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RESUMO
Frente as condi¢es extremas presentes no mundo, sdo agravadas pelas mudancas climaticas.
Atribuida a emissdo de gases pela atividade humana, resultando no aquecimento global. A
influéncia da temperatura na reproducdo dos peixes é de suma importancia, pois 0s peixes sdo
animais ectodérmicos e dependem do meio que vivem para reproducdo, desova e alimentacg&o.
Deste modo foi escolhida a espécie de peixe Astyanax lacustris, este trabalho teve por objetivo
avaliar o papel da alta temperatura no desenvolvimento testicular dessa espécie, quando 0s
individuos foram expostos por seis meses a uma temperatura de 32°C, além de avaliar e
caracterizar as fases do ciclo reprodutivo com base nas alteracGes do epitélio germinativo nas
temperaturas testadas e avaliar o indice gonadossomatico (IGS). Para tal, cento e trinta
espécimes machos de A. lacustris foram mantidos em sistemas de circulacdo fechado sob
temperatura da &gua ambiente (27,5°C) e 32°C. A realizacdo das coletas ocorreu todo més por
um periodo de seis meses. Os testiculos foram removidos, fixados, processados, incluidos em
historesina e seccionados a 3 um, submetidos a coloragdes de Hematoxilina/Eosina. Os
resultados obtidos a partir da temperatura ambiente permitiram classificar as fases da
espermatogénese de A. lacustris em fase Apto Espermiacdo-subfase Intermediario, subfase
Apto final, subfase Apto Final/ Regresséo e fase Regresséo, subfase- Regressao/ Proliferacéo
espermatogonial, os obtidos a partir da temperatura de 32°C foi fase espermiacao, subfase- Apto
intermediario, subfase- Apto Intermediario/Vacutolos, subfase- Apto final, subfase- Apto
Final/Vacuolos, subfase Apto Intermediario/ Regressao, subfase-Apto Final/ Regressdo e fase
Regressdo. Os resultados mostram que a alta temperatura desregulou a espermatogénese em A.
lacustris, levando a producdo de menos cistos e causando danos no epitélio e em algumas

células germinativas, tais como a presenca de vacuolos.

Palavras-chave: morfologia; teledsteos; estresse térmico



ABSTRACT
In view of the established climate change scenario and consequently the changes in global
temperature, the influence of temperature on fish reproduction and the ecological and economic
importance of the group as a whole. This study aimed to evaluate the role of high temperature
in the testicular development of Astyanax lacustris, exposed for a long time, as well as to
evaluate and characterize the phases of the reproductive cycle based on changes in the germinal
epithelium at the temperatures tested, correlating with the gonadosomatic index (IGS). For this
purpose, one hundred and thirty male specimens of A. lacustres were kept in a closed circulation
system (800L) at room temperature and exposed to thermal stress at 32°C with an experimental
period of six months (Oct/19 to Apr/20). During the entire experimental period, monthly
collections were performed, in which the length of the specimens was measured, both body and
gonad masses were measured, sectioned and fixed and later processed for histological analysis
with a pre-established protocol, after processing of inclusion, the material was sectioned at 3um,
submitted to Hematoxylin/Eosin staining. The results obtained from room temperature allowed
the classification of the phases in the reproductive cicle of male of A. lacustris in: phase
spawning capable: mid subphase and late subphase; late subphase/regression; regression;
regression/spermatogonial proliferation subphase. The phases obtained from the 32°C
temperature were spawning capable phase, mid subfase; mid subphase /vacuoles; late subfase;
late subfase/vacuoles; mid subphase /regression; late subfase/regression and regression phase.
The present results show that the high temperature deregulated spermatogenesis in A. lacustris,
leading to the production of fewer cysts and causing damage to the epithelium and some germ

cells, such as the presence of vacuoles.

Keywords: morphology; teleosts; thermal stress.
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1. INTRODUCAO

Mudangas climaéticas e peixes

Os efeitos das mudancas climaticas de modo geral, afetam e modificam a composicéo
e o funcionamento de praticamente todos os ecossistemas da Terra (AYLLON et al., 2020).
Além do agquecimento, a mudanca no uso da terra e perda de habitat sdo as trés principais
ameacas a biodiversidade aquéatica em todo o0 mundo sob a influéncia de disturbios antrépicos
(BAO et al., 2021).

O aumento da temperatura do ar e a mudanca dos padrdes de precipitagéo por exemplo,
alteram a temperatura da agua e os regimes do fluxo em todo o mundo (KNOUFT, FICKLIN
2017). No caso dos peixes dulcicolas, em particular 0s neotropicais, a exposicdo a essas
mudangas os coloca em posicdo de maior vulnerabilidade do que os peixes marinhos, porque
os sistemas de dgua doce sao mais rasos e tém uma capacidade de amortecimento térmico menor
(FAO, 2018).

Estima-se que um aumento na temperatura da dgua nos rios e mares de 1,4-5,8°C ocorra
até o final deste século, em decorréncia das mudangas climaticas e ao aquecimento do planeta
(IPCC, 2021). O painel Intragovernamental sobre mudangas climaticas (IPCC), publicou um
relatério mostrando que as mudancas climaticas causadas pelos seres humanos sao irrefutaveis,
gerando um serie de consequéncias, como a mudanc¢a na composi¢do da fauna e da flora pelo
mundo, aumento de desastres naturais como tempestades, inundacgdes, furacdo e perda de
recursos costeiros (IPCC, 2021). Aumento da temperatura da terra em estudos recentes vém
sugerindo a extingdo de quase metade das espécies de dgua doce nas proximas décadas, com
um declinio pronunciado nos trépicos (MANJARRES-HERNANDEZ et al., 2021).

Em cenérios pouco otimistas, com um aumento de 3,2°C e 2 °C respectivamente, cerca
de 36% e 9% das espécies de agua doce estariam expostas a extremos climaticos. Ja em cenario
mais otimista, a limitacdo a 1,5°C reduziria para 4% as espécies expostas a extremos de
temperatura, sendo as espécies de agua doce da regido tropical as mais afetadas
(BARBAROSSA et al., 2021). Com um agravante para espécies com tamanho corporal menor
e/ou éareas geograficas limitadas tendem a uma maior probabilidade de extingédo
(MANJARRES-HERNANDEZ et al., 2021). Isso porque, as espécies tropicais vivem em um
ambiente térmico uniforme e estdo préximas de seus limites térmicos, sendo assim
extremamente vulneraveis ao aquecimento global. Como exemplo, espécies amaz6nicas podem
apresentar pouca plasticidade de se adequar as mudancas climaticas, uma vez que ndo ha
varri¢Oes bruscas em seus habitats (MADEIRA et al., 2016, CAMPOS et al., 2017).
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No entanto, as respostas fisioldgicas a temperatura elevada da &gua observadas em
ambiente controlado, como laboratorios, ndo podem ser usadas como medidas responsaveis por
toda a extensdo da complexidade ecol6gica, uma vez que podem nédo coincidir com as respostas
observadas na natureza, porém € uma fonte segura para propor medidas mitigadoras (POTTS
etal., 2021).

