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Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) em software livre empregado 
em análises espermáticas de peixes: cientometria e aplicação em rotina de 
reprodução artificial 

 
 

RESUMO 

 

Esta dissertação baseia-se na elaboração de dois artigos científicos distintos. (1) Primeiro artigo 
trata-se de uma análise cientométrica: Em 2007 foi lançado no meio cientifico por Wilson-Leedy 
e Ingermann, o primeiro artigo utilizando o CASA em software livre em análise de mobilidade 
espermática para peixes, para este estudo, a partir de técnicas cientométricas, foi avaliado a 
contribuição e o impacto que o artigo provocou na comunidade cientifica. Também foi avaliada a 
frequência no número de publicações utilizando analises andrológicas em peixes, desde 2007 à 
2014 em quatro revistas que publicam artigos referentes a este tema. Foram avaliados sob artigos 
que realizaram analise andrológica em peixes utilizando algum sistema CASA existente, as 
variáveis utilizadas e as formas de interpretação dos resultados para determinar a viabilidade 
espermática e correlacionar os parâmetros de movimento espermático com o potencial de 
fertilização. Para a cientometria da contribuição do lançamento do CASA em software livre foi 
realizada busca no google acadêmico para levantar todos os trabalhos que haviam citado o artigo.  
Para a cientometria dos artigos com peixes utilizando o CASA, foi realizado busca utilizando o 
indexador da ScienceDirect.  E para avaliar as variáveis e as interpretações realizadas pelos 
autores, colhemos suas características dos materiais e métodos e resultados nos artigos. 
Encontrou-se 123 citações do artigo de Wilson-Leedy e Ingermann destes, 94 são artigos, dos 
quais 66 foram realizados com peixes e, 35 destes realizaram suas pesquisas utilizando o CASA 
em software livre, e ocorreu um aumento de 85% nas publicações citando o autor referência. Na 
busca de artigos que utilizam analise andrológica em peixes, ocorreu um aumento de 59,4% das 
publicações de 2007 à 2014. Dos artigos que utilizam qualquer sistema CASA para a avaliação da 
mobilidade espermática em peixes, 75,76% dos trabalhos avalia dois ou mais tempos do 
movimento espermático, 51,52% utiliza pelo menos quatro das características geradas pelo 
CASA, aproximadamente ¼ dos trabalhos validou os resultados do CASA com  fertilização ou 
eclosão dos ovos e usou modelos estatísticos para agrupar as variáveis correlacionadas do CASA 
e explica-las, menos de 10% dos artigos explora modelagem estatística na cinética espermática e 
para explicar as características gerados pelo CASA sobre a fertilidade espermática. O artigo de 
Wilson-Leedy e Ingermann contribuiu para o avanço das pesquisas com espermatozoides de 
peixes, e foi utilizado na avaliação espermática de outros animais e outras células, também 
concluímos que pouco se sabe da relação de algumas variáveis espermáticas geradas pelo CASA 
com a fertilidade espermática em peixes. E que os pesquisadores não utilizam em sua totalidade 
os recursos do sistema CASA. (2) Segundo artigo trata-se de um experimento de reprodução 
artificial: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos interativos ou independentes da relação 
espermatozoides móveis:ovócito e da velocidade espermática em procedimentos de reprodução 
artificial com o uso do sêmen do jundiá (Rhamdia quelen) criopreservado. Através do Computer 
Assisted Sperm Analysis (CASA) foram avaliadas em seis réplicas a motilidade e a velocidade 
espermática do sêmen criopreservado a partir de oito segundos da sua ativação e a cada um 
segundo até o termino do movimento espermático. Para o ensaio de fertilização foi aplicado um 
delineamento experimental em esquema fatorial (6 x 3) composto de seis relações 
espermatozoides móveis:ovócito (70.000, 90.000, 110.000, 130.000, 150.000 e 170.000), três 



velocidades espermáticas (60, 40 e 20µm.s-1) e três réplicas ou blocos experimentais (pools de 
ovócitos provenientes de três grupos de fêmeas). As curvas de ativação dos espermatozoides 
(cinéticas) foram elaboradas com auxílio de modelo estatístico não linear. Os efeitos foram 
avaliados sobre as taxas de fertilização, eclosão e larvas normais. Na avaliação das variáveis, a 
análise de superfície de resposta não mostrou efeito interativo (p>0,05) entre a relação 
espermatozoides móveis:ovócito e as velocidades espermáticas, sobre as taxas de fertilização, de 
eclosão e de larvas normais. Somente foi encontrado efeito linear (p<0,05) da velocidade 
espermática sob as taxas de fertilização e de eclosão dos ovos. De acordo com os resultados, 
conclui-se que não há diferença alguma entre uso de 70.000 até 170.000 espermatozoides móveis 
para cada ovócito sobre o sucesso reprodutivo em termos de taxa de fertilização, eclosão dos ovos 
e normalidade larval do jundiá (Rhamdia quelen) e, que o valor da velocidade espermática é 
determinante sobre o sucesso reprodutivo dos espermatozoides de jundiá (Rhamdia quelen) 
diminuindo as taxas de fertilização e eclosão conforme diminui a velocidade espermática. 

Palavras-chave: criopreservação, dose inseminante, espermatozoides, sêmen, velocidade 

espermática.  

  



Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) in free software employed in 

fish sperm analysis: scientometrics and application in routine artificial 

reproduction 

 

ABSTRACT 

 

This dissertation is based on the development of two separate scientific papers. (1) First article it 
is a scientometric analysis: In 2007 was released in the scientific means by Wilson-Leedy and 
Ingermann, the first article using the CASA free software in sperm mobility analysis for fish, for 
this study, from of scientometric techniques, the contribution has been assessed and the impact 
that the article caused the scientific community. It also evaluated the frequency in the number of 
publications using andrologic analysis in fish, from 2007 to 2014 in four magazines that publish 
articles related to this topic. Were evaluated under articles made soundness analysis in fish using 
any existing CASA system, the variables used and ways to interpret the results to determine the 
sperm viability and correlate the sperm motion parameters with the potential fertilization. For 
scientometry CASA launching the contribution in free software took place in the google scholar 
search to get all the work that had quoted the article. For scientometry of items with fish using 
CASA, was conducted using the search index of ScienceDirect. And to assess the variables and 
the interpretations made by the authors, harvest characteristics of the materials and methods and 
results in the articles. It was found 123 quotes Wilson-Leedy article and Ingermann these, 94 are 
articles, of which 66 were performed with fish, and 35 of these conducted their research using 
CASA in free software, and there was an increase of 85% in citing publications the author 
reference. In the search for articles that use in fish soundness analysis, an increase of 59.4% from 
2007 to 2014. Of the publications articles using any home system for the assessment of sperm 
motility in fish, 75.76% of the two work assesses or more times the spermatic movement, 51.52% 
use at least four of the characteristics generated by CASA, about ¼ of the work validated the 
CASA results with fertilization and hatching of eggs and used statistical models to group 
correlated variables CASA and explanations them, less than 10% of articles explores statistical 
modeling in sperm kinetics and to explain the characteristics generated by CASA on sperm 
fertility. The article by Wilson-Leedy and Ingermann contributed to the advancement of research 
with fish sperm, and sperm was used in the evaluation of other animals and other cells also 
concluded that little is known of the relationship of some sperm variables generated by CASA 
with fertility sperm in fish. And the researchers do not use in full the resources of the CASA 
system. (2) According to an article this is an experiment of artificial reproduction: The objective 
of this study was to evaluate the interactive effects of the relationship or independent mobile 
sperm: oocyte and sperm speed on artificial reproduction procedures with the use of semen 
catfish (Rhamdia quelen) cryopreserved. Through the Computer Assisted Sperm Analysis 
(CASA) were evaluated in six replicates motility and sperm velocity of cryopreserved semen 
from eight seconds of its activation and to each according to the end of the spermatic movement. 
For the fertilization test an experimental design was used in a factorial (6x3x3) consists of six 
mobile sperm relations: oocyte (70,000, 90,000, 110,000, 130,000, 150,000 and 170,000), three 
sperm speeds (60, 40 and 20µm.s-1) and three experimental replicates or blocks (pools of oocytes 
from three groups of female). Activation curves of sperm (kinetic) have been prepared with the 
help of non-linear statistical model. The effects were evaluated on the fertilization, hatching and 



normal larvae. In evaluating the variables, the response surface analysis showed no interaction 
effect (p>0.05) between the relationship moving sperm: oocyte and sperm speed, on the 
fertilization rates, hatching and normal larvae. Only linear effect was found (p<0.05) of sperm 
speed under the fertilization rates and hatching eggs. According to the results, it is concluded that 
there is no difference between the use of 70,000 up to 170,000 mobile sperm for each oocyte on 
the reproductive success in terms of fertilization rate, hatching and larval normality of catfish 
(Rhamdia quelen) and that the value of the sperm velocity is decisive on the reproductive success 
of sperm catfish (Rhamdia quelen) decreasing the fertilization and hatching rates as decreases 
sperm speed. 

Keywords: cryopreservation, insemination dose, semen, sperm speed, spermatozoa. 
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1. Breve histórico do CASA 

Por volta de 1940 iniciaram-se as primeira gravações do movimento espermático, 

utilizando as tecnologias eletrônicas disponíveis na época, com o uso de dispositivos de gravação 

de vídeo. A partir de 1970 com a evolução dos computadores digitais programáveis, os biólogos e 

espermatologistas vislumbraram a possiblidade do uso desta tecnologia para quantificar o 

movimento de organismos microscópicos, incluindo os espermatozoides (Amann e Waberski, 

2014; Amann e Katz, 2004). 

Iniciando em 1974 e concluindo em 1975, foi desenvolvido o primeiro sistema de analise 

espermática assistida por computador (CASA) para emprego em animais mamíferos, a partir do 

qual evoluiu para um sistema totalmente automatizado (Amann e Waberski, 2014). Após, o 

sistema foi incrementado para outros fins, e avaliação de outras células (Amann e Waberski, 

2014), e corrigido as suas falhas.  

Um estudo pioneiro, que empregou conceitos do sistema CASA, aplicado a 

espermatozoides de peixes foi publicado em 1995 por Perchec e colaboradores (Perchec et al., 

1995) quando avaliaram as relações entre o conteúdo de ATP e a motilidade espermática em 

carpa.  

Apesar do sistema CASA ter sido projetado para realizar avaliações objetivas e repetíveis, 

o usuário deve ter cautela durante a realização das análises e na interpretação dos resultados, pois 

as configurações do software e as condições inadequadas para obtenção das imagens podem 

frequentemente levar a erros (Boryshpolets et al., 2013; Gallego et al., 2013). 

