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Resumo 

 
O sêmen congelado pode ser armazenado indefinidamente, e transportado a longas distâncias, para o 

uso em biotecnologias reprodutivas, aumentando a possibilidade de conservação de espécies ameaçadas de 
extinção. O método de eleição para colheita de sêmen em felídeos é a eletroejaculação, que pode ser realizada no 
felino anestesiado com segurança. Pesquisas são necessárias para determinar as melhores curvas de refrigeração, 
de congelação/descongelação pois devido a danos na membrana plasmática e acrossomal, na maioria das vezes 
ocorre a redução na qualidade do sêmen após a descongelação, e os melhores resultados obtidos ainda não 
fornecem altas taxas de gestação.  
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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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Introdução 
 

A conservação das espécies está intrinsecamente ligada à manutenção da variabilidade genética. A 
idealização do Banco Genômico, onde são armazenados materiais biológicos de cunho genético, é uma tentativa 
de minimizar este caminho destrutivo (Wildt, 1992; Leibo e Songsasen, 2002). O número de exemplares e a 
disposição geográfica dos animais selvagens em cativeiros são fatores limitantes à pesquisa, e por este motivo, o 
gato doméstico assumiu um papel importante como modelo experimental para a compreensão da fisiologia 
reprodutiva e utilização de biotécnicas reprodutivas em felídeos (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 ameaçadas de extinção, e embora 
nas últimas décadas muitos estudos tenham sido desenvolvidos, ainda não se dispõe de um modelo ideal para a 
criopreservação do sêmen. Os felinos domésticos são capazes de produzir espermatozoides viáveis, com 
motilidade espermática progressiva durante o ano todo, embora estudos tenham demonstrado haver influencia 
sazonal sobre a espermatogênese (Spindler e Wildt, 1999; Martins et al., 2011). A criopreservação de sêmen em 
felinos ainda é um grande desafio, devido à queda inaceitável na qualidade do sêmen após a descongelação, 
devido aos danos causados na membrana plasmática e acrossomal, principalmente se considerarmos que muitos 
animais são teratospérmicos, isto é, 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 
espermática mais frágil ao estresse térmico. O conhecimento da resposta de células espermáticas felinas às várias 
condições estressantes da criopreservação é necessário para a formulação de protocolos de congelação mais 
apropriados. A determinação da força de centrifugação, taxas de refrigeração e de congelação, concentrações de 
crioprotetores, tipos de diluentes e técnicas de armazenamento que sejam mais apropriados, também é 
importante para o sucesso na preservação dessas células.  
São dois os métodos de criopreservação de sêmen: a refrigeração e a congelação. A refrigeração consiste na 
manutenção do sêmen a 4 ou 5°C, após a diluição em meio extensor (Harris et al., 2001, 2002). É o método 
indicado para utilização em biotécnicas reprodutivas, quando o transporte do sêmen pode ser em questão de 
horas ou até poucos dias. A congelação espermática em nitrogênio líquido é o segundo método, é a forma de 
armazenamento de eleição para integrar o Banco de Recursos Genéticos. O sêmen congelado tem um grande 
potencial para conservação, já que pode ser armazenado por tempo indeterminado e transportado a qualquer 
distância para utilização em biotécnicas reprodutivas.  
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Colheita de sêmen 
 

A primeira etapa para a criopreservação espermática é colheita de sêmen, em felinos pode ser utilizada a 
eletroejaculação, a vagina artificial, a cateterização uretral, lavagem da vagina pós-coito e ainda a recuperação 
espermática da cauda de epidídimo, após a orquiectomia ou a morte do reprodutor. A colheita utilizando o 
eletroejaculador é o método de eleição para os felinos selvagens e para a maioria dos gatos domésticos, uma vez 
que o animal deve ser anestesiado e não há necessidade de treinamento prévio. O protocolo de estímulos 
elétricos mais utilizado consiste em três séries de estímulos (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 máxima 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 associação de zolazepan, tiletamina e 
morfina são descritos (Martins et al., 2011; Silva et al., 2011; Ackermann et al., 2013). A contaminação por urina 
pode ocorrer quando altas voltagens (8 V) são aplicadas ou quando a probe e eletrodos estão posicionados 
cranialmente ao local ideal (Howard, 1993). Os protocolos anestésicos utilizados podem promover o 
relaxamento do colo vesical, facilitando a contaminação por urina. Essa contaminação causa rápida e irreversível 
perda de motilidade dos espermatozoides (Goodrowe et al., 1989). Para a utilização da vagina artificial na 
colheita de sêmen de gatos, é necessário um período de treinamento de 2 a 3 semanas, o qual normalmente 60 a 
70% dos animais respondem (Sojka et al., 1970). Geralmente são utilizadas fêmeas em estro, mas pode ser feito 
o treinamento do macho com uma fêmea castrada ou não, que aceite a monta ou um manequim de pelúcia. É um 
método de coleta que apresenta grande aplicabilidade em colônias de pesquisa, quando colheitas seriadas são 
necessárias. A cateterização uretral é uma técnica de colheita dos espermatozoides felinos, que consiste na 
introdução de uma sonda uretral fina após a sedação do animal com 130 a 140 μg/kg medetomidina (agonista de 
receptor α2), via intramuscular, que permite a eliminação uretral de espermatozoides sem que haja ejaculação 
completa. As desvantagens desse método são a necessidade de sedação do macho e o volume obtido de 
aproximadamente 20 μL (Zambelli et al., 2008).  
 