Dentre as respostas fisioldgicas, considerando os componentes do eixo hipotalamo-
hipdfise-gbnada, as variagdes na temperatura afetam principalmente as gbnadas, as quais séo
mais facilmente danificadas por tratamentos térmicos através da inibicdo da expressdo e sintese

adicional de proteinas relacionados com a esteroidogénese gonadal (MIRANDA et al., 2013).

Organizacao Testicular em Peixes

Na maioria dos teledsteos, os testiculos sdo 6rgdos pares (SIQUEIRA-SILVA et al.,
2020), com simetria semelhante entre o direito e esquerdo, alongados, emparelhados, ligados a
parede dorsal do corpo pelo mesérquio, unindo-se na extremidade caudal, formando um ducto
espermatico que se exterioriza através da papila urogenital, por onde o sémen é liberado,
podendo sofrer modificacdes morfoestruturais ao longo do ciclo (RODRIGUES; QUEROL,;
BRACCINI, 2005; GRIER; URIBE-ARANZABAL, 2009; COSTA et al., 2014; CHAGAS et
al.,, 2014; QUIRINO, 2021).

Uma camada de tecido conjuntivo reveste todo o 6rgdo, com proje¢des sendo emitidas
para 0 seu interior, delimitando assim os I6bulos ou tdbulos seminiferos que revestem e
sustentam o tecido epitelial germinativo (EG), denominados de intersticio, sendo estas regies
separadas estruturalmente pela membrana basal (GRIER, 1981). Essas projecdes de tecido
conjuntivo, delimita o testiculo em dois compartimentos, o epitélio germinativo, que
desempenhara as funcGes espermatogénicas e a regido intersticial, responsavel pela sintese
esteroidogénica, (LACERDA, 2006). Tornando-o assim parcialmente enddcrino, uma vez que
tem capacidade de liberagéo de esteroides (TOVO-NETO et al., 2020).

De acordo com a espécie, a organizacdo do epitélio germinativo pode apresentar
caracteristicas pontuais e singulares, permitindo classifica-lo em dois tipos: tubular
anastomosado, presentes nas espécies filogeneticamente mais basais, tais como o Astyanax
lacustriss (SIQUEIRA-SILVA et al., 2017), caracterizado pela formagdo de anastomoses ou
secOes em seu epitélio germinativo, em que 0os compartimentos encontram-se interconectados,
impedindo a identificagdo do inicio ou término do tibulo (PARENTI; GRIER, 2004) (Fig. 01).
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Figura 01- A-Testiculo tubular anastomosado, B e C-detalhes da distribuicdo das celulas
germinativas no epitélio, de acordo com o tipo espermatogonial (B-irrestrito/C-restrito).
C

(adaptado de Grier et al., 1980)

Ja no testiculo com caracteristicas lobulares, o compartimento germinativo é definido
por apresentar formato digitiforme, que se estende em prolongamentos que terminam em um
fundo cego na periferia do testiculo. Podendo ainda, de acordo com a distribuicdo das
espermatogdnias ao longo dos l6bulos apresentar duas caracteristicas que os particularizam
lobular irrestrito e lobular restrito (GRIER, 1993; PARENTI E GRIER, 2004; GRIER ; URIBE,
2009). Sendo este tipo de estrutura testicular observada em espécies mais derivadas, tais como
0s Neoteledsteos, caso do tucunaré Cichla kelberi (SIQUEIRA-SILVA et al., 2013).

Mesmos com essas caracteristicas que definem o tipo testicular na maioria dos peixes
0sseos, tanto em espécies com testiculos lobulares (restrito/irrestrito), como tubulares
anastomosados, 0s compartimentos germinativos e intersticiais permanecem separados pela
membrana basal, que é responsavel por fornecer suporte tanto as células de Sertoli, como as

células da linhagem germinativa (GRIER et al., 1992)

Espermatogénese
A espermatogénese € um processo conservativo para a maioria dos vertebrados,

diferindo em alguns aspectos em peixes e anfibios (GRIER, 1993).
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A producdo de espermatozoides haploides funcionais é um importante pré-requisito
para a reproducdo em machos (THONNES et al., 2020). Sendo uma atividade equilibrada das
células-tronco espermatogoniais, que se autorrenovam para produzir mais células-tronco, assim
como manté-las no epitélio (DE ROOIJ; RUSSELL, 2000; SCHULZ, MIURA, 2002;
EHMCKE et al., 2006). Todo esse processo ocorre simultaneamente a proliferagdo celular,
diferenciagéo e crescimento do tecido (NAKAMURA et al., 1998). A espermatog6nia uma vez
envolvida pelas projecbes das células de Sertoli, forma o espermatocisto, no epitélio
germinativo que reveste o compartimento seminifero testicular (GRIER, 1981; 2002;
BILLARD, 1986; PUDNEY, 1995; GURAYA, 2001; GRIER; URIBE, 2009; SCHULZ et al.,
2010). (Fig. 03).

Figura 02- llustracdo do processo Espermatogénese cistica em peixes. A-Representacdo do
epitélio germinativo em peixes, evidenciando células somaticas e germinativas. B-descri¢do
das células da linhagem espermatogénica.

Com o inicio da meiose, as espermatogOnias encistadas, diferenciam-se em

espermatocistos primarios e com o inicio das divisdes meidticas, consequentemente surgem 0s
espermatocistos secundarios. Ao final deste, originam-se as espermatides, e ainda no interior
do cisto a espermatogénese se completa com a formacdo da célula haploide (GRIER, 1981;
GRIER, 1993; GARCIA; FERNANDEZ, 2001; SCHULZ, et al., 2010).

O encistamento das espermatogdnias pelas células de Sertoli é fundamental para a
sincronia do mesmo, no caso de teledsteos, e estas celulas formam uma barreira hemato-
testicular favoravel que se unem umas as outras através de especializa¢fes presentes nas suas
membranas (LOIR et al., 1995).
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Com a formacdo dos espermatozoides, as células que antes a englobavam, se rompem e
os liberam para o lumen do epitélio germinativo. Em relacéo a esse processo, Grier (1993) o
denominou como continuo ou descontinuo sendo corroborado por Taylor (1998). De acordo
com os autores e demais pesquisadores, o epitélio continuo caracteriza-se por possuir uma
populacdo continua de células germinativas e células de Sertoli por todo o comprimento do
I6bulo. No entanto, no epitélio descontinuo h& perdas graduais das células germinativas, em
razao da liberacdo dos espermatozoides, entretanto, essa descontinuidade do epitélio ndo ocorre
de maneira uniforme (GRIER; TAYLOR, 1998; GRIER; LO NOSTRO, 2000; BROWN-
PETERSON et al., 2002; GRIER; ARANZABAL, 2009).

