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Resumo

Os efeitos das enzimas hialuronidase e tripsina foram avaliados quanto
à liquefação, motilidade, vigor e integridade do acrossoma, no sêmen
de seis macacos pregos (Cebus apella), mantidos na Fundação Parque
Zoológico de São Paulo. O sêmen foi colhido por eletroejaculação,
após anestesia geral, e a fração líquida foi imediatamente avaliada. A
fração coagulada do sêmen foi tratada com as enzimas hialuronidase
e tripsina, na dose de 1mg/ml, diluídas em meio 199 (Nutricel,
Campinas/SP, Brasil), na proporção 1:4 e examinada após 5 e 15
minutos. Test t de Student foi utilizado para comparar os tratamentos.
Não houve diferença significativa quanto a motilidade, vigor e
integridade de acrossoma (p > 0.05), entre a fração de sêmen coagulado
diluído em hialuronidase e tripsina, após cinco ou quinze minutos.
No entanto, houve diferença significativa quanto a motilidade e vigor
entre a fração líquida e a coagulada do sêmen (p < 0.05), após quinze
minutos. Não houve diferença significativa com relação à integridade
de acrossoma (p > 0.05) entre a fração líquida e coagulada do sêmen,
após 15 minutos. De acordo com os resultados, podemos concluir
que não houve efeito aparente na fração coagulada do sêmen tratado
com as enzimas hialuronidase e tripsina com relação a motilidade,
vigor e integridade do acrossoma. No entanto, houve diferença
significativa entre a fração líquida e coagulada do sêmen com relação a
motilidade e vigor, porém não quanto à integridade do acrossoma.
De maneira geral, em ambos os tratamentos, não houve a completa
dissolução do coágulo.
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Introdução

O sêmen da maioria dos primatas
torna-se viscoso após a exposição ao ar,
tornando-se um material gelatinoso de difícil
acesso para determinação de suas
características, que normalmente são
avaliadas sob microscopia de luz, após
confecção de lâmina coberta por lamínula1.

Enzimas proteolíticas como a tripsina
e a colagenase foram utilizadas no processo de
liquefação de sêmen de primatas2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,
porquinho da índia12 e alpacas13. Da mesma
maneira, enzimas como a colagenase, a
fibrinolisina, a hialuronidase e a tripsina foram

utilizadas na dissolução do sêmen de lhamas
e alpacas14.

No entanto, embora alguns autores
recomendem a dissolução da fração
coagulada do sêmen de primatas com
enzimas proteolíticas, por afirmar que
grande quantidade de espermatozóides
encontra-se retido no coágulo3,4,5,6,8,9,10, outros
afirmam que a dissolução química interfere
na qualidade do sêmen obtido, além do fato
de afirmarem que apenas pequena
quantidade de espermatozóides fica retida
no coágulo, podendo portanto ser
desprezada15,16,17,18.

 Diante das disparidades encontradas
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na literatura, este estudo torna-se importante
pelo fato de avaliar os efeitos de duas
enzimas (hialuronidase e tripsina) na
motilidade, no vigor e na integridade do
acrossoma de espermatozóides da fração
coagulada do sêmen.  Espermatozóides
encontrados na fração líquida do sêmen
também foram avaliados quanto a motili-
dade, o vigor e a integridade de acrossoma.

O objetivo principal deste estudo foi
determinar os efeitos da hialuronidase e da
tripsina na liquefação, na motilidade e no
vigor do sêmen de macacos pregos, após 5
e 15 min.; e na integridade do acrossoma,
após 15 minutos da diluição, comparando
os resultados encontrados com os resultados
obtidos da análise imediata da fração líquida
do sêmen.

Materiais e Métodos

Animais
Foram utilizados seis exemplares de

macaco prego (Cebus apella), adultos,
machos, de procedência indeterminada e
fenótipos semelhantes. Os animais foram
mantidos na Fundação Parque Zoológico
de São Paulo.

Eletroejaculação
Os animais foram previamente

anestesiados com auxílio de caixa de prensa,
utilizando-se a associação Tiletamina-
Zolazepan (Zoletil®) na dose única de 7mg/
kg, via intramuscular.

A eletroejaculação foi realizada
utilizando-se aparelho para colheita de sêmen
de bovinos domésticos, com controle de
voltagem de 0 a 12 volts e eletrodo com
9mm de diâmetro e 11cm de comprimento,
contendo tiras longitudinais em cobre9,19.

