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RESUMO

Frente ao cenario de mudancas climéticas estabelecidas e consequentemente as
alteracbes da temperatura global, torna-se essencial estudar os seus efeitos na
espermatogénese dos animais. Sendo assim, objetivou-se caracterizar morfoldgica e
estereoldgicamente os tipos celulares encontrados na espermatogénese do lambari Astyanax
altiparanae, além de determinar as fases testiculares e a verificar a duracdo da
espermatogénese em diferentes temperaturas. Para tal, noventa e seis espécimes machos e
adultos de A. altiparanae foram mantidos em sistema de circulacdo fechada sob temperatura
da agua estabilizada a 27°C (temperatura de conforto) e 32°C. Posteriormente, 0s espécimes
receberam pulsos de BrdU (bromodeoxiuridina) na concentracdo de 100 mg/Kg/dia por 2 dias
consecutivos, sendo as coletas realizadas diariamente por um periodo de 15 dias. Os
testiculos foram removidos, fixados, processados, incluidos em historesina e seccionados a
3um, submetidos a coloragdes de Hematoxilina/Eosina e a técnicas de imunodeteccdo de
BrdU. Os resultados obtidos a partir da temperatura de conforto da espécie permitiram
classificar as espermatogonias de A. altiparanae em A-indiferenciadas*, A-indiferenciadas,
A-diferenciadas e espermatogdnias B. Assim como, caracterizar o ciclo reprodutivo da
espécie em Regredido, Maturacdo Inicial, Maturacdo Intermediaria, Maturacdo Final e em
Regressdo. A duracdo da espermatogénese foi determinada em aproximadamente seis dias
para animais em 27°C e um dia para animais em 32°C. A temperatura elevada também foi
responsavel por aumento de proliferacdo celular em cistos de espermétides, em

espermatozoides e células em morte celular (células picnoéticas).



ABSTRACT

In view of the scenario of the established climate changes and the consequent changes
in the global temperature, it is essential to study its effects on animal spermatogenesis.
Therefore, the objective of this work was to characterize, morphologically and stereologically,
the cell types found in spermatogenesis of the yellow-tetra Astyanax altiparanae, to determin
the testicular phases and to verify the spermatogenesis duration at different temperatures. For
this purpose, ninety-six male and adult specimens of A. altiparanae were kept in a closed
circulation system under water temperature stabilized at 27°C (comfort temperature) and
32°C. Subsequently, the specimens received pulses of BrdU (bromodeoxyuridine) at a
concentration of 100 mg/kg/day for 2 consecutive days, and samples were collected daily
during a period of 15 days. Their testes were removed, fixed, processed in historesin and
sectioned in 3 pum, submitted to Hematoxylin/Eosin and to BrdU immunodetcion. Partial
results of the comfort temperature allowed to classify the A. altiparanae spermatogonia in
Aind*, Aind, Adif and B. Moreover, the reproductive cycle of the species was classified in
Regressed, Initial Maturation, Mid Maturation, Final Maturation and Regression. It was
possible to conclude that the spermatogenesis duration was determined in approximately six
days for animals at 27°C and one day for animals at 32°C. In addition, the elevated
temperature was also responsible for increased cell proliferation in spermatids, spermatozoa,

and in cell death (pyknotic cells).
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1 INTRODUGCAO

1.1 Aspectos reprodutivos dos peixes

A reproducdo em peixes apresenta a maior diversidade de estratégias do que qualquer
outro grupo de vertebrados (POUGH; JANES; HEISER, 2008). Fato que pode estar ligado a
grande variedade de estratégias e taticas de ciclo de vida que permitiu sua adaptacdo a
ambientes nos quais tanto as condi¢des bidticas (disponibilidade de alimento, pressdo de
predacdo, etc.) quanto as abioticas (temperatura, fotoperiodo, oxigénio disponivel, etc.)
variam amplamente (VAZZOLER, 1996).

Frente a toda essa variabilidade, os peixes sdo capazes de alocar energia, via
alimentacdo, e através de uma gama de estratégias, utilizarem parte da mesma transformando-
a em prole, de modo a garantir seu sucesso reprodutivo. As adaptacGes que habilitam estes
organismos a viverem nos diferentes ambientes se refletem diretamente nas inumeras
estratégias reprodutivas desenvolvidas que, por sua vez, refletem diretamente na morfologia
das gbonadas das diferentes espécies (GODINHO, 2007). Assim, o conhecimento das
caracteristicas morfoldgicas das gbnadas constitui uma etapa basica e essencial para o
entendimento da biologia reprodutiva das espécies (BAZZOLI; R1ZZO, 1990; CREPALDI;
2006; QUAGIO-GRASSIOTTO; WILDNER; ISHIBA, 2013).

Em peixes, os testiculos sdo formados basicamente por dois compartimentos: o
compartimento intersticial e o germinativo. O compartimento intersticial abriga as células de
Leydig, responsaveis pela producdo de esteroides, vasos sanguineos, entre outros. Enquanto
gue o compartimento germinativo, como o proprio nome sugere, abriga as células
germinativas, que resultardo na producdo de espermatozoides, aléem das células de Sertoli,
responsaveis principalmente pela sustentacdo e nutricdo dos espermatocistos (GRIER, 1992;

GRIER, 1993; SCHULZ; NOBREGA, 2011).
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Diferente do que ocorre em mamiferos (GARCIA; FERNANDEZ, 2001), em peixes, a
espermatogénese (nome dado ao processo de formacgdo dos gametas masculinos) ocorre em
unidades funcionais chamadas espermatocistos (GRIER, 1993), que sdo constituidos por
grupos de células germinativas em um mesmo estagio de desenvolvimento, circundados por
projecdes citoplasmatica das células de Sertoli (GRIER et al., 1980; GRIER, 1992, GRIER;
TAYLOR, 1998; SCHULZ et al., 2010). Assim, a formacdo dos gametas masculinos tem
inicio com a fase proliferativa (divisdes mitdticas), sequido de uma fase meidtica, e finalizar
uma fase de diferenciacdo celular, denominada espermiogénese, resultando na formacdo do
espermatozoide (GRIER, 1981; GARCIA; FERNANDEZ, 2001; SCHULZ, et al. 2010).

A organizacao do epitélio germinativo no testiculo permite a classificacdo deste 6rgao
em dois tipos: lobular ou tubular anastomosado. O testiculo classificado como lobular €
caracterizado pela presenca de epitélio germinativo organizado em compartimentos que se
estendem em prolongamentos que terminam em um fundo cego na periferia do testiculo,
enquanto que o testiculo classificado como tubular anastomosado é caracterizado por um
epitélio germinativo organizado em compartimentos interconectados, impedindo a
identificacdo de inicio ou término do tabulo (GRIER, 1993; PARENTI; GRIER, 2004).

