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RESUMO

Este trabalho teve trés objetivos principais: a) Estabelecer valores de referéncia para os
parametros bioquimicos e hematologicos do jundia cultivado em agude; b) Determinar a
CLso da cipermetrina ao jundia, bem como verificar o efeito nos parametros sangiiineos; c)
Determinar as caracteristicas fisicas e quimicas do sémen do jundid. Os animais foram
obtidos de acudes de um Produtor de Peixes em Rolante, RS e conduzidos ao Laboratorio
do ICBS, UFRGS, onde permaneceram em tanques de 500l. O sangue era obtido por
puncdo do vaso caudal através de seringa descartavel, transferidos a tubos com e sem
EDTA 10%, e os testes bioquimicos e hematologicos realizados no HCPA. Para a avaliagao
da CLsy da cipermetrina no jundid grupos (n >10) de animais foram tratados com a
exposi¢ao a 8 diferentes concentragdes de cipermetrina (ppm) (0:controle; 0,08; 0.1; 0,12;
0,16; 0,2; 0,24; 0,36). Os peixes foram observados apos 24, 48, 72 e 96h do inicio do
tratamento para avaliar o percentual de mortalidade. No estudo do estresse metabolico,
grupos (n >6) receberam os tratamentos: auséncia de exposi¢do ao pesticida (controle) e
duas doses (0.08 e 0.12 ppm) de cipermetrina. Foram feitas coletas de sangue antes, apos 2,
4 ¢ 8 dias da aplicag¢do do pesticida para analise no HCPA. Para o estudo do sémen, este
foi obtido em diferentes periodos durante as 4 estacdes. A densidade espermatica foi
medida pela técnica do espermatocrito e pela contagem microscopica. A duragdo da
motilidade espermadtica foi observada num microscopio, usando para interpretagdo uma
escala arbitraria variando de 0 a 5. Parte do sémen foi centrifugado para a obtengdo do
fluido seminal, o qual foi imediatamente congelado a —20°C até analise no HCPA. Os

resultados mostraram que a cipermetrina € altamente toxica aos peixes, embora o efeito seja
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menor que o observado em outras espécies. Através dos resultados obtidos com a
exposi¢do a cipermetrina, foi visto que com a menor dose (0,08ppm) durante os periodos de
tratamento (2, 4 ¢ 8 dias) houve um aumento significativo de Mg, P, uréia, glicose,
colesterol, creatinina, GOT, fosfatase alcalina ¢ LDH, e uma diminuigdo significativa das
proteinas totais e triglicerideos. Com a maior dose (0,12 ppm) de cipermetrina ocorreu uma
elevacao significativa do Na, Mg, P, uréia, glicose, colesterol, creatinina e fosfatase
alcalina, e uma diminuigdo significativa das proteinas totais, triglicerideos, GPT e GOT. O
sémen foi de cor branca, sem odor, aspecto cremoso e pH 8,0 £ 0,03. O volume total de
sémen foi 1,06 ml durante o verdo (méaximo) e 0,23 ml durante o inverno (minimo). O
espermatdcrito mostrou valores na primavera e comeg¢o do verdao de 79 a 82%, alcangando
65 a 69% no outono e inverno. A contagem das células espermaticas oscilou ente 48 a 75 x
10° ml". Imediatamente apos a diluigdo na agua, 90-100% (Grau 5) dos espermatozoides
apresentaram motilidade vigorosa e progressiva, que permaneceu por pelo menos 20
segundos. Este padrao de motilidade foi mantido por mais que 2 horas apds a permanéncia
do sémen na temperatura ambiente (24°C). O pH das solugdes entre 5 e 10 ndo influenciou
a motilidade espermatica. Através dos resultados obtidos foram estabelecidos valores
normais da bioquimica do soro, da hematologia e do fluido seminal de uma populagdo de
jundia cultivada em acgudes. As analises sangiiineas utilizadas rotineiramente por produtores
de jundia em sistemas de aqiiicultura permitem controlar as condi¢des nutricionais e
sanitarias dos peixes. Embora o aspecto geral dos peixes estivesse normal durante o
tratamento com a menor dose de cipermetrina, a andlise sangiiinea mostrou alteragdes
produzidas pelo pesticida. Com a concentra¢do 0,12 ppm as variagcdes bioquimicas foram

incrementadas e ja se observaram alteracdes nos movimentos e no equilibrio. Em estacdes
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de aqliicultura, produtores podem realizar avaliagdo periddica em uma pequena populacao
de seus peixes, quantificando o grau de estresse metabolico. Esses indicadores de estresse
podem ser precocemente detectados apesar da aparéncia exterior € comportamentos
normais dos peixes. A técnica para a medida da densidade espermatica através do
espermatdcrito apresentou correlagdo com a contagem celular por microscopio, com a
vantagem de ser mais simples, rapida e econdmica. As caracteristicas que foram
encontradas no sémen parecem ser bons indicadores da qualidade espermatica e podem
auxiliar na selecdo de machos doadores de gametas de alta qualidade em sistemas de

cultivo deste peixe.
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1. INTRODUCAO

1.1. JUNDIA Rhamdia quelen

O jundia é um peixe teledsteo, da ordem Siluriformes, familia Heptapteridae,
que possui ampla ocorréncia, muito encontrado em rios do interior do Rio Grande do Sul.
Esta espécie ¢ nativa da América do Sul, caracterizando-se por resistir bem o frio do
inverno e por crescer rapido no verdo, sendo assim, uma espécie aceitdvel para sistemas de
producdo em regides da parte sul da América do Sul, por se adaptar muito bem ao clima
temperado e subtropical. Em sistemas de aqiiicultura pode atingir 600 a 800 g de massa
corporal em apenas 8 meses ao ser cultivada numa densidade de dois a quatro peixes por m*
(Barcellos et al., 2003; Lermen et al., 2004).

O corpo do jundia ¢ revestido por couro, apresentando uma longa nadadeira
adiposa. Os alevinos podem suportar a salinidade de 9g/l de sal comum e pH na faixa de
8,0 a 8,5. Seu habito alimentar ¢ omnivoro com tendéncia a piscivoro. O melhor alimento
artificial para as larvas desta espécie baseia-se em lecitina de soja, figado bovino e
levedura. Estes animais possuem a estrutura bucal de tamanho grande, sem dentes e com
trés pares de barbilhdes sensitivos do lado externo. E uma espécie que apresenta a pele de
coloragdo variada podendo ser desde o cinza-esverdeado escuro no dorso até a coloracao
esbranquicada no ventre. E considerada uma espécie euritérmica, resistindo a grandes
oscilagdes de temperatura, embora o ideal térmico situe-se entre 22-28°C. Suporta niveis
baixos de oxigénio na agua. Sua reproducdo ocorre em aguas na faixa de temperatura de
22-25°C, coincidindo com o inicio da primavera (Pouey et al., 1999; Carneiro et al., 2002).

A maturidade sexual do jundia ¢ atingida no primeiro ano de vida, o que

favorece muito a reprodugdo. E uma espécie ovulipara e, na natureza, os cardumes
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desovam em locais com aguas limpas, calmas e fundo pedregoso. Nao apresenta cuidado
parental. Possui dois picos reprodutivos por ano (um na primavera € outro no verao) com
desova multipla (Gomes et al., 2000).

Muitas comunidades aproveitam o jundia como fonte alimentar, uma
alternativa de alimentacdo de facil aquisi¢do, alto valor nutritivo e facil digestibilidade. A
sua carne ¢ praticamente desprovida de espinhas intramusculares e o seu sabor ¢
considerado muito bom. A producao intensiva do jundia tem se desenvolvido nos ultimos
anos por ser uma espécie que apresenta as vantagens do crescimento rapido, ser de facil
manejo, de eficiente conversdo alimentar e boa aceitabilidade pela populagao, além do
custo para a produgdo ser relativamente barato (Canton et al., 2004).

A preocupagdo com as espécies nativas favorece a utilizagdo do jundid na
aquicultura, preservando a espécie, aumentando a produgdo do pescado e atingindo um
nimero maior de consumidores. Esse sistema de produgdo gera trabalho com mao-de-obra
familiar em agudes de pequeno porte ou, mesmo, gera empregos para um maior nimero de

pessoas em agudes de maior capacidade de cultivo, tornando-se uma alternativa de renda.

1.2. PARAMETROS SANGUINEOS EM PEIXES

O estudo das caracteristicas sangiiineas pode fornecer subsidios importantes
para o diagndstico e prognoéstico de condigdes morbidas em populagdes de peixes e ainda
contribuir para a compreensao da fisiologia comparativa, relacdo filogenética, condi¢des

alimentares e outros pardmetros ecoldgicos (Tavares-Dias & Mataqueiro, 2004).
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Alteragoes fisioldgicas dos peixes sdo refletidas na composi¢do sanguinea,
modificando os parametros bioquimicos e hematoldgicos (Hrubec et al., 1997). Assim, a
analise sangiiinea pode revelar disfuncdes agudas e cronicas, atribuiveis a nutrigdo,
qualidade da agua, presenca de toxinas e doengas, entre outros fatores (Hrubec et al., 2001).
As alteragdoes das atividades das enzimas LDH, GOT e GPT tém sido usadas para
demonstrar o dano tecidual em peixes (Wrobelski & LaDue, 1955; Nemcsok & Boross,
1982; Szegletes et al., 1995). O aumento do nivel de glicose sangiiinea tem sido
correlacionado com o estresse metabolico (Wedemeyer, 1970; Nemcsok & Boross, 1982;
Szegletes et al., 1995).

No momento, a amostragem rotineira de uma populacdo de peixes ndo ¢
normalmente utilizada, mas como a aqiiicultura do jundia estd tornando-se uma atividade
comercial em escala industrial, a necessidade de valores de referéncia para os parametros
hematoldégicos e bioquimicos esta aumentando. Além disso, devem ser estabelecidas
alteragdes desses valores de referéncia de uma populacdo definida de individuos sob as
mesmas condi¢des com valores encontrados em individuos com patologias especificas e
desordens metabolicas.

Ainda existem poucas ferramentas disponiveis a veterinarios e produtores de
peixes para avaliar as doencas. Muitas das técnicas usadas para o uso clinico em
mamiferos ndo foram desenvolvidas para serem usadas em peixes. Com a expansdo da
aqliicultura, faz-se necessario uma melhora nos métodos de diagnostico (Hrubec et al.,
2000).

A utilizagdo de métodos que fazem parte da rotina de laboratérios clinicos
facilita as analises, uma vez que os laboratorios regionais podem realizar exames

sangiiineos e consequentemente diagnosticar variagdes nos valores de referéncia.
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Os produtores de peixes poderiam usar amostragens periodicas para verificar
os desvios sanitarios e as condi¢des nutricionais de uma populagdo inteira, permitindo o

diagnostico precoce de anormalidades.

1.2.1. Aspectos gerais da hematopoiese

Os peixes sao desprovidos de medula 6ssea e de linfonodos; assim os tecidos
mieloide e linfoide estdo, geralmente, associados no mesmo 6rgdo. Nos teledsteos, o rim
cefalico além de ser o principal tecido hematopoiético possui fungdo enddcrina (Rocha &
Flores, 2001) e imunolégica promovendo a interagdo imuno-endodcrina, de importancia para
ambos os sistemas, atuando na producdo de anticorpos e de catecolaminas (Weyts et al.,
1999). A atividade hematopoiética varia entre as diferentes familias de peixes (Ishizeki et
al., 1984). Em Oncorhynchus mykiss o rim cefalico é o principal responsavel pela
hematopoiese (Forero, 1995). No Carassius auratus o rim também ¢ o principal sitio de
formacgao de eritrocitos quando comparado com a reduzida atividade eritropoiética do bago
(Houston et al., 1996).

O sangue dos peixes teledsteos ¢ formado por eritrocitos, leucdcitos e
trombocitos, sendo que a produgdo estimada de células sangiiineas em um peixe de 120g
estd na ordem de 10 células. As espécies mais ativas apresentam maior numero de
eritrocitos (Tandon & Joshi, 1976), maior concentragdo de hemoglobina, mas menor
volume (Lay & Baldwin, 1999). Nesses peixes ¢ alta a demanda de oxigénio e o

metabolismo (Rambhaskar & Srinivasa-Rao, 1987).
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O hematocrito também acompanha o aspecto evolutivo do peixe. Menores
valores ocorrem em peixes mais primitivos na escala evolutiva, nos de ambiente I€ntico,
nos sedentdrios e nos bentonicos. J& os maiores valores ocorrem em espécies marinhas
ativas (Rambhaskar & Srinivasa-Rao, 1987).

Existem dificuldades na padroniza¢do da nomenclatura, contagem e métodos
para classificar os leucocitos. Constatou-se que a padronizacdo de terminologia ¢ urgente,
visto que ha grande divergéncia, principalmente para granulocitos. Essa situacao dificulta a
comparacao de resultados entre diferentes autores para a mesma espécie. Soma-se a esse
problema a diversidade de técnicas para a quantificagdo e identificagdo dos leucocitos. A
contagem dos leucécitos também ¢ dificil, em decorréncia da presenga dos nucleos de
eritrocitos e de trombocitos que ndo sdo eliminados pelos métodos rotineiros. Diante
dessas dificuldades foram propostos métodos indiretos para contagem dos leucécitos totais
(Tavares-Dias et al., 2002). Essas técnicas em geral utilizam a contagem de eritrocitos em
hemocitometro ¢ a contagem dos leucdcitos em extensdes sangiiineas coradas. Natt &
Herrick (1952) consideram os métodos indiretos imprecisos, pois para sua exatidao seria
necessario que as células sangiiineas estivessem igualmente distribuidas na extensdo
sangiiinea. Entretanto, os leucocitos polimorfonucleares tendem a concentrar-se ao longo
da extensdo sangiiinea (Tavares-Dias & Moraes, 2004).

Os trombdcitos totais em peixes sdo quantificados, geralmente, por métodos
indiretos. Esses métodos sao semelhantes aqueles empregados na contagem de leucdcitos,
pois ndo ha metodologia adequada, devido a dificuldade de diferencia-los na camara de

contagem, apenas por coloragdo (Tavares-Dias & Moraes, 2004).
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1.2.2. Células sanglineas em peixes

Os eritrocitos sdao as células sangiiineas mais numerosas. S3o ovais com
citoplasma eosinofilico ndo-granular e o nticleo é oval e basofilico (Tocidlowski et al.,
1997).

Sob a microscopia comum, os linfécitos sdo células predominantemente
arredondadas, de tamanho variado, com citoplasma basofilico e sem granulagdes visiveis.
O nucleo possui forma arredondada, cromatina densa, sendo elevada a sua relagdo com o
citoplasma. Os linfocitos, em geral, apresentam projecdes citoplasmaticas, o que facilita a
diferenciacdo dos trombocitos nas extensoes sangiiineas (William & Warner, 1976;
Blaxhall, 1983; Fujimaki & Isoda, 1990).

Entre os leucdcitos, os linfécitos ocorrem em maior percentual na circulagao
dos peixes (Hines & Yashouv, 1970; Alkahem, 1994). Durante a contagem diferencial dos
leucocitos ¢ comum a observacao de linfocitos com tamanhos distintos. Devido a este fato,
pesquisadores os classificam usualmente em pequenos e grandes (Saunders, 1966; Satake et
al., 1989; Burrows et al., 2001).

Na tilapia Oreochromis hybrid os linfocitos pequenos tém o nucleo parpuro
escuro, redondo a oval e com padrio de cromatina condensada. O citoplasma ¢
profundamente azul e muitas vezes consiste em apenas uma fina camada ao redor do
nucleo. Os linfécitos grandes t€ém um nucleo redondo, sdo maiores € possuem um padrao
de cromatina mais aberto que os linfécitos pequenos. O citoplasma dos linfocitos grandes ¢
mais basofilico e abundante que os linfocitos pequenos (Hrubec et al., 2000).

Em contraste com as plaquetas de mamiferos que sdo fragmentos de células
anucleadas, os trombdcitos de peixes sao células completas. Ao microscopio de luz comum

sao células predominantemente elipticas, com nucleo fusiforme e hipercorado. Algumas
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vezes o citoplasma € escasso ou pobremente corado com corantes acido-basico, ndo sendo
possivel sua observacao (Tavares-Dias & Moraes, 2004).

Células semelhantes aos trombdcitos podem ser claramente observadas entre
os leucocitos como um distinto tipo de célula no “striped bass” (hibrido fémeas Morone
chrysops x machos Morone saxatilis). Sdo células grandes muito similares aos
trombocitos, entretanto o citoplasma destas células é acinzentado, maior e o padrao de
cromatina no nucleo ¢ menos condensado que dos trombocitos (Hrubec et al.,1996b;
Hrubec et al., 2000).

Em peixes os neutrofilos sdo células fagociticas com importante papel na
defesa contra infecgdes (Lehmann et al., 1987). A presenca de granulos de glicogénio no
citoplasma estd intimamente associada ao fornecimento de energia para a realizagdo da
fagocitose. Estas células podem ter um nucleo redondo, oval ou reniforme, com padrao de
cromatina aberto (Vale et al., 2002).

O citoplasma dos monocitos contém poucos pseudopodes, grande quantidade
de mitocondrias e vacuolos, algum reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. O nucleo
ocupa 1/3 a 1/4 da célula (Doggett& Harris, 1989). Os mondcitos do sangue periférico se
transformam em macrofagos e migram para o foco inflamatoério (Griffin, 1984). A
atividade fagocitica dos monoécitos no sangue e/ou tecidos estd descrita em peixes
cartilaginosos (Morrow & Pulsford, 1980) ¢ em peixes teleosteos (Ellsaesser et al., 1985;
Dogget et al., 1987).

As células imaturas sdo leucécitos em um estagio precoce de diferenciacao,
podendo variar de tamanho em diferentes preparagdes. Estas células se assemelham a
linfécitos ou monocitos pequenos e apresentam citoplasma de coloragdo intensamente

basofilica (Tavares-Dias et al., 2001).
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Os eosinodfilos podem estar ausentes no sangue periférico dos peixes mas
quando aparecem se apresentam com baixa freqiiéncia (Modra et al., 1998; Eiras et al.,
1998). Esses granuldcitos ndo foram observados no sangue circulante de Onchorhynchus
mykiss (Powell et al., 1990; Forero, 1995), na circulagdo e em o6rgdos hematopoiéticos de
Pleuronectes platessa (Ellis, 1976).

A semelhanga dos eosinofilos, os basofilos estdo presentes no sangue
periférico de peixes em baixo percentual (Ueda et al., 1997; Ranzani-Paiva & Eiras, 1992)
e raramente sdo encontrados (Campbell, 1988). Grizzle & Rogers (1985) observaram que

basofilos ocorrem em algumas espécies de teledsteos, mas ndo em Ictalurus punctatus.

1.3. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DO SEMEN DE PEIXES
O sémen dos peixes consiste em espermatozoides e plasma seminal (ou fluido

seminal) (Ciereszko et al., 2000).

1.3.1. Os espermatozolides

O sucesso da fertilizacdo dos peixes estd fortemente correlacionado com a
qualidade espermatica (Linhart et al., 2000). Esta qualidade pode ser observada através de
diferentes indicadores, como a mobilidade das células espermaticas, o volume de s€émen
coletado e a concentragdo dos espermatozoides (Suquet et al., 1992). Outras variaveis
relatadas como importantes sdo a coloragdo, a viscosidade e o espermatocrito (Kruger et al.,

1984).
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a. Mobilidade dos espermatozoides

Embora vérias investigacdes tenham sido feitas sobre a qualidade espermatica,
a mobilidade sem duvida ¢ a mais importante, uma vez que os espermatozoides com alto
padrao de mobilidade sdo um pré-requisito para a fertilizagdo, e apresentam correlagdo com
as taxas de fertilizagdes ja estudadas (Rurangwa et al., 2004).

