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Resumo 

 
A criopreservação do sêmen felino possui aplicação direta em programas de reprodução assistida 

e na conservação de recursos genéticos. Além dos espermatozoides ejaculados, a recuperação epididimária 
possibilita o aproveitamento de gametas viáveis em situações como castração eletiva ou morte súbita, 
ampliando as estratégias de preservação genética. No entanto, os espermatozoides felinos apresentam 
elevada sensibilidade ao estresse osmótico e térmico durante o processo de criopreservação, o que pode 
comprometer a motilidade e a integridade estrutural. A avaliação in vitro é essencial para a predição da 
qualidade reprodutiva; entretanto, métodos convencionais nem sempre refletem o real estado funcional das 
células espermáticas, podendo resultar na perda de informações relevantes. Nesse contexto, esta revisão 
destaca a importância da incorporação de abordagens mais avançadas na avaliação espermática, visando 
aprimorar a eficiência dos protocolos de criopreservação em felinos de modo a contribuir para o avanço da 
reprodução tanto de espécimes de companhia quanto das estratégias de conservação de espécies ameaçadas 
de extinção. 
 
Palavras-chave: Sistema CASA, biotecnologia do sêmen, subpopulações espermáticas, análise 
proteômica, gato doméstico. 
 

Abstract 
 

Cryopreservation of feline semen has direct applications in assisted reproduction programs and the 
conservation of genetic resources. In addition to ejaculated spermatozoa, epididymal recovery enables the 
use of viable gametes in situations such as elective castration or sudden death, thereby expanding strategies 
for genetic preservation. However, feline spermatozoa exhibit high sensitivity to osmotic and thermal stress 
during the cryopreservation process, which may compromise motility and structural integrity. In vitro 
evaluation is essential for predicting reproductive quality; however, conventional methods do not always 
reflect the actual functional status of sperm cells, potentially leading to the loss of relevant information. 
Accordingly, this review highlights the importance of incorporating more advanced approaches in sperm 
evaluation, aiming to improve the efficiency of cryopreservation protocols in felines and to contribute to 
advances in reproduction, both in companion animals and in conservation strategies for endangered species. 
 

Keywords: Computer-assisted sperm analysis (CASA), semen biotechnology, sperm subpopulations, 
proteomic analysis, domestic cat. 
 

Introdução 
 

O gato doméstico (Felis catus) tem sido amplamente utilizado como modelo experimental para 
estudos reprodutivos em felídeos selvagens, devido às similaridades fisiológicas e reprodutivas, o que 
permite que protocolos sejam adaptados para estratégias de conservação genética e reprodução assistida 
(Prochowska e Nizański, 2017, Bashawat et al., 2023, Santos e Silva, 2023). Nesse contexto, a 
criopreservação de espermatozoides destaca-se como uma importante biotecnologia, pois possibilita a 
conservação de gametas por longos períodos (Chatdarong, 2017). 

Em felinos, os efeitos da criopreservação são variáveis (Buranaamnuay, 2017, Brusentsev et al., 
2018), principalmente devido à elevada incidência de teratospermia; que aumenta a suscetibilidade das 
células espermáticas às crioinjúrias (Pukazhenthi et al., 2006). Sob essas condições, as alterações 
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osmóticas, choque térmico e/ou estresse oxidativo durante o processo podem comprometer a viabilidade 
e a capacidade fecundante (Cheuquemán et al., 2018). 

A avaliação in vitro dos espermatozoides é fundamental para predizer a qualidade reprodutiva do 
animal, pois permite estimar os danos causados aos gametas pela criopreservação e para a escolha do 
protocolo, diluente e o crioprotetor mais adequado e eficiente à proteção da célula (Cardoso et al., 2010). 
Na análise do sêmen, inclui-se: a avaliação da morfologia e da morfometria espermática, as quais 
fornecem informações importantes que podem se correlacionar com a fertilidade (De Paz et al., 2011) e a 
criorresistência (Ramón et al., 2013); e a análise computadorizada do sêmen (Computer- Assisted Semen 
Analysis- CASA), que é capaz de aferir inúmeros parâmetros cinemáticos (Verstegen et al., 2002, 
Kathiravan et al., 2011). 

Sabe -se que o ejaculado do mamífero é heterogêneo, composto por subpopulações espermáticas, 
com diferentes padrões de motilidade (Quintero-Moreno et al., 2003). Embora o sistema CASA permita a 
análise da cinemática das células espermáticas e o registro individual das trajetórias celulares, são utilizados 
valores médios desses parâmetros, assumindo que o ejaculado é uniforme, o que causa perda de 
informações importantes (Amann e Waberski, 2014, Barbas et al., 2018). Nesse sentido, estudos que 
identifiquem as subpopulações são relevantes, visto que, sua distribuição pode estar relacionada às 
alterações fisiológicas das células, à variabilidade individual do macho, a fertilidade e à resposta aos 
processos de criopreservação (Núñez-Martínez et al., 2006, Souza et al., 2018). 

Pesquisas indicam que a associação de diferentes técnicas proporciona uma avaliação mais 
precisa da fertilidade espermática (Gliozzi et al., 2017; Simonik et al.,2015). Desta forma, abordagens de 
análise molecular do sêmen, como o estudo das proteínas espermáticas, têm sido associados a taxas de 
fertilidade, contribuindo de forma relevante para seleção de animais em biotecnologias reprodutivas 
(Sergeant et al., 2019). 
 

Avaliação espermática convencional 
 

A primeira etapa para avaliação e criopreservação espermática é a colheita do sêmen, cujos 
métodos em felinos são diversos e dependentes das competências do técnico, de materiais disponíveis e 
das características comportamentais do macho (Carneiro e Motheo, 2023). Nesta espécie, a colheita 
apresenta muitos desafios, uma vez que o volume do ejaculado é baixo e a amostra colhida precisa ser 
suficientemente preservada para a análise espermática, inseminação ou criopreservação (Johnson, 2018). 

Dentre os métodos de colheita espermática estão descritos, a eletroejaculação (Souza et al., 
2018), vagina artificial (Villaverde et al., 2013), ejaculação farmacológica (Hidalgo et al., 2023, 2026) e 
colheita dos espermatozoides da cauda do epidídimo (Toyonaga; Tsutsui, 2012, Hidalgo et al., 2026). 

A avaliação in vitro dos espermatozoides desempenha um papel fundamental na predição da 
qualidade reprodutiva do animal. Isso permite, ao implementar as biotecnologias reprodutivas estimar os 
danos aos gametas durante as etapas de criopreservação, permitindo a seleção do protocolo, diluente e/ou 
crioprotetor que ofereça melhor proteção à célula (Cardoso et al., 2010). 

A morfologia espermática é um dos principais parâmetros relacionados à fertilidade, refletindo 
características genéticas e o potencial fecundante, e apresenta correlação positiva com a motilidade 
(Arruda et al., 2015). Em felinos é comum a ocorrência de teratozoospermia, caracterizada por mais de 
60% de células anormais e redução da qualidade seminal fora da estação reprodutiva (Prochowska; 
Partyka; Niżański, 2021). A avaliação morfológica é realizada por meio de esfregaços corados ou 
microscopia DIC, com a análise de 200 células, e classificação dos defeitos em maiores e menores 
conforme seu impacto funcional (Arruda et al., 2011, 2015, CBRA, 2013). 

A viabilidade espermática, especialmente relacionada à integridade da membrana plasmática, é 
outro parâmetro essencial, pois está diretamente envolvida na homeostase celular, capacitação, apoptose 
e fecundação (Naresh e Atreja, 2015). Essa avaliação pode ser realizada por diferentes métodos, como 
sondas fluorescentes, teste hiposmótico e coloração vital, com eosina/nigrosina, sendo esta última 
amplamente utilizada como complemento às análises de rotina (Arruda et al., 2011). 

