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RESUMO

Peixes ocupam o quarto lugar dentre os grupos de animais de estimacdo mais criados no Brasil. Neste estudo,
buscou-se identificar as causas mortis de exemplares da familia Poeciliidae; provenientes de estabelecimentos que
comercializam peixes ornamentais na cidade de Brasilia, DF. Antes do 6bito, os animais apresentaram sinais
clinicos de rapido emagrecimento, ventre retraido, apatia, dificuldade de natagdo, posi¢do inclinada com cabega
para cima, e nadadeira caudal para baixo e nadadeiras fechadas. Com o 06bito, foi possivel coletar 26 exemplares
cujos cadaveres foram necropsiados ¢ encaminhados para realizagdo de analises ¢ identificagdo parasitologica,
microbioldgica e histopatologica. Dos peixes analisados, cerca de 7% apresentaram parasitos Procamallanus sp.
e Clinostomum sp. Todos os exemplares apresentaram sinais histopatolégicos de infec¢do por micobactéria, como
granulomas, pregranulomas, centros melanomacrofagos e células gigantes mononucleadas. Apds coloragdo
especial de Ziehl-Neelsen, comprovou-se a presenga de bacilos alcool-acido resistentes. Diante das anélises
realizadas, obteve-se a Micobacteriose como principal suspeita de causa mortis de poecilideos de estabelecimentos
comerciais de Brasilia, Distrito Federal.
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ABSTRACT

Fishes are in fourth place in the ranking of the most bred pet groups in Brazil. In this study, we sought to identify
the cause of death of specimens of the Poeciliidae family from establishments that sell ornamental fish in Brasilia,
DF. Before death, the animals showed clinical signs of rapid weight loss, retracted belly, apathy, difficulty in
swimming, inclined position with head up, tail fin down, and closed fins. After death, it was possible to collect 26
specimens whose carcasses were necropsied and sent for analysis and parasitological, microbiological, and
histopathological identification. Of the analyzed fish, about 7% had Procamallanus sp. and Clinostomum sp. All
specimens showed histopathological signs of mycobacterial infection, such as granulomas, pregranulomas,
melanomacrophage centers, and mononucleated giant cells. After special Ziehl-Neelsen staining, the presence of
acid-alcohol resistant bacilli was confirmed. Based on the analyzes, mycobacteriosis was the main suspected cause
of death in poecilids from commercial establishments in the Federal District.
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INTRODUCAO

O cultivo de peixes ornamentais abastece um mercado amplo, como o da América do
Norte, que engloba mais de cem milhdes de aquarios residenciais (LIMA et al, 2001;
BARRETO, 2017; ABINPET, 2019). Produtores sdao estimulados a ingressar na aquariofilia,
pela pouca exigéncia de implantagdo, além do rapido e alto retorno financeiro (CARDOSO,
2011; COE et al., 2011; FARIA et al., 2019). O relatorio da TechSciResearch (2017)
demonstrou que o mercado global de peixes ornamentais ultrapassou U$ 4,2 bilhdes. Acredita-
se que entre 2019 e 2024, esse setor deva apresentar taxa de crescimento anual composta de
mais de 7,85%, em termos de valor, alcancando U$ 6,2 bilhdes.
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De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2018) e o
Instituto Pet Brasil — ABINPET (2019), foram contabilizados no pais 19,1 milhdes de peixes
em lares brasileiros e que esses foram os animais de estimagdo que acumularam o segundo
maior crescimento no mercado pet nacional, com 6,1%, desde 2013.

Em termos de ictiofauna, o Brasil ¢ um dos principais exportadores (CARDOSO,
2011; FARIA et al., 2019), sendo considerado o maior celeiro de peixes ornamentais de agua
doce do mundo. A regido Amazdnica e o Pantanal Matogrossense sao os dois principais polos
nacionais (SANTOS et al., 2021). Desses, a grande maioria ainda ¢ obtida por captura, em
detrimento ao potencial de cultivo (RIBEIRAO et al., 2010; ARAUJO, 2018; ARAUJO, 2021;
FERREIRA et al., 2021; SILVA e GARZON, 2021).

