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Resposta a exposicao prolongada a altas temperaturas da agua na
espermatogénese, qualidade seminal e parametros biométricos de Brycon
orbignyanus (Bryconidae) em sistema de recirculagao

RESUMO GERAL

As mudancas climaticas tém um impacto profundo nos ecossistemas aquaticos,
afetando diretamente a reproducao e o desenvolvimento de espécies aquaticas,
incluindo peixes. A temperatura da agua é um dos principais fatores ambientais
que influenciam a fisiologia e o comportamento reprodutivo dos peixes, sendo
crucial compreender como essas mudancas afetam a saude reprodutiva das
populagdes. O objetivo deste estudo foi analisar as alteragcbes na
espermatogénese, no indice gonadossomatico, nos esteroides gonadais, no
crescimento e ganho de massa de peixes expostos a duas temperaturas sob
estresse crénico prolongado da espécie Brycon orbignyanus. Apés 92 dias de
exposicao, observou-se um crescimento significativamente maior no grupo
mantido a 27°C (grupo |) em comparagdo com o grupo mantido a 34°C (grupo
II). Essa diferenca no crescimento foi mantida ao longo do experimento,
refletindo-se também no ganho de massa dos peixes. O grupo | apresentou um
ganho de massa superior ao grupo I, indicando que a temperatura mais alta
impactou negativamente o desenvolvimento dos peixes. Quanto ao
desenvolvimento testicular, o grupo | mostrou uma maturidade sexual
significativa apds 273 dias de exposi¢ao, enquanto o grupo Il apresentou uma
transicdo rapida para fases de regressao e regeneragao dos testiculos. Esses
resultados sugerem que a temperatura afetou a maturidade sexual dos peixes,
interferindo  diretamente na espermatogénese e na produgdo de
espermatozoides. O IGS foi significativamente diferente entre os grupos, com o
grupo | apresentando valores mais altos em comparagdo com o grupo Il. Isso
indica que a temperatura mais baixa favoreceu o desenvolvimento gonadal e a
producdo de gametas nos peixes, enquanto a temperatura mais alta teve um
efeito negativo nesses processos. As analises seminais revelaram diferengas
significativas entre os grupos em relagcdo a qualidade seminal. O grupo I,
exposto a 34°C, apresentou uma redugdo na concentracdo espermatica e um
aumento de danos na membrana espermatica em comparag¢ao com o grupo |. A
andlise morfolégica dos espermatozoides também mostrou deterioragéo
significativa no grupo Il, com mais danos primarios e menos células normais. Os
resultados deste estudo indicam que a temperatura da agua tem um impacto
direto na saude reprodutiva dos peixes, afetando o crescimento, o
desenvolvimento gonadal, a espermatogénese e a qualidade seminal. A
temperatura mais alta resultou em efeitos adversos, incluindo uma diminuigéo na
concentracdo espermatica e danos nos espermatozoides. Esses achados sao
fundamentais para entender as consequéncias das mudancgas climaticas na
reproducao de peixes e para desenvolver estratégias de conservacao eficazes
diante desses desafios ambientais globais.

Palavras-chave: Characiformes. Mudancgas climaticas. CASA. Reproducao.
Histologia



Response to prolonged exposure to high water temperatures on
spermatogenesis, seminal quality and biometric parameters of Brycon
orbignyanus (Bryconidae) in a recirculating system

OVERVIEW

Climate change has a rofound impact on aquatic ecosystems, directly affecting
the reproduction and development of aquatic species, including fish. Water
temperature is one of the main environmental factors that influence the
physiology and reproductive behavior of fish, and it is crucial to understand how
these changes affect the reproductive health of it populations. The aim of this
study was to analyze changes in spermatogenesis, gonadosomatic index,
gonadal steroids, growth and mass gain of fish exposed to two temperatures
under prolonged chronic stress of the species Brycon orbignyanus. After 92 days
of exposure, significantly greater growth was observed in the group kept at 27°C
(group ) compared to the group kept at 34°C (group Il). This difference in growth
was maintained throughout the experiment, also reflecting on the mass gain of
the fishGroup | showed a greater mass gain than group I, indicating that the
higher temperature negatively impacted the development of the fish. Regarding
testicular development, group | showed significant sexual maturity after 273 days
of exposure, while group Il showed a rapid transition to testicular regression and
regeneration phases. These results suggest that temperature affected the sexual
maturity of fish, directly interfering with spermatogenesis and sperm production.
The IGS was significantly different between groups, with group | showing higher
values compared to group Il. This indicates that the lower temperature promoted
gonadal development and gamete production in fish, while the higher
temperature had a negative effect on these processes. Seminal analyzes
revealed significant differences between groups in relation to seminal quality.
Group Il, exposed to 34°C, showed a reduction in Sperm concentration and an
increase in damage to the sperm membrane compared to group I. Morphological
analysis of spermatozoa also showed significant deterioration in group Il, with
more primary damage and fewer normal cells. The results of this study indicate
that water temperature has a direct impact on the reproductive health of fish,
affecting growth, gonadal development, spermatogenesis and seminal quality.
The higher temperature resulted in adverse effects, including a decrease in
sperm concentration and sperm damage. These findings are fundamental to
understanding the consequences of climate change on fish reproduction and to
developing effective conservation strategies in the face of these global
environmental challenges.

Keywords: Characiformes. Climate changes. CASA. Reproduction. Histology



INTRODUGCAO

Cenario climatico atual e Reproducao de peixes

As mudangas climaticas, impulsionadas pelo aumento de 1,1°C na
temperatura global, estdo causando impactos significativos nos habitats de
reproducdo de peixes, conforme indicado pelo ultimo relatério do
Intergovernmental Panel on Climate Change - IPCC. Essa elevagcado das
temperaturas, especialmente acima de 1,5°C, aumentara eventos extremos
como secas, estresse térmico e inundacdes, representando uma ameaca
inclusive as areas de desova dos peixes (IPCC, 2023).

Aumentos na temperatura global, intensificam eventos climaticos
extremos, incluindo padrdes climaticos como El Nifio e a La Nifia exacerbando
as condi¢cbes secas e umidas, e impactando negativamente os habitats de
reproducdo (OORT et al., 1996; CAPOTONDI et al., 2015; CAI et al., 2021).
Alteracbes nesses eventos ocasionam modificagdes nos regimes de chuvas e
no fluxo de aguas, inclusive de rios, afetando consequentemente, rotas de
migragdo dos peixes, reprodugdo, locais de desova, assim como o
desenvolvimento larval (CAJADO et al., 2022).

A América do Sul, por estar localizada na regiao neotropical, € uma das
areas mais vulneraveis e suscetiveis aos impactos de eventos climaticos
extremos (GRIMM, NATORI, 2006; HIROTA et al., 2011). Arica biodiversidade, a
dependéncia de recursos naturais, a variabilidade climatica natural e a
fragilidade dos ecossistemas aquaticos sado caracteristicas que contribuem para
a vulnerabilidade dessa regiao (CAMPOS et al., 2021; LEAL FILHO et al., 2022).

Com o impacto nos habitats de desova, a disponibilidade de alimentos
para os peixes pode ser comprometida devido ao assoreamento ou degradacéo
dos sitios de alimentagdo (PHANG et al., 2019; PELUSO et al., 2023). Esses
sitios sdo essenciais para a manutengcao dos organismos aquaticos, pois muitas
espécies os utilizam n&do apenas para desova, mas também para protecao dos
ovos e alevinos (GODOY, 1975; GODINHO, 2007; HILSDORF, MOREIRA, 2008;
SILVA et al., 2012).

Portanto, mudancgas nesses habitats podem ter impactos negativos na
reproducao dos peixes (MIRANDA-CHUMACERO et al., 2020). As variagdes
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abruptas na temperatura da agua podem ter consequéncias que tendem a
acelerar o metabolismo desses organismos (RIBEIRO, MOREIRA, 2012),
resultando, por exemplo, em um aumento (IMSLAND et al., 2007, BESSON et
al., 2016) ou redugdo na taxa de crescimento (PAUL et al., 2021; TESFAYE et
al., 2023).

Se as temperaturas se tornarem muito altas ou flutuarem de maneira
imprevisivel, isso pode interferir nos ciclos reprodutivos de diversas espécies
(SCHERER et al., 2023). Em resposta as mudangas nas condigdes ambientais,
os peixes podem alterar seu comportamento reprodutivo (CAMPOS et al., 2018),

nos padroes de migragao e na época de reproducao (POSSAMAI et al., 2018).

Espermatogénese

A gametogénese, em teledsteos, assim como nos demais vertebrados, &
um processo complexo, porém conservativo, conforme indicam diversos estudos
(NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006; FAUSTINO et al., 2007; QUINTANEIRO et al.,
2022; WEBER et al., 2023). Compreender o processo de formag¢do gonadal, é
essencial, tanto para a conservagdo, como para programas que envolvam
producdo de espécies com interesse comercial (VERISSIMO-SILVEIRA et al.,
2006; LEAL et al, 2009; GRIER, URIBE-ARANZABAL, 2009; BROW-
PETERSON et al., 2011; SIQUEIRA-SILVA et al., 2013; MAZZONI et al., 2020;
BHAT et al., 2021; QUIRINO et al., 2021; BREEDVELD et al., 2023).

Em muitos peixes, as células germinativas tém origem nas células
germinativas primordiais (PGCs) e sado segregadas da linhagem celular somatica
durante a embriogénese (GOTO-KAZETO et al., 2010; XU et al., 2010; SHIHAI
et al., 2015), sendo as primeiras células-tronco da linhagem germinativa, e séo
estabelecidas durante o desenvolvimento embrionario (BINBIN, WEI, 2023).
Durante o inicio da embriogénese, essas células passam por uma série de
modificagdes, que envolvem migragao (HOU et al., 2022; WANG et al., 2022;
SHARMA et al.,, 2023), proliferacdo e diferenciagdo, formando um cordéo
continuo com suporte de tecido conjuntivo (QUIRINO et al., 2021).

Apods a migracao para os futuros testiculos, as PGCs se diferenciam em
células chamadas espermatogbnias, que sao as células-tronco da
espermatogénese (BRAAT et al., 1999; GOTO-KAZETO et al., 2010; GAMBLE,
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ZORKOWER, 2012; HAl et al., 2014; NISHIMURA, TANAKA, 2014; GRIER et al.,
2016; QUIRINO et al., 2021).

As agora espermatogoénias irdo proliferar e dar origem as demais células
germinativas da linhagem (MAZZONI et al., 2014), por meio de uma cadeia de
sintetizagdo de hormdnios, como a testosterona e a 11-KT (SCHULZ et al., 2010;
ALIX et al., 2020). Com a proliferagao celular, inicia-se a formagao de tubulos
seminiferos, onde ocorrera a espermatogénese propriamente dita, isso para
espécies que apresentam testiculos do tipo tubular anastomosados (SIQUEIRA-
SILVA et al., 2019; CORDEIRO et al., 2019; XIE et al., 2020).

As espermatogbnias passam por sucessivas divisdes mitoticas
aumentando sua populacdo (VAN, KIME 2003; NOBREGA et al., 2009; GRIER,
URIBE-ARANZABAL, 2009; SCHULZ et al., 2010; SCAIA et al., 2020;
BENEVENTE et al., 2022). Algumas das espermatogénias se diferenciam em
espermatécitos primarios, que sao células diploides (GRIER et al., 1981;
CORDEIRO et al.,, 2019; BENEVENTE et al., 2022). Esses espermatocitos
passardo por meiose para formar espermatozoides haploides (Figura 01).
Durante a meiose |, os espermatocitos primarios sofrem reducdo do numero de
cromossomos pela metade, e diminuicdo do volume citoplasmatico formando
espermatoécitos secundarios (HONJI et al., 2020; ZHENG et al., 2023).

Os espermatocitos secundarios completam a meiose, produzindo quatro
espermatides haploides a partir de cada espermatdcito primario (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2023). As espermatides, resultantes da meiose, sdo as menores
células que permanecem em cistos (pequenas células esféricas), possuem um
citoplasma escasso e sdo densamente coradas (HONJI et al., 2020), passam por
uma série de transformagdes morfolégicas para se tornarem espermatozoides
maduros, sendo essa etapa denominada espermiogénese (SCHULZ et al., 2010,
TANG et al., 2020).

A espermiogénese é a fase final da espermatogénese, durante a qual as
células imaturas chamadas espermatides s&o transformadas em
espermatozoides maduros e funcionais (NAGAHARNA et al., 2007; GRIER,
URIBE-ARANZABAL, 2009; SCHULZ et al.,, 2010; URIBE et al., 2014). O
primeiro passo é a condensagdo do nucleo das espermatides (VERISSIMO-
SILVEIRA et al., 2006; TANG et al., 2020). Isso envolve a compactagado do
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material genético, tornando-o mais densamente empacotado e capaz de ser
facilmente transportado (HAO et al., 2019).

Uma estrutura chamada peca intermediaria comega a se formar no polo
oposto a cabeca do espermatozoide. Essa estrutura sera responsavel pela
conexdo entre a cabega e o flagelo, permitindo a movimentagdo do
espermatozoide (VERISSIMO-SILVEIRA et al, 2006; COSSON, 2019). Em
seguimento, inicia-se o0 alongamento da cauda (flagelo), que por sua vez é a
estrutura necessaria para a locomogao/motilidade (VERISSIMO-SILVEIRA et al.,
2006; KHOLODNYY et al., 2020).