Avaliação do Sêmen
Imediatamente após a ejaculação

foram avaliadas as características físicas do
ejaculado, iniciando-se pelo volume da fração
líquida e medição de pH. Uma gota desta
fração foi depositada em lâmina coberta por
lamínula e avaliada em Microscópio de Luz.

Os espermatozóides foram avaliados quanto
a motilidade (0-100%) e vigor (0-5). Uma
alíquota desta fração foi diluída em formol
salina 10% para avaliação da concentração
espermática e das características
morfológicas do sêmen (%). A concentração
espermática (x 106/ml) foi realizada com
auxílio de câmara de newbauer e as
características morfológicas foram avaliadas
em câmara úmida, pela contagem de 100
células/lâmina em Microscópio de
Contraste de Fase20. Um total de 3ml de
sêmen foi depositado em lâmina de vidro,
juntamente com 3ml de corante para
confecção do esfregaço, onde posterior-
mente 100 células/lâmina foram avaliadas
em Microscópio de Contraste de Fase
quanto à integridade do acrossoma21.

As enzimas hialuronidase e tripsina
foram diluídas em meio 199 (Nutricel,
Campinas/SP) na concentração 1mg/ml e
adicionadas na proproção de 25% do
volume do ejaculado em placas de petri
contendo as frações coaguladas e mantidos
em mesa aquecedora a 37ºC pelo período
de 15 minutos14. Motilidade e vigor foram
avaliados após 5 e 15 minutos da adição das
enzimas. Da mesma maneira a integridade
do acrossoma dos espermatozóides foi
avaliada, como descrito acima, após quinze
minutos da adição das enzimas ao sêmen
coagulado.

Análise Estatística
O Test t de Student foi utilizado para

avaliar as diferenças entre a qualidade do
sêmen da fração líquida e da fração coagulada
após cinco e quinze minutos da adição das
enzimas e entre as frações coaguladas de
sêmen diluídas em hialuronidase e tripsina
após cinco e quinze minutos22.

Resultados

A tabela 1 mostra a M/EPM dos
ejaculados quanto ao volume, motilidade,
concentração, anormalidades e integridade
de acrossoma da fração líquida do sêmen.
A tabela 2 mostra a M/EPM da motilidade,
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Tabela 1 -  Volume, motilidade, vigor, pH, concentração, anormalidades e integridade de acrossoma de espermatozóides da fração líquida do sêmen
                     de macacos pregos, São Paulo, 2003

-- Dados não aferidos devido à quantidade insuficiente de espermatozóides.

Tabela 2 -  Motilidade, vigor e integridade do acrossoma de espermatozóides da fração coagulada de sêmen de macacos pregos, após 15 minutos
da adição das enzimas hialuronidase e tripsina, São Paulo, 2003

-- Dados não aferidos devido à quantidade insuficiente de espermatozóides.

vigor e integridade do acrossoma do sêmen
coagulado diluído em hialuronidase e tripsina
após quinze minutos. As figuras 1 a 3
mostram o volume, a motilidade e a
integridade do acrossoma do sêmen
coagulado, diluído em hialuronidase e
tripsina, individualmente para cada animal.

Não houve diferença significativa
quanto a motilidade e vigor (p > 0.05), entre
a fração de sêmen coagulado diluído em
hialuronidase e tripsina, após cinco ou quinze
minutos. Também não houve diferença
significativa, entre a integridade de

acrossoma dos espermatozóides encontra-
dos na fração líquida e na fração coagulada,
diluída em hialuronidase ou tripsina (p >
0.05), após 15 minutos. No entanto, houve
diferença significativa quanto a motilidade e
vigor da fração líquida, comparada à fração
coagulada do sêmen, diluída em hialuronidase
(p = 0.009; p = 0.008) e tripsina (p = 0.02; p
= 0.03), após quinze minutos. De maneira
geral, tanto a hialuronidase como a tripsina
foram parcialmente eficientes na dissolução
do coágulo, sendo que nenhuma das duas
enzimas utilizadas o dissolveram totalmente.

053_04.pmd 2/10/2006, 16:49198



199

Braz. J. vet. Res. anim. Sci., São Paulo, v. 43, n. 2, p. 196-201, 2006

Figura 1 -  Efeito das enzimas hialuronidase e tripsina na motilidade da fração coagulada do sêmen de macacos pregos mantidos em cativeiro, São
Paulo, 2003

Figura 2 -  Efeito das enzimas hialuronidase e tripsina no vigor da fração coagulada do sêmen de macacos pregos mantidos em cativeiro, São Paulo,
2003

Discussão

O sêmen de macacos pregos torna-
se altamente viscoso após a ejaculação, o que
torna sua avaliação bastante prejudicada.
Devido a isso, este estudo foi realizado com
o intuito de demonstrar o efeito das enzimas
hialuronidase e tripsina na liquefação,
motilidade, vigor e integridade de acrossoma
de sêmen de macacos pregos mantidos em
cativeiro.