Posteriormente padronizado por Brown-Peterson e colaboradores (2011), criando
assim, uma classificacdo para auxiliar na melhor compreensdo da maturacéo testicular. A
classificacdo testicular foi dividida nas seguintes fases e subfases.

Deste modo, a partir das caracteristicas do epitélio germinativo (EG) continuo ou
descontinuo e das células germinativas presentes, foi possivel estabelecer fases do
desenvolvimento testicular, inicialmente proposto por Grier (1981) e posteriormente
padronizado por Brown-Peterson e colaboradores (2011). A classificacao testicular foi dividida
nas seguintes fases:

Imaturo:  testiculos pequenos, translicidos e filiformes, possui somente
espermatogonias indiferenciadas e nunca liberou espermatozoides.

Em desenvolvimento: se inicia quando os testiculos comecam a crescer e se
desenvolver. Os testiculos sdo pequenos, com facilidade para serem identificados. Inicio da
espermatogénese e formacao dos espermatdcitos. Presenca de espermatogdnias, espermatocitos
primarios e secundarios, espermatides iniciais e finais. Ndo contém espermatozoides no limen.
O epitélio germinativo é continuo por todo o testiculo.

Apresenta uma subfase Inicial: quando apenas espermatogbnias e espermatdcitos
primarios presentes.

Apto a reproducdo: testiculos grandes, firmes e opacos. Espermatozoides presentes no
limen dos tubulos seminiferos. Ocorrem todos 0s estagios da espermatogénese e o epitélio é
descontinuo.

Subfases:

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.
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Regressdo: testiculos pequenos e flacidos, espermatozoides ndo liberados sob presséo.
Presenca de espermatozoides residuais no liumen. Contendo espermétides ndo liberadas.
Proliferacdo das espermatogdnias e regeneracao do epitélio germinativo tendo inicio.

Regeneracdo: testiculos pequenos e filiformes. Lamen dos tabulos seminiferos nao
detectavel ou discreto. Espermatogdnias em proliferacdo por todo testiculo. Auséncia de
espermatocistos. Espermatozoides residuais podem estar presentes no Iimen dos tubulos
seminiferos e ducto espermatico (BROWN-PETERSON et al., 2011).

Diante do exposto acima, o conhecimento do ciclo reprodutivo e das caracteristicas
morfolégicas das células germinativas, é fundamental para a compreensdo da espermatogénese
(RODRIGUES et al., 2015; CHAGAS, NINHAUS-SILVEIRA, VERISSIMO-SILVEIRA,
2016; ZARDO, 2018; POSTINGEL-QUIRINO et al., 2020).

Deste modo, considerando que os peixes sdo bons modelos para pesquisas relacionadas
a influéncia de fatores ambientais sobre a sua reproducdo, um evento fisiolégico de custo
energético muito alto e ocorre somente quando os animais estdo em condicGes favoraveis
(RIBEIRO; GUIMARAES, 2012).

A espécie modelo: Lambari do rabo amarelo Astyanax lacustris

Séo pertencentes a ordem Characiformes, familia Characidae e género Astyanax
(SANTOS, 2004). O lambari do rabo amarelo € uma espécie de pequeno porte, tendo de 10 a
15 cm de comprimento e pesa em média 60 gramas. Tem um habito onivoro e cresce
rapidamente, alcangando a maturidade sexual por volta dos quatro meses de idade em condigdes
de cultivo. Sao encontrados ao longo de pequenos riachos, lagos e rios que formam bacias
hidrol6gicas em ambientes tropicais (PORTO-FORESTI et al., 2001).

Para esta espécie, durante o periodo reprodutivo existem diferencas morfoldgicas 6bvias
entre machos e fémeas. Além de serem maiores e mais abauladas na regido ventral, as fémeas
geralmente amadurecem mais cedo, enquanto a taxa de crescimento dos machos € superior a
das fémeas (PORTO-FORESTI et al., 2005; SATO et al., 2006). Durante este periodo, as
fémeas ainda sdo fortemente irrigadas por vasos sanguineos, principalmente na regido ventral
do corpo, nas barbatanas peitorais e pélvicas. Os machos sdo pequenos e esguios. Durante o
periodo reprodutivo os machos de Astyanax lacustris possuem nadadeira anal mais aspera,
devido a presenca de espiculas, sendo uma caracteristica fundamental para selecionar 0s
machos (PORTO-FORESTI et al., 2005).

Sabe-se que a produgdo atual desta espécie € utilizada principalmente para

comercializacdo de iscas vivas e consumo direto (FERREIRA et al., 2014). Alem disso, tem
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sido utilizado como modelo biolégico (CARNEIR-LEITE et al 2022; QUIRINO et al 2021)
devido as suas caracteristicas de rapido crescimento, facil manuseio, aceitagcdo de alimentacéo
artificial e alta fecundidade (DRUMMOND et al., 2000).

Diante do exposto acima com relagdo ao aquecimento global, a influéncia da
temperatura na reproducdo dos peixes e da importancia ecoldgica e econdmicado A. lacustris,
este trabalho teve por objetivo avaliar o papel da alta temperatura no desenvolvimento testicular
dessa espécie, quando os individuos sdo expostos por um tempo prolongado de 6 meses a uma

temperatura de 32°C.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Considerando o aquecimento global, a influéncia da temperatura na reproducdo dos
peixes e da importancia ecoldgica e econémica do A. lacustris, este trabalho teve por objetivo
avaliar o papel da alta temperatura no desenvolvimento testicular dessa espécie, quando 0s

individuos séo expostos por um tempo prolongado de seis meses a uma temperatura de 32°C.

2.2. Objetivos especificos
v" Avaliar os aspectos morfoléogicos dos testiculos;
v' Caracterizar as fases do ciclo reprodutivo com base nas alteracdes do epitélio
germinativo nas temperaturas testadas (temperatura ambiente e a 32°C);
v' Realizar uma analise comparativa do desenvolvimento testicular e Indice
Gonadossomatico (IGS)
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CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO TESTICULAR DO PEIXE Astyanax lacustris
(CHARACIDAE) SUBMETIDOS POR TEMPO PROLONGADO A TEMPERATURA
DE 32°C

1. INTRODUCAO

Nos peixes, a espermatogénese ocorre em unidades funcionais denominadas por
espermatocistos, que sao constituidos por grupos de células germinativas em um mesmo estagio
de desenvolvimento, circundados por projecées citoplasmatica das células de Sertoli (SCHULZ
et al., 2010). A espermatogénese é influenciada por fatores abioticos, como, pH, oxigénio e
temperatura, levando a estimulacdo da reproducdo ou até mesmo a impedindo (RIBEIRO;
MOREIRA, 2012). Deste modo, o aumento da temperatura global e as mudancas climaticas
tém sido muito discutidos, pois séo fatores preocupantes que comprometem a reproducéo dos
peixes e a sobrevivéncia de espécies. (WALTER, 2007).