Esse processo pode ocorrer de duas maneiras distintas:
espermatogénese semicistica e cistica (MATTEI et al.,, 1993; SCHULZ et al.,
2010). Na espermatogénese semicistica, o desenvolvimento das
espermatogbnias e dos espermatdécitos ocorre dentro de cistos formados pelas
jungdes citoplasmaticas das células de Sertoli (HAI et al., 2014; ZHOU et al.
2019). Ao final da meiose Il, os cistos se rompem, liberando as espermatides no
lumen do lébulo, onde completam seu desenvolvimento (MATTEI et al., 1993).

Por outro lado, na espermatogénese cistica, todo o desenvolvimento das
células germinativas acontece dentro de cistos formados por projecdes
citoplasmaticas da célula de Sertoli. Esses cistos sdo rompidos apenas no ultimo
estagio da espermatide, e as células germinativas dentro deles estdo conectadas
por pontes citoplasmaticas devido a citocinese incompleta durante as divisbes
celulares. Esse arranjo sincrénico torna o desenvolvimento celular simultaneo
(GRIER et al., 1981, 2002; GRIER, URIBE-ARANZABAL, 2009; NOBREGA et
al., 2009; SCHULZ et al., 2010).

Diversos fatores atuam na regulacdo desse processo, como a
temperatura da agua e o fotoperiodo. Esses paradmetros desempenham um
papel crucial no ciclo reprodutivo de peixes de modo geral, principalmente em
espécies neotropicais (VAZZOLER, 1996; TARANGER et al., 2003; RIBEIRO,
MOREIRA, 2012; PORTELLA et al., 2021).

No caso do fotoperiodo, a pineal é o 6rgao responsavel as mudangas de
luminosidade, atuando como um tradutor fotoendécrino complementando as
funcbes do sistemas sensoriais (MAITRA et al., 2013; ALMEIDA et al., 2013;
ALVES-GOMES, 2020; SADO et al, 2020). Essa glandula contém

fotorreceptores extraoculares que funcionam como detectores de luminosidade,
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gerando o ciclo circadiano, a sintese

de prolactina, horménio de crescimento,

pigmentacao, entre outras fungdes importantes (KORF, 2006).

Figura 01. Descricdo geral simplificada da espermatogénese. A-D:
espermatogdnias indiferenciadas, indiferenciada®, diferenciada,
espermatogoénias tipo B; F-H: espermatocitos; I: espermatide; J: Espermatide
com membrana rompida, liberando espermatozoides.

A B_ C

Quadro 01. Descricdo macro e microscopia que caracterizam as fases do

desenvolvimento testicular em peixes.

Fases de acordo com Brow-Peterson et al 2011 (machos-
espermatogénese)

Fase Subfase

Caracteristicas

Imaturo

Testiculos pequenos, translucidos e filiformes,
possui somente espermatogbnias
indiferenciadas e nunca liberou
espermatozoides.

Em

desenvolvimento

Se inicia quando os testiculos comegam a
crescer e se desenvolver. Os testiculos sao
pequenos, com facilidade para serem
identificados. Inicio da espermatogénese e
formacdo dos espermatécitos. Presenca de
espermatogdnias, espermatdcitos primarios e
secundarios, espermatides iniciais e finais. Nao
contém espermatozoides no lumen. O epitélio
germinativo é continuo por todo o testiculo.

Desenvolvimento
inicial

Quando apenas espermatogdnias e
espermatoécitos primarios estao presentes.

Apto a
reproducao

Testiculos grandes, firmes e  opacos.
Espermatozoides presentes no Ilumen dos
tubulos seminiferos. Presenca de todos os
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estagios da  espermatogénese, epitélio
germinativo descontinuo.

Inicial

Epitélio continuo ao longo de todo o testiculo.

Intermediaria

Epitélio germinativo descontinuo nas
proximidades do ducto espermatico.

Final

Epitélio germinativo descontinuo por todo o
testiculo.

Regresséo

Testiculos pequenos e flacidos, espermatozoides
nao liberados sob pressdo. Presenca de
espermatozoides residuais no lumen. Contendo
espermatides nao liberadas. Proliferacdo das
espermatogbnias e regeneragao do epitélio
germinativo tendo inicio.

Testiculos pequenos e filiformes. Lumen dos
tubulos seminiferos ndo detectavel ou discreto.

Espermatogbnias em proliferacdo por

Espermatozoides residuais podem

ducto espermatico

todo

Regeneracao testiculo. Auséncia de  espermatocistos.

estar

presentes no lumen dos tubulos seminiferos e

Em caso de peixes que fazem migrac¢des para a reproducdo, por meio de
gatilhos ambientais migram para areas especificas de desova (Piracema). E
apds a eépoca reprodutiva, os 6rgaos reprodutivos comegam a regredir até o
proximo ciclo reprodutivo, e os peixes retornam as suas areas de alimentagao
ou de origem (HILSDORF, MOREIRA, 2008).

O comportamento de migracdo € caracteristico de muitas espécies
neotropicais, assim como o comportamento reprodutivo sazonal, ou seja,
reproduzem-se em épocas especificas do ano, geralmente em resposta a
mudangas sazonais nas condigdes ambientais (VAZZOLER 1996; GODINHO et
al., 2010; DODSON et al., 2013; NISHIWAKI-OHKAWA, YOSHIMURA, 2016;
GUH et al., 2019), como temperatura a fotoperiodo (HONJI et al., 2020; ALIX et
al., 2020; VERISSIMO-SILVEIRA et al., 2023).

O aumento da duracéo da luz do dia pode desencadear a produgao de
horménios reprodutivos, como o Horménio Liberador de Gonadotrofina (GnRH),
que inicia o processo de maturagao gonadal (NAVARRO, NAVARRO, 2012;
VERAS et al., 2013; ALMEIDA, 2013).
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Toda essa complexa rede € iniciada e regulada por uma cascata hormonal
que desempenha um papel crucial na producdo de gametas. Os principais
horménios envolvidos incluem: Horménio Liberador de Gonadotrofina (GnRH);
Horménio Foliculo Estimulante (FSH); Horménio Luteinizante (LH); Testosterona;
Horménio Inibidor de Gonadotrofina (GnlH) e 11-cetotestosterona (11-Kt). O
GnRH é secretado pelo hipotalamo e estimula a hipéfise a liberar dois hormodnios
importantes, o LH e o FSH (ZOHAR et al., 2010; BHAT et al., 2021; LI et al,,
2022).

O FSH age diretamente nos testiculos, estimulando as espermatogdnias
a se dividirem e progredirem na espermatogénese. Assim como também
promove a producgao de receptores de LH nos testiculos; o LH desempenha um
papel crucial na maturagao das células germinativas, estimulando as células de
Leydig nos testiculos a produzirem testosterona, um horménio androgénico
essencial para o desenvolvimento dos espermatozoides e a manutencao das
caracteristicas sexuais secundarias (SCHULZ et al., 2010; SIQUEIRA-SILVA et
al., 2019).

No caso dos horménios com agao paracrina (T e 11-Kt), agem localmente,
afetando células proximas em vez de ser transportado pela corrente sanguinea
(ZOHAR et al., 2010). A 11-KT é um horménio esteroide que desempenha um
papel importante na espermatogénese de peixes, sendo produzida nas células
de Sertoli. Sua principal fungao é estimular a espermiogénese, a ultima fase da
espermatogénese, na qual as espermatides (células imaturas) se transformam
em espermatozoides maduros e funcionais (SCHULZ, MIURA, 2002).

Entre as espécies de peixes migradoras, Brycon orbignyanus, também
conhecido como "Piracanjuba", € uma espécie de peixe teledsteo nativa de rios
e bacias hidrograficas da América do Sul, principalmente encontrada no Brasil,
Argentina e Paraguai. Habita areas de agua doce, preferindo ambientes com
correnteza, como rios e riachos. A espécie é conhecida por realizar migragées
reprodutivas, semelhantes a outras espécies de peixes reofilicos neotropicais. E
um peixe de tamanho médio a grande, com um corpo alongado e esguio. Sua
coloragdo é prateada e brilhante, com nadadeiras geralmente amareladas.
Podendo atingir até cerca de 60 centimetros de comprimento e pesar varios
quilogramas (LIMA, 2017; OLIVEIRA et al., 2017) (Figura 01).
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Figura 01. Esquema da distribuicdo da geografica da espécies
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Fonte: Sistema de Informacgao sobre a Biodiversidade Brasileira/Strauss, 2022
A Piracanjuba (Brycon orbignyanus) é frequentemente é utilizada em
programas de repovoamento de rios e lagos em varias regides do Brasil. Pois,
apresenta um significativo potencial econémico em varias areas da aquicultura
devido a carne de alta qualidade. Assim como também é alvo de pesca esportiva.
Além do seu valor econdmico, a Piracanjuba desempenha um papel importante
nos ecossistemas aquaticos (LOPERA-BARRERO, 2009; OLIVEIRA, 2017).
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No entanto, de acordo com a portaria do Ministério do Meio Ambiente de
n° 148, de 7 de Junho de 2022, essa espécie atualmente esta listada como
criticamente ameagada (ICMBio, 2022, 2023). Diante desse panorama, a
problematica das mudangas climaticas tem impactos significativos nos peixes
migradores da regido neotropical e em seus habitats aquaticos. Embora o grau
de extremos climaticos pode variar de regido para regiao, e as mudancgas
climaticas ndo necessariamente significam que todos os lugares estdao nos
extremos climaticos, existem preocupacgdes significativas em relagao aos efeitos

dessas alteragbes em relacao a ictiofauna da regido neotropical.
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Exposicao Prolongada ao Estresse Térmico: Implicagdes na
Reproducao e Parametros Zootécnicos em Brycon orbignyanus

(Bryconidae)

RESUMO

As mudancgas climaticas afetam os padrbes de reproducdo dos peixes, com
implicagbes na espermatogénese e no crescimento. Essas mudangas,
evidenciadas por estudos recentes, impactam significativamente a fertilizagéo, o
metabolismo e o comportamento dos peixes. O aumento da temperatura da agua
afeta diretamente a espermatogénese em diversas espécies, incluindo Brycon
orbignyanus, destacada pela sua importancia na conservagao e na aquicultura.
Avaliar esses processos é crucial para a implementacao de estratégias eficazes
de conservagdo e manejo diante dos desafios impostos pelas mudancgas
ambientais globais. Com isso, estudo objetivou analisar alteragbes na
espermatogénese, indice gonadossomatico, esteroides gonadais, crescimento e
ganho de massa, de peixes expostos a duas temperatura sob estresse crbnico
prolongado. O estudo foi realizado no Laboratério de Ictiologia Neotropical -
LINEO/UNESP - llha Solteira, SP. 400 exemplares de B. orbignyanus com um
ano de idade foram distribuidos em dois sistemas de recirculagdo (n= 200 por
tanque) de 4.500 litros (Grupos | e Il - 27°C e 34°C, respectivamente). Cinco
animais de cada grupo foram eutanasiados mensalmente, considerando o
periodo de reproducgéo da espécie (08 coletas), por um periodo de exposigao de
395 dias, seus tecidos foram utilizados para analises histolégicas. Paralelo a
isso, vinte peixes de cada grupo foram avaliados biometricamente, mensalmente
por um periodo de 638 dias. Os dados foram analisados estatisticamente para
avaliar o efeito da temperaturas na saude e desenvolvimento dos peixes. O
experimento seguiu as diretrizes éticas da Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Faculdade de Engenharia de llha Solteira, UNESP, protocolo CEUA-
FEIS/UNESP 10/2020. Apds 92 dias, diferencgas estatisticas significativas foram
observadas entre os grupos | (27°C) e 1l (34°C) em relagdo ao crescimento dos
peixes, com o grupo | apresentando um crescimento médio de 12,12% e o grupo
II de 6,01%. Apds 334 dias, o0 ganho de massa também mostrou diferencas
estatisticas, sendo 155,80% no grupo | e 77,92% no grupo Il. Ao final do
experimento (638 dias), o grupo | teve um ganho de 432,4%, enquanto o grupo
Il apresentou 220,7%. A analise de correlagdo mostrou que 84,50% da variagao
no crescimento do grupo | e 50,98% do grupo Il foram explicadas pela
temperatura. Quanto ao desenvolvimento testicular, o grupo | mostrou
maturidade sexual significativa apos 273 dias, enquanto o grupo Il apresentou
uma transicao rapida para fases de regressao e regeneracao. Esses resultados
indicam que a temperatura afetou o crescimento, ganho de massa e
desenvolvimento gonadal dos peixes, com implicagées significativas na
maturidade sexual e saude reprodutiva.