Outra característica que leva a grandes discrepâncias entre os resultados gerados para as 

mesmas espécies e por diferentes pesquisadores é o uso de um sistema CASA diferente, já que 

existem atualmente 12 diferentes sistemas CASA disponíveis (Fauvel, Suquet e Cosson, 2010). 

 

2. A ferramenta CASA na análise andrológica em peixes 

Resumidamente, o sistema CASA avalia as características de mobilidade espermática, 

utilizando uma série de imagens sobrepostas a partir de um vídeo do movimento espermático, o 

software do sistema utiliza o ponto central da cabeça de cada espermatozoide para reconstruir a 

trajetória individual dos espermatozoides (Abaigar, Bardero e Holt, 2012).  

O CASA pode apresentar os dados das características dos espermatozoides com os 

valores médios das variáveis avaliadas para todos os espermatozoides que permaneceram no 

campo do vídeo durante o intervalo avaliado (Abaigar, Bardero e Holt, 2012), ou apresentar as 

características individuais de cada espermatozoide (Wilson-Leedy e Ingermann, 2007). 
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3. Relação espermatozoide:ovócito 

A relação espermatozoide:ovo ou dose inseminante mínima ideal, pode ser definida como 

o número de espermatozoides necessários para fertilizar cada ovo, representando o máximo 

sucesso na fertilização artificial (Leite et al., 2013; Grubert et al., 2005). Essa proporção ideal de 

gametas é espécie-específica e está relacionada às características especificas da espécie e do 

ambiente fertilizante, como o diâmetro do ovo hidratado (Huchette et al., 2004), a taxa de 

motilidade (Cosson et al., 2008), a velocidade espermática ou a distância percorrida pelos 

espermatozoides (Gasparini et al., 2010; Gage et al., 2004), o tempo de duração da motilidade 

espermática (Cosson et al., 2008), a taxa de decréscimo da motilidade e da velocidade 

espermática (Adames, 2014; Kalbassi, Lorestani e Maramazi, 2013), o tempo de contato entre os 

gametas (Grubert et al., 2005 ), o fator diluição dos gametas (Linhart et al., 2008), e a 

temperatura dos gametas e da solução ativadora (Mehlis e Bakker, 2014; Sanches et al., 2011).  

A aplicação do conceito de dose inseminante em procedimentos de fertilização artificial é 

fundamental para a obtenção de sucesso nas taxas de fertilização, pois o emprego de um número 

excessivo de espermatozoides nestes procedimentos pode induzir à polispermia. Além disso, o 

emprego de reduzidas doses inseminantes ou relações espermatozoides:ovo pode reduzir a 

probabilidade de encontro de gametas, e da mesma forma prejudicar o processo de fertilização 

artificial (Shimoda et al., 2007).  

 

4. A velocidade espermática 

A velocidade dos espermatozoides é amplamente utilizadas para avaliar os efeitos do 

processamento do sêmen sobre a viabilidade e a fertilidade das células espermáticas (Viveiros et 

al., 2010). Nas rotinas de avaliação andrológica, o emprego de técnicas de análise espermática 

computadorizada (CASA) (Amann e Waberski, 2014) permite a obtenção de diversas variáveis 

espermáticas, as quais permitem a interpretação do comportamento do movimento espermático e 

dos efeitos das variáveis que interferem sobre este processo (Bobe e Labbé, 2010). 

A viabilidade e a fertilidade dos espermatozoide têm sido estimadas por meio de diversas 

variáveis. Dentre estas, a velocidade espermática está diretamente relacionada à fertilização dos 

ovos, uma vez que os espermatozoides velozes apresentam maiores chances de alcançar os 

ovócitos e concluir o processo de fertilização (Gasparini et al., 2010; Liljedar et al., 2008; Gage 

et al., 2004; Burness et al., 2004).  

Além da velocidade (Gage et al., 2004; Liljedar et al., 2008; Viveiros et al., 2010), o 

número de espermatozoides (Stoltz e Neff, 2006; Boschetto et al., 2011) e a longevidade do 
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movimento espermático (Morita et al., 2014) podem interferir de forma independente ou conjunta 

com a velocidade espermática sobre o encontro dos gametas. Pesquisas relacionadas a este tema, 

sugerem a ocorrência de competição entre espermatozoides de diferentes machos de fecundação 

externa, os autores apontam o sucesso na competição espermática à velocidade espermática 

diferenciada, por favorecer a fertilização pelos espermatozoides mais rápidos no salmão selvagem 

do Atlântico (Salmo salar) (Gage et al., 2004), no salmão do ártico (Salvelinus alpinus) (Liljedar 

et al., 2008) e no bluegill (Lepomis macrochirus) (Burness et al., 2004). 

 

5. Referências  

Abaigar, T.; Barbero, J.; Holt, W. V. 2012. Trajectory varience and autocorrelations within 
single-sperm tracks as population-level descriptors of sperm track complexity, predictability, and 
energy-generating ability. Journal of Andrology. 33(2), 216-208. 

Adames, M. S. 2014. Otimização da relação espermatozoide:ovócito empregando-se a frutose 
como modulador do movimento espermático em Rhamdia quelen. Dissertação (Mestrado em 
Recursos Pesqueiros e Engenharia de Pesca). Universidade Estadual do Oeste do Paraná. 35p. 

Amann, R. P.; Katz, D. F. 2004. Reflections on CASA after 25 years. Journal of Andrology. 
25(3), 317-325. 

Amann, R. P.; Waberski, D. 2014. Computer-assisted sperm analysis (CASA): Capabilities and 
potential developments. Theriogenology. 81, 5-17. 

Bobe, J.; Labbé, C. 2010. Egg and sperm quality in fish. General and Comparative 
Endocrinology. 165, 535-548. 

Boryshpolets, S.; Kowalski, R. K.; Dietrich, G. J.; Dzyuba, B.; Ciereszko, A. 2013. Different 
computer-assited sperm analysis (CASA) systems highly influence sperm motility parameters. 
Theriogenology. 80, 758-765.  

Boschetto, C.; Gasparini, C.; Pilastro, A. 2011. Sperm number and velocity affect sperm 
competition successe in the guppy (Poecilia reticulate). Behavioral Ecology and Sociobiology. 
65, 813-821. 

Burness, G.; Casselman, S. J.; Schulte-Hostedde, A. I.; Moyer, C. D.; Montgomerie, R. 2004. 
Sperm swimming speed and energetics vary with sperm competition risk in bluegill (Lepomis 
macrochirus). Behav Ecol. Sociobiol. 56, 65-70. 

Cosson, J.; Groison, A. -L.; Suquet, M.; Fauvel, C.; Dreanno, C.; Billard. R. 2008. Studying 
sperm motility in marine fish: na overview on the state of the art. J. Appl. Ichthyol. 24, 460-486.  

Fauvel, C.; Suquet, M.; Cosson, J. 2010. Evaluation of fish sperm quality. Journal of Applied 
Ichthyology. 26, 636-643. 



16 
 

Gage, M. J. G.; Macfarlane, C. P.; Yeates, S.; Ward, R. G.; Searle, J. B.; Parker, G. A. 2004. 
Spermatozoal Traits and Sperm Competition in Atlantic Salmon: Relative Sperm Velocity is the 
Primary Determinant of Fertilizatin Success. Current Biology. 14, 44-47. 

Gallego, V.; Pérez, L.; Asturiano, J. F.; Yoshida, M. 2013. Relationship between spermatozoa 
motility parameters, sperm/egg ratio, and fertilization and harching rates in pufferfish (Takifugu 
niphobles). Aquaculture. 416-417, 238-243. 

Gasparini, C.; Simmons, L. W.; Beveridge, M.; Evans, J. P. 2010. Sperm Swimming Velocity 
Predicts Competitive Fertilization Success in the Green Swordtail Xiphophorus helleri. Plos One. 
5(8), e12146. 

Grubert, M. A.; Mundy, C. N.; Ritar, A. J. 2005. The effects of sperm density and gamete contact 
time on the fertilization success of Blacklip (Haliotis rubra; Leach, 1814) and Greenlip (H. 
Laevigata; Donovan, 1808) Abalone. Journal of Shellfish Research. 24(2), 407-413.  

Huchette, S. M. H.; Soulard, J. P.; Koh, C. S.; Day, R. W. 2004. Maternal variability in the 
blacklip abalone, Haliotis rubra leach (Mollusca: Gastropoda): effect of egg size on fertilization 
success. Aquaculture. 231, 181-195. 

Kalbassi, M. R.; Lorestani, R.; Maramazi, J. 2013. Analysis of saline activador solution effects on 
sperm quality índices of Barbus sharpeyi by Image J software. Iranian Journal of Fisheries 
Sciences. 12(2), 357-377. 

Kwantong, S.; Bart, A. N. 2009. Fertilization efficiency of cryopreserved sperm from striped 
catfish, Pangasius hypophthalmus (Sauvage). Aquac res. 40, 292–97. 

Leite, L. V.; Melo, M. A. P.; Oliveira, F. C. E.; Pinheiro, J. C. S.; Campello, C. C.; Nunes, J. F.; 
Salmito-Vanderley, C. S. B. 2013. Determinação da dose inseminante e embriogênese na 
fertilização artificial de tambaqui (Colossoma macropomum). Arq Bras Med Vet Zootec 65(2), 
421–29. 

Linhart, O.; Alavi, S. M. H.; Rodina, M.; Gela, D.; Cosso, J. 2008. Comparison of sperm velocity, 
motility and fertilizing ability between firstly and secondly activated spermatozoa of common 
carp (Cyprinus carpio). J. Appl. Ichthyol. 24, 386-392. 

Liljedal, S.; Rudolfsen, G.; Folstad, I. 2008. Factors predicting male fertilization success in na 
external fertilizer. Behav. Ecol. Sociobiol. 62, 1805-1811.  

Mehlis, M. e Bakker, T. C. M. 2014. The influence of ambiente water temperature on sperm 
performance and fertilization success in three-spined sticklebacks (Gasterosteus aculeatus). Evol. 
Ecol. 28, 655-667. 

Morita, M.; Awata, S.; Yorifuji, M.; Ota, K,; Kohda, M.; Ochi, H. 2014. Bower-building 
behaviour is associated with increased sperm longevity in Tanganyikan cichlids. Journal of 
Evolutionary Biology. 27, 2629-2643. 

Perchec, G.; Jeulin, C.; Cosson, J.; André, F.; Billard, R. 1995. Relationship between sperm ATP 
content and motility of carp spermatozoa. Journal of Cell Science. 108, 747-753.  



