing methods, a histological
analysis of the gonads was used as the gold standard method. The total time of videocloscopy,
gonadal and gonadal and bipolar biopsies were significantly higher (p <0.05) for animals
corrected as males (118.84 + 108.04 s, 231.62 + 226.59 if 720.00 + (26.88 + 38.08 s, 84.72 +
36.63 s 366.66 + 112.51 s). In only one animal was observed the gastrointestinal tract,
dehiscence (p <0.05) for the period of 24h (61.45 + 5.41%) and 36h ( 61.13 + 6.13%) post-
surgical compared to the control (preoperative) (83.87 + 4.42%). In relation to height,
differences (P <0.05) were observed for (1.45 £ 0.09) and 72h (3.12 £ 0.14) after surgery,
when compared to control (2.48 + 0.15). , 05) for trading behavior at 24h (1.61 = 0.11), 36h
(1.74 £ 0.14) and 60 h (1.61 £ 0.13) in one surgery, he attended the control group (2.54 +
0.15). The children were submitted to a hypersensitivity test (p <0.05) at 12h (1.61 + 0.08)
and 24h (1.61 = 0.09). 0.06). Total videoectomy accuracy was 96.7%. For wild and male
animals, a specificity was 100% and 94.7%. On the other hand, the resistance was 94.7% and
100% respectively. A gonadal biopsy appeared to be 83%. In order to perform the anesthetic
protocol and the surgical techniques of sonographic and safe gonadal videography and
gonadal biopsy. In addition, the techniques were validated as sexing methods in A. ocellatus.

Keywords: Surgery. Fish. Sexing.
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1 INTRODUCAO

Na aquicultura, uma importante estratégia para a gestdo de programas reprodutivos € a
capacidade de identificar o sexo e 0 estdgio de desenvolvimento gonadal em peixes,
considerando o uso de técnicas minimamente invasivas. Isto se torna ainda mais importante
em espécies de peixes que ndo apresentam dimorfismo sexual e cromossomos sexuais
heteromorficos. Frente a estas limitacOes, a sexagem e selecdo dos animais para formacéo do
plantel de reprodutores pode ser dificultada, resultando em importantes perdas econémicas.

Astronotus ocellatus é uma espécie de peixe nativo da América do Sul, sendo
encontrada originalmente na bacia do rio Amazonas, incluindo Peru, Colémbia e Brasil.
Popularmente, é conhecida como oscar, apaiari, carro-baiano, apanari ou acara-acu € sua
maior representatividade econémica esta associada a aquariofilia, embora seja também
apreciado para consumo no Norte e Nordeste do Brasil, devido as suas caracteristicas
favoraveis como carne firme, saborosa e sem espinhas intramusculares.

Em A. ocellatus, por ser uma espécie monogamica e com necessidade de formacao de
casais, a identificacdo do sexo se torna ainda mais importante. Entretanto, geralmente, a
selecdo de machos e fémeas € realizada por meio de caracteristicas morfoldgicas subjetivas,
como formato da nadadeira, da papila urogenital e coloragdo, sem comprovacdo cientifica de
sua validade. De acordo com revisdo bibliografica recente, apenas um metodo foi descrito
para sexagem em A. ocellatus, por meio de dosagem de esteroides sexuais, porém, a técnica
mostrou-se limitada para uso em animais sexualmente imaturo. Diante disso, dada a
importancia econémica da espécie e a dificuldade de diferenciacdo sexual, faz-se necessaria a
definicdo de métodos de sexagem ndo letais e minimamente invasivos.

Dentre os diferentes métodos de sexagem em peixes, podem-se citar a videoceloscopia
e a biopsia gonadal, sendo ambos os métodos técnicas cirlrgicas minimamente invasivas. A
videoceloscopia baseia-se na visualizacdo das gdnadas através de endoscépico, tendo acesso
direto a cavidade celomatica por meio de uma pequena incisdo na parede celomatica. Este
método tem se mostrado extremamente eficaz e seguro, com risco minimo e baixa
mortalidade, em uma variedade de espécies de peixes.

A biopsia gonadal, por sua vez, consiste em coletar fragmentos gonadais para analise
histologica, que é o padrdo-ouro para identificacdo do sexo. A biopsia das gonadas tem sido
proposta, principalmente, para a confirmagdo do sexo em situacGes em que outros métodos
mostraram-se ineficazes. Visto isso, a associacdo da técnica de videoceloscopia e biopsia

gonadal podem fornecer uma excelente oportunidade para pesquisadores e aquicultores no
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que diz respeito, por exemplo, a diferenciacdo entre machos e fémeas e também a definicéo
do seu status reprodutivo.

E importante ressaltar que, por serem técnicas cirlrgicas, antes de serem validadas
como métodos de sexagem, é de suma importancia assegurar sua eficacia e nivel de
seguranga, minimizando possiveis riscos a salde e a vida dos animais. Neste aspecto, 0 uso de
protocolos anestésicos adequados deve ser considerado, definindo, por exemplo, os farmacos
empregados, dose e via de administracdo. Além disso, deve-se garantir que os procedimentos
cirargicos causem o0 minimo de efeitos possiveis sobre parametros fisiologicos e
comportamentais, resultando em boa recuperacdo pds-operatéria, baixo indice de
complicacdes cirargicas e baixa mortalidade.

Considerando a necessidade de estabelecer métodos cirirgicos minimamente invasivos
de sexagem em A. ocellatus, objetivou-se com a execucdo do presente estudo avaliar a
seguranca dos procedimentos cirirgicos de videoceloscopia e biopsia gonadal, bem como
valida-las como métodos de sexagem em A. ocellatus.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Astronotus ocellatus

Astronotus ocellatus é um peixe da familia Cichlidae, da ordem Perciformes, sendo
popularmente conhecido como oscar, apaiari ou acaréa-acu. E uma espécie nativa da América
do Sul, na bacia dos rios Amazonas, Aproak, Ica e Negro, sendo encontrado em paises como
Peru, Colombia, Guiana Francesa e Brasil (PAVANELLI, 2000).

A dispersdo da espécie, no Brasil, iniciou-se em 1983, em agudes e rios do Nordeste,
pelo Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), sendo atualmente
encontrado em quase todo territorio brasileiro (FONTENELE, 1982). Nos demais continentes,
ha relatos de observacdo da espécie em paises como Estados Unidos, Australia, Canada,
China, Italia e Cingapura, ja sendo considerada uma espécie cosmopolita.

A criacdo do A. ocellatus tem a aquariofilia como sua finalidade principal, devido as
suas caracteristicas morfolégicas e comportamentais marcantes. Porém, em determinadas
regides do Brasil, como por exemplo, no Norte e Nordeste, a espécie é bastante apreciada para
consumo, devido as caracteristicas da sua carne (GURGEL; FREITAS, 1973).