Inicialmente, a avaliação do movimento espermático era realizada de forma subjetiva, com a 
motilidade sendo classificada em porcentagem (0 a 100%) e o vigor avaliado em uma escala de 0 a 5 
(CBRA, 2013). Para reduzir a subjetividade na avaliação da motilidade espermática, adotou-se o uso da 
análise computadorizada de sêmen (sistema CASA) que permite a identificação da cinética espermática e 
o registro individual de sua trajetória. Os principais parâmetros analisados pelo sistema CASA incluem: 
motilidade total (TM-%); motilidade progressiva (PM-%); velocidade média do trajeto (VAP-μm/s); 
velocidade em linha reta (VSL-μm/s); velocidade curvilinear (VCL-μm/s); amplitude de deslocamento 
lateral de cabeça (ALH-μm); frequência de batimentos cruzados flagelares (BCF-Hz); retilinearidade 
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(STR-%), resulta da relação entre VSL e VAP; linearidade (LIN-%) é a razão entre VSL e VCL 
(Kathiravan et al., 2011; Simonik et al., 2015). No entanto, as análises estatísticas aplicadas aos dados do 
sistema CASA geralmente se baseiam em valores médios obtidos de trajetórias de espermatozoides, o que 
pode mascarar os efeitos de diferentes tratamentos e desconsiderar a heterogeneidade intrínseca do 
ejaculado (Amann e Waberski, 2014, Barbas et al., 2018). 
 

Análise de subpopulações espermáticas 
 

Por muitos anos, o ejaculado foi considerado uma população celular homogênea; no entanto, 
evidências compiladas nas últimas décadas mostraram que um único ejaculado é composto por 
subpopulações distintas de espermatozoides. Essas subpopulações refletem espermatozoides em 
diferentes estados fisiológicos, que, por sua vez, modulam suas respostas funcionais às condições 
ambientais e aos desafios relacionados ao armazenamento (Quintero-Moreno et al., 2003, Souza et al., 
2018). 

Como descrito, as análises fornecidas pelo sistema CASA são baseadas em valores médios da 
cinemática espermática, não levando em consideração a variabilidade intrínseca do ejaculado (Amann e 
Waberski, 2014, Barbas et al., 2018). Para identificar todas as informações relevantes com mais acurácia, 
estudos propuseram o uso de softwares específicos e procedimentos estatísticos multivariados para 
compreender de forma mais detalhada o ejaculado das espécies, fornecendo dados significativos sobre as 
características biológicas do espermatozoide e as alterações comparando espécies (Vicente-Fiel et al., 
2013), técnicas de colheita de sêmen (Vázquez et al., 2015) e mudanças nas características dessas células 
após a criopreservação (Núñez-Martínez et al., 2006, Souza et al., 2018). 

Em estudo recente com felinos, Hidalgo e colaboradores (dados não publicados) observaram que, 
tanto espermatozoides provenientes da cateterização uretral quanto do epidídimo, a fresco, apresentaram 
a maior porcentagem da subpopulação 1 (61%- espermatozoides rápidos e lineares, baixo ALH), enquanto 
após a criopreservação houve predominância da subpopulação 3 (ejaculados: 47% e epidídimo: 77% - 
espermatozoides lentos e não lineares, baixo ALH). De modo geral, a criopreservação induziu alterações 
nos padrões cinemáticos dos espermatozoides em ambos os métodos de colheita. No entanto, os 
espermatozoides epididimários apresentaram uma maior mudança pós- descongelação em direção ao SP3, 
indicando maior suscetibilidade dos espermatozoides epididimários a danos induzidos pela 
criopreservação. 
 

Análise proteômica 
 

O sucesso da fertilização não pode ser atribuído apenas ao número absoluto de espermatozoides 
viáveis, móveis ou morfologicamente normais, mas depende mais da competência funcional do 
espermatozoide (Sergeant et al., 2019, Carracedo et al., 2022; Prochowska; Eberhardt; Niżański, 2024). 