Alem disso, o epitélio germinativo pode ser definido como continuo ou descontinuo
(GRIER; TAYLOR, 1998). O epitélio continuo consiste em um agrupamento continuo de
células germinativas (isoladas ou em espermatocistos) por todo o comprimento de um Iébulo
ou tubulo anastomosado, enquanto que o epitélio descontinuo é caracterizado pela auséncia
dessas células ao longo desses compartimentos; tal fato ocorre devido a abertura dos
espermatocistos e a liberacdo dos espermatozoides para o limen; como esta liberacdo néo
ocorre de forma uniforme, a parede do I6bulo ou tubulo apresenta alternancia entre areas
continuas e descontinuas, com presenca somente de celulas de Sertoli (GRIER, 1993; GRIER;

TAYLOR, 1998; GRIER; LO NOSTRO, 2000, BROWN-PETERSON et al., 2002).
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E interessante salientar que a espermatogénese é influenciada por fatores abidticos,
estimulando a reproducdo, adiando ou até impedindo-a (VAZZOLER, 1996; RIBEIRO;
MOREIRA, 2012). Dentre eles destacam-se o pH (concentracdo de ions de hidrogénio em
uma solucéo), oxigénio dissolvido (OD) e a temperatura (QUEROL; QUEROL; PESSANO,
2004; SILVA; SOUZA; KAYANO, 2007), por serem fatores associados, uma vez que a
concentracdo de oxigénio presente na agua € o pH véo variar de acordo com a pressdo
atmosférica (altitude) e com a temperatura do meio, respectivamente (CETESB, 2015).

Em peixes, fatores exdgenos como o fotoperiodo e a temperatura podem funcionar
como gatilhos hormonais, de modo que tais horménios vao atuar em diferentes fases do ciclo
gonadal, indicando condicdes ideais ou ndo para a desova, por exemplo (MUNRO, 1990

citado por VAZOLLER, 1996).

1.2 A influéncia da temperatura na reproducdo e as mudancas climaticas globais

A temperatura é um dos fatores que governam a existéncia e interdependéncia dos
organismos e espécies aquaticas, (TUCCI, 2004). As alteracGes na temperatura de um modo
geral causam impactos significativos sobre as espécies, influenciando diretamente nas taxas
de sobrevivéncia, crescimento e no sucesso reprodutivo de uma espécie (PORTNER, 2002).

Peixes sdo organismos ectotérmicos, ou seja, com regulacdo corporal dependente de
fontes externas de calor. Além disso, a maioria tem reproducdo externa, de modo que o0s
gametas femininos e masculinos sdo liberados na &gua para a reproducdo (GARCIA,
FERNANDEZ, 2001; POUGH; JANES; HEISER, 2008). Assim sendo, qualquer alteracio na
temperatura (aumento ou diminui¢cdo) do meio, podera causar efeitos no metabolismo e na
reproducdo desses animais (WOOD; MCDONALD, 1997). E de conhecimento que a
temperatura pode influenciar na determinacdo/diferenciagdo sexual, alterando sexo de

individuos e até mesmo causando hermafroditismo (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002) Desta
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forma, cada espécie exige uma faixa especifica de temperatura na qual suas funcgdes
metabolicas possam ocorrer normalmente, sendo denominada de zona de conforto
(KUBITZA, 2000).

Neste sentido, varios trabalhos (FRASER et al., 2002; QUINTANA et al., 2004,
ALVARENGA; FRANCA, 2009; DONELSON et al., 2010; MAJHI; CHOUDHARY, 2014;
SIQUEIRA-SILVA et al., 2015) demonstram a influéncia da temperatura no desenvolvimento
das espécies aquaticas. Como no estudo feito em machos de robalo flecha, Centropomus
undecimalis, por Ferraz e Cerqueira (2010), com objetivo de obter machos sexualmente
maduros com emprego de duas temperaturas, uma temperatura foi aumentada naturalmente e
outra foi elevada gradativamente até 26°C, um dos critérios observados foi o aumento no
volume do sémen ao longo dos meses - e deplecdo, alem de outros fatores que afetam a
reproducéo de peixes.

De acordo com Ndbrega et al. (2010) a utilizacdo de diferentes temperaturas (20° C,
27° C, 30° C e 35° C) na espermatogénese de zebrafish (Danio rerio), mostra que as
temperaturas mais altas aceleraram a espermatogénese, entretanto a de 35°C causa
anormalidades, como apoptose entre 0s espermatdcitos, auséncia de espermatozoides e uma
reducdo do indice gonadossomatico.

Resultados similares foram encontrados por Siqueira-Silva et al. (2015) em Astyanax
altiparanae, de modo que animais expostos a temperatura de 35° C, apresentavam gonadas
deplecionadas a partir da quarta semana de exposicao a temperatura elevada. Contudo, notou-
se que a partir da sétima semana, espermatogdnias tronco, indicadas como células de reserva,
voltavam a sofrer divisdes mitoticas, indicando o inicio da fase proliferativa da
espermatogénese, indicando um possivel repovoamento do testiculo.

E interessante notar que estudos feitos por Jonsson e Jonsson (2016) demonstram que

a acdo da temperatura sob a reproducéo das especies pode apresentar efeito trans-geracional,
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por meio da acdo de mecanismos epigenéticos, aqueles em que hd modificagdes no genoma
que podem ser herdadas para as proximas geracdes, sem alteraces na sequéncia do DNA.
Tais pesquisas comprovaram que a prole de uma segunda geracao de Salmo salar (Salméo do
Atlantico), na qual os pais foram anteriormente expostos a altas temperaturas, produziam ovos
maiores do que aqueles animais em que 0s pais viviam em ambiente com temperatura de
conforto estabelecida para a espécie.

Deste modo, fica claro que a temperatura € um fator essencial para a regulacdo dos
processos reprodutivos como a gametogénese, maturacdo, desova, embriogénese, eclosdo e
sobrevivéncia, podendo influenciar de maneira significativa nestes eventos (PANKHURST;
PORTER, 2003). Este fato é preocupante no atual cenario mundial, tendo em vista que a
mudanca climatica (aquecimento global) tem sido continuamente debatida em todo meio
cientifico internacional e, consequentemente, gerado especulacdes a respeito das possiveis
consequéncias para o planeta (NUNES, 2003; MARENGO, 2006; WALTER, 2007,
RUFINO, 2014).

Embora as pesquisas cientificas demostrem a notavel relacdo entre o aumento da
concentracdo de CO: na atmosfera terrestre e a temperatura, ainda ha pesquisadores que
questionam as mudancas climéticas advindas de resultados da emissdo de gases poluentes.
Estes cientistas que contestam o aquecimento global defendem a teoria de que a Terra esté se
aquecendo devido a causas naturais, da mesma forma que mudancas climaticas periddicas
ocorreram desde a formacdo do planeta (WALTER, 2007). Sendo ou ndo o aquecimento
global a causa da elevacdo das temperaturas, o fato inegavel é que: a temperatura média do
planeta estad em crescente aumento (WALTER, 2007; IPCC, 2014).

De acordo com o terceiro relatorio de avaliagdo do Painel Intergovernamental de
Mudangas Climaticas (IPCC, 2014), a temperatura média da atmosfera aumentou em 0,6 +

0,2° C durante o século XX. Os modelos globais do IPCC tém mostrado que entre 1900 e
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2100 a temperatura global pode aquecer entre 1,4 e 5,8°C, 0 que representa um aquecimento
mais rapido do que aquele detectado no século XX e que, aparentemente, ndo possui
precedentes durante, pelo menos, os Gltimos 10.000 anos (MARENGO, 2006).

Segundo Cahill et al. (2012) as respostas frente as mudancas € um dos maiores
problemas enfrentados pelos cientistas atualmente. Sendo assim, para um melhor
entendimento, € preciso estudar as alteracdes sobre as espécies, sendo essencial para as
pesquisas, politicas e gestao da diversidade bioldgica (COMTE et al., 2013).

