
Anais do VII CONERA                                                    Acta Veterinaria Brasilica, v.8, Supl. 2, p. 343-350, 2014 

343 

METODOLOGIAS PARA CRIOPRESERVAÇÃO E MECANISMOS DE 

AVALIAÇÃO DO SÊMEN DE PEIXES CHARACIFORMES 
 

[Methodologies for cryopreservation and mechanisms of sperm evaluation in characiformes fish] 

 

 

 

Carminda Sandra Brito Salmito-Vanderley
1*

, João Paulo Silva Pinheiro
1
, Priscila Silva de Almeida

1
, Júlia 

Trugilio Lopes
1
, Liliane Veras Leite

1 

 
1 Universidade Estadual do Ceará, Laboratório de Biotecnologia da Reprodução de Peixes. *Autor para correspondência: E-

mail: sandra.salmito@uece.br 

 

 

RESUMO - A criopreservação de sêmen é uma técnica que permite o armazenamento dos gametas a longo 

prazo. Existem várias metodologias para obter sucesso na criopreservação de sêmen de peixes, e podem ser 

variáveis dependendo da espécie. O objetivo deste trabalho foi fazer um levantamento das metodologias mais 

utilizadas na criopreservação e os mecanismos de avaliação de sêmen de peixes Characiformes. Um dos pontos 

mais importantes é a utilização do diluidor, composto por diluente e crioprotetor intra e/ou extracelular, com 

intuito de proteger os espermatozoides contra crioinjúrias. Os principais componentes de um diluidor utilizado 

para Characiformes são: diluente glicose 5%; crioprotetor interno o dimetilsulfoxido ou metilglicol; e 

crioprotetor externo a gema de ovo. Em relação aos equipamentos utilizados para redução da temperatura, o mais 

utilizado é o Dry shipper. As formas de avalição do sêmen mais importantes após a descongelação são: taxa de 

motilidade e morfologia espermática.  

Palavras-Chave: congelação; reprodução; espermatozoide. 

 

 

ABSTRACT - The sperm cryopreservation is a technique that allows the storage of gametes over a long term. 

Several methodologies can be employed to reach a successful fish sperm cryopreservation, and they may vary 

depending on the species. The objective of this study was to survey the most widely used methodologies for 

cryopreservation of Characiformes fish sperm. One of the most important points is to use a freezing solution 

which is composed by an extender and an intra/extracellular cryoprotectant in order to protect the sperm against 

cryodamages. The main components of freezing solutions used to Characiformes are the extender glucose 5%, 

the internal cryoprotectant dimethylsulfoxide or methylglycol, and egg yolk as an external cryoprotectant. 

Regarding the equipment used to reduce the temperature, the most used is the dry shipper. The most important 

forms of sperm quality assessment after thawing are motility rate and sperm morphology. 

Key-words: freezing; reproduction; sperm. 

 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

A criopreservação é uma técnica que permite o 

armazenamento dos gametas em nitrogênio líquido 

a -196 ºC, mantendo-se a viabilidade estrutural e 

funcional dos gametas por tempo indefinido 

(Felizardo, 2008).  

 

Os benefícios da criopreservação consistem em: a) 

fornecer subsídios para a formação de bancos de 

germoplasma, a fim de garantir a diversidade e a 

preservação do material genético de espécies de 

interesse econômico e ambiental; b) trocar material 

genético entre as explorações piscícolas, evitando o 

transporte de animais; c) disponibilizar sêmen em 

períodos menos favoráveis, evitando assim o 

problema de assincronia da maturação gonadal; d) 

economizar o sêmen, permitindo o uso do volume 

total do sêmen disponível, principalmente quando é 

difícil obtenção e, quando grandes quantidades 

volume de sêmen são retiradas em cativeiro; e) 

viabilizar programas de hibridização utilizando 

peixes com a reprodução em diferentes épocas do 

ano (Carneiro et al., 2012; Cabrita et al., 2010, 

Maria, Azevedo & Carneiro, 2009; Carolsfeld et al., 

2003). 

 

Além disso, permite o transporte de material 

genético através de longas distâncias com baixo 

custo, maior segurança, preservando a integridade 

física do animal e evitando a propagação de 

doenças entre eles (Carneiro et al., 2012).  

