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RESUMEN

ACUNA HERNANDEZ DEYANIRA GUADALUPE. Evaluacién del efecto de la tripsina
sobre el eyaculado y las caracteristicas espermaticas de monos arafia (Ateles
geoffroyi) en cautiverio en zoolégicos de la Ciudad de México. (Bajo la direccién de:
MVZ M. en C. Juan Arturo Rivera Rebolledo, MVZ M. en C. Alba Zulema Rodas
Martinez, Biol. Exp. M. en C. Héctor Flores Herrera)

Las poblaciones de primates a nivel mundial estan disminuyendo considerablemente
debido a la destruccion del habitat y al comercio ilegal. Poco se conoce acerca de la
fisiologia reproductiva de varias especies de primates del nuevo mundo, en especial
de los cébidos, tal es el caso del mono arafa (Ateles geoffroyi) el cual forma un
coagulo seminal posterior a la eyaculacion, coagulo que necesita diluirse para ser
evaluado, para esto se realizan tratamientos fisicos (calor, agitacién) y quimicos
(adicion de enzimas). En el presente trabajo se evaluaron 3 diferentes
concentraciones de tripsina en 16 coagulos seminales obtenidos de 7 monos arafia
alojados en los Zooldgicos de Chapultepec y San Juan de Aragén de junio a octubre
de 2006. Se evaluaron la motilidad, viabilidad, concentraciéon, morfologia y tiempo de
dilucién de: grupo control (PBS), 0.1%, 1.0% y 5.0% de tripsina y de la fraccion
liquida. Con respecto al grupo control se obtuvo diferencia estadistica significativa
(p<0.05) en el tiempo de dilucién para los tratamientos con 0.1%, 1.0% y 5.0% de
tripsina; en motilidad en la fraccién liquida y el tratamiento con 1.0% de tripsina; en la
viabilidad el tratamiento con 1.0% y 5.0% de tripsina; en los espermatozoides
completos en los tratamientos con 1.0% y 5.0% de tripsina y para la presencia de
gota citoplasmatica en el tratamiento con 5.0% de tripsina (p=0.016). Las
concentraciones de tripsina para diluir el coagulo seminal de mono arafia, sin
disminuir de manera sustancial la viabilidad y motilidad espermatica, fueron 1.0 y
5.0%.



1. INTRODUCCION

México alberga a los primates que viven en la parte mas al norte del continente
Americano. Tres especies de estos mamiferos habitan las selvas del sur de nuestro
pais, dos especies pertenecen al género Alouatta (A. pigra y A. palliata) y la otra al
género Ateles (A. geoffroyi) . Las poblaciones de estos tres primates se han ido
reduciendo de manera alarmante desde hace mas de 20 anos. Este hecho se debe
principalmente a la transformacion y desaparicion del habitat para estas especies 2.
El mono arana (Ateles geoffroyi) es una especie catalogada en peligro de extinciéon
conforme a la NOM-059-ECOL-2001 Pl |a International Union for Conservation of
Nature and Natural Resources ™, ambas instituciones lo consideran como
“vulnerable” en su lista roja de especies en peligro de extincion y se encuentra
incluida en el Apéndice Il de la Convention on International Trade in Endangered
Species of Wild Fauna and Floral®.

El mono arafia es una especie que comunmente podemos observar en cautiverio,
principalmente en zooldgicos. Estas instituciones tienen como objetivos, ademas de
la educacion y recreacion del publico que los visita, la conservacion e investigacion
de los animales que resguardan, estos ultimos dos puntos son un gran reto para las
instituciones zooldgicas ya que los animales que albergan son de gran valor biolégico
y genético. Uno de los medios para lograr la conservacion de estos animales son las
investigaciones reproductivas relacionadas con la generacion de conocimientos sobre
las caracteristicas de machos y hembras, lo cual permite el disefio de programas
reproductivos que en cautiverio pueden apoyar las labores de conservacion in situ 'y

ex situ de la especie.
1.1 DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Los miembros del género Afeles son primates neotropicales, alcanzan entre 94 y
150 cm de longitud total (la cola representa desde el 50% hasta el 75% de esa
longitud). Pueden llegar a pesar entre 6.5 y 9 Kg. Los brazos y piernas son muy
largos y delgados pero musculosos. El dedo pulgar es apenas un vestigio. La
coloracién del dorso puede variar entre pardo oscuro, rojizo o grisaceo; la cara es
de tono negruzco y con color rosa palido alrededor de los ojos y la boca. El vientre

tiende a ser mas claro que el dorso ©.



Las diferencias entre especies y subespecies dentro de género Afeles estan
basadas casi completamente en caracteristicas del pelaje y debido a esto,
actualmente existe incertidumbre respecto al numero de especies que lo
conforman "), Por tanto, atin contintia vigente la taxonomia descrita por Kellogg vy

Goldman, 1944 en Hernandez —Lopez !, como se observa a continuacion.

Clasificacion taxondmica de los monos arana
Reino: Animal

Phylum: Chordata

Subphylum: Vertebrata
Clase: Mammalia
Subclase: Theria
Intrafase: Eutheria (verdaderos placentados)
Orden: Primates
Suborden: Haplorrhini
Infraorden: Simiiformes
Superfamilia: Ceboidea
Familia: Atelidae
Subfamilia: Atelinae
Género: Ateles
Especie: A. geoffroyi

A. fusciceps

A. belzebuth

A. paniscus
Subespecie: A. g. geoffroyi

. g. azuerensis

g. frontatus
g. grisenscens
g- pan
g. panamensis
g. ornatos
g. vellerosus
g. yucatanensis
f. fusciceps
f. robustus
b. belzebuth
b. hybridus
b. marginatus
p- paniscus
p- chamek
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Considerando la clasificacion anteriormente descrita, en México habita la especie
A. geoffroyi; representada por dos subespecies, Ateles geoffroyi vellerosus que se
limita geograficamente a los estados de Veracruz, Tabasco, Oaxaca y Chiapas; y

Ateles geoffroyi yucatanensis que habita en la peninsula de Yucatan "),



1.2 COMPORTAMIENTO SOCIAL Y REPRODUCTIVO

Los monos arafa tienen habitos arboricolas, en pocas ocasiones bajan al suelo.
Conforman grupos que van de los 17 a los 19 monos y estos grupos a su vez se
subdividen en otros mas pequefios que pueden variar en tamafio y composicion,
por ejemplo, pueden ser de machos y hembras adultos, juveniles e infantes o
grupos compuestos sélo por machos adultos (dos o tres) o pueden agruparse solo
hembras con sus crias. ®. Silva-Lopez y cols. estimaron la proporcion sexual en
los monos adultos en los Tuxtlas Veracruz, obteniéndola de un macho por cada
uno punto cincuenta y seis hembras (1:1.56, machos:hembras) ..

Los monos arafia inician su vida reproductiva entre los 50 y 60 meses, cuando son
subadultos, de acuerdo a lo reportado por Marc y cols. .

Al sistema de apareamiento que presenta el mono arafia se le denomina
multimacho - multihembra, en este las hembras se aparean normalmente con un
grupo determinado de compafneros pero estas relaciones no ocurren solo con un
macho. Se ha reportado en algunas especies los acuerdos o asociaciones
temporales entre machos y hembras, especