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RESUMO

O gato doméstico ¢ a Uinica espécie da familia Felidea sem risco ou iminéncia de extin¢do, diferente da maior parte
dos felinos selvagens. Desta forma, o desenvolvimento e aprimoramento de diferentes biotécnicas reprodutivas; ¢
essencial para a manutengdo da qualidade reprodutiva, tendo em vista a preservacao de espécies mais vulneraveis.
Além disso, as biotécnicas do sémen sdo para as tecnologias reprodutivas, como a inseminagao artificial (IA) e a
fertilizacdo in vitro (FIV). Sendo assim, o objetivo deste compilado bibliografico foi abordar as principais técnicas
de colheita, analise e preservacao de s€émen/espermatozoides felino, assim como o uso dessas células em IA e FIV.
Para a colheita do sémen felino, diferentes métodos t€m sido aplicados: ejaculagdo farmacoldgica, eletroejaculagéo
e vagina artificial. Em caso de 6bito do reprodutor, os espermatozoides recuperados do epididimo também
apresentam viabilidade reprodutiva. Ademais, a cinética espermatica avaliada pelo sistema CASA, a morfologia e
a morfometria sdo as principais analises que demonstram a qualidade espermatica e refletem na fertilidade do
ejaculado. O sistema CASA também avalia a trajetoria individual de cada espermatozoide, que ao se agrupar em
clusters, demonstra a heterogeneidade do ejaculado nas subpopulagdes. Contudo, os diluentes para a conservagao
e refrigeracdo dos espermatozoides felinos e as curvas de congelacdo ainda ndo estdo totalmente estabelecidos e
influenciam diretamente a viabilidade dos espermatozoides criopreservados. Diante disso, os resultados da
utilizagcdo do s€men felino apds criopreservagdo sdo inconsistentes, sendo necessarios mais estudos para elucidar
melhores curvas de congelacdo e meios de diluentes para viabilizar a preservagdo do material genético dos gatos.

Palavras-chave: Sistema CASA, gatos, biotecnologia do sémen, subpopulagdes espermaticas.

ABSTRACT

The domestic cat is the only species of the Felidea family without risk or imminence of extinction, unlike most wild
cats. Therefore, the development and improvement of different reproductive biotechnologies are essential for the
maintenance of reproductive quality for the preservation of the most vulnerable species. Furthermore, semen
biotechnologies are the basis for reproductive technologies such as artificial insemination (Al) and in vitro
fertilization (IVF). Thus, the objective of this bibliographic compilation was to approach the main techniques of
collection, analysis, and preservation of feline semen/sperm, as well as the use of these cells in AI and IVF. For
feline semen collection, different methods have been applied: pharmacological ejaculation, electroejaculation,
and artificial vagina. In case of death of the sire, sperm recovered from the epididymis also show reproductive
viability. Moreover, the sperm kinetics evaluated by the CASA system, the morphology, and the morphometry are
the main analyzes that demonstrate sperm quality and reflect on ejaculate fertility. The CASA system also evaluates
the individual path of each sperm, which, when grouped into clusters, demonstrates the heterogeneity of the
ejaculate in the subpopulations. However, diluents for the conservation and refrigeration of feline sperm and
freezing curves are not yet fully established and directly influence the viability of cryopreserved sperm. Therefore,
the results of using feline semen after cryopreservation are inconsistent, and further studies are needed to elucidate
better freezing curves and diluents to enable the preservation of the genetic material of cats.

Keywords: CASA system; cats; semen biotechnology, sperm subpopulations.

INTRODUCAO

O gato doméstico ¢ considerado modelo experimental para os felinos selvagens
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(PROCHOWSKA e NIZANSKI, 2017). Neste contexto, o desenvolvimento das biotécnicas
reprodutivas, como a criopreservagdo dos espermatozoides, permite a conservacao do material
genético por periodos indefinidos e sua posterior utilizagdo na reproducdo assistida
(CHATDARONG, 2017). Contudo, durante o processo de criopreservagdo, a célula
espermatica ¢ submetida a fatores estressantes que interferem na viabilidade espermatica
(CHEUQUEMAN et al., 2018). Frente a isso, é indispensavel o aprimoramento dos protocolos
e incremento dos diluentes comerciais ja utilizados com intuito de melhorar a qualidade
espermatica pos-descongelacdo, com destaque para o avango nos protocolos especificos para
espermatozoides provenientes do epididimo (BRUSENTSEYV et al., 2018; HERMANSSON e
AXNER, 2007).