 No entanto, para obter o sucesso de tal técnica é 

necessária a utilização e interação de diversos 

fatores, tais como: bom diluente, que forneça 

nutrientes adequados às células; crioprotetor, que 
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evite a formação de cristais de gelo; tempo e 

método de adição dos crioprotetores; método de 

envase; taxa de resfriamento, temperatura e tempo 

de descongelação apropriados, com o objetivo de 

evitar choque térmico, que danifica os 

espermatozoides quanto à morfologia e à 

motilidade espermática, por exemplo (Salmito-

Vanderley et al., 2012). 

 

Por isso, observa-se na literatura a busca da 

padronização de protocolos espermatozoides quanto 

à morfologia e à motilidade espermática, por 

exemplo (Salmito-Vanderley et al., 2012). 

adequados aos parâmetros fisiológicos de cada 

espécie animal (Salmito-Vanderley et al., 2012; 

Silva & Guerra, 2011). Com isso, garante-se uma 

qualidade seminal pós-descongelação e o uso do 

sêmen em programas de fertilização artificial 

obtendo melhores taxas de fertilização e eclosão. 

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi fazer um 

levantamento das metodologias mais utilizadas para 

a criopreservação de sêmen de peixes 

Characiformes. 

 

1.   DILUIDORES 

 

Para que o sêmen possa ser criopreservado é 

necessário que seja adicionado uma solução 

diluidora, que é composta por um diluente, com a 

função de diluir e de fornecer nutrientes, e por 

crioprotetor intracelular e extracelular, com o 

intuito de permitir o armazenamento adequado e 

proteger os espermatozoides contra o choque 

térmico (Salmito-Vanderley et al., 2012; Maria & 

Carneiro, 2012).  

 

As condições exigidas para que o diluidor possa 

atuar de forma eficaz são: isotonicidade (que não 

ative a motilidade espermática), estável ao longo do 

armazenamento, estéril e carreador de 

crioprotetores (Maria, 2005).  

 

Os diluentes (Tabela 1) já utilizados no processo de 

criopreservação do sêmen de peixes Characiformes 

foram: glicose, NaCl, BTS
®
, água de coco, água de 

coco em pó (ACP
®
), Saad, Merck III, Ringer e 

Kurokura. 

 

Já os crioprotetores irão atuar evitando a formação 

de cristais de gelo intracelular, diminuindo estresse 

osmótico por meio da reposição de água necessária 

para manutenção do volume celular, interagindo 

com íons e macromoléculas, reduzindo o ponto de 

congelação da água, assim como servir como 

tampão ajustando as alterações do pH (Soares & 

Guerra, 2009; Medeiros et al., 2002). 

Eles podem ser classificados em intracelular, que é 

uma substância química não tóxica capaz de retirar 

a água da célula e diminuir a temperatura de 

congelação no seu interior, impedindo a formação 

de cristais de gelo internamente; ou em extracelular, 

que revestem a célula externamente e estabilizam 

sua membrana, diminuindo os danos provocados 

pela congelação (Carneiro, 2007). Os crioprotetores 

mais utilizados (tabela 1) em sêmen de peixes 

Characiformes foram: a) Intracelulares: 

Dimetilsulfóxido (DMSO), metilglicol (MG), 

metanol, propilenoglicol, dimetilacetamida (DMA), 

dimetilformamida (DMF) e metilformamida (MF); 

b) Extracelulares: gema de ovo e lactose. 

 

De acordo com Watson (2000), o protocolo de 

criopreservação tem uma série de tensões 

potencialmente prejudiciais às células. Por um lado, 

a mudança de temperatura, que pode afetar as 

estruturas presentes nas membranas, como as 

proteínas; em segundo, as tensões osmóticas e 

tóxicas apresentadas pela exposição aos 

crioprotetores, e em terceiro, a formação de cristais 

de gelo e a dissolução de gelo no meio extracelular.  