Assim, 0s peixes podem ser considerados bons modelos para pesquisas relacionadas a
influéncia de fatores ambientais sobre a reproducédo, pois estdo restritos a ambientes aquaticos
e a todas as alteracdes que este meio possibilita, uma vez que a reproducdo € um evento
fisioldgico de custo energético muito alto e somente ocorre quando 0s animais estdo em

condicdes para tal (RIBEIRO; MOREIRA, 2012).

1.3 A espécie modelo

Pertencentes a ordem Characiformes e a familia Characidae, animais do género
Astyanax sdo incluidos numa categoria nomeada Incertae sedis. A expressao refere-se ao
posicionamento incorreto ou de incerteza para determinar a disposicdo exata de um taxon
dentro da classificacdo (SANTOS et al., 2004). As espécies do género Astyanax, conhecidos
popularmente como lambaris, sdo espécies muito conhecidas de Incertae sedis, devido ao fato
de alguns autores considerarem a falta de evidéncias que atestem a monofilia do grupo, e por
isso h& incerteza do tdxon que estdo inseridos (LIMA et al., 2003; BUCKUP et al., 2007)

Assim, Astyanax altiparanae, popularmente chamado de lambari-do-rabo-amarelo, é
um caracideo de pequeno porte, distribuido pela bacia do Rio Parana, Paranapanema, Tibagi e
Iguacu (GARUTTI; BRITSKI, 2000). S&o peixes onivoros, coletam itens alimentares

arrastados pela corrente ou raizes de Poace e algas ligadas a rochas e representam significante
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parte da dieta dos peixes de maior porte (CASATTI; CASTRO, 1998). Séo utilizados como
iscas na pesca esportiva, como peixes ornamentais e como peixes larvofagos no combate a
larvas de pernilongos, além de serem consumidos como petiscos por humanos (SATO et al.,
2006).

Além disso, possuem caracteristicas zootécnicas e reprodutivas interessantes, pois
apresentam mais de um periodo reprodutivo, de modo que reproduzem cerca de trés a quatro
vezes ao longo do ano, com prole relativamente numerosa, o que faz dessa espécie um
excelente modelo experimental para a investigacdo da biologia reprodutiva de teledsteos
(CASTILHO-ALMEIDA, 2007).

Devido as caracteristicas reprodutivas apontadas, somadas a facilidade de manejo,
acondicionamento, aceitacdo de alimentacdo artificial e crescimento rapido (PORTO-
FORESTI et al., 2005), o lambari-do-rabo-amarelo tem sido muito utilizado como modelo
experimental, tanto em estudos basicos relacionados a caracterizacdo das células germinativas
desta espécie, como o estudo desenvolvido por Rodrigues et al. (2015), onde determinam a
existéncia de quatro tipos de espermatogonias para A. altiparanae, ao desenvolvimento
embrionario (PEREIRA et al., 2016), até a estudos mais complexos, como a indugdo de
triploidia (ADAMOV et al.,, 2016) ou a utilizacdo de altas temperaturas associadas a
quimioterapicos (SIQUEIRA-SILVA et al., 2015) para obtencdo de animais estéreis para um

possivel uso em transplante de células germinativas.

1.4 Duracdo da espermatogénese através de imunodeteccdo com bromodeoxiuridina

Uma ferramenta importante para avaliar a duracdo da espermatogénese é a
imunodetecgdo utilizando como marcador a bromodeoxiuridina (5-bromo-2’-deoxiuridina ou
BrdU). O BrdU, como € usualmente conhecido, é atualmente um dos reagentes mais

utilizados na imunodeteccdo de células em proliferagdo. Por ser um nucleotideo sintético e
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analogo ao nucleotideo timidina, este marcador tem a capacidade de se incorporar no DNA
recém-sintetizado durante as divisdes celulares, mais propriamente dizendo, a incorporacéo
ocorre durante a fase de sintese (fase S) do ciclo celular. Dessa forma, as células que
incorporaram este nucleotideo sintético podem ser identificadas atraves de anticorpos anti-
BrdU (VAN DE KANT e DE ROOlJ, 1992; SCHULZ et al., 2005; LEAL et al., 2009;
OLIVEIRA, 2014).

Desde a década de 1950, o marcador BrdU vem sendo utilizado na identificacdo de
células cancerigenas (HAKALA, 1959; DJORDJEVIC; SZYBALSKI, 1960) e, mais
atualmente, no tratamento do cancer, como um possivel radiosensibilizador (as células onde
ocorre marcacdo do BrdU tornam-se mais sensiveis aos tratamentos radioterapicos) ou até
inibidor de proliferacdo de células cancerigenas (LEVKOFF, 2008).

Contudo, outros trabalhos tém sido desenvolvidos utilizando a bromodesoxiuridina na
experimentacdo com peixes, como o estudo desenvolvido por Camargo (2015) onde foi
possivel identificar células tronco-espermatogoniais de A. altiparanae utilizando o tempo de
marcacdo do BrdU ou até a determinacdo da duracdo da espermatogénese (fase meidtica e
espermatocitaria) de algumas espécies realizada por Leal et al. (2009) para Danio rerio e
Oliveira (2014) para Cyprinus carpio.

Neste sentido, a utilizacdo do marcador é relevante para a possivel estimativa da
duracdo da espermatogénese e para a avaliacdo da influéncia do aumento da temperatura da

agua sobre a espermatogénese de Astyanax altiparanae.
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2 OBJETIVO

Frente ao cenario de mudangas climéticas estabelecidas e consequentemente as
alteracdes da temperatura global, torna-se essencial estudar os seus efeitos na reproducao dos

peixes. Sendo assim, temos:

2.1 Objetivo geral
- Determinacdo da duracdo da espermatogénese (fase meidtica e fase espermatocitaria)
para Astyanax altiparanae por meio da exposicdo testicular ao BrdU, sob temperaturas de

27°C e 32°C.

2.2 Objetivos especificos
- Avaliar os aspectos morfoldgicos das células germinativas;
- Descrever as fases da Espermatogénese com base nas alteracdes do epitélio germinativo
nas temperaturas testadas;
- Avaliar o indice gonadossomatico;
- Avaliar a duracdo da espermatogénese de animais submetidos a temperatura de 27° C e

32°C.
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3 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as orientagdes para o
cuidado e uso de animais em laboratorio da Universidade Estadual Paulista (UNESP-Ilha
Solteira), aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal da UNESP, protocolo

006/2012/CEUA.

3.1 Animais

Noventa e seis espécimes machos adultos de Astyanax altiparanae foram obtidos de
criadouros da regido de llha Solteira. A separacdo de machos e fémeas ocorreu no proprio
local de compra, de modo que a identificacdo do sexo foi feita aferindo a presenca de
espiculas na nadadeira anal (MALABARBA, 2005) caracteristica que sO ocorre nos

individuos do sexo masculino sexualmente ativos.

a. Experimentacéo

Os animais foram separados em dois lotes de quarenta e oito animais, considerando
Tratamento 1 aqueles exposto a temperatura de 27° C (T27) e Tratamento 2 a temperatura de
32° C (T32), no periodo de abril e maio de 2016 e dezembro e janeiro de 2017,
respectivamente. Deste modo, a temperatura de 27° C (x 1° C), tida como a de conforto para
esta espécie no ambiente natural (LADEIRA et al, 2015), e 32° C, escolhida tendo em vista 0s
padrdes estimados para 0 aumento de temperatura neste século segundo o IPCC (2014).

