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RESUMO

A producdo de peixes em cativeiro somente € possivel com
reproducao artificial, e sabe-se que a manipulacdo em peixes é um estimulo
estressor. Devido ao crescente interesse no bem-estar animal, anestésicos
estdo sendo utilizados para a manipulacdo em peixes. O eugenol € um
anestésico natural que possui ampla disponibilidade no mercado, apresenta
baixo custo e € considerado seguro para o0 manipulador e para 0 meio
ambiente. O objetivo desse estudo foi verificar se o uso de diferentes
concentracfes de eugenol (0, 30, 40, 50 e 60 mg/L), no manejo reprodutivo de
Rhamdia quelen, causa alteracdes nos perfis do cortisol plasmatico dos
reprodutores e se influencia na qualidade do sémen fresco e descongelado.
Foram utilizados 75 machos de R. quelen sexualmente maturos, com peso de
500 g, selecionados aleatoriamente e distribuidos nos cinco tratamentos
conforme as doses de eugenol utilizadas. Foram avaliadas as seguintes
variaveis: taxa e tempo de motilidade, concentracdo espermatica, taxa de
fertilizacdo, funcionalidade mitocondrial, integridade de membrana e de DNA,
morfologia espermatica e concentracdo de cortisol plasmatico. Os animais
anestesiados com as concentracdes de 40 e 50 mg/L de eugenol apresentaram
menores niveis de cortisol plasmatico comparados ao controle, ou seja, se
estressaram menos. A utilizacdo de 30, 40 e 50 mg/L de eugenol manteve a
qualidade seminal do sémen fresco, ja no sémen descongelado, a qualidade foi
mantida com o uso de 30 e 40 mg/L de eugenol. Esses resultados evidenciam
que é possivel conciliar a reducdo do estresse com a producao, pois cortisol
plasmatico foi reduzido e os parédmetros seminais se mantiveram apds 0s
tratamentos.

Palavras-chave: estresse, reproducao, criopreservacao, anestésico.

' Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia — Produgdo Animal, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil (51 p.). Marco, 2014.
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ABSTRACT

The production of fish in captivity is only possible with artificial
reproduction, and it is known that the handling is a stressful stimulation to the
fish. Currently, the interest in animal welfare has been increased. Therefore
anesthetic have been used to make the handling of the fish. Eugenol is a
natural anesthetic that has a broad market availability, is inexpensive and is
considered safe for the handler and the environment. The aim of this study was
to determine whether the use of different concentrations of eugenol (0, 30, 40,
50 and 60 mg/L) in the reproductive management of Rhamdia quelen cause
changes in the profiles of plasmatic cortisol and quality of fresh and thawed
semen. Seventy five males of R. quelen sexually mature and weighing 500 g,
were randomly selected and distributed in five treatments according to the dose
of eugenol used. The following variables were evaluated: motility and time of
motility, sperm concentration, fertilization rate, mitochondrial function,
membrane and DNA integrity, sperm morphology and concentration of
plasmatic cortisol. The animals anesthetized with concentrations of 40 and 50
mg/L of eugenol showed lower plasmatic cortisol levels compared to the control,
therefore they were less stressed. The use of 30, 40 and 50 mg / L of eugenol
maintaining sperm quality of fresh semen, whereas the quality of thawed is
maintained with the use of 30 and 40 mg / L of eugenol. These results show
that it is possible conciliate animal welfare with the production, since the
seminal parameters were not altered.

Keywords: stress, reproduction, cryopreservation, anesthetic.

2 Master of Science dissertation in Animal Science, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (51 p.).
March, 2014.
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1. INTRODUGCAO GERAL

O bem-estar em peixes tem sido alvo de crescente interesse por
parte dos pesquisadores. E de conhecimento que os peixes cultivados, quando
submetidos a manipulacdo, manifestam respostas ao estresse (IVERSEN et al.,
2003). Alem disso, tem se considerado importantes 0s possiveis efeitos
deletérios resultantes do estresse causado aos peixes e populacdes
provenientes de praticas aquicolas nos processos de producdo (BARTON &
IWAMA, 1991). Conforme a severidade do agente estressor, 0s peixes podem
deixar de apresentar uma resposta funcional a esse estimulo e, dessa forma,
ter sua fisiologia impactada negativamente, sendo que a reproducdo é
particularmente afetada (CAMPBELL et al., 1992). Com o objetivo de facilitar o
manejo dos peixes e amenizar a intensidade do estresse provocado pela
manipulacdo, a utilizacdo de anestésicos tem sido cada vez mais frequente
(GONCALVES et al., 2008).

O dominio do manejo reprodutivo é fundamental para o
desenvolvimento do setor aquicola e para a manutengcdo da biodiversidade. A
ameaca de reducédo da diversidade genética das populacdes de peixes nativos,
decorrentes de problemas ambientais, evidencia a necessidade do dominio de
técnicas reprodutivas. Para amenizar 0s impactos provenientes destes
problemas, é importante que sejam implantados programas que possibilitem o
armazenamento de gametas por longos periodos (MARIA et al.,, 2011),
ressaltando a necessidade de aprimorar as técnicas reprodutivas utilizadas
atualmente, o que vai ao encontro da necessidade do desenvolvimento de
técnicas mais eficientes de preservacao de sémen.

Atualmente, as espécies nativas tem assumido lugar de destaque na
producdo nacional de pescado, como o tambaqui (Colossoma macropomum),
que passou a ser a segunda espécie mais produzida (MPA, 2013). Sabendo-se
do potencial brasileiro para a producéo aquicola, fica evidente a oportunidade
de desenvolver a producdo de espécies nativas. O jundid (Rhamdia quelen) é
uma espécie endémica da América do Sul e intensamente cultivada no sul do
Brasil, principalmente nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, por
ser resistente ao frio (BARCELLOS et al., 2012).

O objetivo deste estudo foi avaliar se o uso de diferentes
concentracbes do anestésico eugenol, no manejo reprodutivo, influencia no
cortisol plasmatico dos peixes, alterando caracteristicas do sémen fresco e
descongelado de R. quelen.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aquicultura brasileira

Atualmente, a producédo brasileira é de aproximadamente 1,43
milhdes de toneladas de pescado, sendo 38% cultivados (MPA, 2013). Deve
ser ressaltado que o Brasil dispde de 12% da agua doce disponivel no planeta,
ou seja, seu potencial para a aquicultura pode torna-lo um dos maiores
produtores mundiais de pescado (MPA, 2012). A producdo aquicola nacional
de origem continental aumentou significativamente no triénio 2008-2010, com
um incremento de aproximadamente 40%. Este crescimento pode ser
relacionado ao desenvolvimento do setor, com a ampliacdo de politicas
publicas que facilitaram o0 acesso aos programas governamentais existentes
(MPA, 2012).

