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RESuUMO

Objetivo:O trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da anestesia com uso de
aspersdao de Oleo de cravo diretamente nas branquias sobre a fauna de parasitos
monogenéticos, quanto sua viabilidade e quantidade. Medodologia: Para tanto foi
confeccionada uma solucdo mée contendo 1 ml de dleo de cravo: 20 ml de alcool: 450 ml
de agua que foi aspergida na branquia em apenas um dos lados (esquerdo) (4 aspergidas no
total de 2 ml). O lado direito da branquia foi considerado como controle. Os peixes (n=10)
utilizados para esse ensaio foram tambaquis (Colossoma macropomum) de peso
aproximado de 200g que tiveram tempo de inducdo de 40 segundos. Apds perda de
batimento opercular os animais foram eutanasiados e as branquias do lado direito e
esquerdo foram retiradas e um pequeno fragmento fixado em formol 10% para histologia.
Do restante das branquias, os monogenéticos foram contabilizados e coletados. Os
monogenéticos coletados foram examinados quanto a sua mobilidade e a viabilidade
analisada por meio de fluorescéncia. Resultados: Observaram-se poucos residuos da
aspersao nas branquias ndo tendo sido encontrados monogenéticos. Os monogenéticos
retirados das branquias aspergidas com Oleo apresentaram motilidade e viabilidade
normais. Conclusdo: Devido a pouca quantidade de anestésico e tempo de inducdo, nédo
houve diferencas entre o lado esquerdo e direito das branquias, demonstrando assim que a
aspersdo de oOleo de cravo nas branquias pode ser utilizada dentro do preceito de abate
humanitario sem prejuizos aos estudos parasitologicos.

PALAVRAS-CHAVE: abate humanitario, bem estar animal, parasitologia

ANESTHESIA BY SPRINKLER METHOD IN TAMBAQUI NOT INFLUENCE THE INTENSITY AND
THE MORPHOLOGY OF MONOGENEANS

ABSTRACT

Objective: The study evaluated the use of clove oil sprinkled directly in the gills to assess
the viability and quantity of monogeneans parasitic fauna. Metodology: For this purpose a
stock solution containing 1 ml of clove oil: 20 ml of alcohol: 450 ml of water was prepared
and then sprinkled on the left gills (4 applications in total 2 ml). The right gill was



considered as control. The tambaqui fish (Colossoma macropomum) (n=10) weighting
2009 were used and the anesthetic induction time was 40 seconds. The fish were euthanized
after deep anesthesia and the right and left gills were removed and a small fragment fixed in
10% formalin for histology. The rest of the gills, the monogeneans were recorded and
collected. The monogeneans were examined for their mobility and viability analyzed by
fluorescence. Results: None monogeneans were observed in the few residues after
spraying. The parasites from gills anesthetic sprinkled showed normal motility and
viability. Conclusion: Due to small amount of oil, induction time, there were no
differences between the left and right side of the gills parasitic fauna, then the use of clove
oil sprays in the gills, it can be used within the precept of humane slaughter without
changes in the parasitological studies.

KEY woRDSs: animal welfare, human slaughter, parasitology

INTRODUCAO

Os anestésicos sdo utilizados nas praticas aquicolas de producéo, ensino e pesquisa
para promover reducdo do estresse dos peixes em praticas de manejo, reduzir reacdo a
estimulos durante coleta de material biolégico e mesmo para promover insensibilizacao
prévia a eutanasia (ROSS; ROSS, 1999; ROUBACH et al., 2005; CONCEA, 2013). No
Brasil, os principais agentes anestésicos comumente utilizados em peixes sdo a benzocaina
(cloridrato de benzocaina) e o eugenol (6leo de cravo).

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

Assim, alternativas que atendam aos preceitos de abate humanitario, mas sem
interferir em alteracdes da fauna ectoparasitaria, bem como a morfologia dos parasitas, sao
importantes para viabilizar estudos dessa natureza em peixes. Assim, a discussdo ética é
importante, e sdo necessarias informacfes concretas para agregar conhecimentos que
subsidiem e adequem o enguadramento das questdes levantadas. Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi avaliar a interferéncia do uso do anestésico eugenol, pelo método de
aspersdo nas branquias de tambaqui, nos estudos parasitolégicos.

MATERIAL E METODOS
Dez peixes (269,0 = 49,5 g; 22,75 + 2,75 cm) foram submetidos a anestesia por

eugenol, (1 ml de 6leo de cravo + 20 ml de alcool + 450 ml de &gua) por meio de aspersao



do lado esquerdo da branquia totalizando 2ml de aspergido. O éleo de cravo foi obtido em
solucé@o comercial e diluido em etanol 95% (adaptado de HONCZARY CK; INOUE, 2009).

Para a aspersdo nas branquias, a solugdo anestésica foi armazenada em aspersores
de polietileno, e aproximadamente 2 ml por peixe foi aspergido nas branquias. Com os
animais em decubito lateral, a aplicagdo foi realizada, por meio da abertura manual do
opérculo. Os animais estavam insensibilizados apos 40 segundos, quando se observou
parada dos batimentos operculares.

