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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento das areas médicas e biolodgicas cursa com o crescente
interesse das instituicbes na realizacdo de pesquisas, visto que a partir destas torna-
se viavel a implantagédo de novas tecnologias na rotina de trabalho. Por esse motivo,
€ corrigueira a utlizacgdo de modelos animais que possibilitem mimetizar
experimentos com resultados extrapolaveis a espécie humana. O uso de peixes
nesses experimentos tem sido valorizado por apresentarem a complexidade de um
vertebrado, permitindo a extrapolacdo dos resultados para outros animais ja que, de
modo geral, apresentam algumas semelhancas em sua fisiologia quando
comparados com outras espécies de animais (SCHMIDT-NIELSEN, 2002). O
interesse cientifico na espécie Danio rerio como modelo se deve por varias
caracteristicas, como a elevada homologia genética com humanos, sucesso
reprodutivo, e transparéncia de embrides e larva, além do seu rapido
desenvolvimento.

Para que os procedimentos cientificos desejados sejam realizados de
maneira adequada, por vezes esses animais sao anestesiados, no intuito de que seu
manejo se torne mais facil e cause menos estresse e desconforto. Entretanto, essa
anestesia ocorre, normalmente, em um banho de agua onde ha o risco de
sobredosagem, e sem cuidados acerca de efeitos adversos que pode vir a causar.
Tendo em vista a escassez de pesquisas dessa nhatureza, demonstrando a
irresponsabilidade na falta de preocupacéo da sociedade cientifica com as possiveis
interferéncias desse procedimento nos seus resultados, é evidente a importancia da
realizacdo de trabalhos que busquem evidenciar as possiveis interferéncias de
procedimentos anestésicos em experimentos com peixes.

Entre os anestésicos existentes, o mais utilizado na aquicultura é a Tricaina
Metano Sulfonato (MS-222), que é o Unico anestésico liberado para 0 uso em peixes
destinados ao consumo humano pelo FDA (Food and Drug Administration)
(ROSS&ROSS, 2008). Muito embora seu uso seja corriqueiro, os efeitos desse
anestésico na reproducédo de peixes ainda € incerto; esta situacdo caracteriza um
problema importante, visto que a viabilidade reprodutiva desses animais influencia
diretamente na manutencdo das proles, sejam elas de objetivo cientifico ou
comercial.

A partir disso, considerando a utilizacado dessa substancia e a importancia da
reproducdo na aquicultura, o presente trabalho tem como objetivo determinar os
efeitos da exposicdo aguda ao anestésico MS-222 nas células espermaticas de
Danio rerio.
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2. METODOLOGIA

O presente experimento foi realizado no laboratério do Nucleo de Pesquisa,
Ensino e Extensédo em Reprodugdo Animal (REPROPel) da Universidade Federal de
Pelotas - UFPel. O modelo experimental utilizado foi o peixe Danio rerio. Os animais
encontravam-se acondicionados em caixas plasticas contendo agua potavel,
devidamente desclorada, com aeracdo constante, temperatura de 23 = 2,0°C,
salinidade 2 0,5 (agua doce), e alimentados com ragcdo comercial, uma vez ao dia.
Os parametros fisicos e quimicos da agua como dureza, pH, alcalinidade e
salinidade foram medidos antes dos tratamentos e mantidos constantes. (Aprovado
no CEEA namero 7836-2017).

Para a realizacdo da pesquisa aqui relatada, foi utilizado o anestésico MS-222
(tricaina metano sulfonato), com trés concentra¢des diferentes, de 50mg/L, 200mg/L
e 500mg/L, além de um grupo controle, sem exposicdo ao anestésico. Foram
utilizados cinco machos para cada tratamento. As concentracdes foram definidas
com base em literatura previamente consultada, onde evidenciava-se variagédo de 20
a 480mg/L, sendo que as doses mais comumente utilizadas para anestesia
adequada eram de cerca de 150 a 200mg/L (CARTER, 2011; VARGAS, 2018).

Os animais foram imersos em um litro de agua adicionado das concentracdes
pré-estabelecidas do anestésico, e permaneceram até que perdessem o equilibrio, e
cessassem quaisquer movimentos corporais e operculares. Em seguida, realizou-se
seccdo da medula espinhal na regido cervical para eutanasia dos mesmos, seguida
da retirada das gonadas.

Coletado o conteudo espermético do interior das génadas, foram realizadas
analises espermaticas utilizando o sistema computadorizado CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis). Para cada amostra coletada foram colocados 3 uL de
sémen em lamina propria para leitura, na qual foram selecionados cinco campos
para analise. A mensuracao da cinética espermatica foi feita através da avaliacao de
diversos parametros, sendo que os abordados no presente trabalho sdo os de
motilidade total (MT), e motilidade progressiva (MP), em porcentagem, e periodo de
motilidade. Foi realizada analise de comparacdo das médias pelo método ANOVA
no software Statistix.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Procedimentos experimentais realizados com peixes resultam na exposicéo
desses animais a diversos estressores, podendo causar alteracdes fisiologicas e
comportamentais que levem a resultados insatisfatérios (BARTON, 2000). Diante
disso, anestésicos como a tricaina metano sulfonato (MS-222) séo utilizados para
reduzir 0os prejuizos oriundos do estresse nesses animais. Entretanto, assim como
deve-se determinar a concentragdo ideal a ser utlizada para que os planos
anestésicos sejam atingidos (ROUBACH & GOMES, 2001), é imprescindivel que
testes toxicolégicos sejam realizados para estabelecer limites aceitaveis de
exposicdo, bem como determinar possiveis efeitos toxicos dessas substancias nos
peixes expostos.