A abordagem sobre a producdo de peixes ornamentais nas universidades e cursos de
pos-graduacdo no Brasil ainda ¢ baixa, o que reflete em um mercado carente de médicos
veterinarios que atuem nas questoes de manejo profilatico, patologia, diagnostico e tratamento
de doencas (ARAUJO e PEREZ, 2005; IBAMA, 2008; ARAUJO et al., 2018; FARIA et al.,
2019; ARAUJO, 2021).

O principal fator desencadeador de doencas em peixes de aquarios ¢ o estresse
(FUJIMOTO et al., 2019; FUIIMOTO e REZENDE, 2022). O aumento dos niveis de cortisol
resulta na depressdo do sistema imunologico; mas, muitas vezes, animais assintomaticos sao
portadores de agentes infecciosos por um longo periodo, antes de apresentarem sintomas
(LIMA et al., 2006; IBAMA, 2008). A reducdo de imunidade natural torna os animais
suscetiveis a infecgdes por bactérias, fungos, virus e parasitas (BASSLERR, 2009).

Dentre as familias de peixes mais popularmente comercializadas esta a Poeciliidae.
Pertencentes a ordem Cyprinodontiformes, possui aproximadamente 273 espécies, com 2 a
20cm de comprimento, distribuidas em 29 géneros (NELSON et al., 1994). Possui ampla
distribuicio nas Américas, com ocorréncia também na Africa Continental ¢ em Madagascar
(MORALES-CAZAN e ALBERT, 2012). O temperamento pacifico, nado agil e alta fertilidade,
além das cores vivas e diversificadas faz com que estejam entre os preferidos dos aquariofilistas
(ANDRADE et al., 2005). Diante da auséncia de estudos de enfermidades em poecilideos e a
importancia desses animais na aquariofilia ornamental, este trabalho teve como objetivo
identificar as causas mortis em poecilideos de lojas de aquarismo de Brasilia/DF.

MATERIAL E METODOS

Toda a pesquisa foi realizada com o uso de cadaveres; portanto, de acordo com a
Resolugdo Normativa n® 30 de 02 de fevereiro de 2016, ¢ dispensada de aprovacao de conselhos
de ética. Os cadaveres de peixes para o estudo foram obtidos em lojas especializadas em
aquariofilia de Brasilia, Distrito Federal.

Amostragem

Foram analisados 26 individuos adultos, pertencentes a familia Poeciliidae. Em todos
0s casos, os tratadores informaram que os animais apresentaram: emagrecimento rapido; nado
instavel com dificuldade e em posi¢ao inclinada, de forma que a cabecga ficava em nivel superior
a cauda; ventre retraido e deformagdes de coluna conforme mostrado na Fig. 01.
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(Fonte: autora, 2019)
Figura 01: Comparagdo entre um Guppy (Poecilia reticulata) saudavel e outro doente.

Obs.: A = Guppy saudavel com posicionamento do corpo normal; B = Guppy com alteragdes de coluna arqueada
(cifose), ventre retraido e cauda baixa.

Coleta

Assim que constatados os Obitos, os cadaveres eram alojados em sacos plésticos,
contendo agua do préoprio aquario, acondicionados dentro de caixa de isopor e mantidos
resfriados com gelo reutilizavel, a, aproximadamente, 2 °C. O material era entdo transportado
a Universidade de Brasilia, para processamento no Laboratério de Biologia de Peixes do
Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de Biologia (GEM—UnB). O intervalo
entre o Obito e o inicio das analises foi de, no maximo, uma hora.

Processamento

Os cadaveres foram necropsiados no Laboratorio de Biologia de Peixes do
Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia
(GEM-UnB) (Fig.02), com o auxilio de lupa estereoscopica, ldmina de bisturi, tesoura
fina/romba e pingas. Para fins de padronizacdo das laminas histopatologias, as branquias
direitas seguiram para analise parasitologica, juntamente com o muco, ambos armazenados em
dgua do aquario de origem e os parasitos internos colocados em alcool 70°, as branquias
esquerdas permaneceram nos peixes para inclusao e confeccdo das laminas. Essas amostras
foram analisadas no Laboratorio de Parasitologia e Doencas Parasitarias da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria (FAV-UnB).

(Fonte: autora, 2019)
Figura 02: Etapas da toalete para fixacdo de espada-sangue.

