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1. El estudio de la fisiologia de la reproduccion del mono
arafia (Ateles geoffroyi)

Actualmente, los estudios referentes a la biologia de la reproduccion, han tenido
avances importantes en campos muy concretos como: la bioclogia molecular, la
bioingenieria, 1a biologia celular y la genética, entre otros. Sin embargo, la investi-
gacion en aspectos fisiologicos generales no debe desmerecer por el desarrollo de
esas otras ciencias, pues la comprension cabal de cualquier fendmeno, parte
siempre desde sus aspectos mas generales.

En otra vertiente, cabe senalar que las caracteristicas reproductivas de una espe-
cie dada, estan intimamente ligadas a su entorno fisico y social (Emlen y Oring,
1977). Por eso, aun cuando la fisiologia de la reproduccion parte de los mismos
mecanismos neurcendocrinos y anatdmicos en todas las especies de mamiferos
hasta ahora estudiadas, merece la pena ahondar en el estudio de aquelios anima-
les que hasta e! momento Nno se conocen bien.

Los monos arana son animales que sobreviven con facilidad en cautiverio, se
adaptan favorablemente a los cambios de dieta, resisten a los parasitos y en gene-
ral a las enfermedades infecciosas (observaciones personales). Sorprendente-
mente, estos primates son extremadamente dificiles de reproducir en cautiveri’o.‘
aun cuando se les mantenga en condiciones aparentemente optimas..No obstante,” .
se han dado casos en que, en situaciones desfavorables (hacinamiento, rljlala ali-" .
mentacion, clima frio), estos primates se han reproducido. Ante esta évid'ehcia la:
pregunta es: ¢de qué depende que estos animales se reproduzcan o noen cauti-
verio? R

Se sabe que algunos factores ambientales, tales como la abundancia de los
recursos alimenticios, afectan la reproduccion de las especies estacionales (como
el mono rhesus: Southwick, et a/. 1965; el mono ardilla: Jarosz, et al. 1977) y en
algunos casos aun la de las no estacionales (babuino hamadrias: Mefnick y Pearl).
Sin embargo, como sefalan Ziegler y col. (2000), hasta el momento no se han lle-




vado a cabo trabajos en primates en los que se evallde la actividad ovarica con
reéspecto al abasto de alimento. Se ha observado que en la India, por ejemplo, los
langures hanumanes (Presbytis entellus) que viven cerca de las poblaciones
humanas .y que son alimentados constantemente, presentan mayor namero de
nacimientos en determinadas épocas, pero se reproducen a lo largo de todo el
ano.  Contrariamente, esa misma especie de langures, cuando habita alejada de
los asentamientos humanos, limita su reproduccion a solamente las épocas del
afo en las que los recursos alimenticios son abundantes (Ziegler, 2000).

Otro factor que esta intimamente ligado a la reproduccion es el fotoperiodo, el
cual ha sido estudiado exhaustivamente, especialmente en especies domésticas
(Knobil y Hotchkiss, 1988). Se sabe que la proporcion de horas luz/oscuridad regu-
la la actividad hipotalamica por via de los fotorreceptores retinales que estan liga-
dos al nucleo supraquiasmatico del hipotalamo y a la glandula pineal. Aunque se
ha demostrado que aun cuando la influencia del fotoperiodo es determinante para
la regulacion reproductiva, si se mantiene experimentalmente a los animales por
periodos prolongados de luz o de oscuridad (free running), al cabo de un tiempo
éstos vuelven a ciclar normalmente, aungque no de manera sincronizada (Knobil y
Hotchkiss, 1988). 3 .

Por otra parte, el estrés provocado por el nimero de individuos hacinados e
inclusive la proporcion de hembras y machos asi como el espac:o asignado, pue-
den ser factores que interfieran con la reproduccnon. El estrés promueve la libera-
cion de péptidos opioides responsables de la supresién de la liberaciéon de las
hormonas foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH), por efecto de la inhibicion
hipotalamica de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) (Dixson,
1998). Dado que la actividad ovarica esta regulada por las gonadotropinas LH y
FSH, la supresion de ambas hormonas evita el desarrollo folicular y la liberacion
de los ovocitos maduros en las hembras. En los machos la LH y la FSH son res-
ponsables de la sintesis de testosterona y ésta a su vez promueve la conducta

copulatoria y la espermatogénesis en el macho, la inhibicidon de la GnRH disminu-
ye ambos eventos (Dixson, 1998).




Tomando en consideracion ias reflexiones anteriores, el hecho de que una
especie no se reprc_)duzca obliga a los investigadores a adentrarse en el estudio de
las relaciones entre el entormo social y fisico, la neuroendocrinologia yla conduct'a
pues de estos factores depende la reproduccion exitosa de Ios md:vuduos (Berco-
vich, 1987). : :

Este trabajo esta enfocado a describir las caracteristicas generales de Ia fsno- s

logia de la reproduccion del mono arafia de manos negras (Ateles geoﬂ‘royi) una T

especie popularmente conocida, pero de la que, parado;icamente. se sabe muy
poco sobre sus aspectos bioldgicos.

En 1835 Goodman y Wisloki describieron por pnmera vez los sangradcs pe-‘
riodicos, similares a los menstruales, en dos monas arafa de esta especie. Des-
pués de ese trabajo, las monas arafa no nabian vueltc a ser estudiadas desde
esa perspectiva, los estudios que se llevaron a cabo con estos animales se con-
centraron en sus relaciones ecoldgicas (véase como ejemplo la excelente y com-
pleta revision de Van Roosemalen y Klein. 1988). Mas de 60 anos después, en
1998 nuestro grupo describid el ciclo menstrual de esta especie con referencia a
los cambios en la citologia vaglnal exfohatwa y las variaciones hormonales séricas
de 17 f3-estradiol y progesterona ’(Heméndez—Lopez et al. 1998). L

Por otra parte, un hecho que resulta interesante sedialar brevemente, es que ‘
las monas arafia presentan cuclos menstruales y Nno estrales como se descnben en'
muchas primates del Nuevo Mundo {Knobil y Hotchkiss,1988; Samel 1988) Asn-—'
mismo, el mono araﬁa posee ‘an snstema de apareamiento muy peculla P conocudo"'

B ue'solamente comparte con el chlmpance y por Io que
MacFarland en 1986 y: Robmson Y. Jonson en 1987 pos(ularon dada suU; lejama
filogenética (Fig. 1), corﬁo un paralellsmo socnoecologloo entre ambas éspeCIes lo
que hace su esludm aun mas mteresante desde otras perspectlvas




Prosimios
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Fig. 1 Clasfficacidn taxonérmica del género primate, con énfasis en las filogenias de A. geoffroyt y P. Tro-
glodites.

Este trabajo se divide en tres capltulos y un apéndice. El prlmer capltu|o esta -
dedicado a las hembras; en él se describe la anatomia del aparato reproductor por
laparoscopia exploratoria y por chseccnon Se describen tambxen Ia delermnnacnon'
de las concentraciones de estrona y progesterona en heces .y la tecnlca de inse-
minacion artificial. E SR SRR R T

El segundo capitulo incluye l1a obtencic‘m de! eyaculado de.los mécﬁc}s‘p‘or
electroeyaculacién, la determinacion de las caracteristicas del semen y: la descnp-‘
cion del uso de la tripsina como una técnica que facilita la evaluac, n del eyacula- g
do. Asimismo, se describe la congelac:én del semen en pastillas (pellets) :

Dado que en nuestro pais no se hacen estudios sobre ﬁsnologna de Ia repro— :

duccion en primates, en el (ercer capitulo de este trabajo se descnben algunas :

técnicas ya establecidas en la marmoseta. comun (Calllthnx Jjacchus), un prlmate
Neotropical que ha sido estudiado ampliamente en. cuanto a sus: caracteristicas
reproductivas. En este capitulo se describe el uso del Percoll y del PureSperm pa-
ra lavar el semen de esta especie. También se describe la vnbroesnmulac:on. un
meétodo altemativo para la obtencion del semen de los primates y la evaluacién del
eyaculado por el método computarizado (CASA), el cual parece ser la mejor op-
cion para la evaluacion objetiva del semen. Se describe la congelacién del semen
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en pajilas y se mencionan las ventajas en la utilizacion de esta té;nica, Cabe .
mencionar que las técnicas que se utilizan en la marmoseta quiza puedéh ac!ap'—
tarse al mono arana. ) ‘ : & I
Por ultimo en el apéndice se incluyen los articulos hasta ‘a‘hbra‘ puvb'licad.os
sobre la fisiologia reproductiva del mono arafa, que son producto de esta’tes N
Para evitar ser redundante, en los capitulos donde se hace réferencia a‘é$tqs re-

sultados, no los muestro en su totalidad, sino simplemente los resumo.’ Las des-
cripciones detalladas pueden ser consultadas en el apéndice. ’

10




2. Hembras

Fisiologia reproductiva

Ciclos ovaricos

Entre las primates existen dos tipoes de ciclos ovaricos (Fig. 2) uno es el
estral y otro el menstrual. Ambos obedecen al mismo mecanismo neuroendocrmo. )
Sin embargo, presentan algunas diferencias que a continuacion se detallan. . o

Las primates que presentan ciclos menstruales sangran. periddicamente,
por ejemplo las mujeres cada 28 dias (Siedlecky, 2001), las chimpancés cada 35
dias (Graham, 1981), las hembras de macaca arctoides cada 29.1 dias (Wilks,
1977).

El sangrado ocurre después de la fase lutea y se debe al desprendimiento
del endometrio (Hrdy y Whitten, 1987) con la consecuente ruptura de las arterias
espirales que lo irigan. Ese sangrado tiene una duracidn que varia segun la espe-
cie (Saitiel, 1988). E! desprendimiento endometrial parece deberse al colapso y
necrosis de los vasos sanguineos endometriales, dado por la drastica disminucion
de las concentraciones de estrogenos y progesterona previa a la menstruacion. De
hecho, la menstruacion inicia aproximadamente tres dias después de que las con- - :
centraciones sanguineas de progesterona decrecen a menos de 1 ng/ml (Monroe:
1970). .

Las hembras que presentan ciclo estral no sangran. Sin embargo; es'imbor—‘- g

tante aclarar que existen algunas especies que presgahtan ciclos estrales pu'éden“ :
apreciarse sangrados periddicos, por ejemplo, lé pé;'rv'a“ql.ie sahgra GUranté elyéstro i
y la vaca que puede sangrar durante el metaestro (Samel 1988) Ambos sangra-
dos se presentan en lo que corresponde a la fase penovulatona del ciclo estral, y
no después de la fase lutea. De hecho, estos sangrados se deben a un efecto de
diapedesis por el incremento en la circulacidn sanguinea y debilidad de los vasos
sanguineos que irrigan al endometrio y no al desprendimiento del mismo.
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Otra diferenqia importante entre los ciclos menstrual y estral, es que en el
primero hay mayor:flexibilidad en’el tiempo de receptividad'éexual (Hrdy,- 1987),
porque las ’wn@en(réaones ’es(régénicas. que son respons'ables de la conducta
sexual en las prin’iétes.,se mantienen a concentraciones elevadas tanto a lo largo
de'1a fase folicular 'como de ia lUtea. Por otra parte, las concentraciones de estro-
genos son’ mucho mas aitas en los ciclos menstruales que en los estrales. Asi-
mismo, en algunas especies de primates se presenta un segundo pico de esta
hormona aproximadamente a la mitad de la fase latea (Wilks, 1977).. »

Las hembras con ciclos estrales, pueden reproducirse a lo largo de todo et
afo (poliestricas continuas) o presentar periodos de actividad sexual interrumpidos
por fases de anestro o inactividad hormonal {(monoestricas o poliestricas estaéib-
nales), sin embargo en ninguno de los casos las hembras se aparean fuera de la
fase de estro o proestro, es decir cercanas a la ovulacion. Por otra parte, en n‘in,—
guno de los casos las hembras con ciclos estrales menstrian sino reabsorben el
endometrio.

Ademas de los ciclos antes mencionados, Bonney y col. (1980) describieron
un ciclo distinto en el Aotus trivirgatus, un primate Neotropical. A este ciclo lo de-
nominaron “de transicion” porque las oscilaciones hormonales no corresponden ni
al ciclo estrat, ni al menstrual. Sin embafgb, fuera de este trabajo, en la literatura
no se ha vuelto a mencionar este tipo de ciclo en ninguna otra especie de primate.




Fig. 2 Esquemas represen-
tativos de los ciclos estral y
menstrual Notese que las
concentraciones de estroge-
nos se mantienen altas aun
despues de ta ovulacion en
lo que corresponde a la fase
utea de ciclo menstrual
mientras que en el cicio
estral decrecen Ademas en
ambos ciclos las unidades
de medicion de los estroge-
nos estan expresadas en
pg/mi Sin embargo el valor
maamo en 1a escala del
ciclo estral es ade 70 pg/ml.
mientras que en el ciclo
menstruat llega hasta 900

pg/mt Por 1o que aun
cuando las oscdaciones en
las concentraciones

hormonales son parecidas
en ambos ciclos. en los
menstruales  siempre  son
mucho mas elevadas que en
1os estrales
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Ciclos uterinos :
Las variaciones en la concentracion de estrogenos y progesterona a lo largo
de cada ciclo ovarico, se ven reflejadas en los cambios celulares del epitelio vagi-
nal y uterino, dando lugar a lo que se conoce como ciclo utenno (Flg 3).7 :
A medida que las concentrac:ones estrcgenlcas se elevan tamb n aumen-
tan los estratos celulares de los epttehos vaginal y uterino (fase folncular) al llégar,
los estrogenos a su maxima concentracuon. se observa la mayo rnadurez de estos
epitelios, caracterizada por una gran poblacton de celulas de descamacxon'(fasef
periovulatoria). SR

Posteriormente la progesterona mantiene estos estratos celulare hasta :
aproximadamente la mitad de la fase IUtea, en la que las concentracnones de am-
bas hormonas descienden por la falta de prefiez. En este momento se aprecx un’[

cambio en el patron celular de los epitelios representado ahora por. celulas para- s
basales y una gran cantidad de leucocitos (fase iutea). :

Por ultimo, ocurre la menstruacion, faciimente identificable por la presenc:a
de los eritrocitos.




Fig. 3 Ciclo menstrual de la mona
arana, En In fotografia A ae mues-
tra 1a fase menstrual en la que e
puede apreciar una @ren cantidsd

tes. En 1a folografis D la fase Wies,
en csia tose se observan célules
parspasaies (P), esiss celulas se
gistinguen por au forma redonda,
los nuclecs de astas céulas aon
grandea Asimismo csia es la fase
en la que sc observa la mayor
poblacién de leucocAos

Ciclo menstrual de la mona arafia

Existia la creencia que el ciclo menstrual era exclusivo de las mujeres, mo-
nos del Viejo Mundo y grandes simios. Sin embargo, como se menciono anterior-
mente, en 1935 Goodman y Wisloki detectaron sangrados periddicos en dos mo-
nas arafia. A pesar de este hallazgo, en la literatura todavia existia discrepancia
en cuanto al tipo de ciclo que las hembras de esta especie presentaban.

Afos mas adelante, nuestro grupo llevd a cabo la caracterizaciéon del ciclo
uterino de la mona arafia con base en los cambios celulares del epitelio vaginal,
junto con la medicién de las concentraciones séricas de 17 B-estradiol y progeste-
rona. Con los resultados que obtuvimos en este trabajo determinamos que las
monas arafia presentan ciclos menstruales de 25.3 + 3 dias de duracién total, con
cuatro fases bien definidas: la folicular, que dura en promedio 8.2 dias, la lutea 6,
la periovulatoria 7.6, y la menstrual 3.5 dias. Los porcentajes de las células epite-
liales y los valores séricos de 17-estradiol y progesterona en cada fase del ciclo
menstrual, asi como el total de muestras obtenidas de cada hembra, se muestran
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en el articulo’ anexo, tnuladO' The menstrual cycle of the spider monkey (Ateles
geoffroyi) por Hernandez-Lopez y colaboradores ]

Endocnnologia de la reproducc:én

Los mamnferos como ‘cualquier o!ro ser vivo, han desarrollado mecanismos
propios para hacer eficiente su reproduccxén Como parte de esos mecanismaos las
hembras: responden alas hormonas sexuales de formas variadas 16 que las dis-"
tingue en éépecies de ovulacion espontanea (coneja), inducida (gata) y otras mas
en las que la ovulacién responde a procesos neuroendocrinos, que fluctian por
periodos prees(ablecldos {primates) (Saltiel, 1988) X

Entre los primates no humanos no hay evidencia de especxes que presen-
ten ovulacion inducida, ni espontanea (Dixson, 1998), asi que los eventos que a
continuacion se describen son similares en todas las especies de pnmates " inclui-
da la humana (Knobil y Hotchkiss, 1988).

Los ciclos ovaricos de los primates, ya sean estrales o menstruales, depen-
den de la liberacion de FSH y LH de la hipdéfisis, ambas hormonas son requeridas
para inducir la ovulacion. Dicha secrecién obedece al factor de Izberacnon de FSHy
LH (GnRH) secretado en el hipotdalamo medxobasal. La secrecion en pulsos por
hora de este factor, con la consecuente liberacion de las gonadotropinas, es sufi-
ciente para desarrollar ai foliculo de Graff, y con ét disparar la sintesis de estroge-
nos y posteriormente de progesterona )

Conforme el foliculo de Graff va madurando se aromatizan una mayor can-
tidad de androgenos en las celulas de la teca interna y de la granulosa ovanca
Ese evento incrementa las eoncen(racnones de estrogenos que, al sobrepasar por
o menos tres veces sus concentracnones basales y mantenerse asi durante 36
horas, promueve la hberac:on de’ un plco de LH provocando la ovulacion. :

Conforme las concentracuones estrogenlcas van aumentando, las de FSH
van decreciendo, y al momento de la ovulaqon se libera la inhibina, una hormona
de origen gonadal que actia sobre la adenohipéﬁsis inhibiendo la secrecién de
FSH (Randall et al. 1998). Las concentraciones disminuidas de FSH se mantienen
asi hasta el final del ciclo.

TESIS Cun
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La primera mitad del ciclo (la fase. folicular) esta regida directamente por los
estrogenos, 'particularmente por et 17D-estradiol y la estrona, que son los esteroi-
des fohculares mas’ importantes,’ aunque e! prlmero es diez veces mas potente
que el segundo (Knobul y Hotchklss 1988). Durante esta fase, la progesterona es-
ta practicamente ausente. Esta prlmera fase del ciclo, incluye también la fase pe-
riovulatoria,’ ya que el pico gonadotropico preovulatorlo acompanado por el mcre-
mento repentino de las concentraciones estrogenlcas previas a Ia ovulacxon, suce-
den todavia dentro de la fase folicular. : .

Después de la ovulacion la mﬂuencxa hormonal esta dada prlncxpalmente
por:la progesterona producida en el cuerpo Iu(eo. A esta fase se le conoce como
fase |Gtea. Por definicion, esta fase ccmcluye cuando se presenta el pnmer dia de
sangrado menstrual.

Objetivo general

De acuerdo con el planteamtento del problema en esta ‘tesis se estudiaron
algunos parametros reproductnvos que reﬂejan el fu clonamlento neuroendocrino
de los monos araﬁa Esto con la finalidad de anad nforma

conductual ya existentes, y ‘asi Ilevar a cabo las’ lnsemmacuones artificiales de es-
tos animales con las bases fsxologm:as apropladas

Objetivos particulares

Los objetivos particulares de este capltulo del trabajo se dividen en tres:

Hacer la determinacion de las concentraciones de estrona y progesterona
en heces de las monas arafa. Con este método.'es‘ posible hacer un seguimiento
diario de las variaciones hormonales que reflejan la actividad ovarica, inclusive en
especies silvestres (Stavisky, et al. 1995, Strier y Ziegler, 1997, Ziegler, et al.
2000). Asimismo, esta técnica permite evaluar los cambios hormbnales normales,
ocurridos durante la prefiez y el posparto (Jurke, et al. 1997; Jurke, et al. 1998).