Os espermatozdides da maior parte dos peixes teledsteos diferem dos
espermatozoides dos mamiferos em quatro importantes aspectos: sao imoveis no momento
da ejaculagdo, a mobilidade ¢ induzida em contato com a dgua, os espermatozoides tornam-
se totalmente imoveis em menos de dois minutos € ndo possuem acrossoma (Kime et al.,
2001).

As informagdes disponiveis sobre a mobilidade dos espermatozoides
originam-se na grande maioria da truta arco-iris € da carpa, espécies que vivem em
ambientes de agua doce (Perchec et al., 1995; Glogowski et al., 1999).

Com a ativagdo das células espermaticas, ocorre uma diminui¢do do tamanho
e do numero de mitocondrias, sugerindo que a fonte energética necessaria para a
mobilidade est4 localizada principalmente nesta organela (Gwo, 1995). Durante o periodo
de movimento flagelar o metabolismo ¢ aumentado, os espermatozoides apresentam
estimulos na via glicolitica, ciclo do 4acido tricarboxilico, fosforilagdo oxidativa,
catabolismo lipidico, B-oxidacdo e nos processos de osmorregulagdo (Mansour et al.,
2003).

Em geral, a duracdo da mobilidade ¢ mais curta em espécies de peixes de agua
doce que em espécies de peixes marinhos (Stoss, 1983; Billard, 1990). A mobilidade

espermatica pode ser prolongada na presenca de substancias produzidas pelas fémeas,

24



podendo ser modulada pela concentracdo dos ions Na“, K* e pelo pH (Ciereszko et al.,
2002).

Os espermatozodides de peixes teledsteos de agua doce sdo quiescentes na
osmolalidade do plasma seminal, referida como uma condigao isotonica (aproximadamente
300 mOsmol/kg). Eles comecam a se mover quando suspensos em solu¢do hipotonica
(<300 mOsmol/kg) e exibem alta mobilidade (como % espermatozdides moveis) em agua
doce (4 mOsmol/kg). De modo oposto os espermatozodides de teledsteos marinhos
comegam a se mover quando liberados em solucdo hipertonica (> 300mOsmol/kg), e
exibem sua mais alta mobilidade aproximadamente em 1000 mOsmol/kg, que € o
equivalente ao encontrado na dgua do mar (Morisawa & Suzuki, 1980; Oda & Morisawa,
1993).

A ativacdo da mobilidade na maior parte das espécies ¢ induzida pelo choque
osmotico quando as células sdo misturadas com a 4gua no ambiente de desova natural, ou
sob condig¢des de laboratorio (Morisawa & Suzuki, 1980; Perchec et al., 1993). Durante a
ativacdo dos espermatozoides num meio de baixa osmolalidade ocorre um inchamento das
células, conduzindo a ruptura da membrana plasmatica com modificagdes na
permeabilidade, na organiza¢do da bicamada lipidica (Marian et al., 1993) e na

hiperpolarizagdo da membrana (Krasznai et al., 2003).

b. Concentragdo dos espermatozoides
A concentracdo dos espermatozoides no sémen tem sido verificada por trés

técnicas: contagem em um hemocitometro (Camara de Neubauer) (Leung-Trujillo &
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Lawrence, 1987), espermatocrito (Munkittrick & Moccia, 1987) e avaliacao
espectrofotométrica (Billard et al., 1971).

A estimacdo segura da concentragdo das células espermaticas é necessaria
para muitos experimentos de reprodug@o, assim como para as técnicas de armazenamento
dos espermatozodides (Ciereszko & Dabrowski, 1993).

Uma relagdo entre a contagem espermatica e o espermatocrito tem sido
estabelecida para varias espécies de salmonideos (Bouck & Jacobson, 1976; Baynes &
Scott, 1985; Piironen, 1985; Munkittrick & Moccia, 1987; Poole & Dillane, 1998),
Coreogonus clupeaformis (Ciereszko & Dabrowski, 1993) e Perca flavescens (Ciereszko &

Dabrowski, 1993), mas ndo para Scophthalmus maximus (Suquet et al., 1992).

1.3.2. O plasma-seminal

O plasma seminal e o fluido ovariano tém fungdes importantes na fertilizagao
por criarem um ambiente favoravel para o movimento das células espermaticas (Billard,
1986).

O plasma seminal cria condi¢des para o armazenamento do s€émen no sistema
reprodutivo onde os espermatozdides permanecem num estado quiescente, sao mantidas as
suas propriedades funcionais e o metabolismo, preservando a viabilidade e as fontes
energéticas. Alguns componentes do plasma seminal estdo envolvidos nestas fungdes. Os
minerais, tais como o potassio, o sodio, o cloreto e o calcio t€ém o papel de proteger a
imobilidade das células espermaticas e o inicio da mobilidade no momento da liberagao das
células no meio (Piironen, 1994; Ciereszko et al., 2000). A composi¢do do plasma seminal

normalmente inibe a mobilidade espermatica nos testiculos e ductos espermaticos, assim
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como outros fluidos que sdo isotonicos a este meio (Krasznai et al., 1995). Os
espermatozoides comegam a se mover apdés uma diluigdo num meio hipoosmébtico
(Ciereszko et al., 2002).

Muito pouco se sabe sobre a composi¢cdo quimica do plasma seminal, e os
dados disponiveis tratam principalmente dos constituintes inorganicos (Glogowski et al.,
1999). O conhecimento das caracteristicas fisicas e quimicas do plasma seminal ¢ essencial
para determinar a viabilidade reprodutiva dos peixes (Cruea, 1969).

O fluido seminal da maior parte dos peixes teledsteos ¢ um produto secretorio
dos testiculos e do ducto espermatico (Loir et al., 1990, Lahnsteiner et al., 1993, 1994).
Alguns componentes do plasma seminal originam-se das células do sistema reprodutivo e
espermatozoides, e possivelmente refletem o metabolismo ou o dano destas células. As
mudancas na concentragdo de quaisquer destes componentes pode ter um valor diagndstico
do sistema reprodutivo ¢ dos espermatozoides (Ciereszko et al., 2000).

Alguns pardmetros do plasma seminal normalmente analisados sdo (1) os
compostos inorganicos que atuam sobre a mobilidade (pH, sodio, potassio, célcio)
(Morisawa et al., 1983), (2) os compostos organicos indicadores do metabolismo energético
(triglicerideos, glicose, lactato) (Lahnsteiner et al., 1993), (3) enzimas liticas (fosfatase
alcalina) responsaveis pela eliminagdo de espermatozoides danificados no final da estacao
de desova (Lahnsteiner et al., 1994), e enzimas que possivelmente sdo extravasadas dos
espermatozoides (lactato desidrogenase, aspartato aminotransferase).

Entre os minerais presentes no plasma seminal, os dois ions que predominam
sdo0 o sodio e o cloreto. Suas concentragdes estdo entre 75 a 175 mM para o sédio e 112 a

183 mM para o cloreto. Outros dois ions que contribuem significativamente sdo o célcio e
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0 magnésio, suas concentracdes na grande maioria dos peixes teledsteos estdo entre 1 a 2
mM (Morisawa, 1985; Suquet et al., 1994).

Geralmente, as concentragdes de potassio no plasma seminal dos peixes de
agua doce sdo maiores que aquelas encontradas no sangue. Esta alta concentracdo de
potassio no plasma seminal resulta da presenga da barreira sangue-testiculo (Viljoen &Van
Vuren, 1992), absor¢do de sddio e secre¢do de potassio pelo epitélio do ducto espermatico
(Marshall et al., 1989). A mobilidade espermatica ¢ inibida por uma alta concentragdo de
ions potassio e é estimulada pela diminuigdo da concentragdo deste ion (Ciereszko et al.,
2000).

As concentragdes de proteinas no plasma seminal da maior parte dos peixes
sdo baixas, com poucas excec¢des. As proteinas do plasma seminal estdo envolvidas na
protecdo da integridade das membranas (lipoproteinas), se originam do sangue ou sdo
produzidas no sistema reprodutivo (Ciereszko et al., 2000).

Varias enzimas ja foram detectadas no plasma seminal (Breton et al., 1974,
Kruger et al., 1984; Lahnsteiner et al., 1993, 1995, Billard et al., 1995). A origem destas
enzimas pode ser dos testiculos, glandulas acessorias, ducto espermatico e sangue. A
atividade destas enzimas apresenta um importante valor diagnostico dos possiveis danos

dos espermatozoides.
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1.4. EEITOS DOS PIRETROIDES EM PEIXES: TOXICIDADE E
MODIFICACOES NOS PARAMETROS BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS

Atualmente, varios tipos de pesticidas sdo usados na agricultura no mundo
inteiro para o controle de plantas e animais, incluindo os inseticidas, fungicidas e
herbicidas, entre outros (Khalaf-Allah, 1999).

Os piretrdides estdo sendo utilizados principalmente a partir das ultimas duas
décadas, como possiveis alternativas aos inseticidas organofosforados, carbamatos e
organoclorados (Saxena & Seth, 2002) devido a sua baixa toxicidade em mamiferos, sua
eficacia e maior biodegradabilidade (Doriicii & Girgin, 2001). Os analogos sintéticos dos
piretroides, extraidos da planta ornamental Chrysanthemum cineraiaefolium, tém sido
desenvolvidos para eliminar a fotodegradagdo encontrada nos pesticidas naturais (Baser et
al. 2003).

Os piretroides sdo amplamente usados como pesticidas domésticos,
pediculicidas humanos e veterinarios, e estdo entre os mais potentes inseticidas conhecidos
(Smith & Stratton, 1986). Estes piretroides sdo usados contra as pestes terrestres e
aquaticas (Singh & Srivastava, 2000).

Os residuos dos pesticidas, extensivamente usados na agricultura, alcangam
muitas vezes o ecossistema aquatico. Eles podem ser transferidos do fitoplancton para os
peixes e, finalmente, aos humanos. Os pesticidas sdo também usados diretamente na
agricultura para o controle de ectoparasitos (Das & Mukherjee, 2003). Na aqiiicultura de
peixes a cipermetrina ¢ usada contra infestagdes por piolhos (Sommerville, 1995;
Braidwood & Hart, 1998; Hart et al., 1997; Das & Mukherjee, 2003).

Os pesticidas carregados pelas chuvas e inundagdes para acudes e rios alteram

as propriedades fisico-quimicas da agua (Richardson, 1988).
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O uso generalizado destes piretroides conduz a exposicao de trabalhadores da
industria de fabricagdo, dos aplicadores no campo, do ecossistema e dos humanos aos
possiveis efeitos toxicos destes pesticidas. Eles sdo considerados ndo-persistentes e nao
bioaumentados através da cadeia alimentar (Polat et al., 2002).

O controle dos riscos ecotoxicologicos causados pelos pesticidas ao
ecossistema estdo baseados em dados sobre a toxicidade e efeitos de preparagdes do
pesticida a organismos ndo-alvos. Os peixes estdo entre o grupo de organismos nao-alvos
(Svobodova et al., 2003)

Os piretroides tém potentes propriedades inseticidas e sdo praticamente nao-
toxicos para a maior parte dos animais ndo-alvos, especialmente humanos (Haya, 1989).
Entretanto, os piretroides sdo relatados como extremamente toxicos aos peixes € alguns
artropodes aquaticos (Bradbury & Coats, 1989; Srivastav et al., 1997).

Edwards et al. (1986) observaram que a cipermetrina foi metabolizada e
eliminada significativamente de forma mais lenta por peixes que por mamiferos ou
passaros, o que pode explicar o fato desse composto apresentar uma maior toxicidade para
peixes em relacdo a outros organismos (peixes>anfibios>mamiferos>passaros).

Devido a sua lipofilicidade, os piretroides apresentam um alto grau de
absor¢ao pelas branquias, ainda que em muito baixas concentracdes na dgua, o que seria um
fator importante da sensibilidade dos peixes as exposi¢des aquosas. A principal reacao
envolvida no metabolismo da cipermetrina e da deltametrina ¢ a clivagem da ligacdo ester
por possuir agdo de carboxiesterase (Viran et al., 2003).

As branquias sdo o6rgdos complexos e multifuncionais que permitem o contato
intimo com a agua circulante. O epitélio branquial separa o ambiente interno do fluxo

continuo do ambiente externo, € o local das trocas gasosas, regulagdo idnica, balanco acido-
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base, excregdes nitrogenadas e ¢ muito sensivel aos poluentes ambientais. Qualquer
alteracdo resulta em uma mudanca na composicao de eletrolitos sangiiineos (Srivastav et
al., 1997; Caliskan et al., 2003). De acordo com Michael (1989), os piretroides, em peixes,
acessam diretamente a corrente sangiiinea pelas branquias, persistindo e causando
alteracdes fisiologicas.

Os inseticidas piretroides contendo o grupo a-ciano-fenoxi-benzila, como a
cipermetrina, atuam sobre o sistema nervoso de vertebrados (Edwards et al., 1986). O
mecanismo de seus efeitos, no caso de peixes, ¢ o mesmo de outros piretréides que
contenham este grupo oa-ciano-fenoxi-benzila. Eles atuam bloqueando canais de sodio dos
filamentos nervosos, encurtando a fase despolarizante. Além disso, eles interagem com os
receptores GABA nos filamentos nervosos (Hayes, 1994; Bradbury & Coats, 1989;
Svobodova et al., 2003).

A cipermetrina, além de seus efeitos benéficos, ¢ considerada perigosa aos
organismos aquaticos, uma vez que ela persiste por longos periodos na agua. Ruscoe
(1977) relatou que a rapida absorcao deste inseticida pelos sedimentos dos acudes e pela
matéria organica, diminui significativamente a sua concentracdo na agua e, assim, a
necessidade e os riscos para os organismos aquaticos.

A toxicidade aguda da cipermetrina varia em diferentes espécies de peixes. A
CLs0 96 horas da cipermetrina no Labeo rohita é 0,139 ppm (Das & Mukherjee, 2003) e no
Lebistes reticulatus ¢ 0,021 ppm (Caliskan et al., 2003).

Os efeitos fisiologicos provocados pelos toxicos, entre eles, a cipermetrina
podem ser avaliados através das andlises sangiiineas de uma populacao exposta aos mesmos

tratamentos (Hrubec et al., 1996a).
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Szegletes et al. (1995) relataram que as alteragdes das atividades das
transaminases GOT e GPT sao provavelmente devidas a disturbios hepaticos em peixes. Ja
as alteracdes na atividade do LDH poderiam indicar mudancas metabolicas, principalmente
nas células musculares: o catabolismo do glicogénio em direcdo a formagao do lactato, o
que pode ser letal para os peixes (Nakono & Tomlinson, 1967; Simon et al., 1983).

As caracteristicas bioquimicas do sangue estdo entre os mais importantes
parametros do meio interno dos peixes (Edsall, 1999). As mudancgas no perfil bioquimico
refletem mudangas no metabolismo e em processos celulares do organismo, resultantes dos
efeitos de varios poluentes, tornando possivel estudar os mecanismos dos efeitos destas

substancias (Luskova et al., 2002).

2. JUSTIFICATIVA

a. A determinagdo dos valores sangiiineos normais do jundia possibilita que
produtores avaliem periodicamente amostras representativas, permitindo o controle das

condigdes sanitarias e favorecendo o cultivo deste peixe em sistemas de aqiiicultura.

b. Os acudes de cultivo dos peixes muitas vezes se encontram proximo a areas
agricolas, onde para o crescimento das plantas e para o combate de pestes
terrestres/aquaticas se usam os pesticidas. Estes agentes podem ocasionar variagdes
ambientais e serem detectados através de mudangas nos parametros bioquimicos e

hematoldgicos do jundia.
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c. O estudo das caracteristicas do sémen do jundida pode ser importante na
otimizacdo de processos de fertilizacdo através da selecdo de reprodutores de alta

qualidade.

3. OBJETIVOS
Os objetivos gerais e especificos deste trabalho utilizando o jundia Rhamdia

quelen estdo relacionados a seguir.

3.1. OBJETIVOS GERAIS
a. Estabelecer os valores dos parametros sangiiineos normais e compara-los aos

valores obtidos em peixes expostos a concentracdes subletais da cipermetrina

b. Determinar as caracteristicas fisico-quimicas do sémen através de indicadores da

qualidade espermatica e da composi¢ao bioquimica do plasma seminal

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Estabelecer valores de referéncia dos parametros bioquimicos dos eletrdlitos (Cl, Na, K,
Ca, Mg, P), metabolitos (creatinina, uréia, amonia, glicose, proteina total, triglicerideos,
colesterol, bilirrubina) e enzimas (alanina e aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina e

lactato desidrogenase) do soro sangiiineo
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b. Estabelecer valores de referéncia dos parametros hematologicos (eritrocitos, leucocitos,

Ht, Hb, MVC, MHC, MCHC)

c. Identificar as flutuagdes temporais de indicadores da qualidade espermatica, como a

concentracao dos espermatozoéides, o espermatocrito e o volume de sémen liberado

d. Verificar o padrao de mobilidade dos espermatozoides

e. Verificar o efeito de solugdes de diferentes pH sobre a mobilidade dos espermatozodides

f. Determinar a bioquimica do plasma seminal através dos valores de eletrolitos,

metabolitos e enzimas

g. Comparar a composi¢ao bioquimica do plasma seminal com a do soro sangiiineo

h. Determinar a toxicidade aguda da cipermetrina através dos valores da CLsg (24, 48, 72 e

96 horas)

i. Avaliar o efeito de concentracdes subletais da cipermetrina sobre os valores dos

eletrolitos, metabolitos e enzimas

j- Investigar o efeito de concentracdes subletais da cipermetrina nos valores hematologicos
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Analise sangiinea

Qualidade da agua

A qualidade da agua foi monitorada usando um kit de analises comercial (Alfa
Tecnoquimica, Florianopolis, SC, Brasil) como segue: pH, temperatura, concentragdo de
amonia, alcalinidade, dureza, nitrito, nitrato, cloreto, concentragdes de oxigénio dissolvidas.
Os valores da qualidade da agua nos dias que os peixes foram amostrados (Tabela 1-

capitulo 1) sdo representativos da qualidade da dgua de toda a semana do estudo.

Peixes

Os jundias machos adultos para os estudos foram obtidos de um produtor de
peixes em Rolante, RS, Brasil na tltima semana de janeiro de 2003. No laboratoério, os
peixes foram mantidos em tanques de 500 | por 3 dias sob foto periodo normal (13,5 horas
luz: 10,5 horas escuro) e temperatura ambiente (25+1°C). Aproximadamente 1001 da 4gua
dos tanques era trocada diariamente. Os peixes ficavam numa densidade de 5 g/l e eram
alimentados com racdo comercial SUPRA (proteina crua minimo 36%, amido 21,5%,
lipidio minimo 7,5%, fibras 3,8%, cinzas 12%, umidade maximo 12%, enriquecimento por
kg de racao: vitamina A 10.000UI, vitamina C 250 mg, vitamina D3 3.000UI, vitamina E 80
mg, vitamina B; 5 mg, vitamina B, 10 mg, vitamina B¢ 6 mg, vitamina B, 100ug, vitamina
K3 5Smg, acido folico 1 mg, colina 1.500 mg, 4cido pantoténico 50 mg, biotina 0,5 mg,
niacina 80 mg, inositol 150 mg, Cu 20 mg, Fe 40 mg, I 5 mg, Mn 30 mg, Se 0,4 mg, Zn
180 mg, Ca maximo 3,2%, P minimo 1,5%; 3.216 kcal/kg de ragdo) uma vez ao dia (1% do

peso corporal), e ficavam sem alimento 24 horas antes da amostragem. No inicio do estudo
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os peixes foram aclimatados aos procedimentos de rotina tais como a limpeza diaria, trocas
de dgua, amostragem da agua e pesca periddica, de modo a minimizar quaisquer alteragoes
bioquimicas e hematologicas associadas aos procedimentos de rotina. Cada peixe foi
pesado e medido (comprimento total e largura do abdomen) no momento da amostragem.
A média do peso do corpo (em g), comprimento e largura do corpo (em cm) dos peixes

durante os experimentos estdo apresentados na Tabela 1-capitulo].