 

Logo, a fim de verificar a eficiência do protocolo 

utilizado, Cabrita et al. (2010) ressaltaram a 

importância da avaliação da qualidade do sêmen 

usando as ferramentas disponíveis, tais como testes 

de viabilidade, o teor de ATP, a análise da 

motilidade, a integridade do DNA entre outros. De 

fato, esta análise bem feita será decisiva para a 

seleção de amostras com um bom sêmen e para a 

padronização de protocolos de criopreservação 

adequados para cada espécie. 

 

2. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NO 

PROCESSO DE CRIOPRESERVAÇÃO 

 

Após a etapa de diluição do sêmen e envasamento 

do sêmen diluído em palhetas ou criotubos, o 

material é submetido à diminuição de temperatura, 

até serem finalmente mergulhados e armazenado 

em nitrogênio líquido (Salmito-Vanderley et al., 

2012). 

 

Pode-se observar na tabela 1 que os equipamentos 

utilizados para a redução da temperatura e, 

consequente, congelação do sêmen de peixes 

Characiformes são o dry shipper, caixas térmicas de 

poliestireno, máquinas de congelação programada e 

botijões criogênicos. 
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Tabela 1. Lista de alguns peixes Characiformes e os crioprotetores, os diluentes e os equipamentos utilizados no 

processo de criopreservação seminal. 
Espécie Crioprotetores Diluentes Equipamento Autores 

Brycon cephalus 10% DMSO, gema de ovo “V2e”; Glicose Caixa térmica de poliestireno 
Ninhaus - Silveira et al., 

2006 

 

Brycon insignis 

10% Metilglicol 
Beltisville Thawing 

Solution (BTS
®

) 
Dry shipper Viveiros et al., 2012ª 

10% DMSO e 10% Metilglicol 

0,9% NaCl, 5% 

glicose, 5% BTS
®
 e 6% 

Merck III (M III) 

Dry shipper Viveiros et al., 2011ª 

 

Brycon nattereri 
 

10% DMSO e 10% Metilglicol 

NaCl 154mM, NaCl 

200mM, Saad, BTS
®

 e 

glicose 277mM 

Dry shipper Oliveira et al., 2007 

10% Metilglicol BTS
®

, 0,9% NaCl Dry shipper Viveiros et al., 2011b 

Brycon opalinus 10% DMSO e 10% Metilglicol NaCl e glicose Dry shipper Viveiros et al., 2012b 

 

Brycon 

orbignyanus 

10% DMSO, 10% Metanol, 10% 

Metilglicol, 5% Gema de ovo 

NaCl 154 mM, 5% 

BTS
®

 e 6% M III 

 

Dry shipper Maria et al., 2006 

DMSO e gema de ovo Glicose Dry shipper Galo et al., 2011 

Colossoma 

macropomum 

Dimetilacetamida, DMSO, metanol, 
propilenoglicol e etilenoglicol 

- Dry shipper Menezes et al., 2008 

10% Dimetilsulfóxido e 5% e 10% 

gema de ovo 
ACP Dry shipper Leite et al., 2011 

5% glicerol; 10% 

DMSO; e 2%, 5%, 8%, e 11% de 

Dimetilacetamida, de 

Metilformamida, e de 

dimetilformamida 

BTS
®
 Dry shipper Varela Jr. et al., 2012ª 

5, 10, 15 e 20% de 

DMSO 
BTS

®
 Dry shipper Varela Jr. et al., 2012b 

10% DMSO, 10% Metilglicol e 

10% gema de ovo 

5%, 5,4%, 5,8%, 6,2% e 

6,6% de solução de 

glicose 

Dry shipper e Máquina de 

Congelação Programada (TK 

4000
®
) 

Carneiro et al., 2012 

10% DMSO, 10% Metilglicol ACP e Ringer Caixa térmica de poliestireno Vieira, 2010 

 
 

 

 

Piaractus 

brachypomus 

10% DMSO e 10% Metilglicol ACP e Ringer Dry shipper Melo, 2010 
10% DMSO e 10% Metilglicol Glicose e BTS

®
 Dry shipper Nascimento et al., 2010 

Gema de ovo, 10% de DMSO, 5% 

de etilenoglicol, ou 10% de metanol 
Glicose Dry shipper 

Ramirez-Merlano et al., 

2011 

10% DMSO e 10% Metilglicol 
ACP, 5% Glicose e 

Ringer 

Caixa térmica de poliestireno e 

Dry shipper 

Velásquez-Medina, 

2008 

 

 

 

Piaractus 

mesopotamicus 

20 % de gema de ovo, 10 % 
DMSO, 0,16g de KCl mais 10% de 

glicerol. 