Obs.: A = Cadaver de Espada-Sangue (Xiphophorus hellerii) com curvatura de coluna e ventre retraido, antes da
necropsia; B = Cortes de tecidos, apos necropsia e retirada de amostras; C = Apos toalete e colocacdo em cassete
para iniciar a fixacao.

As analises microbianas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia Médica
Veterinaria da FAV-UnB. As amostras, obtidas com auxilio de al¢as de inoculacao estéreis
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descartaveis, foram inoculadas em Agar Sangue e Agar MacConkey e incubadas em estufa a
37 °C, por 24 horas para crescimento. Foi utilizada andlise bioquimica, para identificagcdo das
bactérias. Para andlise fungicas, foram inoculadas amostras em Agar Mycosel. Para
crescimento de micobactérias, o material foi inoculado em meio especifico de Lowenstein-
Jensen e levado a estufa, a 37 °C.

ApOs as coletas, os cadaveres necropsiados foram fixados em formol 10% tamponado
e submetidas a procedimento padrao, para inclusao em parafina e coloragao com Hematoxilina-
Eosina e Ziehl-Neelsen, para possivel identificagdo de bacilos alcool-acido resistentes.

As laminas histologicas foram analisadas e fotografadas por observacdo direta em
microscopio Optico no Laboratorio de Biologia de Peixes do Departamento de Genética e
Morfologia do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia (GEM—-UnB).

Analise Estatistica

O registro, organizacdo ¢ analise dos dados da pesquisa visaram estabelecer o
percentual de ocorréncia de determinada patologia, dentre o grupo estudado. A mesma analise
de percentual de ocorréncia foi utilizada em relagdo ao registro das caracteristicas macro e
microscopicas utilizadas no diagndstico. O niimero de individuos analisados, corresponde a
totalidade de episodios de mortalidade, dentro do periodo da pesquisa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No exame de necropsia, 25 peixes (96,15%) dos animais apresentaram branquias
normocoradas. Apenas um animal apresentou parasitose por Procamallanus sp e suas branquias
e 6rgdos estavam hipocorados, a olho nu. Todos apresentavam pouca quantidade de gordura
visceral e 11,53% dos exemplares apresentaram contetudo intestinal ou estomacal, indicando
alimentagdo recente ao Obito.

Nas andlises parasitologicas foram identificadas apenas duas espécies, um helminto,
Procamallanus sp. e um digenético, Clinostomum sp. (Fig. 03).
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(Fonte: autora, 2019)
Figura 03: Imagens dos parasitas encontrados nos peixes analisados.

Obs.: Espécimen de” Procamallanus sp. (A) e metacercaria de Clinostomum sp. (B) encontrados parasitando os
poecilideos.
No caso da espécie Procamallanus sp, Thatcher (1981) afirmou que se trata de um

nematodeo patogénico, da superfamilia Camallanoidea, caracterizada por vermes que possuem
uma capsula bucal quitinizada e sempre aberta, e podem sugar sangue, pois possuem um
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esofago poderoso. Os peixes parasitados por esse nematoide ndo apresentam sinais clinicos
externos; porém, se a infestacdo for grande ou o animal estiver com baixa imunidade, os
exemplares podem apresentar reducdo do crescimento, devido as lesdes espoliativas na mucosa
do trato digestorio (FUJIMOTO et al., 2019).

Em relacdo a metacercaria do trematodeo digenético, Clinostomum sp., esse pertence
a familia Cliinostomidae. Esses parasitas podem ser encontrados em varias espécies de peixes
e os individuos adultos encontram-se na boca e no esdfago de aves piscivoras. A presenca da
metacercaria nos peixes ¢ conhecida como Doenga da Mancha Amarela, pois os parasitas se
apresentam como cistos na pele, nadadeiras e branquias dos peixes. Essa doenca ndo costuma
causar prejuizos aos animais, mas causa prejuizos comerciais, pois a aparéncia que deixam
dificulta a venda dos exemplares (THATCHER, 1981).

Os figados extraidos estavam normocorados, considerando-se que os animais eram
alimentados exclusivamente de racdo comercial. As vesiculas biliares estavam aumentadas,
repletas e com coloracao verde (Fig. 04). O baco de 22 peixes (84,61%) necropsiados estava
muito escuro, aumentados € com bordas arredondadas.