Morfologicamente, a espécie caracteriza-se pela presenca de um ocelo quase circular,
de cor preta, orlada de vermelho-carmim, localizado no pedunculo caudal proximo a insercédo
da nadadeira caudal (FONTENELE, 1982). Sua coloracdo é variavel, podendo apresentar-se
marrom ao vermelho-ferrugem, sendo comum a identificacdo de individuos albinos. Na fase
reprodutiva, a coloracdo tende a se acentuar e as tonalidades marrons mudam para negra,
principalmente o carmesim na base do opérculo, nas faixas verticais, dorso e parte superior da
cabeca (FIGURA 1) (WEBB; MAUGHAN; KNOTT, 2007). A espécie apresenta 0 corpo
achatado lateralmente, com formato fusiforme e regido dorsal espessa. A cabeca é pequena
em relacdo ao corpo, com olhos grandes e com iris laranja ou vermelha. As nadadeiras dorsal
e anal apresentam espinhos proeminentes e a nadadeira caudal é arredondada (FONTENELE,
1982).

A. ocellatus é uma espécie territorialista, caracterizada por apresentar comportamento
agonistico no estabelecimento de um posto social em uma hierarquia de dominéncia
(SHACKLETON; JENNIONS; HUNT, 2005). Também ha relatos que possui a capacidade de
mimetizar a propria morte, tanatose, sendo importante mecanismo na captura de presas e na
defesa contra predadores (TOBLER, 2005).
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O oscar é uma espécie onivora, com preferéncia alimentar por insetos, crustaceos e
pequenos peixes (HONEBRINK, 1990). A espécie habita, preferencialmente, pantanos e
varzeas de rios de aguas lIénticas, sendo geralmente encontradas em meio a detritos lenhosos.
Nas fases iniciais de desenvolvimento, quando alevinos e juvenis, apresenta comportamento
gregério, vivendo em cardumes compactos. Entretanto, quando adultos tendem a formar
casais e permanecem menos conjuntamente (FELDBERG; PORTO; BERTOLLO, 2003).

A. ocellatus é uma espécie com consideravel tolerancia ecoldgica, sendo resistente a
baixos niveis de oxigénio dissolvido na &gua, a variacdo de temperatura e pH. Quanto a
concentracdo de oxigénio dissolvido na &gua, o oscar é capaz de sobreviver em niveis
inferiores a 0,4 mg/L (MUUSZE et al., 1998). Animais adultos podem sobreviver por até 6
horas em condicdes de hipdxia ou até anoxia, variando com o tamanho do animal (SLOMAN
et al., 2001). A temperatura maxima de cultivo pode variar entre 23-34 °C, sendo a
temperatura minima critica de, aproximadamente, 13 °C (SHAFLAND; PESTRAK, 1982). A
faixa de tolerancia do pH, por sua vez, varia em torno de 6 e 7. Devido a sua distribui¢éo nos
trechos médio e superior dos rios da bacia Amazonica, considera-se que a espécie apresenta
tolerancia limitada a salinidade (WEBB; MAUGHAN; KNOTT, 2007).

O apaiari € uma espécie ovipara, caracterizada por sua desova parcelada, restrita aos
meses mais quentes do ano, com temperaturas superiores a 25 °C. Os animais atingem a
maturidade a partir de, aproximadamente, 12 cm de comprimento total, sendo a maturidade
sexual alcancada em torno de 12 meses (PAIVA; NEPOMUCENO, 1989). As fémeas
depositam em média de 200 a 2.000 ovos em substratos, sendo o numero de ovos
correlacionados positivamente com o tamanho do corpo da fémea (BEECHING, 1997). A
espécie apresenta cuidado biparental, sendo este papel desempenhado especialmente pelas
fémeas. Apds a eclosdo dos ovos, em torno de 3 a 4 dias, o cuidado parental das larvas
permanece por um periodo de vérias semanas (BEECHING, 1997).

Quanto ao comportamento reprodutivo, a espécie apresenta acasalamento
monogamico formando casais que permanecem unidos por toda a vida (BEECHING, 1997,
ENQUIST; JAKOBSSON, 1986). A. ocellatus ndo apresenta dimorfismo sexual marcante,
sendo os sexos diferenciados por caracteristicas subjetivas, tais como, coloracdo, formato da
nadadeira e da papila urogenital (FELDBERG; PORTO; BERTOLLO, 2003).
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Figura 1 - Exemplar de A. ocellatus adulto.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).

2.2 Importancia da identificacdo do sexo em peixes

A identificacdo precoce do sexo em peixes, aliada a avaliacdo da sua condicdo
reprodutiva, deve ser considerada questdo primordial em protocolos de reproducdo em
cativeiro (NEWMAN; JONES; INGRAM, 2008). A sexagem adequada pode contribuir para a
definicdo de estratégias que facilitem o manejo reprodutivo, desde a selecdo dos animais até a
inducdo hormonal da reproducdo. Adicionalmente, é possivel, por exemplo, formar um plantel
de reprodutores considerando uma propor¢do adequada de machos e fémeas, o que contribui
para a reducdo do estresse e de gastos com manutencdo de matrizes indevidas. Como
consequéncia, pode-se observar o aumento da producdo de alevinos, obtendo assim, maior
ganho econdmico (CHU-KOO et al., 2009).

Em espécies que sdo sexualmente monomorficas, a diferenciacdo do sexo e avaliacdo
do estado reprodutivo dos individuos apresenta-se como um grande desafio (NEWMAN,;
JONES; INGRAM, 2008). Nestas espécies, na qual se pode incluir o A. ocellatus, a sexagem,
geralmente, é realizada tardiamente durante a fase reprodutiva e baseia-se na observacéo de
caracteristicas externas subjetivas. Tais caracteristicas incluem, em fémeas, abddmen
abaulado e hiperemia da papila urogenital em fémeas, e em machos, liberacdo de pequena
quantidade de sémen por massagem abdominal (CREPALDI et al., 2006). Em A. ocellatus, ha
relatos de dimorfismo entre os sexos associado ao formato da papila urogenital, entretanto,
este método é extremamente subjetivo e pouco confidvel (PAIVA; NEPOMUCENO, 1989).

Diante das limitagcdes apresentadas acima, diferentes métodos de sexagem, ndo letais e
minimamente invasivos, tém sido propostos como alternativa para identificacdo do sexo.
Como exemplo, pode-se citar a ultrassonografia (MARTIN et al., 1983), dosagem de
esteroides sexuais (BERLINSKY; SPECKER, 1991), endoscopia (ORTENBURGER,;
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JANSEN; WHYTE, 1996) e biopsia gonadal (ALAM; NAKAMURA, 2008). Cada um destes
métodos apresenta vantagens e desvantagens importantes, que devem ser consideradas no

momento da escolha de qual técnica utilizar.

2.3 Métodos de sexagem em peixes

O exame ultrassonografico € uma técnica de sexagem ndo invasiva que, além de ser de
répida execucdo, oferece risco minimo para o animal. A técnica permite a visualizacdo das
gbnadas e tem se mostrado eficaz em diferentes estudos para a identificacdo do sexo,
especialmente em peixes sexualmente maduros (EVANS; FITZPATRICK; SIDDENS, 2004;
MARTIN-ROBICHAUD; ROMMENS, 2001; NEWMAN; JONES; INGRAM, 2008;
WILDHABER et al.,, 2005). Além de ser utilizada como método de sexagem, a
ultrassonografia tem sido proposta a fim de determinar o estadgio do desenvolvimento e o
status reprodutivo (NEWMAN; JONES; INGRAM, 2008).

