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RESUMO

No comércio ornamental, a alta demanda por cavalos-marinhos no inicio dos anos 2000,
seguidos pela regulamentacao de sua comercializacao pela CITIES em 2004, impulsionou
0s estudos sobre a manutencdo em cativeiro destas espécies. Ainda assim, medidas que
visem sanar ou minimizar os efeitos da elevada mortalidade nas fases iniciais de cultivo,
aspectos relacionados as demandas nutricionais e fontes alimentares adequadas
representam as principais lacunas de conhecimento na criagdo do género. No aspecto
nutricional, dada sua conformacgdo morfoldgica, existe expressiva dificuldade na avaliacao
das reservas corporais e condicao fisica em cavalos-marinhos. Neste cenario, metodologias
gue qualifiguem a condic&o corporal podem ser grandes aliadas no estudo de populacdes
e sua interagcdo com recursos restritos, ou ainda, no ambiente ex-situ, auxiliar na adequacao
do manejo nutricional sobre o status de saude, facilitando o desenvolvimento de protocolos
de cultivo. Varios indices tém sido propostos para medir a condicdo corporal em diferentes
espécies. Para peixes, convencionalmente adota-se o uso do Fator de Condig&o, um indice
morfométrico que prevé que que individuos de um determinado comprimento, exibindo
maior peso, estdo em melhores condigcbes. No entanto, além da clara discrepancia
morfolégica quando comparados a peixes teledsteos de formato fusiforme, os animais do
género Hippocampus possuem caracteristicas que limitam o uso de férmulas que envolvam
proporcdo peso-comprimento. Neste cendrio, a metodologia de escore de condi¢édo
corporal (ECC) apresenta-se como uma alternativa de alta praticidade e baixo custo,
possibilitando a afericdo do status de salde sem a necessidade de captura ou abate. Pela
sua aceitacdo como ferramenta na avaliacdo em animais selvagens, varios sistemas de
ECC espécie-especificos ja foram desenvolvidos, e, recentemente, vém sendo adaptados
a organismos marinhos. Apés validado, um ECC desenvolvido com base na anatomia
singular dos cavalos-marinhos pode ser uma ferramenta de grande importancia em sua

conservacao.

Palavras-chave: Syngnathidae; Conservacdo; Status de saude; Condicdo corporal;

Reservas energéticas



ABSTRACT

In the ornamental trade, the high demand for seahorses in the early 2000s, followed by the
regulation of its commercialization by the CITIES in 2004, boosted studies on the
maintenance of these species in captivity. Yet, measures aimed at minimizing the effects of
high mortality in the early stages, aspects related to nutritional demands and adequate food
sources still represent the main knowledge gaps in the rearing protocols for the genus. In
the nutritional aspect, given its morphological conformation, there is significant difficulty in
assessing body reserves and physical condition in seahorses. In this scenario,
methodologies that qualify the body condition can be great allies in the study of populations
and their interaction with restricted resources. Yet, in the ex-situ environment, these
methodologies could help enhance nutritional protocols regarding the health status of the
individuals. Several indexes have been proposed to measure body condition in different
species. For fish, the Condition Factor is conventionally used as a morphometric index and
predicts that individuals of a given length, exhibiting greater weight, are in better condition.
However, in addition to the clear morphological discrepancy when compared to spindle-
shaped teleost fish, animals of the genus Hippocampus have anatomical characteristics that
limit the use of formulas involving weight-to-length ratio. In this scenario, the body condition
score (BCS) methodology presents itself as a highly practical and low-cost alternative,
enabling the measurement of health status without the need for capture or euthanasia. Due
to its acceptance as a tool in the evaluation of wild animals, several species-specific BCS
systems have already been developed, and, recently, they have been adapted to marine
organisms. Once validated, a BCS developed based on the uniqgue anatomy of seahorses

can be a very important tool in its conservation.

Keywords: Syngnathidae; Conservation; Health status; Body condition; Energy reserves



INTRODUCAO GERAL

Os cavalos-marinhos sé@o peixes pertencentes a familia Syngnathidae, as quais
podem ser encontradas em todo o mundo, em aguas tropicais e subtropicais, contando com
cerca de 46 espécies descritas (Koldewey e Martin-Smith, 2010). Sua ocorréncia abrange
uma grande diversidade de ecossistemas, podendo ser encontrados em recifes de coral,
manguezais, estuarios ou bancos de algas (Ulfa e Pratomo, 2018). Grande parte das
espécies de cavalos-marinhos (Hippocampus sp.) estdo sob algum grau de ameaca,
principalmente devido a degradacéo do habitat e & sobrepesca (Koning e Hoeksema, 2021).
A pesca direta ou indireta pode afetar individuos, populacdes e espécies de cavalos-
marinhos de varias maneiras, seja por efeito direto, por meio de injarias ou 6bito, ou ainda,
pela interrupcdo da estrutura social, reduzindo as taxas reprodutivas (Vincent, Foster e
Koldewey, 2011). Além da pesca, alteracBes na estrutura fisica do habitat, qualidade da
agua, ruido, presenca de espécies invasoras ou mudancas climéaticas sdo fatores

determinantes na sobrevivéncia do género.

Na costa brasileira, sdo descritas atualmente trés espécies distintas de cavalos-
marinhos, o Hippocampus reidi Ginsburg (1933), o Hippocampus erectus Perry (1810), e
mais recentemente, o Hippocampus patagonicus Piacentino e Luzzatto (2004) (Silveira et
al. 2014). Todas as espécies de abrangéncia nacional encontram-se classificadas como
“vulneravel”’ na lista brasileira de animais ameacados de extingdo (MMA, 148/2022), e,
globalmente, como “quase ameagado” (H. reidi) e “vulneravel” (H. erectus e H. patagonicus)
na Lista Vermelha da Uni&o Internacional para a Conservagéo da Natureza (IUCN, 2016).
No Brasil, os cavalos-marinhos sdo comercializados em varios pontos da costa e até em
localidades interioranas. Seu comércio envolve desde a coleta de animais secos, que sao
comercializados para diversas finalidades, até a venda de animais vivos para fins de

aguarismo e ornamentacao (Mai e Rosa, 2009).

O comeércio de peixes do género Hippocampus teve inicio ainda nos primordios da
industria internacional de aquérios, somados a demanda paralela de espécimes secos no
mercado chinés (Koning e Hoeksema, 2021). Das 46 espécies de Hippocampus
reconhecidas, 27 estéo representadas no comércio internacional (Koldewey e Martin-Smith,
2010; Koning e Hoeksema, 2021). Dentre estas, cinco espécies de cavalos-marinhos (H.
trimaculatus, H. spinosissimus, H. kelloggi, H. kuda e H. algiricus) representam mais de
90% do comeércio mundial para o género, sendo a maioria comercializada como espécimes

secos coletados na natureza (Foster et al., 2016). De acordo com o banco de dados de



comércio da Convencdo sobre o Comércio Internacional das Espécies Silvestres
Ameacadas de Extincdo (CITES), ha pelo menos 70 paises ou areas que atuam como
fontes e/ou consumidores de cavalos-marinhos e o volume anual de mercado € em meédia
7 milhdes individuos (Zhang et al., 2017). Considerando somente dados de importacdo da
Unido Europeia (UE), entre 1997-2003, mais de 142.000 individuos vivos de Hippocampus
foram exportados. Entre 2004-2018, apds a entrada em vigor da CITES dado ao grau de
ameaca do género, um total de quase 680.000 individuos vivos foram registrados como
importados e mais de 1.090.000 como exportados, sendo os Estados Unidos o maior
importador de Hippocampus vivo, além de paises como Canadd, Japdo e Cingapura
(Koning e Hoeksema, 2021). Apesar do aumento na demanda no inicio dos anos 2000,
apos 2004, quando a regulamentacédo da CITES foi implementada, foi evidente a mudanca
no mercado quanto a origem dos espécimes, havendo aumento significativo de animais

provindos de cultivos em ambiente controlado.

De forma geral, o comércio tem impulsionado a pesquisa cientifica em cavalos-
marinhos, sendo o H. kuda e o H. reidi, espécies que estdo mais bem representadas, ambos
alvos frequentes de estudos cientificos no dominio da aquicultura (Cohen et al., 2017).
Neste sentido, sdo inUmeras as pesquisas voltadas as condi¢des de cultivo em ambiente
controlado (Hora e Joyeux, 2009; Willadino, et al., 2012; Hettiarachchi e Edirisinghe, 2017,
Planas, 2021). De forma complementar, o avanco da exploracdo sobre estas espécies
também estimulou o volume de estudos voltados ao monitoramento de populacdes
selvagens, buscando definir os impactos das crescentes ameacas sobre a densidade
populacional e interacdes no ambiente natural (Goffredo, Piccinetti e Zaccanti, 2004; Carmo
et al., 2022; Silveira et al., 2022).

No Brasil, o H. reidi é a espécie mais explorada pelo comércio (Rosa, Sampaio e
Barros, 2006). Assim, considerando que a espécie vem apresentando declinios
populacionais preocupantes nos Uultimos anos, além das questbes comerciais, a
manutencdo de populacdes em cativeiro € de suma importancia para sua conservagao.
Somado ao acompanhamento das popula¢des naturais, sua manutencdo em cativeiro
auxilia na promocéao estudos voltados ao entendimento da espécie e praticas de educacéo
ambiental (da Hora, 2009; Vincent, Foster e Koldewey, 2011).

Apesar dos avancgos recentes no desenvolvimento de protocolos de cultivo voltados
para o H. reidi, ainda assim, as principais lacunas de conhecimento se concentram na

elevada mortalidade nas fases iniciais de cultivo, em aspectos relacionados as demandas



nutricionais e fontes alimentares adequadas (Koldewey e Martinsmith, 2010; Willadino et
al., 2012; Novelli et al., 2016). No aspecto nutricional, dada a conformacéo morfolégica dos
peixes do género Hippocampus, existe expressiva dificuldade na avaliacdo das reservas
corporais e condicdo fisica, sendo necessario a definicdo de critérios quantitativos e
qualitativos que indiqguem a real condicdo das reservas energéticas ou condi¢cao corporal

dos animais (Melo-Valencia et al., 2013; Sanchez-Cardozo et al., 2014).

Neste cenario, metodologias que qualifiguem a condi¢cdo corporal podem ser
grandes aliadas na avaliagcdo no estudo de populagbes e sua interacdo com recursos
restritos, sazonalidade e capacidade de suporte do habitat, fatores primordiais no
acompanhamento de populacdes selvagens (Joblon et al., 2014; Mcwilliams e Wilson, 2015;
Kamerman et al., 2017; Clark et al., 2018). No ambiente ex-situ, estas metodologias podem
ainda auxiliar na adequacédo do manejo nutricional sobre o status de saude, facilitando o
desenvolvimento de protocolos assertivos para a manutencédo da espécie (Laflamme, 2012;

Wijeyamohan et al., 2014).

Condicao corporal

7z

A condicdo corporal € um indicador-chave de saude no nivel individual ou
populacional, uma vez que esta intimamente relacionada a importantes varidveis de
aptiddo, como crescimento, reproducdo, comportamento e sobrevivéncia (Gubiani et al.,
2020). Assim, é frequentemente utilizada para avaliar a saude ou bem-estar fisioldgico das
populacfes de peixes como uma medida indireta dos efeitos de fatores abidticos, incluindo
acbes de manejo da pesca (Cade et al.,, 2008). Comumente, o termo é utilizado para
designar as reservas energéticas de um individuo (Labocha et al., 2014); neste sentido,
prevé-se gque animais com melhor condi¢do corporal tenham mais reservas de energia (em
termos de gordura e/ou proteina), permitindo-lhes suportar periodos mais longos de
escassez de alimentos e apresentar maior sobrevivéncia e sucesso reprodutivo em
comparacao com animais em ma condi¢céo corporal (Gubiani et al., 2020). Ao comparar a
condicdo corporal dos peixes, é posivel avaliar mudancas na disponibilidade de presas,
sucesso da predacao ou ainda, a inadequacao da dieta ou ndo adaptacdo do animal ao
ambiente controlado.