Em 2011, de acordo com o MPA (2013), a maior producao de
pescado do Brasil ocorreu na Regido Sul com 153.674,5 toneladas,
correspondendo a 28,2% da producédo nacional de aquicultura continental.

2.2. Espécie abordada: Rhamdia quelen

A ordem Siluriforme €& composta por mais de 2.200 espécies
distribuidas em todos os continentes. No Brasil existem centenas de espécies
de peixes de couro e muitas delas com caracteristicas zootécnicas e
organolépticas atrativas para a produgdo aquicola. O  surubim
(Pseudoplatystoma coruscans) e o cachara (Pseudoplatystoma fasciatum) séo
0s peixes de agua doce com maior valor comercial no Brasil, sendo
considerados produtos nobres (KUBITZA et al., 1998). As espécies Siluriformes
destacam-se entre as espécies cultivadas devido a textura e sabor de sua
carne e ao bom rendimento de carcaca (FERREIRA et al., 2001), sendo o
jundia uma espécie bem aceita pelo mercado consumidor (BARCELLOS et al.,
2012).

Jundia € o nome comum dos peixes pertencentes ao género
Rhamdia. No Brasil, o R. quelen é vulgarmente chamado de: jundia-tinga,
jandia, jandia-tinga, mandi e sapipoca. E encontrado desde o sudeste do
México até o centro da Argentina (BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO,
2005). Esta espécie endémica da América do Sul é resistente ao frio. Quando
cultivada pode atingir 500-600 g de peso corporal em seis a oito meses
(BARCELLOS et al., 2001). A sua producao passou de 911,0 toneladas em
2008 (MPA, 2012) para 1.747,3 toneladas em 2011 (MPA, 2013), ou seja,
houve um incremento de aproximadamente 92% neste periodo.

Quanto a biologia da espécie, estes animais vivem em lagos e pogos
fundos dos rios, preferindo locais com aguas calmas, fundo de areia e lama,
junto as margens e vegetacdo. A sobrevivéncia se da em temperaturas entre
trés e 32°C, desde que adaptado lentamente. A maturidade sexual € atingida
por volta de um ano de idade em ambos 0s sexos. O periodo reprodutivo do R.
guelen ocorre entre agosto e marco, podendo apresentar variagdes a cada ano
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(BALDISSEROTTO & GOMES, 2005). A desova € assincrénica, 0S 0v0S sao
recrutados de populagcbes heterogéneas com 0s 00citos em desenvolvimento e
liberados em varias ocasifes do periodo reprodutivo. Seus ovos sdo demersais
e ndo aderentes. (GOMES et al., 2000).

2.3. Estresse em peixes

Algumas praticas realizadas em pisciculturas, como biometria,
transporte e reproducao induzida, séo considerados agentes estressores para
os peixes (VIDAL et al., 2007). O manejo de animais aquéticos, dentro ou fora
de seu habitat natural, costuma envolver atividade fisica, pois estes tentam
fugir da captura e da manipulacdo, o que afeta o seu comportamento e a sua
fisiologia, gerando respostas de estresse (BOLASINA, 2006).

Os peixes respondem fisiologicamente aos estimulos estressores
podendo superar a perturbacdo existente. Quando esse mecanismo de
resposta é forcado além da sua capacidade, as respostas tornam-se
prejudiciais. Dessa forma, uma resposta ao estresse pode ser considerada
como uma mudanca na condi¢do biolégica do individuo, o que representa uma
possivel ameaca ao bem-estar do peixe (BARTON & IWAMA, 1991).

As respostas ao estresse sao classificadas em trés categorias: a)
primarias que sdo hormonais, como 0 aumento nos corticosteroides e
catecolaminas, além de alterac6es nos neurotransmissores. b) secundarias que
incluem alteracbes metabdlicas, como aumento da glicose e lactato e reducdo
do glicogénio tecidual, alteracdes nas caracteristicas hematoldgicas, alteracdes
celulares, osmorregulatérias e imunolégicas c) terciarias que compreendem
mudanc¢as no comportamento e no desempenho do peixe, como crescimento,
natacao e resisténcia a doencas (BARTON et al., 2002).

O estresse, quando leve, tem efeito positivo sobre o desempenho
reprodutivo. Por outro lado, quando ocasionado por estressores mais graves,
prolongados ou frequentes, tem efeito negativo sobre o0s processos
reprodutivos, entretanto, ndo se consegue definir esse limiar (SCHRECK,
2010). Quando submetidos a estresse agudo e repetido os machos apresentam
reducdo no numero de células espermaticas em comparacdo aos animais nao
submetidos ao estresse. Sabe-se também, que ocorre diferenga significativa
nas taxas de sobrevivéncia no momento da eclosdo entre os descendentes dos
cruzamentos de animais estressados, quando comparados aos descendentes
de cruzamentos dos animais que nao foram expostos a essa condicado
(CAMPBELL et al., 1992).

2.4. Anestésicos

Com o objetivo de facilitar o manejo de peixes e amenizar a
intensidade do estresse causado por estas atividades, tém-se utilizado
anestésicos (GONCALVES et al., 2008). Os anestésicos mais utilizados na
aguicultura sao: tricaina metano sulfonato (MS 222), benzocaina, sulfato de
quinaldina, metomidato, 6leo de cravo e 2-fenoxietanol (VELISEK, et al., 2005).
Nos paises que possuem legislacdo sobre bem-estar animal, o uso de



17

anestésicos se faz necessario durante procedimentos considerados
estressantes ou dolorosos (VELISEK et al., 2006). Ja no Brasil ndo existem leis
que regulamentem o uso de anestésicos em peixes. Todavia, a demanda por
iniciativas que minimizem os efeitos relativos ao estresse provocado pelo
manejo zootécnico € crescente.

A anestesia pode ser administrada de duas formas: por via inalatoria
e por via injetavel. No Brasil a forma mais utilizada € a inalagdo (ROUBACH &
GOMES, 2001), ou seja, através de banhos de imersdo. Quando se utiliza
agentes anestésicos de imersdo, a qualidade da &gua é particularmente
importante. Caracteristicas como salinidade, dureza, pH, oxigénio dissolvido e
temperatura devem ser semelhantes as caracteristicas da adgua em que 0s
animais estavam alocados anteriormente. O ideal € a utilizacdo da agua do
tanque onde os peixes estdo alojados, caso essa agua seja de boa qualidade
(FISH et al., 2008). O ambiente em que o peixe se encontra antes da inducao
anestésica deve ser mantido silencioso e sem perturbacdes. Antes de imergir o
peixe na solucdo de inducdo (anestésico diluido em agua), a agua de
recuperacdo deve estar proxima e a disposicdo para receber imediatamente
algum peixe caso haja overdose ou alguma reacéo inesperada. E fundamental
assegurar uma oxigenacdo adequada na agua de inducdo e na agua de
recuperacédo (FISH et al., 2008).