Outras importantes vantagens da sexagem por ultrassonografia incluem o uso opcional
de anestesia, baixo nivel de estresse aos animais e possibilidade de avaliacdo de um grande
namero de peixes em um curto periodo de tempo (KOHN et al., 2013). Em contrapartida, a
desvantagem mais marcante deste método € a diminuicdo de sua eficiéncia quando utilizada
em animais sexualmente imaturos, principalmente machos, devido ao pequeno tamanho das
gbnadas (MARTIN-ROBICHAUD; ROMMENS, 2001). Adicionalmente, tal técnica requer
um alto nivel de habilidade e treinamento para identificacdo e interpretacdo das imagens, o
que pode representar um fator limitante para o seu uso (KOHN et al., 2013).

A dosagem de esteroides sexuais ja vem sendo investigada como método de sexagem
em diferentes espécies de peixes, como o salmdo (Salmo salar) (POTTINGER et al., 2005),
pirarucu (Arapaima gigas) (CHU-KOO et al., 2009), beluga (Huso huso) (NAZERI et al.,
2014) e Astronotus ocellatus (CARVALHO et al., 2017). A técnica baseia-se na dosagem dos
niveis plasmaticos de androgenos e estrégenos por meio de radioimunoensaio ou ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) (CHU-KOO et al.,, 2009; KOHN et al., 2013). Esta
técnica de sexagem tem-se apresentado bastante eficaz e precisa. Como principais vantagens
podem-se destacar a sua praticidade, o fato de ser um método quantitativo e minimamente
invasivo e a possibilidade de aplicacdo em animais sexualmente imaturos (KOHN et al.,
2013). Entretanto, o seu elevado custo e a caréncia de laboratérios e profissionais
especializados podem limitar a sua aplicacdo na rotina das pisciculturas (POTTINGER et al.,
2005).
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A celiotomia é uma técnica cirdrgica na qual se realiza a abertura através de uma
incisdo cujo tamanho varia de acordo com o procedimento a ser empregado e ao tamanho do
peixe. Na aplicacdo da celiotomia para sexagem, realiza-se uma incisdo de aproximadamente
3 cm, geralmente sobre a linha mediana ventral, a partir da qual procede-se a localizacédo das
gbnadas (HARMS, 2005; SLADKY; CLARKE, 2016). Tal método é considerado bastante
invasivo e requer treinamento do profissional que o executa, devido ao risco de lesionar as
visceras do paciente.

A endoscopia € um método diagndstico que consiste na inspecdo visual interna de
6rgdos por meio do uso de lentes especializadas de um endoscopio (MOCCCIA et al., 1984).
Especificamente para identificacdo do sexo em peixes, a endoscopia permite a visualizacao
das gonadas e pode ser realizada por meio de duas abordagens diferentes. Primeiramente, a
Optica do endoscOpio pode ser inserida através de uma pequena abertura na parede
celomatica, o que permite uma visualizacéo direta da gbnada, sendo esta técnica denominada
de celoscopia ou videoceloscopia. Por outro lado, a gonadoscopia consiste em realizar a
insercdo da Optica do endoscOpio através da papila urogenital (BRYAN et al., 2007;
HURVITZ et al., 2007; WILDHABER et al., 2005).

Ao se comparar as duas abordagens de endoscopia, observam-se aspectos positivos e
negativos de cada uma delas. Por exemplo, a gonadoscopia tem vantagem em relacdo a
videoceloscopia, principalmente, no que se refere ao fato de ndo necessitar de anestesia,
favorecendo o seu desenvolvimento em estudos de campo. Além disso, 0 acesso do
endoscopio via papila urogenital dispensa a necessidade de incisdes, suturas e insuflacdo da
cavidade celomaética, praticas estas que podem dificultar a recuperacdo do animal apds o
procedimento. Por outro lado, embora seja mais invasiva, haja vista a necessidade de abertura
da cavidade celomatica, a videoceloscopia é uma técnica mais precisa e eficaz por permitir
visualizacdo direta da gbnada e obtencdo de melhores imagens (FALAHATKAR et al., 2013).

A endoscopia, via celoscopia, tem sido amplamente empregada para a identificacdo do
sexo e avaliacdo do desenvolvimento gonadal em diferentes espécies de esturjdes, como por
exemplo, em esturjdes do golfo do México (Acipenser oxyrinchus desotoi) (HERNANDEZ-
DIVERS et al., 2004), esturjdo russo (Acipenser gueldenstaedtii) (HURVITZ et al., 2007),
esturjdo branco (Huso huso) (FALAHATKAR et al., 2011), Em espécies nativas do Brasil,
estd tecnica de sexagem ja foi utilizada, por exemplo, em surubim Pseudoplatystoma
corruscans X Pseudoplatystoma reticulatum) (CHAVES et al., 2015) e pacaméi
(Lophiossiluru salexandri) (MELILLO et al., 2016).
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Em geral, a endoscopia como método de sexagem apresenta eficiéncia superior a 90%,
0 que indica a sua aplicabilidade em diferentes espécies de peixes. Uma das suas grandes
vantagens € a possibilidade de ser utilizada tanto a campo como em laboratorio, uma vez que,
permite a utilizacdo de equipamentos portateis (FALAHATKAR et al., 2011). Diferentemente
da ultrassonografia, a endoscopia permite uma visualizacdo direta da gonada e, em fémeas, da
cor, tamanho e distribuicdo dos ovocitos. Com isso, a sexagem torna-se mais precisa
principalmente em animais jovens (HURVITZ et al., 2007). Por fim, é capaz também de
fornecer resultado imediato quanto ao sexo e ao desenvolvimento gonadal, ao contrario da
dosagem de horménios (FALAHATKAR et al., 2011).

Entre as desvantagens da técnica, deve-se considerar o elevado custo do endoscopio,
necessidade de conhecimento prévio da anatomia da espécie e da experiéncia do observador
na avaliacdo das godnadas em diferentes estdgios de desenvolvimento. Para minimizar
possiveis erros da técnica, o treinamento e validacdo da mesma tornam-se necessarios
(FALAHATKAR et al., 2011). Embora seja uma técnica mais invasiva para identificacdo do
Sexo, uma vez que, necessita de anestesia, incisdo e sutura da parede celomatica, sua maior
eficacia e precisdo em relacdo aos outros métodos, a torna atrativa (WILDHABER et al.,
2005).

Para que possa ser utilizada a campo e na rotina da aquicultura, um sistema de
endoscopia para sexagem deve considerar os seguintes aspectos: (1) utilizacdo de uma Optica
de qualidade para uma técnica de entrada Unica; (2) utilizacdo de técnica de insuflacdo da
cavidade celomaética de baixo custo e eficaz, permitindo uma melhor visualiza¢do gonadal; (3)
possibilidade de realizacdo de biopsias para a confirmagdo histolégica dos achados
endoscdpicos e (4) uso de equipamentos compactos e portateis (DIVERS et al., 2009).

