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Resumo

O sémen congelado pode ser armazenado indefinidamente, e transportado a longas distancias, para o
uso em biotecnologias reprodutivas, aumentando a possibilidade de conservacdo de espécies ameagadas de
extingdo. O método de eleicdo para colheita de sémen em felideos € a eletroejaculacdo, que pode ser realizada no
felino anestesiado com seguranga. Pesquisas sdo necessarias para determinar as melhores curvas de refrigeracéo,
de congelacdo/descongelacdo pois devido a danos na membrana plasmatica e acrossomal, na maioria das vezes
ocorre a reducdo na qualidade do sémen apds a descongelagdo, e 0s melhores resultados obtidos ainda nédo
fornecem altas taxas de gestagéo.
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Abstract

Frozen semen can be stored indefinitely and transported any distance to use in reproductive
biotechnologies and has increased potential for conservation of species. To perform semen collection in cats, the
first-choice method, is electroejaculation, which can be performed on anesthetized male safely., Research has
been carried out to determine the best cooling curves, freeze/ thaw curve, but due to damages in the plasma and
acrosomal membrane have been decrease in the semen quality after thawing, and the best results obtained do
not yet provide higher pregnancy rates.
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Introducéao

A conservacdo das espécies estd intrinsecamente ligada & manutencdo da variabilidade genética. A

idealizacdo do Banco Gendmico, onde sdo armazenados materiais bioldgicos de cunho genético, é uma tentativa
de minimizar este caminho destrutivo (Wildt, 1992; Leibo e Songsasen, 2002). O nimero de exemplares e a
disposicdo geogréafica dos animais selvagens em cativeiros sdo fatores limitantes a pesquisa, e por este motivo, o
gato doméstico assumiu um papel importante como modelo experimental para a compreensdo da fisiologia
reprodutiva e utilizacdo de biotécnicas reprodutivas em felideos (Goodrowe et al., 1989; Swanson e Wildt, 1997;
Pukazhenthi et al., 2001). Os gatos domésticos (Felis catus) primariamente animais de companhia, tornaram-se
modelo experimental de aproximadamente 36 espécies de felinos selvagens ameagadas de extin¢do, e embora
nas Ultimas décadas muitos estudos tenham sido desenvolvidos, ainda ndo se dispde de um modelo ideal para a
criopreservacdo do sémen. Os felinos domésticos sdo capazes de produzir espermatozoides viaveis, com
motilidade espermatica progressiva durante o ano todo, embora estudos tenham demonstrado haver influencia
sazonal sobre a espermatogénese (Spindler e Wildt, 1999; Martins et al., 2011). A criopreservacao de sémen em
felinos ainda é um grande desafio, devido a queda inaceitavel na qualidade do sémen apds a descongelacéo,
devido aos danos causados na membrana plasmatica e acrossomal, principalmente se considerarmos que muitos
animais sdo teratospérmicos, isto €, possuem alta porcentagem (>60%) de espermatozoides defeituosos (Wood et
al., 1993; Pukazhenthi et al., 1999, 2001; Leibo e Songsasen, 2002; Penfold et al., 2003), tornando a célula
espermatica mais fragil ao estresse térmico. O conhecimento da resposta de células espermaticas felinas as varias
condicBes estressantes da criopreservacdo é necessario para a formulacdo de protocolos de congelacdo mais
apropriados. A determinacdo da forca de centrifugacdo, taxas de refrigeracdo e de congelacdo, concentragdes de
crioprotetores, tipos de diluentes e técnicas de armazenamento que sejam mais apropriados, também é
importante para o sucesso na preservacdo dessas células.
Sdo dois os métodos de criopreservacdo de sémen: a refrigeracdo e a congelacdo. A refrigeracdo consiste na
manutencdo do sémen a 4 ou 5°C, ap6s a diluicdo em meio extensor (Harris et al., 2001, 2002). E o método
indicado para utilizagdo em biotécnicas reprodutivas, quando o transporte do sémen pode ser em questdo de
horas ou até poucos dias. A congelagdo espermatica em nitrogénio liquido é o segundo método, é a forma de
armazenamento de eleicdo para integrar o Banco de Recursos Genéticos. O sémen congelado tem um grande
potencial para conservagdo, ja que pode ser armazenado por tempo indeterminado e transportado a qualquer
distancia para utilizacdo em biotécnicas reprodutivas.
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Colheita de sémen

