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Resumo 

 
Ao preservar o espermatozoide suíno no estado líquido ou criopreservado, os componentes do 

plasma seminal (PS) contidos nos ejaculados podem alterar a capacidade de fertilização desses gametas. O 
PS contém substâncias essenciais para a manutenção da viabilidade e fertilidade dos espermatozoides. No 
entanto, esses componentes podem ser deletérios dependendo da quantidade ou duração do tempo de 
contato entre a ejaculação e a remoção do PS durante o processamento do sêmen para a conservação na 
forma refrigerada ou congelada. Foram identificadas substâncias que prejudicam (principal proteína 
plasmática seminal PSPI) ou melhoram (espermadesina PSP-I) a capacidade de fertilização dos 
espermatozoides. Dependendo dos cachaços e dos procedimentos de colheita de sêmen, a remoção do PS 
pode ser benéfica antes da preservação no estado líquido ou criopreservado. Em alguns casos, o PS 
removido antes da congelação pode ser adicionado de volta ao diluente de descongelamento, com efeitos 
positivos no sêmen descongelado e na viabilidade do espermatozoide no trato reprodutivo da porca. Neste 
texto, há um foco nos diferentes efeitos de PS em amostras de sêmen refrigerado e criopreservado de suínos 
com ênfase em como PS modula a função e morfologia das células espermáticas antes, durante e após a 
preservação de forma refrigerada ou criopreservada. 
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Abstract 
 

When preserving sperm in the liquid or cryopreserved state, seminal plasma (SP) components 
within ejaculates can alter fertilizing capacity of these gametes. The SP contains substances essential for 
maintenance of sperm viability and fertility; however, these components can be deleterious depending on 
quantity, or duration of time before there is removal of SP from sperm in semen processing. Substances 
that impair (Major seminal plasma protein PSPI - boar) or improve (e.g., spermadhesin PSP-I - boar) 
sper- matozoa fertilizing capacity have been identified. Depending on individual males and semen 
collection procedures, SP removal may be beneficial before preservation in the liquid or cryopreserved 
state. In some cases, SP that is removed can be added back to thawing extender with there being positive 
effects in thawed sperm and for sperm viability in the female reproductive tract. In this review article, there 
is a focus on different effects of SP in samples of cooled and cryopreserved semen from boar with there 
being emphasis on how SP modulates the function and morphology of sperm cells before, during, and after 
preservation in the refrigerated or cryopreserved state.  
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Introdução 
 

O plasma seminal (PS) é o produto secretório de diferentes estruturas do trato reprodutivo 
masculino como: rete testis, epidídimos e das glândulas sexuais acessórias, desta forma, apresentando uma 
composição química variada (Garner e Hafez, 2016). Desse conteúdo 3-5% tem origem nos testículos e 
epidídimos, já as glândulas vesiculares contribuem com cerca de 25-30%, a próstata com 35-40% e as 
glândulas bulbouretrais com 10-25% do volume final do ejaculado que pode atingir cerca de 150-300 mL. 
O ejaculado leva em torno de 10 a 30 minutos para ser coletado (Rodriguez-Martinez et al., 2022). 

O sêmen após a ejaculação é composto por duas porções, uma celular representada pelos 
espermatozoides, os quais por sua vez, correspondem a 1% do volume total e outra acelular, a qual recebe 
a denominação de PS. O PS desempenha importante papel, não somente sobre a fisiologia espermática, 
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mas também no processo de fecundação. Vários componentes orgânicos e inorgânicos compõem o PS como 
aminoácidos, proteínas, íons, bicarbonato, produtos antimicrobianos, lipídios e uma gama variada de 
substâncias hormonais.  

Durante a coleta de sêmen, os espermatozoides são submetidos a uma situação muito diversa do 
que ocorre naturalmente durante a cobertura. As células espermáticas in vitro são expostas a todas as 
secreções das glândulas anexas de uma só vez. In vivo as células espermáticas do cachaço não são 
necessariamente expostas a todas as secreções que constituem o PS, já que essas são liberadas em pulsos 
ejaculatórios e assim os espermatozoides são banhados por diferentes concentrações de constituintes do PS, 
incluindo peptídeos e proteínas (Rodríguez-Martínez et al., 2011; Saravia et al., 2009). Talvez essa seja a 
explicação de que apesar de todos os benefícios que o PS desempenha in vivo, estudos mostram que nem 
sempre esse é o melhor meio para a conservação dos espermatozoides suínos (Leal et al., 2018; Torres et 
al., 2016).  

Diante do apresentado, a presente revisão enfoca nos diferentes efeitos do PS em amostras de 
sêmen refrigerado e criopreservado de suínos, abordando como o PS modula a célula espermática antes, 
durante e após a preservação de forma refrigerada ou congelada. 
 

A importância do plasma seminal no sêmen suíno 
 

Em estudo realizado por Saravia et al. (2009) foi levantada a possibilidade do PS influenciar 
motilidade do espermatozoide suíno, bem como a sua resistência ao choque frio e ao estresse oxidativo. 
Um grande número de enzimas foram encontradas no plasma seminal e a maioria delas possuíam ação 
antioxidante, protegendo os lipídios da membrana plasmática contra a peroxidação gerada pelas espécies 
reativas de oxigênio, evitando assim a fragmentação do DNA espermático (Lewis et al., 1997). Várias 
substâncias desempenham função antioxidante, protegendo a célula espermática contra os efeitos nocivos 
das espécies reativas de oxigênio. Dentre estas podemos citar as enzimas antioxidantes catalase, 
superóxido-dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GRD) (Pavaneli et al., 
2021).  

Apesar do não conhecimento da natureza de todos os seus componentes, sabe-se que alguns desses 
são importantes no desenvolvimento e maturação espermática ainda no ambiente testicular. Também há 
evidências de que o PS desempenha papel ativo no trato reprodutivo da fêmea através da ação de vários 
hormônios e enzimas, proteínas, lipídios, metabólitos e vesículas extracelulares que o compõe (Alves et a., 
2019; Andrade et al., 2022). Ainda com relação à fêmea, o PS melhora o transporte dos espermatozoides 
na tuba uterina, influencia o momento da ovulação, aumenta o fluxo sanguíneo uterino e modula a resposta 
imune uterina (Kirkwood et al., 2008; Madej et al., 2012). Essas respostas moduladas pela presença de 
substâncias como a PGF2α, estrógenos e ocitocina (Willenburg et al., 2004; Okazaki et al., 2014).  

Outros componentes do plasma seminal, apesar de sua aparente simplicidade, desempenham 
importantes papeis na viabilidade dos espermatozoides, por exemplo, o bicarbonato que modula a 
motilidade dos espermatozoides e desestabiliza a membrana plasmática durante o processo de capacitação 
(Rodríguez-Martínez et al., 2001), já o zinco está envolvido na estabilização da cromatina (Björndahl; 
Kvist, 2010).  

Proteínas e peptídeos que perfazem de 30-60 g/L do plasma seminal de suínos, desempenham uma 
miríade de outras funções (Rodríguez-Martínez et al., 2011). As proteínas do plasma seminal estão 
envolvidas em várias etapas que precedem a fertilização tais como regulação da capacitação espermática, 
estabelecimento do reservatório espermático na tuba uterina, modulação da resposta imune uterina, 
transporte espermático no trato reprodutivo feminino e interação dos gametas (Töpfer-Petersen et al., 2005; 
Rodríguez-martínez et al., 2011). No ejaculado suíno, a concentração de proteínas é baixa na fração pré-
espermática e é encontrada em alta concentração no início da fração rica. Ainda no início da fração rica, 
onde também se encontra o maior número de espermatozoides, há a presença de proteínas traduzidas por 
expressão gênica no epidídimo, como lipocalinas e inibidores da acrosina e tripsina (Rodríguez-Martínez 
et al., 2009). A real função de todas as proteínas ainda não foi elucidada, entretanto, sabe-se que a fração 
rica possuí não só a maior concentração de proteínas, mas também há maior população de espermatozoides 
com maior capacidade de resistir ao processo de congelação (Alkmin et al., 2014; Torres et al., 2016), mas 
não ao de refrigeração (Sebastian-Abad et al., 2021).  