Describir las caracteristicas anatomicas del tracto reproductor de las hem-
bras mediante laparoscopia exploratoria. Pues en tanto no se conozca su anato-
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mia, S|empre se corre el nesgo de causar algun dano fusnco durame la insemina-
cion artificial. :

" Intentar 1a lnsemlnacmn artlfcual exitosa en el mono arafa, y describir el es-
tatus Fs»ologlco proplo de Ia gestac:on de esta espec:e

Malenal y métodos
Sujetos e lnstalaaones

£1 Instituto Nac«onal d

nta éon una pbﬁfacién de siete mo-
'chos Estos ammales eslan alojados en una
jaula con forma de secc:on con ca, echada con malia de alambre de las’ sngulentes
medidas: 6. 20 m (lado mayor) *%1 70 m (Iado menor) x 6.00 m (Iados xguales) x
6.30 (altura). Los animales scm allmenlados ‘diariamente con dieta comercial Mon-
key Diet 5038 (Lab Diet, PMI Feeds, ICN) para monos del Viejo Mundo, fruta y
verduras. La dieta no cumﬁ;le con los réqueﬁmiéntos nutricionales de los monos
arafa, debido a que esta especie ‘de pﬁméte tiene un requerimiento de proteinas
mas alto (25%) que el que tienen los monoskdel Viejo Mundo (15%) (Martin, 1986).
Sin . embargo hasta el momento el estado fisico de los animales en general es
bueno, aunque debe ponerse especial cuidado en las revisiones periodicas que se
les hacen, para que en caso de ser necesario se les adicionen otras fuentes pro-
teicas. Los monos tienen libre acceso al agua, y la limpieza de las ;aulas se hace
diariamente a la 09:00 hrs aproximadamente.

nos arana cuatro hembras

La historia reproductiva de estos monos nNo se conoce, debldo a que fueron:
incautados por la ex-SEDUE y posteriormente donados a! Instituto en 1991, a par-
tir de este ano hasta la fecha no se han reproducido.

Cuantificacion de estrona y progesterona en heces

Numerosos trabajos sobre la extraccion de hormonas esteroides a partir de
heces, han demostrado que ésta es una técnica eficaz para determinar el estatus
reproductor de algunas especies de mamiferos, particularmente aqueilas en las
que el manejo resulta peligroso o conflictivo.

Eil hecho de que esta técnica sea no invasiva, ha brindado |la posibilidad de
hacer registros diarios de las variaciones hormonales en los primates no-humanos
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(Risler, 1987; Ziegler, 1989; Shideler, 1993; Jurke, 1998; Matzumuro, 1999), pues
el patron de excrecion de estas hormonas es similar al que se presenta en suero
sanguineo, aunque el tiempo de excrecion puede retrasarse de 12 a mas de 48
horas (Schwarzenberger, 1996).

Coleccién de heces :

Debido a las condiciones de cautiverio en las que se mantiene a las monas
en estudio, fue Necesario tedir las heces de cada hembra para distinguir unas de
otras. Para ello, dimos a beber 120 m! de jugo de frutas, tefido con 1 cucharada
de colorante vegetal en pasta (Chefmaster gel base color), ios colores utlhzados
fueron: rojo, negro y morado, ya que otros colores no se dlstmgulan o no eran lo
suficientemente fuertes para tefirlas.

Extracciéon de metabolitos hormonales a partir de heces E

La extraccién hormonal se llevd a cabo de acuerdo a la técnica eStablecida
por Matzumuro y colaboradores en 1939, salvo que pesamos el doble de materia
fecal que la sugerida por el autor, ya que la cantidad de hormonas detectada en
una prueba piloto previamente realizada fue baja. Et resto del proced:muento se
resume en la figura 2. . o :

El muestreo se hizo diariamente por un periodo de tres meses consecuti-
vos, tres de descanso, y tres meses mas de muestreo

Pesar 2 gr Homogeneizar con 10 M = o Cenmfugar a 3000 rem

de muestra —— de agua destllada - J— 30 min a 4°C,

Tomar 200 ul Colocar la mezcla en hielo . sobr con

en un tubo y por un periodo de 1 hora ™~ y éter a una proporcién de 3:2

3 mi en otro para
evaporar al vacio

|

Completada la evaporacién Se analiza la muestra

adicsionar 2Q0 ul de buffer con kits comerciales para
fosfato (pH 7.5) radioinmunoensayo

Fig. 2 Esquema de los Pasos a seguir para 1 det

a partir de heces fecates
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Resultados

En la figura 3 se grafican 45 dias de muestreo de las monas arana. Como
se puede observar, las concentraciones tanto de estrona como de progesterona
fluctian drasticamente a lo largo de los ciclos; ademas las concentraciones de
estrona en algunos casos sobrepasaron los niveles maximos detectados por el
RIA. Cabe mencionar que cuando esto ocurric tomamos el valor maximo registra-
do para graficarse, de otra manera, hubieran aparecido como valores faltantes, sin
serlo.

En los resultados se observa que los ciclos ovaricos de las hembras en es-
tudio tuvieron una duracion promedio que entra dentro del rango normal para esta
especie, salvo Canica (CA), quien presentd un ciclo de 18 dias, cuando deberia
ser de 24 a 26 dias. E! de Frida (FR) fue de 26 dias y el de Lola (L.LO) de 27 dias.
Cabe mencionar que aunque la duracion promedio de los ciclos de estas dos
hembras entra en el rango normal, las variaciones hormonales no siguen un pa-
trén cldsico de un ciclo menstrual, en adelante se detalla. :

Considerando el ciclo ovarico de menstruacién a menstruacién,. se puedé
observar que FR presentd concentraciones de estrona elevadas (1 800 ﬁglhﬁl) du- ;
rante las fases folicular, periovulatoria y lutea temprana. Las concentracnones ‘mas
bajas se detectaron en la fase lutea tardia y durante |a men truamén (250-400
pPg/mi) tal como se espera en un ciclo menstrual. La progesteron sé mantuvo ele-

vada durante las fases periovulatora y Witea temprana (1 800-1 600 nglml) ‘disminu- "
yendo notablemente durante las fases latea tardia

menstrual (600—0 nglml), este
patron de excrecion de progesterona también corresponde al esperado en un ciclo
menstrual.

Después de la menstruacion las ooncentracaones de estrona se eleva-
ron normalmente. Sin embargo, después se observ una ca|da que no sucede
regularmente en los ciclos menstruales. As:rmsmo s se observa en la grafica el

periodo que corresponde a la fase lUtea tardia del ClClO antenor f{as concentracio-
nes de estrona son muy elevadas.

Por otra parte, CA presentd un patron de excrecion en el que se observaron
concentraciones elevadas de estrona durante las fases folicular, periovulatoria y




latea temprana (1400-1600 pg/mi). Disminuyeron durante las fases menstrual y
latea tardia (400420 pg/ml). Sin embargo, no se mantuvieron constantes las con-
centraciones, ya que fluctuaron mucho dentro de cada fase. La progesterona se
incrementd durante la fase periovulatoria (1600 pg/ml) y disminuyd antes de la
menstruacion (20-0 pg/mil).

Finalmente, LO presentd valores muy bajos tanto de estrona (100-200
pg/ml} como de progesterona (0 ng/mi) durante la fase periovulatoria, que es
cuando se esperan los valores maximos. Se detectd también, el pico de estrona
durante la fase litea tardia (1200 pg/ml), el cual se presenta normalmente en al-
gunas especies de ciclos menstruales. Con respecto a la progesterona, durante |la
fase folicular temprana (1800 ng/ml) y litea tardia (2000 ng/ml) las concentracio-
nes de esta hormona fueron altas.
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Discusiéon

Los resultados de la extracc:én hormonal en heces muestran que con la
técnica empleada se pueden determlnar ia estrona y'la progesterona pero no el
17-B estradiol en las monas arana, a diferencia de Ios resultados qu 3 obtuv:eron
Matzumuro y colaboradores {1 999), autores de la tecnnca qunenes d ectaron va-
lores mas elevados de 17-8 estradlol que de estrona en Ias heces del cynomclgus
{(macaca fasciculans). : :

Se sabe que los estrogenos mas abundantes en hece S a,estrona Ay la .

meante al primer minuto. Sin embargoe, se puede encontrar porque una parte de
esta hormona se absorbe directamente de la cnrculac:on al intestino y se excreta
como tal (Schwasenberger, et al. 1996).

Es importante resaltar que la excrecion de las hormonas en heces también
depende en mucho de la dieta de los animales, se sabe que la abundancia de gra-
sas y fibra afectan la tasa de excrecion de las hormonas esteroides en las heces
(Fedigan y Rose, 1995).

Es probable, que la discrepancia que hay entre los resultados obtenidos por
Matzumuro y cols. y los nuestros, se deba a la diferencia en el metabolismo de las
especies con las que trabajamos o simplemente a la dieta suministrada a los ani-
males.

Los valores que nosotros detectamos de estrona fueron poco regulares, o
cual no difiere de lo descrito por Campbell y colaboradores (2001) en esta misma
especie, aungue si, 1a duracion de !a fase folicular que ellos describen de 2 a 3
dias, y nosotros de 8.2 + 2.8 dias (Hemandez-Ldpez, et al. 1998). Asimismo, se-
gun sus mediciones, la menstruacidon ocurre al mismo tiempo que la ovulacion;
nosotros encontramos que la fase iUtea tiene una duracion de 6 + 2.6 dias (Her-
nandez-Lopez, et al. 1998), es decir la menstruacién ocurre después de la fase
Iatea por lo menos 6 dias después de la fase periovulatoria.
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Por otra pane es probable que las hembras, tanto del trabajo de Campbell,
que tenian 25 afos al t:empo deil estudio, como las nuestras, ninguna de ellas me-
nor de catorce anos presenten un patréon de excrecidon hormonal irregular debido
probablemente a su edad pues se sabe que en las mujeres por ejemplo, se puede

observar una reducctén ‘en la duracion del ciclo debido al acortamiento, de la fase
fohcular o blen al largamlento del mismo por la falta de ovulacién (Vom Saal y
Flnch 1988) As:mlsmo. ’en monas viejas se ha detectado una reduccion de los
pulsos de GnRH provocando un deterioro en el desarrollo folicular, quiza es por
esto que Zlegler y colaboradores (2000), quienes trabajaron con lémures, descri-

bieron |rregulandades en los patrones de excrecién hormonal solamente en las

hembras vnejas ¥ en su mayoria, esos ciclos fueron anovulatorios.

Snn embargo en contrastaste con los datos anteriores, en la literatura se
mencuona que Ias monas arafa en libertad viven mas de 20 arios y que a esa
edad pueden ser todavia activas reproductlvameme (Milton, 1981). Asimismo, Jur-
ke'y colaboradores (1997) describen el patrén hormonal durante la prefez de una
hembra Ions (Nyctlcebus pygmeaus) de 10 anos de edad, cuando la vida media de
esta especie’es de aproxlmadament

S anos’ {Rowe, 1996), lo que indica que
ecnes tienen ciclos ovulatorios, ya

hembras vlejas cuando menos de
que pueden quedar gestames y.lo: 5 embarazos llegar a término. No obstante, es
importante menclonar .que ‘a 'n cuando'los cxclos de las hembras viejas tienden a
ser anovulatorlos este evento no ocurre ‘de forma radlcal se han dado casos en

los que, muleres después de la menopausna presentan algunos ciclos ovulatorios
(Vom Saal y Finch, 1988).

Por otra parte, las concentraciones de estrona y de progesterona descritas
tanto por Campbell como por nosotros en el mono arafia, podrian parecen dema-
siado elevadas con respecto a ias de otros primates. Sin embargo, Coe y cotabo-
radores (1992) mencionan que las concentraciones mas altas de estrégenos que
se han descrito son en callitricidos, tal vez por su cercania filogenética los cebidos
compartan esta caracteristica (Fig. 1). Asimismo la progesterona, el cortisol y ia
testosterona, siempre son mas elevadas en los primates Neotropicales que en los
primates del Viejo Mundo (Coe et al. 1992).
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Finalmente, para concluir satisfactoriamente este trabajo, en adelante sera
necesario hacer un muestreo de herhbras jovenes, por periodos prolongédos para
comparar las variaciones hormonales de las hembras jévenes con las viéjas y asi
determinar si la irregularidad hormonal es normal en las monas arafia o si verda-
deramente es un efecto de la edad. : ' ’

Por otra parte, deben hacerse variaciones en la dneta admlnlstrada a Ios ani-
males para determinar si en esta especie; la influencia de Ios ahmentos que
consumen es relevante en su reproduccion, pues quiza las monas arana se adap-
tan favorablemente a los cambios de dieta desde el punto de vista de la salud di-
gestiva, pero esto no implica que la reproduccion no pueda verse afectada fuerte-
mente.

Descripcién anatémica del tracto reproductor fe ino de la arana

La primera descripcion anatomica que llevamos a cabo en este trabajo fue
por laparoscopia exploratoria. Esta técnica se utiliza frecuentemente como herra-
mienta de diagnostico mediante la observacion directa de los organos, para obte-
ner biopsias de tejidos e inclusive para hacer algunas cirugias menores, sin la ne-
cesidad de hacer grandes incisiones que resulten traumaticas a los individuos
(Prescott, 1979). También puede ser utilizada como un auxiliar de la reproduccion
asistida, para inyectar semen directamente en el cuerpo del utero, lo que da bue-
nos resultados.
Laparoscopio

El laparoscopio es un proyector de luz conectado por medio de un haz de
fibras opticas a un tel opio. El. tel opio. por un extremo tiene un adaptador
ocular, por el cual el operador puede ‘observar. El otro extremo, es el que se intro-
duce a la cavidad abdominal, a traves de una pequeﬁa incisién en la pared abdo-
minai (Hamrison, 1979).
Procedimiento

Como entrenamiento practiqué |aparoscop|as en tres borregas de desecho
de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, bajo la asesoria del Dr. Octavio
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Mejia.  Posteriormente realice laparoscoplas enlas monas, el procedimiento se
. descnbe a continuacion.

- Anestesiamos a las hembras con clorlmdrato de ketamina a una dosis de 40
mg/kg, via IM. Una vez que entraron a un plano anestésico quirirgico, las sujeta-
mos pbr jas cuatro extremidades a una mesa, en posicion decubito dorsal, para
dejar libre el area abdominal. La cabeza se situd lo mas cerca posible al extremo
posterior de la mesa. Procedimos a rasurar, y a lavar con jabon quirniurgico desde
la caja toracica media a nivel de la 6° costilla, hasta la region pubica. Por dltimo
embrocamos con yodo diluido al 5% (lsodine). Hicimos la primera incisidn aproxi-
madamente a siete centimetros en sentido lateral con respecto a la linea media,
por debajo de la cicatriz umbilical. Por esta incision introdujimos la aguja de Verres
a través del plano muscular, hasta la cavidad peritoneal. Una vez que la aguja fue
situada correctamente se le sujetd la manguera para insuflar la cavidad abdominal,
hasta quedar timpanica y firme al tacto. Se retiré ta aguja y por @sa misma incision
introdujimos el trocar, con una canula por donde se inserté el endoscopio. La me-
sa se inclind para que el animal quedara en posicién Trendelemburg’, de esta ma-
nera las visceras se sitGan hacia la region pleural, el Gtero se mantiene en su sitio
por el ligamento ancho que lo detiene y su localizacion se facilita. Hicimos la se-
gunda incisiéon en el lado contrario a la primera, mas o menos a la misma altura.
Por esta segunda incision introdujimos una canula, en ia cual se insertd el baston
para la manipulacién de las visceras, que en este caso, sirvid como guia al lapa-
roscopio. Una vez situado todo el equipo, procedimos a hacer las observaciones.

Resultados
Descripcién anatémica del tracto reproductor femenino de la mona arafla

El dtero se localiza a una distancia de aproximadamente 10 cm por debajo
de la cicatriz umbilical. Lo observamos como estructura ovoide de aproximada-
mente 5 cm, los oviductos con relacion al cuerpo del Utero se observaron grandes,
alrededor de 3 a 4 cm. Sin embargo, fue dificil calcular su dimensién, ya que se
veian enrollados sobre si mismos. Los ovarios midieron de 1 a 1.5 cm, siendo es-

' T £. POSICi abito dorsal con una inclinacion de la mcesa de aproximadamente 50°
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tructuras de forma ovoide. Cuando se hicieron las observaciones, una de las hem-
bras presentaba un cuerpo’ltiteo de medio centimetro de diametro aproximada-
mente. Otra de ellas un foliculo maduro de la misma medida.

Poco tiempo después de haber llevado a cabo las laparoscopias, una de las
hembras en estudio murié a causa de un traumatismo craneocefdlico, por lo que
fue posible hacer la diseccion de su aparato reproductor, bajo la asesoria del Dr,
Santiago Aja. Las medidas que se tomaron fueron las siguientes: : :

Utero. Es una estructura ovoide que mide: por- su parte mterna 5.8 cm
aproximadamente desde |a os externa hasta el fondo del utero EI cerv'x mlde 2 8
cm y presenta canales longitudinales. !

Vagina. El canal vaginal mide de 3 a 4 cm; presenta . dos

iverticulos o{sa}\
cos ciegos a los lados de |a os externa del cervix. :

Ovarios. Son dos, estvr'uéyt‘
mente mas grande 1.6 ¢ém de’
midid 1.1 cm de Iargo y o 9 ¢mde

Seguin sus ob: nta los ovarios inusualmente

grandes con re_s ano en centimetros, pero los
de Ias mu;eres

) D presenta cierta peculiaridad. Se le ob-
serva una elongac:on al cervux hacta el segmento infravaginal, este se protruye a 1

o1.5cm hacna ia vaglna lo que da orlgen a los formces o diverticulos, que también
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nosotros cbservamos. Cabe destacar, que esta elongacion, solamente la compar-
ten el mono arana, el gorila y el humano. .

Como se puede observar en 1a figura 4 el Utero descansa sobre el colon
descendente. Su forma es ovoide pero, segun la descripcion de Hill, ligeramente
achatado en sentido dorso-ventral. Sin embargo, de acuerdo a nuestras observa-
ciones, si se separa e! Gtero del colon no se aprecia dicho achatamiento, sino muy
por el contrario se observa casi esférico (figura 4).

Uitero~

Fig. 4 En estas folografias se
muestra la diseccion del aparato
reproductor de una mona arafa
hembra. En la pnmera fotografia
se aprecia la forrna ovoide del ute-
o y el tamaio de los ovarios. En
Ia segunda fotografia el dtero no
se ha movido de su lugar, notese
como descansa en el colon des-
cendente.




A diferencia de nosotros, Hill describe que los oviductos de la mona arana es-
tan muy enrollados. Sin embargo, como se puede observar en la figura ‘4, cuando
menos en esta hembra, los oviductos se aprecian casi rectos :

Aun cuando existen pequefas diferencias entre la’ descrupcuon de H y cola-

ambas descripciones corresponden a un soto animal:

Insemmac:én arllflcral

te natural (Hendrickx y Kraemer, 1970) Sln embargo no. en lodas las mstntucuones :
que albergan primates, cuentan con el espacm’suf‘c:ente para llevar a cabo este B
tipo de sistema. S B i N

El segundo es el sistema de reproduccton de colonuas, que consnste en colo- e
car un macho con 3 a 15 hembras en una jaula disefiada para alojar ese numero
de animales. Las copulas ocurren ‘esponténeamenle y solo es necesario séparar a
la hembra gestante momentos antes del parto (Hendrickx y Kraemer, 1970).

Por dltimo, el sistema de reproduccion manual, consiste en tener a las hem-
bras aisladas de los machos, solas o en pequefios grupos, y transferirlas éolamen—
te en la fase periovulatoria a 1a jaula del macho (Hendrickx y Kraemer, 1970).