Conforme as caracteristicas de comportamento apresentadas pelos
peixes identificam-se os estadios de anestesia. Estes sdo classificados de um a
quatro e estadio de recuperacdo, quando 0s peixes voltam a apresentar
capacidade de permanecer na posicdo vertical e comportamento normal de
natacdo. O primeiro estadio de anestesia é caracterizado por movimento
opercular retardado ou irregular; no segundo estadio ocorre perda de equilibrio
esporadica e dificuldade em manter a posicdo em repouso; ja no terceiro,
percebe-se total perda de equilibrio e incapacidade de recuperar a posicao

vertical, por fim, o quarto estadio é alcancado quando ndo ocorre reacdo a
manipulacdo (WOODY et al., 2002).

Apds estarem anestesiados, 0s peixes devem ser manuseados
sutilmente e com cuidado para evitar danos a sua camada protetora de muco e
ao seu epitélio. E importante evitar o contato do peixe com superficies secas.
Todas as superficies que o peixe entra em contato direto devem ser umidas e
lisas. Além disso, devem ser tomadas precau¢des para minimizar o tempo que
os peixes ficam fora de agua (FISH et al., 2008).

A escolha do anestésico depende de fatores tais como a
conveniéncia para 0 UsO; a seguranca para peixes, seres humanos e para o
meio ambiente; eficacia; alteracdes fisiologicas e custo do anestésico
(PIRHONEN & SCHRECK, 2002). De acordo com Fish et al. (2008), entre os
anestésicos por imersdo comumente utilizados encontra-se o eugenol [2-
metoxi-4-(2-propenil) fenol]. Este anestésico possui ampla disponibilidade no
mercado, baixo custo e € considerado seguro para o manipulador e para o
meio ambiente (IVERSEN et al., 2003), atendendo aos fatores citados para a
escolha do anestésico.
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O eugenol é derivado do caule, folhas e brotos da arvore Eugenia
aromatica (ANDERSON et al., 1997). E um anestésico liquido, de cor amarela
palida, fracamente sollvel em agua, portanto, deve ser dissolvido em etanol
(1:9) antes da diluicdo em agua (FISH et al., 2008). O isébmero isoeugenol é
aprovado nos Estados Unidos como aditivo alimentar e o eugenol € aprovado
como uma substancia alimentar segura (WAGNER et al., 2002). O produto
comercial, AQUI-S®, contém 54% de isoeugenol e estd em processo de
avaliacdo para aprovacdo como anestésico de peixes pela FDA (Food and
Drug Administration). E aprovado para tal uso na Nova Zelandia, Austrélia,
Chile e nas llhas Faroé, com a vantagem de ndo apresentar tempo de caréncia
para o consumo. De acordo com Wagner et al. (2002), com o uso de AQUI-S®,
o tempo de recuperacdo é longo, podendo ser util para situagbes como a
marcacao, desova e cirurgia. Além disso, tem a vantagem de ser rapidamente
metabolizado e excretado, e, portanto, ndo requer tempo de caréncia.

A dose de eugenol recomendada por Fish et al. (2008) é de 25-60
mg/L. A sedacdo em R. quelen é alcancada com doses de 20 mg/L de eugenol,
mas para anestesiar os animais, as concentra¢cdes nao devem ser inferiores a
40 mg/L (GOMES et al., 2011). Porém, Bolner e Baldisserotto (2007) usaram
32 mg/L para anestesiar juvenis dessa espécie.

2.5. Reproducéao

O controle da reproducdo € fundamental para o dominio da
aquicultura, e um dos fatores limitantes do sucesso reprodutivo é a qualidade
dos gametas (BOBE & LABBE, 2010). Sabe-se que a reproducdo é um
processo fisioldgico particularmente sensivel aos efeitos do estresse e que o
manejo a que os peixes sdo submetidos é um agente estressor (CAMPBELL et
al.,, 1994). Dessa forma, para que se consiga desenvolver uma cadeia
produtiva mais eficiente é necessario que o estresse causado pelo manejo néo
interfira no processo reprodutivo.

A reproducdo artificial da maioria das espécies € otimizada pela
inducdo hormonal, que possibilita a maturacéo final e liberacdo dos gametas de
peixes mantidos em cativeiro, além de possibilitar maior eficiéncia da
reproducdo em condi¢cfes laboratoriais (CARNEIRO, 2007). A técnica mais
utilizada no Brasil para a indu¢cdo hormonal da maturacao final de peixes é o
uso de extrato bruto de hipéfise de peixes maduros (ZANIBONI-FILHO &
NUNER, 2004).

A importancia de realizar a indugdo hormonal com extrato hipofisario
se deve ao fato deste proporcionar um aumento no volume de sémen obtido, o
que facilita os procedimentos da reproducdo em laboratério. Além disso,
permite a utilizagdo de um menor numero de machos, reduzindo o plantel de
reprodutores necessario (CARNEIRO, 2007).

2.6. Criopreservacao do sémen

A busca por técnicas de preservacdo de sémen eficientes é
necesséria para satisfazer aspectos econémicos e ecoldgicos (STREIT JR. et
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al., 2009). A criopreservacao utiliza temperaturas negativas extremas como
estratégia para a privacdo de energia, resultando na preservacéao eficiente da
estrutura e da funcdo de células e tecidos vivos. As células a serem
criopreservadas devem ser expostas a substancias crioprotetoras antes de
terem sua temperatura reduzida, periodo denominado de equilibrio, no qual
essas substancias substituem a agua existente no meio intracelular, devido ao
gradiente osmatico, ocasionando uma menor formacéo de gelo (PEGG, 2007)
e consequentemente menor dano celular. O BTS € um diluente comercial
desenvolvido para armazenar sémen suino em 15-18 °C, durante trés a cinco
dias, e tem sido usado com sucesso para preservar o sémen de espécies
nativas de peixe (MARIA et al., 2006; STREIT, 2013). Dentre os crioprotetores
intracelulares, encontram-se o dimetilsulféxido (DMSO) e o metanol (STREIT,
2013).

A técnica de criopreservacdo é de grande interesse, pois pode ser
aplicada em diferentes campos de pesquisa e producdo (CABRITA et al.,
2010), e € uma forma eficaz para que o material genético dos machos fique
disponivel por periodos indeterminados (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006). Em
espécies de interesse zootécnico, a congelacdo de sémen € utilizada em
programas de melhoramento genético, dispondo genes para aumentar a
variabilidade genética de uma populacdo, sendo, também, utilizada para a
manutencao de plantéis de reprodutores (CARNEIRO, 2007).