A primeira etapa para a criopreservacao espermatica é colheita de sémen, em felinos pode ser utilizada a
eletroejaculagdo, a vagina artificial, a cateterizacdo uretral, lavagem da vagina pds-coito e ainda a recuperagao
espermdtica da cauda de epididimo, apds a orquiectomia ou a morte do reprodutor. A colheita utilizando o
eletroejaculador é o método de elei¢do para os felinos selvagens e para a maioria dos gatos domésticos, uma vez
que o animal deve ser anestesiado e ndo ha necessidade de treinamento prévio. O protocolo de estimulos
elétricos mais utilizado consiste em trés séries de estimulos (30, 30 e 20) de 2 a 6 volts, com descanso entre as
series de 5 min, o equipamento utilizado deve ser adaptado para espécie, com voltagem maxima de 12V e probes
retais que variam de acordo com o porte do animal (Howard et al., 1990), diferentes protocolos anestésicos como
a cetamina isolada ou associada com a medetomidina, ou protocolos com associa¢do de zolazepan, tiletamina e
morfina séo descritos (Martins et al., 2011; Silva et al., 2011; Ackermann et al., 2013). A contaminac&o por urina
pode ocorrer quando altas voltagens (8 V) sdo aplicadas ou quando a probe e eletrodos estdo posicionados
cranialmente ao local ideal (Howard, 1993). Os protocolos anestésicos utilizados podem promover o
relaxamento do colo vesical, facilitando a contaminagéo por urina. Essa contaminagao causa rapida e irreversivel
perda de motilidade dos espermatozoides (Goodrowe et al., 1989). Para a utilizacdo da vagina artificial na
colheita de sémen de gatos, é necessario um periodo de treinamento de 2 a 3 semanas, 0 qual normalmente 60 a
70% dos animais respondem (Sojka et al., 1970). Geralmente sdo utilizadas fémeas em estro, mas pode ser feito
o treinamento do macho com uma fémea castrada ou no, que aceite a monta ou um manequim de pelicia. E um
método de coleta que apresenta grande aplicabilidade em colbdnias de pesquisa, quando colheitas seriadas sdo
necessarias. A cateterizacdo uretral € uma técnica de colheita dos espermatozoides felinos, que consiste na
introducdo de uma sonda uretral fina apds a sedacdo do animal com 130 a 140 pg/kg medetomidina (agonista de
receptor 02), via intramuscular, que permite a eliminacdo uretral de espermatozoides sem que haja ejaculacéo
completa. As desvantagens desse método sdo a necessidade de sedacdo do macho e o volume obtido de
aproximadamente 20 pL (Zambelli et al., 2008).

Avaliacdo espermética

Apos a colheita, as avaliagdes microscépicas devem incluir a analise da motilidade espermatica, vigor,
concentracdo e morfologia espermdtica. O movimento espermatico pode ser avaliado por método
computadorizado (CASA - Computer Assisted Sperm Analysis), o qual avalia a motilidade total e progressiva,
velocidade espermatica, amplitude de deslocamento lateral de cabega, frequéncia de batimentos, retilinearidade,
linearidade do movimento, coeficiente de oscilacdo e espermatozoides rapidos. Baseados nos pardmetros
avaliados sdo calculados o indice de movimento e o indice de velocidade espermética (NUfiez-Martinez et al.,
2006). A avaliacdo da morfologia espermatica permite determinar a porcentagem de células com defeitos
maiores, menores e totais. Alguns gatos domésticos e muitas espécies de felideos selvagens possuem altas
proporc¢des de espermatozoides anormais, quando essa porcentagem é acima de 60% sdo classificados como
teratospérmicos, e apresentam maior susceptibilidade da membrana plasmética aos danos induzidos pela
criopreservacdo. As anormalidades espermaticas mais frequentes em amostras seminais de gatos domésticos sao:
macrocefalia, microcefalia, formas duplas, cauda fortemente enrolada ou dobrada, peca intermediaria dobrada,
gota citoplasmatica proximal ou distal e cabeca isolada (Johnston et al., 2001). Poucos estudos tém sido
realizados com a avaliacdo do plasma seminal de felinos e a influéncia dos microelementos na qualidade
espermatica; acredita-se que as concentragdes de Se e Zn possam predizer a qualidade espermatica nessa espécie
(Villaverde et al., 2014). Avaliagdes complementares, realizadas principalmente experimentalmente incluem
integridade da membrana espermética e acrossomal, fragmentacdo de DNA, capacitacdo espermatica,
peroxidagdo lipidica, indice de apoptose, teste de ligacdo/penetracdo espermatica em odcitos e fertilizagdo in
vitro.