Palavras-chave: Mudangas climaticas. Espermatogénese. Temperatura.
Crescimento. Saude reprodutiva
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Prolonged Exposure to Thermal Stress: Implications for
Reproduction and Zootechnical Parameters in Brycon orbignyanus

(Bryconidae) Under the Context of Climate Change

ABSTRACT

Climate change affects fish reproduction patterns, with implications for
spermatogenesis and growth. These changes, evidenced by recent studies,
significantly impact fish fertilization, metabolism and behavior. Increased water
temperature directly affects spermatogenesis in several species, including
Brycon orbignyanus, highlighted by its importance in conservation and
aquaculture. Evaluating these processes is crucial for implementing effective
conservation and management strategies in the face of the challenges enforce
by global environmental changes. Therefore, the study aimed to analyze changes
in spermatogenesis, gonadosomatic index, gonadal steroids, growth and mass
gain, in fish exposed to two temperatures under prolonged chronic stress. The
study was carried out at the Neotropical Ichthyology Laboratory - LINEO/UNESP
— llha Solteira, SP. 400 one-year-old B. orbignyanus specimens were distributed
in two recirculation systems (n= 200 per tank) of 4,500 liters (Groups | and Il -
27°C and 34°C, respectively). Five animals from each group were euthanized
monthly, considering the reproduction period of the species (08 collections), for
an exposure period of 395 days, their tissues were used for histological analysis.
Parallel to this, twenty fish from each group were biometrically evaluated, monthly
for a period of 638 days. The data was statistically analyzed to evaluate the effect
of temperatures on fish health and development. The experiment followed the
ethical guidelines of the Ethics Committee on the Use of Animals of the Faculty
of Engineering of llha Solteira, UNESP, protocol CEUA-FEIS/UNESP 10/2020.
After 92 days, significant statistical differences were observed between groups |
(27°C) and 1l (34°C) in relation to fish growth, with group | showing an average
growth of 12.12% and group Il of 6.01%. After 334 days, mass

gain also showed statistical differences, being 155.80% in group | and 77.92% in
group ll. At the end of the experiment (638 days), group | had a gain of 432.4%,
while group Il showed 220.7%. Correlation analysis showed that 84.50% of the
variation in growth in group | and 50.98% in group Il were explained by
temperature. Regarding testicular development, group | showed significant
sexual maturity after 273 days, while group Il showed a rapid transition to
regression and regeneration phases. These results indicate that temperature
affected the growth, mass gain and gonadal development of fish, with significant
implications for sexual maturity and reproductive health.

Keywords: Climate change. Spermatogenesis. Temperature. Growth.
Reproductive Health.
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INTRODUGCAO

Considerando a crescente preocupag¢ao com as mudancgas climaticas e
os potenciais impactos nas comunidades aquaticas (IPCC 2022), torna-se
relevante explorar o impacto dessas alteragdes nos padrdes de reproducao dos
peixes (ALIX et al., 2020; BUTZGE et al., 2021; CAJADO et al., 2022; MORGAN
et al., 2022; VAL, WOOQOD, 2022; REIS et al. 2023). Além disso, a demanda por
proteinas de origem animal saudaveis a exemplo dos peixes tem contribuido
para o notavel aumento na produgao nas ultimas 5 décadas, com um consumo
per capita crescendo em média cerca de 1,5% ao ano (FAO, 2020).

E também digno de nota que do total anual da producéo aquicola global
de 82 milhdes de toneladas, ou seja, dois ter¢cos envolvem a produgao de peixe
em instalagcbes terrestres ou marinhas, tornando a piscicultura o sector da
aquicultura mais importante (FAO, 2020). No entanto produ¢do de organismos
aquaticos em sistemas tradicionais de aquicultura enfrenta diversos desafios,
como destruicdo e modificacdo de habitats naturais (PAIVA et al., 2008), escapes
de espécies ndo nativas (BELLAY et al., 2016), demanda de agua (ITUASSU,
SPERA 2018), disponibilidade de oxigénio dissolvido (CARVALHO-FREITAS et
al., 2013), e alteragbes na temperatura da agua (CARA et al., 2013; REBOUCAS
et al., 2014).

Dentre os fatores abidticos envolvidos diretamente no processo
reprodutivo de peixes, a temperatura da agua atua como gatilho da reproducao
(SIQUEIRA-SILVA et al., 2019; ALIX et al., 2020 ), influenciando desde as fases
iniciais de formacao de gametas (QUIRINO et al., 2021; REIS et al., 2023);
desenvolvimento embrionario (ARENZON et al., 2002; DE ALEXANDRE et al.,
2010; LEMOS et al., 2014; OLIVEIRA-ALMEIDA et al., 2014; LOPES et al., 2018;
BUTZGE et al., 2021), assim como nos parametros zootécnicos (PIEDRAS et
al., 2014; MAZUMDER et al., 2016; WATSON et al., 2022).

Estudos recentes evidenciam que eventos de temperatura extrema
prejudicam significativamente o tempo de fertilizagdo (PINHEIRO et al., 2021), o
crescimento (ILHA et al., 2018; MAZUMBER et al.,, 2024), a reprodugéo
(YAMAMOTO et al., 2024), o metabolismo, a fisiologia (KUMAR et al., 2024),
assim como o comportamento e sobrevivéncia dos peixes (ISLAM et al., 2021).

As taxas de crescimento uma vez comprometidas, podem implicar em uma série
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de alteragdes, como a dinamica de ganho muscular (PROTNER, 2002,
MAZUMBER et al., 2024), e idade da primeira maturagao (BUTZGE et al., 2021;
ARNASON et al., 2022).

A reproducao de peixes € um processo essencial para a perpetuacao das
especies e desempenha um papel fundamental na manutengdo dos
ecossistemas aquaticos (FALCON et al., 2010). No entanto, as alteracdes
climaticas globais tém influéncia nos sistemas naturais, incluindo os ambientes
aquaticos. As mudancas nas condigbes ambientais, como temperatura da agua,
disponibilidade de alimentos e qualidade da agua, podem afetar diretamente a
reproducao dos peixes (SERVILI et al., 2020).

Alteragcbes em padrbes dos graus das temperaturas, podem ocasionar
mudangas significativamente preocupantes em relagdo aos peixes neotropicais
(CAJADO et al., 2022). Estudos em ambientes controlados demostraram que o
aumento da temperatura da agua, afeta a espermatogénese em Astyanax
lacustris (SIQUEIRA-SILVA et al. 2015; QUIRINO et al., 2021), Brycon
orbignyanus (ZARDO et al., 2021; CARVALHO et al., 2022). Consequentemente
afetando a producéo e a qualidade dos espermatozoides (ALIX et al., 2020).

A espermatogénese € o processo de formagao dos espermatozoides a
partir das células germinativas primordiais (MAZZONI et al., 2014; QUIRINO et
al., 2021). Durante esse processo, as espermatogodnias sofrem varias divisdes
celulares para produzir espermatoécitos, que subsequentemente passam pela
meiose, originada na formacao de espermatozoides maduros (GRIER, URIBE-
ARANZABAL 2009; LEAL et al., 2009; BENEVENTE et al., 2022).

Como modelo experimental para a presente pesquisa, a espécie foi
escolhida devido a sua adaptabilidade, relevancia econdmica, importancia na
conservagao e seu papel em ecossistemas aquaticos (OLIVEIRA et al., 2017). A
especie é conhecida popularmente como "Piracanjuba”, € uma espécie de peixe
neotropical pertencente a familia Bryconidae (OLIVEIRA et al.,, 2011).
Atualmente, a Piracanjuba possui o status de conservagao como criticamente
ameacada de acordo com a portaria ICMbio N° 170, de 17 de janeiro de 2024
(BURBANO et al., 2024).

Aumentando assim, a importancia de estudos que visam compreender e
melhorar sua conservagao e manejo. Além do seu ciclo reprodutivo distinto e

comportamento alimentar a tornam uma espécie atraente para estudos em
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varias areas da biologia, ecologia e aquicultura (LOPERA-BARRERO et al.,
2009, LOPERA-BARRERO et al., 2019). E uma das espécies de peixes de agua
doce mais emblematicas e economicamente importantes da América do Sul
(CASTAGNOLLI 1992; PARANANI-ANTUNES et al., 2011; TONELLA et al.,
2019).

A Piracanjuba € uma espécie de tamanho médio a grande, podendo atingir
até cerca de 60 centimetros de comprimento quando adulta. Tem um corpo
alongado e esguio, tipico dos peixes do género Brycon. Habita rios e bacias
hidrograficas da América do Sul, incluindo Brasil, Argentina e Paraguai. Prefere
ambientes de agua doce com correnteza moderada (LIMA, 2017) (Figura 01).

Figura 01. Visao ictiogeografica da distribuicdo e ocorréncia da espécie Brycon
orbignyanus em territorio nacional. Estados - Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina; Biomas - Cerrado, Mata Atlantica;
Bacias Hidrograficas - Sub-bacia Grande, Sub-bacia Iguagu, Sub-bacia
Paranapanema, Sub-bacia Paranaiba, Sub-bacia Parana RH1, Sub-bacia
Uruguai Alto, Sub-bacia Uruguai Médio.
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Diante do exposto, tem-se a necessidade de estudos voltados para a
compreensao dos efeitos da exposig¢ao a longo prazo na reprodugéo dos peixes,
especialmente no que diz respeito a espermatogénese nessa espécie, € de
extrema importancia para a conservagédo e o manejo adequado. A avaliagéo
desses parametros pode fornecer informagdes valiosas sobre o estado
reprodutivo das espécies, auxiliando na implementagdo de estratégias de
conservagao e no monitoramento da saude reprodutiva dos peixes em um

cenario de mudancas climaticas.

OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo, expor dois grupos de peixes
(Brycon orbignyanus) a duas temperaturas, grupo | (27°C) e grupo Il (34°C), por
638 dias em sistema de tanques suspensos de recirculacdo, descrever
alteracbes morfoestruturais nos testiculos, descrever possiveis alteragdes
durante o processo de formagdo dos gametas (espermatogénese), e no indice
gonadossomatico, além de avaliar possiveis alteragdes no perfil dos esteroides
gonadais, assim como verificar parametros de interesse zootécnico como

crescimento (cm) e ganho de massa (g).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar com a interagdo tempo e temperatura influenciam nos seguintes
pontos;
o Relagao peso-comprimento;
o Fator de condig¢ao (K);
o Espermatogénese;
o Perfil de esteroides (Testosterona, 11-Cetotestosterona)
Correlacionar os resultados com os cenarios climaticos, contribuindo para

a compreensao dos efeitos na reproducao e producio de espécies neotropicais.
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MATERIAL E METODOS

Implementacao do experimento e cuidados gerais

Considerando o periodo reprodutivo da espécie em estudo, em novembro
de 2020, quatrocentos juvenis de Brycon orbignyanus, com idade de um ano,
tiveram suas massas corporal (g) e comprimento (cm), aferidos e separados em
dois lotes com N=200. Todo o experimento foi realizado na estufa de
Experimentagdo do Laboratério de Ictiologia Neotropical — LINEO/UNESP - Ilha
Solteira, SP.

Cada lote foi de peixe foi distribuido em dois sistemas de recirculagao de
4.500L. Os sistemas foram nomeados com grupo |, onde a temperatura média
foi mantida em 27°C + 2.0, e grupo |l, onde a temperatura foi mantida em 34°C
t+ 2.5 (Figura 02). Com a afericdo dos parametros biométricos, os peixes dos
respectivos grupos (I e Il) apresentaram as seguintes médias: 182,33+ 36.70 (Q)
em relagcado massa (g), e comprimento de 24.55+2.66 (cm), respectivamente.

Os peixes tanto do grupo |, como do grupo Il até o primeiro ano de vida,
foram alimentados diariamente em dois periodos com ragdo comercial (32% de
proteina bruta), em uma proporcéo de 3% kg/massa (g) peixe, e apds o primeiro
ano a proporgao por massa passou a ser de 1%. Em relagao aos parametros de
qualidade de agua, a temperatura e pH, foram monitoradas diariamente, para
nao ocorrer alteragdes nas temperaturas determinadas. Os demais parametros
como, amoénia (NH3) e oxigénio dissolvido (OD), aferidos duas vezes por
semana.

Para aferimento e controle dos parametros de qualidade de agua, foram
utilizados aquecedores com poténcia de 5500W, acoplados ao sistema de
retorno de agua no tanque de recirculagdo. Para o resfriamento foi usado Chiller
com poténcia de 750w. Ambos os sistemas, foram acoplados com termostatos
para controle tanto dos aquecedores, como dos resfriadores., Além disso, com o
uso de termdmetro, pHmetro, kits de controle de aménia (NH3), e oxigénio
dissolvido (OD), os parametros foram determinados e planilhados para posterior
determinacao das médias.

As temperaturas tanto do grupo |, como do grupo Il foram aferidas
diariamente em dois periodos, inicio da manha e fim da tarde, para em seguida
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ser calculada a média diaria e consequentente mensal, apresentando durante o
periodo experimental uma média de 27,32 + 3,0 °C para o grupo | € 34,04 £ 2,0
°C para o grupo Il. Os demais parametros de qualidade de agua foram aferidos
a cada dois dias e apresentaram as seguintes médias respectivamente para
cada grupo: pH 7,4 + 0,41 e 7,52 £ 0,46; Oxigénio dissolvido (OD) de 5 + 1,06
ppm e 5,25 + 1,48 ppm; Amébnia téxica (NH3) de 0,022 + 0,010 ppm e 0,025 +
019 ppm. A manutencgao sanitaria dos tanques feita a cada sete dias, com troca
aproximadamente 30% da agua, e eliminagdo da matéria organica resultante da

alimentacao, presentes nos decantadores.

Figura 03. Local de execucédo do experimento, e esquema da separagcao dos
peixes por grupos | e grupo Il e biometria. Estufa de experimentagéo e esquema
de tanques suspensos - A; Procedimentos biométricos realizados durante o
periodo experimental - B e C. Linha preta: Demonstragdo do comprimento
padrao; Linha acinzentada: Demonstragao do comprimento total.

Parametros biométricos

Para determinar a taxa de crescimento, ganho de massa, assim como
para ajustar a alimentagao oferecida, a cada trinta dias vinte animais de cada
grupo foram capturados aleatoriamente, e com auxilio de balanga e ictibmetro
seus parametros foram mensurados. Todos os procedimentos foram submetidos

e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, da Faculdade de
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Engenharia de llha Solteira, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, protocolo: CEUA- FEIS/UNESP 10/2020.