Es de destacarse, que los sistemas de reproduccién antes mencionados, en’
algunos casos son metodolégicamente absurdos, pues los primates tienen distin-
tos sistemas de apareamiento, que van, desde especies solitarias como los oran-
gutanes (Dixson, 1998), hasta las que son francamente gregarias, promiscuas y
sociales como los bonobos (Dixson, 1998). Quiza la mejor opcidn sea conocer
ampliamente la biologia de la especie y simular, efectivamente, su ambiente so-




cial. De otro modo, se corre el riesgo, no solo de que No se reproduzcan, sino de -
que la constante presuon soctal ala que estan sometidos, no les permita sobrevnv:r.

Si despues de haber tomado en cuenta estas reflexiones, no se logra la re-
produccién exitosa de Ios pnmates entonces se recomienda emplear Ias técnicas

de reproduocton as tnda msemlnacnon artificial o cualquiera de las vanantes de la
fertilizaciénin vitro, 7

" Las’ diferentes tecnuzs de reproduccion asistida se han desarrollado tanto
por. medicos veterinarios como por meédicos humanos desde hace ya

das. En la medlcma humana se utilizan para resolver problemas de e‘ enlldad ‘de
las’ parejas. y el método a utilizar depende del tipo de patologia que pr sen an Ios

pacientes. En la actualidad la fertilizacion in vitro, a pesar de ser un procedlmlento ;
costoso, se usa con relativa frecuencia, pues el 49% de los casos de mfert dad en -

humanos, se deben al bioqueo de los oviductos y un poroentaje snm\lar;a 1a ohgos-
permia (concentracion reducida de espermatozoides) en hombre (Potts
La inseminacion arificial en ambos casos es infructuosa ya quv é t

cons:ste en
obtener el semen por masturbacion o electroeyacu!acuo‘n e mtroduca I a1a hembra
con una canula de inseminacion. Los oviductos bloqueados |mp|den el péso tan(o
de los ovocitos como de los espermatozoides por lo que no se puede Ilevar a cabo:
fa fecundacion. Por otra parte, tampoco !a fertilidad baja por ohgospermna se con-
trarresta con esta técnica.

Por el contrario, en 1a medicina veterinaria la inseminacion artificial es aun el
método a elegir para reproducir artificialmente a las especies domésticas. Aunque
actualmente esta tomando auge la fertilizacion in vitro y el transplante de embrio-
nes, porque con estos procedimientos se tiene un mejor control genético de los

animales y de esta forma puede aumentarse la calidad de los productos destina-
dos para e! consumo humano.

Procedimiento
El primer paso para llevar a cabo la inseminacion artificial, fue evaluar el es-
tatus reproductor de las hembras, mediante la observacién diaria de los cambios

en la citologia vaginal (Fig. 3). Asi, se detectd la fase periovulatoria y se procedid
a realizar la inseminacion.
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La hembra se anestesid con clorhidrato de ketamina a una. dosis de 40
mg/kg, para llevaria a un plano anestésico profundo. Una vez anestesiada se colo-
co en posicién decubito ventral, lo mas cercanamente posible al borde de la mesa,
la cual se inclind para que el animal quedara en posicion Trendelenburg Se lavo
el area perineal con agua y jabon quirirgico.

Posteriormente se introdujo la punta de una pipeta que sirvié para- abrlr el
canal vaginal y facititar tanto la visibilidad como la introduccién de la canula de in-
seminacion. La canula se introdujo hasta pasar tanto la os externa como la interna
del cervix, para depositar el semen directamente en el atero. La hembra se mantu-
vo en posicion Trendelenburg por un lapso de 10 a 15 minutos postinseminacion,
para evitar que el semen se escurriera al exterior. :

E1 semen se obtuvo de uno de los machos de! grupo, por electroeyaculacuén
se evalud para asegurar que la concentracion y motitidad fueran adecuadas. Pos-
teriormente se diluyd con leche a una proporcion 1:1, vy se mantuvo en bar‘\o Marla
a 30°C hasta ser inyectado en la hembra.

Resultados

La primera inseminacion artificial que se Ilevo ‘a cabo, fue un expe men(o pn- R

Ioto en el que se probd |la eficacia de la canula de msemmacuon de uso humano en -

una hembra viva, ya que el tono muscular. sobre todo del cennx, podua dlﬁcultar su
uso. Una vez probada la canula se procedlé a hacer las msemnnac:ones de mane-
ra sistematica como se detalld antenormeme

Se logré la inseminaciéon exitosa de una de las hembra’s’ (#R); se ¢dmprob6 ‘
determinando anticuerpos contra gonadotroplna oorlbnlca, dando posmvo el resul-
tado. Posteriormente se continud la evaluauén de las CltOlOgIES vagmales en los
siguientes dos ciclos no se detectaron sangrados menstruales. Al tercer ciclo des-
graciadamente la hembra empezo a sangrar probablemen(e reabsorbid al em-
bridon, ya que no habia rastros de sangre ‘enla jaula.

Discusion
Por ahora, la descripcidon anatémica y del ciclo uterino, sirvieron para reali-
zar los primeros intentos de inseminacion artificial (IA) en el mono arafa. Aunque,

31

£

,FALL_LLL” ':zm*N;

_;H,_‘ 4




los resultados no han sido del todo exitosos, pues, de 16 intentos’solameme uno
fue positivo. La razdn no se sabe con certeza, sin embargo se'pu‘ede'menciona'rk
que’ el reducido numero de animales con el que trabajam’b's.

limité el narﬁero de’
intentos tlevados a cabo y con esto |a probabitidad de exno : .

Asimismo, como ya se discutio, |a edad de las hembra uede er.una limi-":
tante en el éxito de ia2 inseminacion artificial.

Otro problema fue la deteccion exacta del d|a de la ovulacion; se sab que la -

citologia vaglnal exfoliativa es un método muy usado en animales doméstlcos y de

ventaja es que en animales con tempera
no es factible obtener muestras,sangume
cidn quimico, lo cual puede causarél des
trés al manejo. )

Asimismo el seguimiento, dlano de hi
disminuye el estrés al manejo, pero estin
a esta técnica, no ser atit para determmar ta
cabo la inseminacion anifcial‘ '

La ultrasonografia permlte evaluar rectamente los ovarios: y determlnar fa
ovuiacion. La desventaja de esta técnlca al |gual que la obtencién de muestras
sanguineas, es que se neoesuta anestesiar diariamente a los animales. Segun al-
gunos autores, esta practica modifica la actividad ovarica cuando menos de los
mangabyes, (Stabenfeld y Hendrix, 1973; Aidara et a/. 1981); los macacos cola de
cerdo (Eaton y Resko, 1974); los macacos cola de muiién (Wilks, 1977) y los mo-
nos rhesus (Hotchkiss et al. 1971; Hess y Resko, 1973).

Otro aspecto importante a considerar es la técnica de inseminacion que se
utilizé. La inseminacion intrauterina ha dado buenos resultados en monos rhesus,
20.6 % (Valerio, et al. 1971) y 39.9% (Czaja et al. 1975); en comparacion con la
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Fig. 4

Y
arafia (Ateles g.oﬂmyi) (Media = E.S.) en relacién a las estaciones de secas y lluvias.

inseminacion intravaginal, que en la misma especie, ha dado porcentajes menores
de éxito 12.5% (Dedle y Plent), 1966); 4.03% (Valerio, et al. 1971) y 21.3% (Settla-
ge et al. 1973).

Cabe sefalar, que aun cuando se utilice cualquiera de las dos técnicas antes
mencionadas, en primates no humanos los porcentajes de éxito son bajos.

No obstante, la inseminacién artificial ha podido llevarse a cabo eficazmente
por ejemplo en los animales domésticos, ya que |a necesidad de aumentar la pro-
duccién animal para el consumo humano ha llevado a optimizar las técnicas de
reproducciéon asistida mediante la repeticién sucesiva de diversas técnicas, hasta
encontrar la mas adecuada para cada especie.

Por otra parte, de acuerdo a los resultados que obtuvimos concernientes al
semen de los machos (Hemandez-Lopez et al. 2002), las inseminaciones deben
llevarse a cabo preferentemente en la época de sequia, pues la calidad del semen
aumenta (Fig. 4). Asimismo, hemos encontrado datos que nos hacen suponer que
las hembras también presentan variaciones en su eficiencia reproductiva a lo largo
del afno. En adelante pretendemos estudiarias sistematicamente para hacer las
inseminaciones en la época mas adecuada.

Vari de la espermmiiiticas en el de tres

Estacion Volume

{millones/ml se-

lineal rapida
%

lineal lenta fineal
% %

no lnméviles Espenmatozoides Células
%

vivos % anormales
men) Yo
Lluvias
Media 4.0 44.0 131 37.1 7.7 43.8 708 50.3
E.S. 0.6 11.2 6.4 5.6 1.1 8.1 33 6.0
Rango 1-8 6-158 0-57 0-57 1-12 6-90 56-90 24.75
Secas
Media 3.0 83.0 30.1 40.1 38 2688 B4.1 27.0
E.S. 03 11.3 48 55 11 3as 29 3.2
Rango 1652 12-126 9-55 20-66 0-10 12-41 68-93 16-40
T 10 11 1 17 1.5 8.5 2 [
[l NS N.S <0.01 NS =0.01 N.S. 0.01 <0.01
‘c entre ¢ 's T: N=9).
—
AR TN a7
13 TESS € iy
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3. Machos

Fisiologia reproductora

Dado que !os mecanismos nervioso y endocrine involucrados en el funciona-
miento reproductivo normal del macho no varian sustancialmentéiéntre’ los mami-
feros, vale la pena partir del conocimiento general de los que ya sjek han estudiado,
para empezar a conocer las peculiaridades de una especie dada. A continuacion
se describen algunas caracteristicas de la fisiologia de la reproduﬁ:ci:_’:h de los pri-
mates. i e

Produccion espermaética . . B

L as principales funciones de las hormonas sexuales mascul as en los prtma—
tes, asi como en otras especies de mamiferos, radican’ en prolongar & vida medla
de los espermatozoides epididimarios, promover 1a maduraci n de éstos a5| como
la actividad de las glandulas accesorias y la producd

caracteristicas sexuales secundarias dependlentes d

espermatica man(ener las

En la espermatogénesis las hormonés‘que ntervienen :princip.

nada por las

proteinas transportadoras de androgenos (androgen bm BP) hasta el

interior de los tubulos seminiferos, donde promueve a’ d
permatogonias (Randall, et al. 1998). it R

Una vez que la espermatogonia ha completado la segunda division mitdtica,
entonces la FSH liberada por la hipdfisis estimula las dos divisiones meidticas de

los espermatocitos primario y secundario y la diferenéiacién hasta espermatozoi-
des (Oko y Clevermont 1998).
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Al diferenciarse completamente los espermatozoides se liberan a la luz de los
tubulos seminiferos perdiendo parte del citoplasma, a ese remanente del citopilas-
ma se le conoce como cuerpo residual. . .

Los cuerpos residuales de cada espermatozoide son fagocitados por las cé-
lulas de Sertoli, algunos autores postulan que este evento {Smith, 1959), es el fac-
tor disparador de la liberacién de la inhibina por las células de Sertoli, la cual su-
prime la produccidén de FSH y estimula la liberacidn de LH, para iniciar nuevamen-
te la espermatogénesis. .

Cabe mencionar, que en otras especies, la FSH parece no tener un papel tan
fundamental en la espermatogénesis, pues se han llevado acabo algunos experi-
mentos en los que se ha administrado antisuero pafa FSH en ratas aduitas y no ha
habido disminucion en la produccion espermatica (Zirkin, 1998).

Conducta copulatorna
* Las areas del cerebro que estan dxrectamente relacionadas con el control de
ia conduc(a copulatoria son el hlpotalamo (hnpotalamo medio basal y el area pre-
optica media), 1a amigdata y la corteza cerebral (Dixson, 1998). .
En los machos, e! hlpotalamo modula 1a eficacia para copular con Ias hem-
bras, pero no afecta la libido, nl la postbuhdad de eyacu|ar. Asi, se ha observado
que aun cuando se produzan lesuon S experlmemales ya sea en el hlpo(alamo

medio basal, en el area preoptlca medla o 'en ambas. los prxmates pueden segulr
masturbandose y eyaculando, mcluswe tfatan de ganar el acceso a'las hembras
de su grupo, aunque de Iograrlo no pueden copular adecuédamente con ellas
(Dixson, 1998). Asi que la respuesta adecuada del macho ante los estlhulos ya
sean visuales, audmvos o sensoriales generados por: 1as hembras para incitarios a
la copula, depende de'la estrecha conexion que ‘existe entre

a1 hlpotalamo la
amigdatla y la corteza y no de ninguna de estas estructuras por separado (Dixson,
1998). .

Asimismo, |os neurcotransmisores mantienen una estrecha relacion con las
hormonas sexuales gonadales, activando o inhibiendo la conducta copulatoria.




Basicamente son la noradrenalina, Ia dopamlna, Ia serolonma la acetnlcohna
el acido y-aminobutirico (GABA) v Ios oplondes endogenos Ic:s neurotransmisores
que modulan la copula (Dlxson 1998 Meisel, 1998). :

Solo por menctonar algunos e;emp|os- la B—endorfna inhibe la luberacnon de
las gonadotroplnas Y. con ellas Ia testosterona y la conducta copulatona (Dlxson.
1998). La dopamlna tlene un efecto contrano ‘al de la B-endorﬁna es decir, pro-

mueve la libido del macho Y Ia erecc:on peneana (Pomerantz, 1990). La noradre-
nalina junto con el

stema nervnoso snmpatlco promueven la ereccion peneana y
la libido de los machos (D|xson. 1998) Y. la serotonina, tiene un efecto opuesto’ al
de la noradrenahna pues inhibe el mteres sexual de los machos {Dixson, 1998).

Inervacién de Ios érganos sexuales mascul:nos
De manera concxsa la mervacuon de los organos reproduc(ores masculinos
de los primates en general se dlvnde en tres. grupos de ﬁbras nervicsas (Netter,
1986). coa : : . v .
El grupo supenor provememe de los plexos renal e mtermesentenco. que se
comunica con el nervno uretérico superior, el cual se d

'e en tres pequefas ra-
mas que mugran adyacentes a la arteria testicular, hasta el test:culo (Netter, 1986).

Un grupo medio que proviene del plexo hlpogéstn
nica con los nervios uretéricos medios y los gemtofemo
hlpogastnco Los nervios genitofemorales se ramifi
parte ‘det’ conducto deferente (Netter, 1986).

upenor. éste se comu-
les - ‘a:través del nervio
inervan al epididimo y

Los nervios uretéricos, que corresponden al gru
nervtos que salen del plexo hipogastrico e inervan Ia
tercer grupc_se acompafna de los nervios que salen

ferior, 'son pequenos
inferior del ureter. Este
Iéxo peélvico, que emite
fefémes y la base de la

ramas: a la vesicula seminal, |la prostata, loS'cdnd Ct:
vejiga urinaria (Netter, 1986).

Las fbras prostatica y uretral se comuv can con ramas del nervio pudendo,
que inervan a los cuerpos cavernosos 'y el cuerpo sponjoso del pene, parte de la

uretra y las glandulas bulbouretrales. Los ner\nos Que inervan los cuerpos caver-
NOSOS Se Conocen CoMmMo Nervios Cavermosos (Flg 4) (Netter, 1986).
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La inervacion somatica del pene, esta dada por el nervio pudendo, que pro-
viene, al igual que las fibras parasmipaticas, de los Segmehtos sacros (S 2.4) de la
meédula espinal. Este nervio acompana a la arteria Y ‘ven‘a' pudendas a lo largo de
la pared lateral de la fosa isquiatica, inei—va al pene en su pdrcién dorsal, prove-
yendo sensibilidad en esa zona (Fig. 4). )

Sitema nervioso - “Sistema nervioso

Autonomo : : ; Sumnm.u Sza
Stmpance Ti- L :

Parasimpauco

clorente ——-—-
aferente —— nrvio
plvico

nervio pudendo

ganglio
pelvico

Fig. 3 Incrvacion pencana (Knobil, [98R)

Funcion sexual masculina
Los mecanismos reflejos sexuales mascullnos son la erecclon y la eyacu-

lacion; ambos estan regulados por fibras nerv:osas penféncas y centrales tanto del
sistema nervioso autondmico (simpatico y parastmpatlco ambos con fibras aferen-
tes y eferentes), como del somatico.

Eyaculacion. Es el paso del fluido semxnal a traves de’la uretra hasta su ex-
pulsion por et meato urinario (Sachs y Melsel 1988) : .

Actualmente se ha descrito la existencia de una poblacién de neuronas lum-
bares espino-talamicas que se ha propuesto pudleran {ormar parte de un genera-
dor central para la eyaculacion, pues se acnvan untcameme durante la eyacula-
cion. Estas células se distribuyen airededor de los canales lumbares 3 y 4, y se
proyectan a las neuronas simpaticas de la'medula espinél asi como al nucleo cen-
tral autonomico, ambas estructuras estan intimamente ligadas a la emisién del
semen. Estas neuronas también estan involucradas en
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control del esfinter urinario, por medio de! nucleo parasimpatico sacro al cual tam-
bién se proyectan. Cabe sefalar, que esas neuronas no parecen estar involucra-
das en ningun otro aspecto de la conducta sexuat (Truitt y Coolen, 2002).

Ademas de la via antes descrita, el control simpatico de la eyaculacion esta
también mediado por fibras provenientes de la regidn toracica (Tio12) que se co-
munican con los nervios hipogastrico, pélvico, pudendo 'y cavemoso del pene.

Por otra parte, el sistema nervioso somatico contribuye a la eyaculacion
promoviendo la contraccién clénica de la musculatura estriada perineal, medlanle
el nervio pudendo que se origina de la region sacra (Sz4). ) enl

Ereccion. Rigidez o tumescencia peneana, debida al incremento del ﬂgjq
sanguineo arterial (hasta 250% mas, Sachs y Meisel, 1988) y el decremento del
flujo venoso, dentro de los cuerpos cavemosos y esponjoso del pene. .

{a ereccion puede originarse por estimulos visuales, olfativos, audmvos o

imaginarios, que se procesan en el cerebro. El estimulo pasa del cerebro a |os

nervios parasimpaticos eferentes, proyectandose al segmento sacro (Sz’..‘):y Es(oé
nervios viajan como los nervios peélvicos at plexo pélvico y de este al pene como,
nervio cavernoso del pene (Netter, 1986).

Se sabe que las fibras aferentes siguen la misma ruta.de regreso. sola—;'
mente que unas de ellas continian hasta el cerebro y otras fonnan smapsus con
las neuronas laterales cornuales de la médula espinal sin Ilegar al cerebro por lo

que se considera que la influencia que ejercen sobre el pene es por arco reﬂejo
(Netter, 1986).

E1 mono arafia macho

Los monos arana, como se ha comentado a lo largo de este trabajo no se re-
producen faciimente en cautiverio, uno de los objetivos de esta t'eé‘is,'es determi-
nar cuales son los factores que impiden su reproduécién.' .

En el caso de los machos, en los que ia réproduccio’n se limita fundamental-
mente a la produccion espermatica y a la capacidad para copular adecuadamente,
detectar a un macho estéril resulta relativamente sencillo. Sin embargo, cuando

los animales solamente presentan una tasa reproductiva baja, se complica la de-
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teccion de este problema; si a estale aunamos, como es en el caso del mono ara-
fa, la completa ignorancia de los parametros reproductivos normales de la espe-
cie, la evaluacién de la capacidad reproductiva se vuelve practicamente imposible.

Dado que son muchos los mecanismos involucrados en la reproduccion mas-
culina, quiza la primera aproximacion al estudio de la fisiologia reproductiva del
mono arafa macho sea la evaluacion de las caracteristicas del eyaculado, asi co-
mo la observacién conductual para determinar el interés sexual de los machos por
las hembras y su capacidad para aparearse.

Objetivos
El principal objetive de este capitulo, fue el estudio de las caracteristicas del
eyaculado del mono arafa, puesto que la produccion espermatica, asi.como la
viabilidad y capacidad fecundante de los espermatozoides son algunos de Ios fac—'
tores funcionales masculinos mas importantes de evaluar para decidir si un anlmal )
es apto para la reproduccion.

Por otra parte, se describieron las caracteristicas de los espermatozo:des del :
mono arafna, y se compararon con las de otros primates.

