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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de animais em pesquisas cientificas é uma pratica ainda muito
utilizada, porém representa grandes polémicas e discussées no debate bioético
uma vez que existe a constante preocupacdo com bem estar desses animais
(CAMARA E SILVA, 2011). Dentre os peixes mais utilizados para pesquisas
cientificas esta a espécie Danio rerio (zebrafish) em decorréncia de algumas
caracteristicas como: semelhanca com a genética humana, alta prolificidade,
rapido desenvolvimento, transparéncia de embrides e larvas, tamanho diminuto (3
a 4 cm quando adulto) facilitando a manipulacéo (SPENCE et al., 2007).

A anestesia é um procedimento rotineiro e indispensavel nos sistemas de
piscicultura e pesquisa, devendo ser realizado da maneira mais eficiente possivel,
tanto do ponto de vista biologico, quanto econémico, visando anestesiar 0s peixes
facilitando manejo geral com o intuito de evitar sofrimento e dor sem causar
nenhum dano no crescimento e na reproducdo (ROUBACH E GOMES, 2001).
Peixes pequenos, como Danio rerio, sdo normalmente anestesiados por imersao
na agua, podendo ocorrer risco de sobre dosagem, necessitando assim, do
desenvolvimento de melhores protocolos anestésicos para aperfeicoar o uso
desses modelos em diferentes situacdes experimentais mantendo o bem estar
animal.

Embora ja existam trabalhos verificando o efeito de anestésicos sobre a
reproducdo de peixes, pouco se sabe dos efeitos do anestésico Propofol nas
células esperméticas da espécie Danio rerio uma vez que esse anestésico é mais
utilizado em mamiferos. Em vista disso o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito agudo do anestésico Propofol na cinética das células espermaticas
de machos adultos de Danio rerio.

2. METODOLOGIA

O presente experimento foi realizado no laboratorio do Nucleo de Pesquisa
Ensino e Extensdo em Reproducdo Animal (REPROPel) da Universidade Federal
de Pelotas — UFPel, sendo que todos os procedimentos foram realizados sob
licenca do Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (7836-2017). Os
animais estavam acondicionados em caixas plasticas contendo agua potavel,
devidamente desclorada, com aeracdo constante, temperatura de 23 + 2,0°C,
salinidade = 0,5 (agua doce), e alimentados com ragdo comercial, uma vez ao dia,
e 0s parametros fisicos e quimicos da agua como dureza, pH, alcalinidade e
salinidade foram medidos antes dos tratamentos e mantidos constantes.
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O experimento foi realizado utilizando o anestésico Propofol nas
concentracbes de 150 e 200 ml/L e um tratamento utilizado como controle onde
foi realizada a eutanasia por sec¢do da medula espinhal na regido cervical. Para
esse experimento foram utilizados cinco machos da espécie Danio Rerio para
cada tratamento, primeiramente os animais foram imersos em um litro de agua
adicionado das concentracdes pré-estabelecidas do anestésico até que os
animais ficassem totalmente anestesiados e parassem de se movimentar, ap0s
iIsso realizou-se a seccdo da medula espinhal na regiéo cervical causando a morte
do animal para posterior retirada das génadas.

Apés coletar o conteddo espermatico do interior das gbénadas, foram
realizadas andlises espermaticas utilizando o sistema computadorizado CASA
(Computer-assisted Sperm Analysis. A mensuracdo da cinética espermética foi
feita através da avaliagcdo da motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP),
em porcentagem, meédia da distancia percorrida (DAP), média da distancia em
linha curva (DCL), média da distancia retilinea (DSL), dada em micrémetros,
velocidade média do caminho, ym / s (VAP), Velocidade Curvilinea (VCL) e
velocidade retilinea (VSL), em micrdmetros por segundo, Retiddo, VSL / VAP,%
(STR), linearidade (LIN), oscilagdo, VAP / VCL,% (WOB), Amplitude da Cabeca
Lateral (ALH), Frequéncia Cruzada da Frequéncia (BCF) e velocidade curvilinea
(VCL). Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando Statistix software
9.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para garantir o bem-estar dos peixes que sdo submetidos aos mais diversos
procedimentos sejam os mais altos padrdes, faz se 0 uso de anestésicos com o
intuito de amenizar o sofrimento durante o manuseio. No entanto poucas
informacdes estdo disponiveis para facilitar a escolha do melhor anestésico,
apesar dos mais de 100 anos de uso e do grande numero de peixes espalhados
em laboratérios em todo o mundo atualmente (READMAN et al., 2017).

