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Abstract

Ichthyotherapy can be defined as a treatment for dermatological diseases (such as
psoriasis) through the use of fish, namely Garra rufa (Heckel, 1843). To promote the
interaction between fish and human being, these animals are frequently deprived of
food in order to encourage their innate feeding behaviour of removing epithelial cells
from the surface layer of vertebrate’s skin. However, this may endanger animal
welfare and health. Therefore, this work aimed to define the ideal amount of food for
a specific size class of Garra rufa, in order to suppress their physiological needs,
without losing their interest in foraging death skin cells throughout an ichthyotherapy
treatment.

First the ad libitum dose was determined for a size class of
= 5.62 £ 0.05 cm; 1.30 £ 0.04 g. After obtaining this data, the fish were subjected to
an experimental trial to simulate a treatment of ichthyotherapy to try to understand
which daily food dose (25%, 50%, 75% or 100% of the daily ad libitum dose) should
be provided to the fish to maintain their interest in interaction with humans and remove
keratinized squamous cells from the epidermis. To achieve this purpose, a hygiene
protocol was established for human participants before they came into contact with
fish in an ichthyotherapy treatment.

The daily ad libitum dose corresponded to 0.27 Kcal fish! and 5% of the body mass
of fish with =~ 5.62 £ 0.05 cm / 1.30 + 0.04 g. During the trial, only 3 fish died, since
they tried to evade from the life support systems. The fish fed with the lowest doses
of feed, interacted more with the human participants in the ichthyotherapy sessions,
while those fed with the higher dose presented a more restful behaviour. Diet 1 (25%
of the ad libitum daily dose) had good results in terms of growth and zootechnical
parameters (total length, body mass, absolute and specific growth rates, daily growth
rates and body condition), comparable to those in control conditions (in which the fish
received the daily dose ad libitum and were not subjected to ichthyotherapy sessions).
Nevertheless, for long periods of time, this diet is nutritionally impoverished (the
epithelial cells of the horny layer of the skin mostly contain keratin), and could have
conseguences for fish health. Due to the fact that G. rufa fish have been shown to be
quite resilient to environmental changes (namely in exchanges between life support
systems and ichthyotherapy systems) as well as their ability to learn, it is
recommended to provide a dose between 0.14 and 0.21 Kcal fish', corresponding to
50% and 75% of the daily ad libitum dose. Although not the best performing doses in

terms of zootechnical parameters, this can be a way of finding a compromise between



the interest of G. rufa fish to interact with humans, and to provide health and welfare
to these animals in the long-term.

Keywords: doses, ad libitum, animal welfare, hygiene protocol;



Resumo

A Ictioterapia é um tratamento de doencas, do foro dermatoldgico (como a psoriase),
onde se utilizam os peixes da espécie Garra rufa (Heckel, 1843). Para promover a
interacdo com o0s seres humanos, aqueles animais sdo frequentemente sujeitos a
privacdo de alimento, de forma a incentivar o seu comportamento inato de se
alimentar através da remocao de células epiteliais da camada superficial da pele dos
vertebrados. Este procedimento podera colocar em causa o bem-estar e a saude
animal. Como tal, o presente trabalho teve por finalidade definir a quantidade ideal
de alimento para uma classe especifica de tamanho de peixes Garra rufa, que
suprima as suas necessidades fisioldgicas, sem que estes percam o interesse pelo
consumo de células epiteliais e interagdo com seres humanos, ao longo de um
tratamento de Ictioterapia.

Primeiramente foi-se determinar a dose ad libitum para uma classe de tamanho de
= 5,62 £ 0,05 cm; 1,30+ 0,04 g. Apds a obtengao desta informacgao, submeteram-se
0S peixes a um ensaio experimental visando simular um tratamento de ictioterapia,
para tentar perceber qual a dose de alimento (25%, 50%, 75 % ou 100% da dose
diaria ad libitum) se devera fornecer diariamente para que 0s animais mantenham o
interesse pela interacdo com seres humanos e remover-lhes as células escamosas
gueratinizadas da epiderme. Para tal, estabeleceu-se um protocolo de higienizacao
para os participantes humanos, antes destes entrarem em contacto com 0s peixes
num tratamento de ictioterapia.

A dose diaria ad libitum correspondeu a 0,27 Kcal peixe? e 5% da massa corporal de
peixes com =~ 5,62 + 0,05 cm / 1,30 + 0,04 g. Durante o0 ensaio, apenas morreram 3
peixes, mas sé porque tentaram a evasao dos sistemas de suporte de vida. Os peixes
alimentados com menores doses de racdo foram os que mais interagiram com 0s
participantes nas sessdes de icitioterapia, ao passo que os das doses maiores foram
0s mais reservados. A dieta 1 (25% da dose diaria ad libitum) obteve bons resultados
em termos de crescimento e parametros zootécnicos (comprimento total, massa
corporal, taxas de crescimento absoluto e especifico, indices de crescimento diario e
condicéo corporal), comparaveis aos da situacao de referéncia (em que os peixes G.
rufa receberam a dose diaria ad libitum e ndo foram sujeitos a sessbes de
ictioterapia). No entanto, se a pratica for continuada por muito tempo, a dieta é
empobrecida em termos nutricionais (as células epiteliais da camada c6rnea da pele,
contém maioritariamente queratina) provavelmente acarretara consequéncias para a
saude dos peixes. Gragcas ao facto de os peixes G. rufa terem revelado ser

organismos bastante resilientes a mudancas ambientais (nomeadamente nas trocas



entre os sistemas de suporte de vida e os sistemas de ictioterapia), bem como a sua
capacidade de aprendizagem, recomenda-se fornecer uma dose de alimento entre
as 0,14 e 0,21 Kcal peixe™, correspondentes a 50% e 75% da dose diaria ad libitum.
Apesar de ndo terem sido as doses com melhor desempenho em termos de
parametros zootécnicos, sera uma forma de encontrar um compromisso entre o
interesse dos peixes G. rufa, para interagirem com 0s seres humanos, e providenciar

saude e bem-estar a estes animais, a longo prazo.

Palavras-Chave: dose, ad libitum, bem-estar animal, protocolo de higienizagéao.
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1. Introducéao
1.1.Aquacultura Ornamental

O crescente interesse na aquariofilia tem impulsionado a industria ornamental, tendo
esta sido avaliada em 2007 em cerca de 15 bilides de ddlares
(Wittington & Chong, 2007). As espécies ornamentais definem-se por terem a
capacidade de serem mantidas em ambientes artificiais com o Unico propoésito de
entretenimento (Cunha, 2006), apresentando uma série de caracteristicas singulares
gque fazem com que se tornem mais apelativas para os apreciadores.

Os peixes ornamentais séo considerados como sendo 0s animais de estimagdo mais
populares a nivel mundial. Nos Estados Unidos, uma em cada oito pessoas tém um
peixe como animal de estimagdo, no Canada 1.2 milhdes de pessoas tém um
aquario. Dados franceses indicam que cerca de 34 milhdes de peixes sdo mantidos
por 2.1 milhdes de casas, enquanto que na Alemanha, aproximadamente, 3.7
milhdes de casas tém um peixe (Rana, 2002).

Segundo Leal et al. (2016), todos os anos, sdo comercializadas aproximadamente 30
milhdes de peixes ornamentais marinhos pertencentes a cerca de 1800 espécies
diferentes, mas apenas 72 dessas espécies sdo produzidas em cativeiro, sendo
todas as outras capturadas o meio natural. Porém, trata-se de um numero pouco
significativo, quando comparado com as espécies de agua doce, das quais mais de
90% séo produzidas em cativeiro (Green, 2003; Pomeroy et al., 2006).

De acordo com as estimativas existentes, gastam-se anualmente cerca de 350
milhdes de dblares em peixes ornamentais e/ou em aquarios, estimando-se ainda
gue os gastos em materiais associados a atividade, nomeadamente em aquarios,
plantas, acessorios, medicamentos, alimentagéo etc., sejam superiores (Kumar et al.,
2015; Madhu et al., 2016). As vendas de peixes de estimacdo incluem 65% das
receitas geradas pelos animais de companhia, com um preco individual por peixe que
varia entre 1 e 20 ddélares americanos (Noga, 2010).

A nivel global, o setor ornamental encontra-se em crescimento, constituindo uma
parcela significativa no comércio internacional das pescas e da aquacultura. Dados
da Organizacdo das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO)
demonstram que o valor do comércio internacional na exportacdo de peixes
ornamentais esta a aumentar e tem estado a crescer 14% todos os anos, desde 1985.
O relatério afirma ainda que as exportagbes internacionais destes animais
apresentam um valor aproximado de 200 milh8es de dolares, enquanto o valor total

de comércio varia de, aproximadamente, 1 e 3 bilides de dolares (FAO, 2011). Um



relatério semelhante (FAO, 2011) revelou que em 1998 o valor de importacéo de
peixes ornamentais foi avaliado em 257 milhdes de ddlares. No entanto, quando
acumulando outros fatores como salarios, vendas em retail e materiais associados a
manutencédo destes animais, a industria atinge um valor aproximado de 15 bilibes de
dolares (FAO, 2011).

A producédo de peixes ornamentais € importante, ndo s6 devido a sua significancia
recreacional e ao seu valor econdmico no mercado internacional, mas também
porque € capaz de proporcionar oportunidades no campo da empregabilidade tanto
para homens como mulheres em comunidades rurais, costeiras e urbanas, e claro
nas oportunidades de criacdo de capital para as mesmas. Esta atividade é capaz
assim de motivar o desenvolvimento em algumas destas comunidades. A maioria dos
peixes ornamentais cultivados sdo de agua doce. As espécies marinhas sao na sua
maioria capturadas na Natureza, no entanto devido a falta de sustentabilidade nesta

pratica, as oportunidades sdo cada vez maiores para a aquacultura.

1.2.A importancia da alimentagdo em peixes

Para um peixe a dieta deve ser capaz de fornecer todos os nutrientes e energia
essenciais que suprimam todas as necessidades fisiolégicas de um animal em
crescimento. As diretrizes existentes no que concerne aos requisitos nutricionais para
algumas espécies de peixes cultivados sugerem as necessidades minimas dos
mesmos de modo a promover o crescimento e prevenir sinais de malformacdes nos
animais (NRC, 2011).

A digestibilidade de uma determinada dieta € a propor¢cdo de nutrientes, que nela
contém, que séo digeridos e absorvidos pelo peixe. Dados sobre a digestibilidade e
energia digestivel disponivel nos ingredientes alimentares na dieta dos peixes séo
essenciais para a otimizagdo da formulacdo de ragBes, nomeadamente em
aquacultura (NRC, 2011).