17 
 

Sanches, E. A.; Neumann, G.; Baggio, D. M.; Bombardelli, R. A.; Piana, P. A.; Romagosa, E. 
2011. Time and temperature on the storage of oocytes from jundiá catfish, Rhamdia quelen. 319, 
453-458. 

Shimoda, E.; Andrade, D. R.; Vidal Júnior, M. V.; Godinho, H. P.; Yasui, G. S. 2007. 
Determinação da razão ótima de espermatozoides por ovócitos de piabanha Brycon insignis 
(pisces - characidae). Arq Bras Med Vet Zootec. 59(4), 877–82. 

Stoltz, J. A.; Neff, B. D. 2006. Sperm competition in a fish with external fertilization: the  
contribution of sperm number, speed and length. Journal Compilation. European Society for 
Evolutionary Biology. 19, 1873-1881. 

Viveiros, A. T. M.; Nascimento, A. F.; Orfão, L. H.; Isaú, Z. A. 2010. Motility and fertility of the 
subtropical freshwater fish streaked prochilod (Prochilodus lineatus) sperm cryopreserved in 
powdered coconut water. Theriogenology. 74, 551-556. 

Wilson-Leedy, J. G.; Ingermann, R. L. 2007. Development of a novel CASA system based on 
open source software for characterization of zebrafish sperm motility parameters. 
Theriogenology. 67, 661-672.  

  



18 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPITULO II: ARTIGOS CIENTÍFICOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Artigo I: Análise cientométrica do uso do sistema CASA em peixes: 

evolução do software livre, processamento e interpretação dos 

dados 

Preparado de acordo com as normas da revista Journal of Informetrics.  
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Resumo 

Em 2007 foi lançado no meio cientifico por Wilson-Leedy e Ingermann, o primeiro artigo 
utilizando o CASA em software livre em análise de mobilidade espermática para peixes, para este 
estudo, a partir de técnicas cientométricas, foi avaliado a contribuição e o impacto que o artigo 
provocou na comunidade cientifica. Também foi avaliada a frequência no número de publicações 
utilizando analises andrológicas em peixes, desde 2007 à 2014 em quatro revistas que publicam 
artigos referentes a este tema. Foram avaliados sob artigos que realizaram analise andrológica em 
peixes utilizando algum sistema CASA existente, as variáveis utilizadas e as formas de 
interpretação dos resultados para determinar a viabilidade espermática e correlacionar os 
parâmetros de movimento espermático com o potencial de fertilização. Para a cientometria da 
contribuição do lançamento do CASA em software livre foi realizada busca no google acadêmico 
para levantar todos os trabalhos que haviam citado o artigo.  Para a cientometria dos artigos com 
peixes utilizando o CASA, foi realizado busca utilizando o indexador da “ScienceDirect”.  E para 
avaliar as variáveis e as interpretações realizadas pelos autores, colhemos suas características dos 
materiais e métodos e resultados nos artigos. Encontrou-se 123 citações do artigo de Wilson-
Leedy e Ingermann destes, 94 são artigos, dos quais 66 foram realizados com peixes e, 35 destes 
realizaram suas pesquisas utilizando o CASA em software livre, e ocorreu um aumento de 85% 
nas publicações citando o autor referência. Na busca de artigos que utilizam analise andrológica 
em peixes, ocorreu um aumento de 59,4% das publicações de 2007 à 2014. Dos artigos que 
utilizam qualquer sistema CASA para a avaliação da mobilidade espermática em peixes, 75,76% 
dos trabalhos avalia dois ou mais tempos do movimento espermático, 51,52% utiliza pelo menos 
quatro das características geradas pelo CASA, aproximadamente ¼ dos trabalhos validou os 
resultados do CASA com  fertilização ou eclosão dos ovos e usou modelos estatísticos para 
agrupar as variáveis correlacionadas do CASA e explica-las, menos de 10% dos artigos explora 
modelagem estatística na cinética espermática e para explicar as características gerados pelo 
CASA sobre a fertilidade espermática. O artigo de Wilson-Leedy e Ingermann contribuiu para o 
avanço das pesquisas com espermatozoides de peixes, e foi utilizado na avaliação espermática de 
outros animais e outras células, também concluímos que pouco se sabe da relação de algumas 
variáveis espermáticas geradas pelo CASA com a fertilidade espermática em peixes. E que os 
pesquisadores não utilizam em sua totalidade os recursos do sistema CASA.  

Keywords: Wilson-Leedy e Ingermann, espermatozoide, sêmen de peixe 
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1. Introdução 
 

Por volta de 1940 iniciaram-se as primeira gravações do movimento espermático, 

utilizando as tecnologias eletrônicas disponíveis na época, com o uso de dispositivos de gravação 

de vídeo. A partir de 1970 com a evolução dos computadores digitais programáveis, os biólogos e 

espermatologistas vislumbraram a possiblidade do uso desta tecnologia para quantificar o 

movimento de organismos microscópicos, incluindo os espermatozoides (Amann e Waberski, 

2014; Amann e Katz, 2004). 

Iniciando em 1974 e concluindo em 1975, foi desenvolvido o primeiro sistema de analise 

espermática assistida por computador (CASA) para emprego em animais mamíferos, a partir do 

qual evoluiu para um sistema totalmente automatizado (Amann e Waberski, 2014). Após, o 

sistema foi incrementado para outros fins, e avaliação de outras células (Amann e Waberski, 

2014), e corrigido as suas falhas. Um estudo pioneiro, que empregou conceitos do sistema CASA, 

aplicado a espermatozoides de peixes foi publicado em 1995 por Perchec e colaboradores 

(Perchec et al., 1995) quando avaliaram as relações entre o conteúdo de ATP e a motilidade 

espermática em Carpa.  

Apesar da excelente perspectiva para o uso do sistema CASA, seus custos de implantação 

sempre foram elevados (Fauvel, Suquet e Cosson, 2010; Kalbassi, Lorestani e Maramazi, 2013; 

Sanches et al., 2013). Estes aspectos levaram ao desenvolvimento de sistema CASA em software 

livre, disponibilizado no ano de 2007 por Wilson-Leedy e Ingermann (Wilson-Leedy e 

Ingermann, 2007). Apesar do sistema CASA ter sido projetado para realizar avalições objetivas e 

repetíveis, o usuário deve ter cautela durante a realização das análises e na interpretação dos 

resultados, pois as configurações do software e as condições inadequadas para obtenção das 

imagens podem frequentemente levar a erros (Boryshpolets et al., 2013). 

Independentemente das técnicas utilizadas, a mensuração precisa da qualidade do 

esperma de peixes tem sido difícil, especialmente quando se pretende relacionar as características 

do movimento espermático e o verdadeiro potencial de fertilização destas células (Cabrita et al., 

2014). Apesar da disponibilidade de diferentes técnicas, com diferentes níveis de precisão, para 

mensurar a viabilidade dos espermatozoides, muitas vezes os resultados são contraditórios e, em 

alguns momentos inconsistentes. Possivelmente isso pode estar associado a falta de compreensão 

sobre o significado e as relações das variáveis obtidas por meio destas rotinas.  

Portanto, a partir de técnicas cientométricas (Bar-Ilan, 2008), foi avaliada a contribuição e 

o impacto que o artigo que divulgou o sistema CASA em software livre para uso em peixes 

(Wilson-Leedy e Ingermann, 2007) provocou na comunidade cientifica, levando-se em 

consideração as publicações na forma de artigos. Também foi avaliada a produção de artigos na 

área de analises andrológicas em peixes, entre os anos de 2007 e 2014 em revistas da área. Ainda 
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foram avaliados, nos diferentes sistemas CASA, as variáveis utilizadas pelos autores e as formas 

de interpretação dos resultados para determinar a viabilidade espermática e correlacionar os 

parâmetros de movimento espermático com o potencial de fertilização.  

 

2. Materiais e Métodos 
 

Para alcançar os objetivos realizou-se uma analise cientométrica, dividida em 3 etapas. 

Na primeira etapa, avaliou-se a contribuição do artigo “Development of a novel CASA system 

based on open source software for characterization of zebrafish sperm motility parameters” de 

autoria de Wilson-Leedy e Ingermann (2007), que é o primeiro artigo publicado utilizando análise 

espermática assistida computacional (CASA) em software livre em peixes, em seguida para a 

segunda etapa, avaliou-se as principais revistas que, publicam trabalhos relacionados com a 

reprodução de peixes, onde avaliamos artigos que realizaram análise do movimento espermático  

em peixes, pelo método subjetivo e através de algum dos sistemas CASA existentes, entre 2007 e 

2014, por fim, na terceira etapa avaliou-se os métodos utilizados para interpretar e inferir sobre os 

resultados em artigos que utilizaram analise espermática através do CASA em software livre ou 

não, em peixes. 

2.1 Primeira fase: Avaliação cientométrica da contribuição do artigo de Wilson-Leedy e 

Ingermann (2007). 

Para a primeira fase do trabalho tomou-se como base a busca em um meio simples e 

popular, utilizando o banco de dados da plataforma do “google acadêmico” para avaliar o impacto 

que o artigo referência teve sobre a comunidade acadêmica desde sua publicação. A busca no 

“google acadêmico” foi necessária, porque a busca nos principais indexadores especializados 

como o “ScienceDirect”, “Scopus” e o “Web of Science”, não encontram-se todos os 

documentos, como os artigos não indexados nestas bases de dados, os livros, as dissertações e as 

teses que citaram o artigo referência. 

Todas as informações técnicas, acadêmicas e científicas que citaram o artigo referência 

foram quantificadas e sistematizadas quanto ao gênero da informação, sejam eles artigos, livros, 

teses e dissertações. As informações também foram sistematizadas para descrever e avaliar a, 

frequência temporal das publicações, os grupos de animais estudados e, os principais periódicos 

utilizados. 

 Do total de artigos que citaram o artigo referência, quantificou-se os que utilizaram o 

sistema de análise espermática computadorizada CASA em software livre, em quais grupos de 

animais estes artigos foram classificados. Além disso foram quantificados os países de atuação do 
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autor correspondente de cada artigo, que utilizaram análise espermática com o CASA em 

software livre.  

2.2 Segunda fase: Avaliação cientométrica temporal de artigos que realizaram analises 

andrológicos em peixes. 

Para a segunda fase do trabalho, realizou-se buscas no banco de dados da 

“ScienceDirect”, com o objetivo de selecionar artigos publicados nos períodos de 2007 à 2014, 

que foram especificamente realizados com peixes e que utilizaram algum sistema de analise 

espermática computadorizada CASA em software livre ou não e/ou que tenham realizado análise 

de motilidade espermática pelo método subjetivo.  