Vérios indices tém sido propostos para medir a condi¢ao corporal e indicar o estado
nutricional e fisiolégico em diferentes espécies (Labocha et al., 2014; Gubiani et al., 2020).
Dentre as alternativas, podem-se citar os métodos diretos ou destrutivos, onde os animais

sdo abatidos (como os indices hepatossomatico ou gonado-somatico, por exemplo) ou



aqueles classificados como indiretos, ou nao destrutivo, quando 0s animais nao Ssao
abatidos (Gubiani et al., 2020). Geralmente, os indices indiretos visam determinar a massa
de um individuo em relacéo ao seu tamanho corporal. Entre eles, os mais simples séo os
chamados "indices de proporcao”, sendo considerada a proporcdo de massa corporal
dividida pelo comprimento do corpo.

Para peixes em geral, adota-se o uso do Fator de Condi¢ao, um indice morfométrico
determinado com base no principio de que individuos de um determinado comprimento,
exibindo maior peso, estdo em melhores condi¢cdes; nesta metodologia, 0 comprimento do
corpo é levantado ao poder de trés, e assume-se que a massa e 0 comprimento aumentam
isometricamente (Froese, 2006). Diversos autores, no entanto, discutem o emprego do
método dado a ndo singularidade na morfologia das diversas espécies existentes.
Geladakis et al. (2018), por exemplo, discute que, apesar dos caracteres morfométricos
terem sido tradicionalmente usados para descrever a estrutura populacional de peixes, a
variacdo da forma do corpo, muitas vezes induzida pelo ambiente, pode somente fornecer
um bom registro da estrutura populacional em curto prazo; fatores nao relacionados a
influéncias ambientais ou genéticas na morfologia corporal, no entanto, podem enviesar a
amostragem e o uso de caracteristicas morfométrica para discriminacdo das populacdes.
De forma complementar, Froese (2006) e Froese et al. (2011) argumentam que, uma vez
gue a condicéo corporal de um individuo pode ser influenciada por indmeros fatores, como
sexo, estagdo do ano e grau de desenvolvimento gonadal, a relagdo peso-comprimento

pode ndo ser a mesma entre diferentes populacdes.

Individuos tipicamente diferem em acumulo de massa corporal, dependendo néo
apenas do seu estado nutricional, mas do seu fenétipo ou ajustes metabdlicos promovidos
por fatores ambientais (Lazaro-Coté et al., 2021). Além da clara discrepancia morfolégica
guando comparados a outros peixes teledsteos, se tratando de uma espécie bentbnica
associada a ambientes recifais, manguezais ou bancos de alga, os animais do género
Hippocampus possuem limitada capacidade natatoria, apresentando nadadeiras
relativamente pequenas e em menor numero (Lourie et al., 2004; Manning et al., 2019).
Neste cenario, somente a auséncia de uma nadadeira caudal, bem como o advento de uma
cauda longa e musculosa e a presenca de anéis 6sseos em substituicdo as escamas ja séo
fatores suficientes a se ponderar na adaptacdo de dados e férmulas que envolvam
proporcao peso-comprimento quando comparado a outras espécies de formato fusiforme
(Porter et al., 2013; Neutens, 2016; Manning et al., 2019). Neste cenario, a metodologia de

escore de condicéo corporal (ECC) apresenta-se como uma alternativa de alta praticidade,



pois além de consistir em uma técnica néo invasiva, possibilita a afericdo do status de saude
de animais de vida livre sem a necessidade de captura ou abate (Ojeda-Adame et al., 2020;
Kongsurakan et al., 2020; Walden et al., 2022).

Escore de condi¢ao corporal

Tipicamente adotados em sistemas de producdo, o ECC compreende uma
ferramenta importante para a gestdo pecuaria visando otimizar a producao, programas de
alimentacdao, reproducéo e bem-estar dos animais (Gosh et al., 2019). Nestes sistemas, a
metodologia envolve palpagéo da coluna vertebral e porgdo lombares, sentindo-se o tonus
muscular e cobertura dos ossos. A partir de padrbes pré-estabelecidos, sdo definidas
pontuacdes que podem variar de 1 a 5 ou de 1 a 10, a depender da metodologia proposta.
Atualmente, ja foram descritas metodologias especificas para diversos grupos de animais
domésticos, incluindo bovinos (Qiao et al., 2021), ovinos (Carlos et al., 2015), equinos
(Jensen et al., 2016) e caprinos (Gosh et al., 2019).

O escore de condicdo corporal € uma ferramenta subjetiva que visa permitir
recomendacdes relacionadas ao estado nutricional e a saude geral em uma gama de
espécies (Joblon et al., 2014; Clark et al., 2018; Schiffmann et al., 2020). Podendo ser
adotado em diferentes sistemas de produ¢cdo, o modelo de escore de condi¢cdo corporal
vem ganhando espac¢o em estudos ecoldgicos de populacdes selvagens, incluindo modelos
adaptados a organismos aquéaticos, podendo ser utilizada em estudos de populacdes e sua
interacdo com recursos restritos, sazonalidade e capacidade de suporte do habitat (Joblon
et al., 2014; Mcwilliams e Wilson, 2015; Kamerman et al., 2017; Clark et al., 2018). No
regime ex-situ, o status de saude € o principal motivo para que o ECC seja aplicado, visto
gue em condicfes de cativeiro, varias espécies apresentam-se propensas a obesidade ou
raquitismo dado a inadequacao da dieta ofertada ou a ndo adaptacdo da espécie aos
cuidados humanos (Laflamme, 2012; Wijeyamohan et al., 2014).

Seguindo a estrutura dos primeiros sistemas de pontuacdo estabelecidos para
animais domeésticos, a maioria dos protocolos existentes consiste em cinco ou mais
categorias, onde a pontuacédo 1 representa a mais pobre, e 5 a mais alta condi¢éo corporal
(Laflamme, 2012; Schiffmann et al., 2020). Para cada pontuacéo, os indices fornecem uma
descricdo, comumente combinado com uma fotografia ou projecdo pictérica a ser seguida.
Na avaliacdo de animais selvagens, em ambos ambientes in-situ e ex-situ, a parte pictérica

€ muitas vezes enfatizada devido a sua praticabilidade em condi¢cdes de campo, onde o



tempo de leitura muitas vezes ndo é assegurado e o individuo sob investigacdo tem de ser

categorizado rapidamente e sem contato fisico (Morfeld et al. 2014; Schiffmann et al., 2020).

Pela sua aceitacdo como ferramenta no controle de peso em animais selvagens sob
cuidado humano, como em zooldgico, varios sistemas de pontuacdo visual espécie-
especificos ja foram desenvolvidos, inclusive para espécies de morfologias mais
desafiadoras, como queldnios e crocodilianos (Joblon et al., 2014; Morfeld et al. 2014; Clark
et al., 2018; Schiffmann et al., 2020). Recentemente, os modelos vém sendo adaptados a
organismos marinhos, com énfase em mamiferos, como baleias, golfinhos e focas (Joblon
et al., 2014; Warren, 2021; Wachtendonk et al., 2022), quelonios (Thomson et. al, 2009) e
aves (Clements e Sanchez, 2015), espécies para as quais, normalmente, a avaliacdo por
meio de proporcdo corporal ndo é possivel ou suficiente. Em peixes, Clark et al. (2018)
apresentou uma proposta de avaliagdo por pontuacdo de escore para Zebrafish (Danio
rerio). Apesar de sua ampla aplicabilidade, ndo foram encontrados relatos em literatura de

modelos que tenham sido desenvolvidos para teledsteos marinhos.

Para garantir a efetividade do método, se faz necessario que os sistemas de
pontuacdo passem por um processo de validagdo a fim de garantir a confiabilidade e
consisténcia dos resultados, uma vez que a consideracao de areas do corpo ndo altamente
correlacionadas com o padrao desejado pode fornecer resultados enviesados (Schiffmann
et al.,, 2020). Além de caracteristicas especificas do grupo avaliado e medicdes
morfométricas padrdo, varias técnicas de validacdo podem ser utilizadas em diversos
taxons, dentre elas, a determinacdo da quantidade de gordura subcutédnea por
ultrassonografia, analise de bioimpedancia, medicdo dos niveis séricos de triglicerideos,
medicao direta do contetdo de gordura corporal ou a quantidade de gordura renal e/ou
hepatica (Morfeld et al. 2014; Schiffmann et al., 2020; Carpio et al., 2015).

A distribuicdo de gordura, associada a reserva energética, desempenha um papel
importante no status de saude das populacdes, permitindo-lhes suportar periodos mais
longos de escassez de alimentos e apresentar maior sobrevivéncia e sucesso reprodutivo
em comparagcao com animais em ma condicdo corporal (Gubiani et al., 2020). Apesar disso,
0 aumento da gordura intra-abdominal/visceral promove um alto risco de obesidade,
diabetes e outras doencas metabdlicas, mesmo em peixes (Moraes et al., 2018). Muitos
estudos mostraram que o armazenamento e a distribuicdo de gordura estéo relacionados
a idade, sexo, hormoénios, sintese de gordura, transporte de decomposicdo de gordura,
dentre outros fatores (Zhang et al., 2020). Em peixes, 0s principais pontos de acumulo se



dado principalmente em forma de tecido adiposo intraperitoneal, tecido adiposo

intraperitoneal mais musculo, figado e tecido adiposo subcutaneo (Xu et al., 2021).

Em cavalos-marinhos Hippocampus reidi, Novelli et al. (2015) apontam que as
reservas energeéticas podem ser encontradas em forma de tecido adiposo perivisceral,
goticulas lipidicas no intestino anterior e posterior e armazenamento de lipidios no figado,
sendo estes bons indicadores de validacdo para um sistema de escore de condicao
corporal. Vale ressaltar, no entanto, que os dados avaliados pelo autor compreendem
amostragens ao longo dos primeiros 30 dias de vida, ndo havendo relatos em literatura que
apontem avaliacdo de deposicdes ou reservas lipidicas diferentes da reserva hepética em

individuos adultos.

Apos validado, um ECC desenvolvido com base na anatomia singular dos cavalos-
marinhos do género Hippocampus pode ser uma ferramenta de grande importancia na
conservacdo de populacbes de vida livre, sendo passivel inferir impacto ambiental,
capacidade de carga do ambiente, disponibilidade de alimento e salde das populacdes
(Joblon et al., 2014; Mcwilliams e Wilson, 2015; Kamerman et al., 2017; Clark et al., 2018).
Ainda, em ambiente controlado, a técnica permite a avaliacdo da adequacdo do manejo,
assertabilidade das dietas empregadas e status de saude, facilitando o desenvolvimento de
protocolos efetivos de manutencdo da espécie sob cuidados humanos (Laflamme, 2012;

Wijeyamohan et al., 2014).

Apés estabelecido, acredita-se que um modelo desenvolvido a partir do H. reidi, por
exemplo, possa ser possivelmente aplicavel para outros animais do género que apresentem
morfologia similar, como por exemplo, H. erectus e H. patagonicus, comuns a costa
brasileira. Ainda, a metodologia de ECC possivelmente pode ser desenvolvida, validada e
aplica para outros organismos aquaticos que apresentem morfologias desafiadoras, como
animais dos géneros Ostraciidae, Tetraodontiformes e Muraenidae no meio aquético, além

de uma infinidade de espécimens terrestres.

A combinacdo de diferentes abordagens e conhecimentos pode fornecer uma
compreensao holistica, permitindo preencher lacunas no monitoramento em areas remotas
ou com espécies de dificil acesso (Peacock et al., 2020). O gerenciamento eficaz de fauna
selvagem requer informacgdes precisas e oportunas sobre o status e as tendéncias de
mudanca da populacdo. Assim, o monitoramento da saude das populacdes, incluindo

doencas, condicao corporal e tendéncias e demografia, € fundamental. Neste sentido, a



metodologia de ECC apresenta-se como uma ferramenta primordial e inovadora como

alternativa na avaliacdo de reservas energéticas em organismos aquaticos.



OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi propor uma escala de escore de condicdo corporal
visando a avaliagdo qualitativa das reservas energéticas em cavalos-marinhos da espécie

Hippocampus reidi, bem como medidas de validacdo da metodologia proposta.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenvolver um sistema de pontuacdo de escore de condi¢ao corporal aplicavel
para a espécie Hippocampus reidi buscando uma padronizacdo na avaliacao

qualitativa de reservas corporais na espécie;

2. Avaliar os efeitos das categorias de escore de condi¢cdo corporal nos aspectos
histolégicos das gbnadas, figado e intestino de Hippocampus reidi mantidos sob

cuidados humanos;

3. Avaliar os efeitos das categorias de escore de condigdo corporal no tamanho e
conformacao dos 6rgaos dos sistemas digestoério e reprodutor de Hippocampus

reidi mantidos sob cuidados humanos;

4. Avaliar os efeitos das categorias de escore de condicdo corporal no perfil e
proporcdo de acidos graxos acumulados em amostras de tecido cutaneo de

Hippocampus reidi mantidos sob cuidados humanos;

5. Avaliar a correlacdo de dados morfométricos e indices de propor¢ao corporal em

relacdo as categorias de escore visando validacdo da metodologia proposta.
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Resumo

Globalmente, mais de 1 bilhdo de peixes ornamentais sdo comercializados em uma
industria multimilionéria. Neste mercado, vem ocorrendo um incremento na demanda por
cavalos-marinhos do género Hippocampus estimulando os estudos sobre a manutencao
em cativeiro destas espécies. No aspecto nutricional, dada a conformacao dos cavalos-
marinhos, ha dificuldades na avaliagcdo das reservas corporais e condi¢ao fisica, sendo
necessario a definicdo de critérios que indiqguem a real condi¢do das reservas energéticas
destes animais. Assim, este estudo propde o desenvolvimento e validacado de um sistema
de pontuacdo da condicdo corporal (ECC) aplicavel a cavalos-marinhos da espécie
Hippocampus reidi. Para isso, o ganho de peso e parametros biométricos de 31 cavalos-
marinhos adultos foram monitorados semanalmente por um periodo de 150 dias. Além
disso, foi conduzida analise histologica dos 6rgédos do sistema digestério e reprodutor de
parte dos animais amostrados visando caracterizar e validar as categorias propostas. Neste
estudo, propde-se que 0s animais sejam avaliados quanto a cobertura muscular abdominal,
estreitamento toracico, contraste entre a regido dorsal e abdominal e cobertura muscular
entre os anéis do tronco, seguindo projecBes pictéricas anexas a este trabalho. Ao
comparar os dados obtidos com o fator de condicédo (k), notou-se que a anatomia Unica dos
cavalos-marinhos requer analises adaptadas a morfologia da espécie, uma vez que houve
baixa correlacdo dos dados morfométricos e discrepancia nos resultados entre aqueles
propostos e os apontados pela metodologia convencional. Em relagdo a conformacao
histolégica dos 6rgaos, foi possivel observar diferengcas marcantes quanto ao tamanho e
acumulo de gordura no figado e grau de desenvolvimento das génadas dos animais
avaliados, indicando que, quanto maior o ECC, melhores as condi¢cdes de reserva e
potencial reprodutivo avaliados. A metodologia de ECC apresentou-se como uma
alternativa de alta praticidade, simplicidade e baixo custo, sendo uma ferramenta inovadora

na avaliacao de reservas energéticas em organismos aquaticos.

Palavras-chaves: Aquicultura; Syngnathidae; Conservacgdo; Status de saude; Reserva

hepatica



PROPOSAL AND VALIDATION OF A BODY CONDITION SCORE SYSTEM FOR THE
EVALUATION OF ENERGY RESERVES IN THE LONG-SNOUTED SEAHORSE
Hippocampus reidi (Ginsburg, 1933)

Abstract

Globally, over 1 billion ornamental fish are traded in a multi-million industry each year. In
this sector, an increasing demand for fish of the genus Hippocampus have being stimulating
studies regarding captive breeding and maintenance of the species. Considering the
nutritional aspect, given the conformation of seahorses, there are several issues associated
to the evaluation of body reserves and physical condition, being necessary the definition of
specific criteria that indicates the real condition of body energy reserves for those animals.
Thus, this study proposes the development and validation of a body condition scoring
system (BCS) applicable to seahorses of the species Hippocampus reidi. For this study,
weight gain and biometric parameters of 31 seahorses were weekly monitored for a period
of 150 days. Additionally, histological analysis of organs of the digestive and reproductive
tract were carried out aiming the characterization and validation of the scoring system. In
this study, it is proposed that animals should be evaluated for abdominal muscle coverage,
thoracic narrowing, contrast between the dorsal and abdominal region and muscle coverage
between dorsal rings, following pictorial projections attached to this work. When comparing
the data with the condition factor (k), it was noted that the unique anatomy of seahorses
requires analysis adapted to the morphology of the species, since there was a low
correlation for morphometric data and discrepancy in the results between those proposed
and those indicated by the conventional methodology. Regarding the histological analysis,
it was possible to observe differences regarding size and accumulation of fat in the liver and
degree of development of the gonads of the animals evaluated, pointing out that, the higher
the BCS, the better in terms of energy reserves and reproductive potential. The BCS
methodology presents itself as an alternative of high practicality, simplicity and low cost,

being an innovative tool for the evaluation of energy reserves in aquatic organisms.

Keywords: Aquaculture; Syngnathidae; Conservation; Health status; Hepatic reserve



1. INTRODUCAO

Globalmente, a comercializacdo de organismos ornamentais marinhos gera milhares
de empregos e envolve cifras de centenas de milhares de ddélares (Dominguez e Botella,
2014; Rhyne et al., 2017). Neste mercado, a alta demanda por cavalos-marinhos do género
Hippocampus no inicio dos anos 2000, seguidos pela regulamentacdo de sua
comercializacdo pela Convencao sobre o Comércio Internacional das Espécies Silvestres
Ameacadas de Extincdo (CITIES) em 2004, impulsionou os estudos sobre a manutencéo
em cativeiro destas espécies (Ollivoto et al., 2011; Koning e Hoeksema, 2021). Desta forma,
sdo inuUmeras as pesquisas voltadas as condigbes de cultivo de Hippocampus sp. em
ambiente controlado (Hora e Joyeux, 2009; Willadino, et al., 2012; Hettiarachchi e
Edirisinghe, 2017; Planas, 2021). Ainda assim, medidas que visem sanar ou minimizar os
efeitos da elevada mortalidade nas fases iniciais de cultivo, aspectos relacionados as
demandas nutricionais e fontes alimentares adequadas representam as principais lacunas
de conhecimento na criacdo de cavalos-marinhos (Koldewey e Martinsmith, 2010; Willadino
et al., 2012; Novelli et al., 2016).

No aspecto nutricional, dada a conformacdo esquelética e particularidades
anatdmicas e fisioldgicas dos peixes do género Hippocampus, existe expressiva dificuldade
na avaliacdo das reservas corporais e condicéo fisica, sendo necessario a definicdo de
critérios quantitativos e qualitativos para que se indique a real condicdo das reservas
energéticas destes animais (Melo-Valencia et al., 2013; Sanchez-Cardozo et al., 2014).
Metodologias que qualifiguem a condi¢ao corporal podem ser grandes aliadas na avaliagao
e adequacao do manejo nutricional sobre o status de saude, facilitando o desenvolvimento
de protocolos assertivos para a manutencao da espécie (Laflamme, 2012; Wijeyamohan et
al., 2014). Neste cenério, a metodologia de escore de condicdo corporal (ECC), uma
alternativa de alta praticidade e baixo custo, pode ser adotada para espécies de morfologias
variadas, representando uma técnica ndo invasiva e que possibilita a afericdo do status de
salude sem a necessidade de captura (Ojeda-Adame et al., 2020; Kongsurakan et al., 2020;
Walden et al., 2022).

O escore de condicdo corporal é uma ferramenta de avaliacdo qualitativa que visa,
a partir da aferigdo visual das reservas energéticas, apontar recomendacdes principalmente
guanto ao estado nutricional em uma gama de espécies (Joblon et al., 2014; Clark et al.,
2018; Schiffmann et al., 2020). Comumente adotado em sistemas de producéo animal, o

ECC vem se popularizando em estudos ecolégicos na avaliacdo de animais selvagens,



incluindo modelos recentemente adaptados a organismos aquaticos (Joblon et al., 2014;
Clark et al., 2018). A metodologia vem sendo de grande valia no estudo de populagdes e
sua interacdo com recursos restritos, sazonalidade e capacidade de suporte do habitat
(Joblon et al., 2014; Mcwilliams e Wilson, 2015; Kamerman et al., 2017; Clark et al., 2018).

Apébs submetido a um processo de validacdo, um ECC desenvolvido com base nas
caracteristicas anatdémicas dos cavalos-marinhos do género Hippocampus pode ser um
instrumento de grande importancia no monitoramento de populacdes de vida livre,
permitindo a avaliagdo de impacto ambiental, capacidade de carga do ambiente e
disponibilidade de alimento sobre a saude das populac¢des (Joblon et al., 2014; Mcwilliams
e Wilson, 2015; Kamerman et al., 2017; Clark et al., 2018). Ainda, no regime ex-situ, 0o ECC
pode complementar a avaliagdo do status de saude, uma vez que, em condicbes
controladas, é comum que as espécies sejam propensas a obesidade ou raquitismo, dado
a inadequacéo das dietas ou a ndo adaptacao ao cativeiro (Laflamme, 2012; Wijeyamohan
et al., 2014).

Assim, nossa hipotese é que, a partir do acompanhamento de dados biométricos a
médio prazo, o desenvolvimento de um modelo de escore de condicdo corporal possa
mensurar qualitativamente as reservas energéticas em Hippocampus reidi (Ginsburg,
1933). Neste sentido o objetivo deste estudo foi elaborar e validar um sistema de pontuacao

de ECC aplicavel para cavalos-marinhos, adotando o H. reidi como modelo biologico.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencéo de dados

Dados biométricos foram coletados através da avaliacdo de 31 exemplares adultos
de H.reidi, incluindo 11 machos e 20 fémeas, pertencentes ao plantel do Aquario de
Ubatuba, Brasil. Dentre os animais avaliados, 10 individuos, nascidos e criados na
instituicdo até idade adulta, foram submetidos a andlise clinica e conformacéao histologica
dos 6rgaos para validacdo da metodologia. A obtencdo e manutencdo dos exemplares e
todas as praticas executadas estéo sob aprovacao das licengas de uso e manejo da espécie
SISBIO 81285-1 e pelo comité de ética do Instituo de Pesca CEUA IP 01.0696.2022.

Para o grupo submetido somente as analises biométricas, 12 fémeas e 9 machos
foram mantidos em um recinto de 580L em recirculacdo, provido de sistema de suporte a
vida dimensionados de forma a garantir as condi¢cdes adequadas a manutencao da espécie,

com salinidade 27psu, temperatura 25°C, pH 8,2 e compostos nitrogenados sempre



proximos a zero, contando com filtragem biolégica, filtro fisico (200um), skimmer, filtro UV
e trocadores de calor. Machos e fémeas foram mantidos em um Unico grupo, sendo possivel
0 acasalamento; no entanto, ndo foram observados machos gravidos no periodo de
avaliacdo biométrica ou fotogréfica. Para o grupo, a dieta seguiu o protocolo nutricional preé-
estabelecido na instituicdo, consistindo, no entanto, em taxas de ingestdo diarias
ligeiramente superiores de forma a se induzir uma variagdo no ganho de peso e deposicao
de massa. A dieta consistia em pos-larvas congeladas de camarao Litopenaeus vannamei
e, em dias alternados, Artemia sp. enriquecidas com microalga Nannochloropsis oculata na
propor¢cdo de 5mL por litro por 1 hora e Artemia sp. enriquecidas com emulséo lipidica
comercial (Bio-viv Continnum®) na proporcéo de 1 gota por litro, por 1 hora. Para este grupo,

somente avaliacdes biométricas foram realizadas.

