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RESUMO

O manejo reprodutivo de peixes envolve selecédo, transporte, contencdo e inducéo
hormonal, sendo estressante e capaz de afetar a qualidade dos gametas. Oleos
essenciais tém sido estudados como anestésicos para reduzir esse estresse. No
entanto, poucos estudos tém avaliado o efeito desses Oleos nas caracteristicas
reprodutivas de peixes Neotropicais Sul-Americanos. O lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax lacustris) foi usado como modelo para desenvolver protocolos de manejo
reprodutivo em espécies neotropicais Sul-Americanas. Objetivou-se com esse estudo
avaliar a morfolégica dos espermatozoides do lambari-do-rabo-amarelo apos a
inducao anestésica com 6leo essencial. O experimento foi conduzido com 108 peixes
(14,38 g), distribuidos em trés tratamentos: (i) controle; (i) 6leo essencial de
manijericéo e (iii) eugenol. Os peixes foram distribuidos em aquarios de 20 L. Em cada
repeticdo (aquario) foram alocados seis peixes (réplicas). Apés 220 horas-grau da
inducdo hormonal com extrato de hipéfise de carpa (2,5mg kg™), os peixes foram
anestesiados conforme tratamento estabelecido para coleta de sémen. Para andlise
da morfologia espermatica, foram colocados em um micro tudo de 1,5 mL um total de
10 pL de sémen, 5% BTS®, 1.000 pL de formol salino tamponado (4,6%) e 10 uL de
corante rosa de bengala. Duas aliquotas de 10 pL foram distribuidas em laminas
inclinadas a 45° e analisadas em microscopio de luz 40x, contabilizando 200 células
por lamina. A contagem de espermatozoides normais nao diferiu significativamente
quando os peixes foram submetidos a anestesia com 6leo essencial de manjericdo
(119,75+24,85) e eugenol (122,33£28,73) em relagdo ao grupo controle
(147,20+17,47). As principais anormalidades dos espermatozoides observadas nos
peixes anestesiados e ndo anestesiados foram cauda quebrada, cauda enrolada,
cauda curta e cabeca solta. Conclui-se que o0s anestésicos utilizados nao

influenciaram a morfologia espermatica do lambari-do-rabo-amarelo.

Palavras-chave: Astyanax lacustris, espermatozoides, 6leos essenciais, manejo

reprodutivo, morfologia espermatica.



ABSTRACT

The reproductive management of fish involves selection, transport, handling, and
hormonal induction, which are stressful procedures capable of affecting gamete
quality. Essential oils have been studied as anesthetics to reduce this stress. However,
few studies have evaluated the effects of these oils on the reproductive characteristics
of Neotropical South American fish. The yellow-tail lambari (Astyanax lacustris) was
used as a model to develop reproductive management protocols for Neotropical South
American species. This study aimed to evaluate the sperm morphology of A. lacustris
after anesthetic induction with essential oil. The experiment was conducted with 108
fish (14.38 g), distributed into three treatments: (i) control; (ii) basil essential oil; and
(i) eugenol. The fish were maintained in 20 L aquariums, with six fish per tank
(replicates). After 220 degree-hours of hormonal induction with carp pituitary extract
(2.5 mg kg™), the fish were anesthetized according to the established treatments for
semen collection. For sperm morphology analysis, 10 uL of semen were placed in a
1.5 mL microtube containing 5% BTS®, 1,000 pL of buffered saline formalin (4.6%),
and 10 pL of Bengal rose stain. Two 10 pL aliquots were placed on slides inclined at
45° and analyzed under a light microscope (40x magnification), counting 200 cells per
slide. The number of normal spermatozoa did not differ significantly when fish were
anesthetized with basil essential oil (119.75+24.85) and eugenol (122.33+£28.73)
compared to the control group (147.20+£17.47). The main sperm abnormalities
observed in anesthetized and non-anesthetized fish were broken tail, coiled tail, short
tail, and detached head. It is concluded that the anesthetics used did not influence the

sperm morphology of yellow-tail lambari (Astyanax lacustris).