Realizaram-se buscas no banco de dados da “ScienceDirect”, com as palavras chave “fish 

sperm”, “ fish sperm CASA”, “ fish semen” e “fish semen CASA” em cinco diferentes revistas das 

áreas de aquicultura, reprodução animal, criopreservação de células e fisiologia, que publicam 

trabalhos realizados com peixes, “Aquaculture”, “ Theriogenology”, “ Cryobiology”, “ Animal 

Reproduction Science” e “Comparative Biochemistry and Physiology: Part A. Molecular & 

Integrative Physiology”.  

Com base nos artigos encontrados na busca da “ScienceDirect”, avaliou-se a distribuição 

quantitativa dos artigos nas revistas e a frequência com que os artigos foram publicados de 2007 

até 2014. 

2.3 Terceira fase: Características dos artigos que utilizam o CASA para as análises 

espermáticas em peixes. 

Para a terceira fase do trabalho, foram utilizados todos os trabalhos da primeira fase e em 

igual proporção artigos aleatórios da segunda fase do trabalho. Todos estes artigos foram 

avaliados quanto ás características: pesquisas com peixes, marinhos ou de água doce e análise 

espermática computadorizada com o sistema CASA. Buscou-se identificar como os autores 

usaram o CASA, quais as variáveis avaliadas, como eles interpretaram os resultados gerados e se 

essas interpretações foram aplicadas ou resultaram em resultados fragmentados.  

A partir destas análises, foram mesurados os parâmetros: (A) percentual de artigos que 

avaliaram as variáveis do CASA isoladamente; (B) percentual de avaliação de dois ou mais 

tempos do movimento espermático; (C) percentual que utiliza quatro ou mais características, das 

geradas pelo CASA; (D) percentual de validação dos resultados do CASA com ensaio de 

fertilização e/ou eclosão dos ovos; (E) percentual que utilizou modelos estatísticos para agrupar 

as variáveis correlacionadas do CASA, e explicá-las sob os demais comportamentos espermáticos 

e/ou sobre a fertilização e/ou eclosão dos ovos; (F) percentual que utilizou modelos para mostrar 

e/ou explicar o movimento (cinética) dos espermatozoides; (G) percentual que usou modelos para 

explicar as variáveis do CASA sobre a fertilização e/ou eclosão dos ovos. 
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3. Resultados 
 

Para a primeira fase do trabalho, encontrou-se 123 citações do artigo de Wilson-Leedy e 

Ingermann (2007), com informações técnicas e cientificas de diversas naturezas. Os resultados 

apresentaram ocorrência de citação em 94 artigos (76,54%), 13 teses (10,6%), 10 dissertações 

(8,1%) e 6 livros publicados (4,9%) (Figura 1A) entre 2007 e 2014. 

Considerando os 94 artigos publicados, a frequência de ocorrência destas publicações 

aumentou significativamente com o tempo (Efeito linear positivo; p<0,01; r=0,93), com um 

aumento de 85%, sendo, três em 2008, quatro em 2009, 15 em 2010, 17 em 2011, 17 em 2012, 18 

em 2013 e 20 em 2014 (Figura 1B). Os livros, teses e dissertação não apresentaram (p>0,05) 

comportamento linear crescente, nem mesmo decrescente (Figura 1B) com o passar do tempo. 

 

Figura 1. Trabalhos científicos que fizeram citação do artigo de Wilson-Leedy e Ingermann (2007). A) tipo 
de publicação; B) frequência das publicações. 

 

Os artigos que citaram o trabalho de Wilson-Leedy e Ingermann, dividem-se em trabalhos 

realizados com peixes (70,2%); invertebrados marinhos (9,6%); mamíferos (8,5%); aves (4,3%); 

trabalhos específicos sobre procedimentos empregados no sistema CASA (4,5%) (Figura 2A), 

algas marinhas (2,1%), e por fim pesquisas com um protozoário flagelado (1,1%). Estes artigos 

fazem citação do trabalho referência e utilizam ou não analise com o sistema CASA, 

independentemente de ser sistema livre ou não.  

Considerando somente os artigos científicos que citaram o trabalho de Wilson-Leedy e 

Ingermann, 55 artigos empregaram o CASA em software livre para avaliação de alguma variável 

espermática, sendo 35 pesquisas com peixes (63,6%), sete pesquisas com invertebrados marinhos 

(12,7%), cinco com mamíferos (9,1%), quatro com aves (7,3%) e um artigo com modificações do 

software do CASA livre (1,1%) (Figura 2A). Ainda destes artigos, um autor realizou pesquisas 

com um protozoário flagelado (1,8%) e dois autores utilizaram este sistema computacional para 
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estudos com toxicidade em algas marinhas das espécies Isochrysis galbana e Tetraselmis chui 

(3,6%).  

Os artigos que citaram o trabalho de Wilson-Leedy e Ingermann foram publicados em 33 

periódicos diferentes, sendo os mais frequentes o “Journal of Applied Ichthyology”, o 

“Theriogenology” e o “Aquacuture Research” (Figura 2B). 

 

Figura 2. Trabalhos científicos que fizeram citação do artigo de Wilson-Leedy e Ingermann, 2007. A) 
classe de animal pesquisado; B) principais periódicos dos artigos. 
 

Das publicações que utilizaram o CASA em software livre, os autores correspondentes, 

responsáveis pelo artigo atuam principalmente nos USA (30,9%), seguindo por França (10,9%), 

Reino Unido (10,9%), Brasil (7,3%), Canadá (7,3%), China (7,3%) e outros 9 países (25,5%) 

(Figura 3). 

 

Figura 3. Trabalhos científicos que fizeram citação do artigo de Wilson-
Leedy e Ingermann (2007). Países de atuação do autor correspondente dos 
artigos, para todos os gêneros de animais com o CASA em software pago e 
livre e, pesquisas somente com peixes com o CASA em software livre. 
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Para a segunda fase do trabalho, na busca realizada no banco de dados da 

“ScienceDirect” encontraram-se 206 artigos, dos quais 41,7% foram publicados no 

“Aquaculture”, 25,7% na “Theriogenology”, 16,0% na “Cryobilogy”, 12,1% na “Animal 

Reproductions Science” e 4,4% na “Comparative Biochemistry and Physiology: Part: A,” (Figura 

4A).  

A frequência destas publicações aumentou significativamente com o tempo (linear 

positivo; p<0,05; r=0,82), com um aumento de 59,4% desde o ano de 2007 até 2014, do qual 

foram 13 publicações em 2007, 12 em 2008, 31 em 2009, 19 em 2010, 29 em 2011, 34 em 2012 e 

36 em 2013 e 32 no ano de 2014 (Figura 4B). 

 

Figura 4. Artigos que realizaram analise de mobilidade espermáticas em peixes. A) distribuição dos artigos 
nos periódicos, de 2007 até 2014; B) frequência de publicação dos artigos. 

 

Por fim, para a terceira fase do trabalho, do total de 66 artigos avaliados, 100% estudaram 

as variáveis espermáticas isoladamente, e 75,76% dos trabalhos avaliaram o movimento 

espermático em mais de um tempo da ativação espermática, ainda, aproximadamente metade dos 

trabalhos utiliza pelo menos quatro das características espermáticas geradas pelo sistema CASA 

(Tabela 1). 

Contudo, aproximadamente 25% dos trabalhos exploram a validação das variáveis 

espermáticas com testes de fertilização e/ou eclosão ou exploraram modelos estatísticos para 

correlacionar e ou explicar as diferentes variáveis espermáticas (Tabela 1).  

Menos de 10% dos artigos empregaram modelos para avaliar a cinética espermática 

(Tabela 1). Destes trabalhos, menos de 5% utilizaram modelos para explicar o efeito das variáveis 

espermáticas geradas pelo CASA sobre a fertilização e a eclosão dos ovos (Tabela 1).  
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Tabela 1. Características dos artigos que utilizaram analise de mobilidade espermáticas através do 
sistema CASA, publicados de 2007 à 2014; dados extraídos dos materiais e métodos e resultados 
dos artigos. 

Item Característica avaliada 
% de 

ocorrência 
A avaliou as variáveis do CASA isoladamente 100% 

B avalia em dois ou mais tempos do transcorrer do movimento espermático 75,76% 

C utiliza pelo menos quatro das características espermáticas geradas pelo CASA 51,52% 

D validou os resultados do CASA com ensaio de fertilização e/ou eclosão dos ovos 25,76% 

E 
usou modelos estatísticos para agrupar as variáveis correlacionadas do CASA e explica-
las sob os demais comportamentos espermáticos e/ou sobre a fertilização e/ou eclosão 
dos ovos 

24,24% 

F utilizou de modelos para mostrar e/ou explicar a cinética dos espermatozoides 9,09% 

G 
usa modelos para explicar as variáveis do CASA sobre a fertilização e/ou eclosão dos 
ovos 

4,55% 

 
 

4. Discussão 
 

O método mais antigo para a avaliação da fertilidade espermática em animais terrestres 

(Amann e Waberski, 2014) e mais recentemente para animais aquáticos era o método subjetivo de 

avaliação do movimento espermático (Rurangwa et al., 2004). Esta técnica foi muito difundida 

devido a sua rapidez e praticidade (Viveiros et al., 2012) e relativa confiabilidade, onde um 

observador treinado pode avaliar o movimento espermático diretamente em um microscópio de 

luz (Viveiros et al., 2012) 

Para a análise espermática em peixes, este método pode ser prático e fácil, contudo 

apresenta possiblidades de imprecisão, especialmente devido ao erro humano e a dificuldade de 

realizar a análise em algum momento especifico após o início do movimento dos espermatozoides 

(Kime et al., 2001). Além disso, o método subjetivo impossibilita a avaliação da cinética do 

movimento espermático.  

Apesar dos aspectos positivos quanto ao emprego da analise subjetiva em peixes, nos 

últimos anos o meio científico tem exigido o emprego de análises objetivas para qualificar ou 

quantificar a viabilidade espermática. Dentre os métodos objetivos, a análise do sêmen assistida 

por computador ou sistema CASA tem sido muito recomendado e, os softwares livre tem 

recebido atenção.  

O trabalho pioneiro quanto a divulgação de um sistema CASA em software livre, 

intitulado “Development of a novel CASA system based on open source software for 

characterization of zebrafish sperm motility parameters” publicado em 2007 na revista 

Theriogenology obteve grande aceitação e contribuiu muito para o meio científico e acadêmico, 

especialmente por promover a inserção e estimular o uso desta ferramenta em rotinas com peixes. 
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O plugin CASA utilizado por meio do software livre Image J impactou não somente os 

setores que trabalham com sêmen de peixes, mas também com sêmen de outros animais 

(Lemaítre et al., 2012; Fitzpatrick et al., 2010; Fisher et al., 2014) e até mesmo para avaliação do 

movimento de outros organismos como algas unicelulares (Liu et al., 2011; Liu et al., 2011a) ou 

para a avaliação de axonemas (Zukas et al., 2012).  