Sendo o cultivo um procedimento que provoca stress aos animais, a sua saude é do
ponto de vista ético, e de producdo, de extrema importancia para os produtores. A
nutricdo adequada tem um papel muito relevante mantendo o crescimento normal e
salde dos organismos aquaticos. Pode ainda minimizar os efeitos de stress, diminuir
a suscetibilidade a doencas e fortalecer o sistema imunitério. Desta forma € muito
importante considerar uma dieta adequada, que previna situagbes de stress e
doencas, ainda que esta possa ser utilizada como um método primario de
administracdo de medicamentos, imuno-estimulantes e de ingredientes funcionais

para o peixe (Alhazzaa et al. 2013).



Com o aumento continuo da aquacultura é importante que se foque e acentue o bem-
estar dos animais, uma vez que este fator tem um papel determinante na resposta
ao stress, na saude e na resisténcia a doengas, resultando num desenvolvimento
sustentavel da propria industria (Ashley, 2007).

As dietas, juntamente com outros fatores, estédo diretamente relacionados com o nivel
de stress, tolerancia e saude que o animal podera apresentar, e por isso, para um
crescimento adequado, resisténcia ao stress e a doencas, é fundamental que estes
animais sejam alimentados com quantidades de dieta que sejam capazes de prover

todas a suas necessidades nutricionais (Trichet, 2010).

1.3.Alimentacéo de espécies ornamentais
O desenvolvimento industrial da cultura de peixes ornamentais de agua doce, tem
sido dificultado, devido a falta de alimento vivo sustentavel que consiga alimentar
todas as fases de producdo. Para que se garanta a viabilidade de um produto, este
deve ter a qualidade assegurada e o menor custo possivel, a fim de se obter um
rendimento favoravel, ja que este depende diretamente da quantidade e qualidade
do alimento administrado (Orvay, 1993). Uma alimentacdo variada, é altamente
aconselhavel, para suprimir todas as necessidades nutricionais destes animais. Em
aquacultura, nomeadamente na area da nutricdo, existem muitas dificuldades em
perceber quais as necessidades nutricionais das espécies que se encontram em
sistemas de producéo, este facto da-se devido a diversidade de regimes alimentares
(Catarino, 2015).
Os peixes, no geral, necessitam de entre 25 a 55% de proteina bruta (Velasco-
Santamaria & Corredor-Santamaria, 2011). No entanto estas necessidades
dependem de fatores como o tamanho dos animais e a fase de vida, sendo que as
larvas e juvenis precisam de quantidades proteicas mais elevadas do que 0s peixes
adultos, pois tém um crescimento mais acelerado em periodos de tempo mais curtos
(Elangovan & Shim, 1997).
Os lipidos sdo uma fonte de acidos gordos e energia, que levam ao bom crescimento
e sobrevivéncia dos peixes, sendo 0 segundo componente mais importante numa
racdo. Sao facilmente digeridos pelos peixes, ocupando assim um lugar preferencial
em relacéo aos hidratos de carbono como fonte de energia (Mohanta & Subramanian,
2011).
Logo apds as proteinas, os hidratos de carbono, juntamente com os lipidos, séo os
principais constituintes de uma  dieta de peixes ornamentais
(Velasco-Santamaria & Corredor-Santamaria, 2011; FAO, 2015). Nos peixes

omnivoros de 4gua quente como os Garra rufa, utilizam-se muito os hidratos de
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carbono, sendo este um constituinte fundamental para reduzir o catabolismo e para
a sintese de glicose que promove a diminui¢éo de reten¢do de proteinas e o aumento
da libertacdo de azoto para o ambiente (Catarino, 2015). Este componente também
tem a capacidade de servir como precursor de intermediarios metabdlicos cruciais ao
crescimento, aminoéacidos indispensaveis e acidos nucleicos
(Mohanta & Subramanian, 2011).

No que diz respeito a dieta dos peixes, 0S minerais sG0 o componente menos
dispendioso e 0 seu conteudo é bastante reduzido, uma vez que 0s peixes sao
capazes de absorver minerais pelas branquias ou através do epitélio intestinal,
havendo assim pouca informacdo publicada relativamente a este constituinte
(Velasco-Santamaria & Corredor-Santamaria, 2011). Os minerais essenciais para a
constituicdo de uma dieta sdo célcio, fésforo, cobre, iodo, ferro, magnésio, zinco,
selénio e manganés. Relativamente as vitaminas, normalmente utilizam-se
suplementos vitaminicos, que variam consoante a espécie, tamanho, fatores
ambientais, inter-relagées de nutrientes ou até mesmo com o estado de saude do
peixe. As vitaminas utilizadas com mais frequéncia sdo a E e a C devido as suas
capacidades antioxidantes e por serem capazes de reduzir a resposta do peixe ao
stress (Velasco-Santamaria & Corredor-Santamaria, 2011). As fibras aparecem em
guase todos os ingredientes de uma racdo, no entanto sdo um componente de dificil
digestao para os peixes. Desta forma sugere-se que esta quantidade seja reduzida
a menos de 10% dos constituintes totais (Halver & Hardy, 2002).

Quando se formula a racdo € preciso ter em consideracdo se esta tera efeitos na
gualidade da agua, pois se esta ndo estiver em condi¢des favoraveis para os animais
pode levar ao surgimento de doencas e até, eventualmente, & sua morte. A racao
pode ser assim um fator determinante para o sucesso de um sistema de recirculacao.
A agua nao deve conter qualquer tipo de toxinas e deve apresentar boa oxigenagéo
e temperatura adequada, devendo ser limpa com alguma frequéncia. A alimentacéo
excessiva também tem de ser levada em consideracdo pois os restos de alimento
vao levar a diminuicdo da qualidade da agua (Lewbart,1998; Halver & Hardy, 2002;
Trbovic™ et al., 2013; FAO, 2015).

1.4. Biologia do peixe Garra rufa (Heckel, 1843)
Os peixes Garra rufa (Heckel, 1843), também conhecidos por Peixe Médico (Ozcelik
& Akyol 2011), sdo oriundos do Médio Oriente, e definem-se por serem peixes bento-
pelagicos de agua doce (Ozcelik et al. 2000;

Grassberger & Hoch, 2006). Estes animais sdo o membro mais pequeno da familia



Cyprinidae, e sdo um dos 73 membros do género Garra (Esmaeili et al. 2009; Coad,
2010).

Segundo Coad (2010) estes animais apresentam uma cabeca sem escamas, dois
pares de barbilhos, um lateral e outro superior & boca. Na boca posicionada na parte
inferior possuem um disco adesivo bem desenvolvido, que permite ao peixe
alimentar-se e manter-se estavel em alturas de corrente forte (figura 1). O seu corpo
fusiforme exibe uma estrutura cilindrica fina e comprida ligeiramente arredondada
transversalmente ao longo da linha lateral que se estende até a cauda (Kara & Alp
2005; Coad 2010). A distribuicdo geografica natural da espécie G. rufa insere-se
subtropicalmente, sendo nativa de diversos tipos de habitats ao longo da Europa e
da Asia (Froese & Pauly 2010). Nestes habitats incluem-se rios, bacias, e drenagens
costeiras do Este do Mediterranio e do Sul do Irdo (Coad, 2010). S&o comumente
encontrados em paises como a Turquia, Siria, Iraque, Iréo, Jordania e Arabia Saudita
(Fishbase, 2014). Normalmente escondem-se por entre a vegetacdo e as pedras
(Coad, 2014). A profundidade maxima observada para esta espécie varia entre 0s 30
e 0s 50 cm, o pH entre 7 e 9, o oxigénio dissolvido varia entre 2,9 e 14,8 mg.I* e
apresentam um intervalo ideal de temperaturas entre os 15 e os 28°C (no entanto,
aguentam temperaturas extremas pois existem registos de 5,8 a 37°C) (Yalcin-
Ozdilek & Ekmekgi, 2006; Okur & Yalgin-Ozdilek, 2008;
Ozcelik & Akyol 2011). Estes animais ja mostraram persistir em ambientes
contaminados por metais pesados (Gumgum et al., 1994).

O peixe G. rufa € uma das espécies mais comuns na sua distribuicdo
(Okur & Yalgin-Ozdilek 2008) e ndo se encontra sob qualquer tipo de ameaca (Coad,
2014). Esta, no entanto, apontado como sendo localmente vulneravel na Turquia
devido a um decréscimo regional significativo resultante da interven¢cdo humana
(Fricke et al., 2007).

Figura 1: O peixe Garra rufa (adaptado Coad 2010).



1.5. Habitos alimentares de Garra rufa (Heckel, 1843)

Tratando-se de uma espécie omnivora, as preferéncias alimentares de G. rufa
incluem algas (Actinastrum sp., Chaetophora sp., Chlorococcum sp, Coelastrum sp.,
Anacystis sp., Chroococcus sp., Dactylococcopsis sp., Merismopedia sp),
fitoplancton, nomeadamente diatomaceas (Achnanthes sp., Amphora sp., Cocconeis
sp.), zooplancton e detritos. Porém, este peixe tem uma particularidade, ja que o seu
instinto natural faz com que se alimente, de forma complementar, com peles mortas
de vertebrados (Sayili et al., 2007; Jarvis, 2011). De acordo com Jarvis (2011), estes
animais podem também alimentar-se de cianobactérias, rotiferos e protozoarios. E
conhecido também por aderir as rochas, fazendo suc¢do com a boca (disco bucal
gue serve de ventosa) para se alimentar de material vegetal bentoénico.

Gracas a esta caracteristica tdo distinta, estes animais sdo muito utilizados como
medicina alternativa e para tratamentos de pele em institutos de beleza. Deste modo,
existe um interesse crescente na sua producdo em cultivo, sendo especialmente
relevante o conhecimento aprofundado das condi¢cdes ambientais necessarias para
a sua manutencao em aquacultura e a sua reproducdo em laboratério, juntamente
com a formulacdo de dietas adequadas, econdmicas, facilmente acessiveis e que
consigam promover um crescimento rapido e saudavel para o desenvolvimento

destes peixes (Gomes, 2015).

1.6. Ictioterapia
A Ictioterapia é um tratamento de doencas, do foro dermatolégico (como a psoriase),
onde se utilizam os peixes da espécie Garra rufa (Grassberger & Hoch, 2006). Este
nome deriva da palavra grega para peixe (“Ichthys”).
A histéria deste tratamento € muito pouco documentada pela medicina tradicional.
No entanto, num museu perto do Rio Kwai (Tailandia), demonstrando as privagdes
da priséo, esta exposto um desenho de um prisioneiro que mostra um homem no rio
com agua até a cintura, com pequenos peixes em volta das suas Ulceras nas pernas.
Sabe-se também que nas zonas mais rurais da india, € comum o uso deste
tratamento de forma natural.
Oficialmente, este tipo de tratamento foi mencionado pela primeira vez numa revista
cientifica denominada por “The Lancet” em 1989 (Warric et al. 1989). No entanto, 0s
detalhes do tratamento foram publicados mais recentemente por Ozcelik et al. no ano
2000.
Na Turquia a Ictioterapia estd muito disseminada, havendo um vasto nimero de spas
gue a praticam. Um dos mais importantes spas deste tipo da Turquia é o Spa de

tratamento de Kangal, localizado no distrito de Sivas. Ha registos de que remota ao
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ano de 1333, sendo desde entdo um ponto de tratamento de artrite e doencas de
pele (Ucer et al., 2006). Segundo as lendas locais, apos se ter percebido das
propriedades de tratamento da pele em pessoas e animais neste local, este passou
a ser um centro de tratamento de doencas relacionadas com a pele (Ozcelik et al.,
2011).