(Fonte: autora, 2019)
Figura 4: Fotografia das visceras e branquias.

Obs.: Vesicula biliar aumentada e repleta (seta branca) e curvatura da coluna - cifose (seta amarela), comuns em
poecilideos com Micobacteriose.

As doencas bacterianas s3o comuns em peixes ornamentais e, frequentemente, sao
associadas a bactérias ubiquas. Os sinais clinicos podem incluir lesdes ulcerativas e
hemorragicas na pele, opacidade da cornea, infeccdes sistémicas, edema, hidropsia e
septicemia. Nos peixes, esse tipo de infeccdo envolve varios fatores, incluindo ambiente,
suscetibilidade da espécie, estado imunolégico do animal, viruléncia do patégeno, entre outros.
A maioria das infecgdes € causada por bactérias, que fazem parte da microbiota natural do peixe
ou da dgua, mas que, em condic¢des de desequilibrio, sdo oportunistas (CARDOSO et al., 2019).
A microbiota bacteriana de peixes esta diretamente relacionada a do ambiente, pois esses estao
continuamente banhados por uma suspensao aquosa de microrganismos (ONAKA, 2014).

Os resultados microbioldgicos apresentaram crescimento de Escherichia coli, Proteus
sp., Enterobacter sp., Klebisiela sp. e Citrobacter sp., que pertencem a familia
Enterobacteriaceae. Tais microrganismos destacam-se como importantes agentes patogénicos
no ecossistema aquatico e podem ser encontrados na pele, nas branquias e nos intestinos de
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peixes. Elas podem ser agentes etiologicos primarios em situa¢des de desequilibrio, na relacao
do microrganismo-peixe-ambiente (HUBER et al., 2004). Além disto, foram igualmente
identificadas Pseudomonas sp. e Alcaligenes sp., que sdo bactérias comumente encontradas na
superficie corporal e nas branquias de peixes (ONAKA, 2014). Suas manifestacdes patogénicas
também estao relacionadas a baixa imunidade. devido ao estresse ambiental, a desnutrigcao e ao
manejo. Apesar da deteccdo dessas bactérias, os peixes ndo apresentaram sinais clinicos que
indicassem enfermidade por esses agentes. Micobactérias nao foram detectadas e o resultado,
nesse caso, foi inconclusivo.

As analises histologicas apresentaram lesdes e degeneracdes em figado, rim e bago,
além de granulomas e pregranulomas, de tamanhos variados (Figs.05 e 06), identificados nas
laminas coradas com Hematoxilina-Eosina.

(Fonte: autora, 2019)
Figura 05: Fotomicrografia do corte histoldgico de rim de poecilideo com micobacteriose.

Obs.: Granulomas (G); Granulomas com centro caseoso (GC); Pré-granulomas (PG); Coloracdo Hematoxilina-
Eosina (HE). Aumento: 200x.

(Fonte: autora, 2019)

Figura 06: Fotomicrografia do corte histologico do figado de poecilideo com lesdes
granulomatosas, em varios estagios.

Obs.: Coloragdo HE. Aumento: 100x.
Pode-se observar também, em laminas coradas com Hematoxilina-Eosina, uma grande
quantidade de melanomacréfagos (Figs.07 e 08).
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(Fonte: Autora, 2019)
Figura 07: Fotomicrografia do corte histologico do rim.

Obs.: Melanomacrofagos em pregranulomas de rim de poecilideo (setas). Coloragdo HE. Aumento: 200x.

(Fonte: Autora, 2019)
Figura 08: Melanomacrofagos (coloragao marrom escuro) em granulomas renais de poecilideo.
Obs.: Coloragao HE. Aumento: 200x.

Nas laminas coradas com Ziehl-Neelsen, constatou-se a presenga de bacilos alcool—
acido resistentes em diversos 6rgaos, principalmente em figado, rim e baco (Figs.09, 10 e 11).

(Fonte: Autora, 2019)

Figura 09: Fotomicrografia de um granuloma de centro caseoso (G).

Obs.: Centro de melanomacrofagos agregado ao granuloma, contendo pontos vermelhos bacilos alcool-acido
resistentes (seta) em rim de poecilideo. Coloragdo HE. Aumento: 200x.
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(Fonte: autora, 2019)
Figura 10: Baco com grande quantidade de bacilo alcool-acidos resistentes.