Entretanto, sabe-se que a criopreservacdo de sémen de peixes
ainda ndo é amplamente utilizada devido a reducéo da viabilidade e fertilidade
dos espermatozoides que ocorre ap0s a descongelacdo. Essa perda de
qualidade se deve aos danos celulares induzidos pela criopreservacao (JUN et
al., 2006). Dessa forma, ressalta-se a importancia de que o sémen utilizado
para a criopreservacdo seja de boa qualidade, para que, mesmo com a
reducdo da qualidade pés-criopreservacao, se obtenha resultados satisfatorios
com o uso dessa técnica.



20

3. HIPOTESES

3.1. O uso de anestésico no manejo reprodutivo de machos de
Rhamdia quelen ameniza o estresse causado por esta atividade, resultando em
ganhos qualitativos no sémen.

3.2. O sémen descongelado obtido de animais previamente
anestesiados e que, consequentemente, sofreram menor estresse durante o
manejo reprodutivo, apresenta ganhos qualitativos.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Verificar se 0 uso do anestésico eugenol no manejo reprodutivo de
R. quelen reduz o cortisol plasmatico e influencia na qualidade seminal.

4.2. Objetivos especificos

Identificar possiveis alteracdes nos perfis do cortisol plasmatico dos
peixes apds o uso de anestésico.

Evidenciar se ocorrem alteracdes nas caracteristicas qualitativas das
amostras de sémen fresco e descongelado apds ter sido utilizado anestésico
no manejo dos reprodutores.



CAPITULO 2
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CORTISOL PLASMATICO E QUALIDADE SEMINAL DE Rhamdia quelen
APOS USO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DO ANESTESICO
EUGENOL

RESUMO

A produgcdo de peixes em cativeiro somente é possivel com
reproducao artificial, e sabe-se que a manipulacdo em peixes é um estimulo
estressor. Devido ao crescente interesse no bem-estar animal, anestésicos
estdo sendo utilizados para a manipulacdo em peixes. O eugenol € um
anestésico natural que possui ampla disponibilidade no mercado, apresenta
baixo custo e € considerado seguro para o0 manipulador e para 0 meio
ambiente. O objetivo desse estudo foi verificar se o uso de diferentes
concentracfes de eugenol (0, 30, 40, 50 e 60 mg/L), no manejo reprodutivo de
Rhamdia quelen, causa alteracdes nos perfis do cortisol plasmatico dos
reprodutores e se influencia na qualidade do sémen fresco e descongelado.
Foram utilizados 75 machos de R. quelen sexualmente maturos, com peso de
500 g, selecionados aleatoriamente e distribuidos nos cinco tratamentos
conforme as doses de eugenol utilizadas. Foram avaliadas as seguintes
variaveis: taxa e tempo de motilidade, concentracdo espermatica, taxa de
fertilizag&o, funcionalidade mitocondrial, integridade de membrana e de DNA,
morfologia espermatica e concentracdo de cortisol plasmatico. Os animais
anestesiados com as concentracdes de 40 e 50 mg/L de eugenol apresentaram
menores niveis de cortisol plasmatico comparados ao controle, ou seja, se
estressaram menos. A utilizacdo de 30, 40 e 50 mg/L de eugenol manteve a
qualidade seminal do sémen fresco, jA no sémen descongelado, a qualidade foi
mantida com o uso de 30 e 40 mg/L de eugenol. Esses resultados evidenciam
qgue é possivel conciliar a reducédo do estresse com a producédo, pois o cortisol
plasmatico foi reduzido e os parametros seminais se mantiveram apds 0s
tratamentos.

Palavras-chave: estresse, reproducao, criopreservacao, anestésico.
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PLASMATIC CORTISOL AND SEMINAL QUALITY OF Rhamdia quelen
AFTER USING DIFFERENT CONCENTRATIONS OF ANAESTHETIC
EUGENOL

ABSTRACT

The production of fish in captivity is only possible with artificial
reproduction, and it is known that the handling is a stressful stimulation to the
fish. Currently, the interest in animal welfare has been increased. Therefore
anesthetic have been used to make the handling of the fish. Eugenol is a
natural anesthetic that has a broad market availability, is inexpensive and is
considered safe for the handler and the environment. The aim of this study was
to determine whether the use of different concentrations of eugenol (0, 30, 40,
50 and 60 mg/L) in the reproductive management of Rhamdia quelen cause
changes in the profiles of plasmatic cortisol and quality of fresh and thawed
semen. Seventy five males of R. quelen sexually mature and weighing 500 g,
were randomly selected and distributed in five treatments according to the dose
of eugenol used. The following variables were evaluated: motility and time of
motility, sperm concentration, fertilization rate, mitochondrial function,
membrane and DNA integrity, sperm morphology and concentration of
plasmatic cortisol. The animals anesthetized with concentrations of 40 and 50
mg/L of eugenol showed lower plasmatic cortisol levels compared to the control,
therefore they were less stressed. The use of 30, 40 and 50 mg / L of eugenol
maintaining sperm quality of fresh semen, whereas the quality of thawed is
maintained with the use of 30 and 40 mg / L of eugenol. These results show
that it is possible conciliate animal welfare with the production, since the
seminal parameters were not altered.

Keywords: stress, reproduction, cryopreservation, anesthetic.
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1. INTRODUCAO

O jundia (Rhamdia quelen) é uma espécie nativa da América do Sul
(BARCELLOS et al., 2001). Pertence a ordem Siluriforme e destaca-se entre as
espécies cultivadas devido a textura e sabor de sua carne e ao bom
rendimento de carcaca (FERREIRA et al., 2001). O cultivo do R. quelen vem
crescendo, sua producédo passou de 911,0 toneladas em 2008 (MPA, 2012)
para 1.747,3 toneladas em 2011 (MPA, 2013), havendo um incremento de
aproximadamente 92% neste periodo. A espécie € uma boa alternativa para a
piscicultura da regido sul por ser resistente ao frio e poder atingir 500-600 g de
peso corporal entre seis e oito meses quando cultivado (Barcellos et al., 2001).

Algumas praticas realizadas em pisciculturas geram estresse aos
peixes, como biometria, transporte e reproducédo induzida (VIDAL et al., 2007).
Os animais respondem fisiologicamente aos estimulos estressores, podendo
superar a perturbacao existente. Porém, quando esse mecanismo de resposta
é forcado além da sua capacidade, as respostas tornam-se prejudiciais.
(BARTON & IWAMA, 1991). Com o objetivo de facilitar o manejo dos peixes e
amenizar o estresse causado por esta atividade, tém-se utilizado anestésicos
(GONCALVES et al.,, 2008), o que facilita significativamente o processo de
reproducao induzida (WAGNER et al., 2002).