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratério de Ictiologia
Neotropical (L.I.LNEO) Il, na central de laboratérios de Biotecnologia do campus Il da
UNESP de llha Solteira/FEIS. Os animais foram mantidos em sistemas de recirculacdo

(sistemas fechados), divididos em trés caixas d’agua com capacidade de 500L, em densidade
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de dezesseis animais por caixa (para cada temperatura e periodo de experimentacéo),
totalizando entdo quarenta e oito animais (n=48) por temperatura testada. Foram alimentados
duas vezes ao dia (1% do peso vivo) com racao comercial (Guabi — Piramirin/1,7mm).

A temperatura dos tanques foi controlada diariamente por meio de aquecedores e
refrigeradores, ligados a termostatos ja programados para o sistema, sendo aferidas de hora
em hora, com o uso de “data loggers”, durante os dois periodos de experimentacao, e
apresentando variacdo de cerca de £ 0,5° C. O fotoperiodo estabelecido foi de 12h. Houve
morte de sete animais para a temperatura de 27°C, devido ao comportamento agressivo e

territorialista da espécie.

b. Deteccéo de células em proliferacdo por incorporacdo do marcador BrdU

Para a temperatura de conforto, os animais foram colocados no sistema de recirculagéo
de 4gua, e uma semana apds a chegada dos mesmaos, ocorreu a aplicacdo do marcador. Ja para
0 tratamento 2, a temperatura do sistema foi ajustada um grau ao dia contando a partir do
momento da chegada dos animais. Assim que a temperatura esperada foi alcancada, deu-se
continuidade aos procedimentos.

Apos esse periodo, os animais receberam pulsos de injecéo intraperitoneal de BrdU (5-
bromo-2’-deoxiuridina) na concentragdo de 100 mg/Kg de peixe/dia, por dois dias
consecutivos (Fig. 1). Estes espécimes foram separados previamente de acordo com o0
tamanho e massa corporal e receberam doses da solucdo do marcador (BrdU diluido em
tampéo fosfato salino pH 7.4 - PBS) correspondentes a estes parametros.

As coletas tiveram inicio assim que o ultimo pulso de injecéo foi aplicado, de forma
que estabeleceu-se a primeira coleta 26h apds a primeira aplicacdo, seguida de outra apds 30h,

e por fim coletas realizadas a cada dia, prolongando-se assim por um periodo de quinze dias.
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Sendo assim, foram realizadas dezesseis coletas no periodo estabelecido, utilizando 3
exemplares para cada uma.

Antes dos procedimentos cirdrgicos, os espécimes foram anestesiados com 0,5 g de
benzocaina dissolvida em 5 ml de etanol absoluto e 2 L de agua. Os testiculos foram
removidos, cortados em seccOes transversais e longitudinais, fixados (por no minimo) 2h em
temperatura ambiente em methacarn (60% metanol absoluto, 30% cloroférmio e 10% acido
acetico glacial) preparado a fresco para cada coleta, em seguida as amostras foram
desidratadas em solucdo em concentracbes crescentes de etanol, incorporados em
glicolmetacrilato historesina (Technovit 7100), seccionados em cortes de 3.0 um de espessura
utilizando micrétomo (LEICA RM 2145; Leica Instruments GmbH, Nussloch Heidelberg,
Alemanha) equipado com lamina de vidro.

Para a revelacdo de imunodeteccdo, as laminas foram incubadas em temperatura
ambiente durante 1h com anticorpo-BrdU diluido em PBS, contendo 1% de albumina de soro
bovino e em seguida durante 1h com Power Vision (polimero Easylink). Esta etapa foi
realizada no Laboratério de Reproducdo e Biologia Molecular, no Departamento de
Morfologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu — IBB.

Os procedimentos e protocolo de marcagdo nuclear utilizados para esta pesquisa
seguiram os métodos estabelecidos por Van De Kant, De Rooji, 1992.

Além da imunodeteccdo, foi realizada histologia bésica, utilizando coloracdo de
Hematoxilina e Eosina. Todo o material foi analisado através de microscopia de luz (Zeiss -

Scope.Al) e fotografado com AxioCam MRCS5.
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c. Indice Gonadossomatico
Foi avaliado o Indice Gonadossomatico dos espécimes (IGS), estabelecido por
Vazzoler (1981). Tal indice determina a relacdo da massa gonadal em relacdo a massa
corporal do individuo. Tal relagdo é expressa em porcentagem, dada pela seguinte formula:
IGS = (massa das gobnadas/massa corporea) x 100. O IGS dos animais nas duas temperaturas

foram comparados e submetidos a analises estatisticas.

d. Analise Estereoldgica

Para a realizacdo da analise estereoldgica, nas duas temperaturas testadas, foram
analisados animais coletados a 26h, 30h, 6 dias, 10 dias e 13 dias apds a primeira exposi¢do
ao marcador, referindo-se entdo a 1% 22 72 112 e 14° coletas, respectivamente, sendo 3
animais por coleta.

A andlise estereologica foi realizada utilizando uma grade de intersec¢do de 420
pontos (Motic Image Plus 2.0), sobreposto a uma éarea da seccao histoldgica obtida a partir da
regido central do testiculo dos animais estudados. Considerou-se que cada grade é equivalente
a um campo, dessa forma cinco campos (2.100 pontos) foram contados aleatoriamente para
cada animal analisado, sob microscopia de luz com magnificacdo de imagem de 400x. Deste
modo, totalizando entdo 63.000 pontos analisados.

Assim, foram analisadas as quantidades dos seguintes tipos celulares marcados:
espermatogdnias A-indiferenciadas, espermatogbnias diferenciadas, espermatogonias B,

espermatdcitos, espermatides, espermatozoides, células picndticas e células de Sertoli.

e. Analise Estatistica
Para a realizacdo da analise estatistica relacionada a estereologia deste trabalho,

utilizou-se o software livre BioEstat (Instituto Mamiraud). Inicialmente aplicou-se teste de
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homogeneidade de Bartlett e teste de normalidade de Shapiro-Wilk, para verificacdo das
premissas necessarias para testes paramétricos. Assim que notou-se que os dados atendiam a
tais premissas, foram conduzidas analises com Teste-T (comparacdo de pares) . Os dados que
ndo atenderam as premissas necessarias para testes paramétricos foram analisados utilizando o
teste ndo-paramétrico Mann-Whitney (Teste U). Todos os dados foram expressos pela média

e desvio padréo.
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4 RESULTADOS

Os testiculos de Astyanax altiparanae sdo Orgdos pares e alongados, dispostos na
porgdo dorsal da cavidade abdominal dos animais, de forma que ficam posicionados
ventralmente ao sistema néfrico e a bexiga natatoria (Fig. 2A). Prolongam-se no sentido
craniocaudal e fundem-se na por¢édo posterior formando o ducto que se estende até a abertura
da papila urogenital (Fig. 2A), por onde os espermatozoides serdo liberados para 0 meio
externo durante a espermiagéo.

Macroscopicamente o0s testiculos ndo apresentam coloracdo quando os animais estéo
imaturos, de modo que os 6rgdos apresentam certa transparéncia. A medida que o animal
entra no ciclo reprodutivo e desenvolvem os testiculos, passam a apresentar coloragdo branca

leitosa, tornam-se delgados e mais volumosos (Fig. 2B).