Coleta tecidual

Para a coleta dos tecidos, cinco peixes de cada grupo (I1=27°C e lI= 34°C)
foram separados e eutanasiado com solugdo de benzocaina (2/10 mg/ml)
dissolvida em 20L de agua. Em sequéncia, por pung¢do venosa o sangue foi
coletado com auxilio de seringa heparinizada, transferidos para tubos de ensaio
contendo EDTA K2, para evitar coagulacdo, em seguida as amostras foram
colocadas em centrifuga a 3,500 RPM por 25 minutos, o plasma retirado com
auxilio de micropipeta e envasados em microtubos (trés réplicas), e mantidas em
ultra freezer -80 °C para posterior analises dos esteroides envolvidos na

maturacdo gonadais (Figura 04).

Figura. 04: llustragao do procedimento cirurgico para coleta tecidual em Brycon
orbignyanus. 01. Pungdo venosa para extragdo do plasma sanguineo; 02.
llustracdo da posicdo dos o6rgaos na cavidade celomatica; 03. Dissecdo e
afericdo de massa (g). 04. llustracado da solugao fixadora e proporg¢ao do liquido
em relagéo ao orgao fixado.

& o

&

Fonte: Autora (com modificagdes), Benevente, 2022 (ilustragao peixe).
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Aposs a pungao venosa, por meio de uma incisdo celomatica no sentido
caudal-cranial as gbnadas e o figado foram dissecados, e as respectivas massas
foram aferidas, para posterior calculos do indice Gonadossomatico (IGS), indice
Hepatossomatico (IHS) e fator de condigao (K). Posteriormente, os 6rgaos foram
seccionados transversalmente, e armazenados em frascos com solucéo fixadora
contendo Glutaraldeido 2%, Paraformoldeido 4% e tampao fosfato (Karnovsky

modificado). Posteriormente foram processados para microscopia de luz.

Analise de dados

Foram empregados testes estatisticos robustos, incluindo o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo dos dados, a analise de
variancia de dois fatores (Two-Way ANOVA) para explorar os efeitos das
variaveis temperatura e tempo, e o teste de comparacao de médias Sindak para
avaliar as diferengas entre os grupos. Os dados foram expressos através de
média e desvio padrdo. Foi realizada a correlagdo linear de Pearson para

comparar a relagao entre as variaveis avaliadas.
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RESULTADOS

Interagao tempo e temperatura: crescimento (cm) e ganho de massa

(9)

Levando em consideracdo a interagdo entre as variaveis tempo e
temperatura, diferengas estatisticas em relacdo crescimento considerando os
grupos | e Il foram observadas a partir de 92 dias (fev/21) apds o inicio do
experimento. Com os peixes no grupo | apresentando uma média crescimento
de 12,12% (33,63 + 2,66 g), e nos peixes no grupo |l o crescimento médio 6,01%
(30,15 £ 1,47 g). Considerando o percentual de crescimento entre os dois grupos
(11,53%), podemos sugerir que a temperatura afeta a taxa metabdlica dos peixes
expostos ao estresse térmico (Figura 05).

Ao final do experimento, apds 638 dias de exposicao, e considerando a
interagdo tempo x temperatura, os animais no grupo |, mantiveram o
crescimento, como esperado, com uma diferenga entre o inicio e o final de 16
cm (66,4%). No entanto, os animais no grupo Il, apresentaram um crescimento
consideravelmente mais lento, com aumento no tamanho em cerca de 7,25cm
(29%). A diferenca percentual de crescimento entre os dois grupos ao final do

experimento foi de aproximadamente 56,4%.

Figura 05. Histograma do crescimento de Brycon orbignyanus durante o periodo
experimental. Os asteriscos (*), representam a partir que qual momento o
tratamento passou afetar o crescimento (cm) (p<0,05).
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Em relacdo ao ganho de massa (g), diferengas estatisticas foram
observadas apos 334 dias de exposigao aos tratamentos térmicos, no caso oito
meses apos as variagdes em relagdo ao crescimento (cm). O percentual de
ganho de massa em relag&o ao peso inicial no grupo |, foi de 155,80% (292,869),
indicando uma variagao consideravel em comparagdo com o peso inicial de
188g. Ja para o grupo Il, o ganho foi de 77,92% (146,39 g). A diferenca
percentual de ganho de massa entre os dois grupos foi de aproximadamente
77,88%, evidenciando um desempenho superior dos peixes submetidos a 27 °C
em relagdo aos expostos a 34 °C ao longo dos 334 dias (Figura 06).

Considerando o inicio (nov/20) e o final do experimento (ago/22), apos
638 dias de exposig¢ao, os animais no grupo | apresentaram um ganho medio de
432,4% (812,63 g), e os animais no grupo Il mantidos sob estresse térmico, o
ganho de massa ao final do experimento foi de 220,7% (415,05 g). Com o grupo

| apresentando massa final superior em relagao ao grupo Il (3979).

Figura 06. Histograma do crescimento de Brycon orbignyanus durante o periodo
experimental. Os asteriscos (*), representam a partir que qual momento o
tratamento passou a afetar o ganho de massa (g). (p<0,05).
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Indicadores Morfolégicos

Para avaliar o estado nutricional e a saude dos peixes, o fator K, revelou
que os peixes do grupo | exibiram uma meédia préxima de 1, indicando uma
relacéo equilibrada entre peso e comprimento, com um solido ajuste aos dados
(R* = 0,8817) (Figura 04). Por outro lado, no grupo Il, observou-se uma média
ligeiramente inferior indicando, uma massa proporcionalmente maior em relagéo
ao comprimento, embora com um ajuste ligeiramente menos preciso aos dados
(R?=0,5256). Em termos praticos, isso indica que os peixes expostos e mantidos
a temperatura elevada responderam de maneira diferente as condi¢des
experimentais em comparagao aos peixes mantidos nas condigdes ideais, no
caso 27°C (Figura 07).

Para expressar o quanto as mudangas na temperatura explicaram as
variagdes no crescimento ou ganho de massa dos peixes, foi aplicado a analise
de Correlagado de Pearson aos dados, com isso, observamos que 84,50% da
variagao no crescimento dos animais mantidos no grupo, pode ser explicada pela
temperatura. Isso indica uma forte associacgao linear positiva entre a temperatura
de 27°C, e o crescimento dos peixes nesse grupo. O coeficiente de correlagéo
de Pearson de 0,92 reforca essa forte relagao positiva.

Por outro lado, o grupo Il apresentou um R? de 50,98%, indicando que 50,98%
da variagao no crescimento é explicada pela temperatura de 34°C. Embora seja
um valor significativo, ele € menor do que o observado no grupo I. O coeficiente
de correlagcédo de Pearson de 0,71 sugere uma relagcéo positiva moderada entre
a temperatura de 34 °C e o crescimento, mas nao tao forte quanto a observada

no grupo a 27 °C.
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Figura 07. Analise do fator de condigdo considerando os animais expostos ao

dois grupos.
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Analise tecidual: Morfologia testicular e espermatogénese

Durante o acompanhamento do experimento, observamos variagcdes
significativas nas porcentagens das fases do desenvolvimento testicular de

ambos os grupos (Tabela 01).

Tabela 01. Porcentagens de fases observadas de acordo com o tempo de
exposi¢cao dos animais (Brycon orbignyanus) do grupo | (27 °C) e do grupo |l (34
°C) (n=05).

Dias POS Temperatura ARL1 AR2 AR3 Regressdo Regeneracéo
exposicao
273 dpe 27°C 50% 16,67% 16,67% 16,67%
Ago.21 34°C 33,33% 33,33% 20% 20%
304 dpe 27°C 60% 40%
Set.21 34°C 20% 60% 20%
334 dpe 27°C 40% 40% 20%
Out.21 34°C 20% 20% 60%
365 dpe 27°C 20% 20% 40% 20%
Nov.21 34°C 20% 20% 60%
395 dpe 27°C 60% 40%
Dez.21 34°C 100%
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As diferentes fases do desenvolvimento testicular em peixes
apresentaram caracteristicas distintas que refletiram o estado de maturidade
reprodutiva e as atividades fisioldgicas dos testiculos.

No caso em peixes mantidos no grupo |, apos 273 dias de exposigao
(Ago/21), 50% animais encontravam-se na fase de Apto a reprodugéo inicial
(AR1) com testiculos grandes, firmes com coloragédo branco leitoso, indicando
uma maturidade sexual significativa. Lumen sem ou com poucos
espermatozoides presentes, e todas as etapas da espermatogénese estavam

ativas, com um epitélio germinativo continho (Figura 8 e 9 - Ae B).

Figura. 08. Histograma detalhado Interacdo tempo e temperatura em relagéo as
fases espermatogénicas em Brycon orbignyanus, apos 273 dias de exposi¢ao
(dpe) as temperaturas do grupo | (27°C) e grupo Il (34°C). AR 1: Apto a
reproducdo inicial; AR 2: Apto a reproducdo intermediario; AR 3: Apto a
reproducao final.
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Demais fases foram observadas, sendo que 16.67% encontravam-se na
fase de Apto a reproducao intermediario (AR2), onde apresentavam um epitélio
germinativo descontinuo nas proximidades do ducto espermatico, indicando uma
transicdo entre a fase inicial e outras fases subsequentes do desenvolvimento
testicular. A mesma porcentagem de fases foi observada para animais em

Regresséo e Regeneragao (16,67%) (Figura 10).
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Os animais na fase de Regresséao, apresentaram testiculos pequenos e
flacidos, com a presenga de espermatozoides residuais no lumen, junto com
espermatides nao liberadas. Com proliferacdo das espermatogbnias e regides
do epitélio germinativo com inicio da regeneragao.

Na fase de Regeneragéo, os animais apresentaram testiculos pequenos
e filiformes, com um lumen dos tubulos seminiferos discreto ou nédo detectavel.
Observou-se uma proliferagédo intensa das espermatogénias por todo o testiculo,
sem a presenga de espermatocistos, indicando um declinio na atividade

reprodutiva e o processo de preparacao para futuras atividades reprodutivas.

Figura 09. Visao geral dos testiculos dos animais na fase de Apto a reprodugéo
inicial expostos (AR 1). A-B: 27 °C (grupo |); C-D: 34 °C (grupo II).

Ja para os animais mantidos no grupo Il aos 273 dpe, observamos 33.33%

de animais em AR1 e 0 mesmo valor para animais em AR2, também foi
observado animais ja na fase Regresséo (20%) e Regeneracéao (20%).

No grupo |, em set/21, com 304 dpe observou-se a presenga das fases
AR2 (60%) e AR3 (40%) nos animais. Os animais aptos a reproducao final
apresentam testiculos grandes, firmes e opacos. Evidente presenca de

espermatozoides no lumen dos tubulos seminiferos, indicando plena atividade
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reprodutiva. Epitélio descontinuo, permitindo a liberagdo eficiente dos
espermatozoides. Marcando da maturidade reprodutiva, com os animais prontos
para a reproducgao (Figura 12).

Por outro lado, no grupo Il, exposto ao estresse térmico, apenas 20%
permaneciam na fase de Apto a Reproducao Inicial (AR1), enquanto os demais
saltaram diretamente para a fase de Regresséo (60%) e Regeneracao (20%).
Essa diferenca sugere que o estresse térmico pode estar afetando
negativamente o desenvolvimento testicular dos peixes, levando-os a um estado

de regressao mais rapidamente do que o normal.

Figura 10. Viséo geral dos testiculos dos animais na fase de Apto a reproducao

Aos 334 dias pds exposicado, em out/21 os animais nas fases AR1 e AR2,
no grupo |, representavam respectivamente 40%, sendo que os demais (20%)
foram classificados como AR3. Ja para o grupo Il 20% mantiveram-se em AR1,
20% conseguiram avangar chegando a fase de AR2, no entanto 60% dos

exemplares ja se encontravam na fase de Regeneracao.
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Figura 10. Visao geral dos testiculos dos animais na fase de Apto a reprodugéo
Final (AR 3). A- 27 °C (grupo 1); B — 34 °C (grupo Il).

Apds um ano do inicio do experimento, 20% os dos animais do grupo |
encontravam-se na fase de AR1, a mesma porcentagem foi observada para AR3
e para a fase de Regeneragéao, e 40% correspondiam a fase de Regressdo. No
grupo Il, animais na fase de AR1 correspondiam a 20%, assim como animais na
fase de Regressdo. Os demais animais encontravam-se na fase de

Regeneracao, correspondendo a 60%.

Figura 13. Viséo geral dos testiculos dos animais na fase de Regresséo. A — 27
°C (grupo 1); B — 34 °C (grupo II).
, .
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Aos 395 dpe, 60% dos animais do grupo | estavam na fase de AR2, e 40%
na fase de AR3 (Figura 14). Ja no grupo I, todos os exemplares encontravam-
se na fase de Regeneragao (Figura 13). Os animais dos primeiros 60 dpe, foram
classificados como imaturos, com testiculos pequenos, translucidos e filiformes.

Nesta fase, os testiculos contém apenas espermatogdnias indiferenciadas.
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Figura 14. Visao geral dos testiculos dos animais na fase de Regeneragao. A —
27 °C (grupo 1); B — 34 °C (grupo II).

Taxa de esforgo reprodutivo: Indice Gonadossomatico (IGS)

Até 60 dias pds exposicao, nao foi observado diferenca estatistica entre
os animais do grupo | (27 °C) em relagao ao grupo Il (34 °C), quando comparado
tempo e temperatura. Por serem animais de primeiro ciclo e imaturos, suas
gbnadas nao apresentaram ganhos de massas suficientes para interferir nas

faixas deste indice (Figura 15).