A primeira publicacéo cientifica relativa a este Spa surgiu em 1983 (Timur et al.,
1983).

Nos ultimos anos, muitas noticias e artigos, acerca deste tratamento, tém sido
lancados para a comunicacao social devido a sua peculiaridade e curiosidade por
parte das pessoas. Muitos Spas tém sido inaugurados em todo o Mundo oferecendo
maioritariamente tratamento para 0s pés para a remocao de calosidades
(Grassberger, 2006. “Fish Foot Therapy” passou a ser utilizada em spas
recreacionais, centros comerciais, lojas e até em saldes de cha no Japéo, Coreia do
Sul, Singapura, e mais tarde comecou a espalhar-se ao longo do Sudeste Asiatico e
em todo o Mundo (Grassberger, 2013). Em 2008 esta tendéncia comecou a aparecer
nos Estados Unidos, com inUmeros spas a abrirem em varios estados. Devido a falta
de regulacéo do tratamento propriamente dito, das espécies de peixe utilizadas e da
auséncia de precaucdes ao nivel da higiene para os clientes, ndo demorou muito até
gque os primeiros comentarios negativos chegassem a comunicacdo social. As
autoridades competentes comecaram a reparar que muitos destes centros nao
reuniam as condi¢cBes de higiene necessarias e que este poderia tornar-se um perigo
de saude publica. Consequentemente, muitos destes centros foram fechados com a
preocupacédo da transmissdo de doencas, relativa ao uso dos mesmos peixes entre
clientes.

Publicacdes acerca de estudos efetuados em clinicas piloto (Ozcelik et al. 2000;
Grassberger & Hoch, 2006) e muitos outros artigos (fora do foro cientifico) indicam
gue a Ictioterapia é um tratamento promissor para a psoriase e que merece mais

estudo.

1.6.1. Preocupacdes associadas a Ictioterapia
A maior preocupagdo com esta atividade € o risco de infe¢cdes. Na ictioterapia, em
particular, existem trés métodos de transmissdo patogénica: dos peixes para as
pessoas, da agua para as pessoas e de pessoa para pessoa (Gressberger et al.,
2013). Com base na opinido geral dos médicos, determinados grupos de pacientes
tém maior propensado no risco de infe¢des, quando submetidos a tratamentos por

Ictioterapia. Se o0 paciente apresentar uma condicdo subjacente com poucos



mecanismos de defesa ou lesbes na pele expostas o risco de infecdo aumenta
substancialmente (Gressberger et al., 2013).

No entanto os riscos de contrair infecdo podem ser minimizados, utilizando peixes
saudaveis adquiridos em instalagfes controladas com elevados padrdes impostos na
criagdo e bem-estar dos animais (Verner-Jeffreys et al., 2012).

A higiene neste tipo de tratamentos é também uma preocupacao para a reducao de
transmissdo de doencas. Normas de higiene detalhadas para o tratamento de
doencas com ictioterapia ainda ndo foram estabelecidas (HPA, 2011). No entanto, a
variedade e abundancia de centros de tratamento trouxeram a tona uma série de
problemas regulamentares que é essencial discutir sobre 0s possiveis riscos para a
saude dos pacientes e providenciar exigéncias minimas de higiene no uso desta

terapia (Gressberger et al., 2013).

1.7.0Objetivos

Os centros de que utilizam os peixes Garra rufa para tratamentos de ictioterapia
apenas precisam que 0s animais, assim que o paciente entra na area de tratamento,
demonstrem interesse pelas células epiteliais queratinizadas humanas. Deste modo,
e dado que os trabalhadores destes centros frequentemente desconhecem o0s
habitos e necessidades alimentares deste peixe no seu meio natural, ndo existe por
parte destes uma preocupacao em alimentar os animais de forma correta, uma vez
gque a as células epiteliais de vertebrados representam apenas uma parte da
alimentacdo natural desta espécie. Do ponto de vista do bem-estar animal, é
necessario que se perceba qual a quantidade de alimento que se deve administrar a
estes animais para que estes desempenhem um bom trabalho nas células epiteliais
e que, simultaneamente, consiga responder a todas as suas necessidades
fisiologicas. Posto isto, a finalidade deste estudo foi definir a quantidade ideal de
alimento para uma classe especifica de tamanho de peixes Garra rufa, que suprima
as suas necessidades fisiologicas, sem que estes percam o interesse pelo consumo
de células epiteliais e interagdo com seres humanos, ao longo de um tratamento de
Ictioterapia.

Para tal, estabeleceu-se um protocolo de higienizacdo para o0s participantes
humanos, antes destes entrarem em contacto com 0s peixes num tratamento de
ictioterapia. A higienizagdo é uma das principais preocupac¢fes associadas a este
tipo de tratamento, pelo que um protocolo podera evitar a transmissédo de doencas,
tanto para as pessoas como para 0s animais.

Primeiramente foi-se determinar a dose ad libitum para uma classe de tamanho de =

5,62 + 0,05 cm; 1,30+ 0,04g. Apos a obtencdo desta informacéo, submeteram-se os



peixes a um ensaio experimental visando simular um tratamento de ictioterapia, para
tentar perceber qual a dose de alimento (25%, 50%, 75 % ou 100% da dose diéria
ad libitum) se deverd fornecer diariamente para que 0s animais mantenham o
interesse pela interagdo com seres humanos e remover-lhes as células escamosas
gueratinizadas da epiderme. Assim sendo, avaliou-se a sobrevivéncia, o crescimento
(comprimento total, massa corporal) dos peixes G. rufa, bem como os respetivos
parametros zootécnicos (taxas de crescimento absoluto e especifico, indices de
crescimento diario e condicao corporal), comparativamente a frequéncia de incursées
exploratérias as maos dos participantes nas sessGes de ictioterapia. Estes
participantes foram também inquiridos quanto a sua idade, sexo, ocupacao
profissional, tipo de pele e melhoria apds sessao para tentar encontrar um fator que

determine a preferéncia de G. rufa para interagir com seres humanos.
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2. Materiais e métodos

2.1. Proveniéncia dos animais
Os espécimes de Garra rufa utilizados no presente estudo, eram oriundos do

manancial mantido no biotério de peixes do CETEMARES.

2.2. Determinacgao da dose diaria de racao a fornecer a Garra rufa com
diferentes tamanhos

2.2.1. Aclimatacao
Ao longo de toda a atividade experimental os animais foram mantidos em trés

sistemas de recirculacdo de agua doce. Cada um era composto por 12 aquarios de
vidro. Cada sistema era composto por uma estante de PVC, que continha trés
prateleiras, sendo que, cada uma delas tinha capacidade para 4 aquarios. Cada uma
das prateleiras era iluminada por uma lampada LED de 11W. Os aquarios
apresentavam uma forma retangular e uma capacidade de 18 L. A agua era
direcionada para uma sump de 90 L, com: um filtro biolégico, constituido por biobolas;
um filtro mecanico, composto por 1a de vidro; e um filtro ultravioleta EHEIM reeflexUV
350 de 14 W (EHEIM GmbH & Co KG, Estugarda, Alemanha) a agua era bombeada
com uma bomba SICCE Syncra Silent 1.5 (700 -1350 L h?; SICCE S.r.l.,
Pozzoleone, Italia); 1 bomba de circulacdo EHEIM Compact+ 5000 (2500 -5000 L h-
1. EHEIM GmbH & Co KG, Estugarda, Alemanha). Para manter a temperatura
utilizou-se um aguecedor EHEIM JAGGER de 300 W
(EHEIM GmbH & Co KG, Estugarda, Alemanha), regulado para 28°C.O periodo de

aclimatacéo decorreu ao longo de 2 semanas.

2.2.2. Desenho experimental

Para esta atividade experimental foram utilizados um total de 180 peixes, 5 em cada
aquario, num total de 36 aquarios.

No dia anterior ao inicio da experiéncia os peixes foram pesados e medidos com a
finalidade de obter uma classe de comprimento (comprimento médio inicial
5,62 + 0,05 cm; peso médio inicial 1,30+ 0,04 g).). Para isso os animais eram retirados
dos aquarios, medidos com o auxilio de um ictibmetro e pesados com uma balanca
analitica Sartorius TE124S (Sartorius AG, Goettingen, Alemanha), sendo
posteriormente devolvidos ao aquario correspondente.

A experiéncia decorreu ao longo de 9 dias, durante os quais, 0S peixes eram
alimentados 1 vez por dia com 3 racles distintas. Duas ragbes comerciais Dr.

Bassleer Biofish Food Regular M (Mlnster, Telgte, Germany) com um contetdo
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energético de 4230 Kcal kg e a Aquatica Discus (Sparus Lda, Olhdo, Portugal) que
contém um contelido energético de 3607 Kcal KglE uma racdo formulada
especificamente para esta espécie no trabalho de Catarino (2015), que tinha um
contetdo energético de 4354 Kcal kg™ . Ao longo de nove dias as trés racdes eram
administradas, cada uma delas a cada trés dias. Ou seja, nos primeiros trés dias
administrava-se uma, nos seguintes trés outra e nos ultimos trés a ultima.

Os animais foram mantidos a uma temperatura de 27°C. As mudancas de agua, ao
longo desta experiéncia, eram feitas a cada 3 dias e sempre que se mudava a ragao.
Os parametros fisico-quimicos, ao longo da experiéncia, foram medidos sempre que
se fazia mudancgas de &gua utilizando um fotometro HANNA HI 83203, que media
amonia, nitritos e nitratos. Para medir o oxigénio dissolvido, pH, temperatura,
salinidade, etc., utilizou-se uma sonda multiparamétrica (YSI Pro Plus). Todos estes
parametros eram mantidos dentro de valores controlados e sempre que estes valores
saiam dos valores pretendidos procedia-se a sifonagem dos aquarios ou, em casos
mais graves, a mudancas totais de agua.

