MANUAL DE COLETA

AMOSTRAS PARA ANALISE DE BIOMARCADORES E
PARASITOS MONOGENOIDES DE PEIXES EM PISCICULTURAS

CLIDILENE NOGUEIRA DE ALENCAR MIRANDA

DEBORA MARTINS SILVA SANTOS




CLIDILENE NOGUEIRA DE ALENCAR MIRANDA
DEBORA MARTINS SILVA SANTOS

MANUAL DE COLETA DE AMOSTRAS PARA
ANALISE DE BIOMARCADORES E PARASITOS
MONOGENOIDES DE PEIXES EM PISCICULTURAS

Sao Luis
2025



ELABORACAO

Clidilene Nogueira de Alencar Miranda
M¢édica Veterinaria

Doutoranda em Defesa Sanitaria Animal — UEMA
Fiscal Estadual Agropecuario — AGED-MA

Prof®. Dr* Débora Martins Silva Santos
Universidade Estadual do Maranhao - UEMA

REVISAO

Dr? Tania Maria Duarte Silva

M.Sc. itallo Cristian da Silva de Oliveira
Verdson Frazao Ferreira

DIAGRAMACAO
Bruna Lages Veloso

EDITOR RESPONSAVEL
Jeanne Ferreira de Sousa da Silva

CONSELHO EDITORIAL
Alan Kardec Gomes Pachéco Filho
Ana Lucia Abreu Silva

Ana Lucia Cunha Duarte

Cynthia Carvalho Martins
Eduardo Aurélio Barros Aguiar
Emanoel Cesar Pires de Assis
Denise Maia Pereira

Fabiola Hesketh de Oliveira
Helciane de Fatima Abreu Aratjo
Helidacy Maria Muniz Corréa
Jackson Ronie Sa da Silva

José Roberto Pereira de Sousa
José Sampaio de Mattos Jr

Luiz Carlos Aratjo dos Santos
Marcos Aurélio Saquet

Maria Medianeira de Souza
Maria Claudene Barros

Rosa Elizabeth Acevedo Marin
Wilma Peres Costa

PPGPDSA

‘\\,>1\BL AL 00‘
Sy — U
. % em q
5 . © PROGRAMA DE PG S-Gﬂﬂﬂuﬂqiﬂ PROFISSSIONAL

UNIVERSIDADE ESTADUAL
DO MARANHAO

DEFESA SANITARIA ANIMAL

&

LABIOAQUA

Laboratério de Biologia e Ambiente Aquatico







Miranda, Clidilene Nogueira de Alencar

Manual de Coleta de amostras para andlise de biomarcadores e parasitos
monogenoides de peixes em pisculturas. / Clidilene Nogueira de Alencar
Miranda, Débora Martins Silva Santos, - Sdo Luis, 2025,

a5t

ISBN: 978-85-8227-569-6

|.Manual 2. Biomarcadores 3. Parasitos monogenoides. I. Santos,
Débora Martins Silva
I1. Titulo
CDU: 639,3.090035)

Elaborado por Cassia Diniz - CRB 13/910




SIGLAS E DEFINICOES

PNSAA - Programa Nacional de Sanidade de Animais Aquaticos de Cultivo

MPA - Ministério da Pesca e Aquicultura

MAPA - Ministério da Agricultura e Pecuaria

SVO - Servigo Veterinario Oficial

AGED — Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria do Maranhao

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

ULSAYV - Unidade Local de Sanidade Animal e Vegetal

Amostra Oficial - Amostra coletada por servidor publico do SVO, em exercicio do Orgdo de
Defesa Agropecuaria.

Coleta Oficial - Procedimento de recolhimento de material ou substincia para anélise,
executado por servidor publico do SVO.

Sistema de Defesa Sanitaria Animal - conjunto de agdes, politicas, normas e procedimentos

implementados para proteger e promover a satide dos animais.
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CONTEXTUALIZACAO

O Programa Nacional de Sanidade de Animais Aquaticos de Cultivo (PNSAA) foi
instituido pela Instru¢do Normativa n°® 4, de 04 de fevereiro de 2015, do extinto Ministério da
Pesca e Aquicultura (MPA) e atualizado pela IN n° 4, de 28 de fevereiro de 2019 do
Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) e tem como finalidade assegurar a prevengao, o
controle e a erradicagdo de doengas nos sistemas de producdo de animais aquaticos (Brasil,
2015).

As agdes do PNSAA sao executadas pelo Servico Veterinario Oficial (SVO) dos
estados da federagdo e envolvem dentre outras atribuigdes, a implementacdo de medidas
preventivas de problemas sanitirios nas pisciculturas, que envolvem diretamente a
manuten¢do da qualidade da 4gua (ambiente hidrico). Nesse contexto, a pesquisa de
biomarcadores e ectoparasitos monogenoides em peixes configura-se como uma metodologia
eficaz para avaliacdo da saude dos peixes e da qualidade ambiental.