Se llevd a cabo ia congelacion del semen del mono arafia, con la ﬁnahdad de
determinar la resistencia de los espermatozoides de esta especie a Ia»congelacnon ;
y descongelacion.

Se intentd la inseminacion artificial (la descripcidon se detalla en el capltulo 1)
con el semen de los machos obtenidos mediante electroeyaculac«on

Objetivos secundanos

Los objetivos secundarios fueron tres. €1 pnmero debldo a que amenormen-
te a este trabajo no se habia intentado ia electroeyaculaclon en_esta »especue de
primate, fue determinar los parametros de tiempo, voltaje y amperaje, para obtener
las muestras de semen por esta técnica.

El segundo objetivo fue determinar cual es el tratamiento mas adecuado para
mantener {a viabilidad del semen de esta especie una vez obtenida la muestra, ya
que como se describird mas adelante los espermatozoides de esta especie son
altamente susceptibles a los cambios de temperatura. Ademas de presentar un
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coagulo que tiene algunas caracteristicas que lo distinguen del resto de las espe-
cies de primates hasta ahora estudiadas.

Por ultimo, el tercer objetivo fue probar la técnica de congelacidn de semen
en comprimidos, pues es una técnica que se ha utilizado con eficacia en otras es-
pecies, con la finalidad de llevar a cabo el almacenaje de las muestras obtenidas,
para crear un banco de semen y evitar el manejo continuo de los machos.

Material y meétodos

Sujetos e instalaciones i :

tas instalaciones son las mismas que se describieron en el capitulo ante-
rior. Los sujetos de estudio fueron tres machos de edades desconocidas, sin em-
bargo, por el tiempo que llevan alojados en las instalaciones del Instituto, ademas
de sus caracteristicas fisicas, se sabe que todos ellos son adultos.

Los animales son alimentados diariamente con dieta comercial Monkey Di-
et 5038 (Lab Diet, PMI Feeds, ICN) para monos del Viejo Mundo, fruta y verduras,
tienen libre acceso al agua, y la limpieza de las jaulas se hace diariamente a las
09:00 hrs aproximadamente.

Electroeyaculacion

La electroeyaculacion es la técnica de eleccidn en primates no-humanos
para la coleccidon de semen, ya que el temperamento agresivo de estos animales
dificulta en gran medida la utilizacion de otras opciones como: la estimulaciéon ma-
nual o el uso de la vagina artificial.

Gould y Martin (1978) establecieron los parametros necesarios para elec-
troeyacutar a una gran variedad de primates sin incluir ai mono arafa, por lo que
se tomo ese trabajo como base para determinar las constantes de estimulacion.

Aparatos. Se utilizd un amplificador Pioneer para audio con una amplitud de
frecuencia de 55 hz, que ampilifica la sefal emitida por un generador de funciones,
el cual genera ondas sinusoidales indispensables para lograr una buena estimula-
cién, sin correr el riesgo de danar los tejidos del animal. Dichas ondas son simula-
das en un osciloscopio Hewlett Packard de cuatro canales, asegurando asi, que
no se deformen conforme aumenta la corriente de es’_@&lg




La corriente y el voltaje aplicados se regsistraron en dos multimelros.

Finalmente, como medida 'de seguridad, se utilizo un transformador que evi-
té que las posibles variaciones de la corriente alterna, dafaran jos aparatos o peor
aun a los animales. : e CE

E! electrodo se fabric

o con acnhco dental y dos barras de cobr
de area cada una, conectadas a un cable coaxlal bllndado que a. Suvez. se ccnec-
16 al amplificador. » SR . . =y IR

Procedimiento. Para Ilevar a cabo las electyroeyaculacxones Ios monos se,
anestesiaron con clorhidrato de ketamina a una dosis de’ 20 mglkg de peso vua

Una vez anestesiado el animal se colocd en la mesa en
lateral para facilitar la introduccion del electrodo por el recto. El
<o con jabdn quirdrgico, pues este es un buen conductor de esti

La corriente de estimulacion se aplico en trenes de cmoo est| mulos mcre-

mentando la corriente de 10 en 10 mA con cada tren'y no sobrepasandi: Ios 75

mA. Cada estimulo durd 6 seg. con intervalos de 3 seg’ EI voltaje max:mo no fue
mayor a 4.5 v.

Pudo observarse ereccion peneana antes de la 'e’n'rla, mayoria
de los casos, pero cuando esto no sucedid fue necesario prdfnjnr el ﬁéhé de maﬁe—
ra que no se obstruyera la salida del eyaculado.
El semen se colecté en tubos cénicos de Nalgene sumergidos en agua a

40°C para que al concluir la eyaculacién el agua no estuviera a menos de 30°C.

i El.volumen total del eyaculado se midié directamente en los tubos de reco-
leccion, asi _cbmo las caracteristicas de coloracidn y viscosidad. Posteriormente se
llevé a cabo 1a evaluaciéon microscépica del semen,

Espermatobioscopia

Esta evaluacion se hace para determinar la concentracion espermatica, el
grado. y ﬁpo de motilidad de los espermatozoides, la presencia de otras células
diferentes a los espermatozoides, como son: eritrocitos, bacterias, células epitelia-
les, leucocitos y células inmaduras. La proporcion de espermatozoides normales y
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anormales, la presencia de espermatozoides agiutinados y la proporcion de es-
permatozoides vivos y muertos para estimar la viabilidad del semen. X

Se utilizd el criterio propuesto por el manual de laboratorio de la Organiza-
cién Mundial de la Salud (OMS, 1992) para el examen del semen humano y de la
interaccion entre el semen y el moco cervical, a continuacion se detalla.

Concentracion espermatica. Una vez que se obtiene el eyaculado se homo-
geniza para evitar que los espermatozoides no se distribuyan equltatnvamen(e y la.
concentracion difiera entre campos.

Se obtiene una alicuota de 10 nl de semen en un portaobjetos y se cubre con

un cubreojetos de 22 x 22 mm. Siempre debe ser el mismo volumen y el n ismor
tamafio de cubreobjetos para evitar que e} espesor de, las muestras dxfera entre si

y los resuitados varien por esta razéon.

Se coloca la muestra en el mlcroscoplo y se emplezan a contar Ios esper— g

cuenta de alguno de los campos ’dife e Ics ot o de manera notable, entonces

debe desecharse esa muestra homoge menle el eyaculado y tomar

una alicuota Nnueva.

Motilidad. Se clasifica en cuatro categorlaS' progres:on llneal réplda, Ienta
motilidad no lineal e |nmowhdad (an 5) .




Fig. 5 En este cuadro se definen las 4 categorias de movimiento que se evaluaron en las espermatobioscopi-
as del mono araha

Vanable Definicion

“Motihdad hneal rapida | Porcentale de eéspermatozoides que cual mente mu [y o en
forma recta. progresiva y rapida a traves del campo mlcroscOpnco

Motihdad hneal lenta Porcentaje de espermatozoides que muestran movimiento en forma recta y
progresiva pero evidentemente lento en comparacion con los anternores

Motilidad no ineat Porcentaje de espermatozoides que se mueven en zigzag, en circulos o de
manera vibrante sin Mostrar ningun avance neto a lo largo del campo microscod-
pico

Inmowitidad Porcentaje de espermatozoides gue no se mueven independientemente de si

estan vivos o muertos

La evaluacion se hace contando en dos preparaciones diferentes cien célu-
las, clasificando el tipo de movimiento que presenta cada espermatozoide y sa-
cando el promedio de cada categoria en ambas preparaciones.

Presencia de otras células diferentes a los espermatozoides. Se hace una
cuenta de barrido, para cada uno de los tipos celulares (leucocitos, eritrocitos, ce-
lulas inmaduras, bacterias).

Morfologia. Se pone una gota de aceite de inmersion en una preparacion de
10 pl de semen para observarla al microscopio. Se cuentan cien células indicando
normales y anormales. Posteriormente se hace otra nueva cuenta cambiando el
campo microscépico, para obtener el valor promedio de ambas.

Aglutinacion. La aglutinacion espermatica puede indicar un proceso inmuno-
l6gico. Se califica de manera cualitativa, es decir se observa si |la muestra presen-
ta espermatozoides aglutinados o no, en caso de haber, debe describirse el sitio
por donde estan unidas las céilulas (cabeza, cola, o parte media).

Viabilidad. Se evalbua la proporcion de espermatozoides vivos y muertos,
tomando una alicucta de 10 ul de semen y se tifie con 10 u! de eosina. Las células
muertas se tifien por que la membrana pierde la permeabilidad y e! colorante pe-
netra la célula. Se cuentan cien células diferenciando las vivas de las muertas.
Este parametro pude compararse con el porcentaje de células inmoviles, si el na-

mero de espermatozoides muertos en mayor a los inmdviles hay un error en la
evaluacion.
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Congelaciéon de semen :
Debido a que en el instituto contamos’ unlcamente con’ tres machos, conse-
guimos muestras de semen de tres ammales mas, alo;ados en el Zoologlco de
Zacango en el Estado de México. El proced:m:ento que a connnuacuﬁn se descnbe
fue el mismo para los seis ammales ;
Matenal

Lactosa 5.5 g. agua tndestllada 50 ml gllcerol yema de huevo es(reptomtcl—
na y penicilina. i

Procedimiento Tai, ;

Se mezcid el agua tridestilada con 5.5 g de lactosa.. Postenormente se agre—
garon: 10.5 ml de glicerol, 2 ml de yema de huevo, O. 005 g de estreptomlcma Yy
0.006 g de penicilina por cada 7.5 ml de la mezcla. Esta mezcla se. mantuvo en
bafio Maria hasta que alcanzé una temperatura de 27°C.

Se obtuvo el semen del animal mediante electroeyaculacion, se mezclé con
la preparacion anterior y se refrigerd a 4°C por un periodo de 4 horas.

Por otra parte, en un bloque de hielo seco se hicieron pequefias perforacio-
nes para depositar 0.1 ml de la mezcla después de transcurridas las 4 horas. Se
mantuvo en el hielo seco por 15 minutos y posteriormente se depositdé cada gota
en un tanque de nitrogeno liquido para almacenario.

Resultados
Electroeyaculacién y espermatobioscopia

El presente trabajo se inicié estableciendo los parametros de estimulacion
para electroeyacular a los monos arafia. Este proceso tomd aproximadamente
cuatro meses en dar resultado, debido a algunas particularidades tanto del eyacu-

lado, como del esquema de estimulacién para el mono araﬁa' a conhnuac«én se
detallan.

De acuerdo al trabajo publicado por Gould y col. (1 978) y un pnmate del peso
de un mono araﬁa (7 kg). debia eyacuiar con 30 o 35 mAde corrlente y. 16 V (Fig.
6). Sin embargo,- esas constantes de estimulacién en este’ caso no fueron efecti-
vas. Resultaron:en una hiperestimulacion, evidente por las’fuenes contracciones
del animal y la emisién de orina, aun cuando el electrod‘obestaba colocado ade-
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cuadamente. Por tal motivo fue necesario hacer diversas pruebas, hasta que con

75 mA de corriente como maximo y menos de S V., se consjguié que el mono eya-
culara.
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al 1978). En verde s¢ muestra la cnrncmc que sc requicre pnra un Mmono arafia quc pesa apro“madamcmc 7-
7.5Kg. : .

Obtuvimos un volumen promedio de 3.3 = 1.6 ml de semen, este volumen
comparado con él de otras especies parece adecuado (Fig.7). No obstante, las
primeras muestras emitidas por los machos, presentaban una cuenta espermdtica
muy baja. Se aumento el periodo de estimutacion hasta 16 minutos que fue el
tiempo en el que apreciamos un incremento en |a viscosidad del semen, lo que se
relaciona con una alta concentracion espermatica; al observar las muestras al mi-
croscopio constatamos que el conteo espermatico habia aumentado, la concentra-
cién promedio que obtuvimos fue de 48 x 10° espermatozoides por ml de semen




Tag 7 Cusdro compars
doce espocies de primates Todos fos d
mals (Hatcs 1970), excopto ¢l mono arisa
La motilidad esparmiatic que s uestin en b tabls para of monoe amia es solamente e lineal réapids,

o de Jos valotes ob Jas el 1 lado, mothdad \ catcentracion ulpu'llulllul entre
108 1ucron tomindos do Rq\n-Juumn and by for | Vv ani-

Especios Vohauen NMonludad ex- Concentrucion
evaculado permaticia 1%y espermatica por
(ml; ml(x 10%)

T T Masdin Rango Modia : Rangs 77 T UMedin T T Range
Mono verde 09 03240 39 15-70 330 166-811
Capuchino X g 03-t0 pai 10-50 161 56-740
Chimpunca: 19 0562 In 10-60 609 231-1269
M. cangrgero L2 ND6-30 57 25-75 458 160-830
Gelada 10 05-2.0 21 5-30 s03 351-651
CGibon 1.3 0.5-10 9 0-20 152 51-350
Mangabey 13 1.1-1.5 o0 5565 576 542-609
Patas 06 0.3-1.0 45 10-70 1.153 251-3600
M. Rhesus (] 0.2-1.5 58 10-85 350 100-600
Mono ardilla 0.3 0.2-1.5 52 40-80 206 81-341
M. cola de 1.6 0430 49 10-%0 ©T 468 214-268
muién
Mono arafia 1.9 1.0-30 30 9.55 . 48 o 12-126

Una vez obtenldas las muestras de semen Ilevamos a cabo las espermato-

mlcroscéplca sea més sencxlla

En el caso del semen del mono araﬁa sucedlé Justamente lo contrario, con-
forme mas tiempo se mantuvo a temperatura ambiente el semen mas se solidificd
al grado de no quedar fraccion I|qu|da Por supuesto, no era posible su evaluacién.
Se evitd dejar reposar la muestra, iniciando las evaluaciones antes de que se soli-
dificara. Pero, se presentd otro problema, la alta termolabilidad de los espermato-

zoides, pues al momento de hacer las observaciones al microscopio, todos esta-
ban muertos o inmoviles, aun cuando habia pasado muy poco tiempo entre la ob-
tencion de la muestra y su observacion. Con objeto de evitar el choque térmico se
mantuvo el eyaculado en bafio Maria a 30°C.




Los resultados empezaron a mejorar notablemente en cuanto al volumen del
eyaculado, cuenta y motilidad espermaticas. Sin embargo, el coagulo seminal de
ios monos arafna es abundante y excesivamente soélido. Dado que, segun algunos
autores (Weisbroth, 1965; Graham, 1981; Gago, 1998), la mayocria de los esper-
matozoides viables, pueden estar inmersos en esos coagulos, decidimos hacer un
nuevo muestreo y adicionar tripsina, para disolver la porcion solida del semen.

Como se puede observar en la siguiente figura (Fig. 8) tanto la motilidad rapi-
da, como la lenta aumentan adicionando tripsina al eyaculado, el conteo esperma-
tico aumentd de 48.6 a 61.7 millones de espermatozoides por mililitro de semen.
No obstante, parece que la tripsina tiene un efecto deletéreo sobre los espermato-
zoides, ya que se observd un incremento, aungue No significativo, de los esperma-
tozoides anormales. Esto refleja que los espermatozoides inmersos en el coagulo
seminal son viables y abundantes.

Fig. 8 C de 1 A d, 4

espermatica, ¥ de del
semen de tres monos anma (Afeles geaffropy) digerido con mipsina y sgitndo manualmentce.
Armmal L Tineal Tinvcal ne ) 2 d
(e llionesmi de rapida (®=) tera (%) incat (=) vivos (=) amrmates (=)
semen)
_Agnade Tnpana Agstado Tnpaina_ Apttado Trpaina_Aptado Tnpsina Agrnade Topsina Aptads Tripmne Agitado Tnpuna
AD
Media 321 E-EY 63 113 101 44 2.5 36  H3K a3 617 737 9.4 383
147 3o 4t LX) R4 TR 16 Ls 95 R 99 22 44 41
405 526 159 382 196 325 3 71 479 279 6X9 ®3k 384 380
120 153 34 43 69 87 13 17 7R 9.9 1 103 39 46
T3z 92.8 1 160 161 420 126 77 619 350 307 793 286 39.4
147 136 41 38 4 78 1e 1.5 9.5 53 9.9 9.2 a4 41
486 61.7 13 208 153 395 6.3 6.1 645 347 604 793 K6
=2 82 23 23 47 47 09 a9 53 33 55 EX] 25
9.90% 7059 27391 0.000 35.049 22306
0034 00ss 0006 NS 0.004 0.01
* Entre Foration, g 1. por el método de Santcrwarte’s) ~ 144.025.

Por dltimo, evaluamos las caracteristicas del semen en las diferentes épocas
del afo y determinamos que la motilidad lineal rapida y el porcentaje de esperma-
tozoides vivos aumentan significativamente en la época de secas. Ademas {a moti-

lidad no lineal asi como el porcentaje de espermatozoides anormales disminuyen
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también en esa misma época. Cabe mencionar, que el conteo espermatico, el vo-
lumen del eyaculado, el porcentaje de espermatozoides inmoviles y el porcentaje
de espermatozoides con motilidad lineal lenta no variaron significativamente.

En el apéndice se incluyen los trabajos titulados: Sperm quality differences
between the rainy and dry seasons in captivie black handed spidér monkeys (Ate-
les geoffroyi), y Digestion by trypsin enhances assessment of sperm parameters in
the black-handed spider monkey (Ateles geoffroyi) por Hernandez Lo'p_ezky' colabo-
radores, donde se muestran los resultados. ) )

Congelacion de semen ) il :

Los resulitados de la congelacion del semen en pas(illz:ls,'(pél!et:s);‘r;nost‘raronk
después de hacer las espermatobioscopias, que con esta té‘c‘n»ic;ams_eb puedén recu-
perar algunos espermatozoides vivos y moviles. Sin embargo, se ;:be&éh obtener
mejores resuitados utilizando otras técnicas como la congelacion en pajillas, ya
sean abiertas o cerradas. De hecho la congelacion en pastillas esta cayendo en
desuso por ser un método en el que no se pueden controlar algunas variables co-
mo: la contaminacion de las muestras, tanto en el hielo seco como en el nitrégenc
liquido; la identificacion adecuada de las muestras, sobre todo cuando se trata de
un nimero muy grande de animales; la eficiencia de la congelacion porque ésta no
se puede hacer de manera homogénea, entre otras.

Por esas razones es que en este trabajo no se continud el banco de semen
con ese método pero, como entrenamiento se llevé a cabo la criopreservacion de
semen de otras especies (marmosetas comunes, Callithrix jacchus y monos rhe-
sus, Macaca mulatta) utilizando pajillas francesas y congelacidn no automatizada
(los detalles se muestran en el capitulo 3 de esta tesis). En adelante ese método
se empleara para la congelacion del semen del mono arafia.
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Discusion

Una parte importante de este trabajo fue la determinacion de los parametros
del eyaculado del mono arafa, pues como se menciond anterlormente este hecho

nos permite determlnar si un individuo es apto para la reproducclon.

Los resultados mostraron que las diferencias en el conteo :
ios mdlv:duos varia’ sngnlfcahvamente y esta dnferencxa esta relac
rango social de estos animales. Adrian, quien es el macho omega (es decnr el sSu-
bordinado), presentd una concentracion espermatica que varié en un rango de 18
a 52 millones de espermatozoides por mililitro. mientras que en Kifir el réhgo vario
de 68 a 225 y en Lekey de 40 a 198 millones de espermatozoides por mililitro, ca-
be hacer notar que estos dos ultimos animales son dominantes dentro del grupo.

El efecto de |a testosterona en la espermatogénesis es fundamental. Se sabe
que los animales con menor rango social tienden a presentar menores concentra-
ciones de testosterona que los dominantes (Mazur y Booth, 1998; Kraus, et al.
1999) y quiza es esta la razdn por la que encontramos menor concentracion es-
permatica en los individuos subordinados. Sin embargo, valdria la pena llevar a
cabo un muestreo en el que se compararan las concentraciones hormonales de
test@sterona. cortiso!l y la cuenta espermatica, para determinar la relacion que
existe entre el estrés al que estan sometidos los animales subordinados con la
disminucion de l1a concentracion de testosterona y la cuenta espermatica.