O sucesso reprodutivo tanto em aquiculturas como em experimentos €
fundamental que se controle todos os fatores que possam de alguma forma
prejudicar a qualidade dos gametas, pois suas propriedades intactas s&o
indispensaveis para garantir a exceléncia na producdo de descendentes, sendo
uma das principais analises 0s parametros esperamaticos como a cinetica da
motilidade. Nosso estudo demonstrou que o periodo de motilidade teve diferenca
estatistica entre os tratamentos, sendo o tempo de motilidade maior no controle
(Tabela 1).

Tabela 1. Efeito de diferentes concentragdes de Propofol em amostras de sémen
de zebrafish (Danio rerio) sob parametro de periodo de motilidade, resultados
expressos em porcentagem (media + desvio padréo da média).
Tratamento Periodo de Motilidade (s)

Controle 171,80+ 16,24

150 ml/L Propofol 124,20+ 33,98

200 ml/L Propofol 109,20+ 4,6"
ab| etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P<0.05).

Alguns trabalhos avaliando tempo de anestesia e de recuperacao
mostraram que com Propofol rapidamente os peixes perdem o equilibrio, mas
também apresentam uma répida recuperacdo (BALKO et al., 2018; VALENTIM et
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al., 2016), sendo um bom candidato para experimentos com reproducao, ja que a
manipulacao é rapida para tal procedimento.

Tabela 2. Analise dos parametros cinéticos sob influéncia do anestésico Propofol.
Os dados estdo expressos em média e erro padréo da média.
Controle 150 ml/L Propofol 200 ml/L Propofol

Mottotal 29,7+1,18 39,5+2,1A 43,2 + 2,67
motpro 23,1+1,08 33,7+ 2,17 35,8 +2,2A
DAP 31,9+1,1A 34,3 +1,4A 26,3+1,08
DCL 35,0 + 0,94 36,6 +1,3A 29,6 + 0,98
DSL 29,6 +1,1A 31,8+1,4A 24,7 +1,08
VAP 67,8 +2,3A 73,5 + 3,0~ 56,0 + 2,28
VCL 74,4 + 2 0A 78,4 +2,9A 62,9+1,18
VSL 63,0 +2,3A 68,2 + 3,0~ 52,6 +2,3B
STR 0,9+5,3A 0,9+7,3A 0,9 +6,3~
LIN 0,8 +0,01A 0,8 +0,01A7 0,8 +0,01A
WOB 0,8 + 8,6 0,9+7,78 0,8 +0,01A
ALH 0,9 +0,04A 0,8 +0,02B 0,9 +0,034
BCF 31,4+ 0,67 30,6 + 0,6”B 29,8 + 0,68

AB.C | etras distintas demonstram diferenca estatistica nas colunas (P<0.05).

Nas avaliacbes cinéticas nossos estudos demonstraram que as
concentraces de Propofol foram significativamente melhores que o controle em
guase todos os parametros. Mais estudos devem ser realizados, pois verificamos
gue os parametros de cinética espermatica forma aumentados quando os animais
foram expostos, porém o periodo de motilidade foi menor. Ainda perdemos os
padrées da qualidade seminal quando os animais passam pelo processo de pré-
anestesia antes da eutanasia.

N&o encontramos trabalhos que retém sobre os efeitos desse anestésico
sobre parametros espermaticos, apenas com embriées. Segundo GUO et al. 2015
a exposicdo embrionaria ao Propofol € neurotdéxica causando aumento de
apoptoses.

4. CONCLUSOES

Com os resultados desse estudo podemos concluir que o Propofol alterou
positivamente a cinética espermatica, porém maiores estudos devem ser
realizados com analise de estrutura e morfologia das células, verificando demais
alteracodes.
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