Figura. 15. Comportamento do indice gonadossomatico (IGS) ao longo do
periodo experimental.
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O grupo | apresentou as seguintes médias para os meses avaliados:
nov/20 (0,0032 + 0,0018%), Dez/20 (0,0021 + 0,0010%) e jan/21 (0,0147 %
0,0237%). E o grupo Il apresentou as seguintes médias, (0,0034 + 0,0014%),
Dez/20 (0,0034 + 0,0013%), trinta dias de exposi¢ao, e jan/21 (0,0033+0,0016%)
com 60 dias de exposigao.

Mesmo nao havendo diferenga significativa, apds os 60 dpe, é possivel
observar uma diferenga entre as médias, no caso em jan/21. Isso sugere que
apds o tempo de exposicdo a temperatura pode ter influenciado nos valores
deste indice mesmo que ndo seja estatisticamente significativa.

Apods 273 dpe, nao foi observado diferengas significativas entre no IGS
dos grupos avaliados. Coincidindo com o observado para as fases
espermatogénicas, onde o grupo | e Il apresentaram respectivamente 60% e
40% dos em AR1. Nos demais meses, a analise estatistica revelou diferencas
significativas entre os grupos | e Il. As médias do grupo Il exposto a temperatura,
indicam que a exposigao prolongada a afetou diretamente as massas, refletindo
em alteragdes no indice gonadossomatico, sendo a temperatura um fator

determinante como pode ser observado na Figura 16 e Tabela 01.

Tabela 01. Resultados da comparagédo do IGS (%) dos animais (Brycon
orbignyanus) expostos a 27 °C (grupo |) e 34 °C (grupo Il) por um periodo de 395
dias de exposigao.

grupo | (27°C) grupo 1l (34°C)
273 dpe 0,0756 + 0,074 0,0768 + 0,108
304 dpe 0,3919 £ 0,260 0,0040 + 0,001
334 dpe 0,095 + 0,114° 0,0278 + 0,052¢°
365 dpe 0,0746 + 0,074°¢ 0,0039 + 0,002¢
395 dpe 0,0578 + 0,057 0,0034 + 0,003

Médias dos resultados obtidos com seus respectivos desvios-padréo. As letras a, b, ¢, d apds
os valores das médias indicam grupos estatisticamente diferentes, com base nas comparacdes
realizadas.
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Figura. 16. Comportamento do indice gonadossomatico (IGS) ao longo do
periodo experimental (395 dias) nos dois grupos avaliados.
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De acordo com a grafico, podemos afirmar que os animais mantido no
grupo | (27°C) a temperatura nao tem efeito significativo no IGS da espécie
Brycon orbignyanus.

No entanto, em animais no grupo Il, & possivel visualizar como agéo da
temperatura afeta o desenvolvimento gonadal, e consequentente afetar a
espermatogénese. Com isso ha evidéncias estatisticas e morfolégicas para
afirmar que a temperatura tem um efeito significativo no indice gonadossomatico

causando mudancgas no padrdo do mesmo.
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DISCUSSAO

Em Brycon orbignyanus a temperatura elevada influenciou negativamente
no desenvolvimento dos animais, com relagdo ao crescimento e ganho de
massa, bem como uma interrupgao no avango da maturagao testicular ao longo
do periodo reprodutivo, reduzindo os valores de IGS mesmo em individuos
classificados na mesma fase de desenvolvimento testicular.

Esses resultados evidenciam como o aumento da temperatura influéncia
negativamente o metabolismo e parametros fisioldgicos dos peixes, afetando
seu crescimento e ganho de massa assim como parametros reprodutivos. Essa
afirmacao € confirmada quando observamos os peixes no grupo |, mantidos em
condicbes ideais de temperatura (27°C), estes conseguiram manter um
crescimento esperado e um estado nutricional mais equilibrado ao longo do
experimento.

Essa resposta rapida ao estresse agudo observada em Brycon
orbignyanus, esta alinhada com projegcdes sobre o impacto das mudangas
climaticas nas taxas metabdlicas e reducdo do tamanho dos peixe (GARDNER
et al., 2011; CHEUNG et al., 2013). Destacando uma tendéncia temporal
negativa no tamanho médio do corpo de peixes com o aumento da temperatura
(DAUFRESNE et al., 2009; SCHRECK, TORT 2016; BENITEZ-DORTA et al.,
2017; STAVRAKIDIS-ZACHOU et al., 2023).

A forte associacdo entre temperatura e crescimento (84,50% e 50,98%
explicados nos grupos | e Il) em Brycon orbignyanus, sugere impactos negativos
na saude e no crescimento dos peixes em 34°C. Alteragdes a curto prazo no
fator de condicao, sugere que temperatura elevadas afetam o crescimento e a
condigdo saudavel dos juvenis de Malabar blood snapper (MAZUMDER et al.,
2016). Dada a forte ligagdo entre temperatura e metabolismo dos peixes,
especies cultivadas estdo mais susceptiveis, devido a estarem restritas ao
ambiente de criacdo, impossibilitadas de evitar as condicdes ambientais
adversas decorrentes das mudangas (BARANGE et al., 2018; SMALE et al.,
2019).

Em contrapartida, em algumas espécies o0 aquecimento pode acelerar as
taxas de crescimento, no entanto, nem sempre se traduz em maiores

rendimentos, uma vez que a capacidade de carga dos recursos diminui com o
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aumento da temperatura, levando a uma reducdo na abundancia de peixes
maiores e, consequentemente, na biomassa reprodutiva (LINDMARK et al.,
2022).

Apos 334 dias de exposicao, notamos diferencas marcantes na relagao
entre ganho de massa, temperatura e tempo para B. orbignyanus. Em
experimentos de longa duragdo com ampla variagao de temperatura, observou-
se que temperaturas extremas, como 35°C para P. simulans, levam a alteragoes
metabdlicas e atividades enzimaticas significativas, demandando mais energia
para manter a homeostase (CAMPOS et al., 2017).

Em experimentos a tempo prolongado com temperaturas distintas (5,27°C
a 36,64°C), foi constatado que em temperaturas extremas ocorre uma
redistribuicdo de energia entre saude/crescimento e tolerdncia ao calor,
ocasionando uma diminui¢ao significativa da massa corporal (WU et al., 2022),
assim como no metabolismo, resposta imunologica e outras respostas
fisiolégicas dos peixes (ISLAM et al., 2021).

Fatores como o tempo de exposicdo, tamanho e condicao corporal
influenciam o ganho de massa ao longo do tempo, ao considerarmos os limites
térmicos (STAVRAKIDIS-ZACHOU et al., 2023). O limite térmico de uma espécie
depende da plasticidade fisiologica, da variagcdo genética e das condi¢des
ambientais (CAMPOS et al., 2016). Portanto, a vulnerabilidade das espécies
dependera principalmente da temperatura da tolerancia do organismo (DAHLKE
et al., 2020; CAMPOS et al., 2021). A tolerancia térmica tem sido estudada para
ambientes aquaticos e organismos terrestres (CALOSI et al., 2008; GIOMI et al.,
2014; PAUL et al., 2021).

As alteracdes observadas nas fases do desenvolvimento testicular de B.
orbignyanus estao relacionadas as condi¢cdes reprodutivas dos peixes. Assim
como a temperatura pode beneficiar a gametogénese (QUIRINO et al. 2021), o
estresse crénico pode impactar negativamente a maturidade reprodutiva
(SIQUEIRA-SILVA et al., 2013), como observamos nos animais expostos a 34°C,
onde apresentaram a uma transicdo rapida para fases de regressdo e
regeneragao, indicando um comprometimento da espermatogénese, com o0s
animais nao conseguindo sair da fase de AR1, dando inicio ao processo de

reabsorgao e reorganizagao do epitélio.
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Estudos a curto prazo testando os efeitos de temperaturas em Astyanax
lacustris (altiparanae) revelaram padrdes intrigantes. Apds trés semanas de a
35°C ficou evidente a esterilizagao no tecido testicular (SIQUEIRA-SILVA et al.,
2015). No caso da nossa pesquisa observamos uma auséncia notavel de
animais nas fases de Aptos a reproducéo final e Regressao em peixes mantidos
a 34°C por 395 dias. Essas informagdes corroboram com as hipdteses que a
temperatura levaria a uma redugdo do desempenho reprodutivo (YADA, TORT,
2016). A falta de Aptos Finais e Regressao nesta temperatura sugere uma
dinamica reprodutiva unica, possivelmente indicando uma transi¢ao rapida das
fases anteriores para a fase de Regeneracao.

Esta discrepancia nas respostas espermatogénicas em diferentes
temperaturas destaca a complexidade da regulagéo reprodutiva em diferentes
espécies de peixes, ressaltando a necessidade de uma abordagem para cada
contexto. Em trutas arco-iris a exposicao a temperaturas elevadas durante a fase
juvenil resultou em efeitos adversos na maturagao gonadal e na qualidade dos
gametas em machos, apontando para uma atrofia e subdesenvolvimento das
gbnadas (BUTZGE et al., 2021). Esses resultados s&o comparaveis aos nossos
achados, onde observamos uma notavel diferenca nas fases reprodutivas em
peixes expostos a 34°C.

Morgan e colaboradores (2022), observaram uma reducao significativa na
plasticidade fisiolégica, do Zebra-fish em condigdes de laboratério, em
comparagao com seus equivalentes selvagens. Ao conectar esses achados com
os resultados do presente estudo sobre os efeitos da temperatura na
espermatogénese de peixes, pode-se especular que a redugao na plasticidade
fisiologica, como observado em zebra-fish de laboratério, pode influenciar a
resposta reprodutiva a temperaturas variaveis. No caso da notavel diferenga em
relacdo ao IGS, estudo usando como modelo a A. longimanus, foi observado
uma assincronia reprodutiva sugerindo que diferentes temperaturas podem
afetar a temporalidade reprodutiva em diferentes espécies de peixes (AL-
DEGHAYEM et al., 2017).

Comparando esses resultados com a literatura existente sobre a biologia
reprodutiva da espécie, destaca-se a importancia da temperatura na regulacao
do ciclo reprodutivo (OLIVEIRA et al., 2017). Estudos anteriores indicam que

temperaturas mais elevadas podem acelerar processos metabdlicos e atividades
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fisiologicas em peixes, o que pode estar influenciando diretamente a
espermatogénese observada neste estudo (BUTZGE et al., 2021).

Esses achados nao apenas contribuem para o entendimento da
adaptacdo da espermatogénese as condi¢cdes térmicas, mas também tém
implicagbes para a gestdo e conservacdo de populagbes de peixes em
ambientes sujeitos a variagdes térmicas. O conhecimento dessas respostas
pode ser fundamental para prever e mitigar os impactos das mudangas
climaticas nos ecossistemas aquaticos. Em suma, este estudo destaca a
sensibilidade da espermatogénese a temperatura e proporciona uma base sélida
para investigacdes adicionais sobre as saude reprodutivas de peixes em um

contexto de mudancgas climaticas globais.
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CONSIDERAGOES FINAIS

As mudancgas climaticas, especialmente o aumento da temperatura,
afetam significativamente a maturagéo sexual e o ciclo reprodutivo dos peixes
neotropicais. A exposicao prolongada ao estresse térmico pode levar a
desequilibrios nas fases espermatogénicas, influenciando negativamente a
capacidade reprodutiva e a saude da populacio de peixes.

Essas observacgoes ressaltam a necessidade de monitoramento continuo
e estratégias de conservagao adaptativas para proteger as espécies de peixes

neotropicais em face das mudancgas climaticas.
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Efeitos da Alta Temperatura nas Caracteristicas Seminais de Brycon

orbignyanus (Characiformes: Bryconidae):

Resumo

Variagbes na temperatura impactam diretamente a reprodugdo, e
consequentemente os gametas. No caso de machos, o comprometimento das
fungdes reprodutivas pode causar alteragdes espermaticas, comprometendo sua
motilidade, morfologia e fertilizagc&o. Isso inclui danos como irregularidades na
morfologia espermatica, redu¢do na motilidade e velocidade dos
espermatozoides, e possiveis mutagdes no material genético. A compreenséo
desses efeitos € crucial para avaliar a saude reprodutiva das populagdes de
peixes frente as mudangas climaticas. Estudos adicionais sdo necessarios para
analisar de forma mais detalhada a influéncia das temperaturas elevadas na
qualidade seminal e nos parametros espermaticos. Analises minuciosas sao
essenciais para avaliar a viabilidade espermatica e a saude reprodutiva das
espeécies de peixes em um contexto de mudancas climaticas. Duzentos
exemplares foram distribuidos em dois tanques, mantidos a 27°C (grupo |) e
34°C (grupo Il), respectivamente, nas estufas de experimentagéo do Laboratorio
de Ictiologia Neotropical - L.I.NEO, UNESP/FEIS, llha Solteira/SP. Foram
induzidos hormonalmente cinco exemplares de B. orbignyanus por grupo, apos
130 horas térmicas acumuladas, o sémen foi coletado. A analise do sémen
incluiu técnicas como coloracdo, volume seminal, motilidade, concentracao
espermatica, integridade da membrana e morfologia espermatica. A
osmolalidade do plasma seminal também foi avaliada. As analises foram
realizadas utilizando microscopia de contraste de fase e sistema CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis), permitindo a medigdo de parametros como
motilidade total, motilidade progressiva, velocidade dos espermatozoides e
outras caracteristicas morfolégicas. Os dados foram tratados estatisticamente,
incluindo analise de componentes principais (PCA), para compreender as
relagdes entre os parametros espermaticos e o efeito da temperatura na
qualidade do sémen de B. orbignyanus. Apos 822 dias, peixes expostos a 34°C
apresentaram reducdo na concentracao de espermatozoides e aumento de
danos na membrana espermatica em comparagdo com os mantidos a 27°C. A
analise morfolégica revelou deterioragao significativa nos espermatozoides do
grupo a 34°C, com mais danos primarios € menos células normais. As analises
computadorizadas destacaram diferencas na motilidade progressiva e na
velocidade dos espermatozoides entre os grupos. A temperatura da agua
influenciou diretamente a qualidade seminal e o comportamento espermatico,
evidenciando a importancia desse fator ambiental na reproducao de peixes como
a B. orbignyanus.