Estudos mais recentes têm demonstrado que a função do PS depende do ejaculado, mas está 
relacionada ao indivíduo, havendo a presença de micro-RNAs, metabólitos e proteínas relacionadas a 
ejaculados que suportem mais ou menos o processo de refrigeração e congelação (Menezes et al., 2020; 
Pedrosa et al., 2021; Torres et al., 2022). 
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O efeito do plasma seminal na preservação do sêmen refrigerado 
 

A maioria dos espermatozoides de suínos são armazenados a 17ºC por até 72 horas, uma prática 
comumente usada em mais de 95% de todos os procedimentos de IA realizados em suínos (Knox, 2016; 
Yeste et al., 2017). O armazenamento do espermatozoide com PS resulta em preservação mais eficaz da 
motilidade espermática e da integridade da membrana quando comparado ao sêmen preservado com a 
presença do PS (Leal et al., 2018). Contudo, em outros trabalhos realizados por nossa equipe este efeito 
não foi observado (Pavaneli et al., 2020). Na verdade, no trabalho de Pavaneli et al. (2019), as porcentagens 
de capacitação dos espermatozoides armazenados com ou sem PS foram semelhantes, enquanto os 
espermatozoides armazenados em condições em que o PS foi removido tiveram menos danos no acrossomo 
e quando esse sêmen foi usado para IA, houve maiores porcentagens de gestação e maiores porcentagens 
de embriões implantados.  

A fim de compreender o efeito do PS no armazenamento prolongado do sêmen de cachaços, 
testou-se a presença do PS nas concentrações de 15% e 30% por até 72 h à 17ºC. Nesse experimento foi 
observado que houve indução de capacitação in vitro e exocitose do acrossoma quando o PS não foi 
removido do sêmen antes do armazenamento (Pavaneli et al., 2020). Esses achados indicaram que as vias 
envolvendo Ca2+ e a fosforilação de tirosina do glicogênio sintase quinase-3 α e β foram afetadas pela 
presença do PS durante os períodos de armazenamento do sêmen suíno. Vale ressaltar que nesta série de 
estudos houve avaliação dos efeitos do PS oriundo da fração rica em espermatozoides (SRF). Luther e 
Waberski (2019) avaliaram a adição de 0,5% ou 10% de PS oriundo de determinadas frações do ejaculado, 
e de todo o ejaculado, antes de armazenar o sêmen em duas concentrações diferentes de espermatozoides 
(10×106 ou 18×106 espermatozoides/mL) pelo tempo de 144 horas. Houve efeitos nocivos do PS na 
motilidade espermática quando se adicionou 0,5% de PS a amostras com 10×106 espermatozoides/mL, 
indicando que PS prejudica a sobrevivência in vitro de espermatozoides suínos, dependendo da 
concentração de PS, concentração de espermatozoides e duração do tempo que o sêmen é armazenado com 
a presença do PS.  

Em estudos onde houve avaliação dos efeitos do PS usando procedimentos de proteômica, foi 
determinado que quando a proteína Major Seminal Plasma PSP-I estava em maiores concentrações nos 
ejaculados, os espermatozoides eram menos resistentes ao resfriamento a 17ºC, conforme indicado pelos 
valores de viabilidade espermática. No mesmo estudo, a espermadesina PSP-I, a catepsina B, o precursor 
da proteína secretora do epidídimo E1 e a proteína de ligação IgGFc foram mais abundantes no sêmen dos 
cachaços nos quais a viabilidade espermática foi mantida por um tempo relativamente maior quando houve 
a mesma condição de armazenamento (De Lazari et al., 2020). Em outro estudo realizado foi observado 
três outras proteínas candidatas a marcadores de resistência a refrigeração, a precursora de granulina, a 
leguminária e AWN (Höfner et al., 2020). Essas proteínas foram menos abundantes nas amostras onde 
houve maior qualidade espermática após armazenamento prolongado.  
 

O efeito do plasma seminal no sêmen criopreservado 
 

O processo de criopreservação é aplicado em diversas espécies domésticas, porém nos suínos, o 
uso de sêmen criopreservado ainda é restrito (Eriksson et al., 2001). As técnicas de realização da 
criopreservação para o sêmen suíno demonstradas são variadas, podendo ser realizada por uso de vapor de 
nitrogênio líquido (Zhu et al., 2019); com a utilização de congeladores com controle da taxa de resfriamento 
(Schäfer et al., 2017); e vitrificação (Arraztoa et al., 2017). Contudo, a técnica de eleição é a congelação 
em duas etapas com uma refrigeração até 5ºC, temperatura na qual é adicionado o diluidor com os 
crioprotetores penetrantes, seguido de uma congelação rápida até atingir -196ºC (Andrade et al., 2019; 
Monteiro et al. 2022). 

