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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do diluente com dimetilsulfóxido (DMSO) sobre a estrutura e funcionalidade do
espermatozóide de tambaqui Colossoma macropomum criopreservado. O sêmen foi diluído 1/9 (v/v) em Beltsville Thawing
Solution acrescido de 5, 10, 15 e 20% de DMSO. Após dois minutos foi congelado em botijão dry shipper (-76°C/12h), sendo
armazenado em botijão de NL (-196°C). Após 15 dias o sêmen criopreservado foi avaliado quanto às taxas de motilidade,
latência, fertilização, eclosão, integridade de membrana e de DNA, funcionalidade mitocondrial e viabilidade. As taxas de
fertilização e eclosão com 10% DMSO não diferiram (P > 0,05) do sêmen fresco. Os diluentes com 5 e 10% de DMSO foram
superiores (P < 0,05), nas avaliações de motilidade, latência e integridade de DNA do espermatozóide, às concentrações 15 e
20%. Entretanto, a viabilidade celular nas concentrações 5 e 10% de DMSO foi inferior (P < 0,05) à obtida com 20% de DMSO,
enquanto com 15% de DMSO não diferiu (P > 0,05) das demais concentrações. Considerando os resultados in vivo e in vitro,
nas condições experimentais relatadas, o DMSO na concentração de 10% foi associado à melhor manutenção da qualidade de
sêmen criopreservado de Tambaqui.

PALAVRAS CHAVE: Esperma, migrador, criopreservação, peixe

ABSTRACT
Effect of dimethylsulfoxide on the quality of post-thaw sperm of Tambaqui, Colossoma macropomum

The objective of this study was to evaluate the effect of an extender including dimethylsulfoxide (DMSO) on the structure and
functionality of frozen sperm of tambaqui Colossoma macropomum. Sperm was extended 1/9 (v/v) in Beltsville Thawing
Solution including 5%, 10%, 15% and 20% DMSO. After two minutes, sperm was frozen in dry shipper (-76 °C/12h) and
subsequently stored in liquid nitrogen (-196 °C). After 15 days, sperm was evaluated according to: motility; latency period;
fertilization and hatching rates; membrane and DNA integrity; mitochondrial functionality, and viability. Fertilization and hatching
rates with 10% DMSO did not differ from those with fresh sperm (P > 0.05). Extenders including 5% and 10% DMSO presented
greater (P < 0.05) sperm motility, latency period and DNA integrity than extenders including 15% and 20% DMSO. However,
sperm viability with 5% and 10% DMSO was lower (P < 0.05) than with 20% DMSO, but for the extender with 15% DMSO,
sperm viability was similar to that with other concentrations (P > 0.05). Considering those results, the extender with 10% DMSO
was associated with improved quality of frozen sperm of Tambaqui.

KEYWORDS: Sperm, migratory, cryopreservation, fish.

INTRODUÇÃO

O tambaqui Colossoma macropomum é a
espécie nativa brasileira mais produzida
comercialmente (FAO 2008), sendo um peixe de fácil
manuseio e rápido crescimento (Chellapa et al. 1995,
Maria et al. 2011). Entretanto, por ser uma espécie
reofílica (Froese & Pauly 2009), sua reprodução em
cativeiro depende de realização de indução hormonal
e posterior fertilização artificial.

A fertilização artificial pode ser aplicada para
aumentar a produção, atendendo à grande demanda
e diminuindo a exploração dos recursos naturais. A
criopreservação é uma técnica valiosa no
melhoramento genético em planteis (Suquet et al.
2000), além de proporcionar um contínuo
fornecimento de sêmen de boa qualidade para a
fertilização artificial. Para o sucesso do congelamento
é necessário que os diluentes utilizados na
preservação seminal tenham pH e osmolalidade
adequados, boa capacidade de tamponamento e

proteção da lesão criogênica (Salamon & Maxwell
2000). A composição dos diluentes, concentração dos
crioprotetores e método de congelamento podem
afetar a qualidade final do sêmen (Sansone et al.
2002, DeGraaf & Berlinsky 2004). Os crioprotetores
internos minimizam as perdas da qualidade
espermática, agindo diretamente sobre as organelas
e funcionalidades espermáticas (Holt 2000). As ações
destas substâncias crioprotetoras são evitar danos na
membrana espermática (Hu et al. 2009), prevenir a
desnaturação do DNA (Hu et al. 2008, Koderle et al.
2009) e evitar lesões nas mitocôndrias e microtúbulos
(Hammerstedt & Graham 1992). Vários crioprotetores
internos tem sido testados em peixes brasileiros,
sendo o dimetilsulfóxido (DMSO), nas concentrações
de 5-15%, o mais efetivo na crioproteção aos
espermatozóides (Viveiros & Godinho 2009).