5 % glicose, Zorlesco 

modificado 
(ZOR), BTZOR 

(desenvolvido na UEM), 

Andro-Hepes, BTS 

Dry shipper Streit Jr. et al., 2006 

Gema de 

Ovo e DMSO 
Glicose Dry shipper Streit Jr. et al., 2009 

Metanol 10%  e dimetilsulfóxido 

(DMSO) 10% 
5% BTS

®
 Dry shipper Paulino, et al., 2012. 

Prochilodus 

lineatus 

10% DMSO e 10% Metilglicol 
0,9% NaCl, 5% glicose, 

5% BTS
®

 e 6% M III 
Dry shipper Viveiros et al., 2009 

10% Metilglicol ACP e 5% de glicose Dry shipper Viveiros et al., 2010 

8% DMSO, metanol, 5% gema de 

ovo, lactose 
5% BTS

®
 Dry shipper Felizardo et al., 2010 

Metanol 8% , DMSO 8% e lactose 

5% 
BTS

®
 Dry shipper Felizardo et al., 2011 

Metanol ou DMSO nas 
concentrações de 5%,7,5%,10% e 

12,5%. 

5% BTS
®
 Dry shipper Miliorini et al., 2011 

DMSO BTS
®
 Dry shipper Navarro et al., 2014 

Prochilodus 

magdalenae 

12% Gema de ovo; DMSO nas 

concentrações de 5%, 10% e 15% 

 

5,5%, 6% e 6,5% 

Glicose 
Dry shipper 

Martínez, J.G.; Pardo-

Carrasco, S, 2012 

12% gema de ovo, 10% DMSO 6% glicose 

Máquina de congelação 

programada (FreezeControl
®

, 

CryoLogic Pty. Ltd., Victoria, 
AU) 

Martínez, J. G; 

Tarazona-Morales, A. 

M; Pardo-Carrasco, 
S.C., 2013 

8%, 10% e 12% de 

Dimetilacetamida e 12% gema de 

ovo 

6% Glicose Dry shipper Atencio et al., 2013 

 

 

Nos três primeiros equipamentos de congelação 

citados, o sêmen diluído permanece por um período 

limitado até que seja transferido aos botijões 

criogênicos. Nestes, como a velocidade do 

metabolismo celular é nula a -196 ºC, o tempo de 

estocagem pode ser ilimitado em condições ideais, 

que compreende basicamente a manutenção do 
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nível de nitrogênio líquido no botijão (Carneiro, 

2007).  

 

Agora será detalhado cada um dos equipamentos 

utilizados no processo de resfriamento do sêmen 

para posterior congelação e transferência ao botijão. 

 

2.1. DRY SHIPPERzs  

 

O dry shipper é um equipamento de alumínio 

prático e seguro utilizado no processo de 

criopreservação, já que é fácil de ser transportado e 

possui em seu interior um material poroso que 

absorve o nitrogênio líquido e evitando assim o 

perigo de vazamento (Carolsfeld et al., 2003). 

  

Esse equipamento atua liberando o nitrogênio na 

forma de vapor, fazendo assim que a congelação 

das células espermáticas ocorra de forma gradativa, 

em uma taxa de congelação de 25-40º C/min com 

uma estabilização gradual a -181 ºC em 3 min. 

(Taitson, Chami & Godinho, 2008). 

 

As palhetas ou criotubos que forem introduzidos 

nesse equipamento permanecem por um curto 

período de tempo, que pode ser de alguns minutos a 

poucos dias, sendo assim transferidos 

posteriormente, de acordo com o protocolo, para os 

botijões criogênicos. 

 

O dry shipper já foi testado com sucesso em 

protocolos de criopreservação de diversas espécies 

de peixes Characiformes, como demonstrado na 

tabela 1, observando-se também que é o mais 

utilizado nos últimos anos na congelação de células 

espermáticas. 