A andlise de amostras de tecidos de 6rgdos como branquias, figado e rins, aliada a
investigacdo de monogenoides, permite identificar alteracdes patoldgicas associadas a
estressores diversos, incluindo infec¢des parasitarias e poluentes quimicos. Essas abordagens
ndo apenas ajudam no diagnostico de problemas vinculados a sanidade, mas também
informam as praticas de manejo para melhorar o bem-estar dos peixes e a produtividade da
piscicultura.

A inclusdo dessas analises nas agdes de vigilancia agropecudria permite a deteccio

precoce de ocorréncias sanitarias, viabilizando a ado¢do de medidas corretivas e a redugdo de

morbidade e mortalidade nos cultivos.




1. INTRODUCAO

Biomarcadores sdo respostas biologicas mensuraveis que indicam exposi¢ao a agentes
estressores, podendo representar adaptagdes ou alteracdes funcionais significativas. Segundo
Decaprio (1997), esses marcadores podem refletir desde respostas adaptativas até
perturbagdes fisiologicas severas. Van der Oost et al. (2003) definem biomarcadores como
alteracdes bioquimicas, celulares, fisiologicas ou comportamentais observaveis em tecidos ou
fluidos corporais, que indicam a presenca de poluentes quimicos.

Ectoparasitos monogenoides também atuam como bioindicadores sensiveis das
condi¢des ambientais nas pisciculturas, estando associados a praticas inadequadas de manejo,
como alta densidade de estocagem e baixa qualidade da 4dgua. Surtos desses parasitos podem
comprometer a produgdo e representar risco a seguranca dos alimentos.

A adequada coleta e conservacao de amostras biologicas ¢ essencial para garantir
resultados laboratoriais confidveis. Procedimentos incorretos podem inviabilizar as andlises,
gerar prejuizos aos piscicultores e desperdicar recursos publicos aplicados nas a¢des do SVO.

Este manual tem por objetivo orientar equipes técnicas dos Orgdos de Defesa
Agropecuaria e demais profissionais sobre os procedimentos de coleta de sangue e 6érgaos de
peixes (branquias, figado e rins) destinados a andlises laboratoriais. A iniciativa integra o
monitoramento sanitario e ambiental das pisciculturas de cultivo.

O conteudo estd organizado de forma a abranger os materiais € equipamentos
indispensaveis a realizagdo das coletas, incluindo aqueles necessarios antes, durante e apos o
procedimento, bem como os métodos de eutanasia recomendados. Em seguida, sdo descritos
os procedimentos técnicos relativos a coleta, ao acondicionamento e ao envio das amostras,
considerando as especificidades de cada tipo de analise. Por fim, apresenta-se um modelo de
formulario padronizado, destinado ao registro e a rastreabilidade das amostras, desde a

propriedade de origem até o laboratdrio de referéncia.
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2. ORGANIZACAO DO MATERIAL DE COLETA

A equipe técnica responsavel pela coleta deve reunir e organizar, com antecedéncia,
todos os materiais necessarios para a realizacdo do procedimento, incluindo equipamentos de
protecao individual (EPIs), materiais para coleta, preparo, acondicionamento, identificagdo
das amostras e formularios de encaminhamento.

Considerando que a piscicultura ¢ uma atividade dindmica e ciclica, recomenda-se
uma visita prévia a propriedade para reconhecimento da 4rea e levantamento de informagdes
relevantes, como: historico recente de enfermidades ou alteragdes comportamentais dos
peixes, numero de tanques ou viveiros em operacgdo, espécies cultivadas, disponibilidade de
equipamentos (redes de pesca, pugds) e materiais (caixas térmicas, baldes), bem como a
defini¢do do local onde ocorrerdo os procedimentos.

E igualmente importante esclarecer ao produtor ou responsavel os objetivos da coleta
e os beneficios do biomonitoramento sanitario e ambiental realizado pelo Orgio de Defesa
Agropecudria, enquanto estratégia de vigilancia epidemiologica ativa voltada a promogdo da

sanidade aquicola.

2.1 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS PARA COLETA E REMESSA DE AMOSTRAS

2.1.1 Equipamentos de prote¢iao individual (EPIs)

Os equipamentos de protecdo individual sdo dispositivos, instrumentos ou vestimentas
destinados a eliminar ou minimizar riscos a saide e a seguranga do usudrio durante a
execuc¢do de determinada atividade.

No contexto da coleta de amostras oficiais, os EPIs tém a dupla fungao de proteger o
profissional responsavel pela coleta e de evitar contaminagdes ou alteragdes nas
caracteristicas fisicas, quimicas ou microbioldgicas das amostras.

A seguir, estdo listados alguns EPIs indispensaveis para a coleta de material biologico
(Figura 1) proveniente de peixes:

e Luvas de procedimentos descartaveis — Devem permitir o isolamento entre as maos
do responsavel pela coleta e a amostra biologica;

e Luvas de borracha — Impermeaveis, que facilitam a manipulagdo dos peixes;

e Botas de borracha — Devem ser impermeéaveis e de facil higienizagao;

e Avental — Confeccionado com material resistente a d4gua e demais liquidos;

=
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e Jaleco ou macacio — Deve proteger o vestudrio do técnico responsavel pela coleta; /
e Maiscara descartavel e 6culos de protecido — Devem evitar o contato acidental de
material bioldgico, fixadores ou outras substancias quimicas com olhos e boca;
® C(Colete salva-vidas — Destinado a prevengdo de afogamentos em situagdoes em que a
equipe necessite utilizar embarcagdes durante os procedimentos nos tanques ou

viveiros das pisciculturas.

