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RESUMO 

 

Frente ao cenário de mudanças climáticas estabelecidas e consequentemente às 

alterações da temperatura global, torna-se essencial estudar os seus efeitos na 

espermatogênese dos animais. Sendo assim, objetivou-se caracterizar morfológica e 

estereológicamente os tipos celulares encontrados na espermatogênese do lambari Astyanax 

altiparanae, além de determinar as fases testiculares e a verificar a duração da 

espermatogênese em diferentes temperaturas. Para tal, noventa e seis espécimes machos e 

adultos de A. altiparanae foram mantidos em sistema de circulação fechada sob temperatura 

da água estabilizada à 27ºC (temperatura de conforto) e 32ºC. Posteriormente, os espécimes 

receberam pulsos de BrdU (bromodeoxiuridina) na concentração de 100 mg/Kg/dia por 2 dias 

consecutivos, sendo as coletas realizadas diariamente por um período de 15 dias.  Os 

testículos foram removidos, fixados, processados, incluídos em historesina e seccionados a 

3µm, submetidos a colorações de Hematoxilina/Eosina e a técnicas de imunodetecção de 

BrdU. Os resultados obtidos a partir da temperatura de conforto da espécie permitiram 

classificar as espermatogônias de A. altiparanae em A-indiferenciadas*, A-indiferenciadas, 

A-diferenciadas e espermatogônias B. Assim como, caracterizar o ciclo reprodutivo da 

espécie em Regredido, Maturação Inicial, Maturação Intermediária, Maturação Final e em 

Regressão. A duração da espermatogênese foi determinada em aproximadamente seis dias 

para animais em 27°C e um dia para animais em 32°C. A temperatura elevada também foi 

responsável por aumento de proliferação celular em cistos de espermátides, em 

espermatozoides e células em morte celular (células picnóticas).  

 

 

 



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 27ºC (comfort temperature) and 

32ºC. 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 µm, 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 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Aspectos reprodutivos dos peixes 

 

A reprodução 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 táticas de ciclo de vida que permitiu sua adaptação a 

ambientes nos quais tanto as condições bióticas (disponibilidade de alimento, pressão de 

predação, etc.) quanto as abióticas (temperatura, fotoperíodo, oxigênio disponível, etc.) 

variam amplamente (VAZZOLER, 1996). 

Frente a toda essa variabilidade, os peixes são capazes de alocar energia, via 

alimentação, e através de uma gama de estratégias, utilizarem parte da mesma transformando-

a em prole, de modo a garantir seu sucesso reprodutivo. As adaptações que habilitam estes 

organismos a viverem nos diferentes ambientes se refletem diretamente nas inúmeras 

estratégias reprodutivas desenvolvidas que, por sua vez, refletem diretamente na morfologia 

das gônadas das diferentes espécies (GODINHO, 2007). Assim, o conhecimento das 

características morfológicas das gônadas constitui uma etapa básica e essencial para o 

entendimento da biologia reprodutiva das espécies (BAZZOLI; RIZZO, 1990; CREPALDI; 

2006; QUAGIO-GRASSIOTTO; WILDNER; ISHIBA, 2013).  

Em peixes, os testículos são formados basicamente por dois compartimentos: o 

compartimento intersticial e o germinativo. O compartimento intersticial abriga as células de 

Leydig, responsáveis pela produção de esteroides, vasos sanguíneos, entre outros. Enquanto 

que o compartimento germinativo, como o próprio nome sugere, abriga as células 

germinativas, que resultarão na produção de espermatozoides, além das células de Sertoli, 

responsáveis principalmente pela sustentação e nutrição dos espermatocistos (GRIER, 1992; 

GRIER, 1993; SCHULZ; NÓBREGA, 2011).  
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Diferente do que ocorre em mamíferos (GARCIA; FERNÁNDEZ, 2001), em peixes, a 

espermatogênese (nome dado ao processo de formação dos gametas masculinos) ocorre em 

unidades funcionais chamadas espermatocistos (GRIER, 1993), que são constituídos por 

grupos de células germinativas em um mesmo estágio de desenvolvimento, circundados por 

projeções citoplasmática das células de Sertoli (GRIER et al., 1980; GRIER, 1992, GRIER; 

TAYLOR, 1998; SCHULZ et al., 2010). Assim, a formação dos gametas masculinos tem 

início com a fase proliferativa (divisões mitóticas), seguido de uma fase meiótica, e finalizar 

uma fase de diferenciação celular, denominada espermiogênese, resultando na formação do 

espermatozoide (GRIER, 1981; GARCIA; FERNÁNDEZ, 2001; SCHULZ, et al. 2010).  

A organização do epitélio germinativo no testículo permite a classificação deste órgão 

em dois tipos: lobular ou tubular anastomosado. O testículo classificado como lobular é 

caracterizado pela presença de epitélio germinativo organizado em compartimentos que se 

estendem em prolongamentos que terminam em um fundo cego na periferia do testículo, 

enquanto que o testículo classificado como tubular anastomosado é caracterizado por um 

epitélio germinativo organizado em compartimentos interconectados, impedindo a 

identificação de início ou término do túbulo (GRIER, 1993; PARENTI; GRIER, 2004).  

Além disso, o epitélio germinativo pode ser definido como contínuo ou descontínuo 

(GRIER; TAYLOR, 1998). O epitélio contínuo consiste em um agrupamento contínuo de 

células germinativas (isoladas ou em espermatocistos) por todo o comprimento de um lóbulo 

ou túbulo anastomosado, enquanto que o epitélio descontínuo é caracterizado pela ausência 

dessas células ao longo desses compartimentos; tal fato ocorre devido à abertura dos 

espermatocistos e a liberação dos espermatozoides para o lúmen; como esta liberação não 

ocorre de forma uniforme, a parede do lóbulo ou túbulo apresenta alternância entre áreas 

contínuas e descontínuas, com presença somente de células de Sertoli (GRIER, 1993; GRIER; 

TAYLOR, 1998; GRIER; LO NOSTRO, 2000, BROWN-PETERSON et al., 2002). 
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É interessante salientar que a espermatogênese é influenciada por fatores abióticos, 

estimulando a reprodução, adiando ou até impedindo-a (VAZZOLER, 1996; RIBEIRO; 

MOREIRA, 2012). Dentre eles destacam-se o pH (concentração de íons de hidrogênio em 

uma solução), oxigênio dissolvido (OD) e a temperatura (QUEROL; QUEROL; PESSANO, 

2004; SILVA; SOUZA; KAYANO, 2007), por serem fatores associados, uma vez que a 

concentração de oxigênio presente na água e o pH vão variar de acordo com a pressão 

atmosférica (altitude) e com a temperatura do meio, respectivamente (CETESB, 2015). 