 

2.2. MÁQUINA DE CONGELAÇÃO 

PROGRAMADA 

 

No processo de criopreservação, a técnica utilizada 

também pode influenciar os resultados. Logo, a 

utilização de uma técnica padronizada, como a 

máquina de congelação computadorizada, irá 

permitir a queda homogênea e gradual da 

temperatura. Há diversos modelos, em que o 

pesquisador programa a velocidade e a curva de 

refrigeração desejada. 

 

Na literatura observa-se a utilização da máquina de 

congelação programada em diversas espécies de 

animais, como a humana (Dohle et al., 2008) e a 

canina (Neves et al., 2009), existindo poucos 

trabalhos que a utilizam no sêmen de peixes 

Characiformes (tabela 1). 

 

Além das vantagens mencionadas, os congeladores 

programáveis são apropriados para a congelação de 

grandes quantidades de palhetas de sêmen (Soares 

& Guerra, 2009) permitindo assim a utilização em 

larga escala na Aquicultura. 

 

2.3. CAIXA TÉRMICA DE POLIESTIRENO 

 

A caixa térmica de poliestireno, conhecida 

popularmente como caixa de isopor, ainda não é 

amplamente utilizada no processo de 

criopreservação de peixes Characiformes (tabela 1). 

 

As principais vantagens da caixa de isopor são: 

fácil manuseio, fácil transporte e baixo custo de 

aquisição, sendo assim possível a utilização em 

locais que não há disponibilidade de tecnologias e 

em fazendas de criação de peixes.  Entretanto, 

possui como desvantagens: difícil padronização das 

curvas de congelação e controle da temperatura. 

 

Tal “equipamento” é adaptado utilizando-se uma 

bandeja metálica, conhecida como rampa, que dista 

do fundo do recipiente alguns centímetros, 

geralmente 10 cm. Para a congelação das amostras 

é adicionada uma determinada quantidade de 

nitrogênio líquido, que altera de acordo com a 

temperatura desejada, a espécie de peixe e o tipo de 

diluidor utilizado. Então, as amostras diluídas são 

suspensas na bandeja e congeladas por um período 

específico (Linhares, 2012). 

 

Vieira (2010) ao criopreservar sêmen de tambaqui 

(Colossoma macropomum) com a caixa térmica de 

poliestireno obteve boas taxas de motilidade 

espermática, o que pode sugerir a eficiência desse 

método em relação a outros equipamentos 

utilizados para a criopreservação. 

 

Dessa forma, para verificar a eficiência do método 

de congelação empregado é necessário utilizar 

mecanismos de avaliação da qualidade seminal pós-

descongelação, em que os principais são: avaliação 

da morfologia e da cinética espermática.  

 

3. ANÁLISE DA MORFOLOGIA 

ESPERMÁTICA 

 

Além da motilidade espermática, outro fator que 

influencia a taxa de fertilização do sêmen pós-

descongelação é a morfologia espermática. Estudos 

têm comprovado que a criopreservação pode afetar 

a qualidade espermática, influenciando 

negativamente as taxas de fertilização (Rurangwa 

et al., 2004). 

 

Na análise da morfologia espermática, observam-se 

as patologias primárias (flagelo dobrado, cabeça 

isolada, gotas citoplasmáticas proximal e distal), 

que são decorrentes do processo de 

espermatogênese e as patologias secundárias 

(flagelo quebrado, enrolado, degenerado, 

macrocefalia, microcefalia), que são oriundas de 
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fatores ambientais ou do processo de manejo, como 

a coleta do sêmen ou confecção das lâminas para 

avaliação dessas patologias (Herman, Mitchell & 

Doak, 1994). 

 

Essa análise irá auxiliar o uso de sêmen com menor 

quantidade de patologias, a fim de favorecer uma 

taxa de fertilização e eclosão mais alta, 

contribuindo com o aumento da produção em 

Aquicultura. 

 

O padrão normal de morfoanomalias dos 

espermatozoides é preconizado pelo Colégio 

Brasileiro de Reprodução Animal para mamíferos: 

bovinos, equinos, ovinos e suínos, no entanto, em 

peixes, as referências ainda não foram estabelecidas 

(Miliorini, 2006). 