Avaliação espermática 
 

Após a colheita, as avaliações microscópicas devem incluir a análise da motilidade espermática, vigor, 
concentração e morfologia espermática. O movimento espermático pode ser avaliado por método 
computadorizado (CASA - Computer Assisted Sperm Analysis), o qual avalia a motilidade total e progressiva, 
velocidade espermática, amplitude de deslocamento lateral de cabeça, frequência de batimentos, retilinearidade, 
linearidade do movimento, coeficiente de oscilação e espermatozoides rápidos. Baseados nos parâmetros 
avaliados são calculados o índice de movimento e o índice de velocidade espermática (Núñez-Martinez et al., 
2006). A avaliação da morfologia espermática permite determinar a porcentagem de células com defeitos 
maiores, menores e totais. Alguns gatos domésticos e muitas espécies de felídeos selvagens possuem altas 
proporções de espermatozoides anormais, quando essa porcentagem é acima de 60% são classificados como 
teratospérmicos, e apresentam maior susceptibilidade da membrana plasmática aos danos induzidos pela 
criopreservação. As anormalidades espermáticas mais frequentes em amostras seminais de gatos domésticos são: 
macrocefalia, microcefalia, formas duplas, cauda fortemente enrolada ou dobrada, peça intermediária dobrada, 
gota citoplasmática proximal ou distal e cabeça isolada (Johnston et al., 2001). Poucos estudos têm sido 
realizados com a avaliação do plasma seminal de felinos e a influência dos microelementos na qualidade 
espermática; acredita-se que as concentrações de Se e Zn possam predizer a qualidade espermática nessa espécie 
(Villaverde et al., 2014). Avaliações complementares, realizadas principalmente experimentalmente incluem 
integridade da membrana espermática e acrossomal, fragmentação de DNA, capacitação espermática, 
peroxidação lipídica, índice de apoptose, teste de ligação/penetração espermática em oócitos e fertilização in 
vitro.  
 

Criopreservação sêmen 
 

As opções para criopreservação do sêmen, que permitem o transporte das células em baixas 
temperaturas são: refrigeração (entre 4 a 15°C) ou congelação (-196°C).  