Os resultados demonstram que o principal mecanismo de divulgação do uso do sistema 

CASA de analises espermáticas em software livre é através de artigos científicos em periódicos 

especializados, especialmente da área de ictiologia (Dziewulska, Rzemieniecki e Domagala, 

2011), reprodução animal (Sanches et al., 2013b) e aquicultura (Mylonas et al., 2013).  

Os resultados demonstram que, durante os últimos oito anos ocorreu um crescimento do 

número de artigos científicos que utilizaram métodos de avaliação das características 

espermáticas pelo sistema CASA em software livre na análise da mobilidade espermática em 

peixes. Este aumento pode estar relacionado com o crescimento da aquicultura (FAO, 2014), que 

exige maiores padrões de qualidade, e consequentemente mais pesquisas com espécies de 

interesse comercial, melhorando a gestão de reprodutores e aperfeiçoando as técnicas de 

manipulação espermática (Cabrita et al., 2014).  

O aspecto comum dos artigos publicados que utilizam analise de mobilidade espermática 

em peixes pelo sistema CASA, é de utilizar e avaliar isoladamente os parâmetros gerados pelo 

software. Além disso, grande parte dos artigos avalia as características dos espermatozoides ao 

longo do tempo após o início do movimento espermático.  

A avaliação do movimento espermático ao longo do tempo apresenta variações entre os 

autores devido às dificuldades de manipular o sêmen junto ao microscópio em encontrar o foco da 

imagem em curtos períodos de tempo. Isso leva os pesquisadores a realizarem as avaliações em 

momentos pontuais, em intervalos fixos, acumulados ou aleatórios, que variam de 5 (Kalbassi, 

Lorestani e Maramazi, 2013) à 30 (Alavi et al., 2011) ou até à 120 (Kanuga et al., 2011) segundos 

após o início da ativação.  

Outra característica importante, é que boa parte dos trabalhos avaliam seus resultados 

principalmente através do percentual de espermatozoides móveis, das características de 

velocidade espermática e dos padrões de natação dos espermatozoides. Poucos são os trabalhos 

que utilizaram o CASA para validar o efeito das variáveis espermáticas mensuradas pelo CASA 

sobre o real produto da reprodução, que é a produção de ovos, embriões e larvas viáveis (Bobe e 

Labbé, 2010). Um dos poucos trabalhos que realizaram este procedimento, foi o trabalho de 

Kalbassi, Lorestani e Maramazi, (2013), onde os autores avaliaram o efeito de soluções 

ativadoras em vários parâmetros espermáticas gerados pelo sistema CASA e validaram seus 

efeitos sobre a fertilização, incubação e taxa de deformações das larvas.  
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De mesmo modo, os resultados também sugerem que uma baixa proporção dos trabalhos 

correlacionam as variáveis do CASA entre si, e com outras variáveis de viabilidade espermática 

com a fertilização ou eclosão dos ovos (Dziewulska e Domagala, 2013). Alguns autores agrupam 

as variáveis altamente correlacionadas ou explicam apenas uma destas variáveis quando, 

verificam uma alta correlação entre elas, após utilizam de análises estatísticas de efeitos 

principais. Está alta correlação é normalmente encontrada quando testadas as velocidades 

curvilínea, média de deslocamento e velocidade em linha reta (Lehnert et al., 2012).  

Além disso, poucos trabalhos realizam a avaliação da cinética do movimento 

espermático. Alguns autores utilizaram modelos não lineares para avaliar o comportamento do 

movimento espermático (Sanches et al., 2013a), mas não interpretam o significado destes 

resultados. Neste caso, a definição dos parâmetros da cinética espermática pode apresentar 

importância significativa para o processo reprodutivo (Rodina et al., 2008), pois define a 

condição de ativação espermática em diferentes soluções ativadoras ou durante a criopreservação 

do sêmen, não de forma pontual, mas ao longo de todo o processo de ativação espermática.  

Por fim, poucos trabalhos utilizam modelos estatísticos para explicar as características 

espermáticas geradas pelo CASA sobre a fertilização e/ou a eclosão dos ovos. Um dos poucos 

trabalhos que o realiza é o artigo de Viveiros et al., (2010), que realizou as avaliações 

espermáticas do sêmen criopreservado com o sistema CASA e correlacionou as variáveis de 

velocidade espermática com as taxas de fertilização dos ovos de Phochilodus lineatus. Estes 

autores encontraram uma correlação significativa (p<0,05) de r=0,8; r=0,72 e r=0,56 para as 

velocidades curvilínea, velocidade média de deslocamento e velocidade em linha reta, 

respectivamente, no ensaio de fertilização dos ovos com espermatozoides criopreservados em 

diferentes meios de congelamento. 

O CASA apresenta uma série de resultados das características espermáticas, onde muitas 

vezes é difícil relaciona-las com a função específica do esperma (Bobe e Labbé, 2010; Amann e 

Waberski, 2014). Grande parte dos pesquisadores tem dificuldades de interpretar pontualmente 

cada umas destas características com a fertilidade dos espermatozoides de peixes. Provavelmente 

isso está associado à escassez de informações sobre a relação das variáveis geradas pelo sistema 

CASA e a fertilização dos ovos ou a eclosão. 

Vários parâmetros gerados pelo sistema CASA são correlacionados entre si e gerados a 

partir de uma ou mais variáveis isoladas do próprio sistema CASA (Davis et al., 1992). Desta 

forma, os estudos voltados à interpretação destas variáveis podem sugerir a exclusão das rotinas 

de avaliação, de algumas variáveis pouco significativas. 
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E em algum momento todas as medidas de qualidade espermática geradas pelo CASA 

devem ser validadas (Rurangwa et al., 2004; Amann e Waberski, 2014) e, identificadas as 

medidas que realmente tem influência sobre o sucesso da fertilização dos ovos.  

O sistema CASA de análise espermática é importante e mundialmente utilizado e aceito 

nas avaliações de espermatozoides de peixes. Neste cenário, o emprego de softwares livre tem 

ganhado espaço e confiabilidade no meio científico. Porém, é pouco provável que as análises 

subjetiva do movimento espermático venham a deixar de serem realizadas, pois apresentam 

vantagens para aplicação em rotinas de campo ou em rotinas que não exijam elevados índices de 

precisão. Esta afirmação pode ser corroborada pelo fato de que pesquisas recentes estão sendo 

publicadas em periódicos conceituados, praticando a análise do movimento espermático pelo 

método subjetivo.  

Finalmente, a tendência mundial pela diminuição do uso de animais em pesquisas, sugere 

que em breve será necessário começar a explorar o uso de modelagem e simulação computacional 

nas avaliações da qualidade espermática, de modo que seja possível prever com segurança o 

comportamento espermático sem necessariamente realizar os ensaios de fertilização in vitro.  

 

5. Conclusão 
 

Apesar da eficácia do CASA para avaliação dos parâmetros espermáticos e a grande 

aceitação deste método pela comunidade científica, novas pesquisas devem ser desenvolvidas 

para buscar a melhor compreensão das variáveis geradas por este sistema para garantir a correta 

interpretação dos resultados e da qualidade espermática. Aparentemente, os pesquisadores não 

estão sabendo utilizar o CASA em sua totalidade, o fazem por ser exigência das revistas e por ser 

considerada uma análise robusta. 
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Artigo II: Efeitos da velocidade espermática e da relação 

espermatozoides móveis:ovócito sobre o sucesso reprodutivo do jundiá 

cinza (Rhamdia quelen) 

Preparado de acordo com as normas da revista Aquaculture.  
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos interativos ou independentes da relação 
espermatozoides móveis:ovócito e da velocidade espermática em procedimentos de reprodução 
artificial com o uso do sêmen do jundiá cinza (Rhamdia quelen) criopreservado. Através do 
Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) foram avaliadas em seis réplicas a motilidade e a 
velocidade espermática do sêmen criopreservado a partir de oito segundos da sua ativação e a 
cada um segundo até o termino do movimento espermático. Para o ensaio de fertilização foi 
aplicado um delineamento experimental em esquema fatorial (6 x 3) composto de seis relações 
espermatozoides móveis:ovócito (70.000, 90.000, 110.000, 130.000, 150.000 e 170.000), três 
velocidades espermáticas (60, 40 e 20µm.s-1) e três réplicas ou blocos experimentais (“pools” de 
ovócitos provenientes de três grupos de fêmeas). As curvas de ativação dos espermatozoides 
(cinéticas) foram elaboradas com auxílio de modelo estatístico não linear. Os efeitos foram 
avaliados sobre as taxas de fertilização, eclosão e larvas normais. Na avaliação das variáveis, a 
análise de superfície de resposta não mostrou efeito interativo (p>0,05) entre a relação 
espermatozoides móveis:ovócito e as velocidades espermáticas, sobre as taxas de fertilização, de 
eclosão e de larvas normais. Somente foi encontrado efeito linear (p<0,05) da velocidade 
espermática sob as taxas de fertilização e de eclosão dos ovos. De acordo com os resultados, 
conclui-se que não há diferença alguma entre uso de 70.000 até 170.000 espermatozoides móveis 
para cada ovócito sobre o sucesso reprodutivo em termos de taxa de fertilização, eclosão dos ovos 
e normalidade larval do jundiá cinza (Rhamdia quelen) e, que o valor da velocidade espermática é 
determinante sobre o sucesso reprodutivo dos espermatozoides de jundiá cinza (Rhamdia quelen) 
diminuindo as taxas de fertilização e eclosão conforme diminui a velocidade espermática. 

Keywords: dose inseminante, espermatozoide, sêmen de peixe 
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7. Introdução 
 

As técnicas de congelamento podem induzir a injurias aos espermatozoides, devido à 

formação de cristais de gelo intracelular (Barbas e Mascarenhas 2009).  Durante o processo de 

criopreservação os espermatozoides sofrem diversas modificações de fluidez e das propriedades 

funcionais das membranas (Castelo et al., 2010) devido as alterações osmóticas (Martínez-

Páramo et al., 2012), a adição de crioprotetores álcoois (Arruda, 2000), ao congelamento e ao 

descongelamento das células espermáticas (Wang et al., 2010). O procedimento de 

criopreservação das células espermáticas pode reduzir a qualidade dos espermatozoides 

(Rurangwa et al., 2004), principalmente no que se refere às taxas de motilidade, à velocidade e ao 

índice de linearidade, além da integridade da membrana espermática (Martínez-Páramo et al., 

2012). 