Coleta sangiiinea

Todos peixes apareceram clinicamente saudaveis em boas condi¢des corporais
(sem lesdes externas visiveis) antes dos experimentos. Durante a amostragem, cuidados
foram tomados para minimizar o estresse nos peixes retirados € nos peixes que
permaneciam nos tanques. O sangue foi removido por pun¢do do vaso caudal com seringas
descartaveis de 3 ml e colocado em tubos de vidro. As amostras sangiliineas que foram
dificeis de coletar eram descartadas para evitar a contaminagao por fluidos teciduais e pela

hemolise. Os peixes foram sacrificados por decapitagao.

Analise Hematologica

O sangue coletado foi colocado dentro de tubos individuais contendo
EDTA10%. O hematocrito (Ht) foi determinado em tubos capilares em uma centrifuga de
micro-hematdcrito operada a 15.000 rpm por 5 min. O conteudo de hemoglobina (Hb) foi
medido espectrofotometricamente (A 540) usando a reacdo da cianometemoglobina,
seguida de centrifugacao (3.500 g por 6 min.) para remover interferentes. As contagens dos
eritrocitos, leucocitos e trombodcitos foram determinadas manualmente com uma camara de

Neubauer ap6s diluicdo 1/200 do sangue em 0,9% de solucdo salina. As contagens das
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células também foram realizadas manualmente por que os eritrocitos dificultam a contagem
no analisador automatizado. Esfregagos sangiiineos foram corados com May-Griinwald e
Giemsa para fotografia e discriminacdo entre os leucocitos e para determinar os
trombdcitos (com aumento de 400 e 1000x) do seguinte modo: Para a contagem
diferencial, os leucocitos e os trombocitos foram contados até que 200 leucocitos e
trombocitos tenham sido obtidos. Entdo, o percentual de cada tipo de leucécitos e dos
trombocitos foram multiplicados pelo nimero total de leucocitos mais trombocitos para dar
as contagens celulares finais. O numero de trombdcitos foi subtraido do numero de
leucocitos e trombdcitos para dar o numero de leucdcitos totais. As amostras sangiiineas
também foram analisadas com o contador hematoldgico clinico MICROS ABX e os
resultados foram comparados as contagens manuais. As fotografias foram feitas com uma

camara Sony acoplada ao microscopio Optico Zeiss € ao microcomputador.

Analises bioquimicas

O sangue coletado dos animais foi colocado dentro de tubos individuais. A
hemolise foi evitada por cuidadosa transferéncia do sangue para o tubo, evitando o
esvaziamento rapido do sangue através da agulha. Os tubos contendo o sangue foram
manuseados cuidadosamente, evitando agitacdo excessiva. O sangue nos tubos foi deixado
coagular numa sala com temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) por 30 min. E
entdo foi centrifugado a 3.000 rpm por 5 min. para separar o soro. O soro foi removido e
congelado a - 20°C até ser analisado. As amostras foram analisadas dentro de 48 horas da
coleta e degeladas antes de serem analisadas. Todos os eletrolitos, metabodlitos e enzimas
foram determinados usando um sistema automatizado com padrdes apropriados (ADVIA

1650 Chemistry System, Bayer, Tokio, Japao). O sistema automatizado foi regularmente
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monitorado para seguranga e precisao de acordo com “Boas praticas em laboratorio”. Os
parametros foram medidos e expressos pelas unidades que seguem: colesterol,
triglicerideos, glicose, bilirrubina, uréia, creatinina, magnésio, fosforo, calcio (mg/dl);
amoénia (umol/l); alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina,
lactato desidrogenase (U/1); cloreto, potéssio, sodio (mEgq/1); albumina, proteina total (g/dl).
A concentragdo de globulinas foi calculada (proteina total menos concentracdo de

albumina).

Andlise estatistica

Os dados sao apresentados como a médiaterro padrao médio (EPM). Os
limites de confianga (95%) foram determinados para cada parametro bioquimico e
hematoldgico usando um programa estatistico comercial (versdo Instat 3,0, San Diego,

USA).

4.2. Efeito da cipermetrina

Peixes

Os peixes (peso médio 336,8 g +11,5) foram coletados em agudes em Rolante,
RS, foram conduzidos ao laboratorio de fisiologia, UFRGS, dentro de 2 horas apds a coleta.
Os animais foram transportados em sacos plasticos com oxigénio disponivel e colocados
sub a superficie da agua do tanque por aproximadamente 15 minutos. Apds, os sacos foram

cortados e os peixes liberados para nado na agua doce livre de cloro, com temperatura e
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oxigénio dissolvido controlado. A densidade de estoque foi 5g/l. Os peixes foram
alimentados com racdo comercial SUPRA (proteina crua minimo 36%, amido 21,5%,
lipidio minimo 7,5%, fibras 3,8%, cinzas 12%, umidade maximo 12%, enriquecimento por
kg de racdo: vitamina A 10.000UI, vitamina C 250 mg, vitamina D3 3.000UI, vitamina E 80
mg, vitamina B; 5 mg, vitamina B, 10 mg, vitamina B¢ 6 mg, vitamina B, 100ug, vitamina
K3 5Smg, acido folico 1 mg, colina 1.500 mg, 4cido pantoténico 50 mg, biotina 0,5 mg,
niacina 80 mg, inositol 150 mg, Cu 20 mg, Fe 40 mg, I 5 mg, Mn 30 mg, Se 0,4 mg, Zn
180 mg, Ca maximo 3,2%, P minimo 1,5%; 3.216 kcal/kg de ragcao) uma vez ao dia em 1%

do peso corporal, e sem alimento 24 horas antes do inicio dos experimentos.

Agua

A 4gua dos tanques foi substituida 20% diariamente. O controle de qualidade
para 9 parametros foi feito semanalmente e sempre antes do comego dos experimentos. As
caracteristicas fisico-quimicas da agua do tanque nos experimentos estdo mostradas na

Tabela 1-Capitulo2.

Cipermetrina
A cipermetrina (com o nome comercial de cypergold CE200, produzida por
Aventis Cropscience, Sao Paulo, Brasil) foi adquirida em uma agropecuaria (Tedesco,

Porto Alegre, Brasil) na concentracao de 20%.
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Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda foi realizado para determinar o valor da CLs, da
cipermetrina. A cipermetrina nas concentragoes de 0,08, 0,10, 0,12, 0,16, 0,20, 0,24,
0,32 e 0,36 ppm foi diluida nos tanques. Para cada concentragdo um grupo de 10 peixes
foi aleatoriamente colocado nos tanques. Este procedimento foi repetido pelo menos 3
vezes.

O ntmero de peixes mortos e as mudangas comportamentais foram
observados apds 24, 48, 72 e 96 horas. Os peixes mortos foram imediatamente removidos
dos tanques.

A CLi6, CLsp e a CLg4 foram calculadas pelo método de probito, conforme
Greenberg et al., (1985) para os periodos de 24, 48, 72 ¢ 96 horas. Duas concentragdes
subletais (30% e 45% da CLsy 48 horas) foram usadas para a avaliagdo dos efeitos

bioquimicos, hematoldgicos e comportamentais nos peixes.

Efeitos bioquimicos e hematoldgicos da cipermetrina

Apbés os testes de toxicidade aguda da cipermetrina no jundid, as
concentragdes subletais de 0,00 (controle), 0,08 e 0,12 ppm do piretroide foram
selecionadas para estudar os efeitos na composi¢ao bioquimica e hematoldgica dos peixes.
O sangue foi coletado antes e apos 2, 4 e 8 dias do tratamento com a cipermetrina. As
amostras de sangue foram obtidas por pungao do vaso caudal com seringa plastica de 3ml
estéril. ApoOs a coleta de sangue, os peixes foram sacrificados por decapitacdo. Os
parametros sangiiineos foram analisados no Laboratorio de patologia Clinica do HCPA

(Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS, Brasil) de acordo com Borges et al., 2004.
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Para os testes hematologicos, o sangue foi colocado dentro de tubos contendo
EDTA10% como anticoagulante. Os seguintes parametros foram determinados: contagem
das células vermelhas totais (eritrocitos), contagem das células brancas totais (leucdcitos),
conteudo de hemoglobina e hematdcrito. Os indices corpusculares incluindo a média de
hemoglobina corpuscular (MHC), a média do volume corpuscular (MCV) e a média da
concentracao de hemoglobina corpuscular (MCHC) foram calculados por féormulas padroes
a partir do hematocrito, hemoglobina e eritrocitos.

Para os testes bioquimicos, o sangue foi colocado em tubos e deixados
coagular na temperatura ambiente, aproximadamente 25°C por 30 minutos. O soro foi
removido do coagulado ap6s centrifugagio a 3.000 rpm por 5 minutos e congelado a - 20°C
até a andlise. Os eletrolitos (cloreto, sédio, potassio, calcio, magnésio, fosforo),
metabolitos (triglicerideos, colesterol, uréia, creatinina, glicose, proteina total) e enzimas
(alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina, lactato
desidrogenase) foram determinados por um sistema automatizado (ADVIA 1650, Bayer,

Chemistry System, Tokio, Japao) com adequados padrdes.

Analise Estatistica

Os dados s3ao mostrados como percentual da média de mortalidades
acumulativas. As concentragdes letais (CL¢, CLso € CLg4), limites de confianca (95%) e os
parametros de inclinacdo, correlacdo e intercepto foram calculados pelo método Litchfield
& Wilcoxon (1949) através de um software de computador (LETAL.EXE, US. 1.3. FKS,
1991).

Para os estudos bioquimicos e hematolégicos os valores foram apresentados

como a média + erro padrao médio (EPM) de 5-53 individuos. As diferencgas entre os
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valores do controle e dos animais tratados foram realizadas pelo teste-t pareado e pela
ANOVA de uma via seguida dos testes de comparacdes multiplas Bonferroni e Tukey-
Kramer. Foi usado um programa estatistico comercial (Graphpad Instat versdao 3,0, San

Diego, USA). As diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.

4.3. Estudo do sémen

Peixes

Pelo menos 188 machos de jundia Rhamdia quelen com peso médio de 253 +
8 g e comprimento médio de 30,4 + 0,4 cm foram obtidos de um produtor de peixes em
Rolante, RS, durante 2002 e 2003. Os peixes foram retirados dos acudes durante diferentes
meses do ano, transportados ao laboratério e mantidos em tanques de dgua doce de 5001,
livre de cloro, sob foto periodo natural e temperatura controlada (24 + 2°C). Os peixes
foram conservados na densidade de 5g/l nos tanques e foram mantidos por 3 dias antes da
amostragem.

Os animais foram alimentados com ragdo comercial SUPRA (proteina crua
minimo 36%, amido 21,5%, lipidio minimo 7,5%, fibras 3,8%, cinzas 12%, umidade
maximo 12%, enriquecimento por kg de racdo: vitamina A 10.000UI, vitamina C 250 mg,
vitamina D3 3.000UI, vitamina E 80 mg, vitamina B; 5 mg, vitamina B, 10 mg, vitamina Bg
6 mg, vitamina B, 100pg, vitamina K3 5Smg, acido félico 1 mg, colina 1.500 mg, acido
pantoténico 50 mg, biotina 0,5 mg, niacina 80 mg, inositol 150 mg, Cu 20 mg, Fe 40 mg, I

5 mg, Mn 30 mg, Se 0,4 mg, Zn 180 mg, Ca maximo 3,2%, P minimo 1,5%; 3.216 kcal/kg
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de racdo) uma vez ao dia em 1% do peso corporal, e sem alimento 24 horas antes da

amostragem.

Qualidade da agua

A qualidade da dgua foi monitorada usando um kit de andlises comercial (Alfa
Tecnoquimica, Florianopolis, SC, Brasil) como segue: pH, temperatura, concentra¢do de
amonia, alcalinidade, dureza, nitrito, nitrato, cloreto, concentragdes de oxigénio dissolvidas.
Os valores da qualidade da agua nos dias que os peixes foram amostrados (Tabela 1-

Capitulo3) sao representativos da qualidade da agua durante o estudo.

Coleta do sémen

O sémen foi obtido de 91 machos, que foram aleatoriamente selecionados nos
tanques. O abdomen era limpo com gaze e apos o s€émen foi coletado com seringas
plasticas (sem agulha) por cuidadosa pressao da por¢ao anterior do abdomen em diregdo ao
gonadoporo do peixe. Cuidado foi tomado para prevenir a contamina¢ao do s€émen com a

urina, o muco e as fezes.

Caracteristicas do sémen

A cor de cada amostra de sémen foi discriminada visualmente, imediatamente
apos a coleta. O volume do ejaculado (excluindo a primeira por¢ao aquosa) foi medido em
seringas plasticas. O pH foi determinado por fitas indicadoras (Merck, Alemanha) (para

menores volumes de sémen: <1,0 ml) e por pHmetro digital DIGIMED (= 1ml de sémen).
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Densidade espermatica
A densidade espermatica foi determinada através do espermatdcrito e da

contagem dos espermatozédides em um microscopio optico.

Espermatdcrito

Tubos capilares de microhematocrito (75mm de comprimento e 1,1-1,2 mm
1.d.) foram preenchidos (aproximadamente 70%) com sémen e a ponta de cada tubo foi
selada com fogo para a centrifugagdo dos tubos em uma centrifuga de microhematocrito a
12.000 x g. Um experimento inicial foi conduzido para determinar o tempo de
centrifugacdo necessario para encontrar leituras estaveis. O espermatocrito foi medido em
intervalos de 5 minutos até 65 minutos de centrifugacdo. Medidas foram feitas em
triplicata para cada amostra e a média das trés medidas foram usadas para os resultados. O
espermatocrito era medido dentro de trés horas da coleta do sémen. Durante este periodo
os tubos foram mantidos a 4°C. O espermatdcrito, definido como a relagdo do volume de
material solido no tubo pelo volume de sémen x 100, foi medido em triplicatas de 91

machos de jundia.

Contagem espermatica

Uma camara de contagem Neubauer de cristal (BOECO, Alemanha) foi usada
para a contagem espermatica como Tvedt et al., 2001 com pequenas modifica¢des. Para as
contagens, o s€émen foi diluido 1.500 vezes em solugdo salina (2,94% de citrato de s6dio em

formaldeido 4%). A contagem foi estimada em triplicatas a partir de 91 machos de jundia.
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Anadlise da mobilidade espermatica

A mobilidade dos espermatozoides foi estimada num microscopio Optico (x
400) logo apo6s a coleta do sémen. A mobilidade espermatica foi determinada por dilui¢ao
de 10ul de sémen em 1 ml de 4gua do tanque e com solugdes de diferentes valores de pH.
Uma gota deste preparado era colocada sobre uma lamina que ap6s era coberta com uma
laminula para visualizagdo no microscopio. As observagdes da mobilidade foram feitas a
temperatura ambiente, usando trés triplicatas por amostra. Uma pessoa conduziu todas as

observagdes de mobilidade espermatica para diminuir o grau de variagao.

Avaliacao da mobilidade

A mobilidade espermatica foi determinada por estimativas subjetivas do
percentual de células espermaticas e pela duracdo da mobilidade (periodo antes que a maior
parte das células se tornassem imoéveis) através de um crondmetro. A mobilidade foi
estimada usando uma escala arbitraria em que 0 representa 0%, 1=0-25%, 2=25-50%,
3=50-75%, 4=75-90% e 5=90-100% de espermatozdides modveis. A influéncia do
armazenamento do sémen a temperatura ambiente (24°C) foi determinada. A mobilidade

do sémen foi analisada ap6s um tempo de armazenamento de 0, 1, 2, 3, 4 e 5 horas.

Plasma seminal

O sémen de cada amostra foi centrifugado (10.000 x g, 10 minutos) e o plasma
seminal foi removido e conservado a -20°C para posterior analise no Laboratorio de
Patologia Clinica do HCPA (Hospital de Clinicas de Porto Alegre). Todos eletrolitos,

metabolitos e enzimas foram determinados usando um sistema automatizado com padrdes
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adequados (ADVIA 1650, Bayer, Tokyo, Japao, 2000). O sistema automatizado foi
regularmente monitorado para seguranca e precisdo de acordo com as “Boas praticas de
laboratério”. Os parametros foram medidos e expressos pelas unidades que seguem:
colesterol, triglicerideos, glicose, bilirrubina, uréia, creatinina, magnésio, fosforo, calcio
(mg/dl); amoénia (umol/l); alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase
alcalina, lactato desidrogenase (U/l); cloreto, potassio, sédio (mEq/l); albumina, proteina
total (g/dl). A concentracdo de globulinas foi calculada (proteina total menos concentracao

de albumina).

Microscopia Optica dos espermatozéides do jundid

Esfregacos de sémen diluido 1:100 em uma solucdo tamponada de formol
salina foram corados pelo método de Cerovsky (Cerovsky, 1976) e observados (x 400) em
um microscopio Nikon Eclipse E600. As fotografias dos espermatozoides do jundia foram
obtidas por uma camara Sony DX Al151 acoplada a um microscopio Zeiss sob 6leo de

imersao (x 1000), usando um software KS 300 (Kontron Electronic).

Analise estatistica
A média * erro padrao médio foi calculada para cada caracteristica de sémen
usando triplicatas das amostras em pelo menos 5 machos por semana. Foi usado um

programa comercial estatistico (Instat versdo 3,0, San Diego, USA).
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5. CAPITULO 1

“Hematologic and Serum Biochemical Values for Jundia (Rhamdia quelen)”

(Artigo publicado na revista Fish Physiology and Biochemistry)

47



HEMATOLOGIC AND SERUM BIOCHEMICAL VALUES FOR JUNDIA
(RHAMDIA QUELEN)

Adriana Borgesl, Luciana V Scottiz, Daniele R Siqueiral, Daiane F Jurinitz' and Guillermo
F Wassermann'

Laboratério de Endocrinologia Experimental’, Departamento de Fisiologia, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Sarmento Leite,
500, CEP 90050 170, Porto Alegre, RS, Brazil (Phone/FAX +51-3316 3302, E-mail:
adriana.borges@ufrgs.br).

Servico de Patologia Clinica?, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre, RS,
Brazil

Key words: fish, hematology, serum chemistry, jundia, Rhamdia quelen, RBC,WBC

48



Abstract

The determination of hematologic parameters for jundia Rhamdia quelen cultivated in
ponds is an easy and useful tool for the control of their sanitary and nutritional conditions.
In the present work hematologic indices (RBC, WBC, Ht, Hb, MCV, MCH, MCHC),
electrolytes (Cl, Na, K, Ca, Mg, P), metabolic products (creatinine, urea, ammonia, glucose,
total protein, triglycerides, cholesterol, bilirubin) and enzymes (alanine and aspartate
aminotransferase, alkaline phosphatase, lactate dehydrogenase) were measured in a
population of jundia. The mean + SEM and the confidence limits (95%) were established.