Nesse sentido, estudos vao demonstrando os efeitos da alta temperatura da agua na
reproducdo dos teledsteos, a exemplo do trabalho realizado com casais de Gobiocypris rarus,
com temperatura da dgua dos tratamentos de 18°C, 21°C, 24°C, 27°C e 30°C, comprovou que
a alta temperatura (30°C) influenciou diminuindo a frequéncia da desova e da taxa de
fertilizacdo, e aumentou a taxa de malformacéo das larvas, como olhos pequenos, saco vitelino
irregular e cauda curta (LUO et al., 2017).

Outro estudo realizado com machos de tilapia-do-Nilo, em temperaturas de 36°C, 37°C
e 27°C (controle), foi observado que 0s animais expostos as temperaturas de 36°C e 37°C
mostraram uma perda de células germinativas testiculares em comparagdo ao controle (JIN et
al., 2019), foi observado também que a temperatura de 36°C interferiu na reducdo da densidade
espermatica, sendo mais severa nos animais que estavam em 37°C.

No caracideo neotropical Astyanax lacustris, a temperatura da agua influenciou
diretamente na duracao da espermatogénese (fase meidtica a fase espermiogénica), os animais
mantidos a uma temperatura da agua de 27°C tiveram uma duracdo da espermatogénese
estimada em 6 dias, enquanto aqueles em 32°C o processo durou aproximadamente um dia
(QUIRINO et al., 2019). Para a mesma espécie, foi demonstrado que animais mantidos a uma
temperatura de 35°C tiveram a espermatogénese deplecionada apos 3 semanas de exposicao, e
apos a quinta semana, o epitélio apresentava visivel reducdo de todos os cistos (SIQUEIRA-
SILVA et. al., 2015).
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No relatorio do IPCC (The Intergovernmental Panel on Climate Change), foi discutido
que as atividades humanas tenham causado aproximadamente 1°C de aquecimento global acima
dos niveis pré-industriais. Essa mudanca climatica esta sendo causada principalmente pela
liberacdo de gases que retém o calor, como o diéxido de carbono, que sdo produzidos em
excesso por veiculos, processos industriais e usinas de energia (IPCC,2018).

Tendo em vista a conhecida influéncia da temperatura da agua sobre o0s peixes, este
trabalho teve como objetivo analisar a influéncia da temperatura elevada no desenvolvimento
testicular dos machos de Astyanax lacustris a longo prazo, bem como os aspectos morfologicos
dos testiculos, descrever as fases do ciclo reprodutivo com base nas alteragdes do epitélio
germinativo nas temperaturas testadas e avaliar o indice gonadossomatico.

O Astyanax lacustris € usado como isca viva para pesca esportiva e consumo humano,
sua maturacdo sexual é alcancada com aproximadamente quatro meses, apresenta reproducao
continua ao longo do ano e sua temperatura conforto esta na faixa de 26°C a 28°C (GARUTTI.,
2003; PORTO-FORESTI et al., 2005). Devido ao seu pequeno tamanho, resisténcia a condi¢oes
ambientais e facilidade de reproducdo, a espécie também se tornou um modelo experimental
neotropical interessante em estudos aplicados (SIQUEIRA-SILVA et al., 2018).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. COMITE DE ETICA

Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de Ictiologia
Neotropical-LINEO, UNESP/FEIS, aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal da UNESP
sob o protocolo CEUA- FEIS/UNESP 10/2020.

2.2.ANIMAIS

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados 130 exemplares machos, com
idade de 4 meses de Astyanax lacustris, obtidos do Centro de Aquicultura da UNESP —
CAUNESP, Jaboticabal/SP. A separagdo de machos e fémeas ocorreu no local, de modo que a
identificacdo do sexo foi feita utilizando a presenca das espiculas na nadadeira anal dos machos
(MALABARBA; WEITZMAN, 2003).

2.3.DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O desenvolvimento da pesquisa ocorreu em tanques de 1000 L em sistema de
recirculacdo de agua, nas dependéncias da estufa do Laboratorio de Ictiologia Neotropical —
LINEO, UNESP - llha Solteira, no periodo de agosto de 2019 a maio de 2020 (Fig. 1). Os
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espécimes de A. lacustris foram divididos em dois tratamentos (n=65), temperatura ambiente
(TA) e temperatura constante a 32°C, com cinco repetigdes, totalizando assim, 10 unidades

experimentais em um delineamento inteiramente casualizado (Fig. 04).

Figura 03- Estufa experimental e distribuicao dos tanques do experimento
» A RS

Fonte: Prépria autora.

Inicialmente os dois grupos foram mantidos em temperatura ambiente (média de 27°C)
por um periodo de sete dias para o ajuste do sistema de recirculacdo. Ap6s esse periodo, um
grupo permaneceu com agua do sistema em temperatura ambiente-controle (TA) e, o outro
grupo foi exposto a uma temperatura constante de 32°C (T32), a temperatura escolhida se refere
as previsdes de aumento de temperatura global estimada pelo IPCC 2014 (Fig. 05). A variacao
da temperatura no grupo TA foi aferida de hora em hora, com o uso do “data logger” e, para a

manutencdo e controle do T32 foi utilizado um aquecedor ligado a um termostato.



27

Figura 04- llustracdo da distribuicdo de tanques por tratamento

Controle (temperatura ambiente)

[ 1

== == == = =

Tratamento (32°C)

Fonte: Propria autora.

24.BIOMETRIA

Apo6s o periodo de aclimatacdo foram coletados 5 exemplares, por tratamento, para a
biometria inicial e caracterizacdo morfoldgica testicular. A partir desse momento, foram
realizadas sete coletas mensais utilizando 10 exemplares por tratamento (dois por tanque). Os
exemplares foram anestesiados em uma solucdo contendo 0,5 g de cloridrato de benzocaina,
dissolvida em 5 mL de etanol absoluto e 2 L de 4gua. Apds anestesiados, a massa foi aferida,
com o auxilio de uma balanca analitica (Marte® - modelo AY220), e foram mensurados 0s

comprimentos total e padrdo, com o auxilio de um paquimetro (Fig. 06 e 07).

Figura 05- llustracdo do procedimento de anestesia e biometria
>

Benzocaina

Fonte: prdpria autora
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Fonte: Propria autora.