Palavras-chave: Reproducao. Estresse térmico. Teledsteos. Reofilicos.
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Effects of High Temperature on the Seminal Characteristics of Brycon
orbignyanus (Characiformes: Bryconidae): A Study in the Face of Climate
Change

ABSTRACT

Variations in temperature directly impact reproduction, and consequently
gametes. In the case of males, impaired reproductive functions can cause sperm
changes, compromising their motility, morphology and fertilization. This includes
damage such as irregularities in sperm morphology, reduction in sperm motility
and speed, and possible mutations in genetic material. Understanding these
effects is crucial to assessing the reproductive health of fish populations in the
face of climate change. Additional studies are needed to analyze in more detail
the influence of high temperatures on seminal quality and sperm parameters.
Detailed analyzes are essential to assess sperm viability and reproductive health
of fish species in a context of climat change. Two hundred specimens were
distributed in two tanks, maintained at 27°C (group 1) and 34°C (group Il),
respectively, in the experimental greenhouses of the Neotropical Ichthyology
Laboratory - L.ILNEO, UNESP/FEIS, llha Solteira/SPFive specimens of B.
orbignyanus per group were hormonally induced, after 130 accumulated thermal
hours, the semen was collected. Semen analysis included techniques such as
color, seminal volume, motility, sperm concentration, membrane integrity and
sperm morphology. Seminal plasma osmolality was also evaluated. The analyzes
were carried out using phase contrast microscopy and the CASA system
(Computer Assisted Sperm Analysis), allowing the measurement of parameters
such as total motility, progressive motility, sperm velocity and other morphological
characteristics. The data was treated statistically, including principal componente
analysis (PCA), to understand the relationships between sperm parameters and
the effect of temperature on B. orbignyanus semen quality. After 822 days, fish
exposed to 34°C showed a reduction in sperm concentration and increased
damage to the Sperm membrane compared to those kept at 27°C. Morphological
analysis revealed significant deterioration in sperm from the 34°C group, with
more primary damage and fewer normal cells. Computerized analyzes
highlighted differences in progressive sperm

motility and speed between groups. Water temperature directly influenced
seminal quality and sperm behavior, highlighting the importance of this
environmental factor in the reproduction of fish such as B. orbignyanus.

Keywords: Reproduction. Thermal stress. Teleosts. Rheophilics.
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INTRODUGCAO

A temperatura desempenha um papel crucial no comportamento
reprodutivo dos peixes, servindo como um importante indicador/gatilho ambiental
(ALIX et al., 2020). Variacbes nesses parametros influenciam na fisiologia
(RIBEIRO et al., 2012), desempenho reprodutivo (SIQUEIRA-SILVA et al., 2015;
BUTZGE et al.,2021; QUIRINO et al.,2021), assim como nas taxas metabdlicas
(WEN et al.,, 2017) e qualidade dos gametas (BALDISSEROTTO, 2009;
NOWOSAD et al., 2014; WEN et al.,2017; VAGNER et al., 2019).

Considerar o impacto do ambiente térmico na reprodu¢cdo € no manejo
reprodutivo das espécies de peixes (TEIXEIRA et al., 2012; REBOUCAS et al.,
2014; NAKAMURA et al., 2015), é necessario, uma vez que estes fatores estéao
interligados (RIBEIRO, MOREIRA, 2012; PORTELLA et al., 2021), mesmo os
peixes tento uma certa tolerancia térmica (plasticidade) (CAMPOS et al., 2017),
essa sensibilidade as flutuacbes na temperatura pode variar dependendo da
espécie, devido as janelas de tolerancia térmica (VINAGRE et al., 2015; DAHLKE
et al., 2020).

Quando se trata de qualidade de gametas a temperatura deve ser
considerada, pois desempenha um papel crucial na reprodugdo (BUCKLEY,
HUEY 2016; SMALE et al.,, 2019), influenciando diretamente o sucesso
reprodutivo e a viabilidade das populagdes (PRADO-LIMA, VAL, 2016; BUTZGE
et al., 2021). E fatores, como alimentagcado, idade e condi¢des do ambiente
também devem ser considerados (KOWALSKI, CEJKO, 2019). Os efeitos
adversos da temperatura sobre a fertilizacao podem resultar em dificuldades,
uma vez que a capacidade dos espermatozoides de atingir o 6vulo é influenciada
pela motilidade e velocidade dos espermatozoides (ALIX et al., 2020). E
importante notar que o estresse térmico pode reduzir a motilidade dos
espermatozoides, afetando sua capacidade de locomogdo e,
consequentemente, a fertilizacao (CEJKO et al.,, 2016; KHOLODNYY et al.,
2020).

Além disso, devemos considerar etapas anteriores ao gameta ja formado,
e suas caracteristicas, no caso durante a espermatogénese, a exposigao
prolongada a temperaturas mais altas pode levar a ativacdo espermatica

precoce, resultando em uma reducdo na velocidade dos espermatozoides
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(FENKES et al., 2017). Isso compromete ndo apenas o tempo de fertilizagao,
mas também a eclosdo e a morfologia de embrides/larvas (PINHEIRO et al.,
2021). Assim como, durante a espermiogénese, podem surgir alteracbes na
morfologia dos espermatozoides, bem como nos embrides e larvas. Por
exemplo, variagbes na forma e no tamanho da cabega dos espermatozoides
podem resultar em compactagao inadequada da cromatina, o que por sua vez
pode levar a mutagdes no material genético (MONTANARI, 2013; FERNANDES
et al., 2020).

Em mamiferos por exemplo, esses danos normalmente sao resultados de
divisdbes nucleares irregulares durante a meiose, transformacdo anormal do
nucleo, vesicula de Golgi, centriolos e mitocdndrias das espermatides, falhas na
migragéo da gota citoplasmatica durante a espermiogénese (LAGERLOF, 1936).
E durante a espermatogénese, diversas influéncias, como a idade dos animais
(GASPARINI et al., 2010), fatores genéticos e nutricionais (HERMAN et al.,
1994), podem ocasionar alteracbes na morfologia espermatica. Esses danos,
podem ser classificados de considerando o grau de anormalidades na morfologia
espermatica (MILIORINI et al., 2011) (Tabela 1). Esses parametros sé&o
essenciais para avaliar a qualidade dos espermatozoides, fornecendo
informacgdes detalhadas sobre sua capacidade de fertilizagdo e mobilidade
(KHOLODNYY et al., 2020).

Tabela 01. Descricdo das anormalidades espermaticas gerais observadas por
Miliorini et al, 2011.

Seguimento afetado Altgra'gf)es AIteragp es
primarias secundarias
Macrocefalia Normal livre
Cabecga Microcefalia
Degenerada
Peca intermediaria Degenerada Gota C|topllasmat|ca
proximal
Gota citoplasmatica
ﬁCau.dfl N Fraturada distal
(porgdes iniciais e Coto (rompida) Curvatura simples
finais)

Fortemente enrolada

Fonte: Miliorini et al., 2011
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Essa padronizagao facilitou agrupar os danos, e determinar se estes
foram decorrentes do processo de formagdo do espermatozoide, ou se foi
decorrente do manejo. A separagao entre alteragdes primarias (Figura 01) e
secundarias (Figura 02), assim como a porcentagem dessas por amostra,
auxiliam na avaligdo da qualidade seminal (STREIT JR. et al., 2006; LEITE et al.,
2020; CASTRO et al., 2024). O comprometimento da gametogénese, frente as
mudancas climaticas € uma realidade (MIRANDA et al., 2013; SIQUEIRA-SILVA
et al., 2015; LUO et al., 2017; SHAHJAHAN et al., 2017; BUTZGE, et al., 2021).
Sendo cada vez mais necessarios estudos que avaliem os efeitos cumulativos
da alta temperatura na qualidade seminal (FENKES et al., 2017; FENKES et al.,
2019).

A compreenséo de todos os fatores que envolvem a gametogénese, torna-
se essenciais, deste a analise morfolégica até analises mais minuciosas, como
caracteristicas que determinam a viabilidade espermatica, volume seminal,
concentracao espermatica (ALIX et al., 2020; FERNANDEZ et al., 2024; KIME et
al., 2011; BORYSHPOLETS et al., 2013; O'MEARA, et al., 2023).
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MATERIAL E METODOS

Novecentos juvenis de B. orbignyanus oriundos Estagdo de Aquicultura
da U.H.E., Promissao/SP - AES - Tieté, com um més apés a reproducao foram
encaminhados para a estufa de experimentacdo do Laboratério de Ictiologia
Neotropical - L..LNEO, UNESP/FEIS, Ilha Solteira/SP, estes foram mantidos por
oito meses (fevereiro/2020 a outubro/2020), em tanque de geomembrana (4.500
L) até o inicio do experimento, sob fotoperiodo e temperaturas naturais.

Apos esse periodo, em outubro de 2020, um més antes do inicio do
experimento, 400 exemplares do lote acima citado (n=900), foram distribuidos
em dois tanques circulares da mesma volumetria, ficando cada tanque com um
n=200. Passados um més de aclimatagao, em novembro de 2020 o experimento
teve inicio, com o aumento de 1°C da temperatura a cada dois dias do tanque
que ficaria sob estresse térmico agudo, até atingir a temperatura proposta, no
caso 34°C. O tanque | foi nomeado como “grupo I’ e foi mantido a uma
temperatura de 27 £ 1,5°C e o tanque 2, foi nomeado como “grupo II”, e mantido
a uma temperatura constante de 34 £ 0,9°C.

Em ambos os grupos a massa corporal média (inicial) foi de 188,03 +
45,14 g e comprimento total médio de 24,76 + 1,95 cm. A alimentagéo foi a base
de ragcdo comercial (32% de proteina bruta). Até completarem um ano a
porcentagem de ragao foi de 3% por kg, € apdés um ano a porcentagem foi de
1% por kg, com atualizagdo mensal considerando a biomassa total do tanque
pela necessidade de proteina. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia,
até a saciedade aparente, durante todo periodo experimental.

Para manter a temperatura dentro do esperado, aos respectivos tanques
foram equipados com aquecedores, resfriadores (Chiller), acoplados com
serpentina de titdnio. Para compensar a demanda de oxigénio, aos filtros dos
respectivos tanques foi adicionado um sistema de oxigenacéao extra, alimentado
por um compressor radial. Em ambos os tanques as temperaturas eram
acionadas e controladas automaticamente com auxilio de termostatos
configurados para ligar e desligar caso alguma das temperaturas fugisse do pré-
estabelecido.

Complementar aos aparelhos, diariamente as temperaturas foram

aferidas em dois periodos, inicio da manha e fim da tarde com auxilio de
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termémetro. Os demais parametros de qualidade de agua como, pH, Amdnia,
Oxigénio dissolvido foram acompanhados duas vezes por semana usando kits
especificos. A manutengao dos tanques, filtros e decantadores foi feita a cada
sete dias, ocorrendo troca de 30% da agua, limpeza total do decantador, assim
como troca de mantas acrilicas e eliminagao de detritos dos filtros

Apods 822 (117 semanas), cinco animais do grupo | com massa média de
1 £ 1,8 kg e cinco do grupo Il (34 + 0,9°C), com massa média de 500 £ 2,5 kg
foram capturados aleatoriamente com auxilio de redes (Pugas), induzidos
hormonalmente, utilizando extrato bruto de hipéfise de Cyprinus carpio em uma
dosagem unica de 3 mg/kg de peixe vivo (GONCALVES et al., 2013). Apds 130
unidades térmicas acumuladas (UTAs) ou hora/grau, foram anestesiados de
solucdo de benzocaina a 1% (SIGMA - ALDRICH E1501).

O sémen foi entdo extrusado por meio de massagem abdominal no
sentido craniocaudal do corpo e coletado com o auxilio microtubos, e
micropipetas de 10 - 100 puyl (KASVI-K1-100B). Para evitar
ativacado/contaminacdo do sémen com fluidos bioldgicos do animal (fezes, urina
ou sangue), area da papila urogenital foi seca com auxilios te toalhas e papeis
absorventes (Figura 01).

Visando investigar a influéncia da exposicdo as duas temperaturas na
qualidade do sémen, de Brycon orbignyanus, os seguintes parametros foram
avaliados: Coloracao; Volume seminal, considerando até o momento de parada
da espermiagao ou de observacao de contaminagdo com sangue; Duragao da
motilidade, considerando desde a ativagdo dos espermatozoides até a
observacado de 10% dos espermatozoides moveis; Concentracdo espermatica
(espermatozoides/mL), mensurada por meio da Camara Hematimétrica do tipo
Neubauer, para isso o sémen foi diluido em solugcao formol-salina na proporgao
de 1:1000, respectivamente (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006).