A taxa de motilidade (Bobe e Labbé, 2010; Martínez-Páramo et al., 2012) e a velocidade 

dos espermatozoides (Viveiros et al., 2010) são amplamente utilizadas para avaliar os efeitos do 

processamento do sêmen sobre a viabilidade e a fertilidade das células espermáticas. Nestas 

rotinas de avaliação, o emprego de técnicas de análise espermática computadorizada (CASA) 

(Amann e Waberski, 2014) permite a obtenção de diversas variáveis espermáticas, as quais 

permitem a interpretação do comportamento do movimento espermático e dos efeitos das 

variáveis que interferem sobre este processo (Bobe e Labbé, 2010). 

A viabilidade e a fertilidade dos espermatozoide têm sido estimadas por meio de diversas 

variáveis. Dentre as variáveis, a velocidade espermática está diretamente relacionada à 

fertilização dos ovócitos, uma vez que os espermatozoides velozes apresentam maiores chances 

de alcançar os ovócitos e concluir o processo de fertilização (Gasparini et al., 2010; Liljedar et 

al., 2008; Gage et al., 2004).  

Além da velocidade (Gage et al., 2004; Liljedar et al., 2008; Viveiros et al., 2010), o 

número de espermatozoides (Stoltz e Neff, 2006; Boschetto et al., 2011) e a longevidade do 

movimento espermático (Cosson et al., 2008) podem interferir de forma independente ou 

conjunta com a velocidade espermática sobre o encontro dos gametas (Browne et al., 2015). 

Pesquisas relacionadas a este tema, sugerem a ocorrência de competição entre espermatozoides de 

diferentes machos de fecundação externa, os autores Burness et al. (2004), Gage et al. (2004) e 

Liljedar et al. (2008) apontam o sucesso na competição espermática à velocidade espermática 

diferenciada, por favorecer a fertilização pelos espermatozoides mais rápidos no, salmão do ártico 

(Salvelinus alpinus) (Liljedar et al., 2008), no salmão selvagem do Atlântico (Salmo salar) (Gage 

et al., 2004) e no bluegill (Lepomis macrochirus) (Burness et al., 2004). De modo contrário, 
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Stoltz e Neff, (2006) sugerem que o sucesso na competição espermática entre machos está 

relacionada ao número de espermatozoides, em bluegill (Lepomis machochirus). 

Por outro lado, em um peixe de fertilização interna (Poecilia reticulata) o principal 

preditor do sucesso na competição espermática é dado ao número de espermatozoides, seguido 

por uma menor influência da velocidade espermática (Boschetto et al., 2011). Já em outro estudo 

(Smith, 2012) com outro peixe de fecundação interna (Xiphophorus nigrensis), a velocidade 

espermática não foi a principal responsável pela paternidade, cabendo a motilidade espermática 

ser o determinante do sucesso da competição espermática, em trabalho onde o número de 

espermatozoides foi controlado. 

Em geral, o Rhamdia quelen apresenta a demanda de 90.000 espermatozoides por ovócito 

para garantir boas taxas de sucesso na fertilização artificial com o sêmen fresco (Bombardelli et 

al., 2006) e as mesmas relações tem sido empregadas com o sêmen criopreservado em escala 

experimental. Contudo, um limitante para a viabilização do emprego do sêmen criopreservado 

para uso em larga escala é a inexistência de técnicas que disponibilizem, em único contêiner 

criogênico, o número mínimo necessário de espermatozoides para garantir o sucesso da 

fertilização artificial dos ovócitos de uma ou mais fêmeas (Cabrita et al., 2001; Butts et al., 2011). 

A possibilidade de existência de relação entre a velocidade espermática e o número de 

espermatozoides móveis empregados nos procedimentos de fertilização artificial, abre novas 

possibilidades para viabilizar estas rotinas, uma vez que a modulação do movimento espermático 

pode permitir a economia de espermatozoides (Robles et al., 2003; Valdebenito et al., 2007; 

Neumann, 2012) e viabilizar o congelamento de menores volumes de sêmen em um único 

contêiner criogênico (Adames, 2014).  

Portanto, o objetivo desta pesquisa foi utilizar modelos de predição da velocidade 

espermática em sêmen criopreservado e, avaliar a relação entre a velocidade dos espermatozoides 

e a demanda de espermatozoides móveis em rotinas de reprodução artificial do Rhamdia quelen, 

uma espécie neotropical com importância para a aquicultura na América do Sul (Koakoski et al., 

2012).  

 

8. Materiais e Métodos 
 

8.1.  Animais experimentais e manipulação hormonal 

Foram selecionadas 18 fêmeas que apresentaram abdômen abaulado, papila urogenital 

avermelhada e que liberaram ovócitos sob leve pressão abdominal, quando realizada no sentido 
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céfalo-caudal e seis machos que liberaram sêmen por meio de leve pressão abdominal (Tessaro et 

al., 2012). 

Realizou-se a indução hormonal dos machos e das fêmeas, que foi realizada nas fêmeas 

por meio de aplicação via intra-muscular de 5,5mg de extrato pituitário de carpa (EPC).kg de 

reprodutor-1 em duas dozes de 10 e 90% da concentração total com intervalo de 12horas, para os 

machos foi aplicada doze única (100%) de 3,0mg de EPC.Kg-1 (Sanches et al., 2011).  

Após 240 unidades térmicas acumuladas (10 horas; água a 24ºC) contadas a partir da 

última aplicação hormonal, o sêmen e os ovócitos foram coletados por meio de massagem 

abdominal no sentido céfalo-caudal (Sanches et al., 2011). Nos machos as primeiras parcelas do 

material liberado foram desprezadas para evitar a possível contaminação com urina, muco, fezes 

e/ou água (Khara et al., 2012).  

8.2. Criopreservação do sêmen e avaliação da dinâmica do movimento espermático 

Os seis machos (246±151g) submetidos a manipulação hormonal e a coleta do sêmen 

forneceram material para compor uma amostra composta ou um “pool” de sêmen, do qual 

amostras foram imediatamente submetidas as análises seminais e espermáticas. 

O volume de sêmen liberado (6,23±3,18mL) por cada um dos peixes foi mensurado em 

tubos de ensaio graduados, com precisão de ±0,1mL (Sanches et al., 2013). Durante a 

manipulação e avaliação das características seminais e espermáticas, o sêmen foi conservado sob 

refrigeração (12±1ºC) (Kanuga et al., 2012). 

Em seguida foi verificada a ocorrência de ativação dos espermatozoides (presença ou 

ausência de espermatozoides móveis no sêmen fresco) por visualização subjetiva (Viveiros et al., 

2012). Para compor o “pool” de sêmen, foram selecionadas as parcelas de sêmen provenientes 

dos reprodutores que não apresentavam espermatozoides móveis. 

Do “pool” de sêmen foram retiradas amostras para avaliação das variáveis espermáticas 

pelo plugin CASA em software livre, adaptado para a espécie (Neumann et al., 2013). As 

avaliações foram realizadas a partir dos oito segundos após o início da ativação espermática e, a 

cada segundo, até o termino da ativação espermática. Para tanto, uma alíquota do sêmen fresco 

foi diluída com solução ativadora (água destilada) na proporção de 1:1000µl (sêmen:solução 

ativadora) em seis réplicas. Os vídeos foram capturados em objetiva de 10X (Neumann et al., 

2013). As variáveis avaliadas foram a motilidade espermática (83,99±37,67% em 8 seg), a 

velocidade curvilínea (VCL), a velocidade média de deslocamento (VMD) (62,51±28,00µm.s-1 

em 8 seg) e a velocidade em linha reta (VLR).  
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As variáveis VCL, VMD e VLR foram analisadas através da análise de componentes 

principais (PCA) para verificar se as mesmas são correlacionadas entre si. Devido a elevada 

correlação (r=0,63; r=0,96 e r=0,91), entre as diferentes velocidades espermáticas, adotou-se a 

velocidade média de deslocamento (VMD) como a principal velocidade espermática e variável 

foco neste estudo (Lehnert et al., 2012; Smith, 2012), denominada a seguir como velocidade 

espermática (VE) (adaptado de Tessaro et al., 2012). 

Para avaliar a dinâmica do movimento espermático e determinar a velocidade dos 

espermatozoides ao longo do tempo, foi aplicado um modelo matemático não linear sobre as 

variáveis de motilidade (Mot) e velocidade espermática (VE) oito segundos após a ativação 

espermática e a cada um segundo ao longo do tempo de ativação do sêmen fresco e 

criopreservado, gerando uma representação senoidal representada por: 

)()01(

1
treh

Variável −−
=  (Adaptado de Sanches et al., 2013) 

Sendo:  
 Variável – Mot e/ou VE calculada para um instante (t) qualquer; 
 h0 - parâmetro relacionado a variável inicial (tempo 0 seg); 
 r - parâmetro relacionado à taxa de decréscimo da variável. 
 

Alíquotas do sêmen fresco foram avaliadas quanto a concentração espermática 

(3,40x1010±0,59x1010 espermatozoides.mL-1) em microscópio de luz em objetiva de 40X pelo 

método de contagem de células espermáticas em câmara hematimétrica de Neubauer, onde as 

amostras de sêmen fresco foram fixadas em solução de formol salina tamponada a uma diluição 

de 1:1000 (Sanches et al., 2013). A avaliação morfológica das células espermáticas (77,44±1,50% 

de espermatozoides normais) foi realizado em microscópio de luz em objetiva de 40X, avaliando 

300 células (Tessaro et al., 2012). 

Para a criopreservação do sêmen fresco, o “pool” de sêmen foi diluído na proporção de 

1:3 (sêmen:diluidor) em solução contendo 5,0% de D-frutose, 5,0% de leite em pó e 10% de 

metanol (3.016mOsm) (Adames, 2014). Após a diluição, o material foi envasados em 200 

palhetas de 0,25mL e submetidos ao congelamento em botijão de vapor de nitrogênio por 18 

horas. Em seguida as palhetas foram transferidas e estocadas diretamente em nitrogênio líquido 

(Adames, 2014)   

O descongelamento ocorreu 24 horas após a estocagem em nitrogênio líquido, pela 

imersão das palhetas em água a temperatura ambiente (25oC) por 10 segundos (Adames, 2014). 

Após o descongelamento, a ativação espermática foi realizada com solução ativadora (água 

destilada) por meio da diluição do sêmen na proporção de 1:250µL (sêmen:solução ativadora). Do 
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“pool” de sêmen foram avaliadas seis réplicas, constituídas cada uma por uma palheta. As 

variáveis espermáticas do sêmen criopreservado foram analisadas conforme descrito 

anteriormente para o sêmen fresco. 