Em paralelo, os demais animais (8 fémeas e 2 machos, todos irmaos de mesma
prole) foram mantidos em um sistema de recirculagdo de agua de 600L, igualmente
equipado, mantendo-se os parametros de qualidade de agua dentro das margens ja
especificadas. De forma similar, machos e fémeas foram mantidos em um mesmo recinto,
sendo registrados nascimentos frequentes. Para este grupo de 10 animais, os individuos
foram avaliados e categorizados conforme a metodologia proposta, e em seguida, abatidos
em sobredosagem de 6leo de cravo (Eugenia caryophyllata) visando a avaliacao clinica e
histolégica para fins de validacdo da metodologia de classificagdo. Durante o periodo
experimental, este grupo de animais foi submetido a dietas testes nédo relacionadas a este
estudo, mas que corroboraram em diferentes condi¢cdes corporais atreladas as diferentes

taxas de aceitacdo aos itens alimentares.

Todos os exemplares de H. reidi foram submetidos a registro fotografico da condicao
corporal e avaliacdo biométrica semanalmente, por um periodo experimental de 150 dias.
As biometrias semanais foram realizadas em jejum e conduzidas com auxilio de paquimetro
universal, com precisdo de 0,05mm, sendo registrados comprimento total (CT),
comprimento caudal (CC) e comprimento dorsal (CD), largura de peito lateral (LL) e frontal

(LF), além do peso corporal (PC) por meio de balanca de precisdo comercial portatil (0,019).

Para a biometria, os animais foram manipulados a seco, sem procedimento
anestésico, mantendo-se a cabegca em um angulo de 90° e cauda completamente esticada,
de forma a se padronizar as medidas; os dados de CD e LL foram padronizados para a
regido que compreende o comprimento entre a coroa e final da insercdo da nadadeira

dorsal e medida de largura peitoral acima da insercao da nadadeira dorsal, respectivamente



(Fig.1 e 2). Todo o procedimento foi realizado por profissional treinado, de forma que o
tempo de exposicao fora da agua fosse o menor possivel. Os animais utilizados no estudo
foram todos identificados individualmente por um conjunto de caracteristicas fenotipicas,
como padrbes de manchas e coloragédo, de forma que os dados gerados ao longo do
periodo experimental representassem dados individuais. A capacidade de reconhecimento
dos animais a nivel individual foi testada previamente ao estudo pelo percentual de acerto

no reconhecimento por diferentes observadores.

Fossa entre
anéis do

Figura 1. Regides anatbmicas avaliadas para determinacéo do escore de condi¢éo corporal

do cavalo-marinho-de-focinho-longo Hippocampus reidi. llustracdo: Laura Simdes Andrade

Figura 2. Procedimentos de avaliacao biométrica para determinacao do escore de condicao
corporal do cavalo-marinho-de-focinho-longo Hippocampus reidi. Detalhes do



posicionamento do animal para medidas de comprimento dorsal, com a cabeca em angulo

de 90° em relacéo ao corpo.

A partir dos dados das biometrias foram calculados a taxa de crescimento especifico
(TCE) e o ganho de peso diario no periodo (GPD) de acordo com as seguintes equacdes:
TCE (%) = [(In PCf — In PCi) / n° dias)] x 100;

GPD = [(peso final — peso inicial) / n° dias]

Seguindo a estrutura dos sistemas de pontuacdo estabelecidos para animais de
producdo, o ECC proposto consistiu em cinco categorias, onde “um” representa a pior
condicao de reservas e “cinco” uma alta condigdo corporal e possivel propenséo a
obesidade (Wildman et al., 1982; Henneke et al., 1983). Durante a avaliacdo foi considerada
a presenca de bexiga natatéria na altura do peito, logo abaixo do pescoco, implicando em
um volume constante na regido, independente do acumulo de reservas no individuo (Fig.
3). De forma similar, no baixo ventre estéo localizados as génadas e o reto, podendo haver
viés nos dados a depender do status de maturacdo do individuo ou tempo da udltima
refeicdo. Neste aspecto, a avaliacdo deve sempre focar na regido central do tronco e ser

realizada, preferencialmente, em jejum.

Abdomen
Trunk

abdomen

Figura 3. Anatomia interna do género Hippocampus, com destaque para o posicionamento
da bexiga natatoria e gbnadas. Adaptado de Fogelson et al. (2015). Onde: CrK = rim cranial,
do inglés ‘cranial kidney’; E = eséfago; G = branquias, do inglés ‘gills’; SB = bexiga natatdria,

do inglés ‘ swim bladder’; GB = vesicula biliar, do inglés ‘gall blader’; GD = génadas; H =



coragao, do inglés ‘heart’; | = intestino; L = figado, do inglés ‘liver’; P = bolsa incubadora, do

inglés ‘brood pouch’; CK = rim caudal, do inglés ‘caudal kidney’.

De forma complementar, os animais foram submetidos a registros fotogréaficos
individuais semanais de forma a se registrar os padrdes de deposi¢cdo de massa ao longo
do periodo. Os registros foram realizados por camera D-SLR (Nikon® D3200), em aquarios
de baixo volume, com fundo branco, medindo 25cm de altura, 25cm de comprimento e 5cm
de largura, de forma que os animais se mantivessem submersos, mas restritos quanto a
movimentac¢ao. Foi adotada iluminagéo controlada por rebatedores de luz a fim de se evitar
efeitos de sombra nas imagens, utilizando-se lente com distancia focal 18-55mm e distancia

meédia de 30cm em relacdo ao aquéario (Fig. 4).

Figura 4. Registros fotograficos experimentais realizados para determina¢ao do padréao de
deposicdo de massa em cavalo-marinho-de-focinho-longo Hippocampus reidi, ressaltando
detalhes da largura peitoral e preenchimento entre os anéis do tronco em machos (a
esquerda) e fémeas (centro e direita).

O presente modelo de escore de condicéo corporal foi comparado ao coeficiente de
Fulton (k), sendo este uma estimativa feita a partir de medidas estruturais e de peso, que
combinadas, fornecem estimativas indiretas do armazenamento de energia pelos animais
(Camara et al., 2011). Para os calculos, foram utilizadas as equacdes sugeridas por Melo-
Valencia et al. (2013) e Sanchez-Cardozo et al. (2014) para a espécie H. reidi, sendo
adotada a férmula W/L3, onde W é referente ao peso vivo dos animais em gramas e L

referente ao comprimento total, expresso em centimetros.



A partir dos dados de biometria coletados, os exemplares foram listados em ordem
crescente conforme o comprimento total (CT). Os animais do grupo avaliacdo foram
divididos em 4 subgrupos conforme o CT, sendo: G1: animais menores que 13cm; G2: entre

13 e 14,9 cm; G3: entre 15 e 17cm e; G4: maiores que 17cm.

Para o grupo submetido a analises clinicas visando a validacdo da metodologia (n =
10), amostras individuais dos 6rgdos dos sistemas reprodutor e digestivo, bem como
amostras de tecido cutadneo foram coletadas. Considerando o baixo peso das amostras
avaliadas e a precisdo do equipamento disponivel na instituicdo (0,01g), ndo foi possivel a
pesagem dos 6rgdos. Assim, as amostras do trato gastro-intestinal (TGI), compostas por
figado e intestino, foram medidas e avaliadas quanto a area de superficie e comprimento
total pelo software ImageJ (Schneider et al. 2012) por meio de fotografia em superficie
gradeada em 1x1cm (Fig. 5). A ferramenta de escala do softweare foi ajustada conforme
as proporcdes da grade. Vale ressaltar que apés calibrada, a ferramenta do software realiza
0s ajustes pertinentes quanto a angulacao do objeto em medic&o de forma automatica. De
forma complementar, as amostras de TGI, foram avaliadas quanto a morfologia histologica
e as amostras de tecido cutaneo quanto ao perfil lipidico, conforme as metodologias
descritas a seguir.
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Figura 5. Registros fotograficos experimentais em superficie gradeada (1x1cm) realizados
para medicéo e avaliacdo do TGI de cavalo-marinho-de-focinho-longo H. reidi pelo software
ImageJ. A esquerda, processo de calibracdo da escala do software; a direita, medicdo em

triplicata do comprimento intestinal com ajuste de angulacéo.



2.2. Histologia

As amostras de figado, intestino e gonadas foram conservadas em 10g.kg! de
formalina tamponada. Para o processamento, as amostras foram desidratados em
gradientes de alcool e embebidos em parafina por dispensador automatico (TES 99,
Ponder, Suécia). Os cortes obtidos foram entdo corados com hematoxilina-eosina (Martoja
& Martoja-Pierson 1970), examinadas e comparadas sob microscépio optico (Olympus
CX41). Durante as observacdes, atencao especial foi dada ao estrutura dos hepatocitos e

maturacdo das gonadas.
2.3. Determinacao do perfil de &cidos graxos

Para a identificacdo dos acidos graxos e determinacéo do perfil lipidico das amostras
de tecido cutaneo, foram utilizadas amostras de 1g congeladas a -20°C em falcdes pré-
identificados, em duplicata. Os lipidos foram extraidos com cloroférmio:metanol:dgua
(2:1:0,5) de acordo com o método de Folch et al., (1957). O extrato lipidico foi metilado com
cloreto de acetila (5% HCI em metanol) (Christie, 2003). A composicado do FA foi analisada
como ésteres metilicos usando um cromatografo a gas Scion modelo 436 equipado com
um ionizador de chama (FID) e auto-injetor, usando hidrogénio como gas de arraste com
uma vazao de 22mL/min. A coluna capilar para andlise do AG foi uma CP Wax 52 CB, com
0,25 um de espessura, 0,25 mm de didametro interno e 30 m de comprimento. Foi utilizado
0 seguinte programa de temperatura: 170°C por 1 minuto, seguido de uma rampa de
2,5°C/minuto até atingir 240°C, e um tempo final de espera de 5 minutos, totalizando 31
minutos de corrida. A temperatura era de 250°C no injetor e 260°C no FID. Padrdes de
acidos graxos na forma de ésteres metilicos (FAME) (Supelco, 37 componentes e Larodan)
foram usados para identificar FA com base no tempo de retencdo. A quantificacao foi
realizada normalizando a area, expressando o resultado como uma porcentagem da area

de cada acido sobre a area total de &cidos graxos (%).
2.4. Analise estatistica

As médias das variaveis morfométricas foram submetidas a regressao e ao teste de
correlacdo de Pearson, sendo consideradas correlagbes “muito fortes” aquelas onde r >
0,8, “fortes” quando 0,79 <r > 0,6, “medianas” quando 0,59 < r > 0,4, “fraca” quando 0,39
<r> 0,20 e “muito fraca” quando r <0,19. De forma complementar, os dados obtidos foram
plotados pela analise de discriminantes lineares (LDA) considerando as 6 variaveis mais

discriminativas do conjunto de dados, sendo adotados ‘peso final’, ‘CTf, ‘CDf, ‘LFf, ‘LLf e



o indice da metodologia de classificagdo, sendo estes ‘kf ou ‘ECC’. As médias dos demais
parametros avaliados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), para comparacao
entre as categorias. Em caso de diferenca significativa, foi aplicado teste de Tukey (P<0,05).
Ainda, visando a avaliacao de tendéncia dos dados entre as diferentes categorias, o teste
de Mann-Kendall foi adotado. Foi utilizado o pacote estatistico Past 4.03, considerando um

valor de significancia de 5%.
3. RESULTADOS

O intuito base da metodologia de ECC € averiguar qualitativamente a deposi¢éo de
massa e reservas energéticas, independentemente da dieta, sexo, estagio fisiolégico ou
manejo adotado; a independéncia da metodologia a estes fatores € primordial, uma vez
gue, consistindo em um padréo desenvolvido para a espécie alvo, 0 mesmo modelo podera
ser adotado em diferentes condigbes ambientais ou de cultivo. Desta forma, para o
desenvolvimento deste modelo de ECC, os animais nédo foram diferenciados quanto ao

manejo alimentar, sexo ou estagio fisioldgico.

