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Resumo

Apbs a ejaculagdo o sémen de primatas pode coagular em consisténcia varidvel, dependendo da espécie.
Tanto em termos bioldgicos quanto em aspectos relacionados a manipulagdo in vitro para fins de desenvolvimento
de biotécnicas reprodutivas, a coagulag@o seminal ¢ tratada por muitos pesquisadores como um evento intrigante, no
qual muitas questdes basicas que envolvem a constitui¢do e fungdo do coagulo seminal na reprodugdo neste grupo
de mamiferos, incluindo os primatas neotropicais, ainda permanece em aberto. A fim de reunir informagdes até hoje
divulgadas sobre conceito, mecanismos fisiologicos, grupamentos moleculares e aspectos evolutivos relacionados a
coagulacdo seminal, este texto-base busca destacar o progresso e as lacunas nas pesquisas a esse respeito, bem como
as particularidades relacionadas aos simios da Amazodnia.

Palavras-chave: Saimiri, Sapajus, vida selvagem, biobancos, biomoléculas.
Abstract

After ejaculation, the semen of primates can coagulate in variable consistency, depending on the species.
Both in biological terms and in aspects related to in vitro manipulation for the purpose of developing reproductive
biotechniques, seminal coagulation is treated by many researchers as an intriguing event in which many basic
issues involving the constitution and function of the seminal coagulum in reproduction in this group of mammals,
including the neotropical primates, still remains open. In order to gather information to date on concepts,
physiological mechanisms, molecular clusters and evolutionary aspects related to seminal coagulation, this basic
text seeks to highlight progress and gaps in research in this regard, as well as the particularities related to
Amazonian monkeys.
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Introducao

Em alguns primatas o sémen ¢ caracterizado por rapida coagulag@o que varia de consisténcia entre espécies
(Dixson e Anderson, 2002), e relatos apontam que a selegdo sexual teria favorecido esse evento durante a evolugdo
(Birkhead e Moller, 1998; Parker, 1998). Ao que parece, o grau de solidificagdo do codgulo seminal tende a ser
maior em primatas onde as fémeas compartilham de multiplos parceiros durante o periodo fértil (espécies
promiscuas) (Jensen-Seaman e Li, 2003). Frente a isso, a selegdo sexual pode ter agido sobre a escolha de
caracteristicas fisiologicas que impegam a investida de machos competidores para fecundagdo da fémea, como a
aplicacdo de uma barreira fisica, o p/ug copulatdrio, implantada pelo macho na vagina da fémea durante a cépula
(Fromhage, 2012). Considerando o fato de que repetidas tentativas de copula por outros machos foi desenvolvida
como uma contra-estratégia evolutiva, para expulsdo de plugs copulatdrios anteriores (Lynch-Alfaro, 2005), a
hipotese denominada de "cinto de castidade" foi discutida em primatas poligamicos (Lima et al., 2017).

Outras funcgdes sdo atribuidas ao codgulo seminal, entre as tais, a de armazenar e proteger gametas
masculinos (Hoskins e Petterson, 1967), servindo como fonte de energia (Hernandez-Lopez et al. 2008) e facilitador
do transporte dos espermatozoides ao longo do trato reprodutor da fémea (Dixson, 1998). Além desses registros, o
mecanismo da coagulacdo-liquefagdo do sémen foi explicado por meio de bases biomoleculares, suas interagdes, e
vias reguladoras (Malm et al., 2007). Em termos praticos, os estudos biomoleculares possuem elevado potencial
para estabelecer alternativas a recuperagdo in vitro de gametas vidveis a partir de sémen com elevado grau de
coagulacdo, frequentemente encontrado em primatas neotropicais tais como do géneros Saimiri (Oliveira et al.,
2015; 2016a,b) e Sapajus (Oliveira et al., 2011; Ledo et al., 2015).