8.3. Ensaios de fertilização: velocidade espermática X número de espermatozoides 

Os ensaios de fertilização foram realizados em um delineamento experimental em 

esquema bi-fatorial 6x3x3, com 18 tratamentos e três repetições. Os fatores experimentais foram 

constituídos pelo emprego do sêmen criopreservado na fertilização artificial de ovócitos 

apresentando as relações de 70.000, 90.000, 110.000, 130.000, 150.000 e 170.000 

espermatozoides móveis.ovócito-1 e, as velocidades espermáticas correspondentes a 20, 40 e 

60µm.s-1. Cada repetição foi constituída por um “pool” de ovócito composto pelos gametas de 

seis fêmeas. As unidades experimentais foram compostas por incubadoras de 2,5L contendo 

aproximadamente 2506 ovos. 

Além dos tratamentos anteriormente descritos, foi utilizado outro tratamento como 

controle. O controle foi constituído pela fertilização dos ovócitos com sêmen criopreservado, na 

proporção de 90.000 espermatozoides móveis.ovócito-1. A ativação dos gametas ocorreu 

imediatamente após a adição da solução ativadora e, portanto, a velocidade no tempo “0” não 

pode ser quantificada. 

O número de espermatozoides móveis foi corrigido conforme Adames (2014). Para 

promover as diferentes velocidades espermáticas (20, 40 e 60µm.s-1), utilizou-se das informações 

fornecidas pelo modelo não linear utilizado para gerar as curvas de ativação espermática. Com 

base nestas informações, após o descongelamento do sêmen, os espermatozoides foram ativados 

com 20mL de água destilada e, após o tempo determinado que garantiu as respectivas velocidades 

(30,3; 15,9 e 10,9 segundos após a ativação dos espermatozoides), estes foram misturados aos 

ovócitos. Após a mistura, os gametas foram homogeinizados pelo período de 60 segundos e 

finalmente transferidos para as incubadoras.  

O efeito dos tratamentos foi observado com base na estimativa das taxas de fertilização e 

de eclosão dos ovos e no percentual de larvas normais. A mensuração das taxas de fertilização 

artificial foi realizada após o fechamento do blastóporo do embrião, aproximadamente 12 após a 

fertilização (Pereira et al., 2006), por meio da contagem de três sub amostras de cada unidade 

experimental com aproximadamente 135 ovos. 

Após o término da eclosão dos ovos (±934 UTA ou 38,0 horas; água a 24,57±0,60ºC), 

todas as larvas foram fixadas em solução de formalina a 4%, tamponada com carbonato de cálcio. 

A partir das larvas fixadas foi determinada a taxa de normalidade larval, por meio da contagem e 
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classificação em microscópio estereoscópico (10X) de 300 indivíduos de cada unidade 

experimental. Foram consideradas como larvas normais aquelas que não apresentavam nenhum 

tipo de alteração na coluna vertebral, saco vitelínico ou cabeça (Jezierska, Lugowska e Witeska, 

2009). Pela contagem de todas as larvas fixadas foi determinada também a taxa de eclosão em 

cada unidade experimental. 

8.4. Analises estatísticas 

Os dados relativos às taxas de fertilização, eclosão dos ovos e normalidade larval foram 

submetidos a transformação pela raíz quadrada do arco seno para homogeneizar a variância. As 

possíveis influências da dose inseminante e da velocidade espermática sobre as variáveis 

respostas foram avaliadas através do protocolo de regressão linear do modelo de superfície de 

resposta. Em caso de efeito significativo do modelo de superfície de resposta, realizou-se a 

plotagem do gráfico em 3D. As variáveis não significativas (P>0,05) foram removidas 

progressivamente nos termos de ordens superiores pelo método backward stepwise. Os 

pressupostos foram checados quanto à normalidade dos dados nos resíduos pelo teste de Shapiro-

Wilk (Kéry and Hatfield, 2003). Para a realização das análises estatísticas foi utilizado o software 

Statistica 7.0® (Stanford, 2005). 

 

9.   Resultados 
 

O “pool” de sêmen criopreservado apresentou 70,11±4,11% de espermatozoides normais. 

Motilidade e velocidade espermática oito segundos após a ativação dos espermatozoides de 

53,06±15,16% e 55,83±3,68µm.s-1 respectivamente. Com base nas equações geradas pelo modelo 

não linear as velocidades espermáticas de 20, 40 e 60µm.s-1 estavam nos tempos de 30,3; 15,9 e 

10,9 segundos após a ativação dos espermatozoides, com as motilidades nestes tempos de 15,54; 

51,21 e 65,76% respectivamente para as três velocidades (Figura 1). Através da equação do 

modelo não-linear calculamos a longevidade dos espermatozoides criopreservados, considerando 

10µm.s-1 a velocidade mínima fertilizante, os mesmos permaneceram ativos por 56,3 segundos. 

Deste modo, nos respectivos ensaios com 20, 40 e 60µm.s-1, os espermatozoides permaneceram 

ativos e em contato com os ovos por 26,0; 40,4 e 45,4 segundos após a mistura.  
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Figura 1) Curvas teóricas da cinética de ativação dos espermatozoides do sêmen criopreservado; A) Velocidade 

espermática (µm.s-1), B) Motilidade (%).  

O número de espermatozoides móveis e as velocidades espermáticas não apresentaram 

efeito (p>0,05) interativo. Por outro lado, de forma independente, a velocidade espermática 

influenciou (p<0,05) de forma linear as taxas de fertilização (Figura 2A) e de eclosão dos ovos 

(%) (Figura 2B), onde os espermatozoides mais velozes promoveram maiores taxas de sucesso 

reprodutivo.  
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Figura 2. A) Fertilização (%) e B) eclosão (%) dos ovos de jundiá cinza (Rhamdia quelen) fertilizados com sêmen 

criopreservado, testando três diferentes velocidades espermáticas e seis diferentes doses inseminantes. 

De modo geral, tanto o número de espermatozoides móveis quanto a velocidade 

espermática não interferiram sobre as taxas de normalidade larvas (p>0,05), as quais 

permaneceram acima de 86%.  

A taxa média de fertilização dos ovos, de eclosão dos ovos e de normalidade larval 

proveniente do tratamento controle apresentaram taxas de 53,58±29,48% de fertilização, 

34,63±12,98% de eclosão e 95,07±2,38% de normalidade larval. Houve semelhança (p>0,05) do 

tratamento controle com os ensaios utilizando as velocidades espermáticas de 40 e 60µm.s-1 para 

as taxas de fertilização e eclosão dos ovos (Tabela 01) constatado pelo teste de Dunnett. Ainda 

ocorreu semelhança (p>0,05) do tratamento controle com todos os ensaios testados para as taxas 

de normalidade larval (Tabela 01) pelo teste de Dunnett.  
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Tabela 01 – Variáveis de fertilização (%), eclosão (%) e normalidade larval (%)  

Espermatozoides 
móveis.ovócitos-1 

VMD (µm.s-1) 
Fertilização 

(%) 
Eclosão (%) 

Normalidade 
Larval (%) 

90.000 - 53,58±29,48* 34,63±12,98* 95,07±2,38* 

70.000 60 48,68±15,15* 29,61±8,76* 93,19±4,96* 
70.000 40 25,73±9,68* 19,09±10,32* 94,38±3,14* 
70.000 20 4,91±7,03 0,37±0,06 86,30±5,48* 
90.000 60 36,7612,84* 28,69±10,57* 94,27±2,75* 
90.000 40 24,59±12,26* 12,67±6,38* 90,92±1,03* 
90.000 20 7,22±3,66 0,15±0,06 100,00±0,00* 
110.000 60 47,72±33,64* 34,28±17,81* 94,49±2,31* 
110.000 40 34,53±22,00* 25,09±18,33* 95,41±3,31* 
110.000 20 3,00±2,18 0,38±0,29 88,43±11,14* 
130.000 60 43,12±19,89* 28,83±14,50* 92,05±1,54* 
130.000 40 35,75±21,53* 24,94±23,94* 94,24±5,13* 
130.000 20 2,69±1,92 0,66±0,23 87,45±10,93* 
150.000 60 40,46±11,10* 29,27±12,18* 92,94±1,58* 
150.000 40 32,57±19,95* 25,69±16,68* 93,61±1,90* 
150.000 20 3,30±2,80 0,63±0,49 98,61±2,41* 
170.000 60 39,86±9,63* 26,08±8,04* 92,48±3,75* 
170.000 40 35,60±20,74* 21,31±12,65* 92,91±0,95* 
170.000 20 3,68±1,08 1,15±0,68 89,45±8,31* 

Dados representados por média ± desvio padrão; * na mesma coluna indicam médias iguais (p> 0,05) entre os 
tratamentos e o controle, pelo teste de Dunnett.  

 

10.   Discussão 
 

Os resultados do presente estudo evidenciaram que ao utilizar de 70.000 à 170.000 

espermatozoides móveis por ovócito, não há diferença sobre o sucesso reprodutivo dos 

espermatozoides criopreservados. Hu et al., (2014) também não encontraram diferença alguma ao 

utilizarem o dobro da proporção de espermatozoides móveis:ovócito recomendada para o bagre 

azul (Ictalurus furcatus).  

De mesmo modo, Nynca et al., (2014) ao utilizarem espermatozoides criopreservados de 

truta marron (Salmo trutta m. fario L.) na proporção recomendada a uma proporção dobrada de 

espermatozoide:ovócito para o sêmen fresco, não encontraram diferença sobre as taxas de 

embriões com olho e taxas de eclosão. Os autores (Nynca et al., 2014) também não encontraram 

diferenças nos valores de velocidade curvilínea (VCL) entre o sêmen criopreservado e o sêmen 

fresco. 

Em um estudo recente, Horváth et al., (2015) encontrou resultados surpreendentes ao 

utilizar sêmen criopreservado de Thymallus thymallus com taxas de embriões com olho e eclosão 

semelhante ao controle quanto aplicada uma relação de 5,0x104 espermatozoides por ovócito, 
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relação está muito inferior a publicada anteriormente por Lahnsteiner et al., (1996) para esta 

espécie, do qual sugere a utilização de 1,2-1,6x106 espermatozoides por ovócito para obter altas 

taxas de fertilização (90-100%). 

Quando utilizada a relação mínima ou ótima de espermatozoides móveis por ovócito na 

fertilização artificial em peixes, o aumento desta proporção não acarreta em melhorias no sucesso 

reprodutivo. Esta relação é diversa e espécie específica (Butts et al., 2009).  