A partir do acompanhamento da engorda e acumulo de massa corporal dos
individuos avaliados foram definidos os pontos a serem considerados como critério na
elaboracdo do escore de condi¢cdo corporal (ECC). Foram definidos escores de 1 a 5,
contando também com a possibilidade de uso de categorias intermediarias (variacdes de

0,5) para animais que estivessem em transi¢cdo entre categorias (Fig. 6, 7 e 8).
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Figura 6. Fluxograma para categorizagéo do cavalo-marinho-de-focinho-longo H. reidi nos
diferentes escores quanto a evolucdo na condicdo corporal baseado nos registros

fotograficos.

Neste cenario, o afunilamento do abdémen pode ser definido como o néo
preenchimento dos anéis do tronco na regido ventral, conforme apontado pela seta verde
no diagrama abaixo (Fig. 7). O estreitamento de térax por sua vez, pode ser observado na
vista lateral, sobre a medida do dorso em direcéo ao peito, conforme indicado pelas setas
pretas (Fig. 7). O estreitamento de torax refere-se a relagdo do comprimentos entre a regido
peitoral e abdominal, acima da insercéo da nadadeira dorsal; nota-se animais em ECC 1
tendem a apresentar torax ligeiramente inferior ao abdémen. Para animais em ECC 2, o
térax passa a se igualar a largura abdominal. Importante ressaltar que, apesar da largura
de térax e abdébmen também serem igualadas nas categorias 4 e 5, a caracteristica
discriminativa sera o afunilamento de abdémen, conforme indicado pelo fluxograma (Fig.
6). Para contraste do dorso, deve-se focar a atencdo para a linha media, indicada pelas
setas em azul (Fig. 7). Animais em ECC 3 tendem a apresentar a regido abdominal, a direita
da linha média, mais desenvolvida que o dorso; em ECC 4, os animais passam a apresentar
uma estrutura mais compacta, sem grande contraste entre as regifes a esquerda e a direita
da linha média. Nota-se que, para animais em ECC 5, a regido abdominal pode, novamente,
exceder a regido dorsal, principalmente na vista frontal (Fig. 8); as caracteristicas
discriminativas neste caso, serdo o preenchimento dos anéis do tronco e a
proporcionalidade do térax em relacdo ao abdémen (setas pretas). Por dltimo, o
preenchimento dos anéis abdominais, indicados pela seta laranja (Fig. 7), indicam um

aspecto mais convexo entre 0s anéis, principalmente na vista frontal (Fig. 8).
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Figura 7. Categorizagdo do cavalo-marinho-do-focinho-longo H. reidi nos diferentes

escores quanto a evolucdo na condicao corporal baseado nos registros fotograficos das

fémeas do estudo. Onde: setas pretas indicam avaliacdo de estreitamento de térax; seta



verde indica afunilamento abdominal; setas azuis indicam contraste da regidao dorsal; e seta
laranja indica preenchimento dos anéis abdominais. Ressalta-se as imagens correspondem

a cinco animais distintos.

Além das caracteristicas discriminativas indicadas pelo fluxograma (Fig. 6), o modelo
de escore de condicédo corporal considerou caracteristicas adicionais que complementam o

guadro observado, conforme indicado na descri¢cdo das categorias abaixo.

ECC-1: considerados muito magros, apresentam estreitamento da largura
lateralizada de peito, afunilamento da regido abdominal, sendo esta igual ou inferior &
largura peitoral, cobertura muscular muito escassa com presenca marcada de
concavidades entre os anéis do tronco e ventre. Como resultado do reduzido porte corpora,
pode ser observada desproporcionalidade entre o tamanho da cabeca em relacéo ao corpo,

sendo neste caso, cabeca e cauda mais evidenciados que o abdémen;

ECC-2: considerados magros, apresentam estreitamento da largura lateralizada de
peito, regido abdominal ligeiramente superior a largura peitoral, cobertura muscular
escassa com presenca sutil de concavidades entre os anéis do tronco, porém marcadas na
regido ventral, e propor¢cdes menos discrepantes quando comparados aos animais em

score 1,

ECC-3: considerados normais, apresentam aumento significativo da porcao
abdominal, sendo esta visivelmente maior que a largura peitoral, cobertura muscular
razoavel, ndo havendo concavidades visiveis entre os anéis do tronco e regiao ventral,
auséncia de afunilamento marcado na regiao ventral e proporcionalidade entre as regides
do corpo; apresentam regido abdominal ligeiramente mais desenvolvida que a regido dorsal

guando avaliados pela linha média (Fig. 7);

ECC-4: considerados fortes, apresentam aumento significativo da largura peitoral e
de pescoco, podendo alcancar larguras iguais as de abddmen e boa cobertura muscular,
nao sendo visiveis concavidades entre os anéis do tronco e abdémem; apresentam uma
estrutura corporal compacta e uniforme; apresentam regido abdominal igualmente

desenvolvida a regido dorsal quando avaliados pela linha média (Fig. 7);

ECC-5: considerados em sobrepeso, apresentam aumento significativo da largura
peitoral, cobertura muscular compacta, havendo aspecto abaolado na regido entre os anéis
do tronco e abdomen; considerando o aumento generalizado na regido dorsal, podem

apresentar desproporcdo entre corpo e cabeca, sendo neste caso, 0 corpo mais



desenvolvido que a cabeca e cauda; apresentam regido abdominal ligeiramente mais

desenvolvida que a regido dorsal quando avaliados pela linha média (Fig. 7).

Figura 8. Representacéo das categorias de escore do cavalo-marinho-do-focinho-longo H.
reidi propostas com base nas caracteristicas de condicéo corporal em perfil (A) e em visao

frontal (B). (llustragéo: Laura Simdes Andrade)

Neste estudo, o peso médio dos animais avaliados aumentou em 13% ao longo do
periodo de avaliacdo. As maiores margens de engorda para individuos dentro dos grupos
foi de 3,59, 3,669, 4,959 e 4,359, respectivamente. O ganho de peso dos animais foi
suficiente para que fossem observadas mudancas na conformidade corporal, corroborando

para o desenvolvimento do modelo de ECC (Tab. 1).

Tabela 1. Dados da avaliagcdo morfométrica de cavalos-marinho-do-focinho-longo H. reidi,

no inicio e fim do periodo experimental.



CTi CTf CDi CDf CCi CcCf LFi LFf  LLi LLf Pi Pf
Grupo  Animal (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (9) (9) Ki Kf
Fémea 1 10,2 11,4 44 5,6 5,8 5,8 0,7 0,8 0,9 19 45 89 0,0042 0,0060
1 Fémea 2 11 115 47 5,2 6,3 6,3 1 05 18 14 36 55 0,0027 0,0036
Macho 1 12,6 12,7 6,2 6,3 6,4 6,4 0,8 0,8 1,6 1,6 9 9,9 0,0045 0,0048
Fémea 3 12,8 13 5,8 6 7 7 0,9 1 1,2 14 76 7,3 0,0036 0,0033
Macho2 136 152 56 7,2 8 8 0,9 11 12 24 125 17 0,0050 0,0048
2 Macho3 13,6 15 53 6,7 83 83 1,1 09 19 23 109 14,1 10,0043 0,0042
Macho 4 13,8 13,8 6,3 6,3 7,5 7,5 0,9 0,9 2,1 19 83 11,5 0,0032 0,0044
Fémea 4 14 142 6,1 6,3 79 79 0,9 i1 13,7 18 10,8 10,4 0,0039 0,0036
Fémea5 14,6 146 6,1 5,7 8,5 8,9 1,3 1 1,8 19 114 12,3 0,0037 0,0040
Fémea 6 14,6 151 5,6 6,1 9 9 1 1,2 1,9 1,7 11,2 12,2 0,0036 0,0035
Macho5 146 152 57 7,6 89 76 0,9 08 19 2 10,8 10,3 0,0035 0,0029
Fémea 7 15 15 6 6 9 9 1 09 16 18 11,3 11,2 10,0033 0,0033
Fémea8 152 159 59 6.6 93 93 1 1 1,9 2 11,8 12,1 0,0034 0,0030
3 Macho6 153 16,2 6,9 7.8 84 84 1 1,2 22 25 153 20,3 0,0043 0,0048
Macho7 154 17 5,8 74 96 96 0,9 09 21 22 14,7 14,6 0,0040 0,0030
Macho8 156 16,2 7,1 7,7 85 85 1 1,2 23 25 17,8 20,8 0,0047 0,0049
Fémea9 165 173 7.1 7,1 94 10,2 1 09 18 19 139 139 0,0031 0,0027
Fémea 10 17,1 171 7,2 7,2 99 99 1 1 2,1 2 194 20,1 0,0039 0,0040
4 Fémeall 174 174 7,2 7,2 10,2 10,2 1,2 1,1 2,3 19 175 17,6 0,0033 0,0033
Fémea 12 17,6 176 74 7.4 10,2 10,2 1,9 1,9 2,3 2 22,6 23,4 0,0041 0,0043
Macho9 176 183 7,2 7,9 10,4 104 1,2 1,2 27 2,7 192 241 0,0035 0,0039

Onde: CTi= Comprimento Total inicial; CTf= Comprimento Total final; Cdi= Comprimento
Dorsal inicial; CDf = Comprimento Dorsal final; CCi= Comprimento Caudal inicial; CCf=
Comprimento Caudal final; LFi= Largura de peito frontal inicial; LFf= Largura de peito frontal
final; LLi= Largura de peito lateral incial; LLf= Largura de peito lateral final; Pi= Peso inicial;
Pf= Peso final; Ki = Coeficiente de Fulton inicial; Kf = Coeficiente de Fulton final. G1=
animais menores que 13cm; G2=entre 13 e 14,9 cm; G3= entre 15 e 17cm e; G4= maiores

que 17cm.

Considerando os indices de desempenho calculados e a aplicagdo dos valores do
modelo de ECC seguindo os parametros estabelecidos na avaliacdo visual dos animais, foi
possivel observar que os valores de ECC seguem distribuicdo ndo ordenada, independente
da categoria de tamanho avaliada, conforme esperado (Tab.2). Nesta etapa, cabe ressaltar
gue a metodologia de ECC visa determinar o acumulo de reserva energéticas, sendo esta
caracteristica ndo necessariamente atrelada a um maior comprimento ou peso total. Com
excessao das pontuacgdes “1” e “5”, atribuidas nas categorias mais extremas quanto ao
comprimento corporal, os indices de ECC apontados ndo seguem um padrédo quanto a



varidveis de PM, GP, TCE e GPD, havendo somente correlagbes meédias (0,59 <r > 0,4)

para os dados de PM nos grupos 1 e 2, e para PM, GP, TCE e GPD no grupo 3.

Tabela 2. Caracterizacdo dos indices de desempenho e ECC em adultos de cavalo-
marinho-do-focinho-longo H. reidi, sob cuidados humanos, avaliados por um periodo de
150 dias.