Os esforcos para entender a coagulagdo seminal e desenvolver meios adequados de liquefacdo do s€émen
vem sendo descritos ha décadas com primatas do velho mundo, principalmente os pertencentes ao género Macaca
(Hoskins e Petterson, 1967; Settlage e Hendrickx, 1974), e mais recentemente no grupo dos neotropicais como
Callithrix (Valtonen-André et al., 2005; 2007), Sapajus (Lima et al., 2017; Ledo et al., 2015; Cebus - Oliveira et al.,
2011) e Saimiri (Oliveira et al., 2015; 2016a,b). Nestes, as vias fisiolégicas envolvidas no mecanismo de
coagulacdo-liquefacdo do sémen ainda sfo pouco esclarecidas, e estudos basicos da constituicdo molecular do
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coagulo seminal sdo uma interrogagdo para a maioria das espécies neotropicais. Assim, o objetivo desta revisdo ¢
produzir um texto-base a partir das informagdes sobre conceito, aspectos evolutivos, mecanismos fisiologicos e
biomoleculares relacionados a coagulagdo seminal, considerando os avangos e perspectivas nas pesquisas deste
evento e suas particularidades no grupo dos primatas neotropicais.

O coagulo seminal em primatas neotropicais

Em primatas, a resposta fisiologica da intera¢do de proteinas secretadas pelas vesiculas seminais e prostata
resulta na coagulacdo seminal, comum no momento pos-ejaculatorio (Dixson e Anderson, 2002). No entanto, em
ejaculados colhidos por electroejaculacdo (EEJ), foi constatado que o sémen pode adquirir o molde do canal uretral
do macho, como observado em macacos-de-cheiro (S. sciureus - Bennet, 1967; Saimiri collinsi - Oliveira et al.,
2015), e macacos prego (Sapajus apella) (Cebus apella - Oliveira et al., 2011; Lima et al., 2017), em que a
coagulacdo do sémen ocorre de maneira instantinea, dentro da uretra (S. sciureus - Bennett, 1967; S. boliviensis -
Yeoman et al., 1998).

Nos macacos-prego (Sapajus apella), o sémen pode ser compacto, fibroso, e ndo se desfazer
espontaneamente (Oliveira et al., 2011; Lima et al., 2017). J& em sagui-de-tufos-brancos (Callithrix jacchus) o
sémen forma um coagulo solto, facilmente disperso por pipetagem suave (Cui et al., 1991)(Cui et al., 1998),
semelhante ao coagulo seminal do homem (Dixson e Anderson, 2002). Por outro lado, existem relatos de que a
fracdo coagulada do sémen desta espécie pode ndo sofrer processo de liquefacdo (Valtonen-André et al., 2005). Em
mico-de-goeldi (Callimico goeldii), apés EEJ, a emissdo de sémen coagulado foi de 100%, fato atribuido a variagao
da frequéncia e intensidade do estimulo elétrico sobre a prostata e glandulas acessorias, ocasionando alteragdes na
composi¢ao do plasma seminal (Arakaki et al., 2017). Associado a isso, Arakaki et al. (2017) também observaram
que outras técnicas de coleta de sémen (estimulag@o peniana e lavagem vaginal) resultaram em menor formagio de
coagulo seminal e melhor qualidade espermatica.

Ademais, em macacos-de-cheiro (S. collinsi, S.vanzolinii, S. cassiquiarensis e S. macrodon - Oliveira et al.,
2015; 2016b), sagui-do-tufo-branco (C. jacchus - Valtonen-André et al., 2005) e macacos-aranha (Ateles geoffroyi -
Dixson, 1998; Hernandéz-Lopez et al., 2008) Hernandéz-Lopez et al., 1998), foi observada a coexisténcia de fracdes
liquida e coagulada, ou apenas uma das duas em um mesmo ejaculado. Nas espécies Saimiri sp., a por¢do coagulada
pode, algumas vezes, ndo ser emitida (Oliveira et al. 2015; 2016a,b), e em A. geoffroyi o s€émen coagula totalmente
minutos apos a ejaculacdo (Hernandéz-Lopez et al., 2008). (Hernandéz-Lopez et al., 1998)