Segundo Menezes et al. (2008), utilizando os
crioprotetores etilenoglicol, dimetilsulfóxido,
propilenoglicol, dimetilacetamida e metanol
(concentrações e diluente base não descritos), a
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motilidade pós-descongelamento do sêmen de
tambaqui variou entre 5 e 20%. Farias & Nunes
(1999), que utilizaram água de coco e 5% de glicerol
como diluidores de congelamento do sêmen de
tambaqui, observaram uma variação na motilidade
espermática pós-descongelamento entre 30 e 80%.
Porém, nesses estudos, não foi verificada a ação das
diferentes concentrações de um mesmo crioprotetor,
nem a ação destes sobre a viabilidade e as estruturas
(membrana, mitocôndria e DNA) das células
espermáticas descongeladas.

Em decorrência destes fatos, o presente estudo
teve como objetivo avaliar o efeito das diferentes
concentrações de DMSO sobre as estruturas
(mitocôndrias, membranas celulares e DNA) e sobre
a funcionalidade (motilidade, tempo de latência,
viabilidade, taxa de fertilização e taxa de eclosão) de
células espermáticas criopreservadas de Colossoma
macropomum.

MATERIAIS E MÉTODOS

O trabalho de coleta foi realizado no período de
novembro de 2009 a fevereiro de 2010, na
Piscicultura Boa Esperança, em Pimenta Bueno,
Rondônia. As análises da qualidade seminal foram
realizadas no Laboratório de Biotecnologia em
Reprodução Animal da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel) e no Laboratório de Histologia da
Universidade Federal de Rio Grande (FURG), Rio
Grande do Sul, Brasil. Todas as substâncias químicas
utilizadas são provenientes da Sigma Chemical
Company® (St. Louis, MO – USA).
Peixes

Avaliou-se o efeito do DMSO, durante a
criopreservação seminal, sobre as células
espermáticas de C. macropomum. Foram utilizados 8
machos e 4 fêmeas em idade reprodutiva (3 a 4 anos)
no experimento. Os animais foram mantidos em
viveiros, sob condições ambientais, sendo alimentados
com ração comercial com 40% de proteína bruta e
2900 kcal de energia metabolizável/kg de ração, com
uma frequência alimentar de três vezes na semana,
servindo-se 3% do peso vivo por vez.

Coleta e avaliação seminal

Os machos foram despescados dos viveiros,
sendo imediatamente induzidos com 1,0 mg de extrato
de hipófise de carpa/kg, de animal vivo, diluído em 0,5
mL de soro fisiológico estéril (0,9% de NaCl), aplicado
na região dorso lateral. Após, os peixes foram
mantidos em dois tanques (3.000 L) de manipulação
(no máximo quatro animais em cada), com coluna
d’água de 70 centímetros, em fluxo constante sob
temperatura de 28 °C, por no máximo 24 hs. Após 6 h
e 15 min (175 horas-grau) foi realizada massagem
abdominal, coletando-se o sêmen com tubo cônico de
15 mL (um para cada animal), registrando-se o volume
coletado. Foi evitada a extrusão simultânea de fezes
e/ou urina, a fim de não ativar os espermatozóides
nem contaminar as amostras, como recomendado por
Billard et al. (1995).

Antes da criopreservação, cada amostra seminal
foi avaliada, por um único observador, quanto à
motilidade e tempo de latência, descartando amostras
que não apresentavam motilidade acima de 80% em
10 s após a ativação com água destilada. A motilidade
(percentual de células móveis) foi avaliada colocando-
se 1,0 μL de sêmen e 99,0 μL de água destilada em
lâmina sob lamínula, em microscópio óptico de
contraste de fases (Maria et al. 2011). Para avaliar o
tempo de latência, foi mensurado o tempo desde a
ativação até a parada total da movimentação
espermática (segundos). A concentração espermática
foi determinada por meio de câmara de Neubauer,
contando-se em microscópio óptico (Maria et al. 2011).