Provavelmente a redução da dose inseminante para 70.000 espermatozoides 

móveis.ovócito-1 encontrada neste estudo foi possível por três motivos. Primeiro, porque foi 

corrigida a dose inseminante em função do percentual de células móveis. Segundo, devido ao fato 

do experimento conduzido por Bombardelli et al., (2006) ter sido realizado a uma temperatura 

média de 22,0±1,0ºC, inferior a praticada no presente estudo. A temperatura pode ter interferido, 

pois Mehlis e Bakker (2014) afirmam que a relação espermatozoides:ovócito pode ser diminuída 

se aplicada uma temperatura de 25ºC ao invés de 15ºC, atingindo os mesmos resultados em 

termos de taxa de fertilização no Gasterosteus aculeatus. Esta temperatura elevada (25ºC) 

prejudica o desempenho espermático em termos de taxa de motilidade, mas eleva a velocidade de 

natação dos espermatozoides, e não apresenta prejuízos em termos de longevidade espermática 

(Mehlis e Bakker, 2014; Sanches et al., 2013b). 

O terceiro motivo está relacionado com o processo de ativação espermática. Neste caso, o 

sêmen criopreservado foi ativado em água destilada que contem osmolaridade zero, ao diluir o 

sêmen criopreservado que continha 3/4 de solução a 3.016mOsm diluída em 20mL de água 

destilada, a mesma esteve com uma osmolaridade próxima a 30,6mOsm no ensaio de fertilização, 

que proporciona uma maior eficiência espermática em relação a ativação em solução contendo 

zero de osmolaridade (Alavi e Cosson, 2005) como realizada por Bombardelli et al., (2006).  

A velocidade dos espermatozoides está altamente relacionada ao sucesso reprodutivo, 

onde os espermatozoides mais rápidos destacam-se sobre os mais lentos (Liljedar et al., 2008; 

Gage et al., 2004; Burness et al., 2004). O espermatozoide com maior velocidade vai explorar o 

microambiente mais rapidamente e irá encontrar o seu destino mais cedo, encontrando e 

penetrando a micrópila do ovócito (Browne et al., 2015; Liljedar et al., 2008; Gage et al., 2004). 

Porém em espermatozoides com velocidade semelhante entre si, a maior longevidade de alguns 

espermatozoides permitirá que ele percorra uma maior distância, cabendo a ele fertilizar os 

ovócito restantes (Browne et al., 2015) quando houver ovos a fertilizar e tempo. Contudo, a 

limitação dos recursos energéticos em espermatozoides de peixes (Alavi e Cosson, 2005) deve ser 

considerada, pois sugerem que espermatozoides mais velozes terão uma menor longevidade, 

devido ao gasto dos recursos energéticos disponíveis.  
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Portanto, a proporção entre espermatozoides velozes e lentos pode ser um fator 

determinante no sucesso reprodutivo, pois o maior número de espermatozoides lentos não 

necessariamente compensará a capacidade de fertilização de poucos espermatozoides rápidos. No 

presente estudo, as taxas de fertilização e eclosão não sofreram influencia alguma do número de 

espermatozoides empregados, mas sim, foram influenciados pela velocidade espermática. Assim 

sendo, pode-se sugerir que a velocidade espermática é um importante fator de qualidade 

espermática, responsável pela fertilização dos ovócitos, quando empregada ao mínimo a relação 

recomendada de espermatozoides móveis para cada ovo a ser fertilizado. Estudos paralelos sobre 

a relação da qualidade espermática e a dose inseminante em baiacu (Takifugu niphobles) (Gallego 

et al., 2013) tem encontrado resultados semelhantes. 

A taxa de motilidade e as velocidades espermáticas decrescem rapidamente com o passar 

do tempo de ativação dos espermatozoides (Fauvel, Suquet e Cosson, 2010), onde a velocidade 

espermática depende da quantidade de energia disponível e do tempo após a ativação dos 

espermatozoides (Gillies et al., 2013; Burness et al., 2004). Com isso a maioria dos ovócitos é 

fertilizada nos primeiros segundos após a ativação dos gametas, quando a velocidade de natação 

espermática é elevada (Gallego et al., 2013; Gage et al., 2004; Burness et al., 2004).  

O sucesso dos procedimentos de reprodução artificial dependem de diversos parâmetros 

que podem influenciar as taxas de fertilização de forma independente ou interativa. Alguns dos 

principais fatores que interferem nas taxas de fertilização dos ovócitos são: a disponibilidade 

mínima de espermatozoides (Fauvel, Suquet e Cosson, 2010), a taxa de motilidade destes 

espermatozoides (Cosson et al., 2008), a velocidade dos espermatozoides (Browne et al., 2015; 

Liljedar et al., 2008; Gage et al., 2004) e o tempo pelo qual estas células permanecem móveis 

(Morita et al., 2014).  

A qualidade espermática se tornou um elemento essencial para alcançar as taxas de 

fertilização desejadas. Estes resultados sugerem que a velocidade espermática deve ser levada em 

conta como fator chave, tornando-se possível obter altas taxas de fertilização usando 

espermatozoides velozes ou modulando a velocidade dos mesmos com a utilização de soluções 

ativadoras, aumentando o seu potencial fertilizante. 

O setor da aquicultura necessita de melhorias em algumas questões, principalmente no 

que diz respeito ao saber a mínima relação de espermatozoides móveis por ovócito, o efeito da 

modulação do movimento espermático, as características mínimas de qualidade espermática 

obtidas por meio de técnicas rápidas e eficientes e a disponibilização de palhetes de grande 

volume ou que contenham uma relação conhecida de espermatozoides para fertilizar uma 

quantidade razoável de ovócitos. A otimização destes parâmetros, certamente refletirá sobre a 

otimização da eficiência reprodutiva em procedimentos de fertilização artificial (Gallego et al., 
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2013), reduzindo o número de machos e os custos de manutenção de estoques de reprodutores 

(Felizardo et al., 2010). 

Além disso, para consolidar o uso de sêmen criopreservado em escala comercial, é 

essencial a aplicação de doses espermáticas mínimas para cada ovócito, corrigidas conforme a sua 

qualidade em termos de células móveis e velocidade espermática.  

 

11.   Conclusão 
 

Em rotinas de reprodução artificial do jundiá (Rhamdia quelen) que empregam sêmen 

criopreservado, a velocidade espermática mostrou-se como um fator determinante na capacidade 

dos espermatozoides em fertilizar os ovócitos. Além disso, o uso 70.000 espermatozoides moveis 

para cada ovócitos, com velocidade média de deslocamento igual ou superior a 40um.s-1 garante o 

sucesso reprodutivo em termos de taxa de fertilização dos ovócitos, eclosão dos ovos e 

normalidade larval.  
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13.   Considerações finais 
 

Os resultados deste trabalho permitem a realização de algumas considerações a respeito 

do uso do CASA para avaliação andrológica em peixes: 

 

a) Apesar da eficácia do CASA para avaliação dos parâmetros espermáticos e a 

grande aceitação deste método pela comunidade científica, novas pesquisas devem ser 

desenvolvidas para buscar a melhor compreensão das variáveis geradas por este sistema para 

garantir a correta interpretação dos resultados e da qualidade espermática. 

b) O emprego do CASA, associado com procedimentos de modelagem matemática 

permitem a elaboração de modelos de predição que possibilitam a otimização dos estudos 

espermáticos. 

c) Apesar da densidade e de as taxas de motilidade espermáticas serem 

convencionalmente estabelecidas como parâmetros significativos para o sucesso da reprodução 

artificial, é possível afirmar que a velocidade espermática é um parâmetro mais importante que o 

número de espermatozoides móveis presente no meio fertilizante, onde espermatozoides mais 

rápidos possuem maiores chances de concluir o processo de fertilização dos ovócitos. 

d) O emprego de 70.000 a 170.000 espermatozóides móveis:ovócito não interferiu 

no sucesso da fertilização artificial dos ovócitos do jundia (Rhamdia quelen). Portanto, a demanda 

por espermatozóides móveis (SPZ) em rotinas de reprodução artificial com sêmen criopreservado 

pode ser igual ou inferior a 70.000 SPZ:ovócito. Contudo, densidades espermáticas fora dos 

intervalos estudados nesta pesquisa ainda devem ser testadas. 

e) O meio científico necessita de estudos mais aprofundados em relação existente 

entre as variáveis geradas pelo CASA e seus efeitos sobre a fertilidade dos espermatozoides de 

peixes.  
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14.   Apêndices 
 

 

Figura 1: Viveiros escavados utilizados para estocagem dos reprodutores. Destaque para procedimento de captura e 
seleção dos animais. 

 

 

Figura 2: Parte da equipe técnica em procedimento de seleção de reprodutores e matrizes. 
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Figura 3: Exemplar de Jundiá cinza (Rhamdia quelen). 

 

 

Figura 4: Procedimentos empregado para manipulação hormonal para sincronização da 
ovulação e da espermiação. Destaque para injeção intramuscular na região dorsal. 
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Figura 5: Laboratório de Tecnologia da Reprodução de Animais Aquáticos, instalado no Instituto de Pesquisa em 
Aquicultura Ambiental, da Universidade Estadual do Oeste do Paraná. Destaque para o sistema experimental de 
incubação dos ovos. 

 

 

Figura 6: Procedimento empregado para realização da coleta de sêmen, por meio de massagem 
abdominal dos reprodutores de jundiá cinza (Rhamdia quelen). 
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Figura 7: Procedimento empregado para realização da coleta de ovócitos, por meio de massagem 
abdominal das matrizes de jundiá cinza (Rhamdia quelen). 

 

 

Figura 8: Procedimentos empregados para criopreservação do sêmen. A) Diluição do sêmen em 
solução crioprotetora; B) Procedimento empregado para envase do sêmen diluído em palhetes de 
0,25mL; C) Detalhe do botijão de vapor de nitrogênio; D) Detalhe do botijão de nitrogênio líquido. 
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Figura 9: Laboratório de Tecnologia da Reprodução de Animais Aquáticos, instalado no 
Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental, da Universidade Estadual do Oeste do 
Paraná. Destaque para o procedimento de análise espermática pelo Computer Assisted 
Sperm Analysis (CASA). 

 

 

Figura 9: Procedimento experimental empregado para realizar a fertilização artificial dos 
ovócitos. A e B) Amostragem dos ovócitos; C) Obtenção de alíquotas de sêmen 
criopreservado; D) Detalhe das amostras de ovócitos e de sêmen de jundiá cinza 
(Rhamdia quelen), previamente à ativação dos gametas utilizado no tratamento controle. 
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Figura 10: Larvas de jundiá cinza (Rhamdia quelen) submetidas aos 
procedimentos de avaliação da normalidade larval. 