‘Por otra parte, encontramos que existen diferencias en la calidad espermati-
ca durante la época de lluvias y de secas de la ciudad de México. Los resultados
nos‘ indican que ni la cuenta espermatica ni el volumen del eyaculado varian signi-
ficativamente entre las dos épocas. Sin embargo, la motilidad lineal rapida y el
porcentaje de espermatozoides vivos aumentan significativamente durante ta épo-
ca de secas. Asimismo, el porcentaje de espermatozoides anormales asi como la
motilidad no lineal disminuyen en {a misma época. Estas caracteristicas, indican
una mejor calidad espermatica en la época de secas.

Nuestros resultados apoyan los descritos por Milton (1981), quien refiere que
los monos arafa tienen un pico de nacimientos alrededor de julio.
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Con estos datos no pretendemos . decir que los n'iono,s arafia son estricta-
mente estacionales, pero si suponemos que los nacimientos de las crias tienden a
aumentar en la época de lluvias, lo cual conviene mucho tanto a Iaé hembras co-
mo a las crias, pues la calidad y abasto de alimento son mgjoreé en esta época
(Van Roosmalen y Klain 1988). ; PN

Asimismo, con nuestros resultados sugerimos que se deben tlevar a cabo las
inseminaciones artificiales escogiendo a los animales de mayor rango social por
una parte y por la otra preferentemente en la época de secas (otofio o inviemo)
pues la calidad del semen mejora significativamente con respecto a la de verano.

Por dltimo, el mono arana presenta un coagulo seminal grande, el cual se so-
lidifica at grado de no quedar ninguna parte cuantificable al microscopio. Por esta
razon decidimos digerir este coagulo con tripsina, el resultado fue que la cuenta
espermatica se incremento con el uso de |a tripsina y no disminuyeron los parame-
tros indicativos de la capacidad fecundante de los espermatozoides en los prime-
ros minutos. No obstante, se sabe que Ia exposicion prolongada de ios esperma-
tozoides a la tripsina tiene efectos deletéreos irreversibles en los espermatozoides,
por esta razén no se utiliza como un tratamiento rutinario en los procedimientos de
reproduccion asistida (Hendnckx Y Krarner 1970) Cabe mencionar, que aun NoO se
sabe cual es la func:on del coégulo semnnal ‘de’ Ios primates y si los espermatozoi-
des que estan inmersos en eI complten en el proceso de fertilizacion. Esta duda
hace cuestionable’ que el aumento en Ia cuenta espermétxca por efemo de la tnpsu-
na, deba tomarse como parte del conteo espermatlco basal del mono arana.

50



4. Marmoseta comun (Callithrix jacchus)

La marmoseta comuan (Callithrix jacchus) es un primate del Nuevo Mundo, filoge-
néticamente cercano al mono arana (Figura 9).

Calitricidos ™= Calflithrichinuse ™™ Mannoscta comisn

Plaumnas Cebhoidett e—e Cetidos

/ . Atclinos =™ Atelinue — Mono anufia

Antropoides

~

Cawrrinos
Figurs 9. Clasificacion de los primates.

Habita en el centro.y la’ costa este del Brasnl (eranda et al. 1982). De
acuerdo a los estudios en hbertad y cautlveno se sabe que es un primate no esta-
cional (Ingram, 1975; Stevenson,: 1978)}. aunque Ios nacimientos ocurren con ma-
yor frecuencia en los meses de agbsid. i$épti.énﬁbre, octubre y noviembre (Steven-
son, 1978). Tienen ciclos eétralés de 27:7 dias’ con una duracién promedio por
fase de: 8.7 dias la follcular, 3-4 dnas la penovulatona y la lutea de 19 dias (Ken-
drick y Dixson, 1983). El penodo de gestacmn se describe de 148 x 4.3 dias
(Hearn y Lunn, 1975), los partos son gemelares (Daxson y Lunn, 1987) y en algu-
nos casos triples. :

Por otra parte, estudios recientes de fi snologla reproducuva de marmosetas
incluyen: la inseminacion artificial (Morrell et al.‘,1 998) la,maduracnén in vitro de
espermatozoides epididimales (Yeung, et al. 1996), a determmacaén de la concen-
tracion espermatlca (Kuederling, et al. 2000), asu como otras caracteristicas del
eyaculado, como la determinacion de algunas protemas presentes en el fluido se-
minal y deklos genes gue promueven su producmén (Marjaana, et al. 1999) y la
criopreservacion del semen (Morrell, 1998). ‘




La mayoria de esos trabajos se han hecho en el Centro Aleman de Prima-
tes en Goéttingen, Alemania. Este Centro goza de’'muy buena reputacion, por la
alta calidad de los trabajos que de ahi surgen, especialmente en reproducciéon.. Por
esa razon, solicité hacer una estancia en dicho Céntro; recibi una respuesta favo-
rable y particip€ en un proyecto de investigacion que a la vez me era ;Jtil para Ooh- i
tinuar con mi trabajo con los monos arana. R B

El objetivo principal de esa estancia fue hacer la crnopreservac:on del se-
men de las marmosetas, poniendo en practica un método diferente al probado an-
teriormente por Morrell que, aparentemente podia dar mejores resultados Poste-
riormente, se pretendia usar ese semen para llevar a cabo la femhzacuén in"vitro.’

Dados los resultados que obtuvimos en el primer trabajo fue necesano
hacer un segundo, el cual consistio primero en probar la toxtc:dad del Percoll (un
medio para centrifugar células con gradientes de densndad) para Ios aspermato-
zoides de las marmosetas. Posteriormente comparar: si vanaba 1a ef ctlvldad del .
Percoll con respecto a la de! Pure Sperm, ambos productos ut] dos para remo—
ver los espermatozoides lentos e inmaoviles, bacterias y detritus célulares de! eya-
culado (Srisombut, 1998; De Vos, 1997; Carrell, 1998).

Las caracteristicas de los espermatozoides se evaluaron en ambos casos
mediante el método computarizado (CASA por sus siglas en inglés computer-
aided sperm analysis).

Criopreservaciéon del semen de la marmoseta coman (Callithrix
Jacchus)
introduccién

Como se menciond en el capitulo anterior, la congelacion en pastillas (pe-
llets), actuaimente esta cayendo en desuso por el poco control Que se tiene en la
identificacion de las muestras y la contaminacion de las mismas (Nayudu, comuni-
cacidon personatl).

Asimismo, se sabe que entre mas homogenea es la congelacién del eyacu-
lado la formacion de cristales intra y extra celulares se aminora (Gao, et al. 1994).
Por esa razén, es que la congelacidon en pajillas, las cuales son de un calibre muy
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pequeno, da mejores resultados due los pellets. Actualmente, se utilizan dos tipos
de paijillas las cerradas y las abiertas, estas ultimas de fabricacion muy reciente y
su eficacia aun se esta probando

Ademas del método de almacenamiento, otros factores a considerar para
congelar el semen adecuadamente son: los diluyentes (deben evitarse 1os qQue
contengan proteinas de origen animal como, yema de huevo, suero o albamina),
los criopreservadores (glicerol, DMSO, propanediol), el periodo de equilibrio (antes
o después de adicionar el medio glicerado, el tiempo y 1a temperatura), la tasa de
enfriamiento. Y después, la descongelacion (rapida o lenta) y los métodos para
probar la funcion espermatica posterior a la criopreservacion (CASA, inseminacion
artificial, etc).

Quiza esta de mas hacer mencidon de lo complejo que es probar cada una
de las variables antes descritas. Sin embargo, de esto depende encontrar el méto-
do mas adecuado para cada especie. Por lo _tanto, Ié finalidad de tlevar a cabo
nuevamente la criopreservacion del semen de las marmosetas, radico en probar
algunas variables, 1as cuales se describiran en el apartado de métodos, que podri-
an hacer mas eficiente dicho procedimiento. Ademas, dado que durante a realiza-
cién de esta tesis solamente se habia conkgelado el semen en pastillas, el conoci-
miento de otras técnicas de congelacién asi :;oi'no su aplicacion, aunque sea en
otra especie, redunda en la posibilidad de utilizér!o también en el mono arana.

Material y métodos
Sujetos

Este trabajo se llievd acabo con 9 marmosetas comunes machos (Calllthnx
Jacchus) de los cuales 7 se alojaban en parejas cada uno con una hembra y 2 so-
los. : S

Las COﬁdlclOHES amblentales de los encierros se mantuvieron constames a
lo largo det expenmento auna temperatura de 24°C, 12 hrs de luz por 12 de oscu-
ridad y una humedad relatwa del 55%.

Los ammales se alimentaron diariamente con frutas frescas, pastas y otros
cereales, ademas de alimento comercial especial para marmosetas (Ssniff, Soest,




Alemania) y una o dos veces por semana tenebrios (gusanos de harina) como su-
plemento proteico,; el acceso al agua fue libre.

Coleccion de semen :
Se eligid un par de machos por dia para obtener (os eyaculados. Los anima-
les se capturaron en una pequena jaula para anslarlos de sus parejas 12 horas an--

tes de la obtencion de la muestra. Al dla suguuente se’ sacaron d
varon a un cuarto aislado de ruido y donde Ia luz era tenue p ra’

nes y estrés.

El semen se obtuvo con un v:broestlmulador FemICar utilizando’un rango
de frecuencia de 80 a 90 Hz y una amplitud de 0.5 a 2.5 mm. '

El semen se colectd en un tubo de vidrio de 22 mm de diametro conectado
directamente al vibroestimulador. Dicho tubo contenia 50ul de TALP (un medio
que se utiliza pabra mantener a los espermatozoides viables) a 37°C de temperatu-
rag s

: Los animales se recargaban de ta cintura para arriba en un pequeio banco
de tela y las extremidades inferiores quedaban colgando dejando libre la region
genital para facilitar la coleccién del semen.

Se estimuid a los animales por periodos de 20 segundos iniciando con 80
Hz de frecuencia y 0.5 mm de amplitud. Posteriormente se aumentaba la amplitud
a 1.0 mm y después a 1.5 mm, todavia con la misma frecuencia.

E! siguiente estimulo se mantuvo en 1.5 mm de amplitud pero la frecuencia
se aumento a 90 Hz. Sucesivamente se elevd la frecuencia de 0.5 en 0.5 mm has-
ta llegar al maximo que fue de 2.5 mm, manteniendo la frecuencia en 90 Hz.

Si el animal no eyaculaba entonces se le dabari 2 minutos de descanso y se
reanudaba la estimulacién comenzando en 80 Hz de frecuencia y 1.5 mm de am-
plitud.

Una vez colectado el semen se mamuvo a 37°C durante su transporte al la-
boratorio, asi como durante su anéhsus.
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Anaélisis computanizado (CASA)

En el laboratorio, se hacia una evaluacnon sub]etlva del’ ayaculado para de-
cidir si la concentracién y motilidad espermaucas eran adecuadas para ser medi-
das en la computadora.

Se utilizé una camara Helber para conteo bacteriano (Kleinfeld Labortech-
nik, Gehrden, Alemania) en la que se‘ veﬁiemn 5 ul del eyaculado y se cubrieron
con un cubreobjetos. Dicha cdmara se colocd sobre una platina con temperatura
regulada a 37°C. Posteriormente se observé la muestra en un microscopio Olym-
pus BH-2, el cual incluia una camara Panasonic modelo 1460B, conectada a un
monitor Philips y a una videocassettera Panasonic. Ese equipo, a su vez, se enla-
zaba a una computadora que incluia el programa de analisis para muestras semi-
nates: Hobson Sperm Tracker (Hobson Tracking System); y los datos que se obtu-
vieron se imprimieron en una impresora Hewlett Packard Laserjet. Los parametros
evaluados por el CASA se resumen en la figura 10.

Resultados

El semen, después de pasar por un proceso de criopreservacion, pierde
viabilidad y funcionalidad; cuando esta pérdida no excede el 40 0 hasta el 50% ei
semen se considera clinicamente funcional (Gao, et al. . 1997)..

En este trabajo, obtuvimos una pérdida de aproximadamente el 30% de
acuerdo a los resultados obtenidos por el CASA. )

Sin embargo, cuando el semen se wtilizé para la fertilizacion in vitro, se de-
tectd una alta contaminaciéon bacteriana de los embriones., Inmediatamente, se
mandaron a patologia muestras de los medios de cultivo, del agua que se utilizd
para disolver algunos de los medios, del nitrdgeno liquido y de otras posibles fuen-
tes de contaminacion. Los resultados apuntaron a que dicha contaminacién prove-
nia de |la piel del pene de los animales, que aunque se lava rutinariamente antes
de la toma de las muestras, no se logra una totat asepsia.

Dadas las circunstancias se suspendid la criopreservacion del semen y se
inicid con el segundo trabajo enfocado basicamente a limpiar el semen de cual-
quier posibte contaminante.




Se tomé esa decision, por el momento y hasta que los resultados fueran los

adecuados, porque no vale la pena invertir tiempo y dinero en programas de fertili-

zacion in vitro cuando aun no se han logrado superar los problemas mas basicos

de la metodologia.

Fig. 10 Modificaciones al método de criopresarvacion de Morrell et al. (1998)

“Maodo de coleccién
Medio de coleccion
Meétmdo de evaluscion del semen

Cnoprotector

Pentodo de eyuilitrio

Almacenamiento

Congelacion

Descongelacion

Evalwicion

Morrell et. al

Hemindez, y Nusse

vado vaginal

22043 de Test yolk con glicerol al 5%
Subjetivo

Alicuotas de semen con 5, 10, 15 y 20%
de glicerol

5. 10 y 15 minutos a temperutura am-
biente

50l de scmen en pajilln francesa

A 3 cm de Ia supurticie del nitrégeno
liquido o en hiclo seco

A temperatura ambicnte

CASA

Vibroestimulacion

Talphepes 50ul

Subjetiva

Total del semen con 100ul de Test yolk y
5 minutos mas tarde 100! de Test yolk
con glicerol al 4%

2 horas 0 4°C en cimara de sgua

125p) de semwen en % pajilla francesa

A =120 °C por 5 minutos cn nirégeno
liquido

Sumergido en agua a 37°C por 3 scppundos

CASA y Fertilizacién in vitro

Comparacién de los efectos entre el Percoll y el PureSperm en el
semen de Ia marmoseta comun (Callithrix jacchus)

Introduccion

Cuando el semen de cualquier especie es colectado por métodos artificiales
como electroeyaculacion, vibroestimulacion o vagina artificial, la probabilidad de
que éste se contamine, es muy alta. Uno de los métodos mas eficaces para evitar
esa contaminacion es lavar el semen con gradientes de productos fabricados, 1a
mayoria de ellos, con cristales de silica y PVP (Percoll, PureSperm). Ademas, otra
ventaja de utilizar esos productos, como ya se menciond, es que los espermato-
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zoides muertos, inmoviles y con motilidad no progresiva, también pueden ser re-
movidos.

Sin embargo, se sabe que el Percoll puede estar contaminado con una alta
concentracion de endotoxinas dafiinas para los espermatozoides (Mortimer, 1996),
como alternativa Tanphaichitr propone el uso del PureSperm, a pesar de su alto
costo (Tanphaichitr, 2000; Ranganathan, 2002), que, cabe sefalar, excede por
diez veces el precio del Percoli.

El objetivo de este trabajo fue determinar si el Percoll y el PureSperm, per
se, resuitaban toxicos para el semen de las marmosetas, pues en un ensayo pre-
vio todos los espermatozoides murieron después de la centrifugacion con Percoll
(Pudritz, 1997). )

En el mono arafia Nno se ha probado el lavado de los espermatozoides.con
ningln producto, e indudablemente, representaria una gran ventaja para aumentar
la probabilidad de exito de la reproduccion asistida.

Material y métodos Cin
Los sujetos y las instalaciones, asi como la oolecclon de semen y el anahsns
computarizado para el semen son los mismos que se describieron antenormente. f :

Tratamientos 3 AR

El semen de cada animal se dividid y se mezcié con dos Iotes dlstlntos de
Percoll, ambos al 50 y 100%, un solo lote de Pure sperm al 40 y 80% y una pane
mas, se dejd como control sin ninguno de los tratamientos anteriores.

El analisis computarizado del semen se llevé acabo a los 30 y 60 minutos

después de obtener la muestra, tanto para el control como para los diferentes tra-
tamientos.

Andlisis estadistico
Se utilizé un analisis de varianza para muestras repetidas. En las variables
del CASA en las que se obtuvieron efectos significativos se compararon |las me-
dias utilizando una ANOVA de una via, seguida por |la prueba de Bonferroni para
comparaciones post hoc entre medias. ;
H -
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Resultados y discusion
Los resultados que se obtuvieron mostraron que no hay diferencias signifi-

cativas de los parametros del CASA entre ambos lotes de Percoll y el Pure sperm,
pero si con respecto al tiempo (a los 30 y 60 minutos) (Tabla 1).

La media total de la motilidad espermatica disminuyd significativamente de
69.1 a 58.9% entre los 30 y 60 minutos. Sin embargo el patrén de linealidad y rec-.
titud de los espermatozoides no varid significativamente. Dado que la viabilidad
espermatica disminuyd con respecto al tiempo (de los 30 a los 60 minutos) casi en
la misma proporcién que la motilidad (de 46.7 a 34.4%), es posible que la disminu-
cion en la motilidad simplemente sea el reflejo de la muerte de los espermatozoi-
des. A ;)

Otros parametros como el desplazamiento angular medio ‘(MAD). ta ampli-
tud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y la danza media {DMN), tam-
bién disminuyeron significativamente. Estos parémetrps esién estrechamente rela-

cionados con la ruta que siguen los espérmatpzoide' ;Es, dectr si estos parame-

tros disminuyen, entonces el movimiento de Ids eSpe a(ozoudes tiende a ser mas
recto. De acuerdo a la literatura, cuando Ios espermatozoudes se estan capacitan-

do tienden a desplazarse de dos maneras,

ro en linea recta y después en un

movimiento muy caracteristico en forma de “w" e ci;lal es poco progresivo (Yana-
gimachi, 1988). E! tiempo en el que’ 1a capécitacién, se inicia depende tanto de la
especie como del medio en el que los espermatozoides estén inmersos (Yanagi-
machi, 1988).

Esto puede sugerir que los espermatozoides de las marmosetas no inicia-
ron su capacitacion a los 30 minutos, pero si a los 60, reflejandose en el continuo
movimiento lineal e inclusive en la disminucion de los parametros que describen
un movimiento angular de los espermatozoides.

Contrario a lo que se esperaba, se observo la disminucion de la velocidad
curvilineal VCL (de 90.3 a 79.6) y de la velocidad promedio de la ruta VAP (de
68.2 a 60.6). De acuerdo a Motimer y Mortimer (1990), ambos parametros tienden
a aumentar conforme se inicia la capacitacion de los espermatozoides, dado que
ambos parametros se refieren a la velocidad y no al patron de movimiento de los
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espermatozoides, es probable que Ia ausencia de las secreciones vaglnales. que
promueven |la capacnacnon ‘de los espermatozoides (Hafez, 1996),- dlsrmnuya ia-
veloc:dad de’ desplazamlento de estos pero no asi, la forma en que tienden a.
desplazarse durame 1a capacitacion. ‘ ‘

Cabe_,seﬁalar. que aun cuando algunos autores (De Vos, et al. 1997) proba-
ron que‘no héy diferencias importantes entre usar o no los gradientes de Percoll
paré obtener esperrhatozoides viables, para la fertilizacidn in vitro en mujeres,
otros autores refieren justo lo contrario (Carrell, et al. 1998). De hecho en la actua-
Iidad,' no solo No han caido en desuso los métodos para lavar el semen, sino con-
tindan buscandose nuevas alternativas para mejorar dichos procedimientos.