Introduction

The jundia (Rhamdia quelen, Quoy and Gaimard) is a South American teleost fish that
belongs to the Siluridae order, Pimelodidae family and Heptapterinae subfamily (Gomes et
al., 2000). It is an important species for aquaculture in temperate and subtropical climates,
raised as a source of dietary protein, but little is still known about its basic physiology.
Some aspects of its metabolism (Barcellos et al., 2001,; Barcellos et al., 2003) and its
reproductive endocrinology have been described in recent papers, where seasonal variations
have been reported in females (Barcellos et al., 2001;) as well as in males (Barcellos et al.,
2002). The main of the present paper is to provide the fish producers with a reference value
to control the health of their jundid cultivated in ponds, measuring periodically some
representative samples.

Material and Methods

Animals: Jundid males were obtained from a fish producer in Rolante, RS, Brazil, in the
last week of January 2003. In the laboratory, the fishes were kept in 5001 tanks for 3 days
under normal photoperiod (13.5 h light: 10.5 h dark and ambient temperature 25+1°C).
Tanks received an exchange of 15% fresh water per day. The fishes were kept at a stocking
density of approximately 5g/l. The fish were fed with ‘SUPRA’ commercial fish pellets
(containing crude protein, Ca, P, vitamins A, C, D3, E, B1, B2, B6, B12, K3, folic acid,
pantothenic acid, biotin, niacin, inositol, Cu, Fe, I, Mn, Se and Zn) each day at 1% body
weight per day and without any feeding for 24 hours before sampling. Average body
weight, body lengths and heights of fish during the experiment are presented in Table 1.

Water quality: The tanks were monitored for water quality at each sampling period
(Tablel) using a commercial analysis kit (Alfa Tecnoquimica, Florianopolis, SC, Brazil):
temperature, pH, ammonia concentration (measured daily); dissolved oxygen
concentrations, nitrite, nitrate, alkalinity, hardness, chloride (measured twice weekly).

Sample collection: Blood samples were taken from jundia netted and restrained without
anesthetic, caught by the random selection method. During sampling, care was taken to
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minimize stress in the netted fish and in the fish remained in the tank. For all
determinations blood samples were taken by puncture of the caudal blood vessels into
sterile 1ml plastic syringes and a 23-gauge needle. After blood collect, fishes were
sacrificed by decapitation.

Hematologic parameters: The blood was placed into tubes containing EDTA as
anticoagulant. The packed cell volume or hematocrit was determined in capillary tube with
a microhematocrit centrifuge spun at 12,000 rpm for 5 min (Morris, 1996). Manual method
for counting red (erythrocyte), white(leukocyte) blood cell and thrombocyte were
performed within 6 hours of collection on a standard Neubauer cell counting chamber
(Hemocytometer), after 1/200 dilution of blood in 0.9% saline solution. The
cyanmethemoglobin method was adopted for Hemoglobin determination. The blood
solution was centrifuged (3,500 g for 6min) to remove interferents, after was measured
spectrophotometrically (A 540) (Stoskopf, 1993). Blood smears were fixed and stained
with May-Griinwald and Giemsa to determine the thrombocyte and differential WBC
counts. The analysis of hematological composition was made according to Hrubec et al.,
2001 and Bain, 1997. The following parameters were determined: neutrophils, monocytes,
small lymphocytes, large lymphocytes, immature cells and TLC (thrombocytes like cells).
Corpuscular indices including the mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular
volume (MCV) and mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) were calculated
by standard formulas from hematocrit, blood hemoglobin and red cell count values. The
blood samples were also analyzed with a clinical hematologic counter (MICROS 60
ABX") (Table 4) and the results were compared to the manual counts.

Biochemical parameters: The blood in the tubes was allowed to clot at room temperature,
approximately 25°C, for 30 min. Serum was removed from the clotted sample after
centrifugation at 3.000rpm for 5 min and frozen at 20°C until chemical analysis. Samples
were analyzed within 48 hours of collection and thawed immediately prior to analysis. All
electrolytes, metabolites and enzymes were determined using an automated system with
appropriate standards (ADVIA 1650 Chemistry System, Bayer, Tokyo, Japan). Every day
the automated system was calibrated and monthly monitored for accuracy and precision.
The following parameters were measured and expressed in the given units: cholesterol,
triglyceride, glucose, bilirubin, urea, creatinine, magnesium, phosphorus, calcium (mg/dl);
ammonia (umol/l); alanine aminotransferase (ALP), aspartate aminotransferase (AST),
alkaline phosphatase, lactate dehydrogenase (U/I), chloride, potassium, sodium (mEq/l);
albumin, total protein (g/dl). The concentration of globulins was calculated (total protein
minus albumin concentrations).

Statistical tests: Data are presented as means + standard error(SEM). Confidence limits
(95%) were determined for each hematologic and biochemical parameter using a
commercial statistical program (Instat version 3.0, San Diego, USA). Non-parametric
methods were used to establish the reference intervals.
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Results

The results of hematologic analysis of jundia are shown in Table 4. The majority of the
hematologic values found were similar to those described for other fishes (Hrubec et al.,
1996; Tavares-Dias et al., 1999; Ozretic€ et al., 2001).

Discussion

The jundia is recognized as one of the leading fish species in terms of aquaculture potential
in South America. However, their hematology and other blood parameters, as well as their
variability, have not been sufficiently documented. This study was, therefore, designed to
catalogue the basic values of jundid hematology and associated biochemical parameters
from farmed fish in order to establish the statistical variability of a population subjected to
the same environmental conditions. As mentioned previously, the important values for
clinical diagnosis are the reference intervals defined by a specified proportion (usually
95%) of the range of values found in a healthy reference population.

Not all leukocyte types have been reported for the fish species in which cellular
morphology has been described. For example, catfish (Ictalurus punctatus) has
thrombocytes, neutrophils, monocytes, basophils and eosinophils (Williams and Warner
1976).

Generally, the hematologic values determined for jundid in this study are
similar to the ones published for catfish and also some of our results are comparable with
the values reported recently by Barcellos et al.(2003). Thus, in the current study the small
lymphocyte was the most abundant leukocyte, followed by large lymphocytes, monocytes
and neutrophils. In the analyzed samples no eosinophils or basophils were found, similar to
the low or zero values found in Red pacu by Tocidlowski et al. (1997) and in Striped bass
by Hrubec et al. (1997). Thrombocytes were found in large numbers, close to 30x10°/pl.

It was reported by Atamanalp et al.(2002) that hematological and biochemical
parameters are adequate indicators of the changes in enviromental conditions. Base in this
concept we are at present analyzing the effect of chronic and acute exposition to
contaminants on the blood reference values of jundia comunicated in this paper.
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Table 1. Physical and chemical parameters of water quality, mean weights and body
measurements of fish

Parameter Value

Temperature (°C) 25

Total alkalinity (mg/l) 69.5

Total hardness (mg/1) 76.1

Dissolved oxygen (mg/l) 7.0

pH 7.1
NHj; un-ionized (mg/1) 0.006
NO; - N (mg/1) 0,2
NO; — N (mg/]) 4.5
Chloride (mg/1) 38,5
Body weight (g) 198.3
Length (cm) 294
Height (cm) 15.3
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Table 2. Mean = SEM and confidence limits (95%) of serum biochemical values of males

of jundia
Parameter n Confidence limits 95%
Mean + (Lower-Upper)
SEM
Chloride (mEq/1) 123.0+£1.0 23 120.9-125.1
Sodium (mEqg/1) 139.6 £0.6 25 138.3-140.9
Potassium (mEq/1) 2340.2 22 1.9-2.7
Total Calcium (mg/dl) 13.8£0.3 21 13.1-14.4
Magnesium (mg/dl) 3.5+0.2 22 3.1-3.8
Phosphorus (mg/dl) 9.8+0.6 24 8.5-11.0
Creatinine (mg/dl) 0.12+£0.06 39 0.10-0.13
Urea (mg/dl) 56+04 29 4.7-6.5
Ammonia (umol/l) 2142+20.8 23 171.0-257.3
Glucose (mg/dl) 65.1£3.6 22 57.6-72.5
Total protein (g/dl) 42+0.1 20 4.0-4.4
Albumin (g/dl) 1.9+0.06 20 1.8-2.0
Globulin (g/dl) 2.3+0.08 20 22-24
Triglycerides (mg/dl) 42731495 28 325.8-528.8
Total cholesterol (mg/dl) 170.7£10.2 21 149.4-192.0
HDL-cholesterol (mg/dl) 81.8+ 1.8 22 78.0-85.5
LDL-cholesterol (mg/dl) 272+4.0 20 18.8-35.7
Total bilirubin (mg/dl) 0.28+£0.02 21 0.25-0.31
Indirect bilirubin (mg/dl) 0.18+0.01 21 0.14-0.21
Direct bilirubin (mg/dl) 0.1 +0.0 21 0.1-0.1
Alanine aminotransferase (ALP or 345422 38 30.1-38.9
GPT)(U/1)
Aspartate aminotransferase (AST or GOT) 114.1+7.1 42 99.7-128.5
(U/l
Alkaline phosphatase (U/I) 90.2+5.2 40 79.7-100.8
Lactate dehydrogenase (U/1) 1053.7 £86.7 27 875.5-1123.2
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Table 3. Mean + SEM and confidence limits (95%) of hematologic values of males of
jundia.

Parameter n Confidence limits 95%
Mean + SEM (Lower-Upper)
Erythrocytes (x10°/mm’) 3.7+£0.1 38 3.5-3.9
Hemoglobin (g%) 8.7+ 0.1 38 8.4-9.0
Hematocrit (%) 43.0+12 38 40.6-45.4
MCV (1) 1209+6 38 108.3-133.5
MCH (pg) 243+09 38 22.3-26.3
MCHC (g/dl) 20.7+0.5 38 19.7-21.7
Total leukocytes (10°/ul) 101.0+10.1 30 80.4-121.7
Neutrophils (%) 29+04 30 2.0-3.7
Monocytes (%) 151£1.6 30 11.9-18.4
Small lymphocytes (%) 50.1£2.6 30 44.8-55.4
Large lymphocytes (%) 304+1.5 30 27.4-33.5
Immature cells (%) 1.2+0.18 30 0.8-1.6
TLC (%) 02+0.09 30 0.01-0.38
Neutrophils (10°/ul) 28+05 30 1.8-3.8
Monocytes (10°/ul) 13.84+1.8 30 10.1-17.6
Small lymphocytes (10°/ul)  53.1+6.6 30 39.4-66.7
Large lymphocytes (10°/ul)  30.1 £33 30 23.3-36.9
Immature cells (10°/ul) 09+0.15 30 0.6-1.2
TLC (10°/pl) 0.16+£0.07 30 0.0-0.3
Thrombocytes (10°/ul) 289+55 30 17-40
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Table 4. Comparative values from automated and manual techniques

Parameter Valuesmean n  Confidence Confidence
+ SEM (manual limits Values mean  limits 95%
technique) 95% + SEM (Lower-
(Lower- (automated Upper)
Upper) technique)
Erythrocytes 3.7+0.1 38 3.5-3.9 2.5+0.06 2.3-2.6
(x10°/mm”)
Hemoglobin (g%) 8.7%0.1 38 8.4-9.0 10.6 + 0.2 10.1-11.1
Hematocrit (%) 43.0+1.2 38 40.6-454 38.5+1.08 36.2-40.7
MCV (fl) 1209+ 6 38 108.3-133.5 156 £2.0 151.8-160.1
MCH (pg) 243+09 38 223-263 433+0.7 41.8-44.7
MCHC (g/dl) 20.7+0.5 38 19.7-21.7 27.7+0.3 27.1-28.3
Total  leukocytes 101.0+10.1 30 80.4-121.7 61.6x+52 50.5-72.7
(x10°/mm*)
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6. CAPITULO 2

“Biochemical Values of Seminal Plasma and Annual Variations of Physical
Characteristics of the Milt from Jundid Rhamdia quelen
(Quoy and Gaimard, Pimelodidae)”

(Artigo submetido a revista Fish Physiology and Biochemistry)
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Abstract

This study investigated the composition of milt of the South American silver catfish
(Rhamdia quelen) or jundia. The semen was taken from jundia in different periods during
the four seasons. The biochemical composition of seminal fluid and the characteristics of
sperm were analyzed. The total extractable volume of milt per fish in one day was 1.06 ml
during summer (maximum) and 0.23 ml during winter (minimum). Sperm density
(spermatocrit) showed higher values in the spring and in the beginning of the summer (79-
82%) decreasing slightly afterwards reaching 65 to 69% in the fall and winter.
Immediately after water dilution 90-100% of the spermatozoa presents vigorous
straightforward motility that remains for at least 20 seconds. This pattern of motility is
maintained for more than 2 hours after stocking the milt at room temperature. The pH from
5 to 10 of the water dilution do not influence the sperm motility. The mean seminal pH and

osmolality values were 8.7+0.07 and 274.8+11.2, respectively. The ion concentration was:

Na 153.7£2.4, K 10.7+2.4, Cl 139.4£2.1 (mEq/l), Ca 8.0+ 0.4, Mg 1.8+0.1, P 0.9+0.08

(mg/dl). The total protein was 6+0.5 mg/dl and cholesterol concentration 0.36+0.02

mmol/l.
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Introduction

The jundia Rhamdia quelen (Siluridae, Pimelodidae) or silver catfish occurs from Southern
Mexico to Central Argentina. This fish can withstand cold winters and grow fast in the
summer. Jundid is a suitable species for fish production in the southern part of South
America, making it ideal for any region with a temperate or subtropical climate (Barcellos
et al., 2001; Barcellos et al., 2002; Borges et al., 2004) because of its good growth rate,
omnivorous feeding habit, a high fertilization and hatching rates (Gomes et al., 2000). No
less important is the fact that they are very well accepted by the consumers.

To have a controlled and successful production in aquaculture systems is
necessary to have an adequate knowledge of the morphological, physical and chemical
characteristics of the milt in order to determine the reproductive viability of cultivated fish.
Also the ionic and organic constituents of the seminal fluid can reflect the efficacy of fish
fertilization capacity (Ciereszko et al., 2000).

The aim of the present investigation is to determine the physical and chemical
characteristics of milt of the jundid Rhamdia quelen. The comparison of the chemical

composition of the seminal plasma with of the blood serum of jundia was also made.

Materials and methods
1. Fish
At least 188 sexually mature male jundia, Rhamdia quelen with mean weight 253 + 8 g and

a mean length of 30.4 £ 0.4 cm were obtained in freshwater ponds from fish producer in
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Rolante, RS, during 2002 and 2003. The fishes were caught during different months of the
year, transported to the Laboratory and kept in 500 I freshwater tanks with dechlorinated
circulating water under natural photo period and controlled temperature (24 + 2°C). The
fishes were kept at a stocking density of approximately 5g/l in the tanks and were
maintained for 3 days prior to stripping .
The animals were fed with commercial fish pellets SUPRA (containing
crude protein, Ca, P, vitamins A, C, D3, E, B1, B2, B6, B12, K3, folic acid, pantothenic
acid, biotin, niacin, inositol, Cu, Fe, I, Mn, Se and Zn) each day at 1% body weight per

day and without any feeding 24 hours prior to sampling.

2. Water quality control

Water quality was monitored using a commercial water analysis kit (Alfa Tecnoquimica,
Florianopolis, SC, Brazil) as follows: pH, temperature, ammonia concentration, alkalinity,
hardness, nitrite, nitrate, chloride and dissolved oxygen concentrations. Water quality
values on days that the fish were sampled are shown (Table 1) and were representative of

water quality over the duration of the study.

3. Milt collection

The semen was obtained from 91 males, that were randomly selected from the holding
tanks. The abdomen was wiped clean with gauze, and after the milt collected with plastic
syringes (without needle) by gently pressing the abdomen from the anterior portion towards
the gonopore of the fish. Care was taken to prevent contamination with urine, mucus and

feces.
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4. Characteristics of semen

The color of each sample was judged visually, immediately after collection. The volume of
the ejaculated (excluding the first watery portion) was measured in plastic syringes. The
pH was determined by indicator strips non-bleeding (Merck, Germany) (to lower semen

volume: < 1.0 ml) and digital pH meter DIGIMED (=upper semen volumes > 1.0 ml).

5. Sperm estimation
Sperm density was determined measuring spermatocrit value and also through microscopic

sperm counting.

5.1. Spermatocrit

Microhaematocrit capillary tubes (75 mm lenght and 1,1-1,2 mm i.d.) were filled
(approximately 70%) with semen and one end of each tube was sealed with fire for tubes
centrifugation in a microhaematocrit centrifuge spun at 12.000 g. An initial experiment
was conducted to determine the time of centrifugation required to achieve stable readings.
It was measured the spermatocrit at 5 min intervals up to 65 min of centrifugation.
Measurements were done in ftriplicate for each sample and the average of three
measurements was used for the results. Spermatocrit was measured within three hours of
semen collection. During this time the tubes were kept at 4°C. Spermatocrit, defined as the
ratio of volume of solid packed material to total volume of semen x 100, was measured in

triplicate from 91 males.

63



5.2. Sperm count

An improved Neubauer counting chamber Bright line (BOECO, Germany) was used for
sperm counting as Tvedt et al., 2001 with small modifications. For the counts, semen was
diluted 1500-fold in 2,94% solution of sodium citrate, formaldehyde 4%. The counting

was estimated in triplicates from 91 males.

6. Sperm motility analysis

Spermatozoa motility was estimated under a light microscope (x 400) right after the semen
collection. Sperm motility was determined by diluting 10ul of milt in 1ml of freshwater
tank and solution with distinct pH values. A wet mount (slide and cover slip) was prepared
with a droplet of this diluted milt and placed under a microscope. Sperm motility
observations were done at room temperature, using at least three replicates per sample. One
person conducted all the sperm motility observations in order to decrease the degree of

variation.

6.1. Motility evaluation
Sperm motility was determined by subjective estimates of percentage of motile sperm
cells and by the duration of motility (Ilength of time before most cells became immobile)
by a stopwatch. Motility was assessed using an arbitrary scale in which 0 represents 0%,
1=0-25%, 2=25-50%, 3=50-75%, 4=75-90%, 5=90-100% of motile spermatozoa. The
influence of semen stockage at room temperature (24°C) was determined. The motility

of collected milt was analyzed after a stocking time of 0, 1, 2, 3, 4 and 5 hours.
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7. Seminal plasma

Milt from each sample was centrifuged (10.000 x g, 10 min.) and the seminal plasma was
removed and kept at —20°C for further analysis in the Laboratory of Clinical Pathology at
the CHPA (Clinical Hospital of Porto Alegre). All electrolytes, metabolites and enzymes
were determined by using an automated system with adequate standards (ADVIA 1650
Chemistry System, Bayer, Tokyo, Japan, 2000). The automated system was regularly
monitored for accuracy and precision in accordance with “good laboratory practices”. The
following parameters were measured and expressed in the following units: cholesterol,
bilirubin, urea, creatinine, magnesium, phosphorus, calcium (mg/dl); alanine
aminotransferase (ALP), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (U/l),
chloride, potassium, sodium (mEq/l); albumin, total protein (g/dl). The concentration of

globulins was calculated (total protein minus albumin concentrations).

8. Light microscopy of jundia sperm

Smears of semen diluted 1:100 in a buffered formol saline solution were stained with
Cerovsky method (Cerovsky, 1976) and observed (x400 magnification) in a Nikon Eclipse
E 600 microscope. The photographed jundid sperm were obtained by a DX A151 Sony
Camera, connected to a Zeiss standard microscope under oil immersion (x1000

magnification), using a KS 300 software (Kontron Electronic).
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9. Statistical Tests
Means = standard error(SEM) was calculated for each milt characteristics using triplicates

samples for at least 5 males per week. We use a commercial statistical program (Instat

version 3.0, San Diego, USA).