Obs.: A) Bago de poecilideo (coloragdo Zichl-Neelsen), com presenga de muitos bacilos alcool-acido resistentes
(areas avermelhadas); B) Popas brancas do bago com grande quantidade pontos vermelhos (circulos com pontos
vermelhos). Aumento: 200x. Barra de escala: A = 100pum, B = 50um.

(Fonte: autora, 2019)

Figura 11: Laminas de figado de poecilideo demostrando a presenga de bactérias alcool-acido
resistentes (areas avermelhadas).

Obs.: Coloragdo Ziehl-Neelsen. Aumento: 400x. Barra de escala: A = 100um, B = 50pum.

Micobacteriose ¢ a principal doencga cronica em peixes de aquario. Praticamente, todas
as espécies de peixe, tanto de dgua doce quanto marinhos, sdo suscetiveis ao microrganismo. A
transmissdo dessa enfermidade ocorre pelo contato com o agente, libera¢ao da bactéria por meio
de tulceras infectadas, por descargas intestinais, mas a principal fonte de contaminagdo ¢ a
ingestdo de peixes doentes, inclusive de cadaveres. Estudos demonstram que as micobactérias
podem sobreviver por até dois anos no meio ambiente. Os peixes doentes apresentam sinais
clinicos de emagrecimento, crescimento deficiente, deformidades esqueléticas, podendo
aparecer lesdes cutdneas profundas ou superficiais ndo cicatrizantes, em grande parte
compativeis com os relatados nos animais do presente estudo (NOGA, 2010).

Nas analises histopatologicas de Micobacteriose, observa-se resposta inflamatoria com
macréfagos epitelidides em torno das lesdes, granulomas com centros necroticos, pré-
granulomas e a presen¢a de melanomacrofagos, com as bactérias localizadas no centro dos
focos inflamatdrios. O diagndstico da doenga baseia-se nos sinais clinicos em combinagdo com
os achados histopatoldgicos, uma vez que as lesdes sdo facilmente observadas em coloragdo de
hematoxilina e eosina. Entretanto, a confirmacao ¢ feita por meio da coloracdo para alcool-
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acido resistentes, que se correlaciona com resultados positivos para Micobacteriose, compativel
com o observado no presente trabalho. O isolamento em Lowenstein—Jensen ¢ um teste
bioquimico para identificagdo da espécie envolvida (NOGA, 2010).

No caso dos poecilideos, a leitura das laminas histologicas, em consonancia com 0s
sinais clinicos, indicou a ocorréncia de Micobacteriose. Geralmente, em aquarios
superpopulosos e aguas mais quentes, a frequéncia de sinais e progresso da doenga aumentam.
Apresenta evolucao cronica e sistémica, com formagao de granulomas, tanto no epitélio quanto
nos 0rgdos internos, como observado principalmente nos rins dos poecilideos.

Os tratamentos para Micobacteriose, hoje conhecidos, tém eficiéncia duvidosa e alto
custo. Nao ha estudos suficientes e relevantes a esse respeito, para se desenvolver um protocolo
de tratamento, devido ao alto custo dos medicamentos eficazes contra micobatérias e ndo
toxicos para os peixes. A maioria dos tratamentos sdo tentativas de criadores leigos, alguns
relatam sucesso, mas nao ha nimero amostral de sucesso suficiente para se considerar o
tratamento eficiente. Além disso, esses patdogenos sao capazes de acometer eventualmente o ser
humano, possuindo importancia como zoonose (ONAKA, 2014). Diante da importancia da
Micobacteriose como causa mortis de poecilideos e de outras espécies de peixes e seu potencial
zoonotico, novas investigacdes acerca dessa enfermidade devem ser realizadas, no sentido de
mitigar as causas de infec¢ao dos animais e descobrir tratamentos eficazes.

CONCLUSOES

Todos os exemplares apresentaram sinais histopatologicos de infeccdo por
micobactéria, como granulomas, pregranulomas, centros melanomacrofagos e células gigantes
mononucleadas. Diante das analises realizadas, considerou-se a Micobacteriose como principal
suspeita de causa mortis de poecilideos de estabelecimentos comerciais em Brasilia, Distrito
Federal.
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