A avaliagdo in vitro dos espermatozoides ¢ primordial na predicdo da qualidade
reprodutiva do animal (BATISTA e GUERRA, 2010), pois permite estimar os danos causados
aos gametas pela criopreservacao, bem como norteia a escolha do protocolo, do diluente e do
crioprotetor mais adequado e eficiente para a prote¢ao da célula (CARDOSO et al., 2010).
Dentro da analise do s€émen, inclui-se: a avaliagcdo da morfologia e da morfometria espermatica,
as quais fornecem informacdes importantes que podem se correlacionar com a fertilidade (DE
PAZ et al., 2011) e a criorresisténcia (RAMON et al., 2013); ¢ a anélise computadorizada do
sémen (Computer-Assisted Semen Analysis- CASA), que € capaz de aferir inumeros parametros
cinéticos (KATHIRAVAN et al., 2011; VERSTEGEN et al., 2002).

Sabe-se que o ejaculado do mamifero ¢ um composto heterogéneo com diferentes
subpopulagdes espermaticas, as quais apresentam respostas variadas quanto aos padrdes de
motilidade (QUINTERO-MORENO et al., 2003). Embora o sistema CASA permita a
identificacdo da cinética das células espermaticas e o registro individual de sua trajetoria,
geralmente sdo utilizados valores médios da cinética espermatica, assumindo que o ejaculado é
uniforme, o que causa perda de informagdes importantes (AMANN ¢ WABERSKI, 2014;
BARBAS et al., 2018). Assim, estudos que identifiquem as subpopulacdes sao relevantes, visto
que, a variagdo na prevaléncia das subpopulagdes pode estar relacionada as alteracdes
fisiologicas das células espermadticas e estar associada a varia¢do individual do macho, a
fertilidade e a resposta a criopreservagio (NUNEZ-MARTINEZ et al., 2006; SOUZA et al.,
2018).

Assim, este compilado literario visa abordar os principais métodos de colheita do
sémen de gatos domésticos; ressaltar as formas de preservagdo de espermatozoides felinos;
debater os diluentes para a refrigeracao e congelagdao de células espermaticas; e, finalmente
apresentar os resultados obtidos com uso do sémen felino preservado nas biotécnicas
reprodutivas.

DESENVOLVIMENTO

Coleta de sémen

A coleta de sémen, em felinos, apresenta muitos desafios dentro da reproducao
assistida, uma vez que o volume do ejaculado ¢ baixo ¢ a amostra colhida precisa ser
suficientemente preservada para a analise espermatica, inseminagdo ou criopreservagao
(JOHNSON, 2018).
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Dentre as opg¢des de coleta de sémen em felideos, a eletroejaculagdo ainda ¢ a técnica
mais aplicada. Para a realizagdo dessa técnica, diferentes protocolos de estimulos elétricos tém
sidos reportados (WILDT et al., 1983; HOWARD et al., 1981, 1990, 1993; MARTINS et al.,
2016), no entanto, o mais utilizado consiste na aplicacao de trés séries de estimulos (30, 30, 20)
de 2 a 6 volts, com intervalo de cinco minutos entre as séries (HOWARD, 1993). Em grandes
felinos, a ultima série de estimulos pode chegar a 6 volts, caso ndo consiga a coleta com
estimulos em 5 volts, entretanto, o risco de contaminagao por urina aumenta em altas voltagens
(PAZ et al., 2000). Uma variagdo de protocolo de eletroejaculacio foi descrita por Martins e
colaboradores (2016), em que 80 estimulos foram aplicados em 3 séries (30, 30, 20) de 2 a 3
volts, com descanso de cinco minutos entre as séries. Este protocolo demonstrou eficiéncia na
coleta de sémen em pequenos e grandes felinos utilizando estimulos de baixas voltagens, com
a vantagem de diminuir o risco de contaminag¢do por urina.