Como referido anteriormente, cada racdo distinta era administrada ao longo de 3 dias.
Cada uma das 3 racbes administradas foi divida em 6 doses diferentes,
2%,3%,4%,5%, 6% e 7% do peso corporal dos animais. A dose inicial diaria foi
baseada através de um resultado de um estudo anterior, para peixes ornamentais e
era cerca de 3,2% do peso corporal do animal (Catarino, 2019). No entanto, neste
estudo, decidiu-se abranger uma classe de percentagens maior (2 a 7%), para se ter
uma melhor percecéo dos resultados obtidos para rac6es distintas. O alimento era
dado da forma aleatéria pelos aguarios e cada uma das doses tinha um total de 6
réplicas, ou seja, a mesma dose era repetida 2 vezes em cada um dos 3 sistemas.
Ao final de cada dia, era registado, se teria sobrado ou ndo alimento e através dessa
informacgéo determinou-se a dose diaria ideal (dose ad libitum) para cada uma das

racoes.

2.3. Determinacdo da dose diaria de racdo a fornecer a Garra rufa para
fins Ictioterapéuticos
2.3.1. Aclimatacéao
Para avaliar os efeitos da dose de alimento no desempenho de G.rufa em ictioterapia,

utilizou-se um total de 135 peixes. Sendo que 108 foram submetidos aos tratamentos
e 0s restantes 27 foram utilizados como situacdo de referéncia, onde eram
alimentados com a dose diaria, resultante do ensaio anterior, mas nunca foram
submetidos a ictioterapia. Foi utilizado um mesmo sistema descrito anteriormente, no

entanto, aqui apenas foram utlizados 2 dos 3.
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2.3.2. Desenho Experimental
Antes da ocorréncia do ensaio propriamente dito os animais foram pesados e
medidos, como descrito na seccgdo 2.2.2. As sessdes de ictioterapia ocorreram ao
longo de 3 semanas. Os animais eram alimentados 1 vez por dia com a respetiva
dose diaria de alimento para cada aquério. ApGs se averiguar a quantidade de
alimento diario para a espécie no ensaio anterior, esta foi dividida em 25, 50, 75 e
100% (doses 1, 2, 3 e 4, respetivamente) da dose diaria estipulada. Estas doses eram
administradas, de forma diaria, respetivamente para cada aquario, no entanto, estes
estavam dispostos aleatoriamente por isso tinha-se o auxilio de um plano criado para
garantir que cada dose era administrada 3 vezes no sistema.
Na situacdo de referéncia os animais eram mantidos nas mesmas condi¢cdes que 0s
outros, mas, no entanto, para além de ndo serem sujeitos ao tratamento, tinham
todos acesso de igual forma a dose completa de racao diaria.
Os parametros fisico-quimicos da agua foram monitorizados durante todo o ensaio e
mantidos dentro dos limites recomendados para a espécie.
Neste ensaio foram usados apenas 2 sistemas dos descritos anteriormente, em que
um deles servia para efeitos de ictioterapia e o outro apenas como situacdo de
referéncia.
Para as sessfes de ictioterapia foi montada uma sala que foi dividida em 3 &reas
distintas. A primeira era composta por uma bancada onde se encontravam 3 aquarios
e 3 cadeiras para os voluntarios. Esta area continha ainda 3 tanques onde se
reservava agua quente (28°C) e devidamente oxigenada para facilitar a mudanca de

agua dos aquarios entre sessoes.

2.3.3. Procedimentos parainiciar as sessfes de Ictioterapia
Foi criada uma area que se destinava a higienizacdo das maos e unhas dos

voluntarios antes da sessao e era composta por um lavatério, escovas para unhas,
desinfetante, palitos. Estes tinham de seguir um plano de higienizacdo onde seguiam
uma série de passos para a melhor desinfe¢do possivel, o protocolo seguiu algumas
das recomendac0des e teve em consideracdo as questfes colocadas no relatorio da
HPA (2011). Existia ainda uma area que era destinada a fotografar as maos dos
voluntarios para que se tivesse uma ideia do estado das méos antes do tratamento,

a fim de avaliar a qualidade do mesmao.
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2.3.4. Sessdes de Ictioterapia
A cada dia ocorriam, no total, 4 sessdes e cada uma delas era composta por 3

tratamentos distintos. Antes de cada sesséo (30 minutos) retirava-se os peixes dos
respetivos aquarios para os recipientes de tratamento para que pudesse existir um
tempo de habituacdo e diminui¢cdo do stress do transporte. Quando os voluntarios
chegavam tinham de fazer a higienizacdo das méos e unhas. Comec¢ando por lavar
as maos com o desinfetante, seguidamente escovavam as unhas e por fim retiravam
as sujidades existentes no interior das unhas e lavavam novamente as maos. De
seguida era fotografada cada uma das maos, viradas para cima e para baixo, e
finalmente dava-se inicio ao tratamento.

O tratamento tinha uma duracdo de 30 minutos e era registado através de
observacdo quantas vezes o peixe mordiscava pessoa. Para ajudar nesta tarefa os
voluntarios sempre que sentiam um peixe, comunicavam, sendo esta informacao
imediatamente registada. Acabando o tratamento os voluntarios preencheram um
inquérito que visava entender se ja haviam experienciado um tratamento assim, se
tinham gostado, etc. Terminada a sess@o os animais eram devolvidos aos aquarios
respetivos e imediatamente retiravam-se 0s animais dos 3 aqudrios seguintes para a

sessdo subsequente.

2.4, Parametros zootécnicos e morfométricos
Terminado o ensaio, apdés todas as pesagens e medi¢des, calcularam-se o0s

seguintes parametros zootécnicos para avaliar o crescimento. Taxa de crescimento
especifico (SGR), Taxa de crescimento absoluto (AGR), indice de crescimento diario
(DGI) e indice de condicéo (K). As formulas de calculo de cada um destes parametros

sdo as seguintes:

Taxa de crescimento absoluto (AGR) - Indica 0 aumento médio de peso durante o
periodo experimental, embora ndo dé nenhuma informagé&o sobre a forma como esse

aumento ocorreu.

peso final (g) — peso inicial (g)
n? dias da experiéncia

AGR (g dia™1) =
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Taxa de crescimento especifico (SGR) — Permite obter a percentagem de aumento
diario de peso ao longo de toda a atividade experimental. Este parametro € Util para
gue seja possivel comparar o crescimento em periodos curtos (Engrola et al., 2007).

SGR (% dia-1) = =" (peso final (g)) — Ln (peso inicial))]

n? dias da experiencia X 100

indice de crescimento diario (DGI) - Este coeficiente permite uma boa comparacio

(peso inicial [:gjjlfﬁ — Ln (peso l'HI'Ci'iﬂU'Jl“I-"

» 100
n? dias da experiéncia

DGI (g dia=*) =

das taxas de crescimento, uma vez que varia pouco caso a massa corporal sejalg

ou varios quilos, embora o expoente deva ser adaptado para cada caso.

indice de condicéo (K) — Avalia se os individuos estdo a crescer tanto em peso

como em comprimento ou se apenas estao a adquirir peso.

K (%) = peso final 100
b) = comprimento final® "

2.5. Anélise de dados
Apods a recolha de todos os dados ao longo de todo o estudo, foram analisados os

seguintes parametros: nimero de peixes vivos como indicador de sobrevivéncia,
variacdo do comprimento total e de massa individual para cada tratamento, como
indicadores de crescimento. Foram ainda analisados o0s parametros zootécnicos
anteriormente referidos para cada dieta. Antes de executar qualquer tipo de analise
estatistica, as variaveis em estudo foram testadas quanto a normalidade através do
teste ndo paramétrico Kolmogorov-Smirnov.

Os resultados foram apresentados sobre a forma de média + erro-padrdo. O
tratamento estatistico dos dados foi realizado com auxilio do programa IBM SPSS
Statistics 23 (IBM Corporation, Nova lorque, Estados Unidos da América). O nivel de
significancia utilizado foi de o = 0,05.

ANOVAs de um fator foram aplicadas para comparar o comprimento total e o peso
individual de G. rufa entre cada dose de alimento fornecido, no inicio do ensaio
experimental. Mas também, para comparar o crescimento dos peixes, em termos de

massa individual, taxas de crescimento absoluto (AGR) e especifico (SGR), bem
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como para o indice de condicdo corporal (K). Os resultados foram apresentados
como (Fgraus de liberdade entre os grupos, graus de liberdade dentro dos grupos = valor dO teSte; Valor de
significancia p), para cada fator e respetivas interagcbes. Em caso de existirem
diferencas estatisticamente significativas, essas andlises foram seguidas por testes
post-hoc de multicomparacdo, para descobrir que grupos de dados seriam
significativamente diferentes dos restantes. Os resultados foram apresentados como
(Teste de Bonferroni; valor de significancia p). Caso ndo se cumprissem 0s
pressupostos de distribuicdo normal de dados ou de homogeneidade de variancia
dos mesmos, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Como tal, optou-
se pela utilizacdo deste procedimento para avaliar o crescimento dos peixes em
termos de comprimento total, bem como para o indice de crescimento diario (DGI).
Os resultados foram apresentados como (H numero de graus de liberdade = Valor do teste, valor
de significancia p) e as multicomparacdes post-hoc foram apresentadas a
semelhanca das ANOVAs de um fator.

Para analisar variacGes de comprimento total e peso individual de G. rufa, em funcao
da dose e do tempo, foram realizadas analises de variancia de medidas repetidas
mistas (ANOVA Mista) com um design fatorial 5 X 2. Teve a variavel “dose/maneio”
(doses 1 a 4 e a situacao de referéncia) como fator entre-sujeitos e a variavel “tempo”
(tamanho inicial e tamanho final) como fator intra-sujeitos. Procedeu-se da mesma
forma, para analisar o numero de incursbes por peixes, ao longo do ensaio
experimental. Para tal executou-se uma ANOVA Mista com um design fatorial 4 X 3.
Teve a variavel “dose/maneio” (doses 1 a 4 e situacdo de referéncia) como fator
entre-sujeitos e a variavel “tempo” (semana 1, semana 2, semana 3 a que 0s peixes
foram sujeitos a sessbes de ictioterapia) como fator intra-sujeitos. Os resultados
foram apresentados de forma semelhante aos de ANOVA de um fator, assim como
os testes post-hoc de multicomparagéo.

Realizou-se um teste de qualidade do ajuste qui-quadrado para comparar a
sobrevivéncia de peixes G. rufa do ensaio experimental, alimentados com quatro
doses distintas bem como os da situagdo de referéncia. Os resultados foram
apresentados como (numero de graus de liberdade = Valor do teste, valor de significancia p).
Para os inquéritos foram feitos testes de qui-quadrado para todas as perguntas do
mesmo. Foram feitos testes de qui-quadrado de ajuste para as perguntas diretas e
testes qui-qguadrado de independéncia para avaliar possiveis interagdes entre
fatores. Os resultados foram apresentados como (7nimero de graus de liberdade = Valor do
teste, valor de significancia p).