O holding time é um período de refrigeração lenta prévio à criopreservação, no qual o sêmen fica 
ligeiramente diluído em meio de refrigeração e em contato com seu próprio PS. Esse processo aumenta a 
resistência do espermatozoide suíno à congelação (Gale et al., 2015; Tomás et al., 2014; Eriksson et al., 
2001; Yeste et al., 2014; Casas; Althouse, 2013; Torres et al., 2019), sendo uma etapa recomendada no 
processo de criopreservação. Sabe-se ainda que é necessário que o holding time ocorra por um período 
mínimo de 3 horas (Yeste et al., 2014) e preferencialmente por 24 horas (Torres et al., 2019). Até o 
momento, acredita-se que esse aumento de resistência à criopreservação deve-se a um aumento nos níveis 
de fosforilação dos resíduos de serina da proteína HSP70 (heat-shock protein 70kDa) (Yeste et al., 2014). 
Ainda, foi descrito uma diferença na abundância das proteínas HSP90a (proteína do choque térmico alfa 
de 90 kDa), L-PGDS (prostaglandina D sintase do tipo lipocalina) e NPC2 (proteína da doença de Niemann-
Pick tipo C2), demonstrando que a HSP90a está aumentada no plasma seminal após 3 horas de holding 
time, estando mais pronunciado em machos de baixa congelabilidade (Valencia et al., 2017). Já a NPC2 
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encontra-se aumentada no PS de cachaços de alta congelabilidade, independentemente do tempo de holding 
time utilizado (Valencia et al., 2017). Com relação a L-PGDS, esta possui menor abundância em 
espermatozoides de cahaços com baixa congelabilidade após 3 horas de manutenção à 17°C (Valencia et 
al., 2017). 

Em estudos mais recentes, verificou-se que as moléculas inosina, hipoxantina, creatina, ADP, 
niacinamida, espermina e 2-metilbutirilcarnitina, que estão presentes no espermatozoide, mas não no 
plasma seminal, estão envolvidas em um aumento da capacidade de congelamento durante o holding time 
(Torres et al., 2022). 

Para a congelação de sêmen de cachaços, a centrifugação para aumentar a concentração de 
espermatozoides previamente à diluição com diluidor de congelação é uma etapa obrigatória. Desse modo, 
a retirada do PS é realizada previamente à congelação. Sabe-se que essa retirada melhora o processo de 
criopreservação. Contudo, sabe-se que a adição de determinadas quantidades de PS no diluidor utilizado 
para expandir o volume do sêmen descongelado melhora a qualidade e a fertilidade do sêmen suíno 
criopreservado. Além disso, sabemos que podemos potencializar esta melhora caso o PS seja oriundo de 
determinados cachaços e de determinadas frações do ejaculado (Torres et al., 2016; Siqueira et al., 2011; 
Alkmin et al., 2014). 
 

Efeito do plasma seminal na preservação do sêmen de outras espécies de interesse zootécnico 
 

O PS possui efeito diverso na preservação do sêmen a depender da espécie. A espécie equina é a 
mais sensível ao PS durante os períodos de conservação do sêmen (Höfner et al., 2020), possuindo melhores 
resultados de preservação quando esta fração é removida antes da refrigeração. A remoção do PS resultou 
na melhora da motilidade, integridade do DNA e estabilidade da membrana (Jasko et al., 1991, Jasko et 
al.,1992; Brinsko et al., 2000; Love et al., 2005; Barrier-Battut et al., 2013). No processo de 
criopreservação, não foram notados benefícios em manter proporções do PS para a realização de 
inseminações artificiais posteriores (Moore et al., 2005). No entanto, Andrade et al., (2008) demonstraram 
que realizar a incubação com PS após a descongelação do sêmen equino, propicia a redução na fosforilação 
da tirosina. 

Em touros, o PS é essencial para atenuar os efeitos da diminuição de viabilidade das células 
espermáticas à medida que se aumenta a diluição da amostra (Garner et al., 2001). Isso deve-se à grande 
concentração de proteínas Binder of Sperm no PS destes animais, o que auxilia na estabilização da membrana 
plasmática do espermatozoide pela indução da depleção de colesterol e fosfolipídios da membrana, sendo 
determinante para a viabilidade espermática durante o período de preservação do sêmen (Manjunath et al., 
2007; Manjunath, 2012). Em processos de criopreservação, o plasma seminal não é removido, tendo sido 
constatado uma melhora da qualidade do sêmen criopreservado desse modo (Garner et al., 2001), até 
mesmo em coletas utilizando eletroejaculadores (Campanholi et al., 2017; Zoca et al., 2021). 