 

4. ANÁLISE DA MOTILIDADE 

ESPERMÁTICA 

 

A motilidade espermática, representa a taxa de 

espermatozoides móveis, é o critério mais utilizado 

para avaliar a qualidade seminal após o 

descongelamento. Viveiros et al. (2011) relatou que 

a taxa de motilidade do sêmen descongelado de 

dourado (Salminus brasiliensis) revelava o número 

de espermatozoides com membranas intactas, 

demonstrado a intima relação da motilidade com a 

viabilidade espermática e com a capacidade 

fertilizante do sêmen de peixes. Geralmente essa 

avaliação é feita de forma subjetiva, na qual o 

avaliador deve estimar uma taxa de 

espermatozoides móveis numa escala de 0 a 100% 

(Taitson et al., 2008).  

 

Atualmente os métodos objetivos de avaliação da 

motilidade seminal têm sido considerados mais 

relevantes na pesquisa em reprodução. O Computer 

Assisted Sperm Analysis (CASA) é um sistema 

automático (hardware e software Sperm Class 

Analyser -SCA) utilizado para visualizar, digitalizar 

e analisar imagens sucessivas, fornecendo 

informações acuradas, precisas e significativas do 

movimento individual de cada célula, bem como de 

subpopulações de células espermáticas (Amann & 

Katz, 2004). Este método tem sido amplamente 

utilizado para examinar a qualidade do sêmen de 

aves e mamíferos, sendo a sua aplicação recente em 

estudos nos peixes (Rurangwa et al., 2001). Com o 

auxílio do programa é possível avaliar 

objetivamente a porcentagem de espermatozoides 

móveis (ou taxa de motilidade), além da 

porcentagem de espermatozoides com velocidade 

rápida, média ou lenta. 

 

Usando imagens digitalizadas da trajetória de cada 

célula espermática, o CASA pode analisar as 

propriedades de trajetória e velocidade dos 

espermatozoides, segundo Verstegen, Iguer-Ouada 

& Onclin (2002): 

 

Velocidade curvilínea (VCL- μm/s): É a velocidade 

da trajetória real do espermatozoide. É sempre a 

maior das três velocidades e serve como elemento 

de cálculo para a linearidade. 

 

Velocidade linear progressiva (VSL- μm/s): É a 

velocidade média em função da linha reta 

estabelecida entre o primeiro e o último ponto da 

trajetória do espermatozoide. É sempre a mais 

baixa das três velocidades. 

 

Velocidade média da trajetória (VAP- μm/s): é a 

velocidade da trajetória média do espermatozoide. 

Em casos onde a trajetória da cabeça espermática é 

muito regular e linear com pouco movimento lateral 

da cabeça, a VAP é quase a mesma que a VSL, 

porém com trajetórias irregulares, não lineares ou 

onde existe um alto grau de movimento lateral, a 

VAP será maior que a VSL. 

 

Amplitude de deslocamento lateral da cabeça (ALH 

- μm): é a amplitude do deslocamento médio da 

cabeça do espermatozoide em sua trajetória real.  

 

Freqüência de batimento flagelar cruzado (BCF- 

Hz): É o número de vezes que a cabeça do 

espermatozoide cruza a direção do movimento. A 

BCF pode ser subestimada se existirem mais 

batimentos/segundo que imagens/segundo. 

 

Retilinearidade (STR - %): É a relação percentual 

entre VSL e VAP. Estima a proximidade do 

percurso da célula a uma linha reta. 

 

Linearidade (LIN - %): Relação percentual entre 

VSL e VCL, ou seja, quanto mais o espermatozoide 

se afasta da velocidade em linha reta, menor será 

sua linearidade. 