Criopreservação Seminal
A solução base para diluição foi o Beltsville

Thawing Solution (BTS) constituído de 37,00 g de
glicose; 6,00 g de citrato de sódio di-hidratado; 1,25 g
de bicarbonato de sódio; 1,25 g de etilenodiamino
tetracetato e 0,90 g de cloreto de potássio em 1,00 L
de água destilada (Pursel & Johnson 1975).

O sêmen de cada macho (n = 8) foi diluído 1/9
(v/v) em todos os tratamentos (5, 10, 15 e 20%) de
DMSO em solução base (BTS). Para cada repetição
(machos) de cada tratamento (5, 10, 15 e 20% de
DMSO em BTS) foram envasadas 5 palhetas de 250
μL, identificadas, colocadas em tubos plásticos e
fixadas nas racks, permanecendo por cinco minutos a
24 °C. Após, foram alocadas no canister de um
botijão do tipo dry shipper (Taylor-Wharton, modelo
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CP 300 dry shipper), com vapor de nitrogênio, sendo
congeladas de acordo com Taitson et al. (2008). As
palhetas permaneceram por 12 horas no dry shipper,
sendo finalmente transferidas para o botijão de
nitrogênio líquido (MVE, modelo CP-34), onde ficaram
estocadas por, no mínimo, 15 dias a -196 °C.

Descongelamento seminal e avaliações da taxa de
fertilização e eclosão

Para avaliar a taxa de fertilização foram
utilizadas quatro fêmeas, uma para cada dois
machos, ou seja, na desova de uma fêmea eram
testados os quatro tratamentos de dois machos. As
fêmeas foram induzidas à desova com extrato de
hipófise de carpa (5,0 mg/kg de peso corpóreo),
diluído em 2,0 mL de soro fisiológico estéril (0,9% de
NaCl), sendo aplicado com seringa de 2,0 mL (2/0,01
mL), na região dorso lateral. Os óvulos foram
extrusados por massagem abdominal e coletados em
Becker de 1000 mL, sendo divididos em seis
alíquotas de 2,0 g cada.

Alíquotas de 150 µL de sêmen oriundos de
cada macho, criopreservada com diferentes
tratamentos foram descongeladas de acordo com
Streit Jr et al. (2006), a 45ºC, por 5 s, e fertilizaram as
alíquotas de óvulos. As outras duas alíquotas de
óvulos restantes de cada fêmea foram fertilizadas
com 15 µL sêmen fresco, coletado de dois machos no
momento da execução do teste. As alíquotas de ovos
fertilizados com sêmen fresco serviram de controle
para assegurar a qualidade dos óvulos, descartando-
se as amostras com menos de 80% de taxa de
fertilização. O sêmen fresco foi utilizado para fertilizar
a primeira e a última alíquota de óvulos.

Na execução dos testes de fertilização, as
células espermáticas foram colocadas em contato com
as alíquotas dos óvulos em becker de 20 mL. A
ativação do sêmen foi realizada mediante a adição, ao
Becker com 2 g de óvulos, de 2,0 mL de água
destilada na temperatura de 28 °C. Após, o material foi
homogeneizado suavemente por aproximadamente 5 s
e permaneceu em descanso por 2 minutos. Ao final
deste período, foram adicionados 10,0 mL de água
destilada em cada uma das alíquotas, visando hidratar
os ovos fertilizados. Após foram incubados sob fluxo
de água delicado e constante de 150 mL/min em
incubadoras experimentais de 2 L.

O acompanhamento dos estágios de
desenvolvimento embrionário foi realizado com uso
de estereomicroscópio. A taxa de fertilização foi
avaliada após 8 horas, sendo considerado o número
de ovos fertilizados sobre o total de óvulos (2 g) e ao
final expresso em percentual. Já a taxa de eclosão foi
avaliada considerando-se o total de embriões
eclodidos, sobre o total de ovos fertilizados, sendo ao
final expresso em percentual.