Grupo  Animal PM (9) GP(g) TCE GPD ESCORE
Grupol Fémeal 7,58 1,79 4,40 0,045 0,029 3
Fémea 2 4,48 0,72 1,90 0,028 0,013 1
Macho 1 9,84 +0,63 0,90 0,006 0,006 2
Fémea 3 8,3 #0,89 -0,30 -0,003 -0,002 3
Grupo 2 Macho2 15,44 %158 4,50 0,020 0,030 3,5
Macho 3 13,825 +0,72 3,20 0,017 0,021 3,5
Macho4 11,34 +0,40 3,20 0,022 0,021 2,5
Fémea4 10,94 +0,78 -0,40 -0,003 -0,003 3
Fémea5 13,05 +0,21 0,90 0,005 0,006 3
Fémea6 12,48 +0,28 1,00 0,006 0,007 3
Macho 5 11,3 +0,85 -0,50 -0,003 -0,003 3,5
Grupo 3 Fémea?7 11,9 +0,56 -0,10 -0,001 -0,001 3
Fémea8 12,52 +0,58 0,30 0,002 0,002 3,5
Macho 6 18,16 +1,10 5,00 0,019 0,033 3,5
Macho7 15,34 +0,46 -0,10 0,000 -0,001 3,5
Macho8 20,42 +0,66 3,00 0,010 0,020 4
Fémea9 14,98 +0,83 0,00 0,000 0,000 2,5
Grupo 4 Fémea 10 20,45 0,49 0,70 0,002 0,005 4
Fémea 11 18,1 +0,39 0,10 0,000 0,001 2,5
Fémea 12 18,1 +0,39 0,80 0,002 0,005 5
Macho9 23,88 +1,18 4,90 0,015 0,033 4

Onde: PM = “peso médio”, GP = “ganho de peso”, expresso em gramas, TCE = “taxa de
crescimento especifico”, expresso em porcentagem, GPD = “ganho médio diario, expresso
em gramas, ESCORE = classificacdo de acordo com a condicdo corporal no momento da
Gltima biometria do periodo experimental. G1= animais menores que 13cm; G2=entre 13 e

14,9 cm; G3=entre 15 e 17cm e; G4= maiores que 17cm.

Os dados foram avaliados quando a correlagcdo de Pearson entre as variaveis
biométricas, indices de propor¢do convencionais (k) e o0 modelo de escore de condicéo
corporal proposto. Para a variavel “peso”, foi observada correlagao muito forte (r >0,8) em
relacdo a CT e CD, e correlagéo forte (0,79 <r>0,6) em relacédo a LL e LF. Estes resultados
indicaram que as medidas biométricas avaliadas possuem relagdo com o ganho de peso.
Quando comparados os valores de ECC e k, no entanto, foi constatada correlagdo muito

fraca (r < 0,19), apontando para uma ndo adequagdo do modelo de ECC proposto em



relacdo ao indice de Fulton (k), normalmente aplicado em estudos ictioldgicos. Para o
modelo ECC, foi observada correlacéo forte ( 0,79 <r > 0,6) para as variaveis CT, CD, LF,
LL e peso. Neste cenario, houve baixa correlacédo entre o valor de k e 0 ECC indicado para
0s animais avaliados (r = 0,1414). Em relag&o ao indice k, as medidas de CT, CD, LL, LF e
peso apresentaram correlacdo fraca ou muito fraca (r < 0,4), indicando que, para a
populacdo avaliada, o coeficiente de Fulton (k) pode ndo ser o melhor indicador para

avaliacao de condicao corporal (Tab. 3).

Tabela 3. Matriz de correlacdo de Pearson entre as variaveis biométricas e os modelos de
avaliacdo de reserva energética (k e ECC) observados em cavalos-marinhos-do-focinho-

longo H. reidi.

P CT CD LL LF k ECC

P 1,000 0,881 0,840 0,686 0,751 0,214 0,741

CT 0,881 1,000 0,853 0,697 0,595 -0,211 0,643

CD 0,840 0,853 1,000 0,743 0,506 -0,013 0,662

LL 0,686 0,697 0,743 1,000 0,449 0,041 0,646

LF 0,751 0,595 0,506 0,449 1,000 0,045 0,759

K 0,214 -0,211  -0,013 0,041 0,045 1,000 0,129

ECC 0,741 0,643 0,662 0,646 0,759 0,129 1,000

Muito Forte Forte Média Fraca Muito fraca

Quando analisados dados provindos de machos e fémeas separadamente, 0s
resultados observados para a matriz de correlacdo sdo muito semelhantes. Neste cenario,
LF passa a ter maior correlagdo com as demais variaveis, principalmente para os machos,
e CT passa a ser menos relevante para a categorizacao das fémeas em relagédo ao ECC.
Para os machos, com excecéo de LF e P, que apresentam correlacao forte com ECC, as
demais varidveis passam a apresentar correlacbes muito fortes com o sistema de

categorizacgao.

Em relac&o a analise de discriminantes lineares, para o coeficiente de Fulton (k), a
distribuicdo dos grupos se deu de forma aleatorizada, seguindo a distribuicdo de acordo
com a casa decimal apontada pela metodologia (Fig.9). Somente dois grupamentos foram
indicados. Nesta analise, as variaveis ‘peso’, CT e CC se sobressairam quanto aos
grupamentos, apresentando efeito inverso em relacéo ao eixo 1 (72,19%), sendo CD, LL e
LF, pouco influentes na distribuicdo. Neste modelo, a previsao de assertividade dos grupos



foi de 90,48%, destacando a significancia dos dados quanto a distruibu¢do dos pontos e

grupamentos.
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Figura 9. Andlise de descriminantes lineares (LDA) para o grupamento proposto pela
metodologia do coeficiente de Fulton (k) do cavalo-marinho-do-focinho-longo Hippocampus

reidi em ambiente controlado.

Apesar das correlagbes apontadas para o indice ‘k’, quando plotados em LDA os
dados referentes ao grupamento fornecido pelo método do ECC, a previsdo de
assertividade na distribuicdo dos grupos encontrada também foi elevada (95,24%). Em
relacao a distribuicdo dos grupos plotados, apesar do grupamento dos pontos por categoria
de ECC, a distui¢do dos grupos ndo seguiu uma ordenacdo sistémica, principalmente em
relacdo ao escore 3, dado o carater qualitativo da metodologia (Fig.10). Neste cenario, as
variaveis ‘peso’ e ‘CT apontaram expressivo efeito na distribuicdo dos pontos, sendo
complementares em relacdo ao eixo 1 (47,72%). A angulacéo entre as variaveis CT e CD
apontam para uma alta correlacdo entre as mesmas, sendo pertinente a exclusdo de uma
delas visando aumentar a qualidade das andlises. Em contraste a analise do coeficiente de
Fulton, para o modelo de ECC, as variaveis LF e LL apresentam maior contribuicdo na
distribuicdo dos dados. Neste caso, foram indicadas somente duas alteracdes quanto a
categorizacdo dos pontos, ambas referentes as categorias intermediérias (variacbes de
0,5).
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Figura 10. Analise de descriminantes lineares (LDA) para o grupamento proposto pelo
modelo de escore de condi¢ao corporal (ECC) do cavalo-marinho-do-focinho-longo H. reidi

em ambiente controlado.

Em relacdo a conformacao histolégica dos 6érgéos, foi possivel observar diferencas
marcantes quanto ao acumulo de gordura no figado e grau de desenvolvimento das
gbnadas dos animais avaliados nas diferentes categorias de escore (Fig.11). Nesta etapa,
ndo foram observados individuos em escore 1, sendo contabilizados 20% dos animais em
ECC 5, 30% em ECC 4, 20% em ECC 3 e 30% em ECC 2 (n=10). Para os machos, nao foi
possivel avaliacdo do tecido testicular uma vez que as laminas obtidas ndo apresentaram
correspondéncia as estruturas normalmente observadas para a espécie. Para o tecido
hepético, além das diferencas em area de érgao (Tab.4), foi observado um aumento
progressivo de vacuolizacao, hipertrofia dos hepatocitos e deslocamento do nudcleo para a
periferia da célula nos casos de maior reserva lipidica (Fig.12). Destaca-se que as laminas
histologicas de machos e fémeas apresentaram o mesmo padrdo de acumulo lipidico no
tecido hepatico dentro das categorias distintas de ECC. Animais categorizados no escore
3 apresentaram presenca de gotas lipidicass visualmente superior aqueles observados
para animais em escore 4, que por sua vez, apresentaram maior area de superficie de
figado e desenvolvimento gonadal. Quanto ao desenvolvimento das gbnadas, também foi
possivel observar aumento progressivo em tamanho e numero de odcitos vitelogénicos
relacionados ao avanco nas categorias de escore. Entretanto, todas as fémeas avalidas

apresentaram ovario funcional.



Figura 11. Laminas histolégicas do figado e gbnadas de cavalos-marinho-do-focinho-longo
H. reidi em diferentes categorias de escore de condi¢cdo corporal em ambiente controlado.
Onde: A, B, C e D referem-se ao tecido hepatico de animais em escore 2, 3, 4 e 5,
respectivamente (H&E, x40); E, F, G e H referem-se ao tecido ovariano de fémeas em
escore 2, 3, 4 e 5, respectivamente (H&E, x40). “v” refere-se a odcito vitelogénico. Destaque

para o aumento na area de superficie do ovario nas diferentes categorias de ECC.
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Figura 12. Detalhes das laminas histologicas do tecido hepatico de cavalos-marinho-do-
focinho-longo H. reidi em escore 2 (a esquerda) e escore 5 (a direita). Setas indicam o
nacleo dos hepatdécitos, centralizado (a esquerda) e deslocados para a periferia das células
(a direita) (H&E, x100).

Quanto a medida dos orgdos do sistema digestorio, foi observada diferenca
macroscopica em coloracédo e tamanho do figado entre as diferente categorias de escore,
0 que, apOs andlise histoldgica, foram relacionadas ao acumulo de lipidios e grau de
desenvolvimento gonadal. N&o houve diferenca estatistica para comprimento dorsal e peso
corporal entre as categorias (p < 0,05). Tal resultado era esperado uma vez que, conforme



abordado anteriormente, a metodologia de ECC visa determinar o acumulo de reserva
energéticas, sendo esta caracteristica ndo necessariamente atrelada a um maior
comprimento ou peso corporal. Foram observadas diferencas significativas para area de
figado dos animais em escore 2 em relacdo aos animais em escore 5 (p > 0,05) (Tab.4).
Apesar de ndo apontada diferenca estatistica, a hiplerplasia do figado foi diretamente
proporcional ao avanco das categorias de escore, havendo alta correlacéo (r = 0,86) entre
area de figado e peso corporal. Neste sentido, foi observada diferenca significativa para a
relacdo entre area de figado e comprimento dorsal, sendo esta superior para 0s animais
em escore 5 em relagcdo aos animais em escore 2 e 3, porém similar aos animais em escore
4 (p <0,05). Em relacdo ao comprimento intestinal, foi observada diferenca estatistica para
0s animais em escore 5 em relacdo aos demais (p < 0,05), ndo havendo, no entanto,
diferenca significativa quanto a relagdo entre comprimento de intestino e comprimento

dorsal.

Tabela 4. Médias seguidas de desvio padréo para medidas de area e comprimento dos
orgaos do sistema digestério em relacéo as variaveis biométricas e o modelo de avaliacao

de reserva energética (ECC) observados em cavalos-marinho-do-focinho-longo H. reidi.

ECC 5 4 3 2
CT (cm) 14,842 +2,25a 14,376 +0,82a 11,919 #0,06ab 12,785 +0,63b
CD (cm) 6,449 +0,86a 6,327 +0,39a 5,150 *0,14a 5,570 *0,28a
Peso (g) 14,800 +8,06a 9,600 *2,78a 4,250 *0,07a 6,130 +1,89a

Area de Figado (cm?) 1,133 #0,55a 0,573 #0,15ab 0,291 +0,07vab 0,184 £0,09b
Relacéo Figado/CD 0,171 £0,06a 0,091 +0,02ab 0,057 £0,02b 0,034 +0,02b
Comp. Intestino (cm) 11,624 +4,34a 11,296 *4,35a 9,004 +1,78a 7,452 +2,03a
Relacdo Intestino/CD 1,773 +0,44a 1,784 +0,66a 1,744 +0,3a 1,328 +0,29a

Diferentes letras ha mesma linha indicam diferencas significativas entre as categorias de

escore pelo teste de Tukey (p<0,05).