2.5.PROCESSAMENTO E ANALISES

Ap0s realizada a biometria, os testiculos de A. lacustris foram removidos e tiveram sua
massa aferida, apos isso, foram fragmentados e fixados em solucédo de 4% e glutaraldeido a
2,5% em tampao fosfato Sorensen 0,1 M a pH 7,2, por no minimo 24 horas. Em seguida 0s
fragmentos da regido medial dos testiculos foram desidratados em concentracfes crescentes de
etanol, incluidos em glicol metacrilato historesina (LEICA ®), seccionados a 3.0 um de
espessura utilizando microtomo (LEICA RM 2145; Leica Instruments GmbH, Nussloch
Heidelberg, Alemanha) equipado com lamina de vidro (LEICA RM 2245) e coradas em
Hematoxilina e Eosina. A analise microscopica foi realizada com o uso do microscépio dptico
Olympus® e o fotoprocessamento pela camera digital MOTIC® (Moticam 2300 CCD, 3.0 M.
pixel) acoplada ao microscopio, utilizando o software “Motic Imagens Plus 2.0”.

Para a caracterizacdo das fases do ciclo reprodutivo seguiu-se o protocolo proposto por
Brown-Peterson et al., (2011). O Indice Gonadossomatico (IGS) foi calculado utilizando a
relacdo da massa gonadal (Wg) em relacdo a massa corporal (Wb) do individuo, dada pela
seguinte formula: IGS = Wg/Wb*100 (Vazzoler 1996).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software livre BioEstat 5.0.
Inicialmente os dados foram submetidos a teste de homogeneidade de Barlett e teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, para verificacdo das premissas necessérias para testes
paramétricos. Posteriormente, as analises foram conduzidas por meio de Teste T-Student para
a comparacao entre pares més a més entre grupo temperatura ambiente e grupo 32°C. Para as
analises das médias realizadas ao longo de todo o experimento, foram feitas andlises de
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variancia (ANOVA) one-way, seguidos de teste Tukey para as compara¢Ges multiplas. Todos
o0s dados séo expressos nos graficos ou tabelas por meio de médias e desvio padréo ().

3. RESULTADOS

Caracteristicas Macroscépicas

Os testiculos de Astyanax lacustris sdo 6rgdos pares e alongados, dispostos na porcao
dorsal da cavidade abdominal, posicionando-se ventralmente ao sistema néfrico, e a bexiga
natatdria. Prolongam-se no sentido cranio-caudal e fundem-se na porgéo posterior formando o
ducto espermatico, que se estende até a abertura da papila urogenital (Fig. 08 A-B), canal este

que posteriormente por meio da espermiacao os gametas sdo liberados para o meio externo.

Figura 07- Testiculo de Astyanax lacustris. A- Posi¢do dos testiculos na cavidade abdominal;
B- evidenciando a regido cranial e caudal ap6s a remocéo.

Fonte: Propria autora.

Caracterizacdo das fases testiculares

Com base nas caracteristicas testiculares do espécime A. lacustris, mantidos a
temperatura ambiente, foi possivel caracterizar as seguintes fases: Apto a Espermiacao (Apto)
e Regressdo. Apto - subfase intermediario; Apto - subfase Final; Apto - subfase Final/
Regressdo e Regressdo - subfase Regressdo/ Proliferacdo espermatogonial (Quadro 1). Nos
espécimes mantidos na temperatura da agua a 32°C, apesar de estarem muito na fase de Apto a
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Espermiacdo, foram observadas vérias alteracfes no epitélio germinativo, sendo caracterizados

as seguintes subfases: Apto - subfase intermediario; Apto - subfase Intermediério/ Regressao;

Apto - subfase Intermediario/ vacuolos; Apto - subfase Final; Apto-subfase Final/ Regresséo;

Apto - subfase Final/ vactolos e a fase Regressdo. As caracteristicas observadas em cada fase

e subfases, assim como as particularidades de cada uma, estdo descritas no Quadro 02.

Tabela 01- Descricdo das fases observadas no epitélio germinativo de Astyanax lacustris
durante o periodo experimental em animais sob temperatura ambiente.

Fase: Apto
Espermiacéo

Subfase Apto
Intermediério

Testiculo com regides do epitélio germinativo apresentando
continuidades e descontinuidades. Cistos de todos 0s estagios na
regido que tem o EGC e espermatozoides na luz. Nas regides com
descontinuidade cistos escassos, dispersos, e uma luz ampla e repleta

de espermatozoides.

Fase: Apto
Espermiacéo

Subfase Apto Final

Epitélio todo descontinuo, podendo apresentar cistos dispersos, com
regides especificas com maior abundancia de destes, com luz ampla

e repleta de espermatozoides, apto a espermiacao.

Fase: Apto
Espermiacéo

Subfase Apto Final/
Regressao

Epitélio todo descontinuo, regido com luz ampla e repleta de
espermatozoides. Na outra regido descontinuidade, com presenca de
muitos vacuolos nas células de Sertoli, diminuicdo da propor¢éo de

espermatozoides na luz e o tibulo fragmentado.

Fase Regressao

Epitélio com escassez de cistos, muitos vacuolos nas células de

Sertoli e a luz com poucos espermatozoides.

Fase Regressao

Subfase

Regressdo/proliferacao

Epitélio todo descontinuo, porem observa-se proliferacdo

espermatogonial em regibes especificas, e outras com total aspecto

de epitélio em regressao.

Fonte: adaptado de Brow-Peterson et al., 2011.
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Tabela 02- Descricdo das fases observadas no epitélio germinativo de Astyanax lacustris
durante o periodo experimental 32°C.

Fase: Apto
Espermiacéo

Subfase Apto
Intermediario

Testiculo com regides do epitélio germinativo apresentando
continuidades e descontinuidades. Cistos de todos o0s estagios na
regido que tem o EGC e espermatozoides na luz. Nas regides com
descontinuidade cistos escassos, dispersos, e uma luz ampla e repleta

de espermatozoides.

Fase: Apto
Espermiacéo

Subfase Apto

Intermediario/Vacuolos

Presenca de vacuolos no epitélio.

Fase: Apto
Espermiacéo

Subfase Apto Final

Epitélio todo descontinuo, podendo apresentar cistos dispersos, com
regides especificas com maior abundancia de destes, com luz ampla

e repleta de espermatozoides, apto a espermiacao.

Fase: Apto
Espermiacéo

Subfase Apto
Final/Vacuolos

Presenca de vacuolos no epitélio.

Fase: Apto
Espermiacéo

Subfase Apto Inter/
Regressao

Epitélio germinativo heterogéneo, com regides apresentado
continuidades e aspectos de epitélio em regressdo (descontinuidade,

células epiteliais com bastante vacuolo, espermatozoides residuais).

Fase: Apto
Espermiacéo

Subfase Apto Final/
Regresséo

Epitélio todo descontinuo, regido com luz ampla e repleta de
espermatozoides. Na outra regido descontinuidade, com presenca de
muitos vacuolos nas células de Sertoli, diminuicdo da propor¢éao de

espermatozoides na luz e o tibulo fragmentado.