A eletroejaculacdo exige anestesia geral, equipamento especifico e treinamento da
equipe (MARTINS e JUSTINO, 2015). Desta forma, diversos protocolos anestésicos tém sido
descritos em gatos domésticos e grandes felideos, como: cloridrato de cetamina e xilazina
(MORAES et al., 2002); cetamina isolada ou associada a medetomidina (ZAMBELLI et al.,
2007; SOUZA et al., 2018); ou protocolos com associagdo de tiletamina e zolazepam
(MORAES et al., 2002; MORATO et al., 2002; TEBET et al., 2006) e zolazepam, tiletamina e
morfina (TEBET et al., 2006; SILVA et al., 2011; ACKERMANN et al., 2013). No entanto,
os farmacos podem provocar o relaxamento do colo vesical, e, quando sdo aplicadas altas
voltagens (8 volts), podem resultar em mic¢do e contaminagao do s€men (HOWARD, 1993;
JOHNSON, 2018). As diferentes associagoes em doses variaveis tornam dificil a comparagao
da eficiéncia entre os protocolos mais utilizados (SILVA et al., 2011), deste modo, a associagao
de tiletamina e zolazepam tem sido preconizada para a eletroejaculagao por ndo determinar
alteracdes significativas no ejaculado (PAZ, 2019).

A coleta do sémen com vagina artificial possui vantagens: tem baixo custo, pode ser
realizada em um macho nao anestesiado e permite que a ejaculacao seja completa (JOHNSON,
2018). No entanto, para a utilizacdo dessa técnica ¢ necessario um periodo de treinamento do
animal de duas a trés semanas, e, em alguns casos, até meses para que o animal se condicione
e consiga produzir ejaculados consistentes, o que ndao ocorre com todos os machos (JOHNSON,
2018). Geralmente, sdo utilizadas fémeas no estro, mas o macho também pode ser treinado com
uma gata submissa, castrada ou ndo, que aceite a monta, ou com um manequim de pelucia
(MARTINS e JUSTINO, 2015).

Um outro método, a coleta por cateterizagdo uretral ou ejaculagdo farmacologica,
tornou-se promissor, e consiste na introducdo de uma sonda uretral fina, apos a sedacdo do
animal com 02 agonista (medetomidina ou dexamedetomidina), que permite a eliminacao
uretral de espermatozoides sem que haja ejaculacdo completa, uma vez que promove a
contragdo dos ductos deferentes, do trigono vesical e do esfincter da bexiga durante a ejaculagao
(ZAMBELLI et al., 2008). Os melhores resultados com a cateterizacdo uretral foram
alcancados quando houve maior dose de sedagao (130ung/kg) e um Unico cateterismo realizado,
logo apds a sedagao maxima ser atingida (CUNTO et al., 2015). Entretanto, essa técnica tem a
necessidade de sedacdo do macho e obtém baixo volume de ejaculado, com aproximadamente
20uL (ZAMBELLI et al., 2008).
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A recuperacao espermatica da cauda do epididimo ocorre quando se deseja preservar
o material genético de um animal que veio a 6bito, e ¢ de suma importancia para os avangos
nas pesquisas de preservacdo do gameta, principalmente para animais selvagens em risco de
extingdo, visto que esses espermatozoides recuperados podem ser criopreservados e utilizados
nas biotecnologias da reproducao assistida (LUVONI e MORSELLI, 2017). A obtencao dos
espermatozoides pode ser realizada por diversas abordagens, como: técnica de flutuacao, na
qual o epididimo ¢ seccionado, em contato com o meio de recuperagdo, e os fragmentos sdo mantidos
em repouso para favorecer a migragdo dos espermatozoides para o meio (LIMA e SILVA, 2017);
fluxo retrogrado, na qual uma agulha ou cateter ¢ inserido no canal deferente ¢ um meio de
recuperagao ¢ utilizado para lavar o contetido da cauda do epididimo em um tubo plastico ou placa de
petri (ANGRIMANI et al., 2013); fatiamento, na qual a cauda do epididimo ¢é fragmentada e
comprimida simultaneamente, promovendo o extravasamento do fluido epididimario para o exterior; €
técnica de compressao da cauda do epididimo e ducto deferente, em que o epididimo e o ducto
deferente sdo ordenhados com auxilio de pingas hemostaticas, e a amostra é recuperada em placa de
petri (MOREIRA, 2017).