Em peixes, fatores exógenos como o fotoperíodo e a temperatura podem funcionar 

como gatilhos hormonais, de modo que tais hormônios vão atuar em diferentes fases do ciclo 

gonadal, indicando condições ideais ou não para a desova, por exemplo (MUNRO, 1990 

citado por VAZOLLER, 1996). 

 

1.2 A influência da temperatura na reprodução e as mudanças climáticas globais 

A temperatura é um dos fatores que governam a existência e interdependência dos 

organismos e espécies aquáticas, (TUCCI, 2004). As alterações na temperatura de um modo 

geral causam impactos significativos sobre as espécies, influenciando diretamente nas taxas 

de sobrevivência, crescimento e no sucesso reprodutivo de uma espécie (PÖRTNER, 2002). 

Peixes são organismos ectotérmicos, ou seja, com regulação corporal dependente de 

fontes externas de calor. Além disso, a maioria tem reprodução externa, de modo que os 

gametas femininos e masculinos são liberados na água para a reprodução (GARCIA; 

FERNÁNDEZ, 2001; POUGH; JANES; HEISER, 2008). Assim sendo, qualquer alteração na 

temperatura (aumento ou diminuição) do meio, poderá causar efeitos no metabolismo e na 

reprodução desses animais (WOOD; MCDONALD, 1997). É de conhecimento que a 

temperatura pode influenciar na determinação/diferenciação sexual, alterando sexo de 

indivíduos e até mesmo causando hermafroditismo (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002) Desta 
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forma, cada espécie exige uma faixa específica de temperatura na qual suas funções 

metabólicas possam ocorrer normalmente, sendo denominada de zona de conforto 

(KUBITZA, 2000).  

Neste sentido, vários trabalhos (FRASER et al., 2002; QUINTANA et al., 2004; 

ALVARENGA; FRANÇA, 2009; DONELSON et al., 2010; MAJHI; CHOUDHARY, 2014; 

SIQUEIRA-SILVA et al., 2015) demonstram a influência da temperatura no desenvolvimento 

das espécies aquáticas. 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 26ºC, um dos critérios observados foi o aumento no 

volume do sêmen ao longo dos meses - e depleção, além de outros fatores que afetam a 

reprodução de peixes. 

De acordo com Nóbrega et al. (2010) a utilização de diferentes temperaturas (20° C, 

27° C, 30° C e 35° C) na espermatogênese de zebrafish (Danio rerio), mostra que as 

temperaturas mais altas aceleraram a espermatogênese, entretanto a de 35ºC causa 

anormalidades, como apoptose entre os espermatócitos, ausência de espermatozoides e uma 

redução do índice gonadossomático.  

Resultados similares foram encontrados por Siqueira-Silva et al. (2015) em Astyanax 

altiparanae, de modo que animais expostos a temperatura de 35º C, apresentavam gônadas 

deplecionadas a partir da quarta semana de exposição a temperatura elevada.  Contudo, notou-

se que a partir da sétima semana, espermatogônias tronco, indicadas como células de reserva, 

voltavam a sofrer divisões mitóticas, indicando o início da fase proliferativa da 

espermatogênese, indicando um possível repovoamento do testículo. 

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

a ação da temperatura sob a reprodução das espécies pode apresentar efeito trans-geracional, 
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por meio da ação de mecanismos epigenéticos, aqueles em que há modificações no genoma 

que podem ser herdadas para as próximas gerações, sem alterações na sequência do DNA. 

Tais pesquisas comprovaram que a prole de uma segunda geração de Salmo salar (Salmão do 

Atlântico), na qual os pais foram anteriormente expostos a altas temperaturas, produziam ovos 

maiores do que aqueles animais em que os pais viviam em ambiente com temperatura de 

conforto estabelecida para a espécie. 

Deste modo, fica claro que a temperatura é um fator essencial para a regulação dos 

processos reprodutivos como a gametogênese, maturação, desova, embriogênese, eclosão e 

sobrevivência, podendo influenciar de maneira significativa nestes eventos (PANKHURST; 

PORTER, 2003).  Este fato é preocupante no atual cenário mundial, tendo em vista que a 

mudança climática (aquecimento global) tem sido continuamente debatida em todo meio 

científico internacional e, consequentemente, gerado especulações a respeito das possíveis 

consequências para o planeta (NUNES, 2003; MARENGO, 2006; WALTER, 2007; 

RUFINO, 2014). 

Embora as pesquisas científicas demostrem a notável relação entre o aumento da 

concentração de CO² na atmosfera terrestre e a temperatura, ainda há pesquisadores que 

questionam as mudanças climáticas advindas de resultados da emissão de gases poluentes. 

Estes cientistas que contestam o aquecimento global defendem a teoria de que a Terra está se 

aquecendo devido a causas naturais, da mesma forma que mudanças climáticas periódicas 

ocorreram desde a formação do planeta (WALTER, 2007).  Sendo ou não o aquecimento 

global a causa da elevação das temperaturas, o fato inegável é que: a temperatura média do 

planeta está em crescente aumento (WALTER, 2007; IPCC, 2014). 

De acordo com o terceiro relatório de avaliação do Painel Intergovernamental de 

Mudanças Climáticas (IPCC, 2014), a temperatura média da atmosfera aumentou em 0,6 ± 

0,2º C durante o século XX. Os modelos globais do IPCC têm mostrado que entre 1900 e 
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2100 a temperatura global pode aquecer entre 1,4 e 5,8ºC, o que representa um aquecimento 

mais rápido do que aquele detectado no século XX e que, aparentemente, não possui 

precedentes durante, pelo menos, os últimos 10.000 anos (MARENGO, 2006). 

Segundo Cahill et al. (2012) as respostas frente às mudanças é um dos maiores 

problemas enfrentados pelos cientistas atualmente. Sendo assim, para um melhor 

entendimento, é preciso estudar as alterações sobre as espécies, sendo essencial para as 

pesquisas, políticas e gestão da diversidade biológica (COMTE et al., 2013). 

Assim, os peixes podem ser considerados bons modelos para pesquisas relacionadas à 

influência de fatores ambientais sobre a reprodução, pois estão restritos a ambientes aquáticos 

e a todas as alterações que este meio possibilita, uma vez que a reprodução é um evento 

fisiológico de custo energético muito alto e somente ocorre quando os animais estão em 

condições para tal (RIBEIRO; MOREIRA, 2012). 