En primates no humanos, en especiat en aquellas especies en las que se
présenta un coagulo seminal muy denso, la centrifugacion con gradientes de silica
permite separar la fraccion liquida del eyaculado, con lo cual los espermatozoides
quedan libres y se pueden utilizar con mayor facilidad. :

Por otra parte, como anteriormente se menciond, en muchos cascs a pesar
de hacer una hrnpxeza minuciosa del pene de los machos, algunas muestras pue-
den oontamlnarse con bacterias al momento de la coleccidon. La centnfugac:on con
gradlemes de silica asi como otras técnicas como el swim-up, el Swi im-down
clusive la cqmbln

'on de dos métodos de lavado puede ser utll para evnar esos

- ad s los resultados obtenidos en este (rabajo se recomlen-
da indistintamente uso del PureSperm y. del Percoll como productos. no ‘toxicos
para el semen de la marmoseta comun Aunque se recomienda que ‘el tlempo de

exposicién de los espermatozoudes a walqulera de estos productos no sea por
mas de 30 min. : e
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Tabla 1. Definicidn de los parametros medidos por el CASA (Hobson's sperm tracker, Hobson

Tracking Systems)

Parametro

Desplazamiento angular medio

Velocidad promedio del tayecto

A litud del I; lateral de la
cabeza

Rectitud

Velocidad en {inea racta

Danza media

Linearidad

Viabilidad

Velocidad curvilineat

Motlidad

Abreviatura

MAD

VAP

ALH

STR

vSsSL

DMN
LIN

vCL

MOT

Definicion

Es el del en ta
cabeza en cada cuadro muestreado

de la

Se calcula austando @ una linea suavizada y se
divide entre el hempo que dura la raza

£s 1a desviacion promedio de ia linea suavizada
obtenida como la diferencia en inealidad entre
la linea suavizada y la ruta muestreada

Es el cociente de la distancia on linea recta
recornda entre el punto de inicio y el punto final
dividido entre 1a distancia a lo largo de una line
suavizada

Es el cocients de la distancia recorrida en linea
recta entre el punta de INIcIo y el final dwidido
entre el tempo de duracién de ta traza

Es el cociente de la ALH entre la LIN

Es el cociente de 1a distancia recomda en linea
recta entre el punto icial y el final de ta traza
dividido entre el incremento de las distancias a
io largo de (a ruta actual multphcado por 100.

Es 8l NUmero de espermatozoides VIVOS
observados en el campo de analisis dividido
ente ia suma de l0s espermMatozoides VIVOs y
muertos en el campo muMiplicado por 100

Es la suma del Incremento de las distancias por
cuadro a lo targo de una ruta medida dividido
entre al 1otal del hempo de la baza.

€= ol nu de esper
observados en el po de
ente la suma de espennatozoides motles y no

motles cbservados multplicado por 100
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D.E.

Total
D.E. Media

80% Pure
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Media

DE.

sperm
Media

"a0% Pure

Percott (2)
Media DE

00%

e T T

50%
Percoil (2)
Media DE

100%
Percoll (1)
Media DE

Percolt (1)
Mecha

Conuol 50%

Tabla 2. Comparacion de los parametros obtenidos medrante el método computanzado de evaluacidn del semen
Media

en la marmoseta comun (Callitrix jaccus) a los 30 y 60 minutos de ser mezclado con tres tratamientos diferentes.
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Conclusiones generales

Las conclusiones de este trabajo se pueden recapitular en tres aspecios: X
1) ta aplicacion de diversas técnicas para el estudio de la fisiologia de
la reproduccion. R

2) La informacion que se obtuvo sobre las caractenstlcas reproductlvas

del mono arana.

3) Por Gltimo, la visidn futura en cuanto al estudlo de Ia ﬁswlogna

reproductiva del mono arana de manos negras

Como se ha mencionado repetidas veces a lo largo de este trabajo, el mono
arafia no habia sido estudiado desde una perspec;ttva ﬁsnologxca. por. lo tanto 1a
aplicacion de las técnicas como la electroeyaculacién, la:criopreservacion de'se-
men, la laparoscopia exploratoria, la mediciéon hormonal en heces. y la insén‘xina-
cion artificial, aun cuando son técnicas que se utilizan rytinariarhénte en diversas
especies tanto silvestres como domeésticas, en el mono arana fueron implementa-
das en este trabajo por primera vez. ’ -

E£s importante sefalar que nuestros resultados mostraron que las técmcas
descritas anteriormente no necesanamente se pueden apllmr de: |gual manera a
todas las especies. Por lo tanto la relevanc:a de este traba)o radlca en que hemos
encontrado la forma de estud:ar algunos aspectos de la fi sxologaa reproductlva de .
una especie mexlcana ala que hasta ahora se le esté dando portancxa. . :

Puntualmente a pamr de los datos obtenldos podemos donclmr que el mode— '

lo de estlmulacaén p ra electroeyacular al’ mono arana que nosotros adecuamos.
es el que puede' sar’e rutinariamente . sin pcmer ‘en riesgo a Ios ammales o al
equipo utlllzado, ya que en este trabajo probamos otras constantes .de eshmula—

cidén de acuerdo al trabajo publicado por Gould y colaboradores (1981), sin obtener
resultados positivos.

Por otra parte, el analisis microscopico del semen nos sirvid para determinar
tres aspectos importantes; el primero es, la diferencia que hay en cuanto a ta cali-
dad del semen en las diferentes épocas del aifo, que como se menciond en este
trabajo en la época de lluvias disminuye con respecto a la época de secas.
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El segundo es, 1a calidad del semen con respecto a la posicidon jerarquica de
los individuos, también difiere siendo’ los ‘animales dominantes los que presentan
mayor posibilidades de reproducirse exitosamente.

¥ por aitimo el coagulo seminal, en este trabajo determinamos las caracteris-

ticas de éste, dando a conocer que el mono arana presenta un coagulo seminal
que lejos de licuarse a temperatura ambiente como sucede por ejemplo, en huma-
nos o en chimpanceés, se solidifica en 'un grado excesivo. Hasta el momento no
hay informacion del semen de otro primate que presente estas caracteristicas.

Resuitd interesante poner en pra'ciica la criopreservacion del semen del mono

arana utilizando la técnica de pellets, ya que es una técnica economica y que se
lleva acabo con relativa facilidad. S_in_"émbargo, fos resultados obtenidos con la
marmoseta comun sugiei’en qué pi’pbéblemente sea mejor utilizar otras técnicas
como la congelacion en pajillas,.ya due a pesar de ser mas costosa los resultados
son mejores. r e

'que se usa actualmente para describir las
concentraciones hormonales d 3 es oge! d Y-

La medicion hormonal es’ a lécn

rogestagenos en primates. Utiliza-
mos la técnica propuesta’ por Matzumuro Yy colaboradores (1999) ta cual resultd
adecuada para medir. estrona

s progesterona:e

I, mono araﬁa - pero no 17p-
En este trabajo los’ resultados del RIA para
17B-estradiol nos dieron valores no dete ables

Finalmente, dado que ‘este. tra
reproduccién asistida en monos arar‘ia (Ateles geoft

estradiol como los autores propone

o de a}g'unc;s métodos . de
r yl) para acelerar = tiempo de
su reproduccién en cautiverio” es tmponante resallar que Ia msemmacnon artificial

fue un intento por promover, mas que acelerar la reproducuon de! mono arafa, ya
que el hecho de que no se reproduzca espontaneamente en cautiverio nos lleva a
poner en practica estos procedimientos. Sin embargo, es importante considerar
que mientras no se tengan bien determinados tanto los parametros reproductivos
de la especie, como {as técnicas a utilizar para medirlos, la inseminacion artificial
asi como cualquier otra técnica de reproduccidn asistida no pueden dar buenos
resultados. Por otra parte, es importante reconocer que aun cuando se logré la
fecundacion de una hembra el embarazo no pro?@sé‘ De manera que para obte-
TZSIS Coy
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ner resultados claramente exitosos, aun se requiere hacer mas estudios con res-
pecto a la fisiologia reproductora de esta especie. Por mencionar algunos, sabe-
mos que los machos de acuerdo a nuestros resuiltados presentan diferencias esta-
cionales en la calidad del semen, de igual forma, es muy probable que las hem-
bras también presenten diferencias en su actividad ovarica también estacionales,
entonces las inseminaciones deben llevarse acabo preferehtemente en la epoca
de secas cuando fas caracteristicas del semen son mejores y seguramente las
ovulaciones de las hembras suceden con mayor regularidad. B

Por otra parte, el coagulo seminal que en este. pnmate resulta tan evndente
es probable que tenga una funcion importante en la fer zacnén adeeuada de . la
hembra, quiza no debamos intentar diluir el coagulo stno pnmero venguar cual es.

su funcion.

Asimismo, las variaciones hormonales que obtuvnmos de las hembras en este
trabajo, deben compararse con las de hembras mas jovenes para asegurar que

los animales en estudio no estén
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RESEARCH ARTICLE

The Menstrual Cycle of the Spider Monkey
(Ateles geoffroyi)

LFOVOR HFKVANDEZ LOPEZ,'? L]LIA.!\ MAYAGOITIA, ’* CARLOS ESQU IVFL—
LACROIX,* SUSANA ROJAS-N \A anp RICARDO MONDRAGON-CEBALLOS
'Elholog\ Department. Mexican Institute of Psvchiatry, Tlalpan. Mexico
*Psychobiology and Behator Unit, National Autonomous University of Mexico. Mexnco
*Reproductian Department. Veterinary Medicine and Zootechnics Faculty, National
Autonomous Universits of Mexico, Mexico

The ovarian cycles of four adult female spider monkeys (Ateles geoffroxi)
were followed daily throughout 30 days by means of vaginal swabs and
blood samplings. Cytological analyses of the vaginal swabs and radioim-
munoassay determination of the daily levels of estradiol-178 (E;) and
progesterone (P,) wer done in order to classify the kind of ovarian cycle
of this species. Qur results show that Ateles geoffroyi females display
menstrual cycles of about 24 daoys on average. By comparison with the
well-known menstrual cycles of women, apes, and Old World monkeys,
the four distinctive cytological phases (bleeding, follicular, periovulatory,
and luteal) could be recognized; mid-cycle E; peaks followed by mid-luteal
increases of the same hormone were present in all four females. P levels
were higher after the E; pecak, although both hormones were present
throughout the cycles. Also, age-dependent features, hormone profiles,
and changes in menstrual phases lengths were detected. Am. J. Primatol.
44:183-195, 1998. © 1998 Wiley-Lass, Inc.

Key words: menstrual cycle; estradiol-178; progesterone; Ateles geoffroyi;
Neotropical primates; vaginal cytology

INTRODUCTION

The accurate classification of the ovarian cycles of nonhuman primates is of
importance to a number of disciplines, constituting the cornerstone of a wide
variety of studies ranging from evolutionary studies [e.g., Profet, 1993;
Strassmann, 1996], physiology [e.g.. Gordon et al., 1995), chronobiology [Harter
& Erkert, 1993}, to in vivo [e.g., Moarrell et al,, 1997] and in vitro fertilization
[e.g., Alak & Wolf, 1994; Wolf et al., 1996].

Although the ovarian cycles of Old World monkeys and apes have been de-
termined endocnnologumlly and cy‘t.ologlcany for a large number of specnes. the
same has not been done in many prosimian and Neotropical pri tes In
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their excellent review of patterning of sexual activity, Blaffer Hredy and Whitien
{1987] refer to the menstrual cycle as typical of apes and Old World monkeys (p.
871), based mainly on the presence of overt cyclical bleeding. Strassmann [1996]
more accurately states that bleeding might be a side consequence of endometrial
microvasculature and litter mass/body mass ratio, more closely related to phy-
logeny than to sociocecological adaptations, thus being relatively unimportant in
the classification of primates ovarian cycles, where other more accurate mea-
sures such as those mentioned above or endocrine blood values, duration of ova-
rian phases, or duration of uterine endometrial shed/resorb rate might prove
more efficient. Yet Blaffer Hrdy and Whitten'’s exhaustive table {1987:372-378),
as well as the more recent evidence presented by Profet {1993:384-386]). clearly
shows how little is still known about the ovarian cycles of the Primate order,
particularly concerning prosimians and Neotropical monkeys. The comparison of
the data provided by the authors mentioned above shows that Profet's more re-
cent review includes updated information of only five Neotropical primates species:
Saguinus oedipus, Ateles geoffroyi. Lagothrix lagothricha, Cebus albifrons, and
Aotus trivirgatus. This compelled some authors [e.g., Profet, 1993; Strassmann.
1996]) to perform comparative analyses and support evolutionary assumptions on
the quite abundant Cercopithoidea and Hominoidea literature, being forced to
neglect the great Platyrrhini diversity. Fortunately, knowledge concerning the
Neotropical primates reproductive parameters is rapidly growing le.g., Brachyteles
arachnoides: Strier & Ziegler, 1994; Pithecia pithecia: Shideler et al., 1994).

The Atelinae subfamily is characterized as being one of the least known among
noohuman pﬁmaws, primarily where physiology and behavior is concerned. In
relation to the ovarian cycle of black-handed spider monkeys, one enr]) study by
Goodman and Wislocki [1935]) reported a periodical bleeding, occurring between
24 and 27 days, in a pair of female A. geoffroyi housed at the London Zoo. More
recently, McDanicl et al. [1993] described in the same species in vivo morphologi-
cal changes of the ovaries, accounting for a cycle length between 23 and 25 days,
while Hodges et al. {1981], measuring levels of urinary estrogens, showed that
the cycle length of A. fusciceps is around 20-22 days. The present work was done
in order to 1) assess the fluctuations of estradiol- 17B (E2) and progesterone (P,)
throughout the cycle, 2) characterize the changes in the vaginal epithelium, and
3) provide overall and per phase mean scrum values of the above mentioned
hormones in female A. geoffroyi.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

The subjects were four female spider monkeys (Ateles geoffroyi), whose ap-
proximate ages at the time of the study were as follows: Celina and Pilar, 17; Lola,
15; and Frida, 7 years old. These animals were housed along with five adult males
and another adult female (which refused to cooperate in the samplings and so
could not be assessed) in the Department of Ethology at the Mexican Institute of
Psychiatry in Mexico City. As the study of the monkeys’ behavior is the main con-
cern of the monkey colony, none of them were on contraceptives, drugs, or any
other kind of intrusive manipulation. The spider monkeys live in a large outdoor
cage, provided with various long ropes hanging from the wire mesh ceiling to fa-
cilitate natural locomotion [for a more accurate description of the housing condi-
tions and history of the spider monkey group see Lépez-Lujin et al., 1989:
Anaya-Huertas et al,, 1994]). The monkeys were fed fruits and Monkey Diet 5038
from Lab Diet (PMI Feeds, Inc., St. Louis, MO) and had ad libitum access to fresh
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tap water. The animals were seldom disturbed by human intrusions, except when
the cage was washed (daily around 0900 h) or, in this particular study. when
vaginal swaps and blood samples were collected (daily around 1800-1900 hy

Blood Sampling

During a previous study carried out in 1993-1994, the females were trained
using positive reinforcement to enter a small wire mesh cage (1.5 x 1 x 1 m) at-
tached to the door of their home cage, present hindquarters to the human trainer,
and allow a cotton swab to be introduced in the vagina. For cooperation, the ani-
mals were rewarded with a piece of mango or a small candy. This procedure was
slightly modified, and the animals were trained to be injected with ketamine i.m,
(Imalgen, Mexico) at 3 mg/kg body weight. This seemingly small dose of tranquil-
izer prevented the animals from getting deeply anesthetized and allowed recovery
10—-15 min following injection. .

In the previous 13 month study the median interval between bleedings was
found to be 24 (range: 19-34; mean: 24.3; SD: 3.6) days. In order to ensure the
sampling of an entire cycle per female, we chose a one month daily sampling.
Blood (3 ml) was collected from the femoral veins or arteries daily from April 8 wo
May B, 1996. Blood samples were centrifugated at 3,000 rpm for 15 min, and sera
were separated from the packed cell volumes and were frozen at —20°C. Blood
levels of E; and P, were determined by radioimmunoassay (ICN Pharmaceuticals,
Inc., Iztapalapa, Mexico) [Abraham et al., 1972].

Cytological Analyses

Vaginal swaps were begun 8 days before blood collecting. These were not
used in smears, as they were done only to retrain females to the procedure. Nev-
ertheless, these swabs, which came out stained with blood during menses, helped
us to calculate the intermenses length for Celina, as she and Pilar were in the
second half of the cycle when blood sampling began.

Immediately after finishing collecting the blood, we took a vaginal smear
using a cotton swab while the females were still tranquilized. The vaginal smears
were fized in 96% alcohol and were later stained by means of Shorr's Trichromic
technique. The number of epithelial cells (parabasals, intermediate, superficial,
squamous), leucocytes, and erythrocytes were counted in a 10x field. Using the
criteria proposed by Fox and Laird (1970} and Graham [1981), we examined the
smear features, along with the hormonal background, to determine the following
phases: follicular, periovulatory, luteal, and menses.

Statistical Analyses

Nonparametric tests were performed, as much of the data included frequen-
cies (cell counts) and the serum values were not normally distributed and highly
heteroscedastic. A Wald-Wolfovitz runs test was used to search for significant
daily variations in hormonal values and cell counts, using the median value of
each series as the cutpoint; Kendall's coefficient of concordance W was used to
search for synchronization of cycles between females; finally, being between fe-
males independent measures, Kruskal-Wallis one-way ANOVA was performed to
search for differences in overall hormonal serum values and cell counts, followed
by multiple comparisons tests specifically devised for this nonparametric ANOVA
{Siegel & Castellan, 1988]. When necessary, probabilities were pooled according
to the method proposed by Sokal and Rohlf [1969).
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RESULTS
Endocrire and Cytological Daily and Between-Females Variations

Cycles lengths differed between females. The number of days elapsed be-
tween o ts of bleeding were 22 days for Lola, 26 for Frida, and 28 for Celina,
while P must have stopped bleeding a few days before we started retraining
the an =, as none of the vaginal swaps taken throughout that week was stained

s 1—4 show the day-by-day variations of hormonal serum values and
ntage of epithelial cells for each female. Ovarian cycles were not
ed among females (E;: W = 0.257, x*® = 27.756, d.f. = 27, P > 0.05; P,:
x? = 28.08, d.f. = 27, P > 0.05). Table I shows Wald-Wolfowitz runs
ts. Pooled probabilities were all significant, accounting for significant
variation: throughout the cycle.

Fride Fig. 1) and Lola (Fig. 2) showed E; peaks at 10 and 11 days, respec-
tively, aficr the onset of bleeding. Pilar (Fig. 3) and Celina (Fig. 4) showed E.
peaks at 13 and 18 days, respectively, before the onset of bleeding. Secondary E;
peaks apzeared in all females at varying intervals. The younger females. Frida
and Lola. showed a second E; peak 216 h (9 days) after the first one. Pilar showed
this peak T2 h after the first one and Celina 96 h after the first one. The first P,
peaks wese observed on days 10 and 12 in Frida and Lola, respectively. In both
females t-=ese P, peaks occurred 24 h after the E; peaks. The same P, peaks were
observed :n days 14 and 22 before the onset of bleeding in Pilar and Celina; that
is 24 and 36 h prior to the E; peaks, respectively.

Horxz:nal levels varied from one cycle to another. In both Frida and Lola
(Figs. 1, 2,, E; and P, levels were higher in the second cycle (whose values are
reported -ere), than in the previous one. On the other hand, hormonal levels in
Pilar (Fig 3) were lower throughout her second cycle. No data were available
for Celinz (Fig. 4) to compare changes from cycle to cycle, as hers was a rather
long cycle with a lengthy menstruation (8 days). Overall hormonal levels (E;:
Kruskal-Wallis test = 48.801, d.f. = 3, P < 0.0001; P,: Kruskal-Wallis test =
11.58, df = 3, P = 0.009), as well as some cell occurrences (% of superficial:
Kruskal-Wallis test = 15.018, d.f. = 3, P = 0.002; % of parabasal: Kruskal-Wallis
test = 21.344, d.f. = 3, P < 0.0001; leucocytes frequency: Kruskal-Wallis test =
36.641, &7 = 3, P < 0.0001) were significantly different between females (sece
Table Il, last column). Hormonal serum values were higher in younger than in
older ferrales: Frida showed the highest values, followed by Lola, Pilar, and
Celina. Paired comparisons showed that E; serum values were significantly
higher (F < 0.05) in Frida and Lola than in Pilar and Celina, while P, values
were only significantly higher (P < 0.05) for Frida when compared to Celina.
Concerni=g cell counts, differences were not so clearly related to age. Frida
showed a significantly (P < 0.05) higher percentage of superficial cells than
Celina. L:la showed significantly (P < 0.05) lower percentages of intermediate
cells tha= Celina and Pilar. Finally, both Celina and Pilar showed a signifi-
cantly (P < 0.05) greater number of leucocytes than Frida and Lola. No signifi-
cant differences were found for percentage of squamous and intermediate cells
and numter of erythrocytes.