Analise da cinética e subpopulacoes espermaticas

A motilidade espermatica ¢ a caracteristica mais importante na predicao do potencial
de fertilidade, visto que ¢ o parametro mais afetado dentro do processo de congelacdo e
descongelagdo da amostra, o que torna essa avaliagdo fundamental na escolha do melhor
protocolo de criopreservagdo (CHEUQUEMAN et al., 2018).

Para reduzir a subjetividade na avaliagdo da motilidade espermética, adotou-se o uso
da analise computadorizada de sémen (sistema CASA), que permite a identificagdo da cinética
espermatica e o registro individual de sua trajetéria (MARTINS e JUSTINO, 2015). Entretanto,
existe uma subutilizacdo desse equipamento, pois as andlises fornecidas pelo CASA sdo
baseadas em valores médios da cinética espermatica, assumindo que, no ejaculado, as células
espermaticas possuem movimento uniforme, o que pode mascarar os efeitos de varios
tratamentos sobre os espermatozoides, ndo levando em consideracao a variabilidade intrinseca
do ejaculado (AMANN e WABERSKI, 2014; BARBAS et al., 2018).

Atualmente, a existéncia de subpopulagdes no ejaculado ja ¢ reconhecida, ou seja,
considera-se o ejaculado do mamifero heterogéneo, demonstrando que as varias subpopulagdes
representam espermatozoides em estados fisiologicos diferentes, que alteram seu
comportamento em resposta as alteragdes ambientais e de armazenagem (QUINTERO-
MORENO et al., 2003; HOLT e LOOK, 2004; SOUZA et al., 2018). Para identificar todas as
informacdes relevantes com mais acuracia, estudos propuseram o uso de softwares especificos
e procedimentos estatisticos multivariados para investigar melhor o ejaculado das espécies. Esta
analise multivariada identifica as subpopulacdes espermaticas, utilizando dados da cinética
espermatica, obtidos de cada animal por procedimento de agrupamento/clusters.
Resumidamente, nessa técnica, os dados sdo extraidos, e sdo identificados os parametros
cinéticos que compdem 0s componentes principais, os quais influenciam em menor ou maior
grau os resultados da amostra espermatica. A partir dai, os dados da cinética espermatica sao
separados por graus de semelhanca, ou seja, sdo formados os clusters/ subpopulagdes, em que
cada espermatozoide pertence a apenas um cluster. Assim, ¢ possivel identificar qual
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subpopulagdo espermadtica estd mais presente na amostra (SOUZA et al., 2018; HIDALGO et
al.,2021).

Dessa forma, a andlise de clusters fornece dados significativos sobre as caracteristicas
biologicas do espermatozoide e as alteragdes, comparando espécies (FLORES et al., 2008;
VICENTE-FIEL et al., 2013), técnicas de colheita de sémen (VAZQUEZ et al., 2015) e
mudangas nas caracteristicas dessas células apos a criopreservagio (NUNEZ-MARTINEZ et
al., 2006; MUINO et al., 2008, 2009; GALLEGO et al., 2017; SOUZA et al., 2018).