Considerando-se 0 anestésico MS-222 e sua interferéncia sobre os parametros
reprodutivos de peixes, 0s estudos sdo escassos. Muito embora PIPER e
colaboradores (1982) tenham observado efeito prejudicial desta substancia na
viabilidade de ovos de peixe, ndo encontra-se na literatura informacdes concretas de
cunho reprodutivo, principalmente acerca do material espermatico. No presente
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experimento, apos analisar os valores de motilidade total e motilidade progressiva do
material espermatico de Danio rerio exposto a tricaina, é possivel evidenciar o
aumento em ambos os valores (tabela 1). Concomitantemente, foi possivel
identificar que, muito embora no primeiro momento a motilidades dessas células
espermaticas tenha aumentado, o periodo de motilidade reduziu nos grupos de
exposicao. Apesar da literatura escassa, essa informacgéao corrobora WAGNER et al.
(2002), o qual demonstrou o0 MS-222 como causa de reducdo no periodo de
motilidade em células espermaticas de truta-arcoiris expostas diretamente ao
anestesico.

Tabela 1. Valores de motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP) das células esperméticas de
Danio rerio expostas a trés diferentes concentracfes de MS-222.

Controle  50mg/L Tricaina 200mg/L Tricaina  500mg/L Tricaina
MT 29,7+1,1° 39,0+2,32 41,8+2.22 36,5+1,92
MP 23,1 +1,0° 34,3+24° 37,2+23° 31,8+16°

Tabela 2. Periodo de motilidade das células espermaticas de Danio rerio expostas a trés diferentes
concentracbes de MS-222.

Tratamento Periodo de Motilidade
Controle 171,80+ 16,22
50mg/L Tricaina 89,600+ 18,9°
200mg/L Tricaina 135,60+ 17,9%
500mg/L Tricaina 109,40+ 17,4°

E sabido que os anestésicos de modo geral, incluindo o MS-222, caracterizam
compostos toxicos e, por esse motivo, levam as células a aumentarem seu
metabolismo no intuito de acelerar a metabolizacdo e eliminacdo do mesmo. Além
disso, sdo causadores de danos oxidativos por conta do aumento na formacao das
chamadas espécies reativas de oxigénio (EROS); a enzima glutationa-s-transferase
€ um exemplo de mecanismo de detoxificacdo que apresenta metabolismo
aumentado nessas situacdes (POPOVIC et al., 2012). A partir disso € possivel inferir
que o precoce aumento na motilidade total e progressiva observado nas células
espermaticas do presente experimento retrata o metabolismo acelerado no qual
estas encontram-se frente a um agente agressor.

Entretanto, ao passo em que as reservas energéticas e quantidade de ATP
(trifosfato de adenosina) decaem por conta dessa superativacdo de mecanismos
detoxificantes, o periodo de motilidade da célula espermatica tende a se tornar mais
curto, justificando os valores da segunda tabela apresentada. Além disso, outra acao
inibitéria mais tardia do anestésico MS-222 sobre os espermatozoides pode ser
explicada pela presenca de receptores do neurotransmissor gama-aminobutirico
(GABA) nestas células, uma vez que anestésicos, de modo geral, atuam nas vias
inibitérias do organismo atraves da via deste neurotransmissor (CALOGERO et al.,
1999).

Progressivamente, a quantidade de energia disponivel na célula reduz, ao
passo em que a acdo do anestésico atravées do GAMA se intensifica. Além disso, a
producédo elevada de espécies reativas de oxigénio leva a célula espermatica a um
estado cada vez mais grave de estresse oxidativo. Nestas situagcdes, modificacdes
patofisiologicas passam a ocorrer nos espermatozoéides, caracterizando um ciclo
deletério que culmina no prejuizo irrefutavel as células espermaticas (WANG et al.,
2003).
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4. CONCLUSOES

Conclui-se, portanto, a partir do presente trabalho, que a exposicdo aguda ao
anestésico MS-222, corriqueiramente utilizado na aquicultura, pode culminar em
efeitos prejudiciais as células espermaticas de Danio rerio, por meio da reducao do
seu periodo de motilidade, podendo interferir negativamente na vida reprodutiva
desses peixes e no resultado de pesquisas desenvolvidas com esse modelo
experimental; apesar disso, maiores estudos s&8o necessarios para elucidar
possiveis alteracoes fisioldgicas e funcionais da célula.
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