A escolha do anestésico depende de fatores tais como: conveniéncia
para 0 Uso; seguranca para peixes, seres humanos e para 0 meio ambiente;
eficacia; alteracdes fisiologicas e custo do anestésico (PIRHONEN &
SCHRECK, 2002). De acordo com Fish et al. (2008), entre os anestésicos por
imersdo comumente utilizados encontra-se o eugenol [2-metoxi-4-(2-propenil)
phenol]. Este anestésico possui ampla disponibilidade no mercado, baixo custo
e € considerado seguro para o0 manipulador e para o meio ambiente (IVERSEN
et al., 2003). O eugenol deriva do caule, folnas e brotos da arvore Eugenia
aromatica (ANDERSON et al., 1997), sendo um liquido de cor amarela palida,
fracamente solUvel em &gua, devendo ser dissolvidos em etanol (1:9) antes da
diluicdo em agua (FISH et al., 2008).

Para o dominio da aquicultura é fundamental que se controle a
reproducdo, e um dos fatores limitantes do sucesso reprodutivo é a qualidade
dos gametas (BOBE & LABBE, 2010). Sabe-se que a reproducdo exige grande
gasto energético, consequentemente, o desempenho reprodutivo pode ser
afetado pelo estresse (SCHRECK, 2010). Portanto, € necessario que o
estresse causado pelo manejo néo interfira na reproducéo. A criopreservacao é
uma forma eficaz para que o material genético dos machos fique disponivel por
periodos indeterminados (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006). Em espécies de
interesse zootécnico, o congelamento de sémen é utilizado em programas de
melhoramento genético, dispondo genes para aumentar a variabilidade
genética de uma populagédo, sendo, também, utilizado para a reducdo de
plantéis de reprodutores (CARNEIRO, 2007).

O objetivo desse estudo foi verificar se 0 uso do anestésico eugenol,
no manejo reprodutivo de R. quelen, ameniza o estresse ao qual 0s peixes sao
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submetidos e se influencia na qualidade do sémen fresco e apos
congelamento.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Delineamento experimental

O experimento foi realizado nos meses de dezembro e janeiro,
sendo utilizados 75 machos de R. quelen sexualmente maturos, com peso de
500 g, que estavam alocados em tanques escavados. Estes foram
selecionados aleatoriamente, transportados para tanques construidos em
alvenaria e distribuidos em cinco tratamentos de acordo com as concentracées
de eugenol usadas: 0 (controle), 30, 40, 50 e 60 mg/L. O manejo foi realizado
conforme a forma usualmente realizada a campo, acrescentando-se o uso do
eugenol. O sémen coletado de cada animal foi destinado para a andlise do
sémen fresco e para a criopreservacdo com dois diferentes crioprotetores
(DMSO e metanol).

2.2. Banhos anestésicos

Os peixes foram submetidos aos tratamentos anestésicos pré-
inducdo hormonal e coleta seminal. Para 0 manejo anestésico os reprodutores
foram colocados em recipientes contendo 10 litros de agua (6 mgO.,/L de agua)
contendo as diferentes concentracfes de eugenol, previamente dissolvido em
etanol (1:9). Foram anestesiados cinco animais em cada banho anestésico,
sendo os banhos repetidos trés vezes em momentos distintos. Os animais
foram mantidos no banho anestésico até o0 momento em que manifestaram o
quarto estagio de anestesia de acordo com Woody et al. (2002). Para
padronizacdo do manejo, 0 grupo controle foi submetido a imersdao em um
recipiente contendo somente agua.

2.3. Coletadas amostras

Apés os tratamentos, os animais foram induzidos a reproducao, para
maturacdo final e liberacdo dos gametas, com uma dose de 2,5 mg/kg de
extrato de hipoéfise de carpa, administrado via intraperitoneal, sob a nadadeira
peitoral direita dos reprodutores.

A coleta do sémen foi padronizada para 12 horas apos a indugéo
hormonal para a liberacdo espermatica, quando os peixes foram novamente
submetidos aos diferentes tratamentos. ApOs o0s reprodutores atingirem o
quarto estagio de anestesia, o sémen foi coletado através de uma leve
compressdo abdominal no sentido encéfalo-caudal com auxilio de seringa
(BILLARD et al., 1995), evitando a contaminagdo com agua ou urina. O sémen
obtido de cada peixe foi fracionado em trés partes, as quais foram destinadas
para os seguintes procedimentos: analise das caracteristicas do sémen fresco,
fertilizac&o e criopreservacao.

Apds coletar o sémen, coletou-se uma amostra de 1 a 3 mL de
sangue de cada reprodutor, através de puncéo do vaso caudal com agulhas e
seringas descartaveis, para a analise do cortisol plasmatico.

2.4. Analise do cortisol plasmatico
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Apos coletado, o sangue foi acondicionado em tubos de micro-
hematdécrito estéreis para ser centrifugado (3000xg/10 min). O plasma foi
coletado com uma seringa Hamilton, transferido para tubos eppendorf e
armazenado a -25 °C até a analise. O cortisol foi mensurado em amostras
duplicadas de plasma néo extraido com o teste disponivel comercialmente (**I)
DPC cortisol RIA test (Coat-A-Count®; DPC Los Angeles, CA). Os resultados
obtidos foram validados com a curva padrdo do kit. O coeficiente de variacéo
intra-ensaio foi de 6 % e uma sensibilidade de 50 pg/mL.

2.5. Analise do sémen fresco

Para avaliacdo da taxa e do tempo de motilidade, foi padronizada a
diluicdo de 1:10, diluindo 2 uL de sémen de cada animal em 20 pyL de agua
destilada. As amostras foram observadas entre lamina e laminula em
microscopio optico (40X). A taxa de motilidade foi quantificada em valores de 0
a 100% conforme o percentual de espermatozoides moveis ho campo optico.
Ja o tempo de motilidade foi determinado acionando-se um crondmetro no
momento da diluicdo do sémen até cessarem 0S movimentos espermaticos no
campo optico.

Também se avaliou a concentracdo espermatica diluindo-se o
sémen em formol-salina tamponada, utilizando-se pipeta de preciséo,
resultando em uma diluicdo de 1:2.000. A contagem de espermatozoides foi
realizada em camara de Neubauer.

2.6. Taxade Fertilizacao

Para a fertilizac&o foi utilizado pool de odécitos proveniente de quatro
fémeas sexualmente maturas e previamente induzidas, sendo destinados cinco
gramas do pool para cada incubadora. Os odcitos foram fertilizados com o
sémen obtido de cada animal e em seguida acondicionados nas incubadoras.
Apds seis horas de incubacdo, foram coletadas amostras de ovos (100
unidades/incubadora) de acordo com metodologia adaptada de ZANIBONI
FILHO; BARBOSA (1992) para a contagem de ovos viaveis e ndo viaveis,
obtendo-se a taxa de fertilizacdo (% de ovos fertilizados).