Tomando como referéncia os escores (ou graus) que categorizam a viscosidade pos-ejaculatoria do sémen
de primatas (Dixson e Anderson, 2002), o coagulo seminal de primatas neotropicais pode ser classificado, a
depender da espécie, em grau I, quando o sémen ¢ fluido, ndo gelatinoso ou ndo exibe coagulagdo; em grau II, que
corresponde ao sémen gelatinoso e semifluido, onde ndo ha coagulo distinto; em grau III, que equivale ao sémen
coagulado em uma massa esbranquicada, ndo fluida, ndo gelatinosa e ndo compacta; e por ultimo grau IV, onde o
ejaculado torna-se compacto, elastico, semi-sélido ou sélido, e firme. Nas espécies do género Saimiri (Oliveira et
al., 2016a,b) e em S. apella (Lima et al., 2017), um mesmo animal pode apresentar ejaculados em todos os graus de
coagulacdo, diferente do que ocorre em C. jacchus, onde o sémen foi caracterizado semifluido (Valtonen-André et
al., 2007) de grau II.

Fungoes reprodutivas: armazenamento, proteciio e motilidade de espermatozoides

A partir de estudos feitos com o género Saimiri, o coagulo seminal foi descrito como uma por¢do do
ejaculado desprovida de espermatozoides (Bennett, 1967). Mais tarde foi confirmado que nele encontra-se a maior
propor¢ao desses gametas (30 a 90% da concentragdo espermdtica do animal) (Yeoman et al., 1998Yeoman et al.,
1997; Wildt, 1986; Hernandéz-Lopez et al., 2008Hernandez-Lopez et al., 2002; Oliveira et al., 2015; 2016a,b).
Durante avaliagdo seminal em macaco aranha (4. geoffroyi), foi possivel analisar os espermatozoides presentes na
fragdo liquida do sémen, uma vez que a fragao coagulada aprisionou a maioria dos gametas (Hernadéz-Lopez et al.,
2008). Entretanto, apds a copula, independente da consisténcia do coagulo seminal, este tende a se liquefazer no
interior do trato reprodutivo da fémea, onde os espermatozoides sdo gradativamente liberados (Jaskzak e Hafez,
1972; Harper, 1994). Nos macacos-prego (Cebus apella) o coagulo seminal pode ficar retido no interior da vagina
das fémeas por até 12 horas, e parece liquefazer-se lentamente para liberar os espermatozoides (Alfaro, 2005).
Contudo, nada ¢ esclarecido a respeito do mecanismo fisiologico regulador desse processo.

O pH baixo presente na vagina ¢ desfavoravel para os espermatozoides e resulta em sua rapida deterioracdo
e motilidade prejudicada (Miller e Kurzrok, 1932), assim a alcalinidade do coagulo seminal (C. jacchus (pH 7-8,1) -
Cui et al., 1991; S. collinsi (pH 6,5-8) - Oliveira et al., 2016a,b) pode ser responsavel em neutralizar a acidez
vaginal e proteger os espermatozoides até que ascendam no interior do trato reprodutivo da fémea (Suarez e Pacey,
2006) (Suarez e Pacey, 2005). Em S. apella (Cebus apella) foi observado o aumento da sobrevida dos
espermatozoides em até Sh apds a ejaculagdo, quando esses gametas ainda se encontravam presos ao coagulo
seminal (Oliveira et al., 2011). Isto pode estar relacionado a presenca de moléculas antioxidantes enzimaticas
(Aitken, 1995) e ndo enzimaticas (Thiele et al., 1995), associadas a protecdo dos espermatozoides contra os
metabolitos toxicos do oxigénio (espécies reativas de oxigénio — EROs) (Agarwal et al., 2006) (Agarwal et al.,
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2012) produzidos a partir de varios tipos celulares, incluindo os espermatozoides nos seus varios estagios de
desenvolvimento (Aitken, 1995). Quando o coagulo seminal ¢ dissolvido in vitro por substancias diluidoras, sejam
elas solugdo salina 0,9% (Nagle e Denari, 1983), TES-Tris e solugo a base de agua de coco in natura (ACIN) (Ledo
et al., 2015; Oliveira et al., 2011), ocorre diminui¢ao na concentracdo de antioxidantes naturais do plasma seminal,
provocando desequilibrio do sistema redox, estresse, ¢ injurias sobre a motilidade, viabilidade e capacidade de
fertilizagdo dos espermatozoides (Agarwal et al., 2006; Ledo et al., 2015). Em macacos-aranha (Ateles geoffiroyi), a
frequéncia e o tempo em que os espermatozoides apresentavam movimento retilineo uniforme (MRU), mudou
significativamente conforme a presenca ou auséncia do coagulo seminal (Hernandez-Lopez et al, 2008). As fémeas
quando inseminadas com sémen coagulado apresentaram uma maior quantidade de espermatozoides em MRU em
um espago de até 30 minutos, mantendo o padrao do movimento. Essa situacdo apresentou-se ausente quando a
inseminagdo nao apresentava o coagulo.