.Keywords: Astyanax lacustris, spermatozoa, essential oils, reproductive

management, sperm morphology.
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1. INTRODUCAO

O manejo reprodutivo € um dos pilares fundamentais para o sucesso de uma
piscicultura, e engloba etapas como sele¢ao de reprodutores, transporte, contencao e
indug&do hormonal. Apesar de essenciais, esses procedimentos geram estresse nos
peixes, o que pode comprometer a qualidade dos gametas e reduzir o desempenho
reprodutivo. Dessa forma, a adocdo de estratégias para minimizar os efeitos do
estresse € indispensavel (BARCELLOS et al., 2000; MAZANDARANI et al., 2015).

A utilizacdo de anestésicos € uma das principais ferramentas para reduzir os
efeitos negativos diante dos desafios impostos pelo manejo reprodutivo. Eles agem
conduzindo os peixes a um estado de perda parcial ou completa da percepcao de
estimulos. Segundo (Pereira-da-Silva et al., 2009) os anestésicos atuam reduzindo a
percepcao de estimulos, levando o peixe a um estado de imobilidade temporéria e a
perda do equilibrio, o que contribui para um melhor manejo e reducéo de estresse.

O uso de produtos sintéticos como 0 MS-222 e a benzocaina. podem provocar
efeitos adversos aos animais como a produgédo excessiva de muco, hiperatividade,
agitacao e irritagdo, além disso, possuem elevado valor comercial, causam danos ao
meio ambiente e acumulam-se no tecido muscular dos peixes apresentando riscos
para o consumo humano (AYDIN; BARBAS, 2020; YIGIT et al., 2022). Sendo assim
se procura anestésicos naturais para solucionar/amenizar esses efeitos, estudos com
0 uso de produtos naturais, como 6leos essenciais, tem sido cada vez mais relevante
e demonstrado eficiéncia na inducdo a anestesia de peixes durante o0 manejo
produtivo.

Entre os anestésicos naturais, destacam-se o 6leo de cravo, cujo principio ativo
€ 0 eugenol, e o 6leo essencial de manjericdo. O eugenol é amplamente descrito na
literatura pela sua eficacia, rapida acao, baixo risco de toxicidade e rapida eliminagéo
do organismo (INOUE et al., 2003; WOODY et al., 2002). O eugenol representa uma
Otima alternativa diante do uso de anestésicos sintéticos, pois apresenta elevadas
taxas de recuperacéao e baixa mortalidade, além disso, possui baixo custo e ndo deixa
residuos toxicos nos tecidos dos peixes (BODUR et al., 2018).

O 6leo essencial de manjericdo tem se mostrado promissor como alternativa
aos anestésicos sintéticos, promovendo sedacdo eficiente e com baixo risco de
residuos ambientais (FACANHA; GOMES, 2005). Na aquicultura, o 6leo essencial de
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manjericdo € utilizado devido suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes,
sedativa e anestésica (SOUZA et al., 2019). Assim, o 6leo essencial de manjericao é
considerado um potencial anestésico para ser utilizado na piscicultura devido a suas
propriedades anestésicas e sedativas, contudo, este O6leo ainda ndo possui
regulamentacdo para ser usado, pois é preciso conhecer as possiveis alteracfes
fisiolégicas que este provoca (VENTURA et al., 2020).

A qualidade do sémen é determinante para o sucesso da fertilizacdo, e a
analise da morfologia espermatica € uma ferramenta essencial para avaliar a
integridade das células reprodutivas. Essa andlise permite identificar alterac6es na
morfologia da cabeca, peca intermediaria ou flagelo, que podem comprometer a
motilidade e a capacidade fecundante dos gametas (ALAVI et al., 2008; BUTTS et al.,
2010). Alteracdes morfologicas podem reduzir a eficiéncia reprodutiva e impactar a
producdo, tornando essa avaliagdo um parametro importante na selecdo de
reprodutores. Estudos indicam que o uso de anestésicos pode interferir em processos
fisiolégicos reprodutivos, alterando parametros espermaticos como motilidade,
viabilidade e integridade morfologica, o que reforca a importancia de investigar seus
efeitos sobre a qualidade seminal em peixes (CARTER; WOODLEY; BROWN, 2011).

O lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris) € uma espécie de importancia
econdmica e cientifica no Brasil, utilizada tanto para consumo humano, para isca-viva
e alimentacdo de outros peixes quanto como modelo em pesquisas reprodutivas
(IBGE, 2023; VALLADAO et al., 2018). Esta espécie tem desenvolvimento precoce,
atingindo a maturidade sexual por volta dos quatro meses de idade (Porto-Foresti et
al., 2001). E, portanto, representa uma espécie modelo para estudos que visam
desenvolver protocolos capazes de reduzir 0 estresse e preservar a qualidade dos
gametas, apesar da importancia dos anestésicos naturais, SAo escassos 0s estudos
que relacionam seu uso a integridade morfoldgica dos espermatozoides em espécies
neotropicais de pequeno porte, como o Astyanax. lacustris. O presente trabalho teve
como obijetivo avaliar os efeitos do eugenol e do éleo essencial de manjericdo sobre

a morfologia espermatica de Astyanax lacustris.

2. METODOLOGIA
2.1. Local e animais
O experimento foi conduzido na Estagdo Experimental de Piscicultura da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FAMEZ, da Universidade Federal
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de Mato Grosso do Sul (UFMS), em Campo Grande — MS (20°25'57” S e 55°17°'11”
W). A metodologia empregada no experimento foi aprovada pelo Comité de Etica
Animal (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (parecer n°
1083/2019) foram utilizados 108 machos de lambari do rabo amarelo (Astyanax
lacustris) sexualmente maduro (com peso médio de 14,38 g). Os peixes foram
mantidos em tanques de manutencao de 100 m? A alimentagcao consistia em ragéo
comercial com 32% de proteina bruta, administrada duas vezes ao dia em uma
proporcao de 5% do peso corporal dos animais. Apos a selecédo, baseada no peso,
comprimento padréo e total, os peixes foram transferidos para caixas de polietileno de
1000 L. A oxigenacgdo dessas caixas foi feita com um soprador de 1,5 CV e uma
mangueira porosa de 0,8 cm de diametro. Durante o periodo em que 0s peixes
estiveram nas caixas de 1000 L, a qualidade da agua foi mantida com oxigénio
dissolvido de 6,39 mg L-1, temperatura de 27,29°C e pH de 6,46. No encerramento
do periodo de 90 dias, os peixes foram transferidos para aquérios de 20 L e mantidos

em jejum por 24 horas antes do inicio do experimento.

2.2. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado,
contendo trés tratamentos; (i) controle, sem a adi¢édo de 6leo essencial; (ii) tratamento
com Oleo essencial de manjericdo (600 pL L), obtido a partir de uma solucdo
anestésica na proporcédo de 3:10, preparada com 3 mL do 6leo essencial diluidos em
10 mL de alcool 96%, originando uma solucdo mae a 30%; e (iii) tratamento com
eugenol (500 uL L™), formulado em solucdo anestésica 1:10, utilizando 1 mL de
eugenol diluido em 10 mL de alcool 96%, resultando em uma solu¢cdo mae a 10%.
Cada tratamento foi conduzido com seis repeticdes, e as unidades experimentais
consistiram em aquéarios de 20 L, preenchidos com agua declorada e oxigenados por
meio de pedras porosas, cada aquario continha seis peixes. Os peixes foram
anestesiados simultaneamente para a coleta de pools de sémen, sendo que cada pool

foi formado pelo sémen de trés peixes (Figura 1).

I- Controle

II. Oleo < | | e - | | e & - y< S op »
3 o < | a< < | abe P y<
essencial de < < e .. 5 || | | e o< 0 0
manjericao "”" <~ Pl =

<
Ill. Eugenol < | | e

6 Repeticoes por
tratamento
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2 réplicas (pools) por
repeticdo

Analise morfologica dos espermatozoides

Figura 1. Esquema do delineamento experimental, com os tratamentos: Controle, Oleo Essencial de
Manjericdo (OEM, 600 pL L) e Eugenol (500 pL L1). Os aquéarios (5 L) foram utilizados para a indugéo
anestésica conforme cada tratamento. Apos a coleta do sémen, foram formados pools e realizadas as

andlises morfoldgicas das laminas coradas.

2.3. Inducédo hormonal e coleta de sémen

Para inducdo hormonal foi utilizada uma dose Unica de 2,5 mg kg de extrato
de hipofise de carpa (EHC) via intraperitoneal sob a nadadeira peitoral direita (Yasui
et al., 2015). ApGs a inducédo, os peixes foram transferidos para seus respectivos
aguarios e mantidos sob monitoramento até alcancarem as horas-grau necessarias
para a reproducdo do lambari-do-rabo-amarelo, que variam entre 180 e 250 UTA
(unidades de temperatura acumulada), conforme descrito por Sato et al. (2003).

