Introducao

A utilizacdo de anestesia prévia em peixes
submetidos a eutandsia por sec¢cdo medular, para
estudos parasitolégicos é contestada devido as
possiveis alteracdes na fauna de ectoparasitos e na
sua morfologia. Além disso, os ictioparasitologistas
sdo questionados pelas Comissdes de Etica no Uso
de Animais (CEUASs) pela ndo adocéo de anestesia
prévia para efetuar eutandsia nos peixes, de forma a
minimizar a dor e o sofrimento.

Segundo o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (Concea), a eutanasia

em peixes deve ser realizada em duas etapas: 1)
anestesia até perda do equilibrio; 2) seguida de um
método fisico, como concusséo (atordoamento) ou
seccdo medular, ou método quimico que cause a
morte cerebral (CONCEA, 2013).
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Os anestésicos sdo utilizados nas praticas aquicolas
de producéo, ensino e pesquisa para promover
reducdo do estresse dos peixes em praticas de
manejo, para reduzir a reacdo a estimulos durante
coleta de materiais biol6égicos e mesmo para
promover insensibilizacdo prévia a eutanasia (ROSS;
ROSS, 1999; ROUBACH et al., 2005; INOUE et al.,
2005; CONCEA, 2013).

Embora, no Brasil, sejam escassas as legislacoes
de uso de anestésicos para peixes, o Concea
(2013) indica principalmente MS-222, benzocaina e
eugenol para anestesia previa a eutandsia.

Na maioria dos procedimentos anestésicos em
peixes, as solucdes sdo administradas na dgua
por meio de banhos de imersdo (STOSKOPF,
1993) para permitir a entrada do principio ativo
no sistema circulatério do animal, por meio da
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absorcao branquial e cutanea, bloqueando acdes
reflexas (SUMMERFELT; SMITH, 2000). Banhos
de imersdo nas doses de 100 mg/L de benzocaina
por 10 minutos (GOMES et al., 2001) e de 65
mg/L de eugenol por 30 minutos (ROUBACH

et al. 2005) foram previamente validados para
anestesia de tambaquis. Contudo, Boijink et al.
(2015) verificaram que o método de banhos ndo
é recomendado quando o objetivo do estudo for a
avaliacédo da intensidade e abundéancia parasitaria
nas branquias dos peixes.

Recentemente, foi demonstrada a atividade anti-
helmintica do eugenol contra parasitos branquiais
monogenéticos de tambaquis (BOIJINK et al.,
2015), que evidencia a possibilidade de interferéncia
de anestésicos nos estudos com ectoparasitas.

Alternativas que atendam aos preceitos de abate
humanitario sem interferir na fauna ectoparasitaria,
bem como na morfologia dos parasitas, sao
importantes para viabilizar estudos dessa natureza
em peixes. Assim, a aspersdo de eugenol
diretamente nas branquias é uma alternativa

para atender os preceitos de bem estar animal e
promover, sem perda de qualidade, os estudos de
parasitos monogenéticos branquiais.

Este método de aspersdao do anestésico diretamente
nas branquias ja foi testada em pirarucus,
mostrando-se ser vidvel nas concentracdes de 30

e 60 mg de eugenol/L (HONCZARYCK; INOUE,
2009). Porém ainda ndo se conhece a influéncia da
aspersdo do eugenol nos parasitas branquiais de
tambaqui. Assim o presente documento apresenta o
procedimento utilizado e validado pela Embrapa que
permite a anestesia dos tambaquis sem prejuizo na
carga e viabilidade parasitéria.

Procedimento

Prepara-se uma solucdo de anestésico, composta
por 1 mL de eugenol (solucdo comercial de 6leo

de cravo), diluido em 9 mL de etanol 95% e em
seguida, em 440 mL de agua destilada (v/v/v). Essa
solucao deve ser armazenada em aspersores de
polietileno para pronto uso (Figura 1).
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Figura 1. Aspersor de polietileno utilizado para o método
de anestesia por aspersao contendo a solucdo anestésica
ja preparada.

Os peixes devem ser retirados da dgua, imobilizados
com pano umedecido e terem seus olhos cobertos
para diminuir a agitacdo do animal. Com os animais
em decubito lateral, realiza-se a aspersao da solucéo
em quatro aplicacdes de cada lado da cavidade
branquial, que totalizam aproximadamente 2 mL
(Figura 2).
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Figura 2. Aspersdo da solucdo anestésica diretamente nas
branquias.

Consideracées sobre o procedimento

Com essa metodologia, os animais

sdo insensibilizados apés 40 segundos
aproximadamente, quando se observa parada dos
batimentos operculares. Nesse momento, pode-se
proceder com a eutandasia do animal por sangria

e seccao da medula, ou a recuperacao do plano
anestésico, retornando o peixe a agua livre de
eugenol.
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Com a aplicacdo desse procedimento, liquidos
residuais coletados ndo apresentaram parasitos
monogenéticos, demonstrando que nao se perde
parasitos nesse método, preservando assim a
intensidade de infeccéo (Figura 3).
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Figura 3. Intensidade de parasitos nas branquias de
juvenis de tambaqui Colossoma macropomun: arcos
branquiais do lado esquerdo com aplicacdo de eugenol por
aspersao (LSWE) e arcos branquiais do lado direito sem
aplicacao de eugenol (RSWOE) .

Apesar de estudos na literatura demonstrarem
efeito anti-helmintico do eugenol sobre os

parasitos monogenéticos que poderia interferir

na sua identificacdo morfolégica, a aspersao de
eugenol nas branquias ndo altera a viabilidade dos
monogenéticos, assim a morfologia dos parasitos
nao se altera, sendo possivel entdo sua identificacao
até o nivel de espécie. (Figura 4).
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Figura 4. Parasito monogenético com emisséo de
fluorescéncia verde (fluorocromos SYBR-14) indicando
viabilidade e morfologia inalterada apds a aspersdo com a
solucdo anestésica com eugenol.

Além disso, a aplicacdo do eugenol por essa
metodologia ndo compromete a sobrevivéncia

dos peixes embora as branquias apresentem
hiperplasia e edema (Figura 5). Essas alteracdes sao
consideradas transitérias e ocorreram em funcéao

do contato com o anestésico (VELISEK et al. 2005;
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Figura 5. (A) Morfologia das branquia de tambaqui: A:
Filamento branquial sem aplicacdo da solucdo anestésica
apresentando caracteristicas normais e apenas edemas
pontuais (setas). (B) Filamento branquial apés a aplicacéo
da solucdo anestésica de eugenol apresentando aumento
no numero de edemas (setas) e hiperplasia (asterisco).
10X, HE.



Conclusao

O método de anestesia por aspersdo do eugenol

nas branquias é uma alternativa para estudos
parasitolégicos pois preserva a intensidade e
morfologia dos parasitas monogenéticos das
branquias dos peixes. Sendo assim a utilizacao
dessa metodologia previamente a eutandsia dos
peixes €é viavel, estando de acordo com os preceitos
de ética animal e abate humanitério.
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