4.1 Histologia

Espermatogénese

A espermatogénese em A. altiparanae foi definida de acordo com a morfologia do
epitélio germinativo e as caracteristicas celulares encontradas. Assim, foi possivel subdividir a
espermatogénese em fase mitotica, fase meidtica e espermiogénese.

A fase mitética, 0 momento em que ocorre intensa proliferacdo celular, abrange as
maiores células da linhagem germinativa de A. altiparanae, as espermatogbnias A —
indiferenciadas* (Aind*) (Fig. 3A). Sao células encontradas sempre isoladas, possuem
basofilia moderada, possuem nucleo irregular, sendo possivel identificar mais de um nucléolo
por célula. Por meio de divises mitéticas, espermatogbnias Aind* ddo origem a

espermatogonias A-indiferenciadas (Aind) (Fig. 3B), de modo que estas células permanecem
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isoladas e dispersas pelo epitélio, entretanto hd um aumento na basofilia de células Aind, séo
células com formato circular, e geralmente encontradas com apenas um nucléolo.

Seguindo a linha de divisdes mitéticas, células Aind originam espermatogdnias A-
diferenciadas (Adif) (Fig. 3C), que agora ja sdo observadas em grupos de duas, quatro ou
mais células, ja formando espermatocistos. O nucleo possui forma circular, com basofilia
reduzida, em relacdo as células anteriores, entretanto possuem nucléolo volumoso e bem
evidenciado. Por fim, células Adif originam espermatogénias B, finalizando o que pode ser
chamado de fase mitdtica. Espermatogénias B (Fig. 3D) sdo células menores em relacdo a
linhagem anterior, forma novamente ovalada e nucléolos bastante evidenciados, sendo
encontrados quatro ou mais nucléolos por célula. Sdo sempre encontradas em cistos de seis
ceélulas ou mais.

A fase meidtica tem inicio assim que espermatogénias B entram em meiose originando
espermatocitos primarios (Fig. 4A, B e C). Desse modo, tal fase também pode ser chamada de
fase espermatocitaria. E possivel encontrar espermatdcitos em diferentes fases da meiose, e
assim como as células descritas acima, também podem ser distinguidas devido as
caracteristicas nucleares.

Cistos de espermatocitos em leptéteno e zigdteno (Fig. 4A) apresentam nucleo
volumoso e sdo maiores que as espermatogonias B, entretanto possuem coloragdo homogénea
e relativamente clara em relacéo ao tipo celular anterior. Espermatdcitos em paquiteno (Fig.
4B) possuem nucleo mais condensado em relacdo a espermatocitos em leptéteno e zigoteno,
devido a0 momento da divisdo celular em que se encontram, pois estd ocorrendo o
pareamento dos cromossomos para efetivacdo do crossing-over.

Espermatdcitos em dipléteno apresentam basofilia intensa devido a condensagéo dos

cromossomos, apresentam nucleos heterocromaticos, de forma que possuem aparéncia de
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material craquelado. Geralmente, cistos de espermatdcitos em diploteno sdo sempre
encontrados com figuras metafasicas (metafase 1) (Fig. 4C).

Assim que a primeira fase da divisdo meidtica é encerrada, encontram-se cistos de
espermatocitos secundarios (Fig. 4D), contudo, neste estagio celular ndo € possivel identificar
novamente os eventos da meiose devido a rapidez com que essa segunda divisao ocorre.

Seguindo as fases da espermatogénese de A. altiparanae, temos entdo a
espermiogénese (Fig. 5). Neste momento, espermatocitos secundarios diferenciam-se em
espermatides iniciais (Fig. 5A), intermediarias (Fig. 5B) e finais (Fig. 5C), que podem ser
assim classificadas devido a aparéncia, compactacdo nuclear e espacamento entre elas, dentro
de um mesmo cisto. Espermatides iniciais sdo relativamente menores quando comparadas a
todas as outras células ja descritas, apresentam ndcleo bastante condensado e redondo. Estas
diferenciam-se em espermatides intermediarias e finais, tendo espacamento entre as células
aumentado de acordo com o estagio em que se encontram. Tal espacamento entre as células
deve-se a formacdo do flagelo e eliminacdo do citoplasma residual.

No final do processo de espermiogénese, 0s cistos sdo desfeitos e 0s espermatozoides
sdo liberados no lumen (Fig. 5D), possuem nucleo ligeiramente menor que as células
anteriores. Assim, espermatozoides sdo as menores células da linhagem germinativa de A.

altiparanae e também as células que finalizam o processo de espermatogénese.

Ciclo Testicular

Foram definidas cinco fases para o desenvolvimento testicular de Astyanax
altiparanae. Para isto, foi utilizado o padrdo estabelecido por Grier (2002) e adaptado para
esta espécie.

- Regredido: somente espermatogdnias estdo presentes no epitélio germinativo, sendo

espermatogonias Aind*, Aind, Adif e espermatogbnias B. E possivel notar que héa intensa
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proliferacdo das células citadas. O testiculo esta se reestruturando para entrar novamente em
maturacdo, iniciando novamente um ciclo reprodutivo, assim é possivel encontrar
espermatozoides residuais de outros ciclos (Fig. 6A e B).

- Maturacdo inicial: ha a presenca de espermatogdnias e neste momento ja sao
encontrados inumeros cistos de espermatocitos em leptoteno, zigéteno e diploteno. Ha
também cistos de espermatides e alguns espermatozoides no Iimen. Nota-se que esta fase €
caracterizada pela presenca de todos os tipos celulares e um epitélio germinativo
completamente continuo, de forma que os tubulos sao facilmente identificados (Fig. 6C e D).

- Maturacdo intermediaria: A medida que esta fase avanca a descontinuidade torna-se
cada vez mais evidente. Assim como na fase anterior, ha a presenca de todos os tipos
celulares, com um notavel aumento de cistos de espermatocitos e espermatides. Além disso, a
presenca de espermatozoides no Iimen é bem maior que na fase anterior (Fig. 6E e F).

- Maturacdo final: o epitélio germinativo encontra-se descontinuo. Agora, o liumen esta
repleto de espermatozoides prontos para serem liberados. Ha a presenca de poucos cistos pelo
epitélio, com dispersas espermatogbnias Aind* e Aind, uma vez que tais células servem de
reserva para o proximo ciclo (Fig. 7A e B).

- Regressdo: neste momento o testiculo apresenta aspecto delgado, devido a liberagédo
dos gametas para o meio (Fig. 7A). Ha a presenca de muitas células com nucleo picndtico
(Fig. 7B) e tecido sendo reabsorvido (Fig.7C). O epitélio completamente descontinuo, com
cistos e espermatogonias dispersos, entretanto, podem ser encontrados espermatozoides

residuais em pequenas quantidades.

4.2 Analise do Indice Gonadossomatico (IGS)

Analisando o IGS dos animais (Fig.8) nas duas temperaturas analisadas, nota-se que

por mais que as coletas tenham sido realizadas em periodos diferentes do ano (abril/maio



31

2016 e dezembro/janeiro 2017), ha, para as duas temperaturas, animais em diferentes fases do
ciclo testicular (Fig. 9), indo desde animais regredidos ou em regressao (IGS entre 0,1 a 0,8)
até animais em maturacdo final (IGS entre 2,5 e 5). Entretanto, é possivel observar que o IGS
dos espécimes com a temperatura elevada manteve-se sempre mais alto comparado aos

animais em temperatura de conforto.