Assim como a osmolalidade do plasma seminal, para isto o sémen foi
centrifugado a 2.5000 rpm, durante 15 minutos, sendo o sobrenadante coletado
e analisado em osmometro (OSMOMAT® model 030, Berlim, Alemanha);
Integridade da membrana espermatica ou sobrevivéncia espermatica, foi
determinada pelo método de coloragcdo em eosina-nigrosina, A eosina € um
corante que destaca células com membrana plasmatica danificada, colorindo-as

de rosa, enquanto a nigrosina cria um fundo escuro que ressalta os
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espermatozoides ndo corados (SWANSON, BEARDEN 1951; BRITO, 2007).
Para esta andlise os espermatozoides foram corados na propor¢ao 1:10:10
(sémen:eosina:nigrosina), sendo considerados vivos quando permaneciam
incolores, indicando membrana integra; ou mortos, quando corados de rosa,
indicando membrana rompida de acordo com Lopes et al., (2018). Foram
contados 200 espermatozoides por peixe utilizando um microscépio de luz
(Olympus CX41) em aumento de 40X.

Além disso, todas as amostras foram avaliadas usando o sistema CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis) (ISAS® Integrated Semen Analysis System,
Proiser, Valéncia, Espanha), acoplado a um microscopio de contraste de fase
UB200i (UOP/Proiser) com uma objetiva de contraste de fase negativa 10x. As
imagens foram capturadas com camera ISAS 782C (Proiser, Espanha) e
processadas com software CASA usando 50 frames por segundo (fps). O sémen
foi ativado pela adicdo 30 pl de agua destilada a 0,5ul de s€émen em uma camera
Makler™ (Sefi Medical Instruments Ltd, Israel), e analise realizada apés 10
segundos de ativagao.

Foram avaliados a motilidade total (MOT, %), motilidade progressiva (PR,
%), espermatozoides rapidos (SPZ R, %), velocidade curvilinea77 (VCL, uym/s),
velocidade linear (VSL, um/s), velocidade média (VAP, um/s), linearidade (LIN,
%), coeficiente de retilinearidade (STR, %), oscilagdo meédia da trajetéria
espacial (WOB, %), amplitude de deslocamento lateral da cabega (ALH, pm),
frequéncia de batimento cruzado (BCF, Hz). Espermatozoides com VAP < 10
pm/s foram considerados imoveis, com > 25 ym/s médios e > 50 ym/s rapidos
(Quadro 01).
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Quadro 01. Descricdo detalhada dos parametros e suas respectivas
caracteristicas aferidas pelo software Computer Assisted Sperm Analysis —

CASA.

PARAMETROS CARACTERISTICAS

Percentagem de espermatozoides mdveis, ou seja, a
proporcao de espermatozoides na amostra que estdo se
movendo, seja de forma progressiva ou nio.
Percentagem de espermatozoides progressivos, que se refere
a proporgao de espermatozoides que se movem de forma
progressiva em uma trajetoria reta.
Percentagem de espermatozoides rapidos, indicando a
propor¢do de espermatozoides que se movem a uma
velocidade considerada rapida
Percentagem de espermatozoides médios, representando a
propor¢ao de que se espermatozoides. movem a uma
velocidade considerada média
Percentagem de espermatozoides lentos, indicando a
proporcao de espermatozoides que se movem a uma
velocidade considerada lenta.

Motilidade Total
(MOT, %)

Motilidade Progressiva
(MP, %)

Espermatozoides Rapidos
(SPZ R, %)

Espermatozoides Médios
(SPZ M, %)

Espermatozoides Lentos
(SPZ L, %)

Velocidade curvilinea média, que é a velocidade média

Velocidade curvilinear . . .
percorrida pelos espermatozoides ao longo de sua trajetdria

(VCL, pm/s) curvilinea medida ponto a ponto seguido pela célula.
Velocidade em linha reta Velocidade em linha reta média, que ¢é a velocidade média
(VSL, pm/s) dos espermatozoides em uma linha reta.

Velocidade da amplitude da Velocidade média medida em linha reta do inicio ao fim do

trajetoria traieto
(VAP, um/s) yeto.

. . Linearidade, que descreve o grau em que os espermatozoides
Linearidade d . g’ . q p

o se movem em uma trajetoria reta em relagdo ao seu
(LIN, %) :
movimento total.
Retilinearidade Retilinearidade, que indica o qudo retilineo ¢ o movimento
(STR, %) dos espermatozoides.

Oscilagdo da cabecga, que representa a amplitude do
movimento da cabe¢a do espermatozoide enquanto ele se
move.

Indice de oscilagdo
(WOB, %)

Amplitude do deslocamento
lateral de cabecga
(ALH, pm)

Amplitude lateral da cabeca, que ¢ a medida da amplitude do
movimento lateral da cabeca do espermatozoide.

Frequéncia batimento da cauda, que ¢ a frequéncia com que a
cauda do espermatozoide se move de um lado para o outro
durante o movimento.

Frequéncia de batimento cauda
(BCF, Hz)

Para complementar, foi feita analise morfolégica dos espermatozoides
seguindo o proposto por Miliorini et al., (2011). O autor, classificou alteragdes nas
células espermaticas de acordo com o grau de comprometimento, e as
anomalias observadas foram separadas em dois grupos, as alteracdes primarias

e secundarias (Quadros 02 e 03).
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Quadro 02. Exemplo das anormalidades espermaticas primarias (20 pm)

apresentam sinais evidentes de
condensagdo anormal da cromatina.

Anomalias Caracteristicas Estrutura
Cabeca ampla e formas
arredondadas, as quais sdo
Macrocefalia consideradas normais quando nao

Degeneracédo da
cabeca e pega

Alteragdes na largura, densidade,
difracdo e/ou comprimento,
envolvendo forma e conexdo com a
cabeca (pescoco).

intermediaria . ~
A cabega (livre ou ndo)
apresentando um contorno irregular
ou aglomeracdo
Cauda Fraturada | Extensdo da cauda com uma fratura

e reteng@o da porgdo final.

Cauda em coto

Descontinuidade ou fratura na
cauda, desde a peca intermediaria
até a extremidade distal, sem
reten¢do da porgao final.

Cauda
fortemente
enrolada

A cauda enrolada em torno de si
mesma ou ao redor da cabega.
Cauda fortemente dobrada, que
poderia afetar consideravelmente a
motilidade do espermatozoide

Fonte: Miliorini et al., 2011 (Coloragéao alterada)
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Quadro 03. Exemplo das anormalidades espermaticas secundarias (20 ym)

Anomalias

Caracteristicas

Estrutura

Cabeca normal livre

Cabega sem cauda, porém sem
qualquer alteragao

v : :

Peca intermediaria com
gota citoplasmatica
proximal

Persisténcia de uma goticula na
peca intermediaria do
espermatozoide

Cauda com gota
citoplasmatica
proximal

Cauda com gota
citoplasmatica distal

Persisténcia de uma goticula na
cauda, exceto no peca
intermediaria

Fonte: Miliorini et al.,2011 (Coloragéo alterada)

Seguindo a metodologia usada por Streit-Junior et al., (2008), o sémen de

cinco animais de cada grupo foi fixado em solu¢do de formol-salina proporgao

de 1:1000 (sémen:fixador), corados com rosa bengala, na propor¢ao de 1:10

(corante: sémen) e apés, 10 pl foi depositado em uma lamina de vidro e cobertos

com laminula.



Foram feitas trés réplicas de lamina para cada animal, e analisados 100
células por lamina, sendo a analise realizada com auxilio de microscoépio Zeiss,

acoplado a uma camera AXIOCAM-MRc5, em ampliagao de 1000X.

Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente, com testes de
normalidade, homogeneidade de variancias, testes ndo paramétricos (Kruskal)
e paramétricos (teste T) analise de componentes principais (PCA) sendo
empregados para interpretacdo. A PCA permitiu a visualizagao da relagao entre
0s parametros espermaticos analisados, identificando possiveis padrbes nos
dados e destacando a contribuicdo de cada parametro para a variagao total dos

dados e suas relacdes.

77



RESULTADOS

Com base nas analises dos resultados, apds o periodo de exposi¢ao (822
dias), alteragdes significativas foram observadas entre os parametros avaliados
nos animais expostos as duas condi¢des térmicas. Os animais do grupo |, apés
o periodo de exposi¢ao, apresentou um sémen de coloragcéo branco leitosa, com
aspecto levemente viscoso, ja os animais do grupo Il, apresentaram sémen com

coloragao translucida, branco opaco.

Figura 03. Demonstracdo da coloracdo e volumetria seminal de Brycon
orbignyanus. A-coloragdo e quantidade (4 microtubos de 0,5 pl) de liquido
seminal dos animais mantidos a 27°C (grupo |); B- coloragdo e quantidade de
liquido sem’inal dos animais mantidos a 34°C (grupo II).

Estaticamente nao foi observada alteracbes em relagao a osmolalidade e
pH seminal. No entanto, diferengas estatisticas foram observadas em relacéo ao
volume seminal, concentragao espermatica, integridade de membrana e tempo

de motilidade entre os tratamentos (Tabela 02).

Tabela 02. Caracteristicas fisico-quimicas do sémen de piracanjuba B.
orbignyanus expostos as duas temperaturas, grupos | (27°C) e 1l (34°C).

grupo | grupo Il
Volume Seminal (mL) 20 + 2,52 1,33 + 0,43
Tempo de Motilidade (s) 40,85 + 3,962 31,13 + 2,76
Osmolalidade (mOsmol/kg) 284,77 +13 265,77 £ 9,95
C(Zg‘t:ze_rigj;fnal_o) ; 24,10 + 5,2 x10% 13,30 + 2,0 x10%
pH 7,11 £ 0,60 6,55+ 0,72
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Os resultados evidenciam que a exposi¢ao a 34°C teve um impacto na
concentragdo de espermatozoides dos peixes (13,30 + 2,00 x 10° sptz./mL),
quando comparada ao grupo de controle mantido a 27°C (24,10 + 5,27 x 10°
sptz./mL). A disparidade nas médias sugere que o estresse térmico teve efeitos
adversos consideraveis na capacidade reprodutiva dos animais submetidos a
essa condicdo, refletindo em uma diminuicdo substancial na média de
concentracado de espermatozoides no grupo I, sujeito ao estresse térmico.

Os resultados estatisticos dos dados acima citados, refletem os mesmos
padroes observados na analise de sobrevivéncia espermatica. O percentual de
células integras em relagao a células com membrana rompida foi de 96 + 0,02%
e 4 + 0,02% respectivamente para o grupo |, no caso animais mantidos a 27°C.
Ja o grupo Il, com os peixes sendo mantidos a 34°C o percentual de células
espermaticas com membranas integras foi de 86 + 0,07% e 15 + 0,07% de
células com sua membrana danificada, sugerindo que o estresse térmico tem um
impacto significativo tanto no volume seminal, na sobrevivéncia espermatica,

afetando significativamente a concentragao e o tempo de motilidade.

Morfologia Espermatica

Os resultados mostraram uma diferenga significativa na morfologia

espermatica entre os grupos expostos a diferentes temperaturas (Tabela 03).

Tabela 03. Analise da normalidade morfolégica dos espermatozoides do sémen
fresco de Brycon orbignyanus (n=05).

Morfologia espermatica Grupo | (27° C) Grupo Il (34° C)
Alteracdes primarias (%) 53,4+15,9 @ 80,3+6,8 ©
Alteracfes secundarias (%) 5,4+2,7 2 6,3+2,0 2
Defeitos totais (%) 58,8+15,3 2 86,6+5,6 P
Normal (%) 41,2+15,22 13,4570

No animais mantidos no grupo |, durante o periodo experimental os danos
primarios corresponderam a 53,4%, enquanto para os animais mantidos no

grupo Il houve um aumento significativo para 80,3%. Ja em relagdo aos danos
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secundarios, ndo houve uma diferenga significativa entre os dados avaliados dos
dois grupos, com valores em torno de 5,4% a 6,3% respectivamente.
Tratando-se dos defeitos espermaticos totais (%), os espermatozoides
dos peixes do grupo Il, resultaram em um aumento substancial, alcangando
86,6%, em comparagado com os 58,8% observados a o grupo |. Ja em relagéo a
porcentagem de espermatozoides normais, observamos uma diminui¢cao
drastica de 41,2% para os animais no grupo | em relagdo ao grupo Il, que
apresentou um percentual de apenas 13,4% de células dentro do esperado.
Esses resultados sugerem que o estresse térmico agudo a 34°C teve um impacto
significativo na morfologia espermatica dos peixes, aumentando a ocorréncia de

danos primarios e diminuindo a proporgao de espermatozoides normais.

Analise espermatica computadorizada

Os resultados das variaveis analisadas pelo software “Computer Assisted
Sperm Analysis” - CASA, evidenciaram que a avaliagdo entre amostras do grupo
| e grupo I, ndo apresentaram diferenga estatistica significativa para a Motilidade
total (MOT, %). Isso foi observado para a velocidade curvilinear (VCL, ym/s),
oscilacdo média da trajetéria espacial (WOB, %), frequéncia de batimentos
cruzados (BCF, Hz), assim como, para a amplitude de deslocamento lateral da
cabeca dos espermatozoides (ALH, pm/s), que também n&o mostraram
diferencgas estatisticas entre os grupos avaliados (Tabela X).

No entanto, para a motilidade progressiva - PROG (34,63 + 9,19 % e 23,86
+ 9, 45 %), e parametros especificos relacionados a motilidade dos
espermatozoides, como a porcentagem de espermatozoides rapidos - SPZ R (62
1+ 10,10 % e 41,63 + 15,43 %), médios-SPZ M (16,09 £ 6.30 % e 27,51 £ 9,27 %)
e lentos-SPZ L (6,33 + 2.17 % e 11.33 + 4,85 %), bem como os coeficientes de
linearidade - LIN (63,46 % + 7,59 e 51,56 + 9,53 %), retilinearidade - STR (68,48
16,92 % e 56,72 + 9,56 %) e velocidade em linha reta — VSL (78,33 + 16,33 um/s
e 54,65 + 11,72 um/s) apresentaram diferengas significativas entre os

respectivos grupos (Tabela. 04).
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Tabela 04. Dados retirados do software “Computer Assisted Sperm Analysis”

referente a avaliagdo dos parametros espermaticos da espécie Brycon
orbignyanus em ambos 0s grupos.