Figura 1 — Tipos de EPIs: A) Jaleco descartavel e avental impermeavel; B) Botas e luvas de
borracha; C) Oculos, mascara de protegdo e luvas nitrilicas descartaveis.

Fonte: A autora (2024).



2.1.2 Equipamentos para captura e transporte dos peixes

Os peixes devem ser capturados e contidos com o uso de equipamentos que permitam
sua apreensdao com o minimo possivel de estresse, como redes de arrasto (Figura 2), tarrafas
ou pucas (Figura 3), adequados ao porte dos animais e, preferencialmente, pertencentes ao
proprio estabelecimento aquicola.

Como sugestio de tamanhos:

e Para alevinos e juvenis - pug¢a ou passagud de pesca pequeno (medidas: 1 m de

comprimento minimo, aro de 40 x 50 cm e malha de 12 mm).

e Para peixes adultos - puca ou passagua de pesca grande (medidas: 1,50 m de

comprimento minimo, aro de 40 x 50 cm e malha de 35mm).

Figura 2 — Rede de arrasto para captura de peixes de maior tamanho.

Fonte: A autora (2024).
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Figura 3 — Puca para coleta de peixes menores.

Q

Fonte: A autora (2024).

Para o transporte dos peixes dos tanques ou viveiros até o local da propriedade
definido como ponto de coleta, os animais devem ser mantidos vivos em recipientes (Figura
4) contendo 4gua com temperatura e niveis de oxigénio compativeis com o ambiente de

origem.
Podem ser utilizados os seguintes utensilios:
e Recipientes plasticos (caixas, baldes);

e (aixas d’agua, com capacidade de 500L;

e Tanques com sistema de aeragdo portatil, no caso das pisciculturas mais tecnificadas.
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Figura 4 — Caixa d’4gua para a manutenc¢do dos peixes vivos até a realizagdo das coletas. | /

Fonte: A autora (2024).

Para facilitar a manipulacdo dos peixes e garantir melhor aderéncia, recomenda-se o

uso de luvas de borracha impermeaveis (Figura 5).

Figura 5 — Contengao de tilapia (Oreochromis niloticus) com uso de luvas de borracha.

Fonte: A autora (2024).



2.1.3 Material para coleta de sangue para analise de micronicleo e alteracdes nucleares

Para a coleta de sangue destinada a analise de micronucleos e alteragcdes nucleares em

peixes, recomenda-se a utilizacdo dos seguintes materiais:

Seringas hipodérmicas (3 mL) e agulhas (22G X 1) — para a pungdo caudal (Figura
6A);

EDTA (1 frasco) — anticoagulante utilizado para conservacdo das amostras
sanguineas;

Porta laminas — com capacidade para até 160 laminas (Figura 6B);

Laminas de vidro para microscopia — para confeccdo dos esfregagos sanguineos
(Figura 6C);

Panos — utilizados para vedagdo ocular e melhoria da contengdo dos peixes durante o
procedimento (Figura 7);

Tabua de apoio — confeccionada em material de facil higienizacdo, para
posicionamento do peixe durante a coleta;

Formulario de coleta — para registro e encaminhamento da amostra ao laboratoério;
Lapis dermatografico ou equivalente — para identificagdo das laminas de microscopia;
Recipientes para descarte de materiais perfurocortantes;

Materiais para higienizagao de material cirirgico (detergente; esponja abrasiva).

Figura 6 — A) Material para coleta de sangue (seringas e agulhas); B) Porta laminas; C) Laminas de
vidro para microscopia.

Fonte: A autora (2024).
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Figura 7 — Utensilios para posicionamento (tabua de corte) e conteng@o do peixe (pano umedecido

sobre a cabecga) para a coleta de sangue.

Fonte: A autora (2024).

2.1.4 Material para coleta de 6rgaos-alvo (branquias, figado e rim)

2.1.4.1 Para analise histologica

Para a coleta de orgdos destinados a andlise histologica, recomenda-se o uso dos

seguintes materiais:

Tesouras cirtrgicas do tipo romba/fina - 3 unidades (Figura 8A);

Pingas anatomicas e do tipo dente de rato — 3 unidades, utilizadas para disseccao
(Figura 8B);

Cabos de bisturi (3 unidades) e laminas estéreis descartaveis — em quantidade
suficiente (Figura 8C);

Panos — utilizados para contencdo dos peixes durante o procedimento (Figura 9);
Tabua de apoio — confeccionada em material de facil higienizacdo, para
posicionamento do peixe durante a coleta (Figura 9);

Frascos de vidro ou plastico com tampa vedante — para conservacao e fixacao dos

orgdos (Figura 10);

13
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e Solu¢do de formol a 10% — volume minimo de 2 litros (Figura 10);
e Etiquetas impermeaveis e caneta marcadora — para identificagdo segura das amostras;
e Formulario de coleta — para registro das informacdes da amostra e encaminhamento

ao laboratorio.