 

1.3 A espécie modelo 

Pertencentes à ordem Characiformes e à família Characidae, animais do gênero 

Astyanax são incluídos numa categoria nomeada Incertae sedis. A expressão refere-se ao 

posicionamento incorreto ou de incerteza para determinar a disposição exata de um táxon 

dentro da classificação (SANTOS et al., 2004). As espécies do gênero Astyanax, conhecidos 

popularmente como lambaris, são espécies muito conhecidas de Incertae sedis, devido ao fato 

de alguns autores considerarem a falta de evidências que atestem a monofília do grupo, e por 

isso há incerteza do táxon que estão inseridos (LIMA et al., 2003; BUCKUP et al., 2007) 

Assim, Astyanax altiparanae, popularmente chamado de lambari-do-rabo-amarelo, é 

um caracídeo de pequeno porte, distribuído pela bacia do Rio Paraná, Paranapanema, Tibagi e 

Iguaçu (GARUTTI; BRITSKI, 2000). São peixes onívoros, coletam itens alimentares 

arrastados pela corrente ou raízes 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). São utilizados como 

iscas na pesca esportiva, como peixes ornamentais e como peixes larvófagos no combate a 

larvas de pernilongos, além de serem consumidos como petiscos por humanos (SATO et al., 

2006).  

Além disso, possuem características zootécnicas e reprodutivas interessantes, pois 

apresentam mais de um período reprodutivo, de modo que reproduzem cerca de três a quatro 

vezes ao longo do ano, com prole relativamente numerosa, o que faz dessa espécie um 

excelente modelo experimental para a investigação da biologia reprodutiva de teleósteos 

(CASTILHO-ALMEIDA, 2007).  

Devido às características reprodutivas apontadas, somadas à facilidade de manejo, 

acondicionamento, aceitação de alimentação artificial e crescimento rápido (PORTO-

FORESTI et al., 2005), o lambari-do-rabo-amarelo tem sido muito utilizado como modelo 

experimental, tanto em estudos básicos relacionados à caracterização das células germinativas 

desta espécie, como o estudo desenvolvido por Rodrigues et al. (2015), onde determinam a 

existência de quatro tipos de espermatogônias para A. altiparanae, ao desenvolvimento 

embrionário (PEREIRA et al., 2016), até a estudos mais complexos, como a  indução de 

triploidia (ADAMOV et al., 2016) ou a utilização de altas temperaturas associadas a 

quimioterápicos (SIQUEIRA-SILVA et al., 2015)  para obtenção de animais estéreis para um 

possível uso em transplante de células germinativas. 

 

1.4 Duração da espermatogênese através de imunodetecção com bromodeoxiuridina 

Uma ferramenta importante para avaliar a duração da espermatogênese é a 

imunodetecção utilizando como marcador a bromodeoxiuridina (5-bromo-2’-deoxiuridina ou 

BrdU).  O BrdU, como é usualmente conhecido, é atualmente um dos reagentes mais 

utilizados na imunodetecção de células em proliferação. Por ser um nucleotídeo sintético e 
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análogo ao nucleotídeo timidina, este marcador tem a capacidade de se incorporar no DNA 

recém-sintetizado durante as divisões celulares, mais propriamente dizendo, a incorporação 

ocorre durante a fase de síntese (fase S) do ciclo celular. Dessa forma, as células que 

incorporaram este nucleotídeo sintético podem ser identificadas através de anticorpos anti-

BrdU (VAN DE KANT e DE ROOIJ, 1992; SCHULZ et al., 2005; LEAL et al., 2009; 

OLIVEIRA, 2014). 

 Desde a década de 1950, o marcador BrdU vem sendo utilizado na identificação de 

células cancerígenas (HAKALA, 1959; DJORDJEVIC; SZYBALSKI, 1960) e, mais 

atualmente, no tratamento do câncer, como um possível radiosensibilizador (as células onde 

ocorre marcação do BrdU tornam-se mais sensíveis aos tratamentos radioterápicos) ou até 

inibidor de proliferação de células cancerígenas (LEVKOFF, 2008).  

Contudo, outros trabalhos têm sido desenvolvidos utilizando a bromodesoxiuridina na 

experimentação com peixes, como o estudo desenvolvido por Camargo (2015) onde foi 

possível identificar células tronco-espermatogoniais de A. altiparanae utilizando o tempo de 

marcação do BrdU ou até a determinação da duração da espermatogênese (fase meiótica e 

espermatocitária) de algumas espécies realizada por Leal et al. (2009) para Danio rerio e 

Oliveira (2014) para Cyprinus carpio. 

 Neste sentido, a utilização do marcador é relevante para a possível estimativa da 

duração da espermatogênese e para a avaliação da influência do aumento da temperatura da 

água sobre a espermatogênese de Astyanax altiparanae. 
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2 OBJETIVO  

 

Frente ao cenário de mudanças climáticas estabelecidas e consequentemente as 

alterações da temperatura global, torna-se essencial estudar os seus efeitos na reprodução dos 

peixes. Sendo assim, temos: 

 

2.1 Objetivo geral 

- Determinação da duração da espermatogênese (fase meiótica e fase espermatocitária) 

para Astyanax altiparanae por meio da exposição testicular ao BrdU, sob temperaturas de 

27ºC e 32 ºC. 

 

2.2 Objetivos específicos 

- Avaliar os aspectos morfológicos das células germinativas; 

- Descrever as fases da Espermatogênese com base nas alterações do epitélio germinativo 

nas temperaturas testadas; 

- Avaliar o índice gonadossomático; 

- Avaliar a duração da espermatogênese de animais submetidos à temperatura de 27º C e 

32º C. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as orientações para o 

cuidado e uso de animais em laboratório da Universidade Estadual Paulista (UNESP-Ilha 

Solteira), aprovado pelo Comitê de Ética 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 região de Ilha Solteira. A separação de machos e fêmeas ocorreu no próprio 

local de compra, de modo que a identificação do sexo foi feita aferindo a presença de 

espículas na nadadeira anal (MALABARBA, 2005) característica que só ocorre nos 

indivíduos do sexo masculino sexualmente ativos. 

 

a. Experimentação 

Os animais foram separados em dois lotes de quarenta e oito animais, considerando 

Tratamento 1 aqueles exposto a temperatura de 27º C (T27) e Tratamento 2 a temperatura de 

32º C (T32), no período de abril e maio de 2016 e dezembro e janeiro de 2017, 

respectivamente.  Deste modo, a temperatura de 27º C (± 1° C), tida como a de conforto para 

esta espécie no ambiente natural (LADEIRA et al, 2015), e 32º C, escolhida tendo em vista os 

padrões estimados para o aumento de temperatura neste século segundo o IPCC (2014).  