A biopsia gonadal, como método de sexagem, tem sido realizada com seguranca
especialmente em esturjdes (FALAHATKAR; POURSAEID, 2014) e, ocasionalmente,
verifica-se seu emprego em outras espécies de peixes (ALAM; NAKAMURA, 2008;
LOKMAN et al., 2001; MATSUBARA et al., 2003). O principio da técnica consiste em
coletar fragmentos gonadais que possam ser avaliados por andlise histoldgica, sendo esta
ultima considerada padr@o-ouro para identificagdo do sexo (FALAHATKAR et al., 2011).
Esta coleta pode ser realizada de duas maneiras diferentes, com o auxilio da videoceloscopia
(DIVERS et al., 2009; HERNANDEZ-DIVERS et al., 2004) ou com o uso de um “trocater”,
em que é feito a puncdo do tecido através da parede celomética (HURVITZ et al., 2007).

A capacidade de obter amostras gonadais para analise histoldgica fornece mais uma

oportunidade de método ndo letal de sexagem em peixes (DIVERS et al., 2009). Entretanto, o
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seu uso ainda € limitado, sendo especialmente aplicado para a confirmagdo do sexo em casos
em que outros métodos de sexagem foram imprecisos (DIVERS et al., 2009; HERNANDEZ-
DIVERS et al., 2004). Além disso, embora seja extremamente eficaz, em animais jovens,
devido ao menor tamanho da gonada e excesso de tecido adiposo, a coleta da gbnada é mais
dificil, o que pode tornar a biopsia improdutiva. Com isso, muitas vezes, é necessario realizar
uma segunda avaliacdo e coleta, tornando o método mais dispendioso e oneroso (HURVITZ
etal., 2007).

2.4 Anestesia e analgesia em peixes

Em qualquer tipo de procedimento que possa ocasionar desconforto e dor aos animais,
€ necessaria a utilizacdo de anestesia. Isto inclui a realizacdo de procedimentos de sexagem,
especialmente quando se utiliza técnicas invasivas. Diante disso, é de extrema importancia
conhecer 0s principais anestésicos disponiveis para utilizacdo em peixes, os fatores que
afetam sua eficacia, bem como os procedimentos de inducdo, manutencdo e recuperacdo

anestésica.

2.4.1 Importéancia da anestesia e da analgesia em peixes

Os peixes representam a classe de animais vertebrados com maior nimero de espécies,
sendo utilizados para diferentes finalidades, tais como, alimentacdo, animais de companhia e
modelos experimentais para pesquisas. Com isso, nos Gltimos anos, tem-se observado um
crescente interesse no desenvolvimento de pesquisas em diferentes areas, incluindo anestesia
e dor (STOSKOPF; POSNER, 2008). Entretanto, ainda h& necessidade de desenvolver novas
pesquisas no que diz respeito a inducdo anestésica, taxa de recuperagdo, farmacocinética e
efeitos colaterais dos anestésicos. Isso se deve, primeiramente, as variacdes espécie-
especifica, sendo os estudos, muitas vezes, restritos a poucas espécies. Adicionalmente,
devem-se considerar outros fatores que podem afetar a eficacia dos anestésicos, como por
exemplo, fatores biologicos e abioticos (SNEDDON, 2012), como sera descrito
posteriormente.

A pesquisa com anestesia e analgesia em peixes tornou-se ainda mais atrativa a partir
das evidéncias de que estes animais também apresentam mecanismos nociceptivos,
semelhante ao que ocorre em mamiferos (SNEDDON, 2012). A presenga de dor em peixes

tem sido evidenciada, por exemplo, por meio de estudos que envolvem alteracGes
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comportamentais e fisiologicas em individuos submetidos a processos potencialmente
dolorosos (ASHLEY et al., 2009; NORDGREEN et al., 2009). Além disso, tais alteracGes sao
reduzidas quando administrado analgésico, reforcando a presenca de um sistema de percepc¢éo
de dor nestes animais (METTAM et al., 2011; SNEDDON, 2003).

Em peixes, os anestésicos podem ser utilizados para diversas finalidades, tais como,
transporte, manuseio e procedimentos cirurgicos. O uso de anestésico tem como funcéo
principal deprimir o SNC e, na maioria das vezes, diminuir 0 estresse nos animais. Neste
quesito, 0s anestésicos se mostram bastante eficientes reduzindo indicadores fisioldgicos de
estresse, além de diminuir a mortalidade frente a agentes estressores severos (SNEDDON,
2012; WEBER, 2011).

Deve-se notar que, nem sempre, um farmaco anestésico é capaz de proporcionar
analgesia, desta forma, dependendo do procedimento ao qual o animal sera submetido, é
necessario administrar também farmacos analgésicos. Em geral, os analgésicos sao utilizados
com o objetivo de reduzir a dor e melhorar o bem-estar, de forma a promover uma melhor
recuperacdo do paciente ap6s a submissdo a procedimentos dolorosos e estressantes
(SNEDDON, 2012). Como exemplo de analgésicos em peixes, pode-se destacar o uso de
opioides, tais como a morfina (SNEDDON, 2003), e dos anti-inflamat6rios ndo esteroidais,
incluindo, o carprofeno, meloxicam, cetoprofeno, flunixina meglumina (WEBER et al., 2009).

2.4.2 Agentes anestésicos e vias de administracéo

Uma série de agentes anestésicos pode ser utilizada na aquicultura, sendo os mais
comuns a metanosulfanato de tricaina (MS-222), benzocaina, eugenol (6leo de cravo),
metomidato, 2-fenoxietanol e quinaldina. Em geral, é mais comum a utilizacdo de anestésicos
de forma isolada, entretanto, a associacdo dos mesmos pode proporcionar uma anestesia mais
completa e reducdo da dose a ser utilizada. Além disso, devido ao efeito balanceado dos
anestésicos, a combinacdo de diferentes farmacos pode reduzir os efeitos adversos sem
diminuir o grau de anestesia (SNEDDON, 2012). Como exemplo, em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) e em lucio (Esox lucius) a associacdo do MS-222 e da quinaldina,
mostrou-se eficaz na inducdo anestésica, reduzindo a mortalidade e os efeitos colaterais
(SCHOETTGER; STEUCKE, 1970).

Dentre 0s anestésicos mencionados acima, o 6leo essencial de cravo tem sido cada vez
mais utilizado na pratica de piscicultura, tanto em espécies de dgua doce como marinha. Este

o0leo apresenta em sua composicdo o eugenol na proporcao de 90-95%, sendo este o principio
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anestésico ativo. Na prética, considera-se que 1 mL de dleo de cravo contém,
aproximadamente, 100 mg de eugenol (LEWBART, 2005). Devido a sua baixa solubilidade
em agua, o eugenol tem que ser previamente diluido em etanol (95%), geralmente, na
proporcédo de 1:9 (LEWBART, 2001).

Entre as propriedades farmacocinéticas favoraveis do eugenol, destaca-se a capacidade
de fornecer uma répida inducdo anestésica, embora a recuperagdo possa ser mais prolongada
(SLADKY et al., 2001). Outras importantes vantagens incluem uma inducdo anestésica
tranquila, sem excitacdo prolongada, quando comparado, por exemplo, o MS-222 e
benzocaina (MUNDAY; WILSON, 1997). Entretanto, deve-se considerar a possibilidade de
depressdo respiratoria em doses elevadas, acima de 100 mg/L e o fato de ndo fornecer boa
analgesia (FIDDES, 2008).