A determinagdo das subpopulacdes espermadticas, detalhadas com base na cinética
individual dos espermatozoides, ja foi relatada em diferentes espécies animais, como gatos
(GUTIERREZ-REINOSO e¢ GARCIA-HERREROS, 2016; SOUZA et al., 2018;), cies
(NUNEZ-MARTINEZ et al., 2006; PENA et al., 2012), garanhdes (QUINTERO-MORENO et
al., 2003), jumentos (FLORES et al., 2008), carneiros (SANTOLARIA et al., 2015;
BERGSTEIN-GALAN et al., 2017; BARBAS et al., 2018), bovinos (MUINO et al., 2008,
2009; FERRAZ et al., 2014; HIDALGO et al., 2021), entre outros. Os resultados das
subpopulagdes sdao caracteristicos de cada espécie e os nimeros de subpopulagdes mais
estabelecidos foram trés (FLORES et al., 2008; VAZQUEZ et al.,2015; SANTOLARIA et al.,
2015; GALLEGO et al., 2017; SOUZA et al., 2018) e quatro (MUINO et al., 2008, 2009;
PENA et al., 2012).

A caracterizagdo das subpopulagdes espermaticas pode ser indicadora da qualidade
dos espermatozoides, visto que células com movimentos rapidos e lineares t€ém maior
resisténcia a criopreservacao e maior probabilidade de fertilizacao do o6cito (FERRAZ et al.,
2014). Dessa forma, ¢ possivel propor que machos, mesmo com valores de motilidade
semelhantes, possam apresentar fertilidade distinta por causa da heterogeneidade do ejaculado
(HOLT e LOOK, 2004). Assim, a identificacdo das subpopulagdes ¢ relevante para selecionar
os machos que possuam maior porcentagem de subpopulagdes superiores e que se desenvolvam
melhor na criopreservagdo espermatica, e que, consequentemente, possuam maior potencial de
fertilizacdo para serem utilizados na reproducdo assistida (MARTINS e JUSTINO, 2015;
MARTINS et al., 2017).

Analise da morfologia e morfometria espermatica

A morfologia do s€émen felino ¢ um grande desafio aos pesquisadores, pois 0s gatos
apresentam ejaculados teratospérmicos (>60% de espermatozoides com defeitos estruturais)
(PENFOLD et al., 2003; AXNER e¢ FORSBERG, 2007). Esses ejaculados apresentam
espermatozoides mais susceptiveis aos danos causados pela congelagdo (VILLAVERDE et al.,
2008; MARTINS e JUSTINO, 2015), e, desta forma, podem reduzir a possibilidade de prenhez
por impedir a ligacdo do espermatozoide a zona pelicida do oocito (PENFOLD et al., 2003).
A avaliagdo morfoldgica ¢ feita por meio da andlise estrutural de células espermaticas em
preparagao umida ou em esfregacos corados (VILLAVERDE et al., 2008). Axnér e Forsberg
(2007), em seu estudo, descrevem que os principais defeitos morfoldgicos encontrados foram
anormalidades de cauda e gotas proximais, além disso, notaram que durante a estacdo de
reproducdo felina (primavera e verdo) a porcentagem de defeitos espermaticos reduz. Ja em
outro relato na avaliagdo de espermatozoides epididimarios foi encontrada uma grande
porcentagem de defeitos na cauda, mas a maioria das células espermaticas possuia morfologia
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normal (67,21%) (BARBOSA et al., 2019).

A morfometria espermatica apresenta objetividade, em relagdo a morfologia, pois
mensura cada estrutura do espermatozoide, de forma que, se torna possivel identificar
caracteristicas sutis, que ndo seriam visualizadas convencionalmente (BARBOSA et al., 2019).
De acordo com Ramon et al (2013), a morfometria de células espermaticas pode ser relacionada
a criorresisténcia e a fertilidade, visto que, durante o processo de criopreservagdo, ocorre
alteragdes na cabega espermatica, sendo a analise uma importante ferramenta para caracterizar
a criorresisténcia de espermatozoides de animais que sdo introduzidos em programas de
melhoramento. A ferramenta mais avancada para analise morfométrica ¢ o “CASA-Morph”
(sistema computadorizado para morfometria de espermatozoides), mas esfregagcos corados
visualizados em microscopia € mensurados por um soffware também oferecem resultados
fidedignos (MAROTO-MORALES et al., 2016). Ademais, ja se constatou que o corante
utilizado para confeccionar os esfregacos influenciam as dimensdes estruturais dos
espermatozoides (HIDALGO et al., 2006). Um exemplo disso ¢ o estudo de Barbosa et al
(2019), que mostrou que os espermatozoides felinos sdo alongados, com cauda comprida e
cabeca pouco menor que a peca intermediaria.