O experimento foi conduzido nas dependências do Laboratório de Ictiologia 

Neotropical (L.I.NEO) II, na central de laboratórios de Biotecnologia do campus II da 

UNESP de Ilha Solteira/FEIS. Os animais foram mantidos em sistemas de recirculação 

(sistemas fechados), divididos em três caixas d’água com capacidade de 500L, em densidade 
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de dezesseis animais por caixa (para cada temperatura e período de experimentação), 

totalizando então quarenta e oito animais (n=48) por temperatura testada. Foram alimentados 

duas vezes ao dia (1% do peso vivo) com ração comercial (Guabi – Pirámirin/1,7mm). 

A temperatura dos tanques foi controlada diariamente por meio de aquecedores e 

refrigeradores, ligados a termostatos já programados para o sistema, sendo aferidas de hora 

em hora, com o uso de “data loggers”, durante os dois períodos de experimentação, e 

apresentando variação de cerca de ± 0,5º C. O fotoperíodo estabelecido foi de 12h. Houve 

morte de sete animais para a temperatura de 27°C, devido ao comportamento agressivo e 

territorialista da espécie.  

 

b. Detecção de células em proliferação por incorporação do marcador BrdU 

Para a temperatura de conforto, os animais foram colocados no sistema de recirculação 

de água, e uma semana após a chegada dos mesmos, ocorreu a aplicação do marcador. Já para 

o 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 alcançada, deu-se 

continuidade aos procedimentos. 

Após esse período, os animais receberam pulsos de injeção intraperitoneal de BrdU (5-

bromo-2’-deoxiuridina) na concentração de 100 mg/Kg de peixe/dia, por dois dias 

consecutivos (Fig. 1). Estes espécimes foram separados previamente de acordo com o 

tamanho e massa corporal e receberam doses da solução do marcador (BrdU diluído em 

tampão fosfato salino pH 7.4 - PBS) correspondentes a estes parâmetros. 

As coletas tiveram início assim que o último pulso de injeção foi aplicado, de forma 

que estabeleceu-se a primeira coleta 26h após a primeira aplicação, seguida de outra após 30h, 

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

exemplares para cada uma.  

Antes dos procedimentos cirúrgicos, os espécimes foram anestesiados com 0,5 g de 

benzocaína dissolvida em 5 ml de etanol absoluto e 2 L de água. Os testículos foram 

removidos, cortados em secções transversais e longitudinais, fixados (por no mínimo) 2h em 

temperatura ambiente em methacarn (60% metanol absoluto, 30% clorofórmio e 10% ácido 

acético glacial) preparado a fresco para cada coleta, em seguida as amostras foram 

desidratadas em solução em concentrações crescentes de etanol, incorporados em 

glicolmetacrilato historesina (Technovit 7100), seccionados em cortes de 3.0 µm de espessura 

utilizando micrótomo (LEICA RM 2145; Leica Instruments GmbH, Nussloch Heidelberg, 

Alemanha) equipado com lâmina de vidro.  

Para a revelação de imunodetecção, as lâminas foram incubadas em temperatura 

ambiente durante 1h com anticorpo-BrdU diluído em PBS, contendo 1% de albumina de soro 

bovino e em seguida durante 1h com Power Vision (polímero Easylink). Esta etapa foi 

realizada no Laboratório de Reprodução e Biologia Molecular, no Departamento de 

Morfologia do Instituto de Biociências de Botucatu – IBB. 

Os procedimentos e protocolo de marcação nuclear utilizados para esta pesquisa 

seguiram os métodos estabelecidos por Van De Kant, De Rooji, 1992. 

Além da imunodetecção, foi realizada histologia básica, utilizando coloração de 

Hematoxilina e Eosina. Todo o material foi analisado através de microscopia de luz (Zeiss - 

Scope.A1) e fotografado com AxioCam MRC5. 
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c. Índice Gonadossomático 

Foi avaliado o Índice Gonadossomático dos espécimes (IGS), estabelecido por 

Vazzoler (1981). Tal índice determina a relação da massa gonadal em relação à massa 

corporal do indivíduo. Tal relação é expressa em porcentagem, dada pela seguinte fórmula: 

IGS = (massa das gônadas/massa corpórea) x 100. O IGS dos animais nas duas temperaturas 

foram comparados e submetidos a análises estatísticas.  

 

d. Análise Estereológica        

Para a realização da análise estereológica, nas duas temperaturas testadas, foram 

analisados animais coletados a 26h, 30h, 6 dias, 10 dias e 13 dias após a primeira exposição 

ao marcador, referindo-se então à 1ª, 2ª, 7ª, 11ª e 14ª coletas, respectivamente, sendo 3 

animais por coleta.  

A análise estereológica foi realizada utilizando uma grade de intersecção de 420 

pontos (Motic Image Plus 2.0), sobreposto a uma área da secção histológica obtida a partir da 

região central do testículo 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 magnificação de imagem de 400x. Deste 

modo, totalizando então 63.000 pontos analisados.   

Assim, foram analisadas as quantidades dos seguintes tipos celulares marcados: 

espermatogônias A-indiferenciadas, espermatogônias diferenciadas, espermatogônias B, 

espermatócitos, espermátides, espermatozoides, células picnóticas e células de Sertoli. 

 

e. Análise Estatística 

Para a realização da análise estatística relacionada à estereologia deste trabalho, 

utilizou-se o software livre BioEstat (Instituto Mamirauá). Inicialmente aplicou-se teste de 
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homogeneidade de Bartlett e teste de normalidade de Shapiro-Wilk, para verificação das 

premissas necessárias para testes paramétricos. Assim que notou-se que os dados atendiam a 

tais premissas, foram conduzidas análises com Teste-T (comparação de pares) . Os dados que 

não atenderam as premissas necessárias para testes paramétricos foram analisados utilizando o 

teste não-paramétrico Mann-Whitney (Teste U). Todos os dados foram expressos pela média 

e desvio padrão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 
 

4 RESULTADOS 

Os testículos de Astyanax altiparanae são órgãos pares e alongados, dispostos na 

porção dorsal da cavidade abdominal dos animais, de forma que ficam posicionados 

ventralmente ao sistema néfrico e à bexiga natatória (Fig. 2A). Prolongam-se no sentido 

crâniocaudal e fundem-se na porção posterior formando o ducto que se estende até a abertura 

da papila urogenital (Fig. 2A), por onde os espermatozoides serão liberados para o meio 

externo durante a espermiação.  