Fase Regressao

Epitélio com escassez de cistos, muitos vacuolos nas células de

Sertoli e a luz com poucos espermatozoides.

Fonte: adaptado de Brow-Peterson et al., 2011.
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Figura 08- Testiculo de Astyanax lacustris, fases e subfases apresentadas na Temperatura
Ambiente: A e B: Fase Apto espermiacdo- subfase- Intermediario: A- Epitélio germinativo
apresentando continuidades e descontinuidades. Cistos de todos os estagios na regido que tem
0 EGC e espermatozoides na luz. Nas regifes com descontinuidade cistos escassos, dispersos,
e uma luz ampla e repleta de espermatozoides. B-Cistos de todos os estdgios no epitélio
germinativo e presenca de espermatozoides no lumen. C e D: Fase Apto-subfase-Final: C-
Epitélio germinativo descontinuo, cistos dispersos, com regies especificas com maior
abundancia destes, luz ampla e repleta de espermatozoides, apto a espermiacdo. D-Epitélio
germinativo descontinuo, presenca de cistos de espermatides, células de Sertoli e a luz repleta
de espermatozoides. E e F: Fase Apto -subfase- Final/ Regressdo: E- Em uma regido, epitélio
germinativo descontinuo, luz ampla e repleta de espermatozoides. Na outra regido
descontinuidade, com presenca de muitos vacuolos nas células de Sertoli, diminuicdo da
proporcdo de espermatozoides na luz e o tdbulo fragmentado. F-Epitélio germinativo
descontinuo, espermatozoides na luz, vacuolos nas células de Sertoli e no epitélio. G e H: Fase
Regressdo: G- Epitélio germinativo com escassez de cistos, muitos vacuolos nas células de
Sertoli e a luz com poucos espermatozoides. H- Muitos vacutolos nas células de Sertoli e a luz
com poucos espermatozoides. | e J. Fase regressao-subfase- Regressdo com proliferagdo
espermatogonial: I- Epitélio germinativo todo descontinuo, proliferacdo espermatogonial em
regides especificas, e outras com total aspecto de epitélio em regressdo. J- Presenca de
espermatogonias, células de Sertoli e espermatozoides residuais. Seta verde: epitélio
germinativo continuo, seta vermelha: epitélio germinativo descontinuo, seta azul: células de
Sertoli, *: vacuolos, L: limen, spZ: espermatozoides, spC: espermatocitos, spM: espermatides
e spG: espermatogonias. Coloracdo (HE): Hematoxilina/Eosina.
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Figura 09- Testiculo de Astyanax lacustris, fases apresentadas na Temperatura de 32°C. A e
B: Fase espermiacdo-subfase- Intermediario/ Vacuolos: A-Testiculo com regies do epitélio
germinativo apresentando continuidades e descontinuidades. Cistos de todos os estagios na
regido que tem o EGC e espermatozoides na luz. Nas regides com descontinuidade cistos
escassos, dispersos, e uma luz ampla e repleta de espermatozoides. B- Presenca de
espermatog0nia, cistos de espermatdcitos, epitélio germinativo com vacuolos, células de Sertoli
e espermatozoides na luz. C e D: Fase Apto-subfase- Intermediario/ Regressdo: C- Epitélio
germinativo com regides apresentado continuidades e aspectos de epitélio em regressao, células
epiteliais com bastante vacuolo e espermatozoides residuais. D- Espermatogonias com presenca
de vacuolos e espermatozoides residuais. E e F: Fase Apto -subfase- Final/ Vacuolo: E- Epitélio
germinativo descontinuo, apresentando cistos dispersos, com regifes especificas com maior
abundancia, com luz ampla e repleta de espermatozoides, apto a espermiacdo. F- Apresentando
epitélio germinativo descontinuo, cistos de espermatocistos, cistos de espermatides,
espermatozoides e vactolos no epitélio. Seta verde: epitélio germinativo continuo, seta
vermelha: epitélio germinativo descontinuo, seta azul: células de Sertoli, seta preta: aspecto
de regressdo no epitélio, *: vacuolos, L: lumen, spZ: espermatozoides, spC: espermatocistos,
spM: espermatides e spG: espermatogonias. Coloracdo (HE): Hematoxilina/Eosina.
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Fonte: Propria autora.
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Distribuicdo de animais por fases do desenvolvimento testicular

Ao longo dos meses foi possivel observar, nos espécimes, as variagdes nas porcentagens
das diferentes fases do desenvolvimento testicular, em ambas as temperaturas (Figs. 10 e 11).
Nos espécimes mantidos a temperatura ambiente outubro/19 apresentou apenas animais na fase
apto a espermiacdo com trés subfases (apto intermediério, apto final e apto final/ regressédo).
Em novembro/19 foi observado apenas a fase apto a espermiacéo, e as subfases apto final e
apto final/regressdo, com maior predominancia de espécimes na subfase apto final. Em
dezembro/19 apresentou a mesma fase e subfases dos espécimes no més de outubro/19.

Seguindo o periodo experimental, 0 més de janeiro/20 apresentou duas fases (Apto a
espermiagdo com subfases) e a fase regressao. Em fevereiro/20 apresentou duas fases Apto a
espermiacdo, sendo as subfases Apto intermediario e apto final e a fase regressao com subfase
regressao com proliferacdo espermatogonial. Ja abril/20, apresentou as mesmas fases e subfases
dos espécimes analisados em outubro/19, assim como dezembro, demonstrando assim atividade
ciclica do periodo reprodutivo e a capacidade rapida de autorrenovacao do epitélio germinativo
da espécie (Fig. 10).

Entretanto, quando observamos a porcentagem de distribui¢do das subfases Apto final
nos espécimes mantidos a 32°C, verificamos que ocorreu uma redu¢do quando comparada com
a temperatura ambiente, além de alteragdes morfoestruturais no epitélio de alguns espécimes.
Por exemplo, em outubro/19 foi possivel observar espécies na fase Apto a espermiacdo, duas
novas subfases, Apto final/vactolos e Apto Intermediario/vacuolos.

No més de novembro/19 apresentou a fase Apto a espermiacdo com predominio da
subfase Apto intermediario/vactolos. Em dezembro/19 foi observado a fase Apto a
espermiacdo com predominio da subfase Apto final/vactolos. Em janeiro/20 por sua vez foi
observado duas fases Apto a espermiacdo com subfases e a fase regressdo apresentando maior
predominancia. No més de fevereiro/20 foi observado a fase apto a espermiacdo com subfases
e a fase regressdo mais predominante. Por fim, em abril/20 foi observado duas fases apto a
espermiacdo com subfases diferentes sendo Apto final, Apto intermediario/regressao, apto

final/ vacuolos, tendo a predominancia da final/regressdo e a fase regressao (Figs. 10 e 11).
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Figura 10- Frequéncia de espécimes de Astyanax lacustris por fases de maturacdo testicular
para temperatura Ambiente, dos meses de outubro/19 a abril/20.
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Fonte: Propria autora.