Funcionalidade mitocondrial, viabilidade,
integridade de membrana e DNA

As amostras foram descongeladas a 45°C
durante 5 s (Streit Jr et al. 2006), sendo re-suspensas
em 400 µL de BTS (1:3, v/v), à temperatura de 22º C,
em tubo cônico de 1,5 mL, sendo posteriormente
analisada a motilidade espermática, tempo de
latência, funcionalidade mitocondrial, viabilidade
celular, integridade de membrana e DNA.

As avaliações de motilidade espermática e de
tempo de latência foram realizadas conforme descrito
para o sêmen fresco. A funcionalidade mitocondrial foi
avaliada com a utilização da coloração fluorescente
rhodamina 123 (He & Woods 2004). A viabilidade
celular foi avaliada com os corantes histoquímicos
eosina e nigrosina (Maria et al. 2011). A integridade de
membrana dos espermatozóides foi avaliada com uso
de sondas fluorescentes de diacetato de
carboxifluoresceína - CFDA e iodeto de propídio – PI
(Harrison & Vickers 1990). A integridade do DNA foi
avaliada por meio da sonda acridine orange (Bencharif
et al. 2010). As avaliações de funcionalidade
mitoccondrial, integridade de membrana e de DNA
foram realizadas em microscópio de epifluorescência
(Olympus® BX 51, América INC, São Paulo - Brasil),
com 5 μL de solução com espermatozóides em lâmina
sob lamínula (18 x 18 mm), avaliando-se 200 células
por amostra. As taxas foram expressas através do
percentual entre células íntegras/funcionais sobre o
total de células avaliadas.

Análise Estatística
Foi realizada análise de variância de Kruskal-

Walis para medidas não paramétricas, com posterior
comparação Post Hoc entre os tratamentos. As
diferentes concentrações de DMSO foram
consideradas variáveis independentes, e as taxas de
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fertilização e eclosão, motilidade espermática, tempo
de latência, funcionalidade mitocondrial, viabilidade
celular, e integridade de membrana e DNA, foram
consideradas variáveis dependentes. Para fins de
interpretação, os dados foram expressos em média ±
erro padrão da média. As correlações, dentre as
variáveis, foram realizadas através do teste de
Spearman. Todas as análises foram realizadas no
software Statistix 9.0 (2008).

RESULTADOS

Os machos utilizados no experimento
produziram em média 8,6 ± 0,4 mL de volume de

sêmen fresco coletado (n = 8), com concentração de
7,3 ± 0,7 x 109 espermatozóides/mL, motilidade de 91,0
± 1,7 % e o tempo de latência de 86,0 ± 5,7 segundos.

Verificou-se associação (P < 0,05) entre as
diferentes concentrações de DMSO e as variáveis
dependentes avaliadas para estimar a qualidade e
funcionalidade do espermatozóide de tambaqui
criopreservado. As taxas de fertilização e de eclosão
utilizando-se o diluente com 10% DMSO não diferiram
(P > 0,05) das obtidas com sêmen fresco (Tabela 1).

TABELA 1 – Taxas de fertilização e de eclosão (média ± erro padrão da média) obtidas com sêmen de C.
macropomum fresco e descongelado, após congelamento com diferentes concentrações de dimetilsulfóxido (DMSO)

Diluentes Taxa de Fertilização (%) Taxa de Eclosão (%)
Sêmen fresco 86,8 ± 2,0a 79,9 ± 1,7a

5% DMSO 39,8 ± 3,6bc 37,4 ± 4,5b

10% DMSO 60,3 ± 2,2ab 47,3 ± 2,5ab

15% DMSO 26,0 ± 3,8bc 18,5 ± 3,4bc

20% DMSO 5,4 ± 1,2c 2,4 ± 1,4c

a-b Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente (P < 0,05), de acordo com o teste de Kruskal-Wallis e
comparação com Post Hoc entre os tratamentos.

As variáveis motilidade, tempo de latência e integridade de DNA dos espermatozóides, utilizando os
diluentes com 5 e 10% de DMSO foram superiores (P < 0,05) aos resultados obtidos nas concentrações 15 e 20%
de DMSO (Tabelas 2 e 3). Entretanto, a viabilidade celular dos tratamentos com a adição de 5 e 10% de DMSO foi
inferior (P < 0,05) à obtida no tratamento com 20% de DMSO, enquanto no tratamento com 15% de DMSO não
diferiu (P>0,05) de nenhum outro tratamento (Tabela 2).