Macroscopicamente os testículos não apresentam coloração quando os animais estão 

imaturos, de modo que os órgãos apresentam certa transparência. À medida que o animal 

entra no ciclo reprodutivo e desenvolvem os testículos, passam a apresentar coloração branca 

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

 

4.1 Histologia  

 

Espermatogênese 

A espermatogênese em A. altiparanae foi definida de acordo com a morfologia do 

epitélio germinativo e as características celulares encontradas. Assim, foi possível subdividir a 

espermatogênese em fase mitótica, fase meiótica e espermiogênese.  

A fase mitótica, o momento em que ocorre intensa proliferação celular, abrange as 

maiores células da linhagem germinativa de A. altiparanae, as espermatogônias A – 

indiferenciadas* (Aind*) (Fig. 3A). São células encontradas sempre isoladas, possuem 

basofilia moderada, possuem núcleo irregular, sendo possível identificar mais de um nucléolo 

por célula. Por meio de divisões mitóticas, espermatogônias Aind* dão origem a 

espermatogônias A-indiferenciadas (Aind) (Fig. 3B), de modo que estas células permanecem 
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isoladas e dispersas pelo epitélio, entretanto há um aumento na basofilia de células Aind, são 

células com formato circular, e geralmente encontradas com apenas um nucléolo.  

Seguindo a linha de divisões mitóticas, células Aind originam espermatogônias A-

diferenciadas (Adif) (Fig. 3C), que agora já são observadas em grupos de duas, quatro ou 

mais células, já formando espermatocistos. O núcleo possui forma circular, com basofilia 

reduzida, em relação às células anteriores, entretanto possuem nucléolo volumoso e bem 

evidenciado.  Por fim, células Adif originam espermatogônias B, finalizando o que pode ser 

chamado de fase mitótica. Espermatogônias B (Fig. 3D) são células menores em relação à 

linhagem anterior, forma novamente ovalada e nucléolos bastante evidenciados, sendo 

encontrados quatro ou mais nucléolos por célula. São sempre encontradas em cistos de seis 

células ou mais.   

A fase meiótica tem início assim que espermatogônias B entram em meiose originando 

espermatócitos primários (Fig. 4A, B e C). Desse modo, tal fase também pode ser chamada de 

fase espermatocitária. É possível encontrar espermatócitos em diferentes fases da meiose, e 

assim como as células descritas acima, também podem ser distinguidas devido às 

características nucleares. 

Cistos de espermatócitos em leptóteno e zigóteno (Fig. 4A) apresentam núcleo 

volumoso e são maiores que as espermatogônias B, entretanto possuem coloração homogênea 

e relativamente clara em relação ao tipo celular anterior. Espermatócitos em paquíteno (Fig. 

4B) possuem núcleo mais condensado em relação a espermatócitos em leptóteno e zigóteno, 

devido ao momento da divisão celular em que se encontram, pois está ocorrendo o 

pareamento dos cromossomos para efetivação do crossing-over.  

Espermatócitos em diplóteno apresentam basofilia intensa devido à condensação dos 

cromossomos, apresentam núcleos heterocromáticos, de forma que possuem aparência de 
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material craquelado. Geralmente, cistos de espermatócitos em diplóteno são sempre 

encontrados com figuras metafásicas (metáfase I) (Fig. 4C).  

Assim que a primeira fase da divisão meiótica é encerrada, encontram-se cistos de 

espermatócitos secundários (Fig. 4D), contudo, neste estágio celular não é possível identificar 

novamente os eventos da meiose devido à rapidez com que essa segunda divisão ocorre.  

Seguindo as fases da espermatogênese de A. altiparanae, temos então a 

espermiogênese (Fig. 5). Neste momento, espermatócitos secundários diferenciam-se em 

espermátides iniciais (Fig. 5A), intermediárias (Fig. 5B) e finais (Fig. 5C), que podem ser 

assim classificadas devido à aparência, compactação nuclear e espaçamento entre elas, dentro 

de um mesmo cisto. Espermátides iniciais são relativamente menores quando comparadas a 

todas as outras células já descritas, apresentam núcleo bastante condensado e redondo. Estas 

diferenciam-se em espermátides intermediárias e finais, tendo espaçamento entre as células 

aumentado de acordo com o estágio em que se encontram. Tal espaçamento entre as células 

deve-se à formação do flagelo e eliminação do citoplasma residual.  

No final do processo de espermiogênese, os cistos são desfeitos e os espermatozoides 

são liberados no lúmen (Fig. 5D), possuem núcleo ligeiramente menor que as células 

anteriores. Assim, espermatozoides são as menores células da linhagem germinativa de A. 

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

 

 

Ciclo Testicular  

Foram definidas cinco fases para o desenvolvimento testicular de Astyanax 

altiparanae. Para isto, foi utilizado o padrão estabelecido por Grier (2002) e adaptado para 

esta espécie. 

- Regredido: somente espermatogônias estão presentes no epitélio germinativo, sendo  

espermatogônias Aind*, Aind, Adif e espermatogônias B. É possível notar que há intensa 
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proliferação das células citadas. O testículo está se reestruturando para entrar novamente em 

maturação, iniciando novamente um ciclo reprodutivo, assim é possível encontrar 

espermatozoides residuais de outros ciclos (Fig. 6A e B). 

- Maturação inicial: há a presença de espermatogônias e neste momento já são 

encontrados inúmeros cistos de espermatócitos em leptóteno, zigóteno e diplóteno. Há 

também cistos de espermátides e alguns espermatozoides no lúmen. Nota-se que esta fase é 

caracterizada pela presença de todos os tipos celulares e um epitélio germinativo 

completamente contínuo, de forma que os túbulos são facilmente identificados (Fig. 6C e D). 

- Maturação intermediária: À medida que esta fase avança a descontinuidade torna-se 

cada vez mais evidente.  Assim como na fase anterior, há a presença de todos os tipos 

celulares, com um notável aumento de cistos de espermatócitos e espermátides. Além disso, a 

presença de espermatozoides no lúmen é bem maior que na fase anterior (Fig. 6E e F).  

- Maturação final: o epitélio germinativo encontra-se descontínuo. Agora, o lúmen está 

repleto de espermatozoides prontos para serem liberados. Há a presença de poucos cistos pelo 

epitélio, com dispersas espermatogônias Aind* e Aind, uma vez que tais células servem de 

reserva para o próximo ciclo (Fig. 7A e B).  

- Regressão: neste momento o testículo apresenta aspecto delgado, devido à liberação 

dos gametas para o meio (Fig. 7A). Há a presença de muitas células com núcleo picnótico 

(Fig. 7B) e tecido sendo reabsorvido (Fig.7C). O epitélio completamente descontínuo, com 

cistos e espermatogônias dispersos, entretanto, podem ser encontrados espermatozoides 

residuais em pequenas quantidades. 