A coleta de sémen foi realizada ap0s a alocacdo dos peixes em aquarios de 5
L, contendo as concentracdes anestésicas adequadas. A coleta prosseguiu quando
0S animais atingiram o estagio IV de anestesia, caracterizado pela reducdo dos
movimentos operculares, auséncia de movimentos natatérios e queda da cauda
(Zimba et al., 2017).

2.4. Andlises de taxa de normalidades dos espermatozoides

Foram utilizados microtubos (1,5 mL) com 10 uL de sémen + 5% BTS®, 1.000
uL de formol salino tamponado a 4,6% e 10 uL de corante rosa de bengala (Streit-Jr
et al., 2004). Ap6s a homogeneizacdo, duas aliquotas de 10 uL foram colocadas
paralelamente sobre as laminas e em seguida as laminas foram posicionadas em uma

angulagéo de 45° por alguns instantes e, com a intervencéo da gravidade, duas fileiras
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de amostras foram formadas (Sanches et al., 2016). As laminas foram analisadas em
microscopio de luz com objetiva de 40x e foram contabilizadas 200 células na
avaliacdo da morfologia espermatica em diversos campos da lamina, percorrida em
zigue-zague.

As caracteristicas e alteracdes morfologicas avaliadas foram classificadas
segundo metodologia adaptada de Maria et al. (2010): espermatozoides sem
alteracbes anatdbmicas (normais), defeitos de cauda (cauda quebrada, cauda
enrolada, cauda curta, cauda solta, duas caudas, presenca de gota na regiao proximal
e presenca de gota na regido distal) e alteragbes na cabeca (macrocefalia,
microcefalia e cabeca solta).

2.5. Analise Estatistica

A estatistica descritiva foi utilizada para descrever as variaveis de anomalias
de cauda, cabeca e gota e normalidade de espermatozoides entre os grupos de
anestésicos controle, 6leo essecial de manjericdo e eugenol. As morfologias foram
comparadas entre os grupos utilizando o teste F da ANOVA e teste de Kruskal-Wallis,
para os casos de verificacdo dos pressupostos para andlise paramétrica e nao
paramétrica, respectivamente, Todas as analises foram desenvolvidas no SAS®
Studio OnDeman (SAS Institute, 2014) ao nivel de 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao avaliar a morfologia espermatica observou-se menor coeficiente de variacédo
para morfologia esperméatica normal e grande variacdo para dano de cauda (cauda
quebrada, enrolada, curta, solta) e de cabeca (cabeca solta, microcefalia,
macrocefalia) em todos os tratamentos (Tabela 1). A variavel dano de gota (distal e
proximal) também apresentou grande variacdo nos grupos controle e 6leo essencial
de manjericdo, ndo sendo possivel a identificacdo dessa variavel no grupo eugenol.

Em todos o0s grupos avaliados, a morfologia espermatica normal foi
predominante em relacdo as anomalias. E ndo foram observadas diferencas (P>0,05)
entre os tratamentos com eugenol, 6leo essencial de Manjericdo e o grupo Controle
(Figura 2). As principais alteragdes observadas foram relacionadas a danos na cauda
e na cabeca, com elevada variacdo entre os reprodutores (Tabela 1; Figura 2). Esse
padrdo também foi relatado por Viveiros e Godinho (2009), que destacaram essas

anomalias como as mais comuns em peixes, geralmente associadas ao estresse,
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manipulacdo durante a coleta. Assim, é provavel que a variabilidade observada esteja
mais relacionada as condicdes de manejo e as caracteristicas individuais dos

reprodutores do que ao efeito direto dos anestésicos testados.

O dano de gota apresentou baixa ocorréncia nos grupos Controle e Manjericéo,
e ndo foi observado em apenas uma repeticdo. Esse tipo de anomalia também é
descrito como pouco frequente em peixes (Viveiros e Godinho, 2009), o que reforca
sua baixa incidéncia natural, podendo estar associada ao tamanho reduzido da

amostra e a baixa prevaléncia desse tipo de alteracgéo.