Results

1. Anatomy

Fig 1 illustrates one specimen of jundia Rhamdia quelen of 5 months of age. The mean
weight of the jundia of this age is 253+ 8 g, their length 30.4 + 0.37 cm and the width (at
the abdomen) 15.66 + 0.33 cm. The paired testes have a sperm duct; the two sperm ducts
join caudally forming a terminal duct that opens into a genital papilla. The testes are
composed by lobes with numerous fringes and their general aspect is similar to the ones

described for the Iheringichthys labrosus (Santos et al., 2001).

2. Characteristics of the semen
2.1. Spermatozoa
The spermatozoa of jundié is represented in the Fig. 2. They have an oval head of about

3.1um + 0.24 of length and 2um =+ 0.28 of width. The flagellum has a longitudinal

dimension between 15 to 25 um.
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2.2. Physical characteristics of semen
The semen of jundia has white color, without any odor, creamy aspect and its pH is 8.0 £

0.03.

2.3.Spermatocrit and sperm density

The spermatocrit values found after different times of centrifugation are showed in Fig. 3.
After 25 min. of centrifugation the percentage of packed sperm cells reached a plateau. In
all subsequent experiments the time of centrifugation was fixed in 30 min. The profile of
the spermatocrit values from September to July is showed in Fig 4. The values of sperm
concentration are also showed as a reference. The sperm cell count was found to be

between 48 — 75 x 10° ml™.

2.4.Volume of semen

Fig. 5 shows the volume of semen obtained per fish in one day of each month of the year.
The total semen extracted per day.kg" fish during representative months of seasons is
shown in Fig. 6. The number of spermatozoa extracted for fish in different seasons is in

Fig. 7.

2.5.Motility of spermatozoa
2.5.1. Motility analysis
The spermatozoa remain immobile in the semen but were activated after water dilution.

The motility duration after dilution was defined in an arbitrary scale from zero to five (0-5).
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Zero represents the immobile spermatozoa and five the 100% mobile spermatozoa with

forward, rapid and strong motility (Fig. 8).

2.5.2.Sperm motility and semen stockage
The stockage of semen at room temperature (24°C) has a significantly (p<0.05) influence
on the duration of the spermatozoa motility after water dilution. (Fig. 9). The normal

motility is preserved at least up to 2 hours of stockage at room temperature.

2.5.3.Influence of pH on the spermatozoa motility
The influence of the pH of the dilution water on the duration of sperm motility is
represented in Fig. 10. Between pH 5 to 10 the pH did not have significantly influence. At

pH3 and 12 the spermatozoa suffered physical damage.

3. Seminal Fluid

The concentration of electrolytes, metabolites and enzymes of jundid seminal fluid is
shown in Table 2. It can also be observed that the composition of the fluid diverges to the
composition of blood serum of jundia in practically all parameters measured. The pH of

seminal fluid is 8.720.07 and its osmolality is 274.8+11.2.
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Discussion

The results reported here allow us to conclude that the spermatozoa of jundid have an ovoid
head with a length of 3.1+ 0.24um and a width of 2+ 0.28um. The flagellum is 15 to 25
um long. The values of the spermatocrit found vary from 79-82% in spring and beginning
of the summer and between 65-69% in fall and winter.

The total volume of expressible milt per fish was 1.06 ml during December
(maximum) and 0.23 ml in July (minimum). This represents 4.2 ml.kg™ fish in November,
3.6 ml in January, 1.7ml in April and 1.1 ml in July. In red porgy Pagrus pagrus L. it was
found mean values of 1.7ml to 5.3ml.kg™ of expressible milt during the year (Mylonas et
al., 2003).

The spermatozoa reach class five (5) motility (vigorous and straightforward
movement) immediately after water dilution and remain in this class approximately 20
seconds. Approximately 1 min after water dilution, the spermatozoa were all immobile.
The stocking time in the milt preserved the class 5 motility during at least two hours at
room temperature (24°C). The pH of the dilution water did not have influence on the
duration of class 5 motility, between the range of pH 5 to 10. Similar results were observed
by Kime and Tveiten (2002) with spermatozoa of Anarhichas minor submitted to variation
of pH between 6.0 to 9.0. Also in the Odontesthes bonariensis, spermatozoa became
motile in a wide range of pH (5.4-8.3). Thus, pH appears to have little, if any, effect on
motility activation (Striissmann et al., 1994). The electrolyte concentration of jundid on the
seminal plasma showed in table 2 indicates that the Na" and K' levels are higher than in

blood serum and these high concentrations are in part responsible for the suppression of

69



sperm motility (Billard, 1975; Benau & Terner, 1980; Morisawa et al., 1983, Morisawa,
1985.).

The motility of sperm in most species is induced by the osmotic shock, when it
is mixed with water either during natural spawning, or under laboratory conditions
(Morisawa e Suzuki, 1980; Perchec et al. 1993). The spermatozoa of jundia are activated
immediately in contact with freshwater, and the high percentage of vigorous and forward
moving motile spermatozoa is maintained only for a very short time (20seconds, Fig. 7).
The spermatozoa of Clarias gariepinus are activated immediately after dilution and the
motility spermatozoa is maintained for a very short time (30 seconds) at the spawning
temperature of the fish (28°C) (Mansour et al., 2003).

The spermatocrit increased during the spawning season indicating a variation
of sperm concentration (Fig. 4) during the period of the study. From the methods used
for the milt evaluation, spermatocrit is the easiest and fastest to be used as a routine
analysis. The relationship found between spermatocrit and sperm density recommends
the use of spermatocrit as a simple, rapid and economic method to determine the sperm
density also in jundia (Fig. 4). This relationship has previously been reported for several
other teleost species (Bouck and Jacobson, 1976; Piironen, 1985; Ciereszko and

Dabrowski, 1993; Rakitin et al., 199, Tvedt et al, 2001).

In seminal plasma of rainbow trout Ciereszko and Dabrowski (1993) found a
mean protein concentration of 1.3+0.7 mg.ml”’ . In Sparus aurata Kara et al. found
between 4.310.6 to 6.7+1.5 mg.ml’ total protein in seminal fluid. In jundid the
concentration of protein found in seminal plasma was 0.6+0.05 mg.ml". The concentration

of globulin was predominant: 0.42+0.03 mg.ml'. The concentration of albumin was
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0.18+0.01 mg.ml". The concentration of triglycerides of seminal fluid of jundiad was
relatively low: 0.15 mmol.lI"'; the values in Sparus aurata were between 0.2+0.04 to
0.5240.03 mmol.I" (Kara et al., 1996).

For cholesterol the value in jundia seminal fluid was 0.36+0.02 mmol.I". In
Cyprinus carpio the concentration found ranges from 0 to 0.22 mmol.I"(Kruger et al.,
1984), and in Sparus aurata the values found were between 0.3620.1 to 4.6+0.1 mmol.I".

The ion concentration of seminal plasma was different with respect to the
concentration of blood serum. The values of chloride, sodium and especially potassium are
higher than the ones found in blood serum. On the contrary, calcium, magnesium and
phosphorus have lower values. The relationship between the high concentration of
potassium and low concentration of calcium seems to be the cause of the inhibition of
sperm motility. Baynes et al. 1981, in Salmo gairdnerii fish demonstrated that the high
calcium concentration antagonizes the potassium effect on the sperm motility. It means
that the high ration potassium/calcium produced inhibition of the spermatozoa motility.

The information of the normal physical and chemical characteristics of
seminal plasma of jundia should help to optimize the process for selecting high quality

donor males for aquaculture operations.
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Legends of the Figures
Figure 1

Five months-old jundia Rhamdia quelen

Figure 2

Spermatozoa of jundia Rhamdia quelen. Light microscopy (magnification 400 X).

Figure 3
Influence of centrifugation time on spermatocrit in jundia. Each point represents the mean

of least 15 milt samples collected from 5 males.

Figure 4

Values of spermatocrit and cell counts of jundia during the year.

e cell count (x10°/ml) M spermatocrit

Figure 5
Volume of semen extracted per fish in one day of each month of the year. The number of

fish are between brackets.

Figure 6

Total semen extracted (ml day.kg™ fish) during representative months of the seasons. The

number of fish are between brackets.
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Figure 7
Production of spermatozoa in different seasons (number of spermatozoa x ml™” x volume of

semen (ml) x day™). The number of fish are between brackets.

Figure 8

Motility duration of jundia sperm (in percentages of vigorous and straightforward moving
spermatozoa) after activation with tank fresh water at room temperature (24°C). All
spermatozoa were immobile after 45 seconds. Each point represents the mean of least 45

milt samples collected from 15 males.

Figure 9

Influence of stocking time on the duration of sperm motility. The horizontal line represents
the time after collection or storage period in hours after withdrawal of the semen at room
temperature (24°C). n=5 samples for each time.

a different of b and ¢ (p<0.05); b different of ¢ (p<0.05).

Figure 10
Motility of jundia spermatozoa in different pHs. In pH3 the cell were precipitated and in
pH12 the cells were completely dissolved. n=5 for group (triplicates milt collected for all

fishes).
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Table 1. Physical and chemical parameters of the water of the stocking tanks

Parameter Values
Temperature (°C) 24.3
Total alkalinity (mg/dl) 75.3
Total hardness (mg/1) 82.7
Dissolved O, (mg/l) 7.0

pH 7.2
NHj; un-ioniz.(mg/1) 0.006
NO; — N (mg/l) 0.18
NO; — N (mg/l) 4.1
Chloride(mg/1) 35
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Table 2. Mean = SEM and Range of the seminal fluid and Mean £ SEM blood serum
biochemical values of males of jundi

PARAMETERS SEMINAL FLUID BLOOD SERUM*
n Range n
Mean + SEM Mean +SEM
Chloride (mEq/1) 139.4+2.1 21 125 - 149 123.0+1.0 23
Sodium (mEgq/1) 153.742.4 20 142 — 162 139.6+0.6 25
Potassium (mEq/1) 10.7£0.5 21 8.0-14.1 2.340.2 22
Total Calcium (mg/dl) 8.4+0.4 20 58124 13.840.3 21
Magnesium (mg/dl) 1.840,1 20 1.1-3.0 3.54£0.2 22
Phosphorus (mg/dl) 0.9+0.08 20 0.5-1.1 9.840.6 24
Creatinine (mg/dl) 0.8+0.06 19 04-1.0 0.12£0.06 39
Urea (mg/dl) 6.7+0.7 20 4-13 5.610.4 29
Acid uric (mg/dl) 0.2440.02 18 0.1-0.4
Total protein (g/dl) 0.6+0.05 19 0.2-0.9 4.2+0.1 20
Albumin (g/dl) 0.1840.01 19 0.1-0.3 1.940.06 20
Globulin (g/dl) 0.42+0.03 19 0.1-0.6 2.3+0.08 20
Triglycerides (mg/dl) 10.9+0.8 18 6-14 427.3449.5 28
Total cholesterol (mg/dl) 13.9+0.9 20 10-17 170.7£10.2 21
HDL-cholesterol (mg/dl) 3.3+40.4 17 1-6 81.8+1.8 22
LDL-cholesterol (mg/dl) 9.0+0.9 17 5-14 272440 20
Total bilirubin (mg/dl) 0.2+0.01 20 0.1-0.2 0.2840.02 21
Indirect bilirubin (mg/dl) 0.11+£0.006 20 0.1-0.2 0.18£0.01 21
Direct bilirubin (mg/dl) 0.09+0.01 20 0.0-0.1 0.1+0.0 21
Alanine aminotransferase 8.91+0.6 20 5-13 34.542.2 38
(ALP or GPT)(U/)
Aspartate aminotransferase 247.8423.4 19 146 — 331 114.1+7.1 42
(AST or GOT) (U/1)
Alkaline phosphatase (U/)  3.8+0.3 19 2-6 90.2452 40
Osmolality (Osm/kg) 274.8+11.2 5 231 -295.1

* Borges et al., 2004.
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Fig.3
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Fig.4
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Fig.5
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Fig.6
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Fig.8
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7. CAPITULO 3

“Toxicity of cypermethrin in jundia Rhamdia quelen. Changes in haematological and
serum biochemical values due to sub-lethal concentrations of cypermethrin”

(Artigo submetido a revista Fish Physiology and Biochemistry)
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Abstract

Jundias (Rhamdia quelen, Quoy and Gaimard), a South American teleostean fish, were
exposed to sub-lethal concentrations of cypermethrin (30% and 45% of 48h DLs, of 0.265
ppm) for 2, 4 and 8 days. Serum biochemical, haematological values and the behavioral
changes were studied. The 30% DLs, or 0.08 ppm produced significant elevations of Mg*",
P, K', creatinine, urea, glucose, cholesterol, AST, alkaline phosphatase and LDH, and
decrease of total proteins and triglycerides in serum. The fish did not present behavioral
changes. The 45% DLs, or 0.12 ppm produced significant elevation of Na*, Mg, P, K,
creatinine, urea, glucose, cholesterol and alkaline phosphatase, and diminution of
triglycerides, ALP and AST levels in serum. At this concentration the fish showed hyper-
excitability, struggle for better oxygenation and the gills and mouth widely open. The
haematological values remained normal except for Hb and MCHC which became higher
with both concentrations. Results of the present work show that biochemical analysis of

serum can be useful to detect incipient cypermethrin intoxication of the shoal.
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Introduction
Cypermethrin is a type II pyrethroid compound classified as a toxicity class III chemical
(moderately toxic). In the last decades, this pyrethroid has displaced in the agriculture, due
to the low toxicity for birds and mammals, the organochlorine, organophosphorus and
carbamates insecticides.
The pyrethroids however are very toxic to fish due to their low capability to hydrolyze
these compounds (Haya, 1989). Consequently the pesticides carried away from farming
fields by the rain into lagoons, ponds and rivers, became a source of high toxicity for
fish aquaculture. Furthermore this contamination can also be transferred through phyto-

plankton to fish.

Due to their lipophilicity, pyrethroids have a high rate of gill absorption even from very
low concentration in water. This in turn would be a contributing factor to the sensitivity
of the fish to aqueous pyrethroid exposures, since fish seem to be unable to metabolize

the pyrethroids efficiently (Viran et al., 2003).

The synthetic a-cyano-fenoxy-benzyl-containing pyrethroid insecticides act on
the central nervous system of vertebrates (Edwards et al., 1986). They block the sodium
channels of nervous fibers, thereby lengthening their depolarization phase; moreover, they
affect the GABA receptors in the nervous fibers (Hayes, 1994; Bradbury and Coats,
1989ab; Svobodova et al., 2003). These insecticides have been postulated to be involved in
interactions not only with Na’ channels, but also with neurotransmitters, receptor-
ionophore complexes and ATPases (Szegletes et al., 1995; Dorman and Beasley, 1991).

Reddy and Philip, (1994) reported that cypermethrin inhibited both Mg®" and Na-K
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dependent ATPases probably leading to a decrease in nerve impulse transmission and
impairment of ionic regulation.
Pirethroids are highly toxic to the gills themselves, producing serious alteration in their
epithelium, impairing the gaseous exchange (Caliskan et al., 2003). These compounds

are also toxic to fish liver, kidney, brain and muscle (Das and Mukherjee, 2003).

The acute toxicity of cypermethrin varies depending on the fish species. The
96-h LCs for cypermethrin varies from 0.021 ppm in the guppy (Caliskan et al., 2003) to
0.139 ppm in Labeo rohita (Das and Mukherjee, 2003).

The jundia or silver catfish (Rhamdia quelen, Quoy and Gaimard) is a South
American teleost fish that belongs to the Siluridae order, Pimelodidae family and
Heptarinae subfamily (Gomes et al., 2000; Lermen et al. 2004). It is an important species
raised as a source of dietary protein and recognized as one of the leading fish species for
aquaculture in temperate and subtropical climates.

The aim of the present study was to determine the DLsy (24, 48, 72 and 96
hours) of cypermethrin in the jundid and evaluate short term effect (2,4 and 8 days) of two
sub-lethal doses (30% and 45% of 48 h LCsp) on haematological and serum biochemical

values.
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Materials and methods

Fish

The fish (mean weight 336.8 + 11.5) were collected from ponds in Rolante, RS, and
brought to the Laboratory of Physiology, UFRGS whithin 2h of collection. The animals
were transported in plastic bags with enough air and were placed under tank water surface
for about 15 min. Afterwards, the bags were cut open and the fish released to swim into the
dechlorinated fresh water tank, that have temperature and dissolved oxygen controlled. The
stock density was 5g/l. The fish were fed with SUPRA commercial fish pellets (containing
crude protein, Ca, P, vitamins A, C, D3, E, B1, B2, B6, B12, K3, folic acid, pantothenic
acid, biotin, niacin, inositol, Cu, Fe, I, Mn, Se and Zn) at 1% body weight daily. The fish
were maintained in the tanks for at least 3 days and were fasted 24 hours before the starting

of the experiments.

Water
The tank water was replaced (20%) every other day. The quality control for nine
parameters was made weekly and always before the beginning of the experiments. The

physic-chemical characteristics of tank water used in the experiments are shown in Tablel.

Chemical
Cypermethrin (with the name of cypergold CE200, produced by Aventis Cropscience, Sao
Paulo, Brazil) was purchased from a dealer (Tedesco, Porto Alegre, Brazil) at 20%

concentration.
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Acute toxicity
Four-day static acute toxicity test was performed to determine the LCsy value of
cypermethrin. Cypermethrin at the concentrations 0.08, 0.10, 0.12, 0.16, 0.20, 0.24, 0.32
and 0.36 ppm were diluted in the tanks. For each concentration a group of 10 fish was
randomly placed in the tanks. This procedure was repeated at least 3 times.

The number of dead fish and the behavioral changes of the animals were observed after

24,48, 72, and 96 hours. The dead fish were immediately removed from the tanks.

The DL;s, DLsy e DLgs were calculated by probit method according to
Greenberg et al. (1985) for the periods of 24, 48, 72 and 96 hours. Two sub-lethal
concentrations (30% and 45% of LCsy 48h) were used for the evaluation of the

biochemical, haematological and behavioral effects on fish.

Biochemical and haematological effects of the cypermethrin
After the tests of acute toxicity of cypermethrin in jundid, absence to the exposure (control)
and the sub-lethal concentrations 0.08 and 0.12 ppm of the pyrethroid were selected to
study the effects in the serum biochemical and haematological composition of the fish.
Blood was collected before and after 2, 4 and 8 days of treatment with cypermethrin. Blood
samples were taken by puncture of the caudal blood vessels with sterile 3ml plastic
syringes. After blood collection, the fish were sacrificed by decapitation. The blood
parameters were analyzed in the Laboratory of Clinical Pathology at the HCPA (Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, RS, Brazil) according Borges et al., 2004.

For the haematology tests, the blood was placed into tubes containing EDTA as

anticoagulant. The following parameters were determined: total red blood cells
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(erythrocytes) count, total white blood cells (leukocytes) count, hemoglobin content and
hematocrit. The corpuscular indices including the mean corpuscular hemoglobin (MCH),
mean corpuscular volume (MCV) and mean corpuscular hemoglobin concentration
(MCHC) were calculated by standard formulas from hematocrit, blood hemoglobin
percentage and red cell count values.

For the biochemical tests, the blood was placed in tubes and allowed to clot at
room temperature, approximately 25°C, for 30 min. Serum was removed from the clotted
sample after centrifugation at 3.000rpm for 5 min and frozen at -20°C until analysis. The
electrolytes (chloride, sodium, potassium, calcium, magnesium, phosphorus), metabolites
(triglycerides, cholesterol, urea, creatinine, glucose, total protein) and enzymes (alanine
aminotransferase (ALP), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase, lactate

dehydrogenase) were determined by using an automated system with adequate standards.