Criopreservacio do sémen felino e viabilidade pés-descongelacio

As alternativas para criopreservagdo do s€men que permitem o transporte das células
em baixas temperaturas sdo: refrigeracao (4 a 15 °C) e congelagdo (-196 °C). A refrigeracao,
promove menos danos a célula, porém, o periodo de armazenamento ¢ curto, sao horas ou até
poucos dias. Em contrapartida, o sémen congelado tem grande potencial para conservagao, visto
que pode ser armazenado por tempo indeterminado e transportado a qualquer distancia para
utilizagao em biotécnicas reprodutivas (MARTINS e JUSTINO, 2015).

Para o processo de criopreservagdo, ¢ necessario um meio diluente que possua: fonte
nutritiva para as células, prote¢do das proteinas da membrana espermatica, antibidticos,
solucdes tampao, antioxidantes para minimizar os niveis de espécies reativas a oxigénio (ROS),
e crioprotetores, que previnem a formagdo de cristais de gelo dentro das células (RAHEJA et
al., 2018). No gato doméstico, ¢ preconizado o emprego dos diluentes TRIS (trishidroximetil-
aminometano) ou TEST (&cido sulfonico N-tris-hidroximetil-metil-2-aminometano),
adicionado de frutose ou glicose, ndo sendo reportadas diferengas entre os dois agticares quanto
a capacidade de manutencdo da qualidade espermatica antes ou apOs a criopreservagao
(JIMENEZ et al., 2013; JOHNSON, 2018). Nessa espécie, o crioprotetor, comumente utilizado
¢ o glicerol (VILLAVERDE et al., 2013).

Cabe ressaltar, que o controle da curva de refrigeracdo ¢ fundamental para que os
espermatozoides interajam com os crioprotetores e ocorra a desidratagcdo gradativa da célula,
de modo a reduzir as crioinjirias. Dessa forma, se esse processo ndo for controlado
adequadamente pode ocorrer danos parcialmente irreversiveis a motilidade espermatica,
alteragdes em membranas acrossomal e plasmatica, diminui¢do da atividade metabolica e perda
dos componentes intracelulares (SAMPAIO ¢ ZUCCARI, 2016). Em felinos, geralmente,
preconiza-se curvas lentas, sendo o arrefecimento a 4 °C por uma hora (BURANAAMNUAY,
2017) ou até mesmo por duas horas (BRUSENTSEV et al., 2018). Curvas de refrigeracao
rapidas ndo sdo rotineiramente empregadas, devido ao comprometimento significativo da inte-
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gridade celular e da fertilidade dos espermatozoides pos-descongelacdo (VIZUETE et al.,
2014). A congelacao dos espermatozoides, ocorre quando estes sdo submetidos aos vapores de
nitrogénio (-70 °C), sendo que varios protocolos priorizam 20 minutos (BURANAAMNUAY,
2017; BRUSENTSEV et al., 2018), mas também ja foram descritos protocolos com 15 minutos
(VILLAVERDE et al., 2013), dez minutos (MANEE-IN et al., 2014) e cinco minutos
(THUWANUT et al., 2015).

Em relagdo a descongelagdo, esta pode ser realizada a 37 ou 38 °C por 30 segundos
(MARTINS e JUSTINO, 2015), porém, alguns protocolos adotam a descongelagdo ultrarrapida
a 70 °C por cinco segundos (VIZUETE et al., 2014; CHATDARONG, 2017). A escolha do
protocolo de descongelacdo depende da curva de refrigeracdo adotada, sendo assim,
espermatozoides refrigerados lentamente serdo destinados a descongelagao lenta, para permitir
a completa dissolvi¢do dos cristais de gelo extracelulares, a diluicdo dos solutos no meio ¢ a
reidratacdo lenta das células (MARTINS e JUSTINO, 2015). Em contrapartida,
espermatozoides refrigerados e congelados de forma rapida (4 °C/min) e ultrarrapida (14
°C/min) (PUKAZHENTHI et al., 1999) devem ser descongelados rapidamente, a fim de
impedir a recristalizacdo do gelo intracelular e a consequente criacdo de pequenos cristais que
possam causar danos a estrutura celular (MARTINS e JUSTINO, 2015).