TABELA 2 – Taxas de motilidade, tempo de latência e viabilidade espermática (média ± erro padrão da média)
obtidas com sêmen de C. macropomum descongelado, após congelamento com diferentes concentrações
dimetilsulfóxido (DMSO)

Diluentes Taxa de Motilidade (%) Tempo de Latência (s) Viabilidade Celular (%)
5% DMSO 19,0 ± 2,6a 21,3 ± 2,3a 49,4 ± 1,9b

10% DMSO 20,0 ± 2,5a 29,7 ± 2,7a 48,7 ± 2,8b

15% DMSO 0,0 ± 0,0b 0,0 ± 0,0b 53,4 ± 3,1ab

20% DMSO 0,0 ± 0,0b 0,0 ± 0,0b 60,8 ± 2,6a

a-b Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente (P < 0,05), de acordo com o teste de Kruskal-Wallis e
comparação com Post Hoc entre os tratamentos.

Quanto à integridade de membrana, os
tratamentos com 10, 15 e 20% de DMSO não

diferiram (P<0,05) entre si, porém o tratamento com
5% de DMSO foi inferior (P < 0,05) aos tratamentos
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com 15 e 20% de DMSO (Tabela 3). Já para a
funcionalidade mitocondrial não houve diferença (P >
0,05) entre as concentrações de DMSO utilizadas na
criopreservação espermática (Tabela 3). Houve
correlações significativas (P < 0,05) entre as
diferentes concentrações do crioprotetor com as

variáveis dependentes motilidade espermática (r = -
0,82), tempo de latência (r = - 0,83), integridade de
DNA (r = - 0,83), viabilidade celular (r = 0,50),
integridade de membrana (r = 0,65) e funcionalidade
mitocondrial (r = 0,36).

TABELA 3 – Taxas de integridade de membrana, integridade do DNA e funcionalidade da mitocôndria (média ±
erro padrão da média) obtidas com sêmen de C. macropomum descongelado, após congelamento com diferentes
concentrações de dimetilsulfóxido (DMSO)

Diluentes Integridade de Membrana (%) Integridade do DNA (%) Funcionalidade da Mitocôndria (%)
5% DMSO 19,8 ± 2,0b 71,8 ± 4,0a 26,0 ± 2,3a

10% DMSO 23,9 ± 2,1ab 48,2 ± 2,8a 29,5 ± 2,2a

15% DMSO 30,8 ± 1,4a 19,4 ± 1,9b 36,2 ± 4,1a

20% DMSO 32,1 ± 1,7a 24,1 ± 3,2b 36,6 ± 4,3a

a-b Médias com letras sobrescritas diferentes, na mesma coluna, diferem estatisticamente (P < 0,05), de acordo com o teste de Kruskal-Wallis e
comparação com Post Hoc entre os tratamentos.

DISCUSSÃO

Em várias espécies de peixes nativos
brasileiros, Brycon amazonicus (Cruz-Casallas et al.
2004, Velasco-Santamaria et al. 2006), B. orthotaenia
(Melo & Godinho 2006), Leporinus obtusidens
(Taitson et al. 2008) Salminus brasiliensis (Coser et
al. 1984, Carolsfeld et al. 2003) Prochilodus lineatus
(Carolsfeld et al. 2003, Felizardo et al. 2010) B.
orbignyanus, L. elongatu e Piaractus mesopotamicus
(Carolsfeld et al. 2003), o DMSO foi utilizado com
sucesso no congelamento seminal. No presente
estudo foram observados resultados similares, pois
na concentração de 10% de DMSO obtiveram-se os
melhores resultados nas avaliações de motilidade,
tempo de latência e integridade de DNA dos
espermatozóides, e nas taxas de fertilização e de
eclosão. Deve ser ressaltado que não houve
diferença, nas taxas de fertilização e eclosão, entre o
sêmen fresco e o sêmen criopeservado com 10% de
DMSO.