Aspectos evolutivos da coagulagcio seminal em primatas neotropicais

A corrida para a fecundagio de odcitos nos sistemas de acasalamento onde a fémea copula com mais de um
macho, resultou em uma disputa inter-individual dos espermatozoides conhecida como competicdo espermatica
(Birkhead e Moller, 1998), e a coagulagdo seminal foi proposta como um mecanismo evolutivo em resposta a tal
concorréncia (Dorus et al., 2004; Dixson e Anderson, 2002) Anderson e Dixson, 2002). Nas espécies de primatas
que possuem sistemas de acasalamentos multimachos-multifémeas, dispersos e polidndicos, a competicdo
espermatica se apresenta mais intensa, e a coagulacdo do sémen tende a apresentar uma consisténcia mais s6lida
com elevada consisténcia (grau IV) (Dixson e Anderson, 2002) sendo muitas vezes denominado plug copulatorio.
Em tais sistemas, parte do ejaculado depositado na vagina da fémea ¢ interpretado como uma barreira para impedir a
copula subsequente de outros machos, funcionando como “cinto de castidade” (Dixson, 1998; Dixson e Anderson,
2002). Ainda assim, alguns pesquisadores discorrem sobre a ocorréncia de copulas sequenciadas de multiplos
machos em uma tUnica fémea, tanto em vida livre como em cativeiro (Carosi et al., 2005; Matthews, 2012). Em
Sapajus nigritus (Cebus apella nigritus), por exemplo, foram observados fragmentos de sémen coagulado saindo da
vagina da fémea durante copulas sequenciais, como resultado da expulsio do ejaculado depositado nela
anteriormente por outro macho (Alfaro, 2005), ou a propria fémea, que apds a copula, remove manualmente o
ejaculado depositado em sua vagina e o consome (Carosi et al., 2005), ou ainda machos de Brachyteles arachnoides
que removem manualmente os tampdes copulatorios nas fémeas (Strier, 1992). Diante disso, nesses exemplos onde
o "plug copulatorio" ndo cumpre o papel de “cinto de castidade”, o coagulo foi sugestionado a ser designado de
"coagulo solido" (Lima et al., 2017), cuja funcdo reprodutiva ¢ ainda contenciosa.