4.3 Determinacdo da duracdo da espermatogénese (fase meidtica a fase espermiogénica)

Temperatura de 27° C

Por meio do protocolo de aplicacdo do marcador BrdU sob temperatura da agua a
27°C, foi possivel estimar a duracdo da espermatogénese para A. altiparanae, sendo possivel
diferenciar células marcadas e ndo marcadas, devido a coloracdo acobreada que a célula
marcada passa a apresentar. A avaliacdo deu-se a partir do tipo de célula germinativa mais
avancada que incorporou BrdU desde a primeira coleta analisada.

Sendo assim, observou-se que 26h ap0s a primeira exposicdo do testiculo de A.
altiparanae ao marcador, foram encontradas células de Sertoli, espermatogdnias Aind*, Aind,
Adif e espermatogbnias do tipo B marcadas (Fig. 10). Além disso, as células germinativas
encontradas em estagio mais avancado e que retiveram o marcador foram espermatdcitos em
paquiteno, sendo entdo o ponto de partida determinado para a contagem da duracdo estimada
da espermatogénese.

A partir deste periodo até 72 horas, ou seja, até o terceiro dia (Fig. 11D), as células
mais avancadas que retinham o marcador molecular ainda eram células em paquiteno; o
testiculo, de modo geral, apresentava as mesmas condi¢Oes citadas ao primeiro tempo.
Entretanto, no quarto e quinto dias (96 e 120h) ja foram encontrados cistos de espermatides

iniciais retendo BrdU (Fig. 11E e F).
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No sexto dia (144h), ja foi possivel observar espermatozoides marcados no limen,
indicando o tempo de duracdo do processo espermatogénico (Fig. 11G). No sétimo e oitavo
dias de exposicdo ao marcador (168 e 192h), a intensidade de espermatozoides na luz
aumentou consideravelmente, demostrando o continuo desenvolvimento da espermatogénese
(Fig. 11H e I).

Em relacdo a segunda semana apds o segundo pulso de BrdU, células germinativas

marcadas sao cada vez mais escassas quando comparadas com a primeira semana.

Temperatura de 32° C

Os espécimes submetidos a temperatura da agua de 32° C foram analisados seguindo
0s mesmos procedimentos dos espécimes que estavam em temperatura de conforto. Assim, na
primeira coleta realizada, sendo 26h apds a primeira exposi¢cdo ao marcador BrdU, foram
encontrados diversos tipos celulares marcados no testiculo. Sendo elas, as células de Sertoli,
espermatogbnias Aind*, Aind, Adif e espermatogbnias do tipo B, espermatdcitos,
espermatides e, surpreendentemente, espermatozoides (Fig. 12).

Tal resultado demonstra que a duracdo da espermatogénese, a partir da fase meidtica
até a espermiogénica, foi reduzida a aproximadamente um dia (Fig. 12D e E) para animais em

temperatura elevada (5° C acima da temperatura de conforto para esta espécie).

4.4 Andlise Estereol6gica

A analise estereolodgica foi realizada comparando o total de células contabilizadas para
cada tipo celular estipulado, e comparado par a par entre os tratamentos testados. Entende-se
por Aind, a somatdria dos tipos espermatogonias Aind* e Aind, devido a dificuldade de

identificacdo desses tipos, com a incorporagdo do marcador BrdU. Sendo assim, em relacéo as
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espermatogonias Aind, Adif e espermatogonias B, espermatocitos e células de Sertoli, ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre as temperaturas. Entretanto, nota-se que ha um
aumento relevante na quantidade dessas células para 0s animais expostos a temperatura de
32°C (Fig. 13).

Por outro lado, foram encontradas diferencas significativas na quantidade de
espermatides, espermatozoides e células picndticas (Fig. 13). Tal resultado sugere o aumento
na proliferacdo celular, devido ao aumento de temperatura, mas também observa-se um

aumento na morte celular devido a alta temperatura, apesar de ambos os valores serem baixos.
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5 DISCUSSAO

A andlise histologica e posterior descricdo das células germinativas de Astyanax
altiparanae sao fundamentais para o entendimento da biologia reprodutiva da espécie, tendo
em vista que a gametogénese € parte inicial de todo o evento reprodutivo. Além disso, esta
espécie vem ganhando destaque, devido seu grande potencial comercial na aquicultura
(SABBAG, 2011), o que torna essencial o conhecimento da biologia reprodutiva para
alavancar a sua producdo em cativeiro.

Neste sentido, a identificacdo dos quatro tipos espermatogoniais descritos para A.
altiparanae, neste trabalho e em Rodrigues et al. (2015), tornava-se essencial para a melhor
compreensdo da fase mitotica e 0 seu reconhecimento nas analises com o marcador molecular.
Entretanto, observa-se que ha variacdo nos tipos espermatogoniais, ndo sé entre as espécies
em si, mas principalmente pelas técnicas adotadas ao longo dos anos (GRIER, 1981;
MOJICA, 2007; LEAL et al. 2009; RUPIK; HUSZNO; KLAG, 2011).

Inicialmente, espermatogdnias eram descritas como primarias e secundarias (GRIER,
1981), o uso desses termos para classificacdo destas células perdurou por muito tempo,
mesmo com técnicas mais avancgadas para possivel diferenciacdo destas células, como no caso
de trés espécies de Characiformes, Gymnocorymbus ternetzi, Hyphessobrycon bifasciatus e
Hyphessobrycon eques (MOJICA, 2007).

Em estudos recentes, Leal et al. (2009) conseguiram identificar cinco tipos de
espermatogonias para Danio rerio, peixe tropical de agua doce da ordem Cypriniformes,
sendo espermatogdnias indiferenciadas* (Aind*), espermatogdnias indiferenciadas (Aind),
espermatogonias diferenciadas (Adif), espermatogbnias B iniciais e finais. Por mais que a
espermatogénese siga um padrdo conservativo entre as espécies, nota-se que ha ainda certa
confusdo quanto a terminologia utilizada para identificacdo e descricdo espermatogonial, o

que pode ser explicado devido a complexidade deste processo (DE ROOIJ; RUSSELL, 2000)
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e devido a davidas que ainda existem em relacdo a fase inicial de proliferacdo mitética entre
espermatogonias Aind* e Aind (LEAL et al., 2009, SCHULZ, 2010). Leal et al. (2009)
utilizaram técnicas de microscopia de luz de ultra-resolucdo para a caracterizacao e descricao
morfologica espermatogonial em Danio rerio, fator que pode ter contribuido para a possivel
diferenciacdo em cinco geracGes espermatogoniais, enquanto que neste trabalho conseguimos
descrever apenas quatro.

Com o inicio da fase espermatocitaria (meidtica), cistos de espermatocitos em A.
altiparanae puderam ser identificados de acordo com o modo em que o nucleo celular
encontrava-se, pois nesse momento ocorre a primeira divisdo meiotica (espermatocitos 1).
Mesmo que ndo tenham sido utilizadas técnicas de microscopia eletronica, tal nivel de
detalhamento pode ser nitidamente observado em microscopia de luz, pois é possivel observar
as mudancas ocorridas nos nucleos celulares devido a condensacdo e arranjo dos
cromossomos (LEAL et al., 2009; URIBE; GRIER; MEJIA-ROA, 2015).

Indicando a finalizacdo das divisGes meidticas, cistos de espermatides foram
identificados e classificados em iniciais, intermediarios e finais, para A. altiparanae. Costa et
al. (2014) classificaram a espermatogénese de A. altiparanae como semicistica, sugerindo que
espermatides podem ser liberadas no lumen e assim, células livres de cistos acabam de
diferenciar-se em espermatozoides na luz. Entretanto, tal fato ndo foi observado neste estudo,
tendo em vista que espermatides foram encontradas apenas em espermatocistos.