2.7. Congelamento

Para o congelamento das amostras, o sémen foi diluido na
proporcdo de 1:3 (sémen:diluente) em 90% de Beltsville Thawing Solution
(BTS) com 10% de metanol e 90% de BTS com 10% de dimetilsulfoxido
(DMSO). As amostras foram envasadas em palhetas de 250 pL, armazenadas
por 12 horas em um container de vapor (dry-shipper) e entéo transferidas para
um botijao de nitrogénio liquido (-196 °C) durante 30 dias.

2.8. Analise do sémen descongelado

Para o descongelamento foi utilizado o protocolo adaptado de
Carosfeld et al. (2003), sendo as palhetas submergidas em banho-maria a
45°C/8s e, em seguida, foram analisados os parametros seminais. Duas
palhetas de cada tratamento foram descongeladas e diluidas em 400 pL de
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BTS (1:3) a 22 °C. Utilizou-se microscopio de epifluorescéncia com aumento de
40 X para contar e avaliar 200 espermatozoides em cada amostra.

As taxas de motilidade e tempo da motilidade seguiram a mesma
metodologia descrita para o sémen fresco. Para a avaliacdo da integridade de
membrana, uma amostra de 10uL de sémen foi diluida em 40pL de solucao
salina isotbnica, contendo 1,7 mM de formaldeido, 20 M de diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) e 7,3 UM de iodeto de propideo (IP). Quando
ocorreu fluorescéncia verde, os espermatozoides foram considerados com
membrana integra, pois a sua membrana ndo permitiu que o diacetato de
carboxifluoresceina saisse do citoplasma. Os espermatozoides que
apresentaram fluorescéncia vermelha ou vermelha e verde na cabeca foram
considerados sem membrana integra (HARRISON & VICKERS, 1990). A
porcentagem de espermatozoides viaveis, ou seja, agueles com membrana
integra, foi determinada pela proporcdo dos que emitiram fluorescéncia verde
em comparacdo com O numero total de espermatozoides (emissores de
fluorescéncia verde, vermelho ou vermelho e verde).

A integridade do DNA foi avaliada apos a diluicdo de 45 pL de
sémen em 50 pL de TNE (0,01 M Tris-HCI; 0,15 M NaCl; 0,001 M EDTA, pH
7,2). Apo6s 30 segundos, 200uL de solucéo Triton 1X foram adicionados e 30
segundos depois, 50uL de laranja de acridina (2 mg / mL em agua deionizada).
ApOs cinco minutos, foram contados 200 espermatozoides. Quando
apresentavam fluorescéncia verde, considerou-se que 0sS espermatozoides
possuiam DNA integro, enquanto aqueles que apresentavam fluorescéncia
vermelha ou laranja foram considerados com o DNA nao integro (BENCHARIF
et al., 2010). A taxa de integridade do DNA foi determinada pela proporcéo de
espermatozoides emissores de fluorescéncia verde, com DNA integro, em
relacdo ao numero total de espermatozoides (fluorescéncia verde, vermelha ou
laranja).

A avaliacdo da funcionalidade mitocondrial foi realizada apos a
incubacéo de 10 pL de sémen com 40 pL de solugcédo de rhodamina 123 (13uM)
a 20°C/10 minutos. Os espermatozoides com coloracdo rhodamina positivo
(fluorescéncia verde) foram considerados com mitocondrias funcionais. Ja
espermatozoides com mitocdndrias ndo funcionais ndo manifestaram
fluorescéncia, ou seja, coloragcédo rhodamina negativa (HE & WOODS, 2004). A
proporcdo de espermatozoides emissores de fluorescéncia verde em relagédo
ao total de espermatozoides (verde ou auséncia de fluorescéncia) representou
a taxa de funcionalidade mitocondrial.

2.9. Analise da Morfologia Espermatica

A analise de morfologia espermatica foi realizada no sémen fresco e
descongelado, diluindo-se o sémen em solucdo formol-salina tamponada
(1:2000) e em seguida corando com Rosa Bengala, de acordo com o método
de Conn (1918). As morfopatologias foram avaliadas contabilizando-se 100
espermatozoides por amostra, em microscopia Optica (40 X), sendo
classificadas em primarias e secundarias.
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2.10. Anéalise Estatistica

As amostras obtidas dos tratamentos (controle, 30, 40, 50 e 60 mg/L
de eugenol) foram consideradas como variaveis independentes, assim como 0
uso dos crioprotetores metanol e DMSO. Os parametros quali-quantitativos
seminais e o cortisol plasmatico foram considerados como variaveis
dependentes. Cada reprodutor foi considerado uma unidade experimental. A
normalidade das variaveis foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. As variaveis
em que a transformacdo de dados ndo resultou em normalidade foram
submetidas a andlise de variancia ndo paramétrica e os tratamentos foram
comparados pelo teste de Kruskal-Wallis. Para a andlise do cortisol plasmatico,
os dados foram transformados para LOG e foi utilizado o teste de Tukey para a
comparacao de médias. As analises foram realizadas com o programa Statistix
9, Analitica Software.
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3. RESULTADOS

A taxa de motilidade espermatica do sémen fresco diferiu (P<0,05)
apenas no tratamento com maior concentracdo de eugenol (60 mg/L). Quanto
ao sémen descongelado, a taxa de motilidade foi menor na concentracao de 60
mg/L e na de 50 mg/L de eugenol em relacdo a concentracdo de 40 mg/L e ao
controle, sendo que a concentracdo de 60 mg/L também diferiu do tratamento
que utilizou 30 mg/L de eugenol (FIGURA 1).
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FIGURA 1. Taxa de motilidade média do sémen fresco e do sémen descongelado de R. guelen,
submetido a cinco concentragées de eugenol (0, 30, 40, 50 e 60 mg/L). *Valores com diferencga estatistica
(P<0,05) estéo representados por letras diferentes. Barras de erro representam o erro padrdo da média
Comparacgao entre médias pelo teste Kruskal-Wallis.

O tempo de motilidade do tratamento com 60mg/L de eugenol foi
inferior (P<0,05) ao controle no sémen fresco, € nos demais tratamentos nao
houve diferenca. J4 no sémen descongelado, o tempo de motilidade foi inferior
nos tratamentos com 50 e 60 mg/L quando comparados ao controle e ao
tratamento com 40 mg/L de eugenol. Além disso, com 0 uso da concentracao
de 60 mg/L também ocorreu diferenca em comparacdo ao tratamento que
utilizou 30 mg/L de eugenol (FIGURA 2).