Dentre as principais injurias causadas pela congelacdo sobre os espermatozoides
felinos, destacam-se: o choque osmotico, a formagdo de cristais intracelulares e o estresse
oxidativo (AMIDI et al., 2016; JARA et al., 2019). O choque osmotico ocorre pela entrada e
saida de dgua e solutos da membrana plasmatica, fator que altera o volume do espermatozoide,
e também contribui para a formagao de espécies reativas ao oxigénio (ROS) (AMIDI et al.,
2016). Ja a formacao de cristais intracelulares se da pela exposicdo dos espermatozoides a
baixas temperaturas e¢ leva ao rompimento da membrana plasmatica (HOLT, 2000a;
BURANAAMNUAY, 2017). O estresse oxidativo, por sua vez, decorre da formacgao
exacerbada de ROS, substancia que altera as caracteristicas da membrana espermatica e implica
na manutencdo de fungdes fisioldgicas do espermatozoide, até impedir sua capacidade de
fertilizar o oocito (AITKEN, 2017; JARA et al., 2019; KUMAR et al., 2019).

Em um recente estudo, Cheuqueman et al (2018) compararam a viabilidade de
espermatozoides felinos ejaculados, frescos e criopreservados, em diluente a base de TRIS
acido citrico, e, com isto, constataram a reducdo de todos os parametros cinéticos avaliados
pelo sistema CASA apds a descongelacao. Também, foi observada uma queda significativa da
integridade de membrana e atividade mitocondrial, em contrapartida ao aumento na
concentragdo de O». para as amostras espermaticas congeladas.

Para células espermadticas de gatos, o glicerol ¢ um grande aliado na crioprote¢do, pois
reduz a temperatura de fusdo da 4gua intracelular, aumenta a desidratagdo a baixas temperaturas
e reduz a producao de cristais de gelo (HOLT, 2000b; VILLAVERDE et al., 2013). Com isso,
o uso de glicerol na concentracdo de 5% em diluente a base de TRIS gema apresentou maior
motilidade total e progressiva do espermatozoide felino apds descongelacdo quando
comparadas a concentragdes de 3% e 7% do mesmo crioprotetor (VILLAVERDE et al., 2013).
A adicdo de 2mM de Hidroxitolueno butirado a um meio diluente foi capaz de manter a
motilidade e integridade de membrana de espermatozoides felinos pos-descongelacao
semelhante ao sémen fresco, apos diminuir as concentragdes de anion superoxidos (JARA et
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al.,2019). Contudo, o uso do inibidor da enzima ROCK como um antioxidante na concentragao
de 10uM, ndo preveniu a reducdo da motilidade e integridade de membrana no s€émen de gatos
apos a descongelacdo (THARASANIT et al., 2020).

Os espermatozoides recuperados do epididimo, sofrem os mesmos danos dos
espermatozoides ejaculados, porém, sao mais susceptiveis as crioinjurias (HERMANSSON e
AXNER, 2007). Assim, Barbosa et al (2020) notaram que os espermatozoides epididimarios
descongelados apresentaram reducao estatistica para motilidade total, motilidade progressiva e
atividade mitocondrial quando diluidos em TRIS. Outro estudo também demonstrou quedas
significativas na porcentagem de espermatozoides epididimarios vivos e sua motilidade total
sob dois diluentes pds-descongelagdo, mas o glicerol manteve a morfologia de espermatozoides
do epididimo apoés sua criopreservacao, com média de 30% de células normais (BRUSENTSEV
etal.,2018).