Os animais apods anestesia foram eutanasiados por sec¢do da medula para coleta das
branquias. As branquias foram removidas e separadas em placas de Petri em lado esquerdo
(com anestésico) e lado direito (sem anestésico, controle). De cada lado foi retirado um
fragmento das branquias para fixacdo em formol 10% tamponado para preparacdo
histologica, segundo Behmer et al. (1976). O restante das branquias foi fixada em formol
5% para a contagem dos monogenéticos com auxilio de estereomicroscopio para calculo da
intensidade média.

Na presenca de possivel contetdo de liquido residual emanado das branquias apds
aspersdo, este também foi coletado para verificacdo da presenca de parasitas.

Imediatamente apds a coleta 20 parasitas monogenéticos de cada lado das branquias
foram separados para avaliacdo da motilidade. Esses mesmos parasitas também foram
submetidos a avaliacdo de viabilidade pelo método de fluorescéncia adaptado de Maria et
al. (2010) com os fluorocromos SYBR-14 (verde) e iodeto de propideo (vermelho). Como
controle negativo utilizou-se monogenéticos vivos sem aplicacdo de eugenol, e, como
controle positivo, monogenéticos mortos por aplicacdo de acido acético glacial 2,5%.

Os parasitos foram selecionados para identificacdo pelo método de coloracdo com
Tricrémico de Gomori e Solucdo de Hoyers .

Os dados da contagem dos monogeneticos (lado esquerdo e direito) foram
comparadas por teste T pareado e nas demais analises utilizou-se estatistica descritva.
RESULTADOS E DISCUSSAO
N&o houve diferenca na intensidade de monogenéticos nas branquias entre o lado que
recebeu aspersdo com anestésico eugenol (158 + 122) e o lado controle (177 £ 119)
(p=0,47). Foram coletados liquidos residuais somente em duas amostras, e nessas nao

foram encontrados parasitas apds aplicacdo do anestésico. O procedimento com o



anestésico eugenol ndo interferiu na morfologia dos parasitas, permitindo sua identificacéo
como sendo Anacanthorus spathulatus e Notozothecium janauachensis.

Todos os parasitas de ambos os lados das branquias se mostraram viaveis e com
motilidade normal, de acordo com as andlises diretas em estereomicroscopio. Na analise
por fluorescéncia, ndo foram observadas alteragcdes de integridade na superficie do corpo
dos parasitas, sendo isso marcado pela emisséo de fluorescéncia verde.

Morfologicamente, as branquias com aplicagdo da solucdo anestésica apresentaram
um aumento na quantidade de edemas na lamela secundaria em relacdo ao seu lado
controle, assim como hiperplasia das células basais. Contudo em nenhum tratamento foram
observados pontos de necrose.

Embora Boijink et al. (2015) tenham verificado a acéo anti-helmintica do eugenol
administrado na forma de banhos, observamos que a anestesia pelo método de aspersédo do
eugenol preservou o nimero de parasitos das branquias dos peixes.

O método de aspersdo dos anestésicos nas branquias foi eficaz e promoveu a
anestesia com total parada dos batimentos operculares dos tambaquis em 40 segundos,
seguindo as observacdes comportamentais de Honczaryck e Inoue (2009) para anestesia por
imersdo. A via de administracdo de aspersdo do anestésico nas branquias foi testada em
pirarucus demonstrando ser viavel nas concentracdes de 30 e 60 mg de eugenol L™
(HONCZARYCK; INOUE, 2009). E provavel que o contato direto do anestésico nas
branquias tenha proporcionado satisfatdria absor¢do. Trabalhos que abordam métodos de
anestesia associados aos estudos de contagem de parasitas sdo inexistentes, o que limita a
discussédo desta tematica.

Os métodos que empregam corantes fluorescentes ampliam a possibilidade de uma
analise mais criteriosa da integridade estrutural dos organismos observados (ARRUDA et
al., 2011). Este foi o primeiro estudo que utilizou a fluorescéncia para avaliar condigdes
morfologicas de monogenéticos apds exposicdo a um produto quimico, neste caso 0
anestésico eugenol. De acordo com os resultados, o eugenol na concentragdo testada pelo
método de aspersdo ndo promove alteracbes morfoldgicas que comprometam a
identificacdo dos parasitas.

As alteracBes observadas nas branquias, edema e hiperplasia, sdo resultados do

contato direto com a solugéo anestésica eugenol/alcool, que tem como objetivo aumentar a



distancia de difusdo entre o poluente e o sangue (MOVAHEDINIA et al., 2012) e foram
consideradas transitdrias em fungdo do contato com o anestésico.
CONCLUSAO

O método de anestesia por aspersdao nas branquias preservaram a intensidade e
morfologia dos monogenéticos das branquias dos peixes. A anestesia por aspersao em
tambaquis € vidvel estando de acordo com o0s preceitos de ética animal, sem
comprometimento dos resultados em estudos de monogenéticos nas branquias.
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