A apresentacdo gréafica dos resultados de sobrevivéncia de G. rufa foi executada

mediante a utilizagdo do programa Microsoft Office Professional Plus Excel 2016
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(Microsoft Corporation, Albuquerque, Estados Unidos da América), sob a forma de
gréfico de coluna.
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3. Resultados
3.1. Parametros de qualidade da 4gua
Os valores dos parametros da qualidade da agua mantiveram-se normais ao longo

de toda a atividade experimental (Tabela I).

Tabela I: Variacdo dos parametros de avaliacdo da qualidade da agua (média + desvio
padrdo) no sistema de suporte de vida dos peixes Garra rufa (Heckel, 1843), no decorrer do
periodo do ensaio experimental: temperatura, pH, oxigénio dissolvido, aménia, nitritos,

nitratos e fosfatos;

Parametros (x*o0)
Temperatura 28,6 £ 0,60 °C
0, Dissolvido 6,79+ 0,23 mg L*

pH 8,10+ 0,10
Amoénia 0,20+ 0,04 mg L*
Nitritos 0,04+ 0,03 mg L*
Nitratos 8,70+ 0,03 mg L*
Fosfatos 2,65+ 1,20 mg L?

3.2. Determinacdo da dose diaria de racao
A dose diaria ad libitum para peixes G. rufa com ~ 5,62 £ 0,05 cm /1,30 £ 0,04 g;
revelou ser entre 4 a 5% da massa corporal destes animais. Foi possivel verificar que
raramente sobrava comida no dia seguinte, nas doses inferiores a 5%. Esta tendéncia
comprovou-se ho terceiro dia, em que apenas sobrou alimento a partir dos 5% do
peso corporal dos peixes, em todas as ra¢des fornecidas. Apenas a racdo Omnifeed
(RO) registou o total consumo do alimento fornecido, em metade dos aquarios em

gue se usou 5% da massa corporal dos peixes.

19



RB RS BERO

6_
5_
4_
5 | o
QD
2 - =
1_
O T T T
2 3 4 5 6 7
6_
5_
-
E 4
(7]
S 31 e
5 o
S 2 N
O
RS I
0 r r r
2 3 4 5 6 7
6_
5_
4_
;. 0
QD
2 A w
1_
0
2 3 4 5 6 7

Alimento administrado (% da massa corporal)

Figura 2: Determinacdo da dose ad libitum ao longo de 3 dias, para peixes Garra rufa
(Heckel, 1843), através da quantificacdo de aquérios em que sobrava alimento no dia
seguinte. As doses de racao fornecidas, corresponderam desde 2 a 7% da massa corporal
dos peixes. Utilizaram-se trés ragdes distintas: RO (Ra¢do Omnifeed), RS (Racdo Sparos

Aquatica Discus) e RB (Racao Dr. Bassleer Biofish Food).

3.3. Determinacédo da dose diaria de racéo a fornecer a Garra rufa
(Heckel, 1843) em regimes de ictioterapia
3.3.1. Sobrevivéncia
A maioria dos peixes sobreviveu as sessoes de Ictioterapia (Fig. 3). Apenas um peixe

morreu na dose 1 e outro na dose 3, ao longo de todo o ensaio experimental. Morreu
um dos peixes na dose 4, no entanto ndo foi devido a atividade experimental e sim
por acidente. Assim, ndo houve diferencas estatisticamente significativas na
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sobrevivéncia de G. rufa em relagéo as diferentes doses de alimento que Ihes foram
fornecidas e ao maneio a que foram sujeitos (teste qui-quadrado: 4% = 0,045; p =
1,000 > 0,05).

100 ~
80 A
60 -
40 A

20 1

Sobrevivéncia (%)

dose 1 dose 2 dose 3 dose 4 SR

Figura 3: Sobrevivéncia de peixes Garra rufa (Heckel, 1843), submetidos a sessfes de
ictioterapia, com diferentes doses de alimento (dose 1 = 25%, dose 2= 50%; dose 3 =
75% e dose 4 = 100% da dose diaria ad libitum) e na situacdo de referéncia (em que os
peixes G. rufa receberam sempre a totalidade da dose diaria ad libitum e permaneceram

sempre no sistema de suporte de vida) .

3.3.2. Dimensdes corporais e crescimento

No inicio do ensaio, os peixes G. rufa mediam cerca de 5,63 + 0,05 cm de
comprimento total (Fig. 4a). Nao se observaram diferencas estatisticamente
significativas entre os comprimentos totais de G. rufa, os quais iriam ser sujeitos a
diferentes tratamentos (ANOVA de um fator: Fa130 = 0,540; p = 0,707 > 0,05). Da
mesma forma, ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas para
biomassa individual de G. rufa (Fig. 4b; ANOVA de um fator: Fsi130 = 1,527,
p = 0,198 > 0,05), que correspondia a 1,30 + 0,04 g.

Existiram diferencas estatisticamente significativas relativamente ao comprimento
total de G. rufa, entre o inicio e o fim do ensaio[Fig. 4a,c; ANOVA Mista (fator dentre-
sujeitos): Fai126 = 24.525; p = 0,000 < 0,05], sem que houvesse interacdo entre os
fatores tempo de ensaio x dose de alimento/maneio a que o0s peixes foram
sujeitos|ANOVA Mista (fator intra—sujeitos): Fs.i2 = 1,325; p = 0,264 > 0,05]. Da
mesma forma, também nao se verificou um efeito notdrio da dose de alimento/maneio
a que foram sujeitos [ANOVA Mista (fator intra—-sujeitos):
Fs.126= 0,605; p = 0,660 > 0,05]. Efetivamente, todos os peixes cresceram, em termos
de comprimento total, ao longo da atividade experimental (Fig. 4d). O aumento do
comprimento total dos peixes aumentou progressivamente de

0,04 £ 0,22 cm para a dose 1 até 0,16 + 0,09 cm para a situagédo de referéncia,

21



durante o ensaio, sem que houvesse diferengas estatisticamente significativas entre
tratamentos (Teste de Kruskal-Wallis: H4 = 6,175; p = 0,186 > 0,05).

Relativamente a biomassa individual de G. rufa, verificou-se também um efeito
principal significativo do tempo do ensaio [Fig. 4b,e; ANOVA Mista (intra-sujeitos):
F1126 = 9,445; p = 0,003 < 0,05], assim como uma interacéo entre os fatores tempo
de ensaio x dose de alimento fornecida aos peixes [ANOVA Mista (fator intra—
sujeitos): Fa126=1,325; p = 0,264 > 0,05]. Mesmo assim, ndo se observou um efeito
da dose de alimento sobre a massa individual dos peixes [ANOVA Mista (fator entre-
sujeitos): Fai26= 1,533; p = 0,196 > 0,05]. De facto, observaram-se diferencas
estatisticamente significativas no crescimento dos individuos, em termos de massa
individual (Fig. 4f; ANOVA de um fator: Fs126 = 3,347; p = 0,012 < 0, 05),
nomeadamente entre as doses 1 e 4 (teste de Bonferroni, p = 0,041 < 0,05). Os
peixes aos quais foi fornecida a dose 1 (correspondente a 25% da dose diaria ad
libitum) foram os que apresentaram um maior incremento de massa (0,17 + 0,05 g),
semelhante aos peixes da situacdo de referéncia (os quais foram alimentados ad
libitum, sem serem sujeitos a sessfes de ictioterapia; 0,14 + 0,17 g). Depois o
incremento de peso diminuiu entre as doses 2 a 4, sendo que 0s peixes sujeitos as
doses 3 & 4 perderam massa corporal (-0,01 + 0,26 g e -0,03 +, 0,29 ¢

respetivamente).
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Figura 4: Comprimento total e biomassa individual (média = erro padrdo) de Garra rufa
(Heckel, 1843), no inicio (a & b, respetivamente) e no final (c & e, respetivamente) da atividade
experimental, bem como o seu incremento (d & f, respetivamente), Os tratamentos referem-
se a peixes submetidos a sessdes de ictioterapia com diferentes doses de alimento (dose 1
= 25%, dose 2= 50%; dose 3 = 75% e dose 4 = 100% da dose diaria ad libitum) e a situacéo
de referéncia (em que os peixes G. rufa receberam sempre a totalidade da dose diaria ad
libitum e permaneceram sempre no sistema de suporte de vida). Os asteriscos (*), indicam

os tratamentos que apresentaram diferencas estatisticamente significativas.

3.3.3. Pardmetros zootécnicos
No que respeita a taxa de crescimento absoluto (AGR; Fig. 5a), esta foi maior em
peixes sujeitos a sessdes de ictioterapia e alimentados com a dose 1 (0,007 + 0,002
g dial), seguida daqueles que permaneceram no sistema de suporte de vida e

alimentados ad libitum (0,005 + 0,001 g dia*). Os menores valores foram observados

23



naqueles que foram alimentados com a dose 4 (-0,001 + 0,002 g dia?), seguidos
pelos da dose 3 (-0,0005 + 0,002 g dia?). Existiram diferencas estatisticamente
significativas entre as doses de alimento/maneio de G. rufa (ANOVA de um fator:),
especificamente as doses 1 e 4 (Fig. 9b; teste t de Bonferroni:).

Em relacdo a taxa de crescimento especifico (SGR), esta apresentou um padrao
semelhante ao da taxa de crescimento absoluto (AGR). Verificou-se também o maior
aumento percentual de massa por dia nos peixes sujeitos a sessdes de ictioterapia e
alimentados com a dose de racao mais reduzida
(dose 1; 0,701 + 0,213 % dia?), semelhante aos dos da situacéo de referéncia (0,448
+0,113 % dia?). Ao passo que os alimentados com a dose 4 foram os que perderam
mais massa (-0,075 + 0,213 % dia') (Fig. 9b), tendo sido resultados distintos em

termos estatisticos (ANOVA de um fator; teste t de Bonferroni)

Relativamente ao indice de crescimento diario (DGI), ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas entre as dose de alimento e o maneio de G.rufa (Fig.
9c; Teste de Kruskal-Wallis:). Os valores obtidos variaram entre 2,513 + 0,325 g dia
! para os peixes da situacado de referéncia e 3,855 + 0,449 g dia' da dose 1.

O maior indice de condicao corporal (K; Fig. 9d) observou-se para os peixes G. rufa
da situacdo de referéncia (0,812 + 0,0358 %), seguido pelos da dose 1
(0,778 + 0,025 %), sendo que 0 menor ocorreu nos peixes da dose 4
(0,688 + 0,0278 %). No entanto, ndo existiram diferencas estatisticamente
significativas entre as doses de alimento relativamente a este indice (ANOVA de um

fator:).
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Figura 5: Variacdo das taxas de crescimento absoluto (AGR; a) e especifico (SGR; b), bem
como para os indices de crescimento diario (DGI; c) e de condi¢céo corporal (d; K) de peixes
Garra rufa (Heckel, 1843), submetidos a sessdes de ictioterapia com diferentes doses de
alimento (dose 1 = 25%, dose 2= 50%; dose 3 = 75% e dose 4 = 100% da dose diaria ad
libitum) e & situac&o de referéncia (em que os peixes G. rufa receberam sempre a totalidade
da dose diaria ad libitum e permaneceram sempre no sistema de suporte de vida). Os
resultados foram expressos em média + erro padrdo. Os asteriscos (*), indicam os

tratamentos que apresentaram diferencas estatisticamente significativas.