Tabela 1- Estatistica descritivas dos dados de contagem da morfologia espermatica de lambari-do-rabo

amarelo (Astyanax lacustris).

. Controle
Morfologia : : : :
Mediana Minimo Maximo Média SD CV (%)
Normal 155,00 122,50 163,00 147,20 17,47 11,87

36,00 29,00 63,00 44,70 16,23 36,31
14,00 6,00 26,00 13,50 8,12 60,18
5,00 1,00 11,00 5,67 503 88,82

Eugenol

Dano de cauda

Dano de cabeca

w oo g =

Dano de gota

N Mediana Minimo Maximo Média SD CV (%)
Normal 6 126,00 88,00 169,00 122,33 28,73 23,48
Dano de cauda 6 61,00 37,00 96,00 67,58 23,20 34,32
Dano de cabeca 5 18,00 11,00 53,00 25,00 17,66 70,07
Dano de gota 1 5,00 5,00 5,00 5,00 0,00 0,00

Manjericao

N Mediana Minimo Maximo Média SD CV (%)
Normal 6 113,00 91,00 156,50 119,75 24,85 20,75
Dano de cauda 6 55,50 39,00 93,50 61,50 20,90 33,98
Dano de cabeca 5 11,00 5,00 64,00 21,10 24,30 115,17
Dano de gota 3 3,00 1,50 4,50 3,00 1,50 50,00

SD: desvio padrao, CV: coeficiente de variagéo
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Observou-se que o0 uso dos anestésicos nao afetou a morfologia dos
espermatozoides, demonstrando maior porcentagem de espermatozoide normais em
relacdo as patologias avaliadas. Quando observadas, as patologias presentes com
maior porcentagem em os tratamentos estavam relacionadas para danos de cauda,
danos de cabeca e danos de gota, respectivamente, sem apresentar alteragdes nos
diferentes grupos avaliados (Figura 2).

120

100 p:0,169

80
p=0,206
60
p=0,590
40
[ p=0,429

20
0 a [ I

Normal DanoCauda DanoCabecga DanoGota

Percentual de Morfologia Espermatica (%)

m Controle ®mManj =Eug

Figura 2- Percentual de morfologia espermética de normalidade e anomalias (dano de cauda, cabeca
e gota) observadas em espermatozoides de reprodutores de lambari do rabo amarelo (Astyanax
lacustris) submetidos a exposi¢ao aos anestésicos Manjericdo (OEM), Eugenol (Eug) e Controle. O p-
valor da ANOVA ¢é apresentado para as variaveis Normal, dano de cauda e cabega e, de Kruskall-Wallis

para Dano de Gota, cuja comparac¢éo foi realizada apenas entre os grupos OEM e Controle.

Os resultados obtidos indicam que tanto o 6leo essencial de manjericdo quanto
o eugenol podem ser utilizados como anestésicos sem comprometer de maneira
significativa a morfologia espermatica dos reprodutores. Resultados semelhantes
foram descritos por Pereira et al. (2016) ao avaliarem o eugenol em tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), sem alteracfes significativas na qualidade espermatica.

Esses achados corroboram revisdes recentes que destacam os 6leos essenciais
como alternativas promissoras aos anestésicos convencionais, com potencial para

reduzir o estresse em peixes sem interferir na qualidade seminal (Souza et al., 2019).
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Dessa forma, os resultados obtidos reforcam o potencial do 6leo essencial de
manjericdo e do eugenol como alternativas seguras aos anestésicos convencionais,
uma vez que nao comprometeram a integridade morfolégica dos espermatozoides.
Estudos recentes tém destacado os 0leos essenciais como compostos de interesse
na aquicultura moderna, por apresentarem acdo anestésica eficaz, baixo impacto
ambiental e capacidade de minimizar o estresse durante procedimentos de manejo
(SOUZA et al., 2019).

4. CONCLUSAO

Conclui-se que a anestesia com Oleo essencial de manjericdo (Ocimum
basilicum) e eugenol ndo influenciou de forma significativa a morfologia espermética
de Astyanax lacustris durante o manejo reprodutivo. Assim, 0 uso desses anestésicos
naturais pode ser considerado uma alternativa vidvel aos anestésicos sintéticos,

visando garantir a qualidade da morfologia do sémen coletado.
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