Quanto as formas de administracdo dos farmacos anestésicos, a principal delas é por
meio de imersdo, sendo o animal colocado em um tanque de &gua contento a solugédo
anestésica. Por esta via, a absorcdo do farmaco ocorre pelas branquias e pela pele e, assim
sendo, a quantidade de anestésico que o animal recebe € diretamente dependente do tempo de
exposicdo. Diante disso, € de fundamental importancia o monitoramento constante da
anestesia, considerando, principalmente, o grau de aprofundamento da mesma através dos
planos anestésicos (FIDDES, 2008; WEBER, 2011). Outras possiveis vias de administracdo
dos farmacos sdo por injecdo intramuscular e por via oral (FIDDES, 2008; SNEDDON, 2012;
WEBER, 2011).

2.4.3 Inducéo, manutencao e recuperacao anestesica

Diferentemente do que é realizado em mamiferos, geralmente, ndo se utiliza sedacgéo
pré-anestésica em peixes. Isso se deve, principalmente, aos efeitos adversos de um manejo
adicional para administracdo dos farmacos, como por exemplo, hipotermia e hipdxia. Diante
disso, a maioria dos procedimentos opta por utilizar agentes anestésicos que permitam
alcancar o plano anestésico adequado de acordo com a finalidade proposta (ROSS, 2001).

Considerando a imersdo como via de administracdo do anestésico, a inducdo da
anestesia deve ser realizada por banho do animal em um tanque ou aquéario contendo a
solucdo anestésica (HARMS, 1999). Para isso, € importante considerar algumas
caracteristicas do tanque de imersdo, sendo este grande o suficiente para acomodar o animal
confortavelmente, mas ndo tdo grande que permita que o peixe se machuque durante a fase de

excitacdo. Além disso, como muitos anestésicos sdo capazes de ocasionar depressdo
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respiratdria é necesséria a aeracdo deste tanque. Em geral, uma boa inducéo anestésica deve
ser rapida o suficiente para reduzir o estresse e a duragdo da fase de excitacdo. Para isso, se
pode lancar méo do uso de doses anestésicas mais elevadas para inducdo e reduzi-la na fase
de manutencédo (FIDDES, 2008).

A manutencdo da anestesia depende do tipo de procedimento a ser realizado. Para
procedimentos curtos, inferiores a 5 minutos, o peixe pode ser removido da solugcdo anestésica
e, quando necessario, retornar ao tanque de inducdo para o aprofundamento da anestesia.
Entretanto, para procedimentos em que o animal permanecera por maior tempo fora d’agua, é
necessario um sistema que direcione a agua sobre as branquias, permitindo a troca gasosa,
entrega do farmaco e manutencdo da anestesia. Para isso, dois sistemas podem ser utilizados:
o0 de ndo recirculacdo e o de recirculacdo anestésica (FIDDES, 2008; SNEDDON, 2012).

No sistema em que ndo se utiliza a recirculacdo do anestésico, o peixe, ap6s inducao
anestésica, ¢ colocado sobre uma superficie acolchoada onde receberd o anestésico para
manutencdo. Por exemplo, bolsa de fluido venoso é preenchido com solugdo anestésica e um
sistema de distribuicdo € responsavel por direcionar o anestésico para as branquias. Em
seguida, a solucdo passa pelas branguias e é eliminada (FIGURA 2) (FIDDES, 2008). Para
alterar a profundidade anestésica, o fluxo de agua pode ser controlado por meio de um
conjunto de valvulas, que diminui ou aumenta a quantidade de solugdo anestésica recebida.
Este tipo de sistema é mais recomendado para ser utilizado em peixes pequenos (HARMS,
2003).
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Figura 2 - Desenho esquematico de sistema anestésico sem recircula¢do para manutencdo da

anestesia.
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Fonte: Adaptacdo de Fiddes (2008).

Para os sistemas de recirculacdo, a solucdo anestésica é fornecida continuamente as
branquias. Um bom exemplo deste tipo de manutencao anestésica é o sistema elétrico, em que
uma bomba elétrica é posicionada em um reservatorio contendo a solugcdo anestésica. Em
conjunto, um sistema de distribuicéo é responsavel por direcionar o anestésico para a boca do
animal, passando pelas brénquias e retornando ao reservatorio e, em seguida, de volta para o
animal (Figura 3). A profundidade anestésica pode ser controlada por meio da regulacdo do
fluxo da bomba. A utilizacdo deste tipo de sistema de manutencao é ideal para peixes grandes
e procedimentos mais longos, como por exemplo, em cirurgias (FIDDES, 2008).

Apos realizagdo do procedimento necessario, os animais devem ser transferidos para
tanques sem solucdo anestésica, para que possam se recuperar da anestesia. Durante a
recuperacdo, € importante monitorar o retorno anestésico, considerando a respiracao,
movimento e equilibrio (HARMS, 1999). Em geral, espera-se que 0s anestésicos apresentem
propriedades que permitam uma rapida inducgédo, em torno de 3 min, e uma rapida recuperacao
anestésica, em no maximo 10 minutos (SMALL, 2003).
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Figura 3 - Desenho esquematico de sistema anestésico com recirculacdo para manutencao da

anestesia
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Fonte: Adaptacdo de Fiddes (2008).

2.4.4 Monitoramento da anestesia (Planos anestésicos)

Em peixes, assim como na maioria das espécies animais, a inducdo e aprofundamento
da anestesia sdo geralmente divididos em planos ou estagios, conforme apresentado na Tabela
1. Para identificar e avaliar cada um destes estagios o0s seguintes parametros devem ser
considerados: atividade natatdria, equilibrio, comportamento, frequéncia respiratdria,
movimento dos olhos, respostas reflexas e frequéncia cardiaca. E importante ressaltar que as
mudancas observadas nestes parametros, em cada estagio, dependem diretamente do nivel de
anestesia para cada procedimento. Por exemplo, em inducgdes rapidas, é dificil notar a
transicdo dos estagios anestésicos 0 que pode favorecer superdosagens (FIDDES, 2008;
SNEDDON, 2012).
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Tabela 1 - Descricdo dos estagios da anestesia e dos parametros usados para monitorar a
anestesia em peixes.

Estagios Planos Parametros para monitoramento

Movimento natatorio reduzido, reacao a
estimulos externos levemente reduzidos

| Sedagcéo leve e equilibrio normal. Movimentos
operculares normais.

Atividade aumentada, equilibrio
dificultado e resposta aumentada a
estimulos externos. Movimentos
operculares aumentados.

I Excitagéo

Perda total dos reflexos, do equilibrio e
i Plano Cirdrgico de resposta a estimulos externos.
Movimentos operculares quase ausentes.

Perda total dos reflexos a estimulos
v Overdose externos e movimento opercular ausente.
Obito.

Fonte: Adaptado de Fiddes (2008); Sneddon (2012).