3.3.4. Incursdes
Relativamente & interacdo entre os peixes e os participantes (Fig. 6), ao longo das
trés semanas de ictioterapia, houve um efeito principal significativo do tempo no
numero de incursGes médias por peixe, a pele das pessoas voluntarias [ANOVA
Mista (fator intra-sujeitos):
F2104 = 52,029; p = 0,000 < 0,05], com interagdo semana x dose de alimento
fornecido [ANOVA Mista (fator intra-sujeitos): Fz104 = 2,301; p = 0,040 < 0,05]. O
numero de vezes que 0s peixes investiram, em média, em explorar as maos dos
participantes aumentou de (8,15 + 6,66) incursGes peixe™, na primeira semana para
(15,28 + 9,51) incursbes peixet e (21,85 + 11,15) peixe! na Ultima semana de
Ictioterapia. Este padréo verificou-se para todas as doses, exceto na 3. Os peixes

gue foram alimentados com esta dose, adaptaram-se mais rapidamente, registando
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um namero de incursdes por peixe entre a segunda e terceira semana do ensaio
(12,70 £ 8,50 e 12,00 + 9,14 incursdes de peixe™?, respetivamente).

Verificou-se um efeito da dose de alimento sobre a atividade dos peixes [ANOVA
Mista (fator entre-sujeitos): Fsi00 = 14,721; p = 0,000 < 0,05]. Em termos gerais, 0
numero de incursdes de G. rufa para explorar a pele dos participantes, diminuiu com
0 aumento da dose de alimento. Sendo que n&o houve diferengas estatisticamente
significativas entre o nimero de incursdes dos peixes alimentados com a dose 1 e a
dose 2 (Teste de Bonferroni; p = 0,88 > 0,05). A dose 3 foi a que apresentou o menor
numero de incursées por peixe, tendo-se distinguido das doses 1 e 2 (Testes de
Bonferroni; p = 0,000 < 0,05 e p = 0,003 < 0,05, respetivamente). No entanto, ndo
apresentou diferencas estatisticamente significativas para a dose 4
(Testes de Bonferroni; p = 0,803 > 0,05), apesar desta Ultima ser estatisticamente
diferente da dose 1 (Teste de Bonferroni; p = 0,000 < 0,05), mas ndo da dose 2 (Teste
de Bonferroni;

p =0,157 > 0,05). Este padréo repetiu-se em ao longo de todo o0 ensaio experimental.

M dosel M dose? dose 3 dose 4

60 1

I i” h'

Semana 1 Semana 2 Semana 3
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Incursdes peixe™
S

Figura 6: Numero de incurs@es, por peixe Garra rufa (Heckel, 1843), as méos das pessoas
voluntéarias, durante os 30 minutos de cada sessao diaria de ictioterapia, tendo em conta as
diferentes doses de ra¢des que lhes foram administradas, durante as trés semanas do ensaio

experimental.

3.3.5. Inquéritos
Das 134 pessoas que se submeteram as sessdes de ictioterapia, cerca de 87,3% dos

participantes tinha uma idade inferior a 30 anos, significativamente mais que 6% com
uma idade compreendida ente os 30 e 40 anos e 6,7% com idade superior a 40 anos
(Fig.7a; Teste Chi Quadrado de Ajuste: y?1 = 175,716, p = 0,000 < 0,05; N = 134).
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O sexo dos voluntarios ndo apresentou diferengas significativas (Teste Chi Quadrado
de Ajuste: 4% = 2,418, p = 0,120 > 0,05; N = 134) sendo que 56,7% eram do sexo
feminino, ao passo que 43,3% eram do sexo masculino (Fig. 7b).

A maioria dos voluntarios era estudante (90,8%), seguindo-se 5,7% de académicos
e 3,4% tinham outra ocupacdo (Fig. 7c; Teste Chi Quadrado de Ajuste:
2’1 = 258,759, p = 0,000 < 0,05; N = 134).

Relativamente ao tipo de pele, a maioria dos voluntarios apresentaram pele normal,
(64,2%). A pele seca expressou-se em cerca de 26,1% e finalmente 9,7% apresentou
um tipo de pele especial (Fig.7d; Teste Chi Quadrado de Ajuste:
741 =62,791, p = 0,000 < 0,05; N = 134). Logo apds a sesséo, ndo houve uma clara
decisdo quanto a melhoria da condicéo da pele das maos (Teste Chi Quadrado de
Ajuste: *1 = 0,030, p = 0,863 > 0,05; N = 134), em que 49,3% sentiu que a pele
melhorou e 50,7% n&o sentiu qualquer diferenca (Fig. 7e).

Das 40 pessoas que participaram uma segunda vez, a maioria tinha uma idade
inferior a 30 anos (82,5%) e os restantes 17,5% tinha entre 30 e 40 anos
(Fig. 7f, Teste Chi Quadrado de Ajuste: 7% = 16,900, p = 0,000 < 0,05; N = 40).
Destas, 65% eram do sexo feminino (65%) e apenas 35% eram do sexo masculino
(Fig. 7g; Teste Chi Quadrado de Ajuste: y*1 = 3,600, p = 0,058 > 0,05; N = 40).
Quando questionados se sentiram melhorias da primeira sessao para a segunda,
cerca de 50% dos voluntarios disse que “sim” e os restantes 50% negou (Fig. 7h;
Teste Chi Quadrado de Ajuste: % = 0,000, p = 1,000 > 0,05; N = 40).
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Figura 7: Frequéncia relativa das respostas aos inquéritos feitos a todos os participantes que
se voluntariaram para a realizagédo das sessofes de ictioterapia com Garra rufa (Heckel, 1843),
relativamente as informacgdes sobre a idade, sexo, profissao, tipo de pele e melhoria da pele
das maos, apos 30 minutos de sessao, relativamente a todos os participantes e apenas aos

que quiseram repetir a experiéncia.

Verificou-se uma independéncia do tipo de pele relativamente ao sexo dos
participantes  (Fig. 7a; Teste Chi Quadrado de Independéncia:
7’2 =5,209, p = 0,074 > 0,05; N = 174). Ainda assim, as pessoas do sexo feminino
apresentaram com maior frequéncia uma pele do tipo normal ou seca (40% e 14%,
respetivamente). No entanto, o0 mesmo ndo se verificou quanto a pele com
caracteristicas especiais (calejada, psoriase, escamosa), que apresentou uma maior
frequéncia nos individuos do sexo masculino (7,5%).

Notou-se que o numero de incursdes dos peixes as maos dos voluntarios foi superior
no sexo feminino. No entanto, ndo se verificou uma dependéncia entre o sexo dos
participantes e a afluéncia dos peixes para interagir com as maos dos voluntarios
(Fig. 8b; Teste Chi Quadrado de Independéncia:
7#2=0,079, p = 0,961 > 0,05; N = 174).

N&o existiu uma relacdo entre a melhoria ou ndo dos participantes, apdos o tratamento
e 0 numero de incursGes dos peixes ao longo do tratamento (Fig. 8c; Teste Chi
Quadrado de Independéncia: y% = 4,670, p = 0,097 > 0,05; N = 174), nomeadamente
guando este numero era compreendido entre 100-200 incursdes e inferior a 100
incursdes. Mas, quando o numero de incursdes era superior a 200, aumentou o
numero de pessoas que sentiram uma melhoria no estado da pele das suas maos,
apos a sessdo. Apesar de ndo se ter comprovado a relagéo entre os voluntarios que
gostaram ou ndo do tratamento ictioterapeutico com a uma maior ou menor atividade
dos peixes (Teste Chi Quadrado de Independéncia:
7% = 1,350, p = 0,509 > 0,05; N = 171), verificou-se que todos os voluntarios que

decidiram repetir a sessédo gostaram da intera¢cdo com os peixes G. rufa.
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Figura 8: Frequéncia relativa de: a) individuos de um determinado sexo relativamente ao seu
tipo de pele; b) o sexo dos participantes e c) a sensacdo de melhoria do estado da pele,
relativamente a frequéncia das incursdes exploratdrias dos peixes Garra rufa (Heckel, 1843)
as maos dos participantes, durante as sessdes de ictioterapia.
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4. Discussao

De acordo com a Tabela 1, os parametros fisico-quimicos da agua mantiveram-se
com valores adequados ao bem-estar dos animais, ao longo de toda a atividade
experimental. O sucesso de uma producao economicamente rentavel, bem como o
bom desenvolvimento dos organismos em aquacultura, dependem da existéncia
uma série de condi¢cdes que contribuam para a boa qualidade do meio onde os
animais se encontram. Quando ndo se reunem tais condi¢des, pode prejudicar o
crescimento, reproducédo, saude e sobrevivéncia dos organismos, comprometendo o
sucesso de producdo ou das investigac6es técnico-cientificas relacionadas com a
mesma. Como tal, é necessario ter em mente que a qualidade da agua é
extremamente importante para o sucesso de qualquer aquacultura. Portanto, uma
avaliagdo cuidada dos recursos hidricos € crucial para a sobrevivéncia dos
organismos em cativeiro (Tundisi & Tundisi, 2008).

Caracteristicas como relacao proteina/energia, condicées do meio, regime alimentar,
assim como as caracteristicas fisioldgicas do animal, como idade, tamanho e
reproducdo, compde as necessidades proteicas dos peixes numa dieta (Orvay, 1993;
Lucas, 2005, Mohanta & Subramanian, 2011). Deste modo, além de ser necessario
manter as condi¢cdes do meio estaveis, sera necessario fixar também um regime de
alimentacdo, definindo a dose e a frequéncia ideal para a espécie em estudo.