Considerando que néo foram avaliados individuos em ECC 1, os dados brutos das
medidas de area e comprimento dos érgaos do sistema digestério e sua relacdo as
variaveis biométricas foram submetidos a analise pelo teste de Maan-Kendall visando
avaliar a tendéncia dos dados. Neste sentido, foi observada tendéncia decrescente
significativa para as variaveis “area de figado” e “relacéo figado:CD” referente a ordenagéao
proposta pelo modelo de ECC. Para as demais variaveis, ndo foram indicadas tendéncias
estatisticamente véalidas quanto a ordenacéo dos dados em relagdo ao ECC. Assim, sugere-

se que para animais em ECC 1, a area de figado e relagédo figado:CD correspondentes



seriam iguais ou inferiores aquelas observadas para animais em ECC 2. Nao houve
diferenca quanto as tendéncias quando comparados dados obtidos para machos e fémeas.

Em relacdo a avaliacdo histologica dos segmentos intestinais, apesar de apontado
o acumulo de lipidios em individuos avaliados até os primeiros 30 dias de vida em literatura
(Novelli et al., 2016), ndo foram constatados neste estudo acumulos visiveis no tecido
intestinal (Fig. 13). Destaca-se, no entanto, que ndo houve adocdo de corantes
discriminativos para lipidios neste estudo. Nas laminas, foram observados diferentes
propor¢des na distribuicdo de células califormes, inclusive hiperplasicas em alguns pontos,
mas que nao foram relacionadas as diferentes categorias de condi¢&o corporal.

2

Figura 13. Detalhes das laminas histologicas do tecido intestinal de cavalos-marinho-do-
focinho-longo H. reidi. Setas indicam a presenca de células califormes nos diferentes
sigmentos intestinais, sem relagdo com as categorias de escore de condicdo corporal.
Células calciformes hiperplasicas podem ser observadas (b), bem como presenca de tecido
linféide associado a submucosa (c) nas regides circuladas. H&E, x10 (a, b e d), x40 (c).
Onde, L refere-se ao lumen, V as vilosidades intestinais, M a camada muscular com

coloracdo intensa da serosa, e S a camada submucosa.



Quanto a analise de perfil lipidico do tecido cutaneo, 25 cadeias de acidos graxos
foram identificadas. Destas, somente 3 apresentaram acumulo significamente distinto entre
as diferentes categorias de ECC: o acido miristoleico (C14:1), acido linoleico (C18:2n-6) e
o acido eicosapentaendico, EPA (C20:5n-3). Apesar de nado observada diferenca
estatistica, uma diminuicdo consideravel na propor¢édo do acido docosa-hexaendico, DHA
(22:6n-3), foi indicada para os animais em ECC 2 (Fig. 14). Nesta etapa, cabe relembrar
gue os individuos avaliados para este parametro consistiam em irmaos de mesma prole,
mantidos sobre as mesmas condicbes de parametro de 4gua e dieta; desta forma, as
variagcOes observadas sao marjoritariamente atreladas a diferenca na condigéo corporal dos

individuos.
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Figura 14. Perfil das proporcfes de diferentes cadeias de acidos graxos acumuladas no
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tecido cutaneo de cavalos-marinho-do-focinho-longo H. reidi em diferentes ECC, expressas
em porcentagem. Asteriscos apontam efeito estatisticamente signifcativo para a categoria.
Onde C14:1 indica o &cido miristoleico, C18:2n-6 o acido linoleico, C20:5n-3 o &cido

eicosapentaendico (EPA) e C22:6n-3 o acido docosa-hexaendico (DHA).

Ao se agrupar as diferentes cadeias de &cidos graxos de acordo com a presenca e
numero de insaturacdes e comprimento da cadeia de carbonos, efeitos significativos sé&o
observados entre as diferentes categorias de ECC (Tab.5). Neste cenario, animais em ECC
5 e 4 apresentam proporc¢des superiores de cadeias saturadas (SFA) quando comparados

as categorias inferiores. Para as cadeias mono-insaturadas (MUFA), ndo houve diferenca



referente a condicdo corporal. Para cadeias poli-insaturadas com menos de 20 carbonos
(PUFA), houve efeito inversamente proporcional as categorias de ECC, sendo observado
um aumento nas proporc¢des destas cadeias em animais categorizados em baixa condicao
corporal. Para cadeias poli-insaturadas com 20 ou mais carbonos (HUFA), houve

diminuicdo na concentragdo para animais em ECC 2 em relacéo as demais categorias.

Tabela 5. Médias seguidas de desvio padréo para o acumulo de cadeias de acidos graxos
no tecido cutaneo de cavalos-marinho-do-focinho-longo H. reidi em diferentes condi¢cdes de

reserva corporal, expressos em porcentagem.

ECC SFA MUFA PUFA HUFA

57,16 +1,57a 30,62 +0,48a 3,35 +1,24b 15,67 *0,411a
57,08 +1,47a 30,84 £1,76a 4,05 +0,45b 13,73 +£0,91a
52,96 +0,27b 32,17 +£0,24a 6,80 +0,73ab 13,58 +0,78a
53,06 +0,35b 33,38 +0,91a 9,02 +1,69a 8,83 *2,33b

N Wk Ol

Diferentes letras na mesma coluna indicam diferengas significativas entre as categorias de
escore pelo teste de Tukey (p<0,05). Onde, “SFA” indica a soma das porcentagens das
cadeias de acidos graxos saturados, do inglés “saturates fatty acids”; “MUFA” indica a soma
das porcentagens das cadeias de acidos graxos mono-insaturados, do inglés “mono-
unsaturates fatty acids”; “PUFA” indica a soma das porcentagens das cadeias de acidos
graxos poli-insaturados, com cadeias inferiores a 20 carbonos, do inglés “poli-unsaturated
fatty acids”; e, “HUFA” indica a soma das porcentagens das cadeias de acidos graxos poli-
insaturados com cadeias iguais ou superiores a 20 carbonos, do inglés “highly unsaturated

fatty acids”.

Novamente, considerando a auséncia de individuos em ECC 1, os dados brutos das
medidas de acumulo das cadeias de acidos graxos no tecido cutaneo foram submetidos a
analise pelo teste de Maan-Kendall visando avaliar a tendéncia dos dados. Foi observada
tendéncia decrescente significativa para SFA, e tendéncia crescente significativa para
MUFA e PUFA referente a ordenacao proposta pelo modelo de ECC. Para HUFA, nédo
foram indicadas tendéncias estatisticamente validas quanto a ordenacdo dos dados em
relacdo ao ECC. Para cadeias especificas, tendéncias crescentes sinificativas foram
apontadas para o acido miristoleico (C14:1) e o acido linoleico (C18:2n-6). Nao houve efeito
signigficativo para os acidos eicosapentaendico (C20:5n-3) e docosa-hexaendico (22:6n-
3). Nao houve diferenca quanto as tendéncias quando comparados dados obtidos para

machos e fémeas.



4. DISCUSSAO

Neste estudo, assim como observado por Joblon et al. (2014) e Clark et al. (2018)
em organismos aquaticos, as variaveis morfométricas avaliadas ndo apresentaram
correlagdes significativas com o valor de ‘k’ estabelecido pelas equagdes propostas para o
género, sendo nestes casos, sugerida a adaptacédo de um sistema de ECC especifico para
as espécies. E provavel que as caracteristicas anatdmicas e fisilogicas da espécie
avaliada, conforme abordado anteriormente, limitem o uso da metodologia. Assim, séo
muitas as varidveis a serem consideradas antes da ado¢do de uma metodologia para
afericdo quantitativa das reservas corporais que indiquem de forma fiel a real condicéo dos

animais.

Além da alta correlacdo dos dados apresentados neste estudo, a importancia da
adocao de um sistema de pontuacéo de condicao corporal pode ser claramente ilustrada a
partir dos dados de distribuicdo de peso e comprimento entre 0os grupos. Neste cenario, €
evidente que individuos com o mesmo peso ou comprimento corporal podem ter diferentes
ECC, conforme ja observado em outros grupos animais (Reamer et al., 2020; Schiffmann
et al., 2020). Ao se adotar a distribuicdo de dados apresentada, por exemplo, 19% dos
individuos classificados em baixa condigdo corporal pela metodologia de ECC (ECC < 3)
seriam erroneamente identificados como em boas condicbes de saude pelo fator de
condicdo, fato que também foi observado no desenvolvimento de outras escala de ECC
para organismos aquaticos (Joblon et al., 2014; Clark et al. ,2018). No caso dos cavalos-
marinhos, especificamente, observa-se uma prevaléncia dos machos como melhor
avaliados pela metodologia convencional, fator normalmente atrelado ao peso da agua na

bolsa incubadora, resultando em falsos indicativos de reserva.

A fim de se alcancar uma estimativa mais precisa da condicao fisica, validando a
metodologia de ECC na espécie, faz-se necessario que se apliquem processos de
validacdo da técnica por meio de perfis bioguimicos, analises histolégicas e demais testes
gue permitam a avaliacdo quantitativa das reservas corporais em cada categoria de escore
(Joblon et al., 2014; Morfeld et al., 2016; Clark et al., 2018; Reamer et al., 2020). Neste
sentido, em cavalos-marinhos da espécie H. reidi, Novelli et al. (2015) aponta que as
reservas energéticas podem ser encontradas em forma de tecido adiposo perivisceral,
goticulas lipidicas no intestino anterior e posterior e armazenamento de lipidios no figado
em individuos até os 30 dias de idade, sendo estes bons indicadores de validacdo para um

sistema de escore de condig¢ao corporal.



A hiplerplasia do figado foi diretamente proporcional ao avanco das categorias de
escore. Em peixes, a elevacdo do indice hepatossomatico pode ser resultante da maior
deposicdo de gordura no figado por oferta excedente de lipidios na dieta, ou ainda,
proveniente de distarbio no metabolismo, pelo aumento do processo de gliconeogénese e
por fatores estressantes, sendo comuns a ocorréncia de patologias decorrente do excesso
de lipidios armazenados (Mihelakakis et al., 2002; Kaushik et al., 2004; Fabregat et al.,
2011; Roh et al.,, 2020). Neste sentido, Kamnurdnin et al. (2021) aponta que para H.
barbouri, necrose e lipidose hepatocelular pode ter prevaléncia de até 100% nas
populacdes criadas em condi¢cdes de laboratdrio. No entanto, assim como Senarat et al.
(2021), apesar do crescente acumulo de vacuolos nos hepatocitos, neste estudo nao foram
observados indicios de lesdo ou degeneracao hepatica associadas ao acumulo de lipidios,
ndo sendo constatado processo inflamatério, necrose, areas de mineralizacdo ou aumento
da vascularizacdo hepatica; assim, assume-se que, neste caso, 0 acumulo observado foi
meramente fisioldgico, sendo associado a uma ingestao de energia acima das demandas
do metabolismo (Wolf et al., 2015).

Neste estudo, animais categorizados no escore 3 apresentaram maior prevaléncia
de gotas lipidicas no interior dos hepatécitos quando comparados a animais em escore 4,
gue por sua vez, apresentaram maior area de superficie de figado e desenvolvimento
gonadal. Considerando o aumento expressivo na area de superficie do o6rgao, efeito
normalmente atrelado ao aumento nas reservas, sugere-se que a diminuicao visual das
gotas lipidicas se dé pela simplesmente pela diluicdo da proporcdo do nimero de gotas por
area (Eliasen et al., 2020). Ainda, o efeito pode estar atrelado a mobilizacdo das reservas
na formacéo das ovas (Alonso-Fernandez e Saborido-Rey, 2012), ainda que, para animais
em ECC 5, as reservas hepéaticas se mantenham excessivas mesmo com o alto

desenvolvimento das gbnadas.

No que diz respeito ao desenvolvimento gonadal em diferentes condi¢cdes
corporais, neste estudo, apesar da funcionalidade ovariana em 100% das fémeas
avaliadas, foi observada reducdo em tamanho e nimero de odcitos vitelogénico, além de
uma reducao visivel no tamanho do ovario em fémeas em categoria menor ou igual ao ECC
3. Tal resultado é esperado, uma vez que, em cendrios onde as reservas corporais sao
limitantes, menor sucesso reprodutivo e qualidade de prole sdo esperados (Palma e
Andrade, 2012; Planas, 2020; Planas et al., 2021). Assim, acredita-se que fémeas em ECC

1 e 2 sejam menos propensas a se reproduzir dada a escassez de reservas, sugerindo a



manutencdo minima de um ECC 3 para garantia de populagdes com reservas energéticas

nao limitantes.