Estudos moleculares demonstraram que a coagulacdo seminal esta fortemente relacionada com o
comportamento socio sexual exibido pelas diferentes espécies de primatas, resultado da agdo evolutiva que
convergiu para a perda da funcdo de genes responsaveis pela expressdo de proteinas seminais coagulantes, como a
seminogelina (Sg) e suas isoformas (Sgl e Sgll), resultando na auséncia da formacdo do coagulo seminal em alguns
mamiferos (Schneider et al., 2016). Em associagdo com as Sg, outros grupos de proteinas relacionadas a coagulagio
seminal, como as calicreinas do tipo KLK2, analogas ao antigeno prostatico especifico-PSA e a KLK3, possuem
importante papel na liquefagdo do coagulo por clivarem as semenogelinas, sendo também alvos da evolugdo
adaptativa recorrente, onde mutacdes que levam a formacdo de pseudogenes, at¢ mesmo a dele¢do génica sdo
repetidamente direcionadas a fixag@o por selecdo (Dorus et al., 2004). Um estudo filogenético, envolvendo quatro
espécies Platyrrhini (Saguinus oedipus, C. jacchus, Aotus nancymaae e Callicebus moloch) sofreram alteracdes
genéticas representadas por dele¢do, acimulo de mutacdes deletérias e formacdo de pseudogenes sobre KLK 2
(Marques et al., 2012). A esse respeito, foi inferido que em S. oedipus e C. jacchus as alteracdes nos genes da
semenogelina, devido a selecdo sexual, podem ser independentes daquelas ocorridas com KLK2/PSA (Valtonen-
André et al.,, 2007). Contudo, o significado bioldégico e evolutivo desses achados ainda nio estd claro, sendo
necessario estudos moleculares futuros sobre fungdo, estrutura génica, evolugdo, associados as particularidades
reprodutivas e socio sexuais de primatas neotropicais e outros grupos relacionados.

Moléculas associadas com a coagulacdo-liquefacio do sémen em primatas Neotropicais

Em descri¢des sobre a natureza e a interagdo dos componentes bioquimicos envolvidos na coagulagdo-
liquefagdo do sémen (Jonson et al. 2005; Malm et al. 2007) moléculas denominadas de semenogelinas (Sg) e suas
isoformas (Sg I — 50 kDa e Sg II — 63 kDa), identificadas em humanos e também primatas ndo humanos, sdo
consideradas as proteinas principais do coagulo seminal e expressas principalmente pelas vesiculas seminais (Lilja e
Lundwall, 1992) (Lilja e Lundwall, 1992). Um trabalho comparativo sobre os genes para expressdo da Sg 1 e Sg II,
realizado em humanos, macacos do velho mundo (Rhesus e babuinos) e neotropicais (sagui-de-tufos-brancos -
Callithrix sp. e sagui-cabeca-de-algoddo - Saguinus sp.), mostrou que entre esses grupos os transcritos podem
apresentar diferentes padrdes de tamanhos. Tais resultados deduzem que o tamanho dessas proteinas pode afetar as
forcas de ligagdo entre as moléculas do coagulo seminal, uma vez que espécies portadoras de proteinas maiores,
produzem um coagulo mais firme (Ulvsback e Lundwall, 1997).
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Basicamente, o processo de coagulagdo ¢ iniciado quando as Sg armazenadas separadamente nas vesiculas
seminais se misturam aos antigenos prostaticos especificos (PSA), glicoproteinas (28.5 kDa) que pertence a familia
das calicreinas glandulares (Lilja, 1985), inibidos por Zn®>", apos a ejaculagdo. Nesse momento as Sg sofrem uma
mudanga conformacional ao se ligarem ao Zn>", o que resulta na formagéo do coagulo seminal. Com a diminui¢io
da concentragio de Zn®" livre, o PSA torna-se ativo e cliva as Sg, promovendo a liquefagio do coagulo e liberagdo
dos espermatozoides (Malm et al., 2007). Um fato curioso a respeito do sémen de C. jacchus é que nesta espécie foi
verificada auséncia de PSA e baixa concentrag¢io de Zn>' no plasma seminal, indicando uma menor contribui¢do da
prostata na composi¢ao do ejaculado, e consequente resisténcia a liquefagdo do coagulo seminal (Valtonen-André et
al., 2005). Contudo, neste estudo, foi proposto que a auséncia do PSA parece ndo ser a razio critica para este fato, ja
que a sua aplicagdo exdgena surtiu efeito proteolitico discreto sobre a Sg I. Resultados da analise estrutural primaria
de proteinas mostraram que oito sitios para glicosilacdo N-ligadas (Huber et al., 1998) conferiram maior protecdo a
Sg I (48 kDa) de C. jacchus contra proteases (Valtonen-André et al., 2005). Deste modo, o processo de coagulagdo-
liquefagdo do sémen entre as espécies de primatas torna-se ainda mais complexo, mostrando que as vias
sinalizadoras e os componentes bioquimicos estruturais que compdem o plasma seminal ndo seguem um padrdo, de
tal modo que os estudos a esse respeito devem ser tratados considerando particularidades interespecificas.