Statistical Tests

Data are shown as percentage of cumulative mortalities mean. Lethal concentrations
(LCys, LCso, LCg4), 95% confidence limits and the parameters of inclination,
correlation and intercept were calculated by the method Litchfield and Wilcoxon
(1949) through a computer software (LETAL.EXE, US. 1.3. FKS, 1991).

For the biochemical and haematological studies the values are presented as the
mean = standard error (SEM) of 5-53 individuals. The differences between the data of

control and treated animals were performed by a paired t-test and one-way ANOVA with

Bonferroni and Tukey-Kramer multiple comparisons post tests. We used a commercial

98



statistical program (Graphpad Instat version 3.0, San Diego, USA). Differences were

considered to be significant when p< 0.05.

Results

Acute toxicity

The results of the tests for lethal toxicity of cypermethrin are represented in Table 2. Probit
analysis showed that the lethal concentrations 50% for 24, 48, 72 and 96 hours were 0.298,
0.265, 0.196 and 0.193 ppm, respectively (Table 2). The mortality rate for the period of 96

hours for all cypermethrin concentrations is represented in Figure 1.

Behavioral observations

The control and the 0.08 and 0.10 ppm groups showed normal behavior during the test
period. The first signs of cypermethrin intoxication were observed with the 0.12 ppm
concentration: excitability, struggle for better oxygenation, gills and mouth widely open,
color darkening and loss of body mucus. The higher concentrations produced obvious

signs and symptoms of general intoxication.
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Serum biochemical modifications

The serum biochemical components were analyzed in fish exposed to the sub-lethal
concentrations of 30% and 45% of the 48 hours - DLs, (0.265ppm). With the concentration
of 0.08ppm it was observed a significantly increase in the values of K', Mg and P as well
as creatinine, urea (after 4 and 8 days), glucose (after 2 and 8 days) and cholesterol. Total
proteins and triglycerides were reduced. From the enzymes measured, GOT (after 4 and 8
days), alkaline phosphatase (after 2 and 8 days) and Lactate dehydrogenase (after 4 and 8
days) have higher values (Table 3) The concentration of 0.12ppm produced an elevation of
Na' (after 4 and 8 days), Mg and P levels. Also creatinine, glucose and cholesterol were
increased. Triglycerides were reduced. The ALP and AST (after 4 and 8 days) were also
reduced. The alkaline phosphatase increased (Table 4). The haematological values
remained normal except in case of hemoglobin and MCHC that increased with 0.08 and

0.12 ppm (after 4 and 8 days) (Table 5).

Discussion

The results reported in the present study allow us to draw the following conclusions: The
DLs, for 24, 48, 72 and 96 h at 25°C for the jundia Rhamdia quelen were 0.295, 0.265,
0.198 and 0.193 ppm respectively. The biochemical signs of intoxication preceded the first

signs of behavioral distress produced by cypermethrin.

The exposure of jundia for 2, 4 or 8 days to cypermethrin at a concentration of

30% DLs (0.08ppm) did not produce obvious signs of distress in the fish, their appearance
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and movements were normal. The haematological parameters were also unaltered with the
exception of hemoglobin and MCHC after 4 and 8 days. The earlier sign of cypermethrin
toxicity was observed in serum biochemical values: K, Mg"™", P, urea, glucose, cholesterol,
creatinine, AST, alkaline phosphatase and LDH were significantly increased while total

proteins and triglycerides were reduced.

The toxicity of cypermethrin varies depending on the fish species. In guppies
Poecilia reticulate, Polat et al., 2002 reported a 48h LCs, value of 21.4pg.1’1. The 96 h
LCso values for Lebistes reticulatus (guppies) was found to be 21.3pg.1"(Caliskan et al.,
2003). In Labeo rohita Das and Mukherjee (2003) found a 96h LCs of 0.139ppm, close to
the values observed for jundia (96h LCsy 0.183 ppm). The values of LCs for jundid were
relatively elevated which may indicate some form of tolerance of the Rhamdia quelen to
cypermethrin.

The first behavioral signs produced by cypermethrin appear at the concentration
of 0.12 ppm and they have respiratory characteristics: the gills and mouth remain open. At
this concentration the fish have color darkening and reduction of body mucus. The
metabolic alterations produced by the toxic are probably aggravated by the gills lesions
produced by cypermethrin. Caliskan et al. (2003) reported that the most common changes
produced by zeta-cypermethrin are the lifting of the epithelial layer from gill lamellae and
some necrosis. They also found exudation and hyperplasia. These severe damages of the
gills affect the gas-exchange capabilities of the fish producing hypoxia and respiratory

failure.
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As in the case of 0.08 ppm concentration the biochemical values of serum for
Na', Mg2+, P, urea, glucose, cholesterol, creatinine and alkaline phosphatase were higher

than normal but triglycerides, ALP and ASP were lower.

The serum biochemical changes produced by the cypermethrin (increase in
glucose, urea, creatinine, cholesterol; diminution of protein and triglycerides) are probably
reflecting the lesions produced by the pyrethroid in the kidney, liver and muscle, (Das and
Mukherjee, 2003) worsened by the stress produced by the toxic with the consequent
elevation of cortisol values (Barcellos et al., 2001). These modifications allows us to
calculate metabolic coefficients which could help in the early detection of the intoxication
of the fish and could be useful as indicators or biomarkers of cypermethrin contamination

in the shoal.

coefficient Control Cypermethrin Cypermethrin
(0.08ppm) (0.12ppmpm)

Glucose(mg.dl™")/protein(g.dl™) 14.6 22.5 22.6

cholesterol/triglycerides(mg.dl™) 0.42 1.26 - 1.46 1.19-1.97

In our experiments the haematological parameters were not altered with the
different concentrations and periods of exposure used, except for the hemoglobin content
and MCHC after 4 and 8 days of treatment. Similar values were obtained by Svobodova et
al., 2003 using Deltamethrin in the Cyprinus carpio. Some others reports on the effect of
cypermethrin in haematological values appear contradictory; Atamanalp et al. 2002 found
an increase in RBC on the rainbow trout; Saxena and Seth (2002) observed a decrease of
RBC in the Channa Punctatus, Das and Mukherjee (2003), using Labeo rohita, found a

reduction of the percentage of Hb without changes in RBC and an increase in the total
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leukocyte counts. The different concentrations, periods of exposure and species make
difficult to establish a solid, valid and comparative evaluation of the pyrethroids effects on

fish haematological parameters.

The jundid exposed to cypermethrin showed higher values than controls of
glucose, urea, creatinine and cholesterol and lower than controls values of protein. Similar
results were obtained in other fish by different authors. In Labeo rohita (Philip et al., 1995)
it was observed that cypermethrin increases glycemic values. Deltamethrin produced in the
Cyprinus carpio hyperglycemic values (Szegletes et al., 1995) and hypoproteinemia (David
et al., 2004). Also, Das and Mukherjee (2003) found a decrease in protein content after
treatment with cypermethrin. Ceron (1997) reported a significant glucose increase in
common eel following a 96 h treatment with diazinon. It, seems that glucose increase is a
general response of fish to pollutant effect (Svobodova, 1971; Srivastava, 1981, Sancho et
al., 1997), probably as a sign of stress with the consequent increase in cortisol levels. In
agreement with our results, Reddy et al. (1991) reported elevated levels of cholesterol in
Tilapia mossambica.

The modifications of enzyme activity after cypermethrin intoxications varies
with the different concentrations and fish considered. In Cyprinus carpio the levels of ALP
or GPT and AST or GOT were elevated (David et al., 2004). In jundia the levels of ALP

were not altered. AST was increased or remained unchanged with cypermethrin.

The levels of lactate dehydrogenase were increased by cypermethrin according
Philip et al., 1995, Das and Mukherjee 2003, Ceron et al., 1997 and Sancho et al., 1997. In
jundid this enzyme activity did not change or had an increase. The increase of LDH

activity may indicate the activation of the glycolitic process with anaerobic metabolism
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(Szegletes, 1995). Sivakumari et al. (1997) studying the cypermethrin toxicity in Cyprinus
carpio suggest that changes of dehydrogenase activity in pesticide treated fish may be due
to severe cellular damage leading to the release of enzymes and impaired carbohydrate and

protein metabolism.

Cypermethrin produced in jundia a significantly elevation of the alkaline
phosphatase in almost all periods of exposure and concentrations used.

In conclusion, the results found in the present study show that biochemical
analysis of serum can be useful for fish breeders to detect incipient cypermethrin

intoxication of the shoal.
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Legend of the Figure:
Figure 1

Cumulative death during the period of 24, 48, 72 and 96 hours of jundié following exposed

to different cypermethrin concentration
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Table 1. Physical and chemical parameters of water quality

Parameter Value

Temperature (°C) 22.7

Total alkalinity (mg.I")  79.7

Total hardness (mg.1™) 85.3

Dissolved oxygen (mg.I") 7.0

PH 7.2
NHj; un-ionized (mg.1™") 0.008
NO; - N (mg.I") 0.2
NO; — N (mg.I'") 4.2
Chloride (mg.1™) 33.8
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Table 2. Toxicity of cypermethrin to jundia Rhamdia quelen (in ppm) calculated with the

concentrations 0.10, 0.12, 0.16, 0.20, 0.24, 0.32 and 0.36 ppm

Time (h) L Cso (ppm) 95% Confidence limits LCis LCss
upper lower
24 0.298 0.345 0.257 0.153 0.578
48 0.265 0.312 0.224 0.123 0.569
72 0.196 0.219 0.176 0.121 0.318
96 0.193 0.214 0.174 0.121 0.308
24 h 48 h 72 h 96 h
Inclination -0.290 -0.335 -0.212 -0.204
Intercept of axis -0.526 -0.577 -0.708 -0.714
Correlation coefficient 0.879 0.979 0.993 0.990
Slope inclination 0.070 0.031 0.011 0.013
Slope intercept 0.061 0.021 0.010 0.012
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Table 3. Biochemical values of blood serum — normal and after cypermethrin 0.08 ppm.

Values are mean + SEM

Parameter control After 2 days After 4 days After 8 days
n=7 n=7 n=8
Chloride (mEq.I™") 122.2+£0.8 118.1 £ 1.1 121.1+£2.7 117.8 £ 1.1
@ Sodium (mEq.I") 139.5+0.5  139.8+11 1464+ 18 141.0+0.8
I il
= Potassium (mEq.I") 2.3+0.1 3.8 + 0.3* 39+ 0'2* 43+ 0'2*
n
£ Total Calcium (mg.dI') 147+0.4 157408 14.0 £0.5 153 +0.7
[©) - z E3 E3 FEE
E Magnesium (mg.dl™") 34+0.1 41+0.1 4.4+01 38+0.1
[P) * *
I Phosphorus (mg.dl™) 9.6+04 12.4+0.9 146+08 131+0.6%
Creatinine (mg.dI'") 0.12 +0.005 01840012
“ I * *
? Urea (mg.dl™) 53+04 48+05 81+07 86+08
= Glucose (mg.dl™") 62.9+3.2 81.1+ 5.4** 68.8+ 2.6 90.6 + 8.5*
wn
% Total protein (g.dl™) 43+0.1 3.6+ 0.09* 32+ 0_2* 3.4+ 0_1*
o * *
‘g Triglycerides (mg.dl") 4024382 20804303 1624+ 14.1 1775+14.8
Q * *%x *%x
= Total cholesterol (mg.dl™) 1704 +7.7  263.0+ 315 224.0+5 259.0 + 18.0
«n Alanine aminotransferase 352+1.8 17.1+ 3'1* 39.4+1.6 37.1+4.1
‘" _(ALP or GPT)(U.I")
= Aspartate minotransferase 116.9 £ 6.3 95.0+11.2 188.0 + 15.3* 172.8 + 22.6*
& (AST or GOT) (U.I'"
% Alkaline phosphatase (UI)  988+44 15771938  111.0+128 15564209
S Lactate dehydrogenase (U.IT) 1033.9+70.7 9453+132.7 15346+ 145.6 13602+ 158.2

* % =p< (.05 (t test one tail p value)
*# = p<0.05 (t test two-tail p value)
* = p<0.05 (one-way ANOV A with Bonferroni and Tukey-Kramer multiple comparisons

post tests)
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Table 4. Biochemical values of blood serum — normal and after cypermethrin 0.12ppm.
Values are mean + SEM

Parameter control After 4 days After 8 days
After 2 days N=8 n=8
n=6
Chloride (mEq.l'l) 122.2+£0.8 121.5+£1.2 119.4£1.0 1245+£0.8
? Sodium (mEq.IT) 139.540.5 1401416 1461409  149.0+07
€ Potassium (mEq.I") 23+£0.1 3.0+ 0.3** 29+ 0.3** 2303
n
g Total Calcium (mg.dl'l) 147+£0.4 163+1.3 16.2£0.5 13.8+0.5
B . 1 * E3
§ Magnesium (mg.dl™) 34+0.1 43+03 43+0.12 3.710.1
M Phosphorus (mg.dl™) 96£04  129+10 138409 13509
Creatinine (mg.dl™) 0.12+0.005 02240016
- T *
) Urea (mg.dl™) 53+04 58+0.7 5.1+0.51 93+05
[=} . ** * EZ3
~ Glucose (mg.dI’) 62.9%3.2 87+10.5 11674167 914493
2 Total protein (g.dI™) 43+0.1 3.9+0.14 43£0.07 4.2 +0.09
o * *% *
:% Triglycerides (mg.dl™) 402.4 +38.2 166.3+ 9.0 194.0 + 16.1 125.6+9.7
(] * * *
S Total cholesterol (mg.dl™) 170.4 £ 7.7 240.1 + 22.0 230.5 + 25.2 246.5 + 21.8
Alanine aminotransferase 352+1.8 19.5 + 2.8* 16.1 + 1_6* 135+ 1.1*
@ (ALP or GPT)(U.I'Y B B B
l‘: Aspartate aminotrar_llsferase 116.9+6.3 123.6 + 10.2 80.4 + 6.07 90.8 + 6.4
@ (AST or GOT) (U.I')
§ Alkaline phosphatase (U.I"") 98.8+4.4 172.1 + 16.7* 136.1 + 15,4* 151.8 + 14,5*
K
[f] Lactate dehydrogenase (U.I") 1033.9+70.7 1367.8+192.95 911.5+106.3 1040.1 + 181.4

* k= p< (.05 (t test one tail p value)

*# = p<0.05 (t test two-tail p value)

* = p<0.05 (one-way ANOV A with Bonferroni and Tukey-Kramer multiple comparisons
post tests)
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Table 5. Haematological values of blood plasma — normal and after cypermethrin 0.08, 0.10

and 0.12 ppm. Values are mean = SEM

cypermethrin

Cypermethrin

Cypermethrin

Parameter Control 0.08ppm 0.10ppm 0.12ppm

n=47 After 2 days After 4 days After 8§ days After4 days  After 8 days
n=5 n=5 n=8 n=8 n=8

Eritrocytes 3.7+0.1 3.5+0.2 34103 3.7+0.2 3.7+0.2 39403

(x10°/mm”)

Hemoglobin 89+0.1 9.1+05 9.7+ 0.6** 10.2 + 0.4* 9.3+04 9.9+ 0.3*

(g%)

Hematocrit 422+1.0 398+1.4 39.8+1.1 399+1.6 425+ 1.7 364+ 1.4

()

MCHC 216£0.5 231%16 244409  258+09  220+03 274405

(g.dL™)

MCV (fL) 1194 +5.7 116.4 + 1204+£9.4 109.7 £5.7 1145+4.1 94.6+53

10.9

MCH (pg) 249+09 268+28 29.0+£1.2 28.0+£0.8 252409 260+ 1.6

Total 1152+ 11.7 167.0% 125.2+355 111.8+23.7 131.6 £9.6

leukocytes 42.0

(x10°/uL)

** % = p<0.05 (t test one tail p value)
* % =p<0.05 (t test two-tail p value)

* = p<0.05 (one-way ANOVA with Bonferroni and Tukey-Kramer multiple comparisons

post tests)

114



Fig.1

100- (ppm)
--0--0.36
= i --0--0.32
L 75
N
= --<O--0.24
<
3 504 --4--0.20
[
= --A--0.16
s 254
B --%--0.12
g --¥--0.10
5 .
07 ---4--0.08
0

time after cypermethrin exposure

(hours)

115



8. DISCUSSAO GERAL

Os resultados obtidos com o jundia possibilitam o uso deste peixe como animal
experimental, por ser de baixo custo, facil manuseio e necessitar de infra-estrutura
relativamente simples, com pouco espago e equipamento para a manutengdo. Pode ser
utilizado em aulas praticas em andlises comparativas bioquimicas, fisiologicas e
morfologicas, entre outras. Esses estudos aumentardo o conhecimento das especificidades
deste animal nativo, permitindo melhores condi¢des de cultivo e estratégias de producao.

Segundo Proencga & Bittencourt (1994) entre os critérios de selecdo para uma
espécie ser considerada adequada para o cultivo se destacam as seguintes caracteristicas:
apresentar bom crescimento em condigdes de cativeiro, ser resistente ao manejo, aceitar
alimento nao-vivo, de preferéncia ragdo peletizada, ndo apresentar canibalismo inter ou
intra-especifico e ter boa aceitacdo no mercado. O jundid parece possuir todas essas
caracteristicas e ser um forte candidato para a produgdo em larga escala através de viveiros
naturais ou artificiais.

A inser¢do do jundia nos sistemas de aqiiicultura preserva a espécie com suas
caracteristicas, se torna uma fonte de renda e um meio de difundir o peixe para mais
consumidores. O jundiad pode ser utilizado para o consumo humano, a pesca esportiva, o
povoamento e o repovoamento de areas.

Solugdes criativas de cultivos em areas relativamente pequenas com altos
indices de produtividade, transformando alimentos de pouco valor nutritivo ou subprodutos
da agricultura e pecudria em proteinas de alta qualidade, podem melhorar o padrdo

alimentar das pessoas. Além disso, a populagdo interiorana passa a dispor de pescado
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fresco e a baixo custo, j& que os de origem marinha quando obtidos ja contam com o
acréscimo das despesas relativas ao transporte e aos cuidados com a refrigeragao.

O Brasil com seu imenso estoque de aguas interiores tem uma posicao de grande
destaque para o desenvolvimento piscicola. Suas condigdes climaticas favorecem o
implemento do cultivo de peixes de agua doce, podendo ser melhores aproveitados os
recursos hidricos existentes e mais valorizadas as areas até entdo improdutivas.

Para o cultivo do jundid ¢ fundamental que se tenha um controle rigido sobre a
qualidade da agua a ser utilizada. Devem ser observadas a temperatura, o pH, a
alcalinidade, a dureza, a presenga de substancias toxicas, entre outras variaveis. A ma
qualidade leva os peixes a ficarem estressados, tornando-os sensiveis as enfermidades em
geral. O estresse afeta a homeostase dos peixes, com conseqiiente alteragdo do seu sistema
imunolégico, diminuindo a capacidade desses animais de reagir a patégenos (Pavanelli et
al., 1998). No regime de confinamento os peixes sdo submetidos ao estresse cronico pelo
manuseio diario dos tanques, pela degradacdo da qualidade da agua e pelos produtos de
secrecao.

As grandes concentragdes de animais constituem um fator a mais para o
aparecimento de doengas. Isso ¢ particularmente importante na piscicultura em que a
concentracao de peixes ¢ elevada por unidade de area, fazendo com que, quando existente
algum tipo de enfermidade sendo combatida a tempo, toda a populacdo de peixes seja
colocada em risco.