Nos últimos anos, a pesquisa proteômica trouxe novas percepções sobre os processos específicos 
do espermatozoide, permitindo uma avaliação mais precisa da fertilidade no macho. Como resultado, 
muitos biomarcadores proteicos que revelam diferenças entre baixa e alta qualidade do sêmen e, 
consequentemente, entre indivíduos inférteis e férteis foram identificados (Sergeant et al., 2019, Almeida 
et al., 2022). 

A proteína AKAP4 (proteína de ancoragem da quinase A) e seu precursor, proAKAP4, destacam-
se como a principal proteína estrutural e funcional da bainha fibrosa do espermatozoide e estão localizados 
na parte principal do flagelo (Sergeant et al., 2019, Carracedo et al., 2022). A bainha fibrosa influencia o 
grau de flexibilidade, o plano de movimento flagelar e o tipo de batimento flagelar (Vijayaraghavan et al., 
1999). 

Em felinos, a concentração de proAKAP4 foi maior em espermatozoides ejaculados (30,43 ± 
3,45 ng/mL; 15,26–59,18) em comparação aos epididimários (20,51 ± 1,87 ng/mL; 12,15–35,36) (p = 
0,004). Nos ejaculados, observou-se correlação com TM (r² = 0,660; p < 0,001) e Dance (r² = 0,266; p = 
0,049), enquanto nos epididimários houve associação com motilidade total (r² = 0,668; p < 0,001) e 
espermatozoides imóveis (r² = 0,74; p = 0,003). Esses resultados indicam que a proAKAP4 está 
relacionado aos parâmetros cinemáticos após a criopreservação, sendo um biomarcador promissor da 
motilidade espermática felina (Hidalgo et al., 2026). 

Além da avaliação da proteína AKAP4, estudos proteômicos contribuem para a compreensão do 
papel de proteínas individuais em vários estágios da maturação espermática epididimária, capacitação, 
reação acrossômica e fusão espermatozoide-oócito (Mogielnicka-Brzozowska et al., 2020). Em felinos, 
Hidalgo e colaboradores (dados não publicados), ao investigarem o proteoma espermático, identificaram 
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337 proteínas em amostras de ejaculado e epidídimo, sendo 88 proteínas comum entre os grupos. A análise 
de enriquecimento da ontologia gênica (função molecular) revelou predominância de proteínas 
relacionadas à ligação de pequenas moléculas no ejaculado, enquanto, nas amostras epididimárias, 
observou-se associação com múltiplas funções, destacando-se aquelas relacionadas à ligação de 
nucleotídeos e ribonucleotídeos. As proteínas em maior abundância no ejaculado em comparação com o 
epidídimo foram as estruturais. Em contrapartida, as proteínas encontradas em menor abundância no 
ejaculado foram aquelas associadas a processos mediados por cálcio, como motilidade espermática, morte 
celular e liberação hormonal; ligação ao ATP; espermatogênese; transporte de proteínas; processos 
catabólicos e transcrição. 

Esses dados fornecem subsídios à caracterização funcional das proteínas nos processos 
biológicos, ampliando as perspectivas de sua aplicação como biomarcadores de fertilidade, bem como no 
aprimoramento de técnicas de criopreservação. 
 

Considerações finais 
 

A criopreservação do sêmen felino é uma ferramenta essencial para a reprodução assistida e 
conservação genética; contudo, sua eficiência ainda é limitada pela sensibilidade espermática e pela 
elevada incidência de teratozoospermia. Embora as avaliações espermáticas convencionais sejam 
amplamente utilizadas, sua abordagem baseada em valores médios não contempla a heterogeneidade do 
ejaculado, podendo ocultar informações relevantes. Nesse contexto, a análise de subpopulações 
espermáticas e a análise proteômica, ampliam a compreensão da funcionalidade espermática e 
possibilitam o aprimoramento dos protocolos de criopreservação e da predição da fertilidade em 
felinos. 
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