Já os carneiros são considerados a espécie menos sensível ao PS (Höfner et al., 2020), possuindo 
espermatozoides tolerantes a este e que se beneficiam de seus efeitos durante a preservação do sêmen. 
Foram demonstrados efeitos positivos na taxa de prenhez de ovelhas inseminadas artificialmente com 
sêmen de carneiro armazenado com 30% de PS comparado àquelas inseminadas com sêmen preservado 
sem o PS (López-Pérez; Pérez-Clariget, 2012). Ainda, mostrou-se que a adição de 20% ou 40% de PS antes 
do processo de armazenamento à 15°C resultou em um efeito protetivo para o motilidade espermática, após 
24 horas (Mata-Campuzano et al., 2015). Em relação ao processo de criopreservação, experimentos 
mostraram que a presença ou ausência de PS não possui efeito significativo na viabilidade do sêmen de 
carneiro (Ramírez-Vasquez et al., 2019).  
 

Perspectivas futuras 
 

Para o futuro, espera-se maiores estudos que possam elucidar as interações dos espermatozoides 
com plasma seminal, e os mecanismos responsáveis pelos efeitos benéficos ou deletérios em cada espécie 
doméstica. Já são possíveis realizações de técnicas para definições dos perfis lipídicos, proteicos e de 
miRNA de diferentes plasmas seminais, no entanto estas são, até o momento, economicamente inviáveis, 
além de consumirem muito tempo para a realização. Porém, caso seja possível estas análises de maneira 
mais consistente no futuro, pode-se alcançar resultados extremamente positivos para a conservação do 
sêmen das diferentes espécies domésticas.  
 

Considerações finais 
 

Em conclusão, as respostas ao uso de PS para preservação do sêmen podem variar dependendo 
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dos componentes do PS de cada ejaculado. Infelizmente, não é possível analisar as razões dessas diferenças 
e reconhecer todas as interações entre o sêmen e os componentes do diluidor. No futuro, porém, esse 
conhecimento possibilitaria auxiliar na tomada de decisões quanto à remoção ou adição de PS ou 
determinados componentes do PS para melhorar a capacidade de fertilização do sêmen preservado nas 
espécies domésticas. No momento, existem técnicas que podem ser usadas para definir com mais precisão 
os perfis de transcrição de lipídios, proteínas e micro-RNAs em amostras específicas de PS. Essas 
avaliações, no entanto, são demoradas e economicamente caras para avaliar o PS de cada ejaculado. A 
preservação do sêmen de garanhões e cachaços no estado líquido refrigerado pode ser otimizada quando o 
PS é removido ou fortemente diluído. Em touros e carneiros, o ideal é não retirar o PS quando o sêmen é 
armazenado no estado líquido refrigerado, já que há relatos de uma maior fertilidade. É importante lembrar 
que nessas duas espécies é imprescindível o uso de diluentes com componentes que inibam os efeitos 
deletérios das BSPs. No processamento de sêmen criopreservado de touros e carneiros, quando o PS não é 
removido, há uma melhora na viabilidade espermática pós-descongelamento. Com o sêmen suíno, é 
essencial não remover o PS do sêmen para que os efeitos positivos sobre o espermatozoide ocorram durante 
o armazenamento a 17 ◦C por 3 a 24 horas antes da criopreservação. Em garanhões, o PS deve ser removido 
para a criopreservação. O sêmen congelado pode responder favoravelmente à adição de PS ao meio de 
descongelamento de sêmen de carneiros, garanhões e cachaços, dependendo da quantidade de PS 
adicionada. Além disso, acredita-se que a maioria dos fatores PS que tenham efeitos benéficos ou 
prejudiquem a capacidade de fertilização dos espermatozoides armazenados serão identificados em um 
futuro próximo. Com esse conhecimento, a adição e remoção/neutralização desses componentes podem 
levar a melhorias marcantes na qualidade do sêmen dos animais de interesse zootécnico que são preservados 
no estado refrigerado ou criopreservado, embora, respostas específicas de cada ejaculado sempre devam 
ser consideradas. 
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