As enfermidades dos peixes podem ser causadas por agentes infecciosos ou nao.
Os infecciosos sdo, principalmente, bactérias, fungos, virus e parasitas. Os ndo infecciosos

sdo a ma-qualidade da agua e as deficiéncias nutricionais (Proenga & Bittencourt, 1994).
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Assim, com a expansdo da aqiicultura, ou seja, com o aumento da
concentracdo de jundid, os produtores destes peixes precisardo contar com ferramentas
importantes para diagnosticar as condigdes sanitarias e as possiveis enfermidades que
podem influenciar a sua produgao.

Segundo Hrubec et al. (2000) as andlises sangiiineas peridodicas podem
aumentar a producdo de pescado por facilitar a deteccdo precoce de doengas infecciosas ¢ a
identificagdo das condigdes subletais que afetam o desenvolvimento dos animais. Isto
contribuiria para o tratamento das doencas de modo mais especifico, efetivo e no momento
adequado.

Como a normalidade dos valores dos parametros sangiiineos demonstra o
equilibrio interno dos individuos, a padronizagdo dos valores sangiiineos normais para o
jundié foi uma das prioridades neste estudo. Esses dados foram obtidos de uma populagao
de peixes sob as mesmas condigdes.

Para outras espécies de peixes, como a truta arco-iris (Wedemeyer & Nelson,
1975), o “striped bass” (Tisa & Strange, 1983), “milkfish” (Bhaskar & Rao, 1989) e
“catfish” (Warner & Williams, 1977) diferentes intervalos de referéncias dos parametros
bioquimicos ja foram determinados. Esses intervalos de referéncia sdo usados para
determinar se o valor de um parametro para um individuo de uma populacao definida esta
acima ou abaixo do que ¢ encontrado numa populacdo. Este intervalo deve ser amplo o
bastante para acomodar as diferencas nos valores das flutuagdes diarias nas condigdes
ambientais, e ainda estreito o suficiente para detectar mudangas associadas aos distirbios
metabolicos e doengas (Hrubec et al., 1996b). Para o diagnoéstico clinico, a média das

amostras nunca seria usada.
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A relevancia do diagnostico dos pardmetros ja estd estabelecida para os
mamiferos. Se forem documentadas correlagdes dos parametros com as respostas
patologicas nas diferentes espécies de peixes, grande parte do trabalho realizado em
mamiferos podera ser aproveitado (Hrubec et al., 1996a).

Os valores normais dos parametros bioquimicos e hematologicos obtidos no
jundia sdo importantes para o controle sanitario e identificagdo de fatores externos que
podem modificar as propriedades da a4gua. Outras andlises que considerem padroes
sangiiineos de peixes provenientes de diferentes condi¢des de cultura, assim como de
outros métodos de coleta sangiiinea (pungao cardiaca e canulagdo) deverdo posteriormente
ser verificados.

Os parametros medidos neste estudo foram escolhidos por duas razdes.
Primeiro, os parametros podem ser facilmente medidos em laboratoérios de grandes centros,
como em pequenas localidades do pais, ndo sendo necessarios equipamentos sofisticados
para as analises. Segundo, os parametros sao medidos usando equipamentos automatizados
e padronizados, que reduzem a variacao dos resultados. Os analisadores automatizados sao

utilizados em amostras humanas, mas podem ser adaptados para o uso em outros animais

(Hrubec et al., 1996).

Para o fortalecimento seguro da aqiiicultura é necessario o acompanhamento
dos impactos ambientais que podem ser ocasionados por produtos metabolitos contidos nas
fezes, urina dos peixes, hormonios e medicagdes, os quais sdo aplicados nos peixes e/ou

diretamente no meio aquatico.

Em muitas situacdes os ecossistemas aquaticos estdo integrados com areas para

plantio, uma relacdo de proximidade que facilita a irrigacdo e a drenagem, dependendo da
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época e da quantidade de chuvas. Entretanto, se as atividades agricolas se situarem as
margens de agudes e fizerem uso de pesticidas, estes podem ser carregados pelas chuvas,
alcangar os reservatdrios de aguas, aumentar a contaminagao e a degradagdo do ambiente,
provocando efeitos adversos na satde dos peixes, observados na forma de sinais clinicos,
morbidade e mortalidade (Swarup & Patra, 2005).

Quando os peixes se tornam doentes por agdo de fatores externos, como pela
presenca de pesticidas, os sinais clinicos mais comuns sdo o escurecimento da pele, a
natacdo anormal, a letargia ou atividade exacerbada, a permanéncia excessiva na superficie
ou junto as margens, manchas brancas ou cinzentas e alteragdes do muco, entre outras
caracteristicas (Proenga & Bittencourt, 1994).

A cipermetrina, um piretréide amplamente utilizado como pesticida terrestre e
aquatico atua sobre o funcionamento do sistema nervoso central através dos canais i0nicos
nas células nervosas, provocando hiperatividade e subseqiiente falta de controle das fung¢des
normais (Wijngaarden et al., 2004).

Em nossas observagdes com a dose menor de cipermetrina (0,08 ppm),
embora ja se verificassem alteragdes bioquimicas, nenhuma mudanga comportamental pode
ser estabelecida. Os primeiros sinais clinicos que o jundid comecou a manifestar apds a
exposicdo a cipermetrina nos testes de toxicidade aguda foi com a dose de 0,12 ppm,
quando puderam ser visualizadas a presenca das branquias abertas, movimentos em circulos
na superficie da agua, alteragdes na coloracdo dos corpos e reducdo do muco de
revestimento. Isto demonstra que os sinais comportamentais seguem as mudangas nos
parametros sangiiineos, logo, embora as doses do piretroide sejam consideradas baixas para

efeito de toxicidade, as mesmas podem estar alterando o equilibrio interno do peixe.
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Embora a cipermetrina seja muito utilizada no controle das pestes, para a sua
aplicacdo ¢ necessario um monitoramento adequado devida a toxidade que a mesma pode
exercer sobre os diferentes animais. Entre os peixes em que foi detectada a toxicidade
aguda da cipermetrina o jundia foi o que precisou de uma concentragcao maior para causar a
mesma taxa de mortalidade, o que demonstra que o jundia, em relacdo a presencga deste
piretréide no ecossistema aquatico, parece ser mais resistente que outros peixes descritos na
literatura.

Estudos anteriores ja mostraram que os fatores ambientais podem influenciar
os valores sangiiineos (McDonald & Milligan, 1992; Bhaskar & Rao, 1989). Os resultados
encontrados neste trabalho permitiram a detec¢ao de alteragdes nos parametros sangiiineos
com a exposi¢do a cipermetrina antes mesmo que 0S animais comegassem a apresentar
sintomas e sinais externos de patologia. Isto deve ser levado em conta pelos produtores de
peixes em sistemas de aqiicultura e de pesquisadores em seus procedimentos
experimentais, uma vez que mesmo sem alteragcdes externas visiveis, a saide do peixe pode
estar gravemente afetada.

Além da padronizacdo dos valores sangiiineos do jundiad e do efeito do
disruptor ambiental cipermetrina sobre esses valores, um outro ponto analisado foram as

caracteristicas fisico-quimicas do s€émen deste peixe.

Os resultados obtidos com o sémen do jundia sdo importantes para produtores
nos sistemas de aqiiicultura e servem como subsidio para a pesquisa, principalmente em
analises dos aspectos reprodutivos do peixe. Como a piscicultura do jundid estd em

ascensdo, ha uma necessidade de informacgdes que facilitem os procedimentos visando a
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reproducdo artificial, a preservagdo dos genes caracteristicos da espécie e o

povoamento/repovoamento da ictiofauna em ecossistemas alterados.

Os machos do jundié iniciam o processo de maturagdo gonadal com 13,4 cm e
a partir de 16,5 cm todos os exemplares machos estdo potencialmente aptos para a
reproducdo (Narahara et al. 1985). Para os machos maduros uma pequena pressdo sobre o
abdomen proximo do orificio sexual ocasiona a saida do sémen, com o aspecto branco e
cremoso. Quando os machos estdo fora das estagdes de desova a quantidade de s€émen
expelida ¢ reduzida e expulsa sob forte pressao e, algumas vezes, mesclada com sangue. O
periodo de maior liberagdo dos espermatozodides do jundia foi de setembro a marco,
aproximadamente o mesmo periodo (outubro a abril) relatado por Biiyiikhatipoglu & Holtz

(1984) e Munkittrick & Moccia (1987) no Salmo gairdneri.

Na natureza, o sémen ¢ liberado muito proximo aos ovos, € O0s
espermatozoides alcancam estes dentro de segundos (Perchec et al., 1996). Nas condi¢des
experimentais do laboratdrio, apos a coleta do s€émen os espermatozodides conservam a
capacidade de movimento vigoroso e progressivo apds diluicdo até 2 horas de
armazenamento na temperatura ambiente (24°C). Essa observagdo pode ser util quando o
sémen tiver que ser coletado distante de onde sera manuseado, por que a mobilidade dos
espermatozoides, indicadora da qualidade espermatica e fundamental para o sucesso da
fertilizagdo, se mantém inalterada neste periodo de armazenamento do sémen.

Através da determinacao do volume de s€men, espermatdcrito, concentragao e
mobilidade dos espermatozodides, se verificou um padrao especifico de mobilidade para as
células espermaticas do jundid e a existéncia de uma flutuacdo no decorrer do ano nas

variaveis analisadas.
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A mobilidade dos espermatozoides foi ativada pela diminuicdo da
osmolalidade do meio, visto pela diluicdo das células espermaticas na agua. Os
espermatozoides do jundid apresentaram movimento progressivo € vigoroso por pelo menos
20 segundos apos a ativacao na agua e nas solucdes testadas. Aproximadamente 1 minuto
apos a dilui¢do na agua todos espermatozoides ja estavam imoveis. Perchec et al. (1995)
observou 30 segundos de duragdo da mobilidade nos espermatozodides da carpa Cyprinus
carpio e sugeriu que esse curto tempo ¢ devido principalmente a supressdo metabolica,
devido a falta de reservas energéticas. A entrada de agua nas células afeta a mobilidade por

diluicao do meio citoplasmatico e por alteragdo mecanica da célula espermatica.

O alto percentual de espermatozdides com movimento progressivo € vigoroso
tem sido usado como um parametro para a avaliagdo da qualidade do sémen (Sansone et al.,
2001). E este alto percentual de espermatozdides com esse tipo de movimento esta
diretamente relacionado com a capacidade de inseminacdo de uma amostra de s€émen
(Dreanno et al., 1998; Wang & Crim, 1999), assim como um percentual baixo de
mobilidade ¢ um indicativo de possivel dano celular (Lahsteiner et al., 1996; Yao et al.,

2000).

Além disso, foi visto que as caracteristicas da mobilidade espermatica do
jundia apds a diluigdo em solugdes de diferentes pHs ndo foram significativamente
diferentes da mobilidade observada na dgua. Alavi & Cosson (2005) também verificaram
que o ph do meio de nado dos espermatozdides tem pouca influéncia nos parametros de

mobilidade em ciprinideos, salmonideos e esturjaos.
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O espermatocrito e a contagem espermatica estiveram correlacionados um ao
outro no periodo analisado. A relacdo observada entre esses dois parametros permite o uso
do espermatécrito como método para estimar a densidade espermatica no jundid por
necessitar de menor tempo para a avaliagdo. Embora o resultado ndo seja expresso em
nimero de espermatozoides, a estimativa ¢ segura e € mais facil de ser utilizada sob

condigdes praticas.

A composicdo do fluido seminal foi verificada através dos valores dos
eletrolitos, metabodlitos e enzimas. Esses parametros seminais normais refletem as
condi¢des de armazenamento dos espermatozodides, protegem a capacidade fertilizante,
mobilidade, metabolismo e as fontes energéticas necessarias para a ativagdo espermatica no

momento adequado (Ciereszko et al., 2000).
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9. CONCLUSOES
Os resultados obtidos com o jundia Rhamdia quelen permitem as seguintes

conclusoes:

9.1 Conclusdes gerais

O jundid mostrou ser um animal de facil manuseio para as condigdes
experimentais trabalhadas. E uma espécie nativa, com poucos estudos de seus aspectos
fisiologicos ja realizados. Como se adapta as condi¢des climaticas do Rio Grande do Sul e
tem boa aceitabilidade pela populagdo, este peixe ¢ indicado para a produgdo em larga
escala em sistemas de aqiiicultura.

A obtengao dos valores sangiiineos normais permite o controle da saude dos
animais, como a deteccdo de doengas e o tratamento mais especifico de patologias. A
presenca de disruptores ambientais, como a cipermetrina, modificou a composi¢ao
bioquimica sangiiinea e muito pouco da hematologia destes peixes durante o periodo
analisado. A analise bioquimica do soro pode ser util para criadores de peixes detectarem
precocemente a intoxicagao de cipermetrina em cardumes.

A qualidade espermatica do jundid, como o seu padrdo de mobilidade, as
variacdes anuais no volume de sémen, espermatocrito, concentracdo espermadtica € o
conhecimento da bioquimica do fluido seminal informam produtores das caracteristicas
especificas deste peixe possibilitando estratégias reprodutivas. Essas informagdes também
otimizam o processo de selecdo de machos doadores de alta qualidade para operacdes na

aquicultura.
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9.2 Conclusdes especificas

Analise sanglinea

Os parametros bioquimicos e hematoldgicos investigados poderiam ser
utilizados no monitoramento das condigdes sanitarias de jundia cultivado
em acude.

Dos wvalores hematoldgicos determinados para o jundid os linfécitos
pequenos foram os leucdcitos mais abundantes, seguido pelos monocitos e
neutr6filos. Nas amostras analisadas nenhum eosinéfilo e basoéfilo foi

encontrado.

Efeito da cipermetrina

a.

A CLs da cipermetrina para o jundia Rhamdia quelen apos 24, 48, 72, 96
horas a 25°C foram 0,295, 0,265, 0,198 e 0,193 ppm, respectivamente.
Os primeiros sinais bioquimicos de intoxicagdo precedem os sinais de
estresse comportamental produzidos pela cipermetrina.

Os primeiros sinais comportamentais produzidos pela cipermetrina
apareceram na concentracdo de 0,12 ppm e eles tiveram caracteristicas
respiratorias: as branquias e a boca permaneceram abertas. Nesta
concentragdo os peixes tiveram cor escura e redu¢ao do muco do corpo.
Na concentra¢ao de 0,08 ppm os valores bioquimicos séricos de Na, Mg,
P, Uréia, Glicose, Colesterol, Creatinina e¢ Fosfatase Alcalina foram
maiores que os valores normais, mas os triglicerideos, a alanina

aminotransferase e a aspartato aminotransferase foram menores.
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d. Os parametros hematoldgicos ndo foram alterados com as diferentes

concentracdes e periodos de exposi¢ao de cipermetrina usados, exceto para

o contetido de hemoglobina e MCHC ap6s 4 ¢ 8§ dias de tratamento.

Estudo do sémen

a.

O espermatocrito aumentou durante a estagdo de desova indicando uma
variagdo da concentracdo espermatica durante o periodo do estudo. Os
valores do espermatocrito variaram de 70-82% na primavera e comego do
verdo e entre 65-69% no outono e inverno.

O volume total de sémen liberado pelos peixes foi de 1,06ml durante o
més de dezembro (maximo) e 0,23 ml no més de julho (minimo). Isto
representa 4,2 ml.kg'1 de peixe em novembro, 3,6 ml em janeiro, 1,7 ml
em abril e 1,1 ml em julho.

Os espermatozoides alcancaram a classe 5 de mobilidade (movimento
vigoroso e progressivo) imediatamente apds a diluicdo na agua e
permaneceram nesta classe aproximadamente 20 segundos. Apos 1
minuto da diluicdo na dgua os espermatozoides estavam todos imoveis. O
espermatozoides permaneceram na classe 5 de mobilidade, mesmo durante
2 horas de armazenamento na temperatura ambiente (24°C).

O pH entre 5 e 10 das solugdes ndo influenciou na duracdo da classe 5 de
mobilidade.

As seguintes concentragdes foram encontradas no fluido seminal:

eletrolitos (Cl 139,4+2,1; Na 153,7£2,4; K 10,7£0,5; Ca 8,4+0,4; Mg
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1,8+0,1; P 0,9£0,08), metabolitos (Creatinina 0,8+0,06; Uréia 6,7%0,7;
Acido trico 0,2440,02; Proteina total 0,6+0,05; Albumina 0,18+0,01;
Globulina 0,4240,03; Triglicerideos 10,9+0,8; Colesterol total 13,9+0,9;
HDL-Colesterol 3,3+0,4; LDL-colesterol 9,0+0,9; Bilirrubina total
0,240,01; Bilirrubina indireta 0,11%0,006; Bilirrubina direta 0,09£0,01) ¢
enzimas (Alanina aminotransferase 8,9+0,6; Aspartato aminotransferase
247,8423,4; Fosfatase alcalina 3,8+0,3; Osmolalidade 274,8+11,2).

A concentracao dos eletrolitos no sémen do jundiad indicou que os niveis

+ + ~ . .o 7 . I3 .
de Na" e K’ sd3o maiores que no soro sangiiineo e, os niveis de calcio,

magnésio e fosforo tiveram valores menores que os valores séricos.
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS

Através dos padrdes sangiiineos normais obtidos para o jundid, o estudo da
patologia clinica deste peixe podera ser implementado, comparando os valores de
referéncia com valores presentes em determinadas patologias. Ainda, a analise dos valores
alterados podera servir de diagnostico na detec¢do precoce de doengas ou mesmo de
processos patologicos ja instalados.

Os disruptores ambientais, quando presentes no ambiente aquatico, também
poderao ser detectados pelas analises dos pardmetros bioquimicos dos peixes. O desvio dos
valores normais podera demonstrar a influéncia exercida pelo pesticida na fisiologia do
animal. Outros estudos complementares poderdo seguir, como a medida da quantidade de
pesticida nos diferentes tecidos do animal, alteracdes morfoldgicas e a relagdo da presenca
do disruptor com a patologia desencadeada.

Os processos de fertilizagdo do jundid na aqiiicultura poderdo utilizar os
indicadores da qualidade e da quantidade de células presentes no sémen que foram
avaliados neste trabalho. As resultados obtidos podem auxiliar produtores de peixes a
otimizar o processo de selecdo de machos de jundid para a aplicagdo em técnicas de
inseminacao, armazenamento do sémen a curto e a longo prazo através de criopreservagao.

A composicao ionica do diluente tem um papel importante na ativagdo e
inativagdo da mobilidade (Sansone et al., 2001). Sendo assim, é importante a pesquisa de
meios de diluicdo do s€émen do jundida que favorecam a preservacdo desde o momento da
coleta até a utilizacdo, mantendo o sémen com as propriedades fisico-quimicas estaveis.
Estas solugodes, entretanto, devem induzir uma inativagdo temporaria da mobilidade,

previnindo o desgaste das reservas energéticas intracelulares.