 

4.2 Análise do Indíce Gonadossomático (IGS) 

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

por mais que as coletas tenham sido realizadas em períodos diferentes do ano (abril/maio 
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2016 e dezembro/janeiro 2017), há, para as duas temperaturas, animais em diferentes fases do 

ciclo testicular (Fig. 9), indo desde animais regredidos ou em regressão (IGS entre 0,1 a 0,8) 

até animais em maturação final (IGS entre 2,5 e 5). Entretanto, é possível observar que o IGS 

dos espécimes com a temperatura elevada manteve-se sempre mais alto comparado aos 

animais em temperatura de conforto.   

 

4.3 Determinação da duração da espermatogênese (fase meiótica à fase espermiogênica) 

Temperatura de 27º C 

Por meio do protocolo de aplicação do marcador BrdU sob temperatura da água a 

27°C, foi possível estimar a duração da espermatogênese para A. altiparanae, sendo possível 

diferenciar células marcadas e não marcadas, devido à coloração acobreada que a célula 

marcada passa a apresentar. A avaliação deu-se a partir do tipo de célula germinativa mais 

avançada que incorporou BrdU desde a primeira coleta analisada.  

Sendo assim, observou-se que 26h após a primeira exposição do testículo de A. 

altiparanae ao marcador, foram encontradas células de Sertoli, espermatogônias Aind*, Aind, 

Adif e espermatogônias do tipo B marcadas (Fig. 10). Além disso, as células germinativas 

encontradas em estágio mais avançado e que retiveram o marcador foram espermatócitos em 

paquíteno, sendo então o ponto de partida determinado para a contagem da duração estimada 

da espermatogênese. 

A partir deste período até 72 horas, ou seja, até o terceiro dia (Fig. 11D), as células 

mais avançadas que retinham o marcador molecular ainda eram células em paquíteno; o 

testículo, de modo geral, apresentava as mesmas condições citadas ao primeiro tempo. 

Entretanto, no quarto e quinto dias (96 e 120h) já foram encontrados cistos de espermátides 

iniciais retendo BrdU (Fig. 11E e F).  
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 No sexto dia (144h), já foi possível observar espermatozoides marcados no lúmen, 

indicando o tempo de duração do processo espermatogênico (Fig. 11G). No sétimo e oitavo 

dias de exposição ao marcador (168 e 192h), a intensidade de espermatozoides na luz 

aumentou consideravelmente, demostrando o contínuo desenvolvimento da espermatogênese 

(Fig. 11H e I). 

 Em relação à segunda semana após o segundo pulso de BrdU, células germinativas 

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

 

Temperatura de 32º C 

Os espécimes submetidos à temperatura da água de 32° C foram analisados seguindo 

os mesmos procedimentos dos espécimes que estavam em temperatura de conforto. Assim, na 

primeira coleta realizada, sendo 26h após a primeira exposição ao marcador BrdU, foram 

encontrados diversos tipos celulares marcados no testículo. Sendo elas, as células de Sertoli, 

espermatogônias Aind*, Aind, Adif e espermatogônias do tipo B, espermatócitos, 

espermátides e, surpreendentemente, espermatozoides (Fig. 12).  

Tal resultado demonstra que a duração da espermatogênese, a partir da fase meiótica 

até a espermiogênica, 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 Análise Estereológica 

A análise estereológica 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 somatória dos tipos espermatogonias Aind* e Aind, devido à dificuldade de 

identificação desses tipos, com a incorporação do marcador BrdU. Sendo assim, em relação às 
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espermatogônias Aind, Adif e espermatogônias B, espermatócitos e células de Sertoli, não 

apresentaram diferenças estatísticas entre as temperaturas. Entretanto, nota-se que há um 

aumento relevante na quantidade dessas células para os animais expostos à temperatura de 

32°C (Fig. 13). 

Por outro lado, foram encontradas diferenças significativas na quantidade de 

espermátides, espermatozoides e células picnóticas (Fig. 13). Tal resultado sugere o aumento 

na proliferação 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 DISCUSSÃO  

 

A análise histológica e posterior descrição das células germinativas de Astyanax 

altiparanae são fundamentais para o entendimento da biologia reprodutiva da espécie, tendo 

em vista que a gametogênese é 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 produção em cativeiro. 

Neste sentido, a identificação dos quatro tipos espermatogoniais descritos para A. 

altiparanae, neste trabalho e em Rodrigues et al. (2015), tornava-se essencial para a melhor 

compreensão da fase mitótica e o seu reconhecimento nas análises com o marcador molecular. 

Entretanto, observa-se que há variação nos tipos espermatogoniais, não só 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, espermatogônias eram descritas como primárias e secundárias (GRIER, 

1981), o uso desses termos para classificação destas células perdurou por muito tempo, 

mesmo com técnicas mais avançadas para possível diferenciação destas células, como no caso 

de três espécies de Characiformes, Gymnocorymbus ternetzi, Hyphessobrycon bifasciatus e 

Hyphessobrycon eques (MOJICA, 2007).  

Em estudos recentes, Leal et al. (2009) conseguiram identificar cinco tipos de 

espermatogônias para Danio rerio, peixe tropical de água doce da ordem Cypriniformes, 

sendo espermatogônias indiferenciadas* (Aind*), espermatogônias indiferenciadas (Aind), 

espermatogônias diferenciadas (Adif), espermatogônias B iniciais e finais.  Por mais que a 

espermatogênese siga um padrão conservativo entre as espécies, nota-se que há ainda certa 

confusão quanto à terminologia utilizada para identificação e descrição espermatogonial, o 

que pode ser explicado devido à complexidade deste processo (DE ROOIJ; RUSSELL, 2000) 
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e devido a dúvidas que ainda existem em relação à fase inicial de proliferação mitótica entre 

espermatogônias Aind* e Aind (LEAL et al., 2009, SCHULZ, 2010). Leal et al. (2009) 

utilizaram técnicas de microscopia de luz de ultra-resolução para a caracterização e descrição 

morfológica espermatogonial em Danio rerio, fator que pode ter contribuído para a possível 

diferenciação em cinco gerações espermatogoniais, enquanto que neste trabalho conseguimos 

descrever apenas quatro.  

Com o início da fase espermatocitária (meiótica), cistos de espermatócitos em A. 

altiparanae puderam ser identificados de acordo com o modo em que o núcleo celular 

encontrava-se, pois nesse momento ocorre a primeira divisão meiótica (espermatócitos I). 