Criopreservacgdo sémen

As opcOes para criopreservacdo do sémen, que permitem o transporte das células em baixas
temperaturas sdo: refrigeragdo (entre 4 a 15°C) ou congelagdo (-196°C).

A refrigeracdo do sémen promove menor dano as células espermaticas, mas o periodo de
armazenamento é curto, aproximadamente 72 h a 5°C, sendo que nas primeiras 24 h ocorre a maioria dos danos
espermaticos, como a diminuicdo da motilidade e do vigor espermatico, aumento da proporcao de células com
alteragBes morfoldgicas. O processo de refrigeracdo pode ser dividido em cinco etapas: colheita, avaliacdo,
centrifugagdo, diluicdo e refrigeracdo. O diluente é o meio que fornece substrato para o metabolismo
espermatico, promove pressao osmotica adequada e concentracao de eletrolitos fisiologica, além de proteger a
membrana espermatica do choque térmico e reduzir os danos aos espermatozoides durante o processo de
criopreservacdo. As primeiras tentativas para prolongar a viabilidade espermética de felinos, datam da década de
70 (Platz et al., 1978), vérios protocolos para a congelacéo do sémen tém sido utilizados para os espermatozoides
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gjaculados (Wood et al., 1993; Tsutsui et al., 2000; Zambelli et al., 2002) ou epididimarios (Luvoni et al., 2003;
Tsutsui et al., 2003; Macente et al., 2012). Durante o processo de criopreservacao, a célula espermatica é exposta
a inimeros fatores estressantes, que podem estar ligados ao choque térmico durante o resfriamento do sémen, a
formacdo de cristais intracelulares de gelo ou ao choque osmdtico durante a congelacdo e descongelagdo, ou
ainda ao estresse ligado a adicdo e acdo do crioprotetor (Watson, 2000). As alteragdes semelhantes a capacitacdo,
derivadas do choque térmico, também causam altera¢do do padrdo de motilidade e podem culminar numa reacgao
acrossdémica “espontanea” inviabilizando a célula espermatica para fertilizacdo (Holt, 2000a; Muller, 2000). Na
analise ultraestrutural, o choque térmico é manifestado mais claramente por uma ruptura das membranas
acrossomais (Tebet, 2004). A membrana espermatica de felinos teratospérmicos apresenta maior susceptibilidade
aos danos induzidos pela refrigeracdo, maior sensibilidade ao estresse osmético, menor estabilidade do DNA,
menor capacidade de fertilizacdo apés a inje¢do espermatica intra-citoplasmatica, maior periodo para capacitacéo
espermatica e reagdo acrossomal in vitro (Pukazhenthi et al., 2001). Os catabdlicos produzidos pelo
metabolismo espermatico acarretam numa drastica redugdo do pH ocasionado pelo acimulo de acidos
laticos no meio extracelular, podendo provocar morte dos espermatozoides (Holt, 2000b). Portanto, a
adicdo de tampdes ao meio diluente para a manutencdo do balanco i6nico e do pH é imprescindivel (Holt,
2000b). Substancias tampao, como o citrato de sédio, TRIS (trishidroximetilaminometano) ou TES (acido N-
trishidroximetil-metil-2-aminometano-sulfénico) tém sido utilizados com sucesso na preservacdo de
gametas felinos (Pope et al., 1991; Tsutsui et al., 2000; Zambelli et al., 2002; Tebet , 2004). Mais recentemente,
foi realizado um estudo com a adicéo de lecitina de soja ao meio Tris, em substituicdo a gema de ovo, com bons
resultados pds-descongelagdo (Vick et al, 2012). O uso de meios diluidores comerciais, como o Botu-crio® e 0
Tryladyl para a congelacdo de espermatozoides felinos demonstraram ser uma op¢ao pratica e viavel (Macente et
al., 2012; Jiménez et al., 2013) A adicdo dos agentes crioprotetores ao meio diluente é essencial para a
sobrevivéncia das células espermaticas, pois promovem alteragdes das propriedades fisicas da solucdo,
minimizando os efeitos do processo de congelacdo/descongelacdo, embora essas substancias possam causar
danos as células Os agentes crioprotetores dependendo de seu peso molecular podem penetrar ou ndo a
membrana plasmatica (Watson, 2000; Holt, 2000b). O glicerol é o mais utilizado no meio diluente para a
congelagdo do sémen de felinos, estudos tém sido desenvolvidos em diferentes concentragdes: 4% (Platz et al.,
1978; Zambelli et al., 2002; Vick et al, 2012), 5% (Pope et al., 1991; Villaverde et al., 2013) e 7% (Tsutui et al.,
2000; 2003; Tebet, 2004). Acredita-se que os detergentes a base de SDS (dodecil sulfato de s6dio), como Equex
STM Paste® e Orvus ES Paste® (OEP), dissolvam as lipoproteinas da gema de ovo, aumentando o potencial de
penetracdo das mesmas na membrana plasmatica, aumentando a sua acdo protetora (Holt, 2000a). A adi¢do de
Equex STM Paste® ao meio diluente, utilizado para a criopreservagdo de espermatozoides epididimarios,
aumentou a porcentagem de acrossomos intactos apds a descongela¢do, embora tenha reduzido a longevidade
dessas células quando incubadas in vitro (Axnér et al., 2004). A peroxidacdo dos lipidios, observada nos
processos de refrigeragdo e congelacdo, pode induzir danos diretos ou mudangas na estrutura e fluidez das
membranas espermaticas, causando rapida e irreversivel perda da motilidade (Holt, 2000b). Em relagdo as taxas
de refrigeracdo, existem informagfes contraditérias na literatura, as taxas mais lentas de refrigeracdo (0,2 a
0,5°C/ min) foram propostas para minimizar os danos causados as membranas plasmaticas e acrossomais
(Pukazhenthi et al., 1999). Entretanto, Zambelli et al. (2002), ap6s testarem cinco taxas para congelacao,
observaram que a menor taxa utilizada (3,85°C/min) proporcionou os melhores resultados de motilidade e
porcentagem de acrossomos normais, enquanto que Tebet et al. (2004), utilizando taxas rapidas de congelacéo
obtiveram resultados semelhantes, motilidade espermatica média de 62%. A congelacao espermatica ultrarrapida
pode ser uma alternativa barata e mais rapida do que o processo de congelacdo tradicional, proporcionando a
criopreservacdo de espermatozoides de epididimo de gato, para serem utilizado para ICSI ou fertilizag¢do in vitro
(Vizuete et al., 2014).