Figura 11- Frequéncia de espécimes de Astyanax lacustris por fases de maturagéo testicular
para temperatura de 32°C, dos meses de outubro/19 a abril/20.
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Fonte: Propria autora.



38

INDICE GONADOSSOMATICO

Os espécimes do tratamento controle (temperatura ambiente), apresentaram variagoes
do IGS durante o periodo experimental, com diferenca significativa (p<0,05), apresentando
picos nos meses de novembro/19 e janeiro/20, com as respectivas médias 4,15 + 1,48 e 4,22 +
1,46. Decréscimos nas médias do IGS foram observados no més de fevereiro/20, com o I1GS
2,09 + 0,91). Também foi observada diferenca significativa entre os meses de novembro/19 e
fevereiro/20, assim como janeiro/20, quando comparado com fevereiro/20, p<0,05 respectivo
para 0s meses comparados (Fig. 12).

Os animais submetidos a temperatura de 32°C, também apresentaram variacoes
significativas nas faixas do IGS durante o periodo experimental (p<0,05), com pico nos meses
de outubro/19 (3,61 £ 1,10) e novembro/19 (3,86 £ 1,58), e assim como o controle, também,
apresentou decréscimo na média do indice nos meses de fevereiro/20 (1,97 * 0,63) e abril/20
(1,78 £ 1,29). Ao longo do periodo, na temperatura de 32°C foi possivel identificar que houve
diferenca estatistica significativa entre os meses de outubro/19 e fevereiro/20; novembro/19 e
abril/20; e novembro/19 e fevereiro/20 (Fig. 12). Ndo houve diferenca entre os tratamentos
temperatura T.A e 32°C, porém quando comparado os meses dentro de cada temperatura houve
diferenca estatistica (Fig. 12).

Figura 12- Indice Gonadossomatico (IGS) de Astyanax lacustris em temperatura ambiente
(controle) e sob tratamento (32°C). As letras indicam diferenca entre 0s meses para cada
temperatura.
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4. DISCUSSAO

A morfologia testicular da espécie, segue o padrdo j& observado para varios grupos de
teledsteos (SIQUEIRA-SILVA et al., 2017). Macroscopicamente os testiculos sdo 6rgdos
alongados, aos pares de forma a se posicionarem ventralmente ao sistema néfrico, e rente a
bexiga natatoria (Quirino, 2017), afunilando-se no sentido craniocaudal, formando assim o
ducto espermaético, que desemboca na papila urogenital (SIQUEIRA-SILVA et al., 2017).

A descricdo das particularidades da estrutura testicular, pode determinar quais
estratégias reprodutivas sdo adotadas pela espécie (LO NOSTRO et al., 2003a). Uma vez que
0 comportamento dos peixes é tdo diversificado, quanto a morfologia dos mesmos (NELSON
2016). A diversidade também se reflete nas diferentes estruturas gonadais, estratégias
reprodutivas e modos de cuidado parental encontrados neste grupo (NAGAHAMA 1983;
PUDNEY 1995, 1996; NAKATANI et al., 2001).

Seguindo um padrdo conservativo, como o observado em vertebrados, o testiculo nos
peixes é composto por dois compartimentos principais, 0 germinativo e o intersticial (SCHULZ
et al.,, 2009), sendo também observado para a espécie em questdo. Nessa espécie, 0
compartimento germinativo apresenta uma organizacao do tipo tubular anastomosado (GRIER,
1980), com uma dinamica de alteracdes recorrentes, de acordo com a maturacdo das células
presentes no epitélio, apesar do ciclo reprodutivo (SIQUEIRA-SILVA et al., 2017).

Em relagdo ao compartimento intersticial os tipos celulares que caracterizam essa regiao
sdo facilmente identificados, como as células de Leydig, macrofagos, fibras de colageno e vasos
sanguineos. Por ser um padrdo conservativo caracteristico do epitélio germinativo em
teledsteos, em Perciformes (Cichlasoma dimerus), esses tipos celulares sdo facilmente
identificados ao longo do ano. Sendo que as células de Leydig sdo mais facilmente observadas
desde a fase proliferativa até a fase de maturacdo, coincidindo com a auséncia de
espermatozoides no cisto (VAZQUEZ et al., 2012).

No presente trabalho, a terminologia original foi adaptada e aplicada, concordando com
a ideia de uma universalizagéo da classificacao do ciclo reprodutivo para machos. Sendo assim,
de acordo com as caracteristicas do epitélio germinativo, com a presenga ou auséncia de
continuidade ou descontinuidade (GRIER, 2000; GRIER; LO NOSTRO, 2000) ndo foram
identificados individuos nas fases iniciais (imaturo). A auséncia das fases durante o periodo
experimental, pode ser explicada devido a biologia reprodutiva da espécie, uma vez que
apresentam curtos ciclos reprodutivos e intermitentes (trés a quatro vezes ao ano) (CASTILHO-
ALMEIDA, 2007; GONCALVES et al., 2012).
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Foram observados independentemente do tratamento ao qual estavam submetidos
(ambiente/32°C) apenas animais com epitélio caracteristico da fase “Apto a espermiagdo”, com
subfases distintas. Com maior ocorréncia entre nos meses que compreendem a primavera e
verdo. Essa caracteristica corresponde com o pico de reproducéo da espécie, que mesmo sendo
de reproducdo intermitente, apresenta picos de reproducdo que compreendem 0s meses de
setembro a margo (PORTELLA et al., 2021). Sendo testiculos grandes e firmes, com presenca
de todos o0s estagios da espermatogénese. Espermatocistos em todo o testiculo,
espermatogénese ativa, epitélio germinativo continuo ou descontinuo, espermatozoide no
[Gmen

Essas caracteristicas corroboram com o observado em Pimelodus maculatus, que
apresentam o mesmo tipo testicular da espécie em estudo, onde uma vez dado o start para o
inicio do processo espermatogénico como um todo, o epitélio germinativo passa a apresentar
modificagdes em sua estrutura, uma vez que com o0 prosseguimento do mesmo, as membranas
que envolvem os espermatocistos se abrem, direcionando 0s agora espermatozoides para 0
I[imen dos tubulos seminiferos (SANTANA; QUAGIO-GRASSIOTTO 2014).

A presenca de estruturas analogas a vacuolos, associadas as células de Sertoli em
animais sob tratamento (32°C), podem justificar a as menores medias observadas na analise do
IGS quando comparada com 0s animais sob temperatura ambiente. Para outras espécies de
vertebrados, um dos principais sinais anomalias associadas as células de Sertoli, sdo as
vacuolizacBes precocemente observadas no citoplasma das mesmas. Que podem surgir devido
a retencdo de espermatides ou falhas na espermiacdo (RUSSEL; GRISWOLD, 1993).