Cell Counts and Hormonal Levels in the Different Menstrual Phases

As w: did not have luteinizing hormone measures to accurately place the
ovulation day, and to ease recognition of the menstrual phases by means of vagi-
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nal smears, phases were divided into menses, follicular, periovulatory and luteal.
Figure 5 shows the most representative cellular patterns of each phase. Table 11
shows the mean values of percent of epithelial cell, number of blood cells and
hormonal serum figures per female per phase. Superficial cells were present all
throughout the cycle, being rather abundant in the follicular and periovulatory
periods. Squamous cells were most conspicuous in the periovulatory phase, dis-
appearing (or almost) in the luteal and menses phases. On the other hand, inter-
mediate cells were abundant in the luteal and menses phases, decreased in the
follicular phase, and disappeared (in the younger females) or were scarce (in the
older animals) during the periovulatory period. Parabasal cells seldom appeared
in the younger females but were present throughout the cycle in older females
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(Pilar and Celina). In these latter females, parabasal cells were at their lo=est
during the periovulatory period and at their highest during menses. Leuco:=tes
were present during menses in all four females but disappeared in the you=ger
fermales during the follicular phase and for the rest of the cycle, while ir the
older females they were present, althcugh in lesser quantities, in all remai=ing
phases. Finally, erythrocytes appeared only during menses in all females.

E, was present throughout the cycle phases in all females. The periovulzzory
period accounted for higher serum values of this hormone than menses and J1l-
cular phases. Yet, in the younger females, due to bigger secondary E: peaks fur-
ing the luteal phase, mean values were above the periovulatery ones. Iz the
older females, these E; luteal peaks were not so conspicuous, and mean vz ues
were above those from menses and follicular phases but not from periovulzzory
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Fig. 3. Pilar's data. Same as in Fig. 1.

ones. P, serum values were highest during the periovulatory period, decreasing
throughout the luteal, menses, and follicular phases.

DISCUSSION

Our results, despite the small sample and variability among animals, show
that female A. geoffroyi hormonal and cellular profiles more closely resemble
that of chimpanzees, gorillas, and orangrutans [Graham, 1981; gorillas: Astrid et
al., 1995), gibbons [Nadler et al., 1993], stumptail macaques [Wilks, 1977}, black
mangabeys {Calle et al., 1990}, vervet inonkeys [Seier et al., 1991), or the large
Neotropical muriquis [Strier & Ziegler, 1994] than the cycles of white-faced sakis
{Shideler et al., 1994), capuchins {Wright & Bush, 1977], squirrel monkeys [Hodges
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et al., 1981], owl monkeys [Bonney ct al., 1980), and the common marmosets
[(Hearn et al_, 1978].

Bleeding, although inconspicuous, occurs cyclically in our black-handed spi-
der monkeys, except for a 3 month annual period (unpublished data]l, being true
menses, because, as our data and McDaniel et al. {1993) ovarian laparoscopies
show, these occur following the late luteal phase, and not around the periovulatory
phase (proestrus and estrus), as has been reported in nonprimate mammals
(Galina et al., 1988]. The quite small number of erythrocytes present in the vagi-
nal smears accounts for the covert menses, a fact most certainly due to the pres-
ence of straight rather than spiral arterioles in the platyrrhines [Strassmann,
1996]. Yetr bleeding was present, unlike the case in other smaller New World
monkeys, where it is absent [squirrel monkey: Jarosz et al., 1977; common mar-
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TABLE 1. Probabilities of Univariate Wald-Wolfowitz Runa Tests Results Performed
on Daily Hormonal Serum Values and Cell Counte per Female

Dependent x° for pooled Run tests probability

vanable probability” Celina Frida Lola Pilar
Estradiol 74.2421* 0.000 0.014 0.054 0.001
Progesterone 114 4563* 0.000 0.002 0.007 0.000
Parabasals 70.5706" 0.158 0.000 0.003 0.010
Superficial 32.9968" 0.027 0.003 0.001 0.844
Intermediate 115.3399* 0.001 0.000 0.000 0.009
Squamous 184.2068" 0.000 0.000 0.000 0.000
Erythrocytes 83.9147" 0.000 0.00% 0.002 0.003
Leucocytes 153.7343* 0.010 0.003 0.000 0.230

“Degrees of freedom = 8
“F <0001

moset: Hearn et al., 1978; owl monkeys: Bonney et al., 1980). The menses period
lasted from 2-8 days, but present data are inconclusive because a single cycle
per female was sampled, so additional research would be necessary to assess
accurate mean length.

The mean duration of luteal (6 = 2.6 days) and follicular (8.2 x 2.8 days) phases
were not strikingly different, as they are in the tuflted capuchin [Wright & Bush,
1977], the ow! monkey [Bonney et al., 1980] and the common marmoset [Hearn &
Lunn, 1975), whose follicular phases are shorter than the luteal phases, or in the
great apes, who show much longer follicular periods than luteal ones [Graham,
1981). Instead, it seems that, as in some Old World monkeys [stumptail and rhesus
macaques: Wilks, 1977; black mangabeys: Calle et al., 1990; vervet monkeys: Seier
et al., 1991}, the lar gibbon [Nadler et al., 1993], and the muriqui [Strier & Ziegler,
1994}, both periods are, on average, of the same length in the spider monkeys. A
conservative explanation to this is the fact that spider monkeys (as well as muriquis)
are middle-sized primates, about the size of a rhesus, a stumptail macaque (al-
though much more gracile), or a gibbon. Moreover, female spider monkeys show
around the same litter mass/body mass ratio and are within the body weight range
of black mangabeys [Calle et al, 1990], rhesus and stumptail macaques, vervets,
and gibbons {see appendix in Strassmann, 1996]; thus, the mean duration of luteal
and follicular periods must obey the metabolic constraints shared by all these me-
dium-sized species. When the average length of the menstrual cycle (25.3 = 3 days,
n = 3; Pilar’s data were excluded, as we did not have the chance to sample an
entire menses-to-menses cycle) from the present work, is considered the periovula-
tory period was a rather lengthy one (7.6 = 2.1 days), as it accounted, on average,
for 30.2% (SD = 6.5%) of the entire cycle length.

A mid-luteal E; peak was observed in all four spider females, just as has
been described in women and great apes {Graham, 1981]), gibbons [Nadler et al.,
1993}, stumptail and rhesus monkeys [Wilks, 1977}, vervets [Seier et al., 1991],
white-fronted capuchins {Hodges et al., 1981}, and sakis [Shideler et al., 1994],
but it is not apparent in black mangabeys [Calle et al.,, 1990], owl monkeys
(Bonney et al., 1980], squirrel monkeys and white-lipped tamarins [Hodges et
al., 1981], or the common marmoset {Hearn & Lunn, 1975). These mid-luteal E,
peaks were jreater than the periovulatory ones in the younger females (Frida
and Lola) bit not in the older animals (Pilar and Celina), yet they appeared
earlier in the older females than in the younger ones. Moreover, both hormones
E: and P. were more abundant in younger than in older females (see Table II), as
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TABLE Il. Mean z SD of Epithclial Cell Poercentages, _!;_-3_'_-_.._459!}-1 f

178 (pg/ml), nnd Progesterone (ng/ml) Serum Values of the Menstrual Phascs and of
the Total Sample of Each Female

Menses Follicular Perovulatory Luteal Total

Frida
Sup :rficial 83.0= 0.2 84.0x 102 820= 22 72.0= 18.8 T25= 172
Squamous 20=x 08 80= 1.7 180= 7.2 7.0= 11.5 61= 83
Intermediate 9.0 = 1.1 30= 28 00= 0.0 18.0 = 18.7 1T.2= 8.7
Parabasals 00= 00 00=x 00 00= 0.0 40= 6.2 36= 58
Leucocytes 17.0= 8.5 20= 24 00= 0.0 48.7 = 70.3 29.1 = 47.4
Enthrocytes 23.0=+ 11.3 00= 00 00= 0.0 00= 0.0 37= 73
Estradiol-17p 211.0= 8.3 259.7 = 32.4 322.0 = 93.4 561.16 = 82,4 329.0= 952
Progesterone 647 = B85 23= 1.7 58.5 = 17.4 36.4 = 199 23.2 = 235
Days 2 4 6 6 30

Lola
Superficial §7.0= 28.0 84.0= 7.0 780= 9.0 67.0= 14.0 67.0= 17.7
Squamous 10= 1.0 120= 7.0 220= 9.0 20= 3.0 7.6= 10.1
Intermediate 39.0 = 24.0 50= 3.0 00= 0.0 31.0= 17.1 243 = 226
Parabasals 30= 6.0 0.0=x 0.0 00= 0.0 00= 0.0 1.2= 29
Leucocytes 193 = 9.3 0.0= 00 00= 0.0 50.0 =108.0 158 = 498
Erythrocytes 112.7 =103.2 00= 0.0 00= 0.0 00= 0.0 122 = 452
Estradiol-178 133.5= 763 253.3 =994 3258 = 89.7 411.1x 74.2 3159 =1210
Progesterone 36= 12 19.5 = 405 34.1 = 15.2 183= 7.0 19.5 = 164
Days 3 5 7 6 30

Pilar*
Superficial 51.0= 18.0 71.0= 220 79.0 = 13.0 50.0= 16.0 66.8 = 209
Squamous 00= 00 8.0=11.0 3.0= 5.0 00z 0.0 43= 75
Intermediate 300= 4.0 14.0 £ 13.0 16.0 = 11.0 350= 9.0 204z 145
Parabasals 20.0 = 14.0 7.0= 80 20= 3.0 15.0= 8.0 8.4= 91
Leucocytes 158.0 = 67.9 62.4 = 825 13.5= 9.5 79.3 =- 66.4 50.5 = 689
Erythrocytes 65.5 = 84.1 00= 00 00= 0.0 00=.0.0 44z 228
Estradicl-178  140.5 = 46.0 80.9 = 29.7 266.8 = 35.4 210.3 = 62.5 158.7=x 814
Progesterone 05= 02 0.1= 01 60.6 = 17.1 38.5x 28.7 20.8 = 288
Days 2 9 4 : 9 29

Celina : : .
Superficial 44.0 = 16.0 s 680=x 7.0 - 50.0=x-18.0 54.7 = 169
Squamous 0.0= 0.0 —_ 21.0x 9.0 10= 1.8 75= 112
Intermediate 38.0= 11.0 — 11.0= 7.0 707 42.0=717.0 30.2= 186
Parabasals 18.0 = 13.0 -— 00=x= 0.0 7.0= 3.0 7.5 94
Leucocytes 92.1 = 67.1 —_ 15.1=13.0 ;° . .55.1= 13.0 51.6 = 44.1
Erythrocytes 64.7 > 718 —_— 00= 0.0 - 00= 0.0 173 = 45.7
Estradiol-178 74.2= 369 —_— 273.9 = 41.2 112.3= 73.4 155.4 =101.7
Progesterone 05= 04 _— 33.7 = 22.4 . 48= 6.0 129 = '19.7
Days 8 <10 - 12 30

*Prlar's values for each phase were not calculated from an entire cycle but from the latter and first halves of
two contiguous cycles.

*Celina‘s cycle was so large (>30 days) that values for this phm were not :c“emd

has been described in women, rhesus monkeys, and chimpanzees [vom Saal &
Finch, 1988). Unfortunately, our spider monkeys have not bred, so we cannot
correlate our data with reproductive success to lend assurance to the above men-
tioned idea.

Finally, the four main menstrual phases can be recognized in vaginal smears
by assessment of the percentages of epithelial cellular patterns and the presence
or absence of erythrocytes. Summarizing, menses are characterized by the pres-
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ence of erythrocytes and rather abundant intermediate tand sometime parabasal)
cells. During the follicular period, superficial cells increase in number and squa-
mous ones appear, while intermediate and parabasals decrease or even disap-
pear and erythrocytes become ( ompletely absent. Superficial and squamous cells
predominate all throughout tte periovulatory period, the other epithelial ones
being scarce or absent. Finally, during the luteal phase superficial and squamous
cells decrease in number; intermediate and, to a lesser extent, parabasal cells

increase significantiy.

CONCLUSIONS

1. Spider monkey (Ateles geoffroyi) ovarian and hormonal cycles are thase of
a real menstrual cycle, rather than an estral or a transitional one including a
well-defined period of bleeding, following the late luteal phase, and a second

mid-luteal estradiol-178 peak.

2. The luteal and follicular phases are not strikingly different in duration,
such as occurs in great apes or Ssmaller Neotropical monkeys, while the
periovulatory period, proportionately, is rather long.

3. It is possible to recognize the menses, follicular, periovulatory, and luteal

phases just by means of vaginal smears.
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Sperm Quality Differences Betvween the-Rai
Seasons in Captive Black-Handed Spider Monkeys
(Ateles geoffroyi)

LEONOQR HERNANDEZ- LOP!-_Z" GERARDO CEREZO PARRAS,
ANA LILIA CERDA-MOLINA' STEPHANELLA C. PEREZ-BOLANOS*
VICENTE DIAZ SANCHEZ AN'D RICARDO MONDRAGON- CEBM.LO\‘

‘Departanento de Etologia. Division de Aeurocu-ncmc Insruum Nacional de Psiquiatria
Ramon de la Fuente ¥ Unidad de P v Co: . Prog Crniversitario de
Jnvestigacion en Satud. Universidad .\nnpnal Aulonoma de Mexsro. Mexico D.F., AMexico
‘Departamento de Biologia de 1o Reproduccion. Instituto Nacional de la Nutricion Salvador
Zubiran, Mexico D F.. Mevco

The present work provides an assessment of sperm measures (concen-
tration, motility, viability, etc.) of three black-handed spider monkeys
(Atcles geoffroyi) during the rainy and dry seasons in Mexico City, as
well as an evaluation of the between-subjects variability of sperm qual-
ity. Twenty samples obtained by rectal electroejaculation and digested
with trypsin were evaluated. The results showed that during the dry
season (n = 9) the semen samples were of better quality than those ob-
tained during the rainy season (n = 11). The individual animals showed
differences in sperm concentration. although there were no differences
in sperm quality. Am. J. Primatol. 57:35—41, 2002. © 2002 Wiley-Liss, Inc.

Key words: Ateles geoffroyi; sperm assessment; seasonal breeding:
individual variability

INTRODUCTION

Little is known about the reproductive physiology of male black-handed spi-
der monkeys (Ateles geoffroyi). It has been suggested that individuals of this
species might be seasonal breeders, as free-ranging animals on Barro Colorado
1sland, Panama, show a birth peak throughout the second half of the year (Julv—
December), during the dry season [Milton, 1981). Yet, captive groups of this spe-
cies seemingly do not show any breeding seasonality [e.g.. Klein, 1971). As males
of some seasonally breeding species show low sperm production throughout the
nonmating season [reviewed in Dixson, 1998], we searched for changes in sperm
measures (concentration, viability, ete.) during the Mexico City rainy (l\lny—Sep—
tember) and dry (October—April) seasons, to gather data that would support ei-
ther Milton’s [1981] or Klein's {1971) assumptions.
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Data came from repeatedly sampling only three ‘males: thereforeswe alsow——m

looked for differences among subjects in sperm parameters to assess individual
baselines. For that reason, we tested whether the collected sperm values were
randomly distributed among animals or each animal showed a distinctive range
of sperm values. However, coming from such a small sample, the results pre-
sented here are suggestive, rather than conclusive. Even so. these data may be
of interest to socioecologists, suciobiologists, veterinarians. and researchers in
the biology of reproduction.

METHODS
Subjects

The subjects were three adult male black-handed spider monkeys (LK, Kl
and AD). They form part of a social group (four females and three males, at the
time of the study) kept in a large outdoor facility at the Ethology Department of
the Instituto Nacional de Psiquiatria, Mexico City, where there is always ongo-
ing research on their behavior by other members of the department and us. Food
is given twice a day: an early meal consisting of processed food, and a midday
meal consisting of fruit and vegetables. All animals are unrelated to each other:
details concerning their origins have been published elsewhere [Anaya-Huertas
and Mondragon-Ceballos, 1998], while the housing conditions of the institute's
monkey colony can be found in Lopez-Lujan et al. {1989].

The three adult males in the group could be clearly distinguished as two
dominant males (LK and KI) and one subordinate male (AD) from the outcome of
57 dyadic encounters, partaking in eight coalitions, and the within-group distri-
bution of 53 dyadic allogrooming bouts (unpublished data).

Sperm Collection

It is possible to collect semen samples by electroejaculation from anesthe-
tized spider monkeys [Long et al., 1997] (personal observations). Following the
design of Gould et al. [1978], we const a4 elect lation equipment con-
sisting of a stereo amplifier (Pioneer A-205, Pioneer Electronics Corp., Kuala-
Lumpur, Malaysia) with 55 W output per channel and a 10,000 Hz DC bandpass;
two digital multimeters (PROAM 602-040, PROAM, Beijing, China) to measure
the driving voltage and the total mA electrode current; a waveform generator
(GoldStar FG-8002, GoldStar Precision Co. Ltd., Seoul, Korea); an electrostatic
shielded isolation transformer (1:1 line isolation, 90 W of power capability); and
an oscilloscope (Hewlett-Packard 54601A;: Hewlett-Packard, Corvallis, OR). An
electroejaculation probe made of dental acrylic (125 mm diameter x 9 crm long)
with a rounded tip, and two 160 x 1,100 mm longitudinal copper strips placed on
either side were used [Hafez, 1993]. Output to the electrode was fused (150 mA)»
to prevent delivering electric shocks to the animal. Based upon results frorn Gould
et al. {1978] we estimated the voltage, intensity, and stimuli durations, in rela-
tion to the size and weight of spider monkeys. Stimuli (20 Hz sine waves) were
given in 5-sec trains followed by a 3-sec resting period, starting at 1 V and 10
mA, and successively increasing electrical input in 1 V steps every two to three
successive trains until reaching 7 V and/or 100 mA. This was accompanied by
manual stimulation of the penis. Sperm was collected in Elkay polypropylene
graduated tubes immersed in water kept at around 37—40°C. Surgical soap was
used both as a iubricant and to improve conductance.

Twenty successful electroejaculations were done from January to Septem-
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ber 2000. Electroejaculations were interrupted if after 10 min of sumulatmn
the animal did not ejaculate or if he urinated teven a few drops). The number
of samples per animal was seven for LK, seven for AD, and six for Kl. Semen
evaluation of the black-handed spider monkey is hindered by the presence of a
rapid-forming coagulum {Long et al., 1997] (personal observations). but trypsin
digestion improves readings significantly (unpublished data). Therefore, we dis-
solved the coagulum by adding a phosphate-buffer solution containing 0.25% of
trypsin (Sigma T4799; Sigma Chemical Co.. St. Louis, MO at a 2:3 (trypsin
solution : sperm) proportion, while keeping it immersed in a 37°C water bath
for 10 min.