129



Uma vez que, em outros peixes de dgua doce ja estudados, a mobilidade dos
espermatozoides esta correlacionada com efeitos i0nicos na membrana plasmatica (Perchec
et al., 1997), com o choque hipoosmotico e conseqiiente alteragdo do potencial da
membrana (Krasznai et al., 2000), poderdao ser analisadas as modificagdes de diferentes
concentracdes de potassio, calcio e soédio, assim como o efeito de bloqueadores e agonistas

de canais i6nicos sobre a mobilidade dos espermatozoides do jundia.
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12. ANEXO
Artigo submetido a revista Fish Physiology and Biochemistry “Biochemical Values of
Seminal Plasma and Annual Variations of Physical Characteristics of the Milt from
Jundia Rhamdia quelen (Quoy and Gaimard, Pimelodidae)” contendo as

modificacdes sugeridas pelos revisores
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Abstract
This study investigated the composition of milt of the South American silver catfish

(Rhamdia quelen) or jundia. The semen was taken from jundias in different periods during
the four seasons. The biochemical composition of seminal fluid and the characteristics of
sperm were analyzed. The semen quantity which can be extracted per fish in one day was
0.95+£0.08 ml during spring (maximum) and 0.24+0.03 ml during winter (minimum).
Sperm density (spermatocrit) showed higher values in the spring (75.1£1.3 %) decreasing
slightly afterwards reaching 63.0£2.4 to 65.0+2.2 % in the fall and winter. Immediately
after water dilution 90-100% of the spermatozoa presented vigorous straightforward
motility that remained for at least 20 seconds. The total duration of the motility was
47.9£1.3 seconds in the spring and 38.6+0.6 seconds in the other seasons (p<0.05). This
pattern of motility is maintained for more than 2 hours after storage of the milt at room
temperature. The pH from 5 to 10 of the water dilution does not influence the sperm
motility. The mean seminal pH and osmolality values were 8.7+0.07 and 274.8+11.2
(mOsm.Kg™"), respectively. The ion concentration was: Na 153.742.4, K 10.7+2.4, Cl
139.4+2.1, Ca 4.2+ 0.2, Mg 0.9+0.05, P 0.9£0.08 (mEq/l). The total protein was 0.6+0.05

mg/dl and cholesterol concentration was 13.9+0.9 mg/dl.

Introduction
The jundia Rhamdia quelen (Siluridae, Pimelodidae) or silver catfish occurs from Southern
Mexico to Central Argentina. This fish can withstand cold winters and grows fast in the
summer. Jundid is a suitable species for fish production in the southern part of South
America, making it ideal for any region with a subtropical climate or temperate (Barcellos
et al., 2001; Barcellos et al., 2002; Borges et al., 2004) because of its good growth rate,
omnivorous feeding habit, a high fertilization and hatching rates (Gomes et al., 2000). No
less important is the fact that they are very well accepted by the consumers.

The jundia reaches the sexual maturity during the first year of life. In the wild
the fishes spawn in clear and calm waters with rocky ground. They have two reproductive
peaks during the year: one in spring and the other in summer with multiple spawning

(Gomes et al., 2000). In jundid, as in other seasonal-spawning teleosts, there are huge
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changes in the size of the gonads throughout the year (Barcellos et al., 2001, 2002). In
male jundid, gonado-somatic index (Ig) rapidly increased during the spring and remained
high for most of the summer (spring 8.03+£0.64%, summer 8.25+0.82%, fall 0.81+0.34%,
winter 1.6+0.25%). Plasma testosterone concentrations started to increase with an increase
in the I (late winter, August), and reached a peak at the time the fish began to spermiate
(middle spring, November). Afterwards the testosterone concentrations decreased
progressively and the minimum levels were observed in autumn (Barcellos et al., 2002).

In order to have a controlled and successful production in aquaculture systems
it is necessary to have an adequate knowledge of the physical and chemical characteristics
of the milt in order to determine the reproductive viability of cultivated fish. Also the ionic
and organic constituents of the seminal fluid can reflect the efficiency of fish fertilization
capacity (Ciereszko et al., 2000).

The aim of the present investigation was to determine the physical and
chemical characteristics of milt of the jundia Rhamdia quelen and also testing seasonal

changes in milt quality.

Materials and methods
Fish
188 sexually mature jundia males (Rhamdia quelen), with mean weight of 253 £ 8 g and a
mean length of 30.4 = 0.4 cm were obtained in freshwater ponds from a fish producer in
Rolante, RS, during 2002 and 2003. The fishes were caught monthly, transported to the
laboratory and kept between 3 to 5 days in 500 1 freshwater tanks with dechlorinated
circulating water under natural photoperiod and controlled temperature (24 + 2°C) before
extraction. The stocking density was approximately of 5g/1 in the tanks.
The animals were fed with SUPRA commercial fish pellets (containing
crude protein, Ca, P, vitamins A, C, D3, E, B1, B2, B6, B12, K3, folic acid, pantothenic
acid, biotin, niacin, inositol, Cu, Fe, I, Mn, Se and Zn) each day at 1% body weight per

day and without any feeding 24 hours prior to sampling.
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Climatic conditions
The atmospheric temperatures were recorded daily. The natural day length was calculated

from sunrise to sunset, and the rainfall levels were obtained at the Regional Meteorological

Station (Fig.1).

Milt collection
The semen was obtained from monthly collected males after 3 to 5 days in the laboratory.

A total of 5-15 fish each month were randomly selected from the holding tanks. The
abdomen was wiped clean with gauze, and the milt collected with plastic syringes (without
needle) by gently pressing the abdomen from the anterior portion towards the gonopore of

the fish. Care was taken to prevent contamination with urine, mucus and feces.

Physical characteristics of semen
The color of each sample was judged visually, immediately after collection. The volume of

the ejaculated (excluding the initial watery portion) was measured in plastic syringes. The
pH was determined by indicator strips non-bleeding (Merck, Germany) (to lower semen
volume: < 1.0 ml) and digital pH meter DIGIMED (>upper semen volumes > 1.0 ml).

Sperm density was determined measuring spermatocrit value and also through

microscopic sperm counting.

Microhaematocrit capillary tubes (75 mm lenght and 1.1-1.2 mm i.d.) were
filled (approximately 70%) with semen and one end of each tube was sealed with fire for
tube centrifugation in a microhaematocrit centrifuge at 12 000xg. An initial experiment
was conducted to determine the time of centrifugation required to achieve stable readings.
The spermatocrit was measured at 5 min intervals up to 65 min of centrifugation (Fig. 2).
Measurements were done in triplicate for each sample and the average of three
measurements was used for the results. Spermatocrit was measured in the four seasons,
within three hours of semen collection. During this time the tubes were kept at 4°C.
Spermatocrit, defined as the ratio of solid packed material volume to total volume of semen

x 100, was measured in triplicate from 144 males.
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An improved Neubauer counting chamber Bright line (BOECO, Germany) was used for
sperm counting as Tvedt et al., 2001 with small modifications. Prior to the counting the
semen was diluted 1500-fold in a 2.94% solution of sodium citrate and formaldehyde

4%. The counting was estimated in triplicates from 100 males.

Evaluation of semen motility
Spermatozoa motility was estimated using a light microscope (x 400) right after the semen

collection. Sperm motility was determined by diluting 10ul of milt in Iml of fresh tank
water (pH 7.2), or tank water at pH 3 or 5 by addition of HCI (0.01M) or at pH 8.5, 10 and
12 by the addition NaOH (0.01M). A wet mount (slide and cover slip) was prepared with a
droplet of this diluted milt and placed in a microscope. Sperm motility observations were
done at room temperature (24°C), using at least three replicates per sample. One person
conducted all the sperm motility observations in order to decrease the degree of variation.
Sperm motility was determined by subjective estimates of percentage of motile sperm cells
and by the duration of motility (length of time before most cells became immobile) by a
stopwatch. Motility was assessed using an arbitrary scale in which 0 represents 0%, 1=0-
25%, 2=25-50%, 3=50-75%, 4=75-90%, 5=90-100% of motile spermatozoa. The influence
of semen storage at room temperature (24°C) was determined. The motility of collected

milt was analyzed after a storing time of 0, 1, 2, 3, 4 and 5 hours.

Analysis of seminal plasma
Milt from each sample was centrifuged (10 000 x g, 10 min.) and the seminal plasma was

removed and kept at —20°C for further analysis in the Laboratory of Clinical Pathology at
the CHPA (Clinical Hospital of Porto Alegre). All electrolytes, metabolites and enzymes
were determined using an automated system with adequate standards (ADVIA 1650
Chemistry System, Bayer, Tokyo, Japan, 2000). The automated system was regularly
monitored for accuracy and precision in accordance with “good laboratory practices”. The

following parameters were measured and expressed in the following units: cholesterol,
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bilirubin, wurea, creatinine (mg/dl); alanine aminotransferase (ALP), aspartate
aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (U/l), chloride, potassium, sodium,
magnesium, phosphorus, calcium (mEq/1); albumin, total protein (g/dl). The concentration
of globulins was calculated (total protein minus albumin concentrations). The methodology

of enzyme assays is shown in Table 1.

Statistical Tests

Means =+ standard error (SEM) was calculated for each milt characteristic using triplicates
samples for at least 5 males per week. Statistical evaluation was performed by one-way
ANOVA with Bonferroni’s post test using GraphPad InStat version 3.01, 32 bit for
Windows 95/NT (GraphPad Software, San Diego, California, USA, www.graphpad.com).

Differences were considered to be significant at p<0.05.

Results

Physical characteristics of the semen

The milt of jundid has white color, with creamy aspect and without any odor. The
spermatocrit values during the seasons are showed in Fig. 3. The values of sperm
concentration are also showed (Fig. 4). The sperm cell count was found to be between
50+1.2 in winter to 66+3.6 x 10° cells.ml™ in spring. The individual maximum value of

sperm production released per extraction was 125 x 10° cells.ml™ in spring.

Volume of semen
Fig. 5 shows the volume of semen obtained per fish in one day during different seasons of
the year. In spring and summer the volume was more than 3 times the amount collected in

fall and winter.
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Motility of spermatozoa

Motility analysis
The spermatozoa remained immobile in the semen and were activated after water dilution.

The motility duration after dilution was defined in an arbitrary scale from zero to five (0-5).
Zero represents the immobile spermatozoa and five the 100% mobile spermatozoa with
forward, rapid and strong motility. During the four seasons the spermatozoa maintain the
class 5 motility for at least 20 seconds (Fig. 6). The total motility (class 1 to 5) in spring is
sustained for 47.9£1.3 seconds. In all other seasons, the total motility lasted only 38.6+0.5

seconds. The difference was statistical significant (p<0.05) (Fig. 6 insert).

Sperm motility and semen storage
The storage of semen at room temperature (24°C) has a significantly (p<0.05) influence on

the duration of the spermatozoa motility after water dilution (Fig. 7). The normal motility

is preserved at least up to 2 hours of storage.

Influence of pH on the spermatozoa motility
The influence of the pH of the dilution water on the duration of sperm motility is

represented in Fig. 8. The pH between 5 to 10 did not have significantly influence. At pH3

and 12 the spermatozoa suffered physical damage.

Seminal plasma composition
The pH, the osmolality and the concentrations of electrolytes, metabolites and enzymes of

jundia seminal fluid is shown in Table 2. Comparison of the values of seminal plasma
during spring and summer did not show any difference (data not shown). For this reason
the values were pooled. It can also be observed that the composition of the fluid diverges

to the composition of blood serum of jundia in practically all parameters measured.
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Discussion

The total volume of expressible milt per fish was 0.95+£0.08 ml during spring
(maximum) and 0.24+0.03 ml in July (minimum). In fall and winter the individual volume
of milt was insufficient to obtain adequate amount of seminal plasma for biochemical
determination. Usually in spring and summer the extraction was successful in almost 100%
of the males, in fall and winter this percentage dropped to 0-40% depending upon the
atmospheric temperature. Also in the last winter (2004) due to the rigorous climatic

condition, in 22 pond fishes collected, the extraction was unproductive.

The spermatozoa reach class five (5) motility (vigorous and straightforward
movement) immediately after water dilution and remain in this class for approximately 20
seconds. Approximately 1 min. after water dilution, the spermatozoa were all immobile.
The storing of the milt at room temperature (24°C) preserved the class 5 motility for at least
2 hours.

The pH of the dilution water did not have influence on the duration of class 5
motility, between the ranges of pH 5 to 10. Similar results were observed by Kime and
Tveiten (2002) with spermatozoa of Anarhichas minor submitted to variation of pH
between 6.0 to 9.0. Also in the Odontesthes bonariensis, spermatozoa became motile in a
wide range of pH (5.4-8.3). Thus, pH appears to have little, if any, effect on motility
activation (Striissmann et al., 1994).

The Na" and K concentration of jundia on the seminal plasma shown in table 2
are very high and are probably responsible for the suppression of sperm motility due to
their osmotic effect (Billard, 1975; Benau and Terner, 1980; Morisawa et al., 1983,
Morisawa, 1985). Sperm quiescence in undiluted milt occurs roughly at 300 mOsmol.kg™.
Thus activation occurs when osmolality is lowered for milt of fresh water species. On the
other hand Guest et al., (1996) reported that spermatozoa of the channel catfish Ictalurus
punctatus are motile in a 222 mOsm.kg™' NaCl solution. Consequently, hypotonic ambient

is not the only factor explaining motility induction in fresh water species (Cosson, 2004).
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Suquet et al (1994) reported that in other fresh water species the osmolality observed was
297415 in rainbow trout; 30245 in carp and 317£11 in goldfish.

The relationship between the high concentration of potassium and low
concentration of calcium seems to be important for the inhibition of sperm motility.
Baynes et al. 1981, in Salmo gairdneri demonstrated that the high calcium concentration
antagonizes the potassium effect on the sperm motility. It means that the high ration
potassium/calcium can produce inhibition of the spermatozoa motility.

The motility of sperm in most species is induced by the osmotic shock, when it
is mixed with water either during natural spawning, or under laboratory conditions
(Morisawa e Suzuki, 1980; Perchec et al. 1993). The spermatozoa of jundia are activated
immediately when in contact with freshwater, and the high percentage of vigorous and
forward moving motile spermatozoa is maintained only for a very short time (20seconds,
Fig. 7). The spermatozoa of Clarias gariepinus are activated immediately after dilution
and the spermatozoa motility is maintained also for a short time (30 seconds) at the
spawning temperature of the fish (28°C) (Mansour et al., 2003).

The values found for the spermatocrit vary from 75.1+1.3% in spring to
63.21+2% in fall. The values of spermatocrit and cell count during spring were significantly
higher than in other seasons (Fig 3 and Fig 4).

Significant correlation between spermatozoa density and spermatocrit was
reported in rainbow trout (Baynes and Scott, 1985) and for several other teleost species
(Bouck and Jacobson, 1976; Piironen, 1985; Ciereszko and Dabrowski, 1993; Rakitin et
al., 1999, Tvedt et al, 2001). The relationship found between spermatocrit and sperm
density in jundia also recommends the use of spermatocrit as a simple, fast and cheap

method of determining the sperm density in this fish.

Although the Rhamdia quelen have two reproductive peaks during the year
(Barcellos et al., 2002), the results found indicate that in spring the spermatocrit, cell
count, milt volume and total spermatozoa motility duration were higher than in other
seasons, indicating a better milt quality. Therefore the information of the normal
physical and chemical characteristics of seminal plasma of jundia presented in this paper
should help optimize the selecting process for high quality male donors for aquaculture

operations.
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Legends of the Figures

Figure 1
Climatic conditions in the region of Rolante, RS (Brazil) during the experimental period.

(A) Photoperiod (hours of light) (B) Rainfall (mm) (C)Atmospheric temperature.

Figure 2
Influence of centrifugation time on spermatocrit in jundia. Each point represents the mean

of least 15 milt samples collected from 5 males.

Figure 3
Values of spermatocrit of jundia during the year. One-way ANOVA followed by

Bonferroni post-test as compared with summer, fall and winter " (p<0.05)(Means+SEM) (n

of fish are between brackets).

Figure 4
Values of cell counts of jundia during the year. One-way ANOVA followed by Bonferroni

post-test as compared with summer, fall and winter *(p<0.05)(Means=SEM) (n of fish are

between brackets).

Figure 5
Semen quantity which can be stripped during the year. One-way ANOVA followed by

Bonferroni post-test as compared with fall and winter (p<0.05)(Means+SEM) (n of fish are

between brackets).

Figure 6
Motility duration of jundid sperm (in percentages of vigorous and straightforward moving

spermatozoa) after activation with tank fresh water at room temperature (24°C). Each point

represents the mean of least 45 milt samples collected from 15 males. Insert: Total duration
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of spermatozoa motility during seasons. One-way ANOVA followed by Bonferroni post-

test as compared with summer, fall and winter *(p<0.05)(MeansiSEM) (n=15).

Figure 7
Influence of stocking time on the duration of sperm motility. The horizontal line represents

the time after collection or storage period in hours after withdrawal of the semen at room
temperature (24°C). One-way ANOVA followed by Bonferroni post-test as compared 3,4
and 5 hours (p<0.05), as compared 5 hours **(p<0.05) (Means+SEM). n=5 (Each bar

represents the mean of 15 milt samples collected from 5 males).

Figure 8
Motility of jundid spermatozoa in different pHs. In pH3 the cell were precipitated and in
pH12 the cells were completely dissolved. n=5 (Each bar represents the mean of 15 milt

samples collected from 5 males).
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Table 1. Methodology of enzyme assays

Enzyme Method Substrate Ref.

Alanine uv Pyridoxal phosphate |(Bergmeyer et al.,

aminotransferase spectrophotometry 1978; 1986a)

Aspartate uv Pyridoxal phosphate |(Bergmeyer et al,

aminotransferase spectrophotometry 1978; 1986b)

Alkaline phosphatase | Cinetic colorimetry | p-nitrophenyl (Tietz et al., 1983;
phosphate Kaplan et al, 1988)

Lactate uv pyruvate (Bergmeyer et al.,

dehydrogenase spectrophotometry 1983)

(LDH)
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Table 2. Mean + SEM and Range of the seminal fluid and Mean = SEM blood serum

biochemical values of males of jundia

PARAMETERS SEMINAL FLUID BLOOD SERUM*
n Range n
Mean + SEM Mean +SEM
Chloride (mEq/1) 139.4+2.1 21 125 - 149 123.0+1.0 23
Sodium (mEq/1) 153.742.4 20 142 - 162 139.6+0.6 25
Potassium (mEq/1) 10.7£0.5 21 8.0-14.1 2.340.2 22
Total Calcium (mEq/1) 4.240.2 20 58-124 6.940.15 21
Magnesium (mEq/1) 0.9+0.05 20 1.1-3.0 1.7£0.1 22
Phosphorus (mEq/1) 0.9+0.08 20 0.5-1.1 9.840.6 24
Creatinine (mg/dl) 0.84+0.06 19 04-1.0 0.1240.06 39
Urea (mg/dl) 6.7+0.7 20 4-13 5.610.4 29
Acid uric (mg/dl) 0.24+0.02 18 0.1-04
Total protein (g/dl) 0.6+0.05 19 0.2-09 4.240.1 20
Albumin (g/dl) 0.18¢0.01 19 0.1-0.3 1.940.06 20
Globulin (g/dl) 0.42+0.03 19 0.1-0.6 2.3+0.08 20
Triglycerides (mg/dl) 10.940.8 18 614 427.3+49.5 28
Total cholesterol (mg/dl) 13.9+0.9 20 10-17 170.7£10.2 21
HDL-cholesterol (mg/dl) 3.3+0.4 17 1-6 81.8+1.8 22
LDL-cholesterol (mg/dl) 9.0+0.9 17 5-14 27.2+4.0 20
Total bilirubin (mg/dl) 0.2+0.01 20 0.1-0.2 0.2840.02 21
Indirect bilirubin (mg/dl) 0.11£0.006 20 0.1-0.2 0.1840.01 21
Direct bilirubin (mg/dl) 0.09+0.01 20 0.0-0.1 0.1£0.0 21
Alanine aminotransferase 8.91+0.6 20 5-13 34.5+2.2 38
(ALP or GPT)(U/l)
Aspartate aminotransferase 247.8+23.4 19 146 — 331 114.1£7.1 42
(AST or GOT) (U/l)
Alkaline phosphatase (U/I) 3.840.3 19 2-6 90.2+5.2 40
Osmolality (mOsm.kg")  274.8+112 5 231-295.1
pH 8.740.07 9 8.5-8.8
PH of milt 8.0+0.03 54 7.9-8.1

* Borges et al., 2004.
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Fig.2
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Fig.5
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Fig. 7
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