Observou-se que os espermatozóides
perderam qualidade devido a toxidez da solução
crioprotetora e a exposição à baixa temperatura,
promovendo a queda da motilidade no sêmen fresco
para valores não superiores a 20%. Um indicativo
desta combinação de fatores pode ser deduzido a
partir dos resultados da funcionalidade mitocondrial,

integridade de membrana e DNA, obtidos com as
diferentes concentrações utilizadas de DMSO. As
concentrações mais baixas mantiveram melhor a
integridade de DNA, apresentando correlação
negativa (-0,83) e significativa (P < 0,05) com as
concentrações deste crioprotetor, demonstrando sua
toxidez em relação ao material genético do
espermatozóide. Já as altas concentrações
diminuíram o rompimento das membranas, pois
minimizam a formação de cristais de gelo e
promovem a desidratação espermática (He & Woods
2004), melhorando assim a integridade de membrana
e mitocôndria, e apresentaram correlações positivas
(0,66 e 0,36, respectivamente) e significativas (P <
0,05) com a concentração do crioprotetor. Deste
modo, a concentração de crioprotetor que produziu
melhor combinação entre menor toxidez e maior
proteção no congelamento do espermatozóide de C.
macropomum foi de 10%.

Na criopreservação de B. amazonicus, Cruz-
Casallas et al. (2004) obtiveram, com 10% de DMSO,
as melhores taxas de motilidade (68,8%) e de
fertilização, que foram de 31, 51 e 58% para 114.285,
228.571 e 457.142 espermatozóides por ovo
(respectivamente), sendo que os autores utilizaram
quantidade de espermatozóides muito superior ao
utilizado no presente trabalho (30.416
espermatozóides por ovo). No estudo com L.
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obtusidens, a taxa de fertilização com sêmen
criopreservado variou também de acordo com o
número de espermatozóides (móveis) utilizados,
obtendo taxa de fertilização de 74, 58, 37 e 22% com
112.456, 84.343, 56.228 e 28.114 espermatozóides
móveis por ovo, respectivamente (Taitson et al.
2008). Esses resultados comprovam que a fertilização
(60,3%) encontrada no presente trabalho, com 10%
de DMSO diluído em BTS, está relativamente alta,
considerando o baixo número de espermatozóides
móveis utilizados (6.083 espermatozóides móveis por
ovo).

A toxidez do DMSO nas concentrações de 15 e
20% resultou em motilidade e tempo de latência
nulos, entretanto, ocorreu fertilização e eclosão. Isto
pode estar relacionado à elevada concentração
espermática das espécies reofílicas e/ou em razão do
tempo necessário para preparação da lâmina (10 s),
promovendo assim valores nulos ou próximos de zero
quando o tempo de movimentação espermático é
inferior ao intervalo desde a ativação espermática até
a visualização dos espermatozóides no microscópio
ótico.

O DMSO é considerado o melhor crioprotetor
para peixes de água doce (Leung 1991) tendo
proporcionado os melhores resultados em vários
trabalhos com peixes nativos brasileiros de água doce
(Viveiros & Godinho 2009). No entanto, um estudo
que considera o DMSO ineficiente como crioprotetor
para a sêmen congelado de tambaqui (Menezes et al.
(2008), foi baseado no uso de somente um
reprodutor, sem descrição da concentração dos
crioprotetores, da solução base utilizada, e do número
de espermatozóides por ovo, o que dificulta a
repetição de sua metodologia. Além disto, este
mesmo estudo não avaliou as variáveis viabilidade
celular, integridade da membrana e do DNA
espermático, funcionalidade mitocondrial, taxa de
fertilização e de eclosão com o DMSO.

O diluente e o protocolo de congelamento
testados no presente estudo viabilizam o emprego
desta ferramenta para programas de melhoramento
animal ou formação de banco de germoplasma de C.
macropomum, pois uma alta produtividade não é
necessária nestas condições. Por outro lado, para
uso em condições comerciais, são necessários
trabalhos futuros avaliando diluentes, crioprotetores e

protocolos de congelamento e descongelamento em
sêmen de C. macropomum.

CONCLUSÃO

Considerando os resultados in vivo e in vitro,
nas condições experimentais relatadas, o DMSO na
concentração de 10% foi associado à melhor
manutenção da qualidade de sêmen criopreservado
de Tambaqui.
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