Figura 8 — Materiais de uso cirtrgico (tesouras e pingas) para remogao de fragmentos de
orgaos de peixes.

Fonte: A autora (2024).

Figura 9 — Tabua para posicionamento do peixe e instrumentos para coleta de amostras e conteng@o
(pano).

Fonte: A autora (2024).
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Figura 10 — Frascos coletores para conservacao das amostras (6rgaos), com substancia fixadora
(formol a 10%).

Fonte: A autora (2024).

2.1.4.2 Para pesquisa de parasitos monogenoides em branquias

e [aminas para bisturi estéreis (varias);

e (abo para bisturi (03 unidades);

e Tesouras cirurgicas (03 unidades);

e Pingas (03 unidades) — do tipo anatomica e dente de rato para dissecgao;

e Tabuas ou bandejas higienizadas (02 unidades) (Figura 11A);

e Frascos de vidro ou plastico para conservacao e fixagdo dos oOrgdos, com tampa
vedante;

e Etiquetas impermeaveis ¢ caneta marcadora;

e TermOmetro;

e Garrafa térmica (para manutencao da dgua aquecida);

e Aquecedor elétrico portatil (para aquecimento da agua);

e Alcool etilico absoluto 99,5% ou formol a 10% (02 L)' (Figura 11B).

I'A escolha da substancia fixadora depende da finalidade da analise. Para estudo morfologico, genético,
e molecular, as literaturas recomendam o uso do alcool etilico para a preservagdo do DNA do parasito, e para as
analises morfologicas (taxonomia), recomenda-se o uso do formol a 10%.

15
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Figura 11 — A) Utensilios para coleta de amostras em peixes; B) Recipientes para acondicionar as
amostras de branquias e substancia fixadora (alcool etilico).

Fonte: A autora (2024).
2.2 PONTO DE COLETA NA PROPRIEDADE
Para facilitar a execucao dos procedimentos, recomenda-se, se possivel, que seja
selecionado um local na propriedade com sombra, mesa e cadeiras para organizagdo dos

equipamentos e materiais que serdo utilizados pela equipe técnica responsavel pela coleta

(Figura 12AB).

Figura 12 — Procedimento de organizacdo dos materiais de coleta em diferentes pisciculturas.

Fonte: A autora (2024).
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3 PROCEDIMENTOS DE EUTANASIA DOS PEIXES

Para a realizagdo da coleta de oOrgdos, os peixes devem ser insensibilizados e
eutanasiados. Os métodos de eutandsia em estudos de biomarcadores devem garantir a
integridade das amostras ¢ minimizar o estresse ¢ a dor dos animais. A escolha do método
depende do tamanho da espécie, do objetivo do estudo, das normas éticas e das condigdes
disponiveis no momento da coleta do material. Seguem abaixo, algumas recomendacdes de

métodos e materiais utilizados para a eutandsia de peixes:

3.1 METODOS QUIMICOS: ANESTESICOS

Os anestésicos sao métodos recomendados de eutandsia em estudos de biomarcadores
histologicos, por causarem a perda répida de consciéncia, com minimo estresse, preservando
a integridade celular. A eutanasia ¢ obtida por imersdo dos peixes em solugdo anestésica em
caixas plasticas ou local proprio para essa finalidade na propriedade” (Brasil, 2018). Deve-se
observar a dosagem indicada pelo fabricante e, quando necessario, a dilui¢do dos anestésicos,

como o eugenol. Exemplos de substancias que podem ser utilizadas incluem:

e Benzocaina
- Dose recomendada: 40 a 100 mg/L.
- Vantagens: Barato e eficiente.

- Cuidados: Necessario preparo da solugao e controle do tempo de exposigao.
e Eugenol (0leo de cravo)

- Dose recomendada: 20-53 mg/L?
- Deve ser previamente diluido em 4lcool etilico a 95% (proporc¢ao de 1:20)
- Vantagens: Alternativa natural e de facil aquisi¢ao.

- Cuidados: Concentracdes inadequadas podem causar estresse celular.

Apoés o peixe atingir o estagio anestésico profundo, deve ser aplicada uma sobredose
letal para eutandsia completa. Este método ¢ recomendado pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacio Animal (CONCEA) e indicado para preservacao histologica

adequada das amostras.

2 Resolugdo Normativa CONCEA n° 37, de 15 de fevereiro de 2018.
® Boijink et al. (2017); Cavali et al. (2020).
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Em peixes, nos casos de incompatibilidade experimental, impossibilidade de uso de
métodos que possam interferir nos resultados da pesquisa e quando o uso de anestésicos ndo
for possivel, o método fisico deve assegurar rapida perda de consciéncia e,

consequentemente, o obito.