Grupos

Parametros Cinéticos

Grupo | (27 °C)

Grupo I (34 °C)

MOT (%) 84,42 4942 80,49 £ 8,98 2
MP (%) 34,63+£9,192 23,86 +9,45P
SPZR (%) 62 + 10,10 2 41,63 + 15,43 b
SPZ M (%) 16,09 + 6,30 2 27,51 +£9,27"b
SPZ L (%) 6,33+2,172 11,33 +4,85"b
VCL (um/s) 122,58 + 14,42 2 107,94 = 26,122
VSL (um/s) 78,33 +£16,33 2 54,65+ 11,72 b
VAP (umi/s) 113,51 + 14,13 2 98,07 + 23,652
LIN (%) 63,46 £ 7,59 2 51,56 +9,53°
STR (%) 68,48 £ 6,922 56,72 + 9,56 °
WOB (%) 92,54 +2,042 90,77 £ 3,44 2
ALH (um) 1,20 + 0,072 1,23+ 0,122
BCF (Hz) 14,54 £ 0,762 14,64 £0,762

MOT: Motilidade Total; PROG: Motilidade Progressiva; SPZ R: Espermatozoides
Rapidos; SPZ M: Espermatozoides Médios; SPZ L: Espermatozoides Lentos;
VCL: Velocidade Curvilinear; VSL: Velocidade Linear; VAP: Velocidade Média;
LIN: Coeficiente de Linearidade; STR: Coeficiente de Retilinearidade; WOB:
Oscilagdo Média da Trajetéria Espacial; BCF: Frequéncia de Batimentos
Cruzados; ALH: Amplitude de deslocamento Lateral da Cabecga.

Figura 04. Dados retirados do software “Computer Assisted Sperm Analysis”

referente a avaliagdo dos parametros espermaticos da espécie Brycon
orbignyanus em ambos 0s grupos.
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Esses resultados sugerem que o estresse térmico afetou principalmente
aspectos especificos da motilidade dos espermatozoides, como a PROG, e os

diferentes tipos de velocidade de movimento, enquanto outros aspectos, como a
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MOT e caracteristicas da trajetoria do movimento, ndo foram significativamente
afetados. Esses resultados sugerem que os gametas dos peixes expostos ao
estresse térmico podem apresentar uma capacidade de movimentacao
progressiva comprometida quando comparamos com as caracteristicas dos
espermatozoides dos peixes mantidos na temperatura de conforto.

Os resultados da analise de componentes principais (PCA), mostram a
distribuicdo dos dados ao longo dos componentes principais, destacando a
variabilidade e as relagdes entre as variaveis analisadas. Através do grafico
(Figura 05), é possivel observar a separagao dos grupos de acordo com o
tratamento aplicado, com a inclusdo de elipses para destacar a dispersao dos
dados e as tendéncias encontradas.

O grafico mostra que a temperatura da agua afete diretamente a
motilidade dos espermatozoides. Por exemplo, o grupo | mantido a 27°C,
apresentou uma motilidade espermatica mais estavel e eficiente em comparacéao
com o grupo Il mantido a 34°C, onde a temperatura elevada resultou em um
efeito negativo na motilidade, levando a uma dispersédo dos dados ao longo dos
componentes principais. As caracteristicas morfoldégicas e funcionais do
espermatozoide, como tamanho, forma, velocidade e agilidade (VCL, VSL, VAP,
etc.), também podem ser influenciadas pela temperatura da agua. Por exemplo,
a temperatura mais alta pode causar alteracées na estrutura e na funcao dos
espermatozoides, levando a uma maior variabilidade nos dados e a separacao
dos grupos no grafico.

Portanto, as tendéncias observadas na analise de componentes principais
refletem as diferengas nas respostas dos espermatozoides as condicdes de
temperatura da agua entre os grupos destacando a importéncia desse fator
ambiental na qualidade e no comportamento dos espermatozoides em animais

aquaticos.

Figura 05. Grafico da analise dos componentes principais (PCA), do sémen de
B. orbgnyanus. Grupo C (bolinha avermelhada), animais mantidos a 27°C (grupo
[); Grupo T (triangulo azul), animais mantidos a 34°C.
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DISCUSSAO

Com base nos resultados observados, apos o periodo de exposi¢ao (822
dias) as diferentes condi¢des térmicas, em relagao aos parametros seminais do
sémen de Brycon orbignyanus mantidos no grupos | (27°C) e no grupo Il (34°C),
podemos associar a um comprometimento em escalas anteriores, no caso ainda
na espermatogénese. Hani e colaboradores (2019), demostraram os efeitos
cronicos da exposicao a diferentes temperaturas, em machos de Gasterosteus
aculeatus, onde os valores do indice gonadossomatico em machos mostrou
variagbes significativas em relagdo as condigbes de exposi¢cdo. Resultados
semelhantes também foram observados em Daphnia magna considerando
temperatura estressantes (NA et al., 2021).

Complementar a estas afirmagdes padroes semelhantes de
comprometimento das suade reprodutiva foi observado em A. lacustris
(SIQUEIRA-SILVA et al., 2015; QUIRINO et al., 2021), Lota lota (ASHTON et al.,
2019) e Oncorhynchus mykiss (BUTZGE et al., 2021). Esses resultados nos
mostram que, tratando-se de parametros espermaticos e qualidade seminal,
aspectos precedentes, como alteragcdes na saude reprodutiva e no
desenvolvimento gonadal devem ser considerados (ALIX et al., 2020).

A reducdo expressiva em relacdo ao volume seminal em Brycon
orbignyanus, ampliam nossa compreensdo dos impactos ambientais na saude
reprodutiva das espécies aquaticas, levando a uma reducao no volume seminal,
como observado em Salmon salar, onde temperaturas elevadas resultaram em
efeitos deletérios sobre estes processos, levando a uma redugcédo do volume
seminal (VIKINGSTAD et al., 2016).

A coloracédo e a consisténcia do sémen sao caracteristicas resultantes de
respostas a condi¢des adversas (VALDEBENITO et al., 2013). No grupo exposto
a 34°C, a coloracao translucida e a opacidade branca indicam uma menor
concentragcéo espermatica, como constatado com os valores do presente estudo
(grupo 11 —24.10 + 5.2 x10° / grupo 1l — 13.30 + 2.0 x10°), essas afirmagdes s&o
baseadas em estudos que comprovam que a coloragao voltada para o branco
leitoso, assim como maior viscosidade, sao aspectos que indicam concentragdes
mais significativas de espermatozoide no liquido seminal (TORRES et al.,2014;
BUSTAMANTE-GONZALEZ et al., 2018; QUISPE et al., 2021).
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De fato, as diferengas estatisticas apresentadas entre os parametros
avaliados nos peixes expostos aos dois grupos (27°C e 34°C), séo respostas ou
estresse causados pelo aumento. Mecanismos como apoptose, reduz o
percentual sobrevivéncia dos espermatozoides (CASTRO et al., 2020; CASTRO
et al., 2024), alteragbes na integridade do DNA (KOWALSKI, CEJKO, 2019).
assim como modificagcbes na composi¢do bioquimica do plasma seminal
(PIRONEN, HYVARINEN, 1983; LUQUET, WATANABE, 1986; DZIEWULSKA
2020), podem contribuir para uma diminui¢do na fertilidade dos peixes expostos
a condigbes de estresse térmico (ALIX et al., 2020). A exemplo, recentemente foi
constatado que a exposic¢ao a curtos periodo em temperatura a 35°C, 1°C a mais
que a temperatura testada em nosso trabalho (34°C), a observado que qualidade
seminal foi comprometida, causando danos a tanto na motilidade, como na
morfologia, metabolismo, além de causar danos oxidativos (CASTRO et al.,
2024).

Os resultados da analise de morfologia espermatica mostram uma
correlagdo com os dados de motilidade progressiva dos espermatozoides. No
grupo |, exposto a 34°C, onde houve um aumento significativo nos danos
primarios (80,3 + 6,8%) e total de defeitos espermaticos (86,6 + 5,6%), com uma
reducao drastica na porcentagem de espermatozoides normais (grupo I: 41,2 +
15% / grupo Il: 13,4 £ 5,7%). A diminuigdo na porcentagem de espermatozoides
normais implica em uma reducdo na qualidade do sémen, o que pode ter
consequéncias negativas na fertilizagao e na capacidade reprodutiva dos peixes.

Associando esses resultados a motilidade progressiva dos
espermatozoides observamos uma reducédo significativa na motilidade destes
com o0s animais no grupo | apresentando uma média de motilidade progressiva
de cerca de 34,63 £ 9,1%, enquanto o grupo Il apresentou uma média de 23,86
+ 9,45%. Esses parametros uma vez comprometidos, interferem diretamente na
qualidade seminal (DZIEWULSKA, 2020), pois tanto a motilidade, como as
velocidades dos espermatozoides, sendo essenciais para o sucesso reprodutivo
(LINHART et al., 1999; ALAVI et al., 2019; PINHEIRO et al., 2021; MERINO et
al., 2024).

Assim como em Brycon orbignyanus, danos estruturais as células
espermaticas (macrocefalia, degeneragdo na cabega e alteragbes na cauda),

também foram observadas em C. macropomum altera¢gdes morfolégicas nos
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espermatozoides expostos a temperatura elevada (CASTRO et al.,, 2024),
indicando que altas temperaturas levam em uma diminuigdo na capacidade
dessas células de se movimentarem de forma progressiva e eficiente.

Coletivamente estas informagdes indicam um impacto negativo das altas
temperaturas na qualidade e funcionalidade dos gametas nos peixes expostos a
condi¢cbes de estresse térmico agudo. Alteragdes acima dos limites térmicos
criticos, podem afetar diretamente o eixo hipotalamo-hipofise-gbnada levando a
comprometimento nas fung¢des fisiologia (ALIX, et al.,2020). A viabilidade
espermatica € fundamental para a fertilizacdo bem-sucedida (HAYATI et al.,
2019), com a reducado na motilidade progressiva espermatica, alteracdes na
morfologia dos espermatozoide e a diminuicdo na concentragao de
espermatozoides, como resposta ao aumento da temperatura, sao fatores que
provavelmente afetariam ou inviabilizariam o processo fertilizacdo diante desse
cenario.

As caracteristicas cinéticas afetadas, como a porcentagem de
espermatozoides SPZ R (62 + 10,10% /41,63 = 15,43%), SPZ M (16,09 +
6,30%/27,51 + 9,27%) e SPZ L (6,33 + 2,17%/11,33 + 4,85%), assim como
concentracdo de espermatozoides por unidade de volume sao preocupantes,
pois temperaturas mais altas levam a uma diminui¢gdo da longevidade, como da
velocidade dos espermatozoides, uma vez que ocorre uma exaustao metabdlica
mais rapida, devido ao aumento da atividade celular e do consumo de energia
(COSSON, 2004; DZYUBA, COSSON, 2014).

Devemos considerar que o sucesso da fertilizagao, assim como as taxas
de eclosdo e a motilidade espermatica tem uma correlagdo com a velocidade de
linha reta (VSL), a velocidade curvilinea (VCL) e a velocidade média progressiva
(VAP), pois estes parametros estdo de velocidade estao intimamente ligados a
qualidade do flagelo do espermatozoide (GALLEGO et al., 2017). Os resultados
do VCL (grupo |: 78,33 £ 16,33 um/s; grupo Il: 54,65 £ 11,72 um/s) e VAP (grupo
I: 113,51 + 14,13 pm/s/; grupo Il: 98,07 + 23,65 pym/s) desses para a espécie B.
orbignyanus sao preocupantes, e requerem estudos mais aprofundados

Constatou-se ainda que temperatura comprometeu a morfologia
espermatica (LIN, STR, WOB), a cabega do espermatozoide (ALH) e o fator de

compactagao da cromatina (BCF). Essas hipéteses fornecem insights valiosos
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sobre como a interagdo entre tempo e temperatura influenciou os parametros

espermaticos dos peixes analisados.
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CONCLUSAO

A interagdo entre tempo e temperatura influencia significativamente os
parametros espermaticos dos peixes analisados, incluindo morfologia
espermatica, motilidade e velocidade dos espermatozoides.

Altas temperaturas levam a redugdo na motilidade progressiva e na
velocidade dos espermatozoides, impactando negativamente na qualidade
seminal e na fertilizagao.

Danos estruturais nas células espermaticas foram observados em peixes
expostos a temperaturas elevadas, indicando uma diminuigdo na capacidade de
movimento eficiente.

A viabilidade espermatica € crucial para a fertilizacdo bem-sucedida,
sendo afetada por alteragées na motilidade, na morfologia dos espermatozoides
€ na concentracado espermatica em resposta ao aumento da temperatura.

Em suma, a exposigao prolongada a temperaturas elevadas impactou
significativamente os parametros seminais e a qualidade reprodutiva dos peixes
analisados. Isso incluiu redugdo na motilidade progressiva, alteragdes na
morfologia espermatica e diminui¢do na viabilidade espermatica, fatores criticos
para o sucesso da fertilizagcdo. Esses resultados destacam a sensibilidade dos
gametas dos peixes a variagao térmica e ressaltam a importancia de considerar

os efeitos do estresse térmico na saude reprodutiva das espécies aquaticas.
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