Para dissolução do coágulo as
enzimas hialuronidase e tripsina foram
testadas, no entanto, ambas mostraram-se
apenas parcialmente eficientes na eliminação
do coágulo, já que nenhuma das duas
permitiu dissolvê-lo totalmente. Isto pode
ter ocorrido devido a diluição (1mg/ml) ou
devido a concentração utilizada (25% do
volume total de sêmen). Porém, segundo a
literatura, essas enzimas foram capazes de
diluir sêmen de lhamas e alpacas na mesma
diluição e concentração14 e segundo Nagle e
Denari7 tripsina foi eficaz na diluição do
coágulo de sêmen de macacos pregos nas

concentrações 1 e 2% a temperatura de 20 a
35 °C, porém em um período superior a 15
minutos.

Não houve diferença entre a hialu-
ronidase e a tripsina com relação à qualidade
do sêmen, pois ambas interferiram da
mesma maneira, ou seja, diminuindo a
motilidade e o vigor espermático. No
entanto, a utilização dessas enzimas não
determinou alteração significativa relacionada
à integridade do acrossoma. Este dado é
muito importante, pois determina a
funcionalidade do sêmen, ou seja, sua
capacidade de penetração no oócito.

A quantidade insuficiente de
espermatozóides na fração coagulada do
sêmen, após sua diluição, sugere que poucos
espermatozóides permanecem nesta
fração16,17,18.

Em estudos preliminares o método
de adição de enzimas mostrou-se adequado,
eliminando todo o coagulo de sêmen em
primatas5. Com relação a motilidade e vigor,
também não foram observadas diferenças
entre as enzimas utilizadas, após sua adição
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Figura 3 -  Efeito das enzimas hialuronidase e tripsina na integridade de acrossoma da fração coagulada do sêmen de macacos pregos mantidos em
cativeiro, São Paulo, 2003

The effect of hyaluronidase and trypsin enzymes on liquefaction of
semen in capuchin monkey (Cebus apella)

Abstract

The effect of the enzymes hyaluronidase and trypsin were recorded
on the motility, vigor and acrosome integrity in the semen of  capuchin
monkey (Cebus apella). The animals (n=6) were maintained at
Fundação Parque Zoológico de São Paulo. Under anesthesia semen
samples were collected by electroejaculation. Immediately after the
ejaculation, the semen liquid fraction was analyzed for volume (ml),
pH, motility (%), vigor (0-5), concentration (cells/ml), defects (%)
and percentage of intact acrosome (%). The coagulated fraction was
treated with a solution of hyaluronidase or trypsin, 1mg/ml in
commercial medium (199-Nutricel, Campinas/SP, Brazil) in a
proportion of 1:4 and the samples were examined after 5 and 15
minutes. The Student T Test (95%) was used to compare the treat-
ments. There was no significant difference in the motility, vigor or
acrossome integrity (p > 0.05) between coagulated fraction diluted ei-
ther in trypsin or in hyaluronidase, after 5 or 15 minutes. However,
there was significant difference in motility and vigor between liquid
and coagulated fraction, after 15 minutes, for both treatments (p<0.05),
but there were no difference in acrosome integrity (p > 0.05). In
conclusion, there were no apparent effects in the coagulum for both
treatments regarding motility, vigor and acrosome integrity. There
were significant differences between liquid and coagulated fractions

Key-words:
Cebus apella.
Reproduction.
Semen.
Hyaluronidase.
Trypsin.

ao coagulo de sêmen, em trabalhos
anteriores13,12,3,8. Em estudo recente realizado
por Bravo, Ccallo e Garnica14, não houve
alteração na integridade do acrossoma
relacionada à enzima ou ao tempo de
exposição à mesma.

Conclusão

As enzimas testadas neste experi-
mento não foram efetivas na eliminação
completa do coágulo de sêmen de macacos
pregos no período máximo de 15 minutos.

Tanto a hialuronidase quanto a tripsina
promoveram a diminuição da motilidade e
do vigor espermático de acordo com o
tempo de exposição, quando comparada a
fração líquida do sêmen. Não houve
aumento na porcentagem de acrossomas
lesados após 15 minutos de exposição às
enzimas.
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