3.2 METODOS FiSICOS

Os métodos fisicos sdo aceitos com restricdes pelo CONCEA, sendo utilizados em
situacdes especificas, especialmente para peixes de médio e maior porte, ou quando ndo ha
disponibilidade de anestésicos. Devem ser realizados por técnicos experientes para evitar

sofrimento dos animais. Exemplos de materiais utilizados em alguns métodos fisicos:

Para a concussao cerebral (percussio):

Bastdes ou martelos de borracha - instrumentos contundentes para aplicacdo de golpe
rapido e preciso na regido craniana, sdo indicados para peixes de médio a grande porte
(Figura 13).

Figura 13 — Martelo de borracha para concussdo cerebral em peixes.

Fonte: A autora (2024).

Para a decapitacao:
e Facas;

e Tesouras (Figura 14).

18
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A decapitacdo ¢ indicada para peixes pequenos e médios. Tem a vantagem de preservar
tecidos para andlises histologicas, desde que as amostras sejam imersas em substancias
fixadoras logo ap6s o procedimento.

Figura 14 — Tesoura multiuso de cozinha para decapitagdo de peixes menores.

Fonte: A autora (2024).

Para a sec¢do da medula espinhal:

Instrumentos pontiagudos: facas, tesouras, bisturis (Figura 15).

Esse procedimento pode ser utilizado como complementar a outros métodos de
eutanasia como a concussdo, decapitacdo ou choque térmico (imersdo em gelo) para evitar

qualquer possibilidade de consciéncia residual e, assim assegurar a morte do peixe.

Figura 15 — Sec¢ao da medula espinhal em tilapia (Oreochromis niloticus) com uso de
bisturi.

Fonte: A autora (2024).
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Para o choque térmico (imersao em gelo):

e Recipientes adequados (caixas térmicas) com volume proporcional a quantidade e
tamanho dos peixes, abastecidos com gelo e agua (0-4°C);
e Termdmetro para controle de temperatura.

Para a obten¢do do choque térmico, recomenda-se a imersdo dos peixes em agua com
gelo (Figura 16), mantendo a temperatura entre 0 ¢ 4°C por 10 a 20 minutos. Esse método ¢
indicado exclusivamente para espécies de peixes estenotérmicos tropicais e subtropicais de
pequeno porte, resultando na perda de consciéncia e morte por hipotermia. As principais
vantagens dessa técnica sdo sua simplicidade, baixo custo e rapidez relativa, especialmente
para espécies tropicais mais sensiveis ao choque térmico. No entanto, a agua utilizada na
mistura com o gelo deve estar limpa, e a temperatura precisa ser rigorosamente controlada

para evitar sofrimento aos peixes.

Figura 16 — A) Método fisico (imersdo em agua e gelo) para insensibilizagdo e eutanasia de peixes;
B) Tambaquis (Colossoma macropomum) eutanasiados por imersao em agua e gelo.

Fonte: A autora (2024).

4 PROCEDIMENTOS DE COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

4.1 COLETA DE SANGUE PARA PESQUISA DE MICRONUCLEOS E ALTERACOES
NUCLEARES ERITROCITICAS

A coleta de sangue deve ser realizada em animais vivos por meio de pungao caudal

(Figura 17), utilizando uma seringa com agulha previamente umedecida com EDTA a 10%
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(anticoagulante). Este procedimento minimiza a coagulacdo do sangue e assegura a qualidade
da amostra para analise. Recomenda-se coletar cerca de 0,5 mL de sangue de cada peixe. Para
a confeccdo dos esfregacos sanguineos, utiliza-se uma gota de sangue de cada exemplar, que

serd aplicada em triplicata. As etapas do procedimento sdo as seguintes:

e Posicionar a primeira lamina com a gota de sangue sobre uma superficie fixa;

e Com a outra mao, segurar uma segunda lamina (para espalhamento) em um angulo de
aproximadamente 45 graus (Figura 18A);

e Tocar a segunda lamina na gota de sangue para que ela se espalhe ao longo de sua
borda.

e Em um movimento rapido e uniforme, deslizar a lamina de espalhamento para frente
ao longo da superficie da 1amina com a gota (Figura 18B), criando uma camada fina
de sangue (Figura 18C);

e Qutras recomendacodes: o esfregaco deve ter uma extremidade fina (com um "bico de
pena") para melhor avaliagao das células; deve-se evitar pressionar demais a lamina
de espalhamento para ndo esmagar as células e certificar-se de que o sangue estd
espalhado de forma uniforme e sem bolhas;

e (Caso ndo seja possivel realizar os esfregacos no local da coleta, o sangue pode ser
armazenado em tubos heparinizados e encaminhado ao laboratorio para a execucgao do

procedimento.

Figura 17 — Procedimento de coleta de sangue por pungdo caudal em tambaqui
(Colossoma macropomum,).

Fonte: A autora (2024).
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Figura 18 — Etapas de preparo de esfregaco sanguineo apos a coleta de sangue. A) e B)

Posicionamento das laminas em angulacao de 45°; C) Camada fina de sangue, apds deslizamento da

lamina de espalhamento.

A

B C

& £

movimento movimento

Fonte: Adaptado de VLab, (2014).