Esta documentado que os peixes ornamentais necessitam diariamente de 1% a 2,5%
do seu peso corporal (Pannevis & Earle, 1994). No entanto, tal ndo se verificou na
espécie Garra rufa, pois estes peixes demonstraram necessitar de cerca de 5% da
sua massa corporal por dia, uma quantidade de alimento muito superior a
documentada. Efetivamente, sobrou racdo a partir dos 4% de massa corporal do
alimento administrado no primeiro e segundo dias, mas apenas para as ragées Dr.
Bassleer Biofish Food Regular M e Omnifeed. A racdo Sparos Aquatica Discus foi
inteiramente consumida na proporgdo de 4%, uma vez que apresenta um menor
conteldo energético. No entanto, s6 no terceiro dia é que foi clara a sobra de alimento
a partir da dose 5%, para quase todas as ragdes. Ou seja, a partir da dose 5% de
massa corporal, os animais ficavam com certeza saciados. No caso da racao
Omnifeed, metade dos aquarios apresentava ainda residuos de alimento no dia
seguinte. Contudo, tal podera ter sido devido a maior granulometria e forma irregular
dos pellets, resultante do processo artesanal de producdo da racdo. Apesar da
imediata aceitacdo da racdo pelos peixes G. rufa, estes tinham de desgastar os
pellets com os espinhos queratinosos que possuem na boca, ate aqueles terem um

tamanho adequado para serem ingeridos. Por vezes, observou-se ser um processo
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moroso, que poderia levar a desisténcia da ingestdo de alguns dos pellets maiores.
O valor de 5% da massa corporal podera ser um valor elevado, explicado pelo facto
de estes animais serem peixes muito enérgicos, com um consequente metabolismo
muito acelerado. Em consequéncia, gastam a grande quantidade de energia em
curtos espacos de tempo. De acordo com essa informagéo, recomenda-se que a
dose ad libitum para otimizar o crescimento de G. rufa seja administrada trés vezes
por dia (Catarino, 2019). Ao longo de trés dias, notou-se uma clara adaptacdo a
guantidade de alimento, bem como ao tipo de ragdo. A maioria dos peixes sao pouco
especializados nos seus habitos alimentares, sendo, considerados “generalistas”,
uma condicdo necessaria para ingerir, digerir e absorver os varios tipos de alimento
(Nikolsky et al., 1974). Mesmo preferindo especializar-se no consumo de um anico
tipo de alimento, os peixes sédo capazes de substitui-lo por outro totalmente diferente,
guando o primeiro se torna indisponivel. Ainda assim, alguns conseguem ou
necessitam mudar os habitos alimentares ao longo do seu ciclo de vida (Ribeiro et
al., 2012). Na Natureza, os peixes tém a capacidade de balancear suas dietas,
escolhendo os que melhor suprem suas exigéncias nutricionais e preferéncias
alimentares, entre diversos tipos de alimento disponiveis. O sucesso da aquacultura
esta, entre muitos fatores, associado ao conhecimento das caracteristicas
morfofisiol6gicas, comportamentais e nutricionais das espécies em cultivo, em todas
as suas fases de desenvolvimento (Ribeiro et al., 2012).

No final do ensaio experimental, verificou-se que a taxa de sobrevivéncia de G. rufa
foi quase de 100%, independentemente das diferentes doses de racdo que foram
fornecidas. Os Unicos trés individuos que pereceram - um na dose 1 (25% da dose
diaria de racéo ad libitum), outro na dose 3 (75% da dose diaria de racao ad libitum)
e um na dose 4 (100% da dose diaria de racédo ad libitum) - resultaram da evaséo
desses peixes, do seu sistema de suporte de vida, durante a noite.

Os peixes G. rufa que mais exploraram as células da epiderme dos voluntérios,
durante as sessdes de Ictioterapia, foram alimentados com as menores doses de
ragdo: 25% (dosel) e 50% (dose 2) da dose diaria ad libitum, respetivamente
(Fig. 6). Os peixes da situacao de referéncia apresentaram um maior crescimento a
nivel de comprimento total e aumentaram a sua biomassa corporal. De entre 0s
animais que foram sujeitos as sessoes de ictioterapia, os que foram alimentados com
as maiores doses de racéo (doses 3 e 4, correspondentes a 75% e 100% da dose
diaria ad libitum), apresentaram um maior crescimento a nivel de comprimento total,
mas diminuiram de peso. Contrariamente, 0s que receberam menos racao,
cresceram menos em comprimento total e ganharam massa corporal (doses 1 e 2).

Uma andalise mais atenta dos dados revelou que, apesar de haver diferengas
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estatisticamente entre o comprimento total de G. rufa no inicio e no final do ensaio
(em que todos os peixes cresceram), ndo se verificou um crescimento
estatisticamente distinto entre as diferentes doses administradas. Relativamente a
massa corporal, verificaram-se também diferencgas entre o inicio e o final do periodo
experimental, com efeitos opostos entre as menores e a maiores doses de alimento,
sendo que as doses 1 e 4 (respetivamente 25% e 100% do dose diaria ad libitum)
produziram efeitos claramente distintos. A diferenca podera basear-se na qualidade
nutricional da dieta dos peixes G. rufa durante as sessfes de ictioterapia em funcao
do seu comportamento. Na realidade, comportamento dos peixes durante a
alimentacé@o é de extrema complexidade e tem sido estudado extensivamente do
ponto de vista ecoldgico, tanto em peixes de cativeiro como selvagens (Houlihan et
al., 2001). Muitas das respostas comportamentais estdo diretamente relacionadas
com os métodos de alimentacao, frequéncia de alimentacao e até de preferéncia de
alimento (Wynne, et al., 2005). De facto, as menores doses de alimento (25% e 50%
da dose diaria ad libitum) fomentaram uma maior procura de alimento complementar,
com maior namero de incursdes a exploracao das maos dos voluntarios das sessdes
de ictioterapia, comparativamente as doses maiores de alimento (75% e 100% da
dose diaria ad libitum), durante todo o periodo experimental. Desta forma, os peixes
G. rufadas doses 1 e 2 alimentaram-se de uma maior quantidade de células epiteliais
humanas que os peixes das doses 3 e 4. Estes peixes removem apenas as células
superficiais da pele, gracas a presenca de espinhos queratinizados na sua boca, que
€ adaptada para aderir e fixar a varias superficies (aparelho adesivo; Teimori et al.,
2011). As células da camada cornea da epiderme dos seres humanos sao
maioritariamente constituidas por uma proteina estrutural fibrosa chamada queratina.
Em principio, esta tera sido uma dieta empobrecida que, a longo prazo, podera ter
repercussbes no sistema imunitario, bem-estar e salde dos animais,
comparativamente ao fornecimento de uma racéo completa e suplementada. Assim,
0s peixes G. rufa da dose 1 e dose 2 demonstraram-se mais irrequietos, inquisitivos,
exploradores e interativos, fomentados pela vontade de encontrar alimento. A maior
atividade destes peixes, podera ter ajudado a desenvolver mais tecido muscular,
fomentado também pela possivel utilizagdo dos aminoacidos obtidos da digestéo das
células humanas queratinizadas, repercutindo-se num aumento de massa corporal.
Comparativamente, os peixes G. rufa alimentados com as doses 3 e 4 (75% e 100%
da dose diaria ad libitum), demonstraram-se menos interativos e mais sossegados.
Considerando que estes tinham acesso a mais alimento, adequado as suas
necessidades nutricionais, adaptaram-se pior as mudancas de ambiente a que eram

sujeitos diariamente para as sessodes de ictioterapia. Estes permaneciam quietos por
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mais tempo no fundo dos aquéarios onde os voluntarios humanos mergulhavam as
maos, assustando-se com mais frequéncia relativamente a sons e movimentos ao
seu redor, nadando repentinamente numa direcdo oposta. O maior stress sentido por
estes animais podera ter conduzido a um maior consumo de reservas energeéticas.
Mais ainda, a dieta com menos queratina e o comportamento mais timido, terdo
contribuido também para um menor desenvolvido de tecido muscular. Ambos os
fatores poderao ter contribuido para a diminuigcdo da massa corporal observada. Esta
tendéncia foi suportada pelos parametros zootécnicos SGR (taxa de crescimento
especifico) e AGR (taxa de crescimento absoluto), cem que se salientaram as
diferencas estatisticamente significativas entre as doses 1 e 4. A dose 4
correspondem a totalidade da dose diaria de alimento ad libitum, a semelhanca da
fornecida na situagcdo de referéncia. No entanto, a diferenca entre estes dois
tratamentos experimentais residiu no facto dos peixes da situacao de referéncia ndo
serem removidos do seu sistema de suporte de vida, nem sujeitos a sessdes de
ictioterapia. Estes animais apresentaram dos melhores valores dos parametros
zootécnicos, a semelhanca dos peixes G. rufa sujeitos a sessdes diarias de
ictioterapia e alimentados com 25% da dose diaria de alimento ad libitum (dose 1).
E importante ter em conta as necessidades alimentares de cada espécie. Por isso, é
relativamente 6bvio que se deverd optar por administrar uma racédo comercial de boa
gualidade (Wildgoose, 2012). Uma racao equilibrada nutricionalmente deve conter
proteinas, lipidos, hidratos de carbono, vitaminas, minerais e fibras. Um dos fatores
importantes a ter em conta, sera a relacdo entre a quantidade de proteina e a
guantidade de lipidos numa dieta. H& autores que defendem que, uma dieta saudavel
€ constituida por um elevado teor de proteina de elevada qualidade e baixo teor em
gorduras (Barrento et al., 2009). Contudo, se a racgdo for constituida por uma boa
percentagem de proteina (até 55%) e, se a quantidade de lipidos numa racéo variar
entre 8 a 16%, tal potencia e melhora o desempenho do crescimento em algumas
espécies, como é o caso do peixe-espada Xiphophorus hellerii Heckel, 1848
(Velasco-Santamaria & Corredor-Santamaria, 2011). Este parece ser o caso da
racdo Dr. Bassleer Biofish Food Regular M, usada neste estudo, que é composta por
52-55% de proteina e 17-20% de lipidos, e que promove um rapido crescimento
saudavel de G. rufa (Catarino, 2015; Catarino et al., 2015; Gomes 2015; Gomes et
al., 2015).

Geralmente, quando os peixes G. rufa sdo mudados para um novo sistema de
suporte de vida, ou novo local, reagem com alguma timidez. Estes deixam de nadar
ativamente na coluna de agua e de interagir com os seus cuidadores, procurando

ocultar-se no fundo dos tanques e aquarios, onde permanecem imoveis. Os
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movimentos dos opérculos tornam-se mais rapidos e mudam frequentemente a
posicdo dos olhos (que sdo salientes e posicionados mais no topo da cabeca), para
perscrutar o que os rodeia (autor, observacdo pessoal). Tal estranheza pode ser
explicada pelo facto de os animais estarem numa situagéo que lhes confere stress,
0 que leva a uma reducao de crescimento que pode ser observada durante periodos
de stress (Ashley 2007; Aluru & Vijayan 2009), em que 0s peixes ingerem menos
alimento. Condicdes de stress provocam também uma reducdo na eficiéncia de
conversao alimentar, o que leva a um decréscimo nas taxas de crescimento, mesmo
guando os niveis de ingestédo alimentar se mantém (Barton et al., 1987; Gregory &
Wood 1999; Paspatis et al., 2003; d’Orbcastel et al., 2010).