O plano anestésico desejavel em cada procedimento ird depender diretamente do
tempo e do grau de invasividade pela qual o animal serd submetido. Assim sendo, em
procedimentos rapidos e ndo invasivos, como pesagem, manuseio, inspecdo e marcacdo
externa, a sedagdo leve é suficiente. Por outro lado, para a realizacdo de procedimentos
invasivos ou de longa duracdo, como procedimentos cirdrgicos, é necessario alcancar planos
anestésicos mais profundos (plano cirargico) (HILL; FORSTER, 2004).

2.4.5 Fatores que afetam a qualidade da anestesia

Ha uma série de fatores que podem afetar a eficacia dos anestésicos em peixes,
incluindo fatores bioldgicos e abidticos. Os principais fatores biologicos sdo: idade, sexo,
condicéo corporal, peso, estagio de desenvolvimento, crescimento, estado fisioldgico, saude e
condicdo reprodutiva. Em contrapartida, dentre os fatores abidticos podem-se destacar a
qualidade da &gua, temperatura e oxigenacdo (SNEDDON, 2012).

Quanto ao tamanho e peso dos animais, os resultados disponiveis na literatura ainda
sdo controversos e depende da espécie e do tipo de anestésico utilizado. Assim sendo, a
influéncia estas variaveis, de maneira direta, sobre os tempos de indugdo e recuperacdo

anestésica € bastante variavel, sendo que a maioria dos estudos indica sobre a eficicia da
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anestesia (GILDERHUS; MARKING, 1987; OLSEN; EINARSDOTTIR; NILSSEN, 1995;
ZAHL et al., 2009).

Os peixes sdo animais heterotérmicos, sendo o seu metabolismo diretamente
relacionado a temperatura da agua, o que reflete diretamente na anestesia. Por exemplo, em
salmdo do Atlantico (Salmo salar), a anestesia com eugenol resultou em indugéo e
recuperacdo anestésica mais rapida (HOSKONEN; PIRHONEN, 2004; WOOLSEY;
HOLCOMB; INGERMANN, 2004). Entretanto, isto ndo ocorre para todas as espécies, uma
vez que, 0 aumento da temperatura também pode resultar em um tempo mais prolongado de
recuperacdo em outras espécies (ZAHL et al., 2009).

O estresse é capaz de afetar intensamente a anestesia em peixes, principalmente
qguando se utiliza a via de administracdo por imersdo. O estresse tem a capacidade de
aumentar as respostas cardiovasculares e o fluxo sanguineo nas branquias, produzindo maior
disseminacdo de agentes anestésicos. Como consequéncia, podem-se observar variagdes nos
tempos de inducédo e recuperacdo e o aprofundamento dos planos anestésicos (ZAHL et al.,
2009). Entretanto, o uso de anestésicos, previamente ou durante eventos estressantes, pode ser
benéfico para diminuir o efeito deste sobre o organismo (DAVIS; GRIFFIN, 2004; SMALL;
CHATAKONDI, 2005).

2.5 Cirurgia em peixes

A realizagdo de cirurgia em peixes tem se tornado cada vez mais comum. Com 0
avanco no desenvolvimento de protocolos anestésicos ficou mais facil a realizacdo de
procedimentos cirdrgicos nestes animais. Além disso, o desenvolvimento de ferramentas
diagnosticas e de novos tratamentos diminuiu a pratica de eutanasia em peixes e,
consequentemente, surge maior possibilidade de intervencdo cirlrgica nestes animais
(SLADKY; CLARKE, 2016).

Dentre as principais finalidades de se realizar cirurgia em peixes pode-se destacar o
diagndstico e tratamento de uma variedade de afeccBes, incluindo neoplasias, cirurgias
oftalmicas, biopsias, problemas reprodutivos e ingestdo de corpo estranho (STETTER, 2002;
WEBER et al., 2009). Além disso, pode ser empregada para o desenvolvimento de pesquisa,
em estudos de conservagédo, migragdo de peixes, entre outros (MULCAHY, 2003).

De maneira geral, as técnicas cirdrgicas realizadas em animais terrestres podem ser
aplicadas de forma semelhante em peixes, desde um peixe-zebra de 1 g até um tubaréo-tigre
de 500 kg (SLADKY; CLARKE, 2016). Entretanto, € necessario considerar algumas
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diferengas importantes, tais como, a auséncia da linha alba e a coloragdo da musculatura, que
é muito semelhante a coloracéo dos intestinos, levando a um alto risco de perfuracéo intestinal
(HARMS et al., 2005).

O sucesso na realizacdo de procedimentos cirlrgicos em animais aquaticos depende do
conhecimento da anatomia da espécie, do uso de técnicas que minimizem os danos teciduais e
seccdo de tecidos. Diante disso, € possivel reduzir o desconforto, estresse e risco de
complicacdes cirdrgicas (MULCAHY, 2003). Outro importante fator que interfere no sucesso
cirurgico € a utilizacdo de técnicas assepticas, diminuindo o risco de infecces (MULCAHY,
2003; WAGNER et al., 2011). A partir destes cuidados, a cicatrizacdo da ferida cirdrgica
ocorre de forma adequada e, consequentemente, o retorno do animal a homeostasia é
acelerado (MURRAY, 2002).

O treinamento é uma questdo fundamental na execucdo de cirurgia em animais,
principalmente quando se utiliza técnicas mais invasivas. Para procedimentos cirurgicos, so
necessarias varias habilidades para reduzir a probabilidade de erros e saber lidar com
complicaces que possam surgir durante o procedimento. Desta forma, é esperado que tais
habilidades sejam fortemente correlacionadas ao resultado dos procedimentos (SZALAY et
al., 2000).

Diante do exposto acima, a experiéncia e habilidade de quem realiza o procedimento
cirargico afeta, ndo sé a precisdo da confeccdo e grau de retencdo da sutura, mas também o
tempo operatério (ANNETT, 1971; ENGELHORN, 1997). Em cirurgias mais longas, quanto
maior for o tempo do procedimento maior serd o periodo de anestesia e, consequentemente,
recuperacdo mais longa, o que € critico para o retorno do animal ao seu ambiente. Em peixes,
esta correlacdo é ainda mais significativa devido a menor possibilidade de treinamento,
guando comparada a cirurgias em outras espécies (COOKE et al., 2004). Em estudo realizado
por Cooke et al. (2003), no qual se comparou o desempenho de cirurgides experientes e
inexperientes, estes levaram mais tempo para finalizar as cirurgias, além de reduzir a eficacia

da técnica e resultar em maior mortalidade.

2.5.1 Preparagdo pré-operatoria

Antes de iniciar qualquer procedimento cirdrgico, deve-se proceder a avaliagdo do
animal. O tipo de avaliagdo pode variar de acordo com a necessidade de cada procedimento,
entretanto, pode-se considerar a realizacdo de exame fisico, hemograma, perfil bioquimico

sérico e exames de imagens, como radiografias e ultrassonografia. Em peixes, deve-se sempre
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considerar a observacdo de parametros como atividade natatoria, movimentos operculares,
atitude e comportamento animal, visando possuir um pardmetro para a avaliacdo a
recuperacdo pos-cirurgica (MURRAY, 2002; SLADKY; CLARKE, 2016).