Ethical Note Concerning the Use of Surgical Soap

Prior to the above-mentioned sampling, we tried a water-soluble lubricant
(LubriGe! Ointment, Sheflield Laboratoeries, Ine.. New London. CT) and a vagi-
nal and rectal lubricant gel (Gleit-Gel, Singer-Kosmetic, Heidelberg, Germany)
in electroejaculations. These proved to be poor electric conductors. and it was
necessary to surpass 7 V and 100 mA to elicit ejaculation. Besides producing
strong and continuous myoclonus of the hind legs, this stimulation sometimes
damaged the rectal epithelium, as several times the probe came out bloodied. We
ventured to use surgical soap. knowing it has good conductor properties. but
being aware of its potential for irritation. We maintained careful monitoring,
and did not observe any noxious effects. Animals did not show signs of diarrhea
(feces were not more fluid than usual in this species), the number of daily evacu-
ations did not increase, nor was dehydration apparent (animals did not lose weight
or drink more water than normal). We observed no behavioral signs of discom-
fort, such as scratching the anus, lassitude, irritability, fear of researchers, apa-
thy, or reluctance to enter the capture cage, immediately after recovering from
anesthesia and in the days following electrmjaculnuons. Therefore, it did not
upset the animals’ evacuation physiology or behavior unethically or inhumanely.

Animal Handling

To perform electroejaculations the animals were trained to enter into the
restraining cages (1 x 1 x 1 m), which was followed by physical restraint. After
the animals became accustomed to physical restraint, testing began. Ketamine
(10 mg/kg i.m.; Imalgen 1000:; Rhone Mérieux de México, S.A. de C.V., Mexico,
D.F.. Mexico) was administered following physical restraint. Once anest.heuzed
each animal was weighed and placed on the surgical bed. The perineum was
washed with surgical seap and dried tharoughly. The electrvejaculation probe
was gently introduced into the rectum and positioned near the prostate (= 5 cm
deep). Upon finishing semen collection. the animal’s rectum was rinsed with sa-
line solution, and the animal was returned to the restraining cage until awaken-
ing completely. Subsequently we rewarded him with cookies and fruit. Following
eating, the animal was returned to his home cage.

Sperm Evaluation

Sperm aralysis was done following the criteria of the World Health Organi-
zation [1992] for the assessment of human semen. as these criteria have been
successfully used in other nonhuman primate species fe.g.. Macaca fascicularts
[Gago et al., 1999]). Volume was measured directly from the graduated Elkay




TESIS (;" i
38 / Hernsindez-Lopez et al.

:’lE
tubes (= 0.5 ml of accuracy 12 0-10 pH ws: strips lMoMern D .Y vy —

Mexico) were used to measure _he sperm’s pH. Table | shows t.he sperm param-
eters assessed in the present work. Eosin B {Merck de México) staining was used
to estimate the percentages of li ‘e and dead spermatozoa {Martin & Gould, 1981}.
Each sperm measure was obtair ed by averaging the counts of five different fields
from a 10-u! sample per animal. A different 10-ul sample was used to assess each
one of the seven sperm parame-ters analyzed. A single person (G.C.P.) did all the
microscope evaluations. Readings from the trypsin-digested samples were cor-
rected for volume prior to analyses.

Analyses

The Wilcoxon signed-ranks T-test was used in contrasting the rainy and dry
seasons. This was done randomly, pairing three samples from the rainy (n 11)
and dry (n = 9) scasons per animal, leaving out of the analysis the remaining
unpaired values. Differences in sperm values among animals were assessed by
means of the Kruskal-Wallis test. The Mann-Whitney U-test was used in post-
hoc paired comparisons between animals. As a gingle set of eight variables was
used in multiple independent statistic tests, the significance level was set at a €
0.01 to reduce the likelihood of error type 1. P-values were obtained from tables
provided in Siegel and Castellan [1988]), instead of relying on asymptotic testing
{Mundry and Fischer, 1998]). All tests were two-tailed.

RESULTS

Table Il shows the mean values of sperm during the dry and rainy seasons,
and the Wilcoxon's T-test results. Contrasts of the rainy and dry seasons re-
vealed that percentages of fast linear progression sperm and live sperm were
significantly higher during the dry than during the rainy season. On the other
hand, the percent of nonlinear moving and abnormal spermatozoa was signifi-
cantly higher during the rainy season.

Table III shows the mean sperm parameters values per subject, as well as
the Kruskal-Wallis test results. Only sperm concentration was significantly dif-
ferent among animals. AD had significantly lower concentrations of spermatozoa
than KI(IU=0.0,n,=7,n; =6, P=0.00)and LK(U =3, n; = n; = 7. P = 0.004).

TABLE I. Semcen Parnmeters Assessed in the Present Work

Variable Defi

Ejaculate volume Milliliters of semen yield by electroejaculation

Sperm concentration N of sper per ml of

Fast linear motility Percventage of sperm cells showing a qualitatively fast
straightforward progression thr the micr pe field

Slow linear motility Percentage of sperm cells moving slowly and straightforward
throughout the microscope field

Non-linear motility Percentage of sperm cells moving in circles. in zigzag or vibrating,
without going far throughout the microscope field

Immobile cells Percentage of cells not moving at all

Live cells Percentage of live cells recognized by eosin dyeing”®

Abnormal cells Percentage of spermatozoa showing some structural piece defect such

as a bend NNagellum. two heads. etc.

“lmmobile spermatozoa are not necessanly dead ones: dead sperm cells were identified by their ability to
incorporate eosin.
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TABLE Il Varistions of Sperm Concentration, Motility, and Variability in Ejaculates
From Thrre Afeles Geoffrovi Monkeys (Mean + $5.E.) in Relation to the Dry and Rainy
Sensons

Sperm “& fast % slow % non- < w
Volume (millions/ linear linear linear “ live abnormal

Season (l)  ml sement movement movement movement immobile sperm cells
Rainy

Mean 4.0 43.0 7 438 708 50.3

S.E. 0.6 11.2 1. 81 3.3 60

Range 1-8 6—156 1-12 6-390 56-90 24-75
Dry

Mean 3.0 63.0 0.1 3.8 26 3 84.1 27.0

S.E 0.3 11.3 5.5 1.1 3s 29 3.2

Range 1.6-5.2 12-126 20-66 0-10 1241 68-93 16—10
™ 10 11 17 1.5 8.5 2 (]
Lid NS, N.S N.S. <0.01 N.S. 0.01 <0.01

‘Between seasons contrasta { Wilcoxon™s T: N=9:

DISCUSSION

Although volume ejaculated and sperm concentration did not differ be-
tween seasons, the dry season samples were of somewhat better quality than
the rainy season ones. Improvements included higher proportions of fast lin-
ear progression and live sperm, and lower rates of nonlinear-moving and ab-
normal sperm. If high rates of linear-moving spermatozoa and a higher
percentage of living spermn are correlated with increased fertility, as has been
found in human beings [World Health Organization, 1992], then black-handed
spider monkey males show an increased fertility potential throughout the dry

TABLE III. Between and Within Subjects Val of Sperm C, ation, Motility,
Vial Y. and Presence of Abnormal Spermatozoa in Three Afeles groffroyi Monkeys
Sperm “o fast “c slow “o non- ‘e “©
Volume (millions/ linear linear linear il live abmnormal
Animal fml) mlsemen} movement movement movement immobile sperm cells
AD
Mean 3.6 32.8 11.3 3.7 413 T4 63.7
8.D. 15 13.7 111 3.7 245 10.0 18.0
Range 15-52 18-52 0-28 0—10 14-90 56-89 32.-81
Mean 39 127.7 35.5 v.0 298 82.8 58.7
S.D. 21 63.5 21.2 33 20.1 10.1 220.0
Range 2.5-8 68-225 0-57 3—-12 662 69-87 29-76
LK
Mean 2.4 115.9 16.0 T 35.0 79.3 €8.1
8.D. 1.0 51.5 14.9 3.1 15.1 13.8 12.5
Range 1— 40-198 ‘1—43 2-10 12-52 60-93 3-3~84
Total
Means 33 62.5 20.2 6.0 35.6 78.5 39.3
S.D. 1.6 42.8 18.3 3.7 19.% 11.5 17.7
H* 2.37 11.39 4.19 4.52 0.83 1.33 0.49
i NS 0.003 NS NS NS NS NS

‘Betwecns subjects compansons ¢ Rruxkal-Walli> non-parsmetnc ANOVA Na2o, k=g
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season. On the other hand, semen concentriation remained the same between
seasons. instead of showing the wvariations reported for well-known seasonal
breeders [Dixson. 1998: although see Mahone & Dukrlow, 1979]. As such, it is
not possible to conclude whether or not A. gcoffroyi is a seasonal breeder.
Nonetheless, our results partially support Milton's [1981] findings that the
black-handed spider monkey may be a seasonal bre«der. If females are more
prone to get pregnant due to being inseminated with higher-quality semen
during the winter. births would start occurring around July of the next year,
just as Milton's results show.

This difference among animals seems somewhat related to social rank, as
both dominant males (LK and KI) showed the highest concentrations, and the
omega male {AD) showed the lowest. Otherwise, the sperm quality was the same
for all three animals. As such., our results do not provide any evidence as to
whether the low sperm values of the omega male are a consequence of reproduc-
tive suppression or they are idiosyncratic characteristics of this animal (e.g., low-
testosterone production, high cortisol levels, coyness. etc.) that themselves mu
have helped to place him in the subordinate role. Much more research is re-
quired to discern whether these findings hold for other black-handed spider mon-
key populations, as has been described for endocrine values in other primates
{Abbott, 1993; Kraus et al., 1999], supporting the idea that reproductive sup-

pression between males occurs in this species.
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n by Trypsin Enhances Assessment of Sperm Parameters

in the Black-handed Spider Monkey (Aleles geoffroyi)

Leonor Hernindez-Lépez,! Gerardo Cerezo Parra,! Ana Lilis Cerd

i p Ha C. Pérez-Bolados,' and

Ricsrdo Mondragén-Ceballos'

1y Naci 1de P

ia Ramdn de la Fuente Muiiiz and Universidad Nacional Auténoma de México; *Instituto

Nacional de 1a Nutricién Salvador Zubirdn

tatroduction

In many nonhuman primate specics, including the
black-handed spider monkey (Ateles geoffroyi), sperm
coagulates almost entircly shortly after cjaculation. (For a
tist of species in which this coagulation occurs, sce Dix-
son, 1998, for 4. geoffroyi: Goodman & Wiskocks, 1935;
tong ct al., 1997; Hernindez-Lopez et al, 2002.) This
rclatively large and ncarly sohd clol pnsumably acts as &

! barmer that or impr by
ather males.  Another thecory vicws the coagulum as a
tightly packed sperm reservorwr (Dixson, 1998, p. 236).

In some species the is mainly of
semnal plasma protemns (semcnogelin 1, semenogelin 11,
B8-microsemunoprotemn, ctc) and sugars (fructose) (Lund-
wall, 1998; Dixson. 1998). Marcover, m spocics such as
<catton-top tamarins (Saguinus oedipus), baboons (Papio
evnocephalus). rhesus monkeys (Macaca mulatta), and
mammosets (Callithrin jacchus), the genes that code for
the proteins that form the scmmal plasma as weil as the
coagulum are known (Marjaana, et al, 1999). In practice,
the pr of the hunders of sperm
paramcters.  Analysis of the bquid portion yiclds poor
sperm counts compared to species whuch are related or of
equivalent body size (see Long et al., l997). this makes

1sons, dwcal and as-
sessment of sperm quality 1n assisted reproduction tech-
aqucs all difficult.

D of the with such
trypsin, has been med (Hendrickx & Krarna 1970). bul
the practice has been mostly abandoned because trypsin

digests the of . ., per-
sonal com.mumc-non). \nuch 3 very undcsr;ble l'or ei~
ther r precisc of sperm
quality. Nonct.hclcss hckmg otha nonharmful liquefy-
mg Y is still a tool to un-
ravel the of the {

As stated above, black-handed spider k cjacu-

Iatc is characterized by the presence of a very large coag-
ulum (ca. 90% of ihe volume). Coagulation starts almost
as 5001 as the cpididymal Nluid jons the prostate gland
and scminal fluids, occurming both naturally (e.g.. when
males masturbate) or dunng electrocjaculation (Long ot

First author’s  address: o
Raman de la Fuente. Subdireccion Neurociencias, Calzada
Meano- Xewhimulco 1H. Col San Lorenzo Huipulco, Tlatpan

13370, México, D F.. México [e-mal. leonorh @ Aomail.com)

al., 1997; Hemaindecz-Lépez ot al, 2002). Asscessment of
the remaining liquid yiclds low sperm concentration val-
ucs, as well as low motility messures and a rather large
number of dead sperm (personal observations).,  There-
fore, the purposc of this study was to recvaluate the ef-
fects of trypsin digestion on spesm quality in the coag-
ulum of the spider monkey.

Methods

The subjects were three adult male black-handed spi-
der monkeys (LK. KI and AD). They form part of a so-
cial group (four females and three males at the time of the
study) kept in a large ouldoor f;alny ax me Ethology De-
partment of the P fa, in Mex-
ico City. All animals are unrelam m cach other: details
concermning their ongins and housmg conditions have been
published c¢lsewhere (Anaya-Hecrtas & Mondrag6én-
Ceballos., 1998). Seventy-five semen samples were cob-
lected by electr fromn zed  spider
monkeys (Long et al.. 1997, Hernindez-Lépez et al,
2002) from January 1999 10 August 2000. Of these, 33
samples included both the solid amd liquid phases, unpol-
luted by urine. We tmed rwo mahods to retard coagula-
tion. The first (8 samples from AD, 9 from KI, 7 from
LK) was stming the sperm manwally and continually for
10 min, kecping 1t immersed 10 a 37° C water-bath. The
second method (7 samples from AD, 6 from KI, 7 from
LK) was 10 add a saline
0.25% wypsin (Slgma T4799. Sigma Inc., US.A), at a
2:3 (rypsin solution:sperm) propostion, while keeping it
immersed in a 37° C water-bath for 10 min. In both

h were L i y afterwasrds,

Sperm analysis was done following the critenia of the
World Health Organization (1992) for the asscssment of
human scmen, it has baen y used in
other nonhuman primate species (e.8., Macaca fascicu-
laris: Gago, et al., 1999). Volume was measured directly
from graduated Elkay tubes (+ 0.5 m! of accuracy). Mo-
tility was dlvxded mm four cau.-pncs ras( lincar, slow
linear, are given in
Hernzndez-bépez cl -:l.. 2002). Abnormal! spermatozoa
were considered those having onty the lower half of the
head, two heads, a bent mid-piece, or a looped or coiled
flagellum. Eosin B staining was wscd 1o estimate the per-
centages of live and dead spermasbzoa (Martin & Gould,
1981). Each sperm was obi by
the counts of ﬁ\e different fickis from a 10! sam-
ple/animal. A different 104] sample was uscd to assess
cach of the seven sperm paramecters analyzed. One person
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Spermatores Factlinear | =« Slow tinear | %o Nonlinear . *e Abnormat
Animal i of *: tmmobile e Live sperm o
semen) v
Stumng | Tropsin] Stenng | Tnpsin | Snering | Tapan ] Suming] Tapsin] sumng| Tnpsin [ Sumas| trypsin Esumne | Topsm
AD
Mecan a2t 9.8 6.3 1.3 10 1 341 24 A6 ALX T o1 7 73.7 393 38.3
S E 13.6 a1 LR =4 7K 14 1S 9 & ) Q9 92 44 41
Ki
NMean 40.5 s2e 15.9 a5 19 & 3 71 47 2T ox 9 K3 R 384 3% 0
SE. 120 53 4 4 69 13 1.7 7R 9Q I 10.3 39 4
LK
NMean 73.2 Q2 % 11.9 160 1ol 420 126 77 a1 9 35 <0 7 793 B 9.4
SE 14.7 136 <1 A R4 7R 16 14 9 < xS 99 Q2 44 41
Toial
mean ar.e 617 () 0. 1<% 39.4 61 ol 638 347 60 3 79.3 358 e
S E. N2 8.2 2 23 47 47 09 09 <3 <% s s <85 2.5 2.5
¥ 9.90x 7 050 27 391 0 D00 IS 040 22 306 1.212
P 0 0v4 0 0%e 0 00 NS 0 004 0ot NS
Tuble I Compansons of manual suming and tapsin digestion of sperm on concentiation, motlity, viability, and presence of abnormal

spermatozoa 1n ejaculates fiom three 4reles goofrovs monkeys. S E. = Standard Ervor

* Betw ecn-treatments Foranos; d.f. (calculated by

Sanerwaite’s method) = 4

(GC.P) did all the microscope cvaluauons. Readings
from the wypsin-digested samples were comrecied for
volume prior 10 analyses. The sperm treatment effects
were assessed by means of spht-plot ANOV As, because
the subjects sampled werc 100 few for repeated-measures
ANOVAs I} were a r ffects
factor, treatments peer ammal a fixed-effects factor; and
within he -

Results

The sperm concentranon of hand-stirred samples was
on average lower than values reported for other prisnate
species (Hendnckx & Kraemer, 1970; Martin & Gould,
1981, Gould & Muann, 1988, Gould ct al., 1993), includ-
ing smaller ammals hhe the capuchin and the squistel
monkey (Hendricks & Kraemer, 1970). Trypsin diges-
tion significantly increased the sperm concentrations (sec
Tuble 1) 10 the ranges of species with naturally low sperm
concentrations such as the capuchin, squistel monkcy,
gibbon (Hendnckx & Kracmer, 1970), and gorilla (when

Table I displays the sperm parameters and
1 Trypsin

ce 10n of

y ar the
as wecll as the percentages
of slow-moving and live sper while y

pes of fe s The per-
centage of fast-moving sperm shawed a tendaxy to in-
crease due to oypsm digestion. The proportion of nonlin-
car moving and abmormal sperm were unaffcected by ryp-
$in reatment.,

Discussion

Despite h and 1dual

from tryp showed an overall
improvement over sllncd samples. We assume that oyp-
sin proved useful because we did not wait until the coag-
ulum was completely digested, but only untl the sample
was hquefied enough 10 allow a convenient assessment.
Therefore, most likely we did not give the aypsia ume 10

start digestng the spermatozoa membranes.

was added to the clectroejaculation peo-
cedure: Schaffer et. al.. 1991). The additional sperm cells.
were undoubtedly reicased from the coagaulum by the
oypsin, as occurs in other primate species (Wildt, 1986)
Therefore, these values are viewed as mMOIT sepresenisve
of the true sperm concentration for this Eecies.

The coagulum most certainly is the vagmai plug re-
poried by Goodman and Wislock: (1935). in theu peo-
neering rescarch on the sexual biology of the black-
handed spider monkey It most surcly serves 10 prevent
backflow of spermn and to obstruct sperm tansport of an-
other male (Dixson. 1998) Nonectheless, aking in ac-
count the peculiar anatomy of the spuier monkcy glans
Penis (Hill, 1962; Dixson, 1998) and the clangated cervix
that protrudes into the vaginal lumen (Hil), 1962;
Hemandez-Lopez & Aja, personal comirmmication). the
coagulum might also serve as a vehicle 10 deliver 2 tght,
rich package of spermatozoids into the female’s cervix.
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The improvements over stiming in olher cryprnn-
uecated sperm such as the
and percentage of live cells, were possibly due lo the ca-
pacitating properties of phosphate-buffered saline, but, as
stated above, we ought not to discount the fact that these
cells were released from the coagulum. The summed fast
and slow lincar motility values fall within soulity meas-
ures reported in other primate cies (Hendrickx &
Kracmer, 1970; Martin & Gould. 1981; Gould & Mann,
1988; Gould, 1990; Gould et al.. 1993; Schaffer ct al.,
1991), showing that necither the clectrocjaculation proce-
dure nor uypsin digestion yield greater than eapected
adverse cffects on the spider monkeys® ejaculates (Gould
& Mann, 1988). Likewise, as is usual with rectal elec-

j our y have a poorer vi-
ability than those obtained by penile electrical stimulation
(Gould & Mann, 1988) or vibratory sumulation (Yeoman
et al,, 1998). However, the percentage of live spermato-
zoids cjaculated, whether motile or not. was similar to
those of great apes (Ycoman et al . 1998) and reproduc-
tively healthy humans (World Health Organisation, 1992),
and above required values for aruficial insemination in
nonhuman pnmates (Hendrickx & Kracmer, 1970) and
humans (Karabinus & Gelety, 1997).
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