O maneio de peixes é um processo que geralmente exige impor um elemento
estranho intrusivo na agua, para encurralar animais e depois captura-los. Se néo for
executado corretamente, € um fator indutivo de stress, que pde em causa o0 bem-
estar animal (Barton & lwama, 1991). Tal como mudancas abruptas na temperatura
e qualidade da agua, mesmo quando os valores estdo dentro do intervalo de
tolerancia das espécies; e definitivamente quando estdo fora do mesmo
(Wedemeyer, 1997). Quando os peixes sdo movidos para um outro sistema, as
caracteristicas da agua do recipiente recetor devem ser semelhantes as do recipiente
de origem. Por esse motivo, o transporte de peixes € uma operacado que tem que ser
efetuada com o maximo de cuidado, para tentar causar o0 minimo stress possivel
(Piper et al., 1982). De um modo concordante, grande parte da pesquisa sobre os
efeitos de stress em peixes é relacionada com as suas dificuldades de transporte.
(Barton, 2002; Silva et al., 2015). Os peixes exibem uma ampla variacdo nas
respostas fisiologicas ao stress, e a historia genética parece explicar grande parte da
variagao inter-especifica (Barton, 2002). Para as sess0es de ictioterapia, 0s peixes
G. rufa foram retirados do seu aquario original todos os dias, para um aquario de
tratamento. Os fatores como: o transporte entre aquarios, 0 maneio, as mudancgas de
agua a que foram sujeitos, a interagdo com seres humanos; proporcionaram
mudangas no seu metabolismo, causando-lhes stress. Tais procedimentos foram
imprescindiveis para assegurar condi¢des de salubridade para os peixes e de higiene
para os participantes humanos que se voluntariaram para este ensaio experimental.
O protocolo de higienizacdo desenvolvido e implementado ao longo deste ensaio
experimental teve um papel crucial, uma vez que, nenhum dos peixes adoeceu, nem
nenhum dos participantes relatou qualquer reacdo adversa ao contacto com 0sS
animais. Na maioria das vezes, ndo existe qualquer precaucdo para prevenir a
transmisséo de doencas bilateralmente entre Homem-peixe ou Peixe-dgua-Homem.

Se ndo existir nenhum tipo de precaugdes, poder-se-& desenvolver situagdes criticas
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de perigo para a saude publica (Gauthier, 2009; Schets et al., 2006; Sayili et al.,
2006). Apesar de nao existir, até agora, nenhuma evidéncia cientifica da propagacéo
de infe¢cbes para as pessoas, através do contacto com G. rufa, a principal
preocupacéo reside no facto de os peixes usados ndo serem "instrumentos”, que
possam ser desinfetados ou esterilizados. A falta de protocolos regulamentares e
legislacao, que assegurem a saude publica, tem conduzido a proibi¢éo de instalacbes
onde se pratique ictioterapia, como em alguns paises (Reino Unido), ou parte deles
(varios estados nos Estados Unidos da América, provincias do Canadd e da
Alemanha) (HPA, 2011; Schets et al., 2015).

Os individuos G. rufa apresentaram uma clara evolugcdo no seu comportamento, ao
longo das trés semanas de ictioterapia. Inicialmente, os peixes demonstraram
relutdncia em aproximar-se das maos das pessoas voluntarias neste estudo.
Permaneciam em grupo, iméveis, no fundo dos aquéarios de tratamento
ictioterapeutico. Este comportamento foi o oposto do que lhes é caracteristico.
Normalmente, sao peixes com elevada atividade natatéria, atentos ao que os rodeia,
curiosos quanto aos elementos gue sejam novidade do seu habitat de cultivo, e séo
avidos por comida, exibindo comportamentos intensos de frenesim alimentar (autor,
observacao pessoal). Ao longo do ensaio, 0s peixes comecgaram a ganhar confianca
e demonstraram uma maior interacdo com 0s seres humanos. Tal refletiu-se no
aumento progressivo das incursdes destes peixes, as maos dos voluntarios ao longo
das trés semanas de ensaio. No entanto, demonstravam assustar-se com ruidos
audiveis, refugiando-se rapidamente no fundo do aquario, entre os dedos dos
voluntarios, curiosamente sem se importarem com o movimento destes. Com base
nestas observacdes, poder-se-a inferir que estes peixes sao passiveis de adquirir
comportamentos resultantes de um processo de aprendizagem. McGregor et al.,
(2001) demonstraram a capacidade de aprendizagem e reconhecimento individual
no peixe-beta combatente Betta splendens (Regan, 1910), através de lutas entre 0s
machos da mesma espécie (Chandroo et al., 2004). Topal & Csanyi (1999)
estudaram o0s peixes-paraiso Macropodus opercularis (Linnaeus, 1758) e
demostraram que o seu comportamento exploratério poderia ser extinto, ou
substituido pelo comportamento de evitagdo, dependendo da aquisicdo de memoarias
anteriores do seu ambiente. A aprendizagem demonstrada era indicativa de uma
capacidade real de construcdo mental, que poderia direcionar seus comportamentos,
de forma flexivel e adaptativa (Chandroo et al., 2004).

De forma a garantir a viabilidade de tratamentos ictioterapéuticos -
independentemente do seu proposito (recreativo, estético ou de saude), ha

necessidade de se assumir um compromisso entre a saude dos peixes G. rufa e o
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interesse inapto destes animais para interagirem com os seres humanos. Privar 0s
peixes de alimento, de forma a promover o comportamento de “mordiscar’ seres
humanos, e assim remover-lhe as camadas superficiais da pele, é um
comportamento eticamente reprovavel — pelo que nem foi uma hipétese a considerar
no presente estudo (Diretiva 98/58/CE; Tratado de Lisboa, 2007; Algers et al., 2009;
Diretiva 2010/63/UE; Decreto-Lei n°® 113/2013; Eurogroup for Animals, 2016). Do
ponto de vista do bem estar animal, pode dizer-se que este método pode ser
guestionavel, uma vez que € considerado por muitos como uma exploracdo dos
animais. No entanto, uma vez que a ictioterapia € uma realidade e mostra resultados
concretos para doencas como a psoriase, que provoca extremo desconforto (Sayili
et al., 2007), cabe aos defensores dos direitos dos animais promover um
comportamento que se adeque a dignidade do proprio animal. Por isso, este estudo
tem importancia providenciar a industria associada a Spas de Turismo Termal e de
Medicina Alternativa de como melhor cuidar destes animais nas suas instalacdes. Os
resultados obtidos providenciam informacédo quanto a qualidade e quantidade de
alimento que se deve fornecer a G. rufa, para que estes tenham um bom
desempenho nas sessdes de ictioterapia, sem comprometer a sua saude e bem-
estar. As boas praticas de maneio de G. rufa fomentam a rentabilidade deste sector
econdmico, uma vez que reduz a mortalidade dos animais e evita a necessidade de
aquisicdo de substitutos. Por outro lado, sera necessario alertar a publico opinido
publica para as precaucdes de higiene, que devem ser aplicadas em ictioterapia, uma
vez que além do bem-estar animal, também estdo em causa, questdes de salde
publica.

Quanto aos inquéritos, a maioria dos participantes era estudante e com idade inferior
a 30 anos, pois a atividade foi realizada no ambito académico, o que seria expectavel,
visto que existem muitos mais alunos do que docentes e outos funcionarios. Embora
tivesse ocorrido um equilibrio entre o sexo das pessoas que participaram neste
estudo, tendo experimentado uma sessao de ictioterapia pela primeira vez, a maioria
dos participantes que experimentaram uma segunda vez era do sexo feminino.
Geralmente, as mulheres tendem a ter um cuidado e uma atencao superior a estética.
Em geral, sdo as pessoas que demonstram maior interesse e até curiosidade neste
tipo de tratamento (Ozcelik & Akyol, 2011) . A maioria das pessoas afirmaram ter um
tipo de pele normal, o que podera explicar o facto da maioria dos inquiridos ter
expressado que gostou da experiéncia do contacto com 0s peixes, mas que nao
sentiu melhorias na condicdo de pele. Ainda assim, também sera necessario
ressalvar que este tratamento deve ser continuado para se obterem resultados

visiveis (Grassberger, 2006). Percebeu-se que o sexo influenciou a preferéncia dos
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animais pela pele feminina, talvez por ser uma pele menos espessa e facilite a
ingestdo de células epiteliais com menos queratina. Ou simplesmente, por
preferéncia de um determinado tipo de pele. Ainda assim, o tipo de pele normal
predominou entre os participantes do sexo feminino. Os tipos de pele especiais (seca,
psoriase, calejada e outras condi¢des) foram mais frequentes entre os homens. Nao
se verificou uma relagcé@o entre o sexo dos participantes e o0 seu tipo de pele, apesar
de a partida se esperar que 0s homens apresentassem pele mais espessa e seca
gue as mulheres. Este resultado foi concordante com os resultados de Mogensen et
al., (2008), em que estes autores ndo encontraram relagao significativa na espessura

da epiderme entre homens e mulheres.
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5. Concluséo

De acordo com o exposto, recomenda-se que seja fornecida uma racdo comercial de
boa qualidade aos peixes, em regime de ictioterapia, para satisfazer os seus
requisitos nutricionais. Apesar da dieta 1 ter apresentado bons parametros
zootécnicos, se a pratica for continuada por muito tempo, a dieta € empobrecida em
termos nutricionais acarretara consequéncias para a saude dos peixes, deixando-0s
debilitados e sujeitos a doengas provocadas por agentes patogénicos ou mudancas
ambientais. Gracas ao facto de os peixes G. rufa terem revelado ser organismos
bastante resilientes a mudancas ambientais (nomeadamente nas trocas entre 0s
sistemas de suporte de vida e os sistemas de ictioterapia), bem como a sua
capacidade de aprendizagem, recomenda-se fornecer uma dose de alimento entre
as 0,14 e 0,21 Kcal peixe™?, correspondentes a 50% - dose 3 e 75% da dose diaria
ad libitum (a qual vale 0,27 Kcal peixe e 5% da massa corporal de peixes com
~ 5,62 £ 0,05 cm /1,30 + 0,04 g). Apesar de ndo terem sido as doses com melhor
desempenho em termos de parametros zootécnicos, sera uma forma de encontrar
um compromisso entre o interesse dos peixes G. rufa, para interagirem com os seres
humanos, e providenciar salide e bem-estar a estes animais, a longo prazo.

Entdo, pode-se concluir que existe, sim, a possibilidade de manter estes animais para
fins ictioterapéuticos de forma digna, sem comprometer o seu bem-estar e
sobrevivéncia, evitando a constante aquisicdo dos mesmos.

E muito importante que estudos como estes sejam feitos para podermos melhorar os

meétodos aplicados na producédo e manutencao de espécies em cativeiro.
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