A refrigeração do sêmen promove menor dano às células espermáticas, mas o período de 
armazenamento é curto, aproximadamente 72 h a 5°C, sendo que nas primeiras 24 h ocorre a maioria dos danos 
espermáticos, como a diminuição da motilidade e do vigor espermático, aumento da proporção de células com 
alterações morfológicas. O processo de refrigeração pode ser dividido em cinco etapas: colheita, avaliação, 
centrifugação, diluição e refrigeração. O diluente é o meio que fornece substrato para o metabolismo 
espermático, promove pressão osmótica adequada e concentração de eletrólitos fisiológica, além de proteger a 
membrana espermática do choque térmico e reduzir os danos aos espermatozóides durante o processo de 
criopreservação. As primeiras tentativas para prolongar a viabilidade espermática de felinos, datam da década de 
70 (Platz et al., 1978), vários protocolos para a congelação do sêmen têm sido utilizados para os espermatozoides 
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ejaculados (Wood et al., 1993; Tsutsui et al., 2000; Zambelli et al., 2002) ou epididimários (Luvoni et al., 2003; 
Tsutsui et al., 2003; Macente et al., 2012). Durante o processo de criopreservação, a célula espermática é exposta 
a inúmeros fatores estressantes, que podem estar ligados ao choque térmico durante o resfriamento do sêmen, à 
formação de cristais intracelulares de gelo ou ao choque osmótico durante a congelação e descongelação, ou 
ainda ao estresse ligado à adição e ação do crioprotetor (Watson, 2000). As alterações semelhantes a capacitação, 
derivadas do choque térmico, também causam alteração do padrão de motilidade e podem culminar numa reação 
acrossômica “espontânea” inviabilizando a célula espermática para fertilização (Holt, 2000a; Muller, 2000). Na 
análise ultraestrutural, o choque térmico é manifestado mais claramente por uma ruptura das membranas 
acrossomais (Tebet, 2004). A membrana espermática de felinos teratospérmicos apresenta maior susceptibilidade 
aos danos induzidos pela refrigeração, maior sensibilidade ao estresse osmótico, menor estabilidade do DNA, 
menor capacidade de fertilização após a injeção espermática intra-citoplasmática, maior período para capacitação 
espermática e reação acrossomal in vitro (Pukazhenthi et al., 2001). Os catabólicos produzidos pelo 
metabolismo espermático acarretam numa drástica redução do pH ocasionado pelo acúmulo de ácidos 
láticos no meio extracelular, podendo provocar morte dos espermatozoides (Holt, 2000b). Portanto, a 
adição de tampões ao meio diluente para a manutenção do balanço iônico e do pH é imprescindível (Holt, 
2000b). Substâncias tampão, como o citrato de sódio, TRIS (trishidroximetilaminometano) ou TES (ácido N-
trishidroximetil-metil-2-aminometano-sulfônico) têm sido utilizados com sucesso na preservação 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 adição de lecitina de soja ao meio Tris, em substituição a gema de ovo, com bons 
resultados pós-descongelação (Vick et al, 2012). O uso de meios diluidores comerciais, como o Botu-crio® e o 
Tryladyl para a congelação de espermatozoides felinos demonstraram ser uma opção prática e viável (Macente et 
al., 2012; Jiménez et al., 2013) A adição dos agentes crioprotetores ao meio diluente é essencial para a 
sobrevivência das células espermáticas, pois promovem alterações das propriedades físicas da solução, 
minimizando os efeitos do processo de congelação/descongelação, embora essas substâncias possam causar 
danos às células Os agentes crioprotetores dependendo de seu peso molecular podem penetrar ou não a 
membrana plasmática (Watson, 2000; Holt, 2000b). O glicerol é o mais utilizado no meio diluente para a 
congelação do sêmen de felinos, estudos têm sido desenvolvidos em diferentes concentrações: 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 sódio), como Equex 
STM Paste® e Orvus ES Paste® (OEP), dissolvam as lipoproteínas da gema de ovo, aumentando o potencial de 
penetração das mesmas na membrana plasmática, aumentando a sua ação protetora (Holt, 2000a). A adição de 
Equex STM Paste® ao meio diluente, utilizado para a criopreservação de espermatozoides epididimários, 
aumentou a porcentagem de acrossomos intactos após a descongelação, embora tenha reduzido a longevidade 
dessas células quando incubadas in vitro (Axnér et al., 2004). A peroxidação dos lipídios, observada nos 
processos de refrigeração e congelação, pode induzir danos diretos ou mudanças na estrutura e fluidez das 
membranas espermáticas, causando rápida e irreversível perda da motilidade (Holt, 2000b). Em relação às taxas 
de refrigeração, existem informações contraditórias na literatura, as taxas mais lentas de refrigeração (0,2 a 
0,5ºC/ min) foram propostas para minimizar os danos causados às membranas plasmáticas e acrossomais 
(Pukazhenthi et al., 1999). Entretanto, Zambelli et al. (2002), após testarem cinco taxas para congelação, 
observaram que a menor taxa utilizada (3,85ºC/min) proporcionou os melhores resultados de motilidade e 
porcentagem de acrossomos normais, enquanto que Tebet et al. (2004), utilizando taxas rápidas de congelação 
obtiveram resultados semelhantes, motilidade espermática média de 62%. A congelação espermática ultrarrápida 
pode ser uma alternativa barata e mais rápida do que o processo de congelação tradicional, proporcionando a 
criopreservação de espermatozoides de epidídimo de gato, para serem utilizado para ICSI ou fertilização in vitro 
(Vizuete et al., 2014).  

A descongelação das palhetas de 0,25 mL preconizada é por imersão em banho-maria à 37ºC por 30 s 
(Tsutsui et al., 2000, 2003; Zambelli et al., 2002). Embora Tebet (2004) utilizando 46ºC por 15 s obtiveram bons 
resultados de motilidade pós-descongelação (média de 62%). Ao realizar a congelação ultrarrápida, a 
descongelação indicada é a imersão de parte da palheta numa solução tampão de DPBS com 1% de BSA a 65ºC 
durante 5 min.  
 

Considerações finais 
 

A criopreservação espermática de felinos ainda é um desafio à comunidade cientifica nacional e 
internacional, pois os resultados atuais são inconsistentes. As dificuldades ocorrem desde a colheita de sêmen de 
felinos domésticos e selvagens até ao processo efetivo de criopreservação das células espermáticas. Pesquisas 
têm sido desenvolvidas com a finalidade de determinar as melhores curvas de refrigeração, de 
congelação/descongelação, entretanto, os melhores resultados obtidos ainda não proporcionam altas taxas de 
gestação, que não sejam por meio da inseminação intrauterina ou intratubárica. Em muitos estudos a viabilidade 
espermática pós-descongelação permitem somente a realização de fertilização in vitro. Portanto, maiores estudos 
devem ser conduzidos para que a criopreservação de sêmen de felinos se torne uma biotecnologia 
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economicamente aplicável.  
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