4.2 COLETA DE PARASITOS MONOGENOIDES NAS BRANQUIAS

Ap6s realizada a eutandsia dos peixes para a pesquisa de parasitos monogenoides nas

branquias devem ser realizados os seguintes procedimentos:

1)

2)

3)

4)

Levantar a estrutura que recobre as branquias, chamada de opérculo, para expo-las e
retira-las com cuidado (Figura 19A);

Em seguida, separar cada parte das branquias, chamada de arco branquial (Figura
19B);

Colocar toda a branquia que foi separada em um recipiente coletor (frasco ou vidro de
boca larga) e banha-la com dgua aquecida a 60°C (Figura 19C), agitar o frasco com
movimentos leves e, ap6és 30 minutos, completar com o alcool etilico absoluto a
99,5% (Figura 19D);

Identificar os frascos com etiquetas impermeaveis, contendo o codigo de identificacao

do peixe, o local e a data da coleta, além do tipo de tecido.
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Figura 19 — A) Retirada do opérculo para a remocao da branquia; B) Branquia removida; C)
Separagdo da branquia em frasco coletor com agua aquecida; D) Imersdo da branquia em substancia
fixadora (alcool etilico).

Fonte: A autora (2024).

4.3 PARA PESQUISA DE BIOMARCADORES HISTOLOGICOS

Apos a eutanasia, deve-se proceder a coleta de branquias, figado e rim (6rgaos-alvo de
predilecdo) que deverdo ser acondicionados em frascos identificados, contendo formol a

10%, e encaminhados ao laboratorio para andlise histologica.

4.3.1 Branquias

1) Levantar a estrutura que recobre as branquias, chamada de opérculo, para expo-las e
retira-las com cuidado (Figura 20A);
2) Em seguida, separar cada parte das branquias, chamada de arco branquial (Figura

20B);
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3) Colocar toda a branquia que foi separada em um recipiente coletor (frasco ou vidro de
boca larga) (Figura 20C) e completar com o formol a 10% (Figura 20D);
4) Identificar os frascos com etiquetas impermeaveis, contendo o codigo de identificagao

do peixe, o local e a data da coleta, além do tipo de tecido.

Figura 20 — A) Retirada do opérculo para a remocao da branquia. B) Branquia removida. C)
Separacao da branquia em frasco coletor. D) Imersao das branquias em substancia fixadora
(formol a 10%).

Fonte: A autora (2024).
4.3.2 Figado

1) Posicionar o peixe em decubito lateral sobre a bandeja de dissecagdo ou da tabua de
corte;
2) Com o uso de tesoura ou bisturi, acessar a cavidade abdominal. Fazer uma incisao na

linha ventral (do anus até o inicio da cavidade opercular), evitando cortes profundos que
possam danificar 6rgdos internos, como o tubo digestivo (Figura 21A);
3) Localizar o figado (Figura 21B), que se encontra proximo ao tubo digestivo,

geralmente de coloragdo avermelhada a marrom, de consisténcia macia;
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4) Retirar um fragmento do figado usando bisturi ou tesoura estéril e adicionar o
fragmento ao frasco (Figura 21C) contendo volume de solugdo fixadora (formol a 10%)
(Figura 21D);

5) Identificar os frascos com etiquetas impermeaveis, contendo o codigo de identificagao

do peixe, o local e a data da coleta, além do tipo de tecido.

Figura 21 — A) Abertura da cavidade abdominal; B) Exposicao das visceras para localizagio e
extracao do figado; C) Separacao de fragmentos do figado; D) Frascos coletores com substancia
fixadora (formol a 10%).

Fonte: A autora (2024).

4.3.3 Rim

1) Posicionar o peixe em decubito lateral sobre a bandeja de dissecagdo ou da tabua de
corte;

2) Com o uso do bisturi, acessar a cavidade abdominal. Fazer uma incisdo na linha

ventral (do anus até o inicio da cavidade opercular), evitando cortes profundos que possam

danificar 6rgdos internos, como o tubo digestivo (Figura 22A);
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3) Localizar o o6rgdo, que se apresenta como duas massas com coloracdo marrom
avermelhada a cinza, paralelas e dispostas longitudinalmente, ventral & coluna vertebral

(Figura 22B);

4) Usar pinga anatdmica para expor cuidadosamente o rim, evitando danos ao 6rgao;
5) Remover um fragmento do 6rgao (Figura 22C);
6) Adicionar o fragmento ao frasco (recipiente coletor) contendo volume de solugdo

fixadora (formol a 10%). O 6rgdo deve ficar imerso na solugdo (Figura 22D);
7) Identificar os frascos com etiquetas impermeaveis, contendo o codigo de identificacao

do peixe, o local e a data da coleta, além do tipo de tecido.

Figura 22 — A) Abertura da cavidade abdominal; B) Exposicdo das visceras para localizagio e
extragdo dos rins; C) Separacao de fragmentos dos rins; D) Frascos coletores com substancia fixadora
(formol a 10%).

Fonte: A autora (2024).

5 REMESSA DE MATERIAL BIOLOGICO

Para assegurar a integridade das amostras durante o transporte, recomenda-se:
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1) Verificar a vedacdo dos frascos: certificar-se de que todos os frascos estejam
devidamente fechados para evitar vazamentos;

2) Utilizar embalagem secundéria impermeavel: colocar os frascos em uma embalagem
secundaria a prova de vazamentos;

3) Empregar caixa térmica protegida da luz: transportar as amostras em uma caixa

térmica que as proteja da luz direta.