Thuwanut et al (2010) obtiveram uma boa prote¢do para células espermaticas do
epididimo submetidas a criopreservacao, ao adicionar a enzima antioxidante glutationa
peroxidase ao meio diluente a base de TRIS gema. Enquanto Barbosa et al. (2020) descreveram
que, utilizando o glicerol em concentragdo final de 5%, o tempo ideal de glicerolinizagdo ¢ de
cinco minutos. A submissdo da amostra espermatica a curva de equilibrio de 4 °C por uma hora
(refrigeracdo de 1,2 °C/minuto) com a posterior adi¢do do glicerol e estabilizacdo a 4 °C por
cinco minutos promoveu a melhor preservacao da qualidade espermatica quando comparada a
com dez minutos, onde observou-se uma acentuada reducao de motilidade e vigor. Em grandes
felideos, como: ledes (Pantheraleo), ongas (Pantheraonca), leopardo nebuloso (Neofelis
nebulosa), chitas (Acinonyx jubatus) e gatos leopardos (Prionailurus bengalensis), ¢ descrito
25-50% de motilidade ap6s a descongelagdo. No entanto, para tigres (Panthera tigris), gato do
mato grande (Oncifelis geoffroy) e jaguatirica (Leopardus pardalis), foi descrito 1-20% de
motilidade ap6s a descongelacdo (SILVA et al., 2004).

Ao utilizar s€émen felino recuperado direto do testiculo e refrigerado a 4 °C por sete
dias em meio diluente suplementado com BSA, Buarpung et al (2015) conseguiram taxas de
clivagem de embrides, obtidos por ICSI semelhante ao uso de sémen fresco. Ademais, o uso do
sémen felino eletroejaculado e criopreservado, na inseminagdo artificial, tornou-se uma
realidade na equipe de Platz et al. (1978), que obtiveram 10,6% de taxa de concepgao.

Ao utilizarem sémen apds a descongelacdo associado a inseminacdo artificial
intrauterina, Villaverde et al (2009) atingiram 75% de sucesso de gestagdo em gatos
domésticos. J& em outro estudo, a realizacdo da inseminagao artificial intrauterina com
espermatozoides recuperados do epididimo e criopreservados obteve 27,3% de taxa de prenhez
em gatas (TSUTSUI et al., 2003). Brusentsev et al. (2018), por sua vez, produziram 44% de
embrides in vitro com espermatozoide epididimario pds-descongelagdo, taxa estatisticamente
semelhante ao sémen fresco.

Ja, o uso do inibidor da enzima ROCK, como um antioxidante, na concentragao de
10uM, foi capaz de aumentar as taxas de clivagem de embrides felinos produzidos in vitro com
sémen criopreservado (THARASANIT et al., 2020). Enquanto Kunkitti et al. (2016), ao
utilizarem espermatozoides de felinos do corpo e cauda do epididimo, depararam-se com uma
taxa de clivagem de 32% e 33,3%, respectivamente. Entretanto, as taxas de blastocistos foram
maiores para espermatozoides recuperados da cauda (14,08%).
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De acordo com Tajima et al., (2015) foi obtido, no Japao, um filhote de uma fémea
leopardo-de-amur (Pionailurus bengalensis eutilura) por meio da inseminacdo artificial
intrauterina apos protocolo hormonal de ovulagdo com hCG e eCG. Ademais, em 2019, foi
noticiado o nascimento, no Brasil, apos 104 dias de gestacdo, do primeiro filhote de onga
pintada (Panthera onca), resultante da inseminagao artificial por videolaparoscopia, utilizando
sémen fresco (MERCURI, 2019).

CONSIDERACOES FINAIS

A coleta e analise do s€men felino ja possuem técnicas bem estabelecidas, e sdo
essenciais para o conhecimento da qualidade do espermatozoide do gato doméstico. Entretanto,
a preservacao do sémen felino ainda encara muitos desafios, por se confrontar com resultados
inconstantes acerca da viabilidade espermatica pos-descongelacdo. Embora a inseminagdo
artificial e producao in vitro de embrides felinos sejam uma possibilidade, até mesmo com o
uso de espermatozoides epididimarios criopreservados, sao necessarias novas pesquisas para o
desenvolvimento de diluentes e protocolos de conservagdo espermatica que proporcionem
resultados mais consistentes.
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