Mesmo que não tenham sido utilizadas técnicas de microscopia eletrônica, tal nível de 

detalhamento pode ser nitidamente observado em microscopia de luz, pois é possível observar 

as mudanças ocorridas nos núcleos celulares devido à condensação e arranjo dos 

cromossomos (LEAL et al., 2009; URIBE; GRIER; MEJÍA-ROA, 2015). 

Indicando a finalização das divisões meióticas, cistos de espermátides foram 

identificados e classificados em iniciais, intermediários e finais, para A. altiparanae. Costa et 

al. (2014) classificaram a espermatogênese de A. altiparanae como semicística, sugerindo que 

espermátides podem ser liberadas no lúmen e assim, células livres de cistos acabam de 

diferenciar-se em espermatozoides na luz. Entretanto, tal fato não foi observado neste estudo, 

tendo em vista que espermátides foram encontradas apenas em espermatocistos. 

Apoiadas em uma membrana basal, células de Sertoli circundam as células 

germinativas por meio de projeções citoplasmáticas, de modo a formar os cistos com tais 

células em seu interior (GRIER, 1981; GRIER, 1992; SCHULZ et al., 2010).  Dessa forma, 

células de Sertoli são responsáveis pelo suporte mecânico, nutricional e hormonal das células 

do interior dos cistos, além de fagocitarem os corpos residuais (células apoptóticas e até 
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citoplasma eliminado durante a espermiogênese) resultantes da espermatogênese (BILLARD, 

1970; SCHULZ; NÓBREGA, 2011, URIBE; GRIER; MEJÍA-ROA, 2015).   

Por meio da descrição morfológica das células envolvidas na espermatogênese, 

tornou-se possível classificar as fases testiculares encontradas em A. altiparanae. Para tanto, 

foi usado o modelo proposto por Grier (2002), e adaptado para esta espécie. Outro modelo de 

terminologia para classificação 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 teleósteos de um modo geral 

(QUAGIO-GRASSIOTTO; WILDNER; ISHIBA, 2013; DOS SANTOS-SILVA, 2014).   

Entretanto, para realização deste trabalho, optou-se pela utilização da classificação 

anterior, visto que as classificações de Brown-Peterson et al. (2011) aplica-se naturalmente 

para fêmeas, enquanto que para machos deixa dúvidas em relação aos animais classificados 

em desenvolvimento e considerados aptos á desova, visto que algumas características das 

duas fases se sobrepõe, causando dificuldade em identificar e separar as mesmas.  

Animais do gênero Astyanax costumam ter mais de um pico de reprodução 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 não é 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 períodos diferentes do ano, nos dois tratamentos 

foram encontrados animais desde regredidos até em maturação final, sendo aptos a 

reprodução.  

Assim como a descrição das células germinativas e a classificação das fases do ciclo 

testicular, a duração da espermatogênese pode ser um mecanismo interessante para a 
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utilização na conservação de espécies, em pisciculturas e recursos pesqueiros de um modo 

geral. Através da técnica estabelecida para marcação celular utilizando a bromodeoxiuridina, 

foi possível estimar a duração da espermatogênese (fases meiótica à espermiogênica) 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 

espermatogênese com duração estimada em cerca de seis dias, este tempo foi considerado 

pelos autores como um período curto para a duração das fases meiótica e espermiogênica. 

Similarmente à metodologia realizada por Leal et al. (2009) e para este trabalho, Oliveira 

(2014), estimou a duração da espermatogênese 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 gametogênese apresentar um padrão conservativo entre as espécies, tal evento tem 

particularidades que podem ser consideradas espécie-específicas.   

 Contudo, analisando os animais expostos a temperatura elevada (32°C), nota-se a 

drástica redução no tempo para formação dos gametas de A. altiparanae, na qual o período de 

duração da fase meiótica até o fim da fase espermiogênica foi estimado em um dia. Seguindo 

os protocolos já estabelecidos para esta técnica de marcação, não realizamos coletas logo após 

o primeiro pulso de aplicação, assim não podemos afirmar em quantidades de horas exatas 

que esse evento ocorre, devido as primeiras coletas serem realizadas apenas 26h após a 

primeira aplicação. 

Trabalhos científicos relacionando variação de temperatura e espermatogênese vem 

sendo desenvolvidos há um longo tempo (BRETON, BILLARD, 1977; FRAILE et al. 1994). 

Vários efeitos vêm sendo relatados em relação às consequências na reprodução de peixes 

devido a esta alteração no meio. De modo que alguns são nocivos, como observado em 
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Astyanax altiparanae por Siqueira-Silva et al. (2015), onde a espermatogênese foi 

deplecionada em animais expostos a temperaturas ao redor de 35°C. Ou até mesmo os 

resultados obtidos por Donelson et al. (2010) para Acanthochromis polyacanthus, onde tais 

espécimes submetidos a temperatura de 31,5°C apresentavam fêmeas com oócitos com área 

inferior àquelas em temperatura ambiente, machos com menor produção de sêmen e por fim, 

também tiveram taxa de crescimento restrita.  

Por outro lado, alguns resultados podem parecer satisfatórios, como os resultados 

alcançados com Lepidocephalus guntea, um Cypriniforme distribuído por todo Nepal, 

Tailândia e norte da Índia, onde animais expostos à temperatura de 30 e 35°C tiveram intensa 

proliferação celular, estimulando a reprodução, 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 utilização do 

marcador, que houve maior proliferação 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 água estimulam 

proliferação de espermatogônias, enquanto que temperaturas mais altas estimulam 

proliferação de cistos de espermátides 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 proliferação de espermatogônias e na renovação 

celular. Outro ponto de grande interesse é que o aumento da temperatura da água também 

influencia no desenvolvimento embrionário, acelerando-o.  

Embriões 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 embriões em 29°C tiveram tempo 

reduzido para 13 horas (BUZOLLO et al., 2011).  Metodologias utilizadas para 
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criopreservação de embrião das espécies, também demonstram que congelamentos, ou 

vitrificações (redução brusca da temperatura, sendo o material biológico mergulhado em 

nitrogênio líquido) também causam deformidades nos embriões, e consequentemente morte 

do material criopreservado (COSTA, 2017).  

Alterações na temperatura da água irão refletir diretamente nos processos 

reprodutivos, como a espermatogênese, embriologia e período reprodutivo, de um modo geral 

(FRASER et al., 2001; ALVARENGA; FRANÇA, 2009; SIQUEIRA-SILVA, 2015). 