Apoiadas em uma membrana basal, células de Sertoli circundam as células
germinativas por meio de projecdes citoplasmaticas, de modo a formar os cistos com tais
ceélulas em seu interior (GRIER, 1981; GRIER, 1992; SCHULZ et al., 2010). Dessa forma,
células de Sertoli séo responsaveis pelo suporte mecanico, nutricional e hormonal das células

do interior dos cistos, além de fagocitarem os corpos residuais (celulas apoptoticas e até
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citoplasma eliminado durante a espermiogénese) resultantes da espermatogénese (BILLARD,
1970; SCHULZ; NOBREGA, 2011, URIBE; GRIER; MEJIA-ROA, 2015).

Por meio da descricdo morfoldgica das células envolvidas na espermatogénese,
tornou-se possivel classificar as fases testiculares encontradas em A. altiparanae. Para tanto,
foi usado 0 modelo proposto por Grier (2002), e adaptado para esta espécie. Outro modelo de
terminologia para classificacdo do desenvolvimento reprodutivo em peixes foi estabelecido
por Brown-Peterson et al. (2011), inicialmente proposto para Perciformes marinhos, tal
terminologia vem sendo frequentemente adaptada para teledsteos de um modo geral
(QUAGIO-GRASSIOTTO; WILDNER; ISHIBA, 2013; DOS SANTOS-SILVA, 2014).

Entretanto, para realizacdo deste trabalho, optou-se pela utilizacdo da classificacéo
anterior, visto que as classificacbes de Brown-Peterson et al. (2011) aplica-se naturalmente
para fémeas, enquanto que para machos deixa duvidas em relacdo aos animais classificados
em desenvolvimento e considerados aptos & desova, visto que algumas caracteristicas das
duas fases se sobrepde, causando dificuldade em identificar e separar as mesmas.

Animais do género Astyanax costumam ter mais de um pico de reproducdo ao longo
do ano, de modo que a qualquer momento, podem ser encontrados espécimes em diferentes
fases do ciclo gonadal (BARBIERI, G.; DOS SANTOS, M. V.; DOS SANTOS, J. M., 1982);
este comportamento reprodutivo ndo € exclusivo de lambaris, pois também pode ser visto no
peixe ornamental Laetacara araguaiae (DOS SANTOS-SILVA, et al.; 2015). Tal fato
corrobora com os dados de IGS apresentados neste trabalho, onde se observa que por mais
que as coletas tenham sido realizadas em periodos diferentes do ano, nos dois tratamentos
foram encontrados animais desde regredidos até em maturacdo final, sendo aptos a
reproducéo.

Assim como a descricdo das celulas germinativas e a classificacdo das fases do ciclo

testicular, a duracdo da espermatogénese pode ser um mecanismo interessante para a
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utilizacdo na conservacdo de espécies, em pisciculturas e recursos pesqueiros de um modo
geral. Através da técnica estabelecida para marcacao celular utilizando a bromodeoxiuridina,
foi possivel estimar a duracdo da espermatogénese (fases meiotica a espermiogénica) de A.
altiparanae, sob temperatura de conforto indicada para a espécie, em aproximadamente seis
dias.

Equivalente ao que ocorre em Danio rerio (LEAL et al., 2009) o qual também teve a
espermatogénese com duracdo estimada em cerca de seis dias, este tempo foi considerado
pelos autores como um periodo curto para a duracdo das fases meidtica e espermiogeénica.
Similarmente a metodologia realizada por Leal et al. (2009) e para este trabalho, Oliveira
(2014), estimou a duracdo da espermatogénese para Cyprinus carpio em cerca de uma semana
em animais mantidos a 28°C, resultados que também foram obtidos por Vigoya (2016) para
animais mantidos em 26°C. Os distintos resultados obtidos nestes estudos enfatizam que
apesar da gametogénese apresentar um padréo conservativo entre as especies, tal evento tem
particularidades que podem ser consideradas espécie-especificas.

Contudo, analisando os animais expostos a temperatura elevada (32°C), nota-se a
dréstica reducdo no tempo para formacao dos gametas de A. altiparanae, na qual o periodo de
duracdo da fase meidtica até o fim da fase espermiogénica foi estimado em um dia. Seguindo
0s protocolos ja estabelecidos para esta técnica de marcacdo, ndo realizamos coletas logo apds
0 primeiro pulso de aplicacdo, assim ndo podemos afirmar em quantidades de horas exatas
que esse evento ocorre, devido as primeiras coletas serem realizadas apenas 26h apo6s a
primeira aplicacéo.

Trabalhos cientificos relacionando variacdo de temperatura e espermatogénese vem
sendo desenvolvidos ha um longo tempo (BRETON, BILLARD, 1977; FRAILE et al. 1994).
Vérios efeitos vém sendo relatados em relacdo as consequéncias na reproducdo de peixes

devido a esta alteracdo no meio. De modo que alguns sdo nocivos, como observado em
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Astyanax altiparanae por Siqueira-Silva et al. (2015), onde a espermatogénese foi
deplecionada em animais expostos a temperaturas ao redor de 35°C. Ou até mesmo 0s
resultados obtidos por Donelson et al. (2010) para Acanthochromis polyacanthus, onde tais
espécimes submetidos a temperatura de 31,5°C apresentavam fémeas com odcitos com area
inferior aquelas em temperatura ambiente, machos com menor producdo de sémen e por fim,
também tiveram taxa de crescimento restrita.

Por outro lado, alguns resultados podem parecer satisfatorios, como os resultados
alcancados com Lepidocephalus guntea, um Cypriniforme distribuido por todo Nepal,
Tailandia e norte da india, onde animais expostos a temperatura de 30 e 35°C tiveram intensa
proliferacdo celular, estimulando a reproducdo, diferente do que ocorreu em animais em
temperatura de conforto para aquela espécie (20°C) (MAJHI; CHOUDHARY, 2014).
Resultados similares ao ocorrido neste estudo, onde se observa, devido a utilizacdo do
marcador, que houve maior proliferacdo celular nos animais submetidos ao tratamento 2,
influenciando até mesmo no IGS elevado para estes espécimes.

Breton e Billard (1977) relataram que temperaturas baixas da &gua estimulam
proliferacdo de espermatogbnias, enquanto que temperaturas mais altas estimulam
proliferacdo de cistos de espermatides e espermatozoides em Salmo gairdneri. Resultados
semelhantes foram encontrados em Oreochromis niloticus por Melo et al.(2016), onde notou-
se que baixas temperaturas influenciavam na proliferacdo de espermatogonias e na renovacgao
celular. Outro ponto de grande interesse é que 0 aumento da temperatura da agua também
influencia no desenvolvimento embrionério, acelerando-o.

Embrides de Pimelodus maculatus incubados em temperaturas distintas apresentam
tempos de desenvolvimento diferentes, de modo que a 25°C tiveram tempo de
desenvolvimento estimado em 17 horas, enquanto que embrides em 29°C tiveram tempo

reduzido para 13 horas (BUZOLLO et al., 2011). Metodologias utilizadas para
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criopreservacdo de embrido das especies, também demonstram que congelamentos, ou
vitrificacbes (reducdo brusca da temperatura, sendo o material biolégico mergulhado em
nitrogénio liquido) também causam deformidades nos embriGes, e consequentemente morte
do material criopreservado (COSTA, 2017).