5.1 MATERIAL PARA ANALISE HISTOLOGICA

Para garantir a preservagao ideal de amostras histologicas, recomenda-se:

1) Acondicionamento: As amostras devem ser mantidas em solucdo fixadora por um
periodo entre 24 e 72 horas, dependendo do tamanho da amostra. Periodos de fixagdo
inferiores a 6 horas podem resultar em fixagao inadequada, comprometendo a integridade do
tecido. Por outro lado, tempos de fixagdo superiores a 72 horas podem levar ao
endurecimento excessivo do tecido, tornando-o friavel e dificultando o processamento
subsequente.

2) Transporte: As amostras podem ser armazenadas e transportadas em temperatura
ambiente. No entanto, ¢ fundamental que o ambiente de armazenamento seja fresco, seco e

protegido da luz direta, para preservar a integridade das amostras e evitar degradacao.

5.2 MATERIAL PARA PESQUISA DE PARASITOS MONOGENOIDES*

Para o transporte de amostras de branquias de peixes visando a pesquisa de parasitos,
como monogenoides, recomenda-se o seguinte procedimento:
1) Acondicionamento: Apos a coleta, as branquias devem ser fixadas em alcool etilico a

99,5% para preservar a integridade dos parasitos.

* Adaptado de:

JERONIMO, G. T.; MARTINS, M. L.; ISHIKAWA M. M.; VENTURA A.S.; TAVARES-DIAS, M. Métodos
para coleta de parasitos de peixes. Circular Técnica. Embrapa. Macapa 2011; 39: 1-6.

JERONIMO, G. T.et al. Manual para coleta de parasitos em peixes de cultivo. Brasilia, DF: Embrapa, 2012.
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2) Transporte: As amostras fixadas podem ser transportadas a temperatura ambiente,
desde que protegidas da luz direta, a fim de preservar a integridade dos tecidos e parasitos.

3) Tempo de transporte: As amostras devem ser enviadas ao laboratério o mais
rapidamente possivel, preferencialmente dentro de 24 horas apos a coleta. Se o transporte
imediato ndo for viavel, as amostras devem ser mantidas refrigeradas entre 2°C e 8°C para

retardar processos de degradagao.

53 PARA PESQUISA DE MICRONUCLEO E OUTRAS ALTERACOES
ERITROCITICAS

Para a pesquisa de micronucleos e outras alteragdes eritrociticas, recomenda-se que,
caso o esfregaco de sangue ndo seja realizado imediatamente apos a coleta, as amostras de
sangue sejam mantidas e transportadas sob refrigeracao entre 2°C e 8°C.

E importante ressaltar que o tempo entre a coleta e o processamento das amostras deve
ser minimizado. As amostras devem ser processadas, de preferéncia, dentro de 24 horas apds
a coleta. Se o processamento imediato ndo for possivel, a refrigeragdo adequada ¢ essencial
para manter a qualidade das amostras. Essa pratica preserva a integridade celular e a

viabilidade das amostras para analises posteriores.

6 DOCUMENTACAO PARA ACOMPANHAMENTO DA AMOSTRA 3

As amostras devem ser encaminhadas ao laboratdrio acompanhadas de documentagao
com dados de identificacdo do material coletado, do proprietério e da propriedade de origem.

Para padronizar as informagdes e orientar a acdo laboratorial, estd disponivel no
Anexo deste manual, um modelo de Formulério de Coleta e Envio de Amostras que podera
ser adotado pelo Orgdo de Defesa Agropecuario do Estado, a AGED/MA.

Nas coletas oficiais, o Formulério de Coleta e Envio de Amostras deve ser preenchido
e assinado pelo fiscal estadual agropecuario responsavel pelo procedimento. O

preenchimento podera ser realizado eletronicamente ou com letra legivel e sem rasura.

> MPA. Manual de Coleta e Remessa de Amostras para Diagnéstico de Enfermidades de Animais
Aquaticos na Rede Nacional de Laboratorios do Ministério da Pesca e Aquicultura — RENAQUA. 2013
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ANEXO I - Formulario de coleta e envio de amostras

-------- "Via
N° DO FORMULARIO/ANO:———————— i
FORMULARIO DE COLETA E ENVIO DE AMOSTRAS
01. Origem das Amostras
O O
Motivo dacoleta:  MMonitorarmento Eecoleta (forrmulario n®—-—————
outro:
MMunicipio: Cadigo TBGE:
Wome do responsavel (WD) (F): Georreferenciamento das UES - (GPS Caltbragio DATUM)
CFF: 0 : "] | nerte
Lanmde: 1
o L L) L )
Pr‘opr‘iedade: Loagimde: |0 | | | : I | 4] "
Endereco: . ' ,
1 [ ] none
Contato: Ll |r | | | I | ) j [] sul
ULSAV. Longitude: a | | | I | j "
Contato: ’
Assmatira do responsavel: | Data:
02. Dados das amostras
Tdentificacd Espérie Sintormas Local Tipo de Mimero do lacre Dratathora da
o {5/ 1) de origem conservacin coleta

de amostra




Cont.