33

~N
o
)

54,2 AB

4 55,2A
48,6 AB
44,1 AB
42,223
39,3a 38,18
32 2ab
27 1b l Sémen fresco
Sémen descongelado
14,1¢
I
0 -

60

N w H [0 [e)]
o o o o o
1 1 1 1

Tempo de motilidade (segundos)

=
o
1

Eugenol (mg/L)

FIGURA 2. Tempo de motilidade médio do sémen fresco e do sémen descongelado de R. quelen,
submetido a cinco concentragdes de eugenol (0, 30, 40, 50 e 50 mg/L). *Valores com diferenca estatistica
(P<0,05) estdo representados por letras diferentes. Barras de erro representam o erro padrdo da
média.Comparacao entre médias pelo teste Kruskal-Wallis.

N&o houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos utilizados na
concentragdo espermatica e na taxa de fertilizacdo (TABELA 1).

TABELA 1. Concentracdo espermatica (x106) e taxa de fertilizacdo obtidas apds tratamentos
com diferentes concentragdes de eugenol. Médias + erro padrdo da média.

Variavel Eugenol (mg/L) p*
0 30 40 50 60
Concentraco 22427 22085 23510 18983 24252 NS
espermatica +4611,1 +2365,8 +3014,4 +2186,2 +3832,3
Taxa de 70,5 64.6 59.2 545 48,4 NS
fertilizac&o
+5 1 +6.6 +6.,7 +8.4 +8.0

* Comparacgdo entre os tratamentos pelo teste Kruskal-Wallis.
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A funcionalidade mitocondrial foi diferente (P<0,05) apenas entre a

maior (60 mg/L) e a menor (30 mg/L) concentragdo de eugenol utilizada nos
tratamentos anestésicos (FIGURA 3).

[e]
o
)

69,7 A
65,5 AB
60,2 AB 61,1 AB

o
L

53,5B

o] ~
o
L

Funcionalidade mitocondrial (%)
N w N al
o o o o

=
o
L

o

0 30 40 50 60
Eugenol (mg/L)

FIGURA 3. Funcionalidade mitocondrial do sémen descongelado de R. quelen, submetido a cinco
concentragfes de eugenol (0, 30, 40, 50 e 50 mg/L). *Valores com diferenca estatistica (P<0,05) estédo

representados por letras diferentes. Barras de erro representam o erro padrdo da média. Comparacgao
entre médias pelo teste Kruskal-Wallis.

N&o foi observada diferenca (P>0,05) na integridade de membrana e
de DNA. Na morfologia espermética também ndo houve diferenca (P>0,05)
entre a porcentagem de espermatozoides normais entre os diferentes
tratamentos utilizados (TABELA 2).
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TABELA 2. Integridade de membrana, integridade de DNA e porcentagem de espermatozoides
normais obtidas apés tratamentos com diferentes concentragGes de eugenol. Média + erro
padrdo da média.

Variavel

Eugenol (mg/L)
0 30 40 50

Integridade de
membrana (%)

Integridade de DNA

(%)

Espermatozoides

normais (%)

70,3 73,5 69,1 74,3
+4,6 +5,0 +4,8 5,3
98,6 96,3 99,7 99,5
0,9 +2,6 10,1 0,1
50,7 51 51,7 56,8
5,7 +7,0 16,8 6,5

P*
60

67,9

NS
15,0
99,4

NS
+0,2
63,5

NS
15,9

*Comparagéo entre os tratamentos pelo teste Kruskal-Wallis.

A concentracdo de cortisol plasmatico foi diferente apenas entre o

controle (sem o uso de anestésico) e os tratamentos que utilizaram 40 e 50
mg/L de eugenol, sendo que estes apresentaram menores valores (FIGURA 4).
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FIGURA 4. Cortisol plasmatico dos reprodutores de R. quelen, submetidos a cinco concentragdes de
eugenol (0, 30, 40, 50 e 50 mg/L). *Valores com diferenca estatistica (P<0,05) estédo representados por
letras diferentes. Comparacao entre médias pelo teste Tukey. Barra de erro representa o erro padrédo da

média.
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4, DISCUSSAO

A reproducdo induzida, que é um fator estressante para peixes
(VIDAL et al., 2007), é significantemente facilitada com o uso de anestésicos
(WAGNER et al., 2002). Este fato também foi evidenciado em nosso estudo,
pois 0s animais ndo reagiram a manipulacdo, possibilitando um manejo mais
facil e rapido. O uso de anestésicos naturais em aquicultura pode ser benéfico
por reduzir o estresse causado aos animais e riscos operacionais e residuais
para os seres humanos (SAYDMOHAMMED & PAL, 2009), sendo o eugenol
uma opcao viavel. De acordo com Fish et al. (2008), a concentracdo de
eugenol usada deve ser entre 25 e 60 mg/L. A melhor concentragdo para
inducdo e recuperacdo de R. voulezi é 50 mg/L (DIEMER et al., 2012). Ja, de
acordo com Gomes et al. (2011), a sedacdo de R. quelen é alcancada com
doses de 20 mg/L de eugenol, mas para anestesiar 0s animais, as
concentragbes ndo devem ser inferiores a 40 mg/L. Porém, Bolner e
Baldisserotto (2007) usaram 32 mg/L para anestesiar juvenis dessa espécie.
Quanto aos reprodutores de R. quelen deste estudo, o quarto estadio de
anestesia, que é considerado um parametro que evidencia a acao anestésica,
foi alcancado com todas as concentragcdes de eugenol utilizadas (30, 40, 50 e
60 mg/L).

Como citado anteriormente, a reproducdo induzida gera estresse
aos animais e como resposta primaria deste processo, ocorre liberacdo de
corticosteroides, como o cortisol (LIMA et al., 2006). A concentracdao basal de
cortisol em machos de R. quelen é 15,86 ng/mL, apds estresse agudo a
concentracdo passa para 158,12 ng/mL (BARCELLOS et al., 2001). Os machos
de R. quelen submetidos a reproducdo induzida atingiram o pico de cortisol
com 147,1 ng/mL, quando nado se utilizou anestésico antes do manejo. Ja as
menores concentracdes de cortisol, 88,4 e 83,3 ng/mL, ocorreram apds 0 uso
de 40 e 50 mg/L de eugenol, respectivamente, confirmando que o uso de
anestésico no manejo reduziu o estresse causado aos reprodutores. Por outro
lado, com o0 uso da maior concentracdo de eugenol, 60 mg/L, o cortisol
plasmético foi 108,2 ng/mL, ndo havendo diferenca estatistica das
concentracfes obtidas sem o0 uso de anestésico e com a concentracdo de 30
mg/L de eugenol, portanto ndo reduziram o estresse induzido aos animais. O
controle da resposta ao estresse depende do tipo e da concentragdo de
anestésico utilizado, pois o proprio anestésico pode ser um fator estressante
(WAGNER et al., 2002), o que pode explicar os resultados obtidos apds 0 uso
da dose mais elevada de eugenol (60 mg/L) nos reprodutores de R. quelen.
Neste caso, foram observadas menores taxa e tempo de motilidade
espermatica, além da funcionalidade mitocondrial reduzida, apesar de o0s
reprodutores ndo terem apresentado diferenca nos niveis de cortisol
plasmatico, quando comparados ao controle e a dose de 30 mg/L de eugenol.