Essas faixas nos valores do IGS, séo reflexos das condicbes do epitélio germinativo,
indicando que o aumento da temperatura por um determinado tempo, estimula a cinética
espermatogénica, uma vez que foi notavel a presenca de exemplares nas fases apto final e
final/regressdo, em relacdo aos animais que foram mantidos em controle apds sessenta dias de
experimento. Indicando que a temperatura elevada induz ao aumento da proliferacdo celular
(QUIRINO et al., 2021).

Resultados semelhantes foram observados em um estudo com Lepomis gibbosus
coletados em um reservatério de adgua de resfriamento associado a uma usina nuclear (37°C),
indicou que, em ambos o0s sexos, o desenvolvimento gonadal da espécie no reservatério
aquecido foi mais avangado do que no rio mais frio durante a estacdo reprodutiva (VALENTE
etal., 2016).

Em contrapartida, com o decorrer do experimento, foi evidenciado que possivelmente,

a exposicdo prolongada, pode afetar a manutencdo das celulas responsaveis pela renovacao
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epitelial, levando a um retardo nas condi¢des do mesmo, uma vez que apos 0s primeiros trinta
dias de experimento, as medias do IGS de animais sob tratamento, apresentaram um declinio
gradativo. Alteracdes semelhantes foram observadas quando comparado o IGS de Cyprinodon
variegatus em condic¢des anormais de temperatura (37°C), onde a exposi¢do por um periodo de
14 dias afetou diretamente o desempenho reprodutivo da espécie, tanto em machos como em
fémeas (BOCK et al., 2021).

Trazendo para isso para ambiente natural, a elevacdo da temperatura a extremos
térmicos, pode implicar no comprometimento reprodutivo de algumas populacdes de peixes,
podendo levar populagdes inteiras a entrar em colapso, devido a reproducédo e recrutamento
comprometidos & medida que os ambientes aquecem sob as mudancas climaticas, antes mesmo
qgue algumas dessas populacbGes experimentem temperaturas altas o suficiente para causar
mortalidade direta (ALIX et al., 2020).

Em juvenis machos de Oncorhynchus mykiss, apds trés meses de experimento, nao foi
observado diferencas estatisticas em um cenério de aquecimento da agua, porém muitos machos
sob tratamento apresentaram godnadas atrofiada e ndo desenvolvidas, ou um testiculo menor
com menor volume seminal (BUTZGE et al., 2021). Com subtende-se que com a manutencgéo
prolongada de exemplares a 32°C, afeta o epitélio germinativo, uma vez que os testiculos néo
conseguem repor o estogue necessario de células para sua renovacao.

O IGS néo correspondeu fielmente a fase reprodutiva apto a espermiacdo analisada
histologicamente. Nos meses de abril/20 para ambas as temperaturas, os valores foram os mais
baixos T.A 2,95 e 32°C 1,78, podendo levar a uma interpretacdo errébnea do desenvolvimento
morfolégico quando ndo associado a uma analise mais refinada. Segundo Gomes-Silva (et al.,
2019), trabalhando com Brycon orbignyanus diferencas do indice gonadossomatico pedem ser
observadas dentro das fases havendo uma faixa de variacédo, dentro da mesma fase reprodutiva.

Contudo, esses resultados nos mostram que mesmo ap0s a exposicao prolongada, e com
um decréscimo gradativo no IGS, o animal apresenta uma certa plasticidade de se adaptar a
temperatura elevada e continuar a atividade espermatogénica, uma vez que ha a presenca de
células germinativas ao longo do ciclo. Machos de Devario aequipinnatus expostos a
temperatura de 30°C apresentaram uma reducdo na quantidade de cistos germinativos,
refletindo diretamente nas espermatogonias, mas ndo houve a completa deplecdo das células
germinativas (CHAGAS, 2015).

Em um estudo realizado com juvenis de Brycon orbignyanus submetidos a quatro
diferentes temperaturas (24°C, 27°C, 30°C e 33°C), foi observado que a 24°C os animais

apresentaram grande estresse, evidenciado pelo aumento da agressividade, do canibalismo
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oportunista e uma menor taxa de ganho de massa. No entanto, em temperatura de 30°C e 33°C
0S animais apresentaram maior taxa de ganho de massa e crescimento, sendo indicado neste
estudo que a temperatura ideal de cultivo de juvenis para esta espécie pode ser acima de 30°C
(SANTQOS, 2018).

A supressdo da espermatogénese em Astyanax lacustris com a elevacdo das
temperaturas de 28°C para 35°C, ja foi relatada anteriormente, onde a situagdo de estresse
térmico, acelerou consideravelmente processo que o epitélio esgotou suas células de
repovoamento, levando o testiculo a suprimir a quantidade de divisdes meidticas (SIQUEIRA-
SILVA et al., 2015). Fato ndo observado nesse trabalho, onde ficou evidenciado que a
exposicdo por um tempo prolongado a temperatura de 32°C, pode reduzir a capacidade
proliferativa, mas ndo a supressdo do processo como um todo, uma vez que o epitélio do mesmo
consegue manter 0 processo.

A presenga de estruturas semelhantes a vacuos presentes no citoplasma das células de
Sertoli dos animais sob estresse termal (32°C), podem compromete a funcionalidade da mesma.
A presenca dessa estrutura no epitélio, anteriormente ja foi observada em Oreochromis
niloticus, em tratamentos com 36°C e 37°C, onde 0s autores observaram vacuolizacéo, assim
como uma reducdo dos cistos de espermatides, e uma atrofia do epitélio como um todo (JIN et
al., 2019)

Os resultados apresentados aqui e em outros lugares para outras espécies (por exemplo,
ALIX et al., 2020; SERVILI et al., 2020; BUTZGEL et al., 2021) tém um papel crucial a
desempenhar, servindo como uma base para orientar pesquisas futuras sobre como as

temperaturas extremas previstas para o clima futuro terdo impacto na reproducgéo dos peixes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os espécimes em temperatura ambiente e de 32°C apresentaram as mesmas fases Apto
a espermiacéo e regresséo, tendo diferencas nas subfases para cada temperatura. Com relagéo
a elevacdo da temperatura da &gua, podemos concluir que ela acelerou o processo de
espermatogénese e as células de Sertoli apresentam vacuolos, provavelmente as células
germinativas. Teve mais a fase regressao e presenca de vactolos nos animais de temperatura
de 32°C. Os vacuolos ndo foram observados em animais que estavam a temperatura ambiente.
Uma regido praticamente do testiculo ndo retornou, ou demorando para retornar, justamente
pela presenca de vaclolos, e por ndo apresentar cistos, ou com ter aspecto de regressao.

Apresentando praticamente uma deplecéo.