 

Alguns estudos foram realizados em peixes 

utilizando o programa CASA para registrar o 

movimento dos espermatozoides depois do 

processo de conservação do sêmen de algumas 

espécies como catfish africano (Clarias gariepinus) 

(Rurangwa et al., 2001) e pargo japonês (Pagrus 

major) (Liu et al., 2007). Outros estudos utilizaram 

o CASA para avaliar a motilidade do sêmen 

coletado post mortem e depois da anestesia (truta 

arco íris - Oncorhynchus mykiss) (Dietrich et al., 

2005), ou para caracterizar o movimento 

espermático do sêmen in natutra (peixe zebra, 

Danio rerio) (Wilson & Ingerman, 2007).   Em 

Characiformes, o CASA já foi utilizado para 

analisar a motilidade espermática pós-

descongelamento de pirapitinga (P. brachypomus), 

piabanha (B. insignis), curimba (P. lineatus) e 

tambaqui (C. macropomum), (Nascimento et al., 
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2010; Melo, 2010; Shimoda, 2007; Viveiros et al., 

2010; Leite et al., 2011). 

 

Nesses estudos, os parâmetros mais avaliados são 

taxa de motilidade e velocidades (VCL, VSL e 

VAP), e vêm sendo relacionadas com a capacidade 

fertilizante do sêmen de peixes, principalmente a 

VCL (Viveiros et al., 2010; Rurangwa et al., 2001).  

 

O CASA também pode ser utilizado para avaliação 

de aspectos ligados à morfologia dos 

espermatozoides, mais especificamente às 

dimensões e formato da cabeça dos 

espermatozoides, o que é chamado de morfometria. 

A análise da morfometria espermática assistida por 

computador, também denominada de ASMA 

(Automated Sperm Morphology Analysis), foi 

desenvolvida inicialmente para avaliação do sêmen 

humano (Monserrat et al., 1995) e tem sido 

progressivamente adaptada a outras espécies 

mamíferas (Gravance et al., 1996) demonstrando 

níveis altos de precisão e confiança (Verstegen, 

Iguer-Ouada & Onclin et al., 2002). Os parâmetros 

referentes ao tamanho da cabeça dos 

espermatozoides avaliados pelo ASMA são: 

comprimento – C (µm, maior eixo da cabeça do 

espermatozoide); largura - L (µm, menor eixo da 

cabeça do espermatozoide); perímetro - P (µm, 

distância que circunda a cabeça do 

espermatozoide); e área - A (µm
2
). A partir dessas 

informações foram calculados, pelo programa, 

parâmetros referentes ao formato da cabeça dos 

espermatozoides: elipticidade (C/L); elongação (C-

L/C+L); rugosidade (4πA/P
2
) e regularidade 

(πCL/4A). 

 

Em peixes, esta técnica foi utilizada para descrever 

mudanças na forma dos espermatozoides da enguia 

européia causada pela indução hormonal da 

espermiação (Asturiano et al., 2007) e observados 

efeitos da taxa de diluição, crioprotetores e 

suplementação do meio de criopreservação, uma 

vez que crioprotetores e protocolos de 

criopreservação são conhecidos por causar danos a 

morfologia dos espermatozoides (Billard, 1983).  

Para Characiformes apenas Melo (2010) realizou 

tal técnica em sêmen fresco e após criopreservação 

de pirapitinga (P. brachypomus). Essa técnica 

permite a avaliação da morfometria de um grande 

número de espermatozoides de forma rápida e 

objetiva, sem qualquer interferência do avaliador. 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

De acordo com a revisão feita nesse trabalho 

observa-se que os principais compostos utilizados 

na criopreservação do sêmen de peixes 

Characiformes são: o diluente glicose 5%; os 

crioprotetores interno dimetilsulfoxido ou 

metilglicol; e o crioprotetor externo gema de ovo. 

Em relação aos instrumentos utilizados para a 

redução da temperatura, o mais utilizado é o dry 

shipper, e as formas de avalição do sêmen mais 

importantes após a descongelação são: taxa de 

motilidade e morfologia espermática.  

 

Além disso, observa-se que a interação do diluidor 

com o espermatozoide é espécie-específico, uma 

vez que um determinado diluidor é eficaz na 

congelação do sêmen de uma espécie, no entanto 

em outra não apresenta a mesma qualidade seminal 

pós-descongelação. 

 

Logo, faz-se necessário que se adaptem protocolos 

para cada espécie e se realizem métodos de 

avaliação da qualidade seminal, a fim de se obter 

boas taxas de fertilização e favorecer a conservação 

e  a produção em larga escala. 
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