Independentemente da espécie, um adequado protocolo anestésico seguro e eficaz é
um componente chave de um resultado cirurgico bem sucedido. Além disso, muitas vezes, é
necessario o uso de analgesia, que influencia diretamente na recuperagcdo do animal. A
antibioticoterapia, previamente ao procedimento cirurgico, também deve ser considerada,
visando a prevencdo de infeccBes decorrentes de patdgenos residentes no meio aquatico. Entre
os antibioticos mais utilizados na aquicultura pode-se citar a oxitetraciclina (10 mg/kg por via
intramuscular (IM)), enrofloxacina (5-10 mg/kg, IM, a cada 24 horas), ceftazidima (30 mg/kg,
IM, a cada 48-72 horas) e florfenicol (40 mg/kg, IM, a cada 24-48 horas) (MURRAY, 2002;
NEIFFER; STAMPER, 2009).

Apobs sedagdo ou anestesia, 0 animal deve ser transferido para a &rea cirdrgica e
preparado de forma adequada para a realizacdo da cirurgia (FIDDES, 2008). Diferente do que
ocorre em mamiferos, 0s peixes ndo requerem uma extensa preparacao. Entretanto, as praticas
de assepsia e posicionamento do animal, assim como nos demais vertebrados, sao primordiais
para uma boa execucao da cirurgia. A manutengdo da posicao cirurgica € um ponto critico e
pode ser feita com uso de blocos de espuma. A escolha deste material baseia-se nas suas
caracteristicas favoraveis, tais como, facilidade de aquisicdo, minimamente abrasiva a pele e
capacidade de absorver a agua, o que contribui para manter a pele do animal Umida
(HARMS; LEWBART, 2000).

Apos o posicionamento adequado do animal, a limpeza do local de incisdo deve ser
realizada, utilizando, geralmente, solucédo fisioldgica estéril. Esta escolha se deve ao fato de
que a presenca do muco na superficie da pele é essencial para a osmorregulacdo e protecéo,
sendo que o uso de qualquer substancia mais abrasiva pode comprometer sua producdo
(HARMS; LEWBART, 2000). Entretanto, ainda assim, alguns profissionais optam pelo uso
de iodo povidona para antissepsia (SLADKY; CLARKE, 2016).

2.5.2 Abordagem cirurgica da cavidade celomatica

Para 0 acesso adequado da cavidade celomatica, recomenda-se a realizacdo de uma
incisdo suficiente para fornecer uma boa visualizacdo da maioria dos 6rgdos desta cavidade.
Para tal, na maioria das espécies de peixes, a incisdo deve ser realizada com uma lamina de

bisturi #15 ou #10, sendo o acesso mais comum pela linha mediana ventral, realizando a
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incisdo da pele, musculatura e membrana celomatica. Além disso, € importante ressaltar que
em algumas espécies, como o, Carassius auratus, a cintura peitoral cartilaginosa, associada as
nadadeiras peitorais, deve ser incisada com auxilio de uma tesoura (BAKER et al., 2013).

Para uma boa recuperacéo cirurgica, é de fundamental importancia considerar o fio e 0
padrdo de sutura, uma vez que, estdo intimamente relacionados com a ocorréncia de processo
inflamatorio e lesbes nos tecidos adjacentes (ANDERSON et al., 2010). Neste contexto, deve-
se evitar o uso de fios multifilamentares, devido as suas caracteristicas de capilaridade e maior
risco de manter microrganismos e resultar em contaminacdes (FONTENOT; NEIFFER,
2004).

Em relacdo a sutura, geralmente, utiliza-se plano Unico com padrdo simples separado
(MULCAHY, 2003). Na maioria das vezes, a realizacdo de plano Unico de sutura € suficiente,
pois a derme é intimamente relacionada a musculatura, fazendo com que raramente exista
espaco morto para ser reduzido (HARMS, 2005). Ainda assim, a sutura em duas camadas
pode ser empregada, de forma eficiente. Neste caso, realiza-se a aproximacdo da membrana
celomatica, no padrdo de cerzidura, e a aproximacdao da musculatura nos padrdes simples
separado ou de cerzidura (SLADKY; CLARKE, 2016).

2.5.3 Abordagem cirurgica na videoceloscopia e biopsia gonadal

As indicacdes para videoceloscopia em peixes refletem aquelas descritas para outras
espécies: identificacdo do sexo, manejo da reproducdo, exame de visceras, coleta de biopsia e
remocdo de corpos estranhos (MURRAY, 2010). Esta técnica € considerada um procedimento
cirdrgico minimamente invasivo e com baixo risco de problemas iatrogénicos
(HERNANDEZ-DIVERS et al., 2004). Outras importantes vantagens sdo menor tempo de
monitoramento e retorno maios rapido do paciente para o seu grupo social (STETTER, 2010).

Para a realizacdo da videoceloscopia, a abordagem cirlrgica adequada depende
diretamente da anatomia da espécie em questdo. Assim sendo, em espécies achatadas
dorsalmente o ideal é o acesso pela linha mediana ventral. Por outro lado, em espécies que sdo
achatadas lateralmente o melhor acesso da cavidade celomatica € por meio de uma incisdo
paramediana cranial a abertura urogenital. O tamanho da incisdo € variavel, entre 3 a 5 mm,
entretanto, deve permitir uma boa entrada do endoscopio (STETTER, 2010).

Os pontos de insercdo para a laparoscopia sdo determinados pela estrutura "alvo™ e
pela anatomia da espécie submetida ao procedimento. O formato relativamente fusiforme da

maioria dos peixes ciclideos impede uma visualizacdo adequada da maioria das estruturas
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celométicas. Assim sendo, recomenda-se 0 uso de técnicas que permitam a distensdo da
cavidade celomatica. Tradicionalmente, esta técnica é realizada por meio da insuflacdo da
cavidade celomatica com dioxido de carbono, podendo ser utilizado ainda ar ambiente ou
solucdo fisioldgica. Independente da substancia utilizada, deve-se sempre considerar a pressao
de 10 mm/Hg. Além disso, é importante ressaltar que é necessario remover 0 maximo de gas
possivel da cavidade, com manipulagdo e pressdo digitais, pois a permanéncia de excesso de
gas pode dificultar o retorno e manutencdo da posicdo adequada na coluna d’agua
(MURRAY, 2002, 2010; STETTER, 2010).

Em peixes, a abordagem cirdrgica para realizacdo de biopsias tem sido frequentemente
realizada de duas maneiras diferentes, por meio de celotomia e celoscopia/videoceloscopia. A
celotomia da linha mediana ventral tem sido utilizada em uma variedade de espécies e permite
a coleta de diferentes tecidos, entretanto, apresenta uma série de desvantagens. Por exemplo,
para exploracdo da cavidade é necesséria a realizacdo de incisdes maiores, aumentando a
possibilidade de feridas. Além disso, a manipulacdo das visceras pode resultar em lesGes em
diferentes tecidos, infeccdes e evisceracdo. Diante disso, tem-se preferido o uso da
videoceloscopia para guiar a coleta de tecidos, apresentando significativos beneficios em
relacdo a celotomia. Dentre suas vantagens pode-se destacar o fato de ser um método
diagndstico mais rapido e preciso, reducdo do estresse cirargico, reducao da dor e desconforto
e menor tempo de procedimento cirdrgico e recuperacdo (BOONE et al., 2008).