Alteracdes na temperatura da agua irdo refletir diretamente nos processos
reprodutivos, como a espermatogénese, embriologia e periodo reprodutivo, de um modo geral
(FRASER et al., 2001; ALVARENGA; FRANCA, 2009; SIQUEIRA-SILVA, 2015).
Contudo, é importante lembrar que alterando-se a temperatura da agua, outros fatores no meio
serdo alterados, como pH, pois quando ha um aumento na temperatura, 0 pH diminui; da
mesma forma, uma diminuicdo na temperatura implica em um aumento no pH.
Consequentemente, alteracdes no pH irdo refletir nos niveis de ions aménio na agua
(PEDROZO; KAPUSTA, 2010).

Outro fator limitante para a vida na dgua é o oxigénio dissolvido, pois sabe-se que
temperaturas mais baixas tém maior capacidade de dissolver oxigénio, enquanto que o
contrario também ocorre, temperaturas mais elevadas dissolvem oxigénio com menos
eficiéncia (CETESB, 2015). Assim, devem-se relacionar os efeitos causados na reproducdo de
peixes vindo das mudancas de temperatura na &gua como um todo, visto que todo o meio

aquatico é modificado.
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6 CONCLUSAO

Com base nas diferencas morfoldgicas das células germinativas presente no testiculo
de Astyanax altiparanae, foi possivel a identificacdo de espermatogdnias do tipo A-
indiferenciadas*, A-indiferenciadas, A-diferenciadas e espermatogonias do tipo B. As fases
para o ciclo reprodutivo foram classificadas de acordo com as caracteristicas do epitélio
germinativo, sendo Regredido, Maturagdo Inicial, Maturacdo Intermediéria, Maturacdo Final
e Regresséo.

Com relagdo a elevacdo da temperatura da agua, podemos concluir que ela acelera o
processo espermatogénico (fase meidtica e espermiogénica) em A. altiparanae,
proporcionando um aumento na proliferacdo de espermétides e espermatozoides e um discreto
aumento na morte celular. Deste modo, houve uma redugdo de cinco dias quando a mesma é
alterada de 27°C para 32°C, de forma que a espermatogénese em A. altiparanae submetidos a
temperatura da dgua a 27°C tem duracdo minima de seis dias e a 32°C tem duragdo minima de

um dia.
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7 LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Aplicacdo de BrdU em exemplares de Astyanax altiparanae. A e B: Material
utilizado e aplicacdo de BrdU. C: Biometria dos exemplares. D: Coleta dos testiculos.

Fonte: Dados da prépria autora.
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Figura 2: Disposicdo dos testiculos de Astyanax altiparanae. A: Posicdo das gonadas na

los removidos. Cabeca de seta: papila urogenital. Setas:

B: Testicu

cavidade abdominal.

Testiculos.
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Fonte: Dados da prépria autora.
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Figura 3: Tipos espermatogoniais em Astyanax altiparanae. A: Espermatogonias
indiferenciadas * (Aind*). B: Espermatogonias indiferenciadas (Aind). C: Espermatogdnias
diferenciadas (Adif). D: Cistos de espermatog6nias do tipo B (Esp B). CS: Células de

Sertoli.Coloracdo: Hematoxilina/Eosina.

Fonte: Dados da prépria autora.
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Figura 4: Fase meiltica ou espermatocitdria em Astyanax altiparanae. A: Cistos de
espermatdcitos em leptdteno/zigéteno (L/Z). B: Cisto de espermatécitos em paquiteno (P). C:
Cisto de espermatocito dipléteno (D) e metafase | (M). D: Cisto de espermatdcitos

secundarios (Espc 2). Coloracdo: Hematoxilina/Eosina.

Fonte: Dados da prépria autora.
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Figura 5: Espermiogénese em Astyanax altiparanae. A: Cisto de espermétides iniciais (Espt-
1). B: Cisto de espermatides intermediarias (Espt-2). C: Cisto de espermatides finais (Espt-3).
D: Espermatozoides (Espz) no lumen (Lu) dos tabulos seminiferos. Coloracéo:

Hematoxilina/Eosina.
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Fonte: Dados da prépria autora.



Figura 6: Fases do desenvolvimento testicular de Astyanax altiparanae. A e B:
Regredido. C e D: Maturacdo inicial. E e F: Maturacdo intermediaria. EspZ:
espermatozoides. EspG: espermatogbnias. Lu: Lumen. EpD: epitélio descontinuo.

Coloragdo: Hematoxilia/Eosina.
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Fonte: Dados da prépria autora.
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Figura 7: Fases do desenvolvimento testicular de Astyanax altiparanae. A e B: Maturagéo
final. C, D e E: Regressdo. Lu: Lamen. EspZ: espermatozoides. CP: células picndticas. Tr:

Tecido sendo reabsorvido. Coloracdo: Hematoxilina/Eosina.
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Fonte: Dados da propria autora.



48

Figura 8: Indice Gonadossomatico (IGS) de Astyanax altiparanae em 27°C e 32°C. Eixo X:

n° de animais; Eixo Y: valor de IGS. Dados submetidos a analises por meio de Teste-T.

i /,
3 // IGS 27C
: /j—f_, ’/ —1IGS 32C
el
//

Fonte: Dados da propria autora.
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Figura 9: Frequéncia (quantidade) de espécimes de Astyanax altiparanae por fases de

maturagdo testicular para cada coleta.
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Fonte: Dados da prépria autora.
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Figura 10: Tipos espermatogoniais em Astyanax altiparanae que retiveram BrdU em 27°C.
A e B: Espermatogdnias indiferenciadas (Aind.). C: Espermatogonias diferenciadas (Adif). D:

Espermatogoénias B. Coloracdo: Hematoxilina.

Fonte: Dados da prépria autora.
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Figura 11: Duracdo da espermatogénese em Astyanax altiparanae a 27°C. A, B, C e D:
Marcacdo em células em paquiteno (P) ap6s 26h, 30h, 2 dias e 3 dias, respectivamente, apos a
primeira exposicdo ao marcador. E e F: Marcacdo em espermatides (EspD) 4 e 5 dias,
respectivamente. G, H e I: Marcacdo em espermatozoides. Setas: espermatozoides.
Circunferéncia: grande quantidade de espermatozoides marcados no Iimen. Coloracdo:

Hematoxilina.
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Figura 12: Duracdo da espermatogénese em Astyanax altiparanae a 32°C. A: Marcacao em
espermatogonias  A-indiferenciadas (Aind).. B: Marcacdo em espermatogbnias A-
diferenciadas (Adif). C: Cisto de espermatogonias B (Esp B) marcado. D e E: Testiculos com
marcacdo em todos os tipos celulares, incluindo espermatozoides, apds 26h de exposicdo ao
marcador BrdU. EspD: Espermatides. P: espermatécitos em paquiteno. EspZ:

espermatozoides. Coloragdo: Hematoxilina.
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Figura 13: Analise estereologica da marcacdo celular na espermatogénese de Astyanax
altiparanae. As analises de Aind, Adif, EspB e Células de Sertoli foram submetidas a Teste-
T. As andlises de espermatdcitos (EspC), espermatides (EspD), espermatozoides (EspZ) e

células picnéticas foram submetidas a Teste-U.
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