Pagira 2 de2
Identi ficagdo Espécie Sintomas Local Tipo de MNumero do lacre Datarhora da
de amostra IR de origem conservacio coleta

03. Analise (s) requerida (s)

04. Responsavel pela coleta

Nearne: Telefonel/e-mail:
Orgio: Carimbo e assinabura:
Cargoimatricula:

05. Envio das amostras

Deestino das amostras:
Eesponsavel pelo envio:

IMeio de envio:
Ermpresa responsivel:

Orgio: Contato:
Contato: Cddigo de rastreamento:
Datathora de envio: Ohservages:

Carirrbo e assinatura:

06. Recebimento das amostras

EFesponsavel pelo recebimento:
Orgﬁo:
Contato:

Datathora de chegada das amostras:

Carimbo e assinatura;

Observagdes:

lgwia—Lahoratdrio

Pyia —ULEAY

Fonte: MPA (2013)
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APENDICE A - Procedimentos de campo para pesquisa de microniicleos e alteracdes

nucleares eritrociticas

Preparacgao inicial

1. Separar material: seringa, agulha, EDTA 10%, Coleta de

I&minas de vidro: sangue

1. Realizar pungdo
2. Umidificar a seringa com EDTA 10%; venosa caudal;
3. Encaixar o canhdo da agulha na seringa; 2. Aspirar 05 mL.

4. Conter e posicionar o peixe.

Preparo do esfregaco
sanguineo

Armazenamento 1. Depositar uma gota de sangue

Yt sobre a primeira |amina:
1. Identificar as |dminas P ’

(numeragdo do peixe, 2. Segurar uma segunda lamina em
propriedade); angulo de 45°;
2. Guardar as laminas em 3. Encostar a borda da segunda
recipiente apropriado lamina na gota de sangue;
(caixa para laminas). 4. Deslizar rapidamente a segunda
ldmina sobre a primeira, formando
uma camada fina de sangue.

Preenchimento do

formulario de coleta e
envio (ANEXO 1)

Envio ao laboratorio

Fonte: A autora (2024)
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APENDICE B - Procedimentos de campo para coleta de parasitos monogenoides em

branquias de peixes

- . - EIGEL
Sedacao e Exposicdo e ST S SIS
e - branquial
HNEREHER: LI remog¢ao das .
eixes branquias (recipiente
P q coletor)

1. Conservacdo a temperatura
ambiente (envio ao laboratério em
até 24 h) ou sob refrigeracdo (envio . .

apés 24 h); 1. Banho (agua a 60° C);

2. Preenchimento do formulario de 2. Fixagdo {‘3‘"‘33“' etilico
coleta e envio (ANEXO 1) a 99,5%)

Processamento da
amostra

Fonte: A autora (2024)

APENDICE C - Coleta de fragmentos de branquias, figado e rins de peixes para

pesquisa de biomarcadores histologicos

Sedacao e eutanasia dos peixes

Coleta de fragmentos de branquias, figado e rins
dos peixes

Armazenamento das amostras em frascos
coletores com Formol a 10%

Identificacdo dos frascos contendo as amostras
(espécie do peixe; 6rgao, local, data e hora),

Envio das amostras ao laboratdrio acompanhadas
do formuldrio de coleta e envio (ANEXO I} -
Conservar a temperatura ambiente.

Fonte: A autora (2024)
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APENDICE D - Check list do material para coleta

(pesquisa de biomarcadores e de parasitos monogenoides)

1. Relacdo dos materiais para atividade de campo

1.1 Sedagdo e eutandsia (quimica)

Frasco de eugenol;

Alcool etilico a 99,5%.

1.2 Sedacgao e eutanasia (fisica)

Agua tratada;
Gelo;

TermoOmetro

1.3 Micronucleo

Laminas (03 laminas por peixe) - 120 laminas;
Seringas - 40 unidades;
Agulhas hipodérmicas 0,70mm x 30mm - 22G X 1 - 40 unidades;

Porta-laminas.

1.4 Parasitos monogenoides

Frascos de vidro ou plastico com tampa vedante;

Garrafa térmica para conservagdo da agua em temperatura de 60°C;
Laminas para bisturi;

Tesouras;

Pingas;

Aquecedor elétrico portatil;

Alcool etilico a 99,5%.

1.5 Histologia

Frascos de vidro ou plastico com tampa vedante;
Cabos de bisturi (05 unidades);
Laminas para bisturi;

Tesouras;
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Pingas;

Formol a 10%.

1.6 Outros materiais

Luvas;

Mascaras;

Avental;

Oculos de protecio;
Protetor solar;

Botas;

Tabuas de corte;

Panos pequenos para contencao dos peixes;
Pranchetas;

Lapis, canetas e papel;
Etiquetas impermeaveis;
Alcool a 70%;
Detergente;

Agua sanitaria;

Esponja de lavar louga;
Sacos de lixo (50 L);

Caixas de isopor / caixa térmica
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