Contudo, é importante lembrar que alterando-se a temperatura da água, outros fatores no meio 

serão alterados, como pH, pois quando há um aumento na temperatura, o pH diminui; da 

mesma forma, uma diminuição na temperatura implica em um aumento no pH. 

Consequentemente, alterações no pH irão refletir nos níveis de íons amônio na água 

(PEDROZO; KAPUSTA, 2010).  

Outro fator limitante para a vida na água é o oxigênio dissolvido, pois sabe-se que 

temperaturas mais baixas têm maior capacidade de dissolver oxigênio, enquanto que o 

contrário também ocorre, temperaturas mais elevadas dissolvem oxigênio com menos 

eficiência (CETESB, 2015). Assim, devem-se relacionar os efeitos causados na reprodução de 

peixes vindo das mudanças de temperatura na água como um todo, visto que todo o meio 

aquático é modificado. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Com base nas diferenças morfológicas das células germinativas presente no testículo 

de Astyanax altiparanae, foi possível a identificação de espermatogônias do tipo A-

indiferenciadas*, A-indiferenciadas, A-diferenciadas e espermatogônias do tipo B. As fases 

para o ciclo reprodutivo foram classificadas de acordo com as características do epitélio 

germinativo, sendo Regredido, Maturação Inicial, Maturação Intermediária, Maturação Final 

e Regressão.  

Com relação à elevação da temperatura da água, podemos concluir que ela acelera o 

processo espermatogênico (fase meiótica e espermiogênica) em A. altiparanae, 

proporcionando um aumento na proliferação de espermátides e espermatozoides e um discreto 

aumento na morte celular. Deste modo, houve uma redução de cinco dias quando a mesma é 

alterada de 27°C para 32°C, de forma que a espermatogênese em A. altiparanae submetidos à 

temperatura da água a 27°C tem duração mínima de seis dias e à 32ºC tem duração mínima de 

um dia. 
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7 LISTA DE FIGURAS 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Aplicação de BrdU em exemplares de Astyanax altiparanae. A e B: Material 

utilizado e aplicação de BrdU. C: Biometria dos exemplares. D: Coleta dos testículos. 

 

Fonte: Dados da própria autora. 
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Figura 2: Disposição dos testículos de Astyanax altiparanae. A: Posição das gônadas na 

cavidade abdominal. B: Testículos removidos. Cabeça de seta: papila urogenital. Setas: 

Testículos. 

 

Fonte: Dados da própria autora. 
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Figura 3: Tipos espermatogoniais em Astyanax altiparanae. A: Espermatogônias 

indiferenciadas * (Aind*). B: Espermatogônias indiferenciadas (Aind). C: Espermatogônias 

diferenciadas (Adif). D: Cistos de espermatogônias do tipo B (Esp B). CS: Células de 

Sertoli.Coloração: Hematoxilina/Eosina.  

 

Fonte: Dados da própria autora. 
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Figura 4: Fase meiótica ou espermatocitária em Astyanax altiparanae. A: Cistos de 

espermatócitos em leptóteno/zigóteno (L/Z). B: Cisto de espermatócitos em paquíteno (P). C: 

Cisto de espermatócito diplóteno (D) e metáfase I (M). D: Cisto de espermatócitos 

secundários (Espc 2). Coloração: Hematoxilina/Eosina. 

 

Fonte: Dados da própria autora. 
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Figura 5: Espermiogênese em Astyanax altiparanae. A: Cisto de espermátides iniciais (Espt-

1). B: Cisto de espermátides intermediárias (Espt-2).  C: Cisto de espermátides finais (Espt-3).  

D: Espermatozoides (Espz) no lúmen (Lu) dos túbulos seminíferos. Coloração: 

Hematoxilina/Eosina. 

 

Fonte: Dados da própria autora. 
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Figura 6: Fases do desenvolvimento testicular de Astyanax altiparanae. A e B: 

Regredido. C e D: Maturação inicial. E e F: Maturação intermediária. EspZ: 

espermatozoides. EspG: espermatogônias. Lu: Lúmen. EpD: epitélio descontínuo. 

Coloração: Hematoxilia/Eosina.  

 
Fonte: Dados da própria autora. 
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Figura 7: Fases do desenvolvimento testicular de Astyanax altiparanae. A e B: Maturação 

final. C, D e E: Regressão. Lu: Lúmen. EspZ: espermatozoides. CP: células picnóticas. Tr: 

Tecido sendo reabsorvido.  Coloração: Hematoxilina/Eosina. 

 

Fonte: Dados da própria autora. 
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Figura 8: Índice Gonadossomático (IGS) de Astyanax altiparanae em 27°C e 32°C. Eixo X: 

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

 

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

maturação testicular para cada coleta. 

 

Fonte: Dados da própria autora. 
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Figura 10: Tipos espermatogoniais em Astyanax altiparanae que retiveram BrdU em 27°C. 

A e B: Espermatogônias indiferenciadas (Aind.). C: Espermatogônias diferenciadas (Adif). D: 

Espermatogônias B. Coloração: Hematoxilina. 

 

Fonte: Dados da própria autora. 
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Figura 11: Duração da espermatogênese em Astyanax altiparanae a 27°C. A, B, C e D: 

Marcação em células em paquíteno (P) após 26h, 30h, 2 dias e 3 dias, respectivamente, após a 

primeira exposição ao marcador.  E e F: Marcação em espermátides (EspD) 4 e 5 dias, 

respectivamente. G, H e I: Marcação em espermatozoides. Setas: espermatozoides. 

Circunferência: grande quantidade de espermatozoides marcados no lúmen.  Coloração: 

Hematoxilina. 

 

Fonte: Dados da própria autora. 
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Figura 12: Duração da espermatogênese em Astyanax altiparanae a 32°C. A: Marcação em 

espermatogonias A-indiferenciadas (Aind).. B: Marcação em espermatogônias A-

diferenciadas (Adif). C: Cisto de espermatogonias B (Esp B) marcado. D e E: Testículos com 

marcação em todos os tipos celulares, incluindo espermatozoides, após 26h de exposição ao 

marcador BrdU. EspD: Espermátides. P: espermatócitos em paquíteno. EspZ: 

espermatozoides. Coloração: Hematoxilina. 

 

Fonte: Dados da própria autora. 
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Figura 13: Análise estereológica da marcação celular na espermatogênese de Astyanax 

altiparanae. As análises de Aind, Adif, EspB  e Células de Sertoli foram submetidas a Teste-

T. As análises de espermatócitos (EspC), espermátides (EspD), espermatozoides (EspZ) e 

células picnóticas foram submetidas a Teste-U. 

 

 

Fonte: Dados da própria autora. 
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