2.5.4 Po6s-operatdrio e complicacgdes cirurgicas

Em geral, a cicatrizacdo da ferida cirirgica em espécies aquaticas ocorre de forma
mais rapida e eficiente quando comparado aos vertebrados terrestres. A reepitelizacdo do
tecido se completa em 24 horas, enquanto que a proliferacdo, organizacao e diferenciacdo das
células da epiderme, inicia-se em um periodo de 9 a 34 h, finalizando em 3 a 4 dias. Caso haja
tecido muscular envolvido, sua regeneracdo comeca de 7 a 8 dias ap0s o trauma, finalizando
em um periodo de 10 a 15 dias (FONTENOT; NEIFFER, 2004). E importante ressaltar que a
temperatura influencia diretamente no tempo de cicatrizagio bem como nas respostas
inflamatdria e imune (MULCAHRY, 2003). Em geral a remocao da sutura € realizada de 2 a 3
semanas apos a cirurgia (WEBER et al., 2009).

A mortalidade de peixes associada a procedimentos cirdrgicos normalmente é muito
baixa, entretanto, algumas complicagdes cirurgicas podem ser observadas. Tais complicagdes

incluem alteragdes comportamentais, diminuicdo na flutuabilidade e equilibrio, infeccéo,
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deiscéncia da sutura e hemorragia (MULCAHY, 2003). Adicionalmente, podem ocorrer
também lesbes de oOrgdos internos, perda de muco, aumento da temperatura corporal,
ressecamento da pele ou a combinacdo destes fatores. A ocorréncia de qualquer uma destas
complicacBes pode contribuir para eventuais mortes apos o procedimento (SWENSON;
ROSENBERGER; HOWELL, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local, animais e manejo

O experimento foi realizado na Ala de Peixes do Biotério Central, da Universidade
Federal de Lavras (Lavras, MG, Brasil). Para isso, foi utilizado um total de 31 peixes da
espéecie A. ocellatus adultos (aproximadamente doze meses de idade), com peso medio de
168,26+54,09 g e comprimento total médio de 20,21+2,48 cm. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com a aprovagio do Comité de Etica para Uso de
Animais (CEUA) da UFLA e registrado conforme protocolo 052/2013.

Durante o periodo experimental, os peixes foram mantidos individualmente em
aquarios de 40 L, em um sistema de recirculacdo de &gua, com controle da temperatura e
filtros bioldgicos, mecénico e UV para manutencdo da qualidade da agua. Os aquarios foram
sifonados uma vez ao dia, sendo retirado, em média, 50% do volume total. A temperatura da
agua (27x0,5 °C) foi verificada por meio de termémetro de mercdrio com escala de 1 °C uma
vez ao dia, as 9 horas. Foram quantificados, semanalmente, pela manha, o pH (6,9+0,56) e
teor de amonia toxica (0,28+0,1 mg/L) atraveés de Kits comerciais colorimétricos (Alcon,
Labcontest for pH Tropical e ToxicAmmonia, Camborit (SC), Brasil). O teor de oxigénio
dissolvido (7,8+0,9 mg/L) foi determinado com o auxilio de um oximetro digital (ALFAKIT
AT 155, Florianopolis (SC) Brasil). O fotoperiodo foi mantido em 14 h de luz e 10 h de
escuro. A alimentagdo dos peixes foi realizada com racdo comercial extrusada, com teor de
32% de proteina bruta (Fri-Aqua®), ofertada duas vezes ao dia (7 h e 19 h).

3.2 Inducéo e manutencao anestésica

Previamente a realizacdo dos procedimentos cirirgicos, os animais foram mantidos em
jejum por 24 horas. Em seguida, com auxilio de um puca, foram capturados e transferidos
individualmente para aquarios de inducdo anestésica com solucdo de 6leo de cravo (140 mg/L
de agua) e oxigenacdo abundante. Os animais foram considerados induzidos apos atingir o
estagio Il da anestesia (plano cirdrgico), caracterizado por perda total do equilibrio, dos
reflexos e resposta a estimulos externos, além de diminui¢cdo dos movimentos operculares.
Em seguida, os peixes foram transferidos para a area cirurgica.

Na area de cirurgia, os peixes foram mantidos em decubito dorsal em superficie

acolchoada e conectados a sistema de recirculacdo anestésica, possibilitando a oxigenagéo e
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manutencdo da anestesia. Este sistema foi composto por um recipiente contendo solucéo de
6leo de cravo (70 mg/L de &gua), uma mangueira posicionada na boca do animal e uma

bomba para distribuicdo da solucéo anestésica.

3.3 Equipamento de videoceloscopia e biopsia

O equipamento para videoceloscopia consistiu-se em um Tele Pack LedKarlsStorz15
(1024x768 pixel) com fonte de luz integrada e um endoscopio rigido de visdo obliqua angular
panordmica HOPKINS® 45° de 2,7 mm de didmetro e 18 cm de comprimento. Além disso,
contava-se com uma camera Karl Storztele cam Slparafocal zoom para capturar as imagens

geradas. Este conjunto é capaz de aumentar em 4x a imagem.

3.4 Técnica cirurgica de videoceloscopia e biopsia gonadal

No pré-operatério imediato, procedeu-se a antibioticoterapia com florfenicol (50
mg/kg) e analgesia com morfina (5 mg/kg), ambos por via intramuscular, proximo a nadadeira
peitoral. Em seguida, removeu-se as escamas da regido ventral da cavidade celomatica (2 cm
cranial da papila urogenital), com auxilio de um bisturi, criando-se uma area de,
aproximadamente, 1 cm? sem escamas (FIGURA 4A).

Durante o transcirdrgico, realizou-se uma incisdo linear, na linha mediana ventral, de
pele e musculatura, de aproximadamente 0,5 cm, prosseguindo-se a transposicdo da parede
celomatica com fio de poliamida de 30 mm (FIGURA 4B), utilizando-o como ponto de
reparo. Tal procedimento foi necessario para afastar as paredes celomaticas (FIGURA 4C) e
permitir a introducéo do portal, sendo este direcionado, ventrocaudalmente, em um angulo de
aproximadamente 45° (FIGURA 4D). Com isso, foi possivel visibilizar a regido caudoventral
da cavidade celomatica, préximo a insercdo da papila urogenital. Considerando as
caracteristicas macroscépicas das gonadas de A. ocellatus (CARVALHO et al., 2017), os
animais foram sexados em machos ou fémeas.

Ap0s identificacdo da gbnada por meio da videoceloscopia, procedeu-se a biopsia das
mesmas. Para isso, as gonadas foram pingcadas, com auxilio da pinca de biopsia laparoscopica
(FIGURA 5), e tracionadas para fora da cavidade celomatica, através da abertura na parede
celomatica. Em seguida, pequeno fragmento do 6rgéo foi seccionado, com auxilio de uma
tesoura e transferido para solucdo de formalina tamponada 10%. Por fim, a gbnada foi

reintroduzida na cavidade, procedendo-se a inspe¢do da mesma com o endoscépio a fim de
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verificar possiveis complicagdes. Ao final