A descongelagdo das palhetas de 0,25 mL preconizada é por imersdo em banho-maria & 37°C por 30 s
(Tsutsui et al., 2000, 2003; Zambelli et al., 2002). Embora Tebet (2004) utilizando 46°C por 15 s obtiveram bons
resultados de motilidade pds-descongelacdo (média de 62%). Ao realizar a congelacdo ultrarrapida, a
descongelacdo indicada é a imersdo de parte da palheta numa solucéo tampdo de DPBS com 1% de BSA a 65°C
durante 5 min.

Considerac6es finais

A criopreservacdo espermatica de felinos ainda € um desafio a comunidade cientifica nacional e
internacional, pois os resultados atuais sdo inconsistentes. As dificuldades ocorrem desde a colheita de sémen de
felinos domésticos e selvagens até ao processo efetivo de criopreservagdo das células espermaticas. Pesquisas
tém sido desenvolvidas com a finalidade de determinar as melhores curvas de refrigeracdo, de
congelagdo/descongelacdo, entretanto, os melhores resultados obtidos ainda ndo proporcionam altas taxas de
gestacdo, que ndo sejam por meio da inseminacdo intrauterina ou intratubarica. Em muitos estudos a viabilidade
espermatica pds-descongelacéo permitem somente a realizagdo de fertilizagdo in vitro. Portanto, maiores estudos
devem ser conduzidos para que a criopreservacdo de sémen de felinos se torne uma biotecnologia
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economicamente aplicavel.
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