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1. INTRODUÇÃO 
As projeções do Painel Intergovernamental sobre Mudanças Climáticas 

(IPCC, 2023) indicam um aumento substancial da temperatura global média, com 
consequências drásticas para os ecossistemas. A elevação das temperaturas 
máximas e mínimas, especialmente em corpos d'água, representa uma ameaça 
significativa para a fauna aquática, em particular para espécies ectotérmicas como 
os peixes (LIBONATI et al., 2022). 

A reprodução dos peixes é um processo complexo e sensível a variações 
ambientais. Muitas espécies apresentam fecundação externa, liberando gametas 
na água (COSSON, 2004), uma vez que os espermatozoides são ativados somente 
quando entram em contato com um meio aquoso de baixa osmolalidade 
(LAHNSTEINER & PATZNER, 2008). A viabilidade dos espermatozoides nesses 
casos é crucial para o sucesso reprodutivo e é influenciada por diversos fatores, 
incluindo a temperatura. 

O zebrafish (Danio rerio), um pequeno peixe tropical da família Cyprinidae, 
tem sido um organismo modelo de eleição em diversos estudos biológicos 
(LAWRENCE, 2007). Seus atributos como organismo modelo, como 
desenvolvimento rápido, genoma bem caracterizado e fácil manipulação genética, 
contribuíram para sua ampla utilização em pesquisas que abrangem desde a 
biologia do desenvolvimento até a modelagem de doenças humanas. 

Assim, neste trabalho, foi estudada o impacto da temperatura da água na 
reprodução de Danio rerio, mais conhecido como zebrafish. 
 

2. METODOLOGIA 
Neste trabalho, foram utilizados peixes da espécie Danio rerio, ou Zebrafish, 

machos com maturidade reprodutiva completa, em vista de evitar efeitos da intensa 
variação hormonal que ocorre durante a maturação. Esses peixes foram obtidos do 
biotério de Ictiologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), no campus 
Capão do Leão. 

Para avaliar os efeitos da temperatura sobre a qualidade espermática de 
Danio rerio, o sêmen foi submetido a diferentes tratamentos térmicos: 20°C 
(controle), 17°C, 25°C, 28°C e 30°C. A fim de manter a viabilidade espermática 
durante o experimento, o sêmen foi diluído em Beltsville Thawing Solution (BTS) a 
7,2 de pH e 330 mOsm/kg, na proporção de 1:9 (v/v). A temperatura tanto da 
mistura sêmen-BTS quanto da água utilizada para a ativação dos espermatozoides 
foi controlada de acordo com cada tratamento. Amostras foram coletadas de cada 
macho, para posteriormente serem misturadas, criando um pool. Essas alícotas 
mixadas foram então divididas entre os cinco tratamentos térmicos. 

Após a exposição térmica, os espermatozoides, ainda diluídos em BTS, 
foram submetidos a análise de citometria de fluxo utilizando um citômetro de fluxo 



 

 

acústico Attune® (Applied Biosystems) - CASA. Durante a análise, foram medidos 
os seguintes parâmetros: ruptura da membrana (Rupture), integridade do DNA. 
Para identificar a população de espermatozoides, eventos não espermáticos foram 
excluídos utilizando gráficos de dispersão FSC x SSC (PETRUNKINA et al, 2005; 
PIEHLER et al, 2005). Além disso, para remover detritos da análise, as células 
foram coradas com Hoechst 33342 em uma concentração de 16,2 mM (Sigma-
Aldrich Co. - St. Louis, MO, USA). No entanto, o índice de fragmentação do DNA 
não foi submetido a esse processo de remoção de detritos. O software utilizado 
para realizar a análise foi o Cytometric Attune Software V2.1.  

Foi feito o teste da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, e umaa posterior 
análise de variância (ANOVA), pelo teste de Tukey. Os diferentes tratamentos 
térmicos (17, 20 e 25°C) são as variáveis independentes, enquanto todas as outras 
variáveis, da citometria de fluxo, são as dependentes. O software Statistix 2010 foi 
utilizado. O valor de p<0,05 foi considerado para as diferenças significativas. 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
A análise estatística dos dados obtidos na citometria de fluxo revelou que a 

ruptura da membrana foi significativamente maior em espermatozoides expostos a 
28 °C (25,862 ± 4,93%) em comparação com aqueles expostos a 25 °C (14,016 ± 
1,22%). No entanto, não houve diferenças significativas em relação aos outros 
tratamentos térmicos (Fig. 1A). A integridade do DNA diminuiu a 20 °C (50,237 ± 
0,11%) e 28°C (50,044 ± 0,02%), em comparação com 17°C (51,284 ± 0,64%) (Fig. 
1B). Contudo, quando expostos à 25 e 30 °C, esse dano não diferiu 
estatisticamente dos outros tratamentos.   

Os resultados deste estudo corroboram os achados de LAHNSTEINER & 
LEITNER (2013), demonstrando que temperaturas elevadas podem causar danos 
significativos ao DNA e comprometer a qualidade espermática em geral. Nossos 
dados indicam que, em espermatozoides de Danio rerio, a partir de 25 °C, a 
viabilidade da membrana é fortemente prejudicada, e que a partir de 20 °C a 
integridade do DNA começam a declinar. Ainda, temperaturas elevadas, aumentam 
a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), pela elevação do metabolismo 
(SU ET AL., 2019; DADRAS ET AL., 2019). O excesso de ROS sobrecarrega as 
defesas antioxidantes do espermatozoide, elevando o estresse oxidativo e 
danificando a membrana celular, comprometendo, por exemplo, a motilidade (GIBB 
& AITKEN, 2016) e a integridade de lipídios e proteínas (SHALIUTINA ET AL., 
2013). Esses danos, tanto em espermatozoides móveis quanto quiescentes 
(DADRAS ET AL., 2019), podem levar à perda da função espermática. Dessa 
forma, os espermatozoides com danos na membrana celulas e no DNA 
provavelmente sofreram com altos níveis de ROS em seu citoplasma, sobrepondo 
as defesas antioxidantes. 

 

 



 

 

  
Figura 1: Citometria de fluxo em esperma de Danio rerio, após a exposição aos 
tratamentos térmicos 17, 20, 25, 28 e 30°C. Os dados estão representados em 
média ± erro Padrão. Em (A) Ruptura de Membrana (%) e (B) Integridade de DNA. 
Diferentes letras indicam diferença estatística (p<0,05).  
 

4. CONCLUSÕES 
Os resultados deste estudo demonstram que o aumento da temperatura 
compromete significativamente a qualidade espermática de Danio rerio, podendo 
afetar negativamente sua fertilidade. 
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