Em relacdo aos dados de perfil lipidico no tecido cutaneo, a diminuicdo na
concentragdo de SFA e o aumento na concentracdo de PUFA também foram observados
por Webster et al. (1994), Delgado et al. (1994) e Roy et al. (2017) em peixes teledsteos
submetidos a jejum prolongado. De forma similar, os autores também indicaram acumulo
de acido linoleico nestas mesmas condi¢cdes. Com base nestas informacdes, conforme
esperado, é possivel assumir que os individuos avaliados em ECC 2 provavelmente
apresentavam baixa aceitacdo a dieta ofertada ao grupo, resultando em uma menor taxa
de consumo, e consequentemente, queda na condicdo corporal. Em condic¢des de limitacéao
dos recursos alimentares, teledsteos marinhos tendem a priorizar a utilizacdo de SFA, de
forma que, proporcionalmente, observa-se um aumento nas concentracdes de PUFA
(Webster et al., 1994; Einen et al., 1998). Tal efeito pode ser relacionado a uma estratégia
de preservacdo da homeostase metabdlica, uma vez que, mantendo-se concentracdes
suficientes de PUFA, garante-se aspectos importantes, como a fluidez das membranas
celulares, por exemplo (Roy et al., 2017). Além disso, Huynh et al. (2007) aponta grande
influéncia da reproducé@o sobre o perfil de acidos graxos acumulados no muasculo em
teleGsteos marinhos; neste cenario, animais que apresentam desenvolvimento gonadal
mais avancado tendem a exibir maiores acumulos de SFA e DHA, e valores inferiores para

MUFA e PUFA, conforme observado neste estudo.

Referente ao acumulo gradual do &cido linoleico observado para os animais em
ECC inferiores, considerando seu papel como precursor do acido araquidénico (C20:4n-6),
em condicdes limitantes, a preservacao dos niveis de C20:4n-6 pode levar a uma queda na
sintese da cadeia (Fountoulaki et al., 2003; Lazzarotto et al., 2015). Como resposta a pausa
na sintese do acido araquidénico, o acimulo de seu precursor é esperado. Neste sentido,
Diez et al. (2007) aponta que um aumento nos niveis séricos de &cido linoleico tem como
resposta o0 aumento da oxidagao B peroxissomal hepatica, responsavel pela oxidacao de
acidos graxos de cadeia longa. Tal efeito poderia justificar a diminuicdo na proporcao de
HUFA observada para os animais em ECC 2.

Em peixes, é comum que gbnadas maduras ocupem grande parte da cavidade
celomatica; em fémeas de cavalos-marinhos da espécie H. kuda, as gbnadas maduras
podem representar até 16% do peso corporal, embora descricdes para H. reidi apontem
valores inferiores (Sheng et al., 2006; da Hora e Joyeux, 2009). Neste sentido, 0 estagio de



desenvolvimento e maturacdo das gbnadas em fémeas pode ser fator dominante na
determinacdo das categorias de escore, assim como a prenhez em outros sistemas de
avaliacdo de ECC (Willard et al., 1994; Lyver e Gunn, 2004; Weik et al., 2020). Apesar
disso, neste estudo, os animais de melhor desempenho quanto ao desenvolvimento
gonadal foram também aqueles que apresentam maior tamanho de figado, reserva hepética
e proporcdes adequadas de acidos graxos no tecido cutaneo, de forma que a categorizacao
de ECC, apesar de influenciada pelas gonadas, segue dando indicativos fiéis da condicao
corporal e reservas energéticas. Ainda, é preciso considerar que em organismos marinhos,
variagbes ontogénicas e sazonais na condi¢do corporal, normalmente relacionadas a
reproducao, sdo esperadas (Gicu et al., 2018; Moorhead et al., 2021). Desta forma, assim
como em outros trabalhos que abordam a utilizacdo do ECC, acredita-se que a metodologia
seja adequada mesmo durante a estacdo reprodutiva, ou ainda, como mecanismo
complementar na identificagdo de reprodutores de maior potencial, conforme demonstrado
neste estudo (Joblon et al., 2014; Kamerman et al., 2017; Clark et al.,2018; Reamer et al.,
2020, Weik et al., 2020).

De forma geral, os dados relacionados a reserva hepatica, desenvolvimento
gonadal e perfil de lipideos acumulados no tecido cutdneo observados neste estudo
corroboram para a validacéo das categorias propostas pela escala de pontuacao de ECC,
onde, com o0 aumento da pontuacdo, melhores condi¢cdes corporais e indicativos de salde
séo esperadas (Laflamme, 2012; Schiffmann et al., 2020). Ainda, as categorias de ECC
apontadas neste trabalho demonstram estar intimamente relacionadas ao potencial
reprodutivo, sendo sugerido a manutencéo de padrdes acima do EEC 3 para garantia de
condicdes adequadas. E preciso, no entanto, ser determinado se espécimes selvagens
apresentam niveis semelhante de acumulo de lipidios, uma vez que, se esta caracteristica
estiver associada a uma dieta desequilibrada, deficiéncia de acidos graxos e/ou condi¢des
inadequadas de cultivo, o acumulo de lipidios pode eventualmente resultar em patologias
hepaticas. Tal cautela € importante, sobretudo, em animais na condicao indicada pelo ECC
5, uma vez que a vacuolizacao observada foi visualmente superior aquelas demonstradas

por outros autores (Segade et al., 2015; Senarat et al., 2021).

Apesar da auséncia de avaliagdo da histologia testicular e numero reduzido de
machos no processo de validacdo neste estudo, a frequéncia de nascimentos observada
para o grupo no periodo que antecedeu o abate é grande indicativo do potencial reprodutivo
destes animais. De forma complementar, o padrao de reservas hepaticas, area de figado e

perfil lipidico no tecido cutaneo observadas para 0s machos seguiram a mesma tendéncia



avaliada nas fémeas (p < 0,05), mesmo considerando a influéncia das ovas na
categorizacdo. Assim, uma vez que as caracteristicas chave na identificacdo das categorias
independem de estruturas associadas ao dimorfismo, acredita-se que ndao ha impeditivos
guanto ao uso da metodologia para ambos os sexos, conforme praticado em ECC ja
fundamentados (Joblon et al., 2014; Kamerman et al., 2017; Clark et al. ,2018; Reamer et
al., 2020). De forma similar, apesar de néo terem sido observados individuos em ECC 1 na
validacdo da metodologia, a progressao linear e resultados para o teste de Maan-Kendall
observados sugerem gque animais em condi¢gdes corporais abaixo ao ECC 2, tendem a

apresentar resultados proporcionalmente inferiores.

Mesmo com a alta correlacdo observada no dados e validacdo das categorias
propostas neste estudo, € importante ressaltar que individuos tipicamente diferem em
acumulo de massa corporal, dependendo ndo apenas do seu estado nutricional, mas do
seu fenotipo ou ajustes metabdlicos promovidos por fatores ambientais (Lazaro-Cété et al.,
2021). Neste sentido, sdo comuns deformidades decorrentes da desnutricdo na fase larval,
podendo ser observados, principalmente em regime in-situ, adultos com afunilamento
cronico do baixo ventre ou estreitamento definitivo de térax, provavelmente atreladoa a
disfuncdes reprodutivas ou de cunho nutricional (Randazzo et al., 2018; Duman, 2019;
Planas et al.,, 2021). Desta forma, € importante ter em mente que ao se adotar a
meétodologia de ECC para quaisquer espécies, excecdes podem ser encontradas quanto
as caracteristicas discriminativas e sua relacdo com a condicdo corporal do individuo
avaliado. No regime ex-situ, além da padronizag&o dos protocolos de cultivo, resultando em
fenétipos mais uniformes, o reconhecimento do histérico dos animais avaliados pode se

mostrar suficiente para evitar o viés nas amostragens quanto a deformidades excepcionais.

Em suma, este estudo mostrou o potencial da aplicacdo do ECC apresentando
dados preliminares sobre a deposicdo de massa no processo de engorda em cavalos-
marinhos-do-focinho-longo H. reidi. A metodologia de ECC apresenta-se como uma
alternativa de alta praticidade, simplicidade e baixo custo, além de consistir em uma técnica
ndo invasiva, sendo primordial na avaliacdo do status de saude da espécie sob cuidados
humanos além de, potencialmente, permitir o acompanhamento de espécimens de vida
livre, avaliando sua relagédo com o meio. Neste sentido, a metodologia de ECC apresenta-
se como uma ferramenta inovadora como alternativa de avaliacdo de reservas energéticas
em organismos aquaticos. Vale ressaltar que, embora desenvolvido a partir do modelo
biologico H. reidi, o modelo de classificacdo desenvolvido neste estudo é possivelmente

aplicavel para outros animais do género Hippocampus que apresentem morfologia similar



a espécie avaliada, como o H. erectus e o H. patagonicus, comuns a costa brasileira. Ainda,
a metodologia de ECC pode ser adaptada e aplicavel para outros organismos que
apresentem morfologias desafiadoras, como animais dos géneros Ostraciidae,
Tetraodontiformes e Muraenidae no meio aquatico, além de uma infinidade de espécimens

terrestres.
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CONSIDERACOES FINAIS

O gerenciamento eficaz da fauna selvagem, tanto em ambiente natural, quanto
controlado, requer informacdes precisas e oportunas. O monitoramento da saude das
populacdes, incluindo doencas e condi¢cdo corporal € fundamental, porém, os métodos
cientificos convencionais por si s6 muitas vezes ndo sdo suficientes. Assim, a combinag&o
de diferentes abordagens pode fornecer uma compreensao mais holistica do que a ciéncia
convencional isoladamente, permitindo preencher lacunas no monitoramento em areas
remotas ou com espécies de dificil acesso. Neste sentido, a metodologia de ECC
apresenta-se como uma alternativa de alta praticidade, simplicidade e baixo custo, além de
consistir em uma técnica nao invasiva, sendo primordial na avaliacdo do status de saude
da espécie sob cuidados humanos além de, potencialmente, permitir o acompanhamento

de espécimes de vida livre, avaliando sua relagdo com o meio.

Este estudo possibilitou o desenvolvimento de uma metodologia inovadora para a
avaliacdo de reservas corporais em cavalos-marinhos, abordando de forma inédita os
padrdes de deposicdo de massa, mecanismos fisiolégicos na metabolizacdo de lipidios e
indicativos histoldgicos associados a condi¢&o corporal na espécie. E preciso, no entanto,
gue novos estudos determinem se espécimes selvagens apresentam padrdes semelhante
de acumulo de massa corporal, bem como, se os indicativos de status de saude aqui
avaliados, como a reserva hepéatica e desenvolvimento gonadal, seguem a distribuicdo da
metodologia proposta também no ambiente in-situ. Outros ganhos obtidos neste estudo
foram a caracterizacdo morfométrica e histolégica dos érgaos dos sistemas reprodutores e
digestivo em diferentes status de condicdo corporal, possibilitando que se estabelecam
comparativos entre este e outros estudos relacionados a aspectos nutricionais, reprodutivos

e de eficiéncia no desenvolvimento de protocolos para o género Hippocampus.

Considerando as atuais tendéncias de mercado e o alarmante declinio das
populacdes naturais nos ultimos anos, € de suma importancia para a conservacao das
espécies de cavalos-marinhos o desenvolvimento de praticas que permitam mensurar a
relacdo dos individuos com seu ambiente, seja ele natural ou controlado. Assim, 0s
resultados apresentados neste estudo sédo capazes de contribuir com pesquisas que visam
a manutencdo de populacdes em cativeiro de forma a se promover estudos voltados ao
entendimento da espécie, bancos genéticos e educacdo ambiental, assim como programas

de conservacao in situ.