Manipulacio in vitro do coagulo seminal e perspectivas

Algumas técnicas foram estudadas para evitar a coagulagdo do sémen em primatas neotropicais,
considerada uma barreira em estudos laboratoriais para recuperagdo de espermatozoides viaveis durante a
manipulacdo in vitro (Oliveira et al. 2011; 2015; 2016a; Ledo et al., 2015; Lima et al., 2017). O uso de solucdes
contendo enzimas proteoliticas (tripsina) adicionadas ao s€émen foi um método empregado para dissolucdo do
coagulo seminal na espécie 4. geoffroyi; porém, os resultados demonstraram que a eficdcia da tripsina para digestao
do coagulo seminal s6 ocorre em altas concentragdes, tendo como consequéncia a diminui¢do da motilidade
espermatica e lise das membranas dos espermatozoides (Hernandez-Lopez et al., 2002). Ja em S. apella (C. apella)
foi avaliada a eficiéncia da 4gua de coco em p6 (ACP™) com o objetivo dissolver do coagulo seminal e também
verificar o nivel de conservagdo do sémen em diferentes temperaturas (33°C, 35°C e 37°C), durante 24 horas
(Oliveira et al., 2010). Neste experimento, a ACP® em conjunto com a maceragio mecanica mostrou eficacia para
dissolucdo quase que total do codgulo seminal apdés 12 horas de incubagdo, sem efeitos deletérios aos
espermatozoides.

No ano seguinte, Oliveira et al. (2011) testaram a dissolu¢do do codgulo seminal nesta mesma espécie com
a agua de coco in natura (ACIN) e TES-Tris, em que CWS proporcionou dissolu¢do mais rapida (2,8 h) comparada
ao TES-Tris (4,5 h). Recentemente, em sémen de mico-de-goeldi (Callimico goeldii), foi utilizada ACIN a 37°C
para dissolucdo completa ou parcial do codgulo seminal permitindo a recuperacdo de espermatozoides com
motilidade acima de 80% (Arakaki et al., 2017). Em macacos de cheiro (S. collinsi, S. vanzolinii, S. cassiquiarensis
and S. macrodon) o sémen coagulado, obtido por EEJ, foi dissolvido in vitro com ACP® associado a procedimentos
de fragmentagdo mecanica com resultados favoraveis na recuperagdo de espermatozoides viaveis e que depois foram
aplicados em protocolos de criopreservagao (Oliveira et al., 2016a). O processo que envolve a dissolugdo do coagulo
seminal por meio do uso de solugdes a base de agua de coco ainda ndo sdo conhecidos. Todas essas tentativas foram
movidas no intuito de promover melhores protocolos para recuperagdo e manutengao in vitro de gametas masculinos
viaveis para serem aplicados com a finalidade de conservagao das espécies.

Consideracoes finais

As pesquisas direcionadas para o estudo das funcdes do codgulo seminal em primatas neotropicais
apresentam, cada uma em seu tempo, respostas esclarecedoras. A persisténcia em aprofundar os conhecimentos
sobre este tema, principalmente no ambito molecular, pode auxiliar na resolugdo de muitas questdes ainda ndo
elucidadas sobre o fendmeno de coagulagdo-liquefagdo seminal. Os avangos tendem a ocorrer & medida que as
lacunas do conhecimento sdo preenchidas e as respostas comecem a ser de fato extrapoladas para um ambito mais
pratico e rotineiro da reprodugdo assistida em macacos da Amazonia.
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