Sabe-se que o cortisol induz inameros efeitos deletérios sobre a
reproducdo em machos (MILLA et al., 2009), como contagem espermética
reduzida em Oncorhynchus mykiss submetidos ao estresse agudo
repetidamente (CAMPBELL et al., 1992). Por outro lado, de acordo com
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Campbell et al. (1994), o estresse cronico nao alterou a contagem espermética
de O. mykiss. No sémen do R. quelen, também néo foi evidente a diferenca
nas concentracdes espermaticas, o que sugere que niveis elevados de cortisol
ndo influenciam diretamente este parametro para a espécie. A taxa de
fertilizacdo também néo apresentou diferenca entre os tratamentos utilizados,
sendo este um resultado positivo, pois hdo houve queda nos niveis produtivos
independentemente do tratamento utilizado, possibilitando, dessa forma,
conciliar a reducao no cortisol plasméatico dos reprodutores com a manutencao
da produtividade.

De acordo com Bobe e Labbé (2010) o aumento do cortisol reduz a
motilidade espermatica em O. mykiss. Este perfil € antagbnico ao observado
com o sémen fresco de R. quelen, pois na auséncia do eugenol a concentracéo
de cortisol sanguineo foi mais elevada do que utilizando concentracdes de 40 e
50 mg/L de eugenol e ndo houve diferenca na motilidade espermatica entre
estes tratamentos. Deste modo, ndo é possivel afirmar que a motilidade
aumenta a medida que o cortisol reduz nesta espécie. Segundo Wagner et al.
(2002) a porcentagem de espermatozoides moveis ndo € afetada pelo tipo e
pela concentracdo de anestésico usado. Porém, os autores afirmam que o
tempo de motilidade é inversamente proporcional a dose de eugenol utilizada.
Esta relacdo nao foi observada com clareza no presente estudo, porém quando
criopreservado, 0 sémen coletado apos o uso da dose mais elevada de
eugenol (60 mg/L) teve tempo de motilidade menor em relacdo as doses mais
baixas do anestésico.

Embora a criopreservacdo de sémen induza perda de qualidade
devido ao severo estresse osmotico e térmico aos quais as células
espermaticas sdo expostas, o comportamento da taxa e do tempo de
motilidade espermatica do sémen criopreservado foram sensivelmente
afetados quando os reprodutores de R. quelen foram expostos a concentracéo
de 60 mg/L de eugenol. A motilidade espermatica em peixes € um dos
parametros fundamentais, se ndo o principal indicador qualitativo do sémen
(HONEYFIELD & KRISE, 2000). Em nosso estudo, a reducdo na taxa de
motilidade ocorreu apenas no tratamento que utilizou 60 mg/L de eugenol para
0 sémen fresco, em comparacao ao controle. J& para o sémen descongelado a
taxa de motilidade foi menor nas duas concentragdes mais altas (50 e 60 mg/L
de eugenol) quando comparadas ao controle e a concentracdo intermediaria de
eugenol (40 mg/L). Desse modo, a utilizacdo da concentracdo mais elevada de
eugenol (60 mg/L) no manejo reprodutivo de R. quelen n&do € indicada de
acordo com os resultados obtidos.

As mitocbndrias sdo as responsaveis pelo fornecimento de ATP para
as ceélulas, e sabe-se que os niveis de ATP em espermatozoides de peixes sao
suficientes apenas para manter a motilidade de alguns segundos a no maximo
alguns minutos (CABRITA et al., 2010). Sabe-se, também, que a redugdo no
namero de mitocondrias funcionais pode reduzir o ATP intracelular, que é
produzido somente quando a mitocondria esta intacta. Baixos niveis de ATP
podem causar funcionamento inadequado das bombas ibnicas e
desestabilizacdo da membrana plasmatica (BAULNY et al., 1997). Este fato
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reforca a possibilidade de 60 mg/L de eugenol ser um fator estressante para os
peixes, pois a funcionalidade mitocondrial obtida com esse tratamento foi a
unica a ndo se igualar aos demais valores deste parametro, apresentando
valores inferiores.

De acordo com Viveiros e Godinho (2009) a criopreservagéo de sémen
de R. quelen so6 havia sido testada por Fogli da Silveira et al., em 1985, que
afirmou ser possivel a criopreservacdo de sémen desta espécie utilizando
como solucédo crioprotetora: NaCl, NaHCO3, KCI, glicose e gema de ovo.
Carneiro et al. (2006) testou a refrigeracdo (5,7 £ 1,2°C) de sémen desta
espécie durante 12 dias e obteve resultados satisfatérios. Carosfeld et al.
(2003) recomenda como protocolo de criopreservacao para peixes de couro o
uso de leite em p6 com glicose, como crioprotetor extracelular, combinado com
metanol ou DMSO, como crioprotetor intracelular. J& o BTS é um diluente
comercial desenvolvido para armazenar sémen suino em 15-18 °C durante trés
a cinco dias, mas sabe-se que tem sido usado com sucesso em sémen de
espécies nativas de peixe (MARIA et al., 2006; STREIT Jr., 2013). O sémen de
R. quelen foi criopreservado em temperaturas de -196°C no nitrogénio liquido e
manteve boa taxa e tempo de motilidade, associando-se o BTS com o0s
crioprotetores utilizados, metanol e DMSO.
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CONCLUSAO

E possivel conciliar o bem-estar dos reprodutores de R. quelen com
bons indices reprodutivos, pois a reducéo no cortisol plasmatico ocorreu com o
uso de doses de 40 e 50 mg/L de eugenol, em comparacdo ao controle. Ja a
qualidade seminal foi comprometida apenas quando utilizadas concentracdes
mais elevadas de eugenol, 60 mg/L no sémen fresco e 50 e 60 mg/L no sémen
criopreservado. Portanto, o uso de 40 mg/L de eugenol foi a concentragcédo que
apresentou resultados mais favoraveis para conciliar manejo e indices
reprodutivos com a reducao do estresse causado aos peixes.
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CONSIDERACOES FINAIS

A oportunidade de desenvolver a producdo de espécies nativas é
evidente devido ao potencial brasileiro para a producdo aquicola. Ressalta-se
que o mercado consumidor tem demonstrado crescente interesse pelo bem-
estar animal. Portanto, para atender a essas demandas, novos estudos se
fazem necessarios para identificar e reduzir o estresse causado aos peixes nos
diferentes manejos adotados em pisciculturas. Dessa forma, € possivel aliar os
interesses do mercado consumidor com ganhos e facilidades para os
produtores, pois a imobilidade dos animais no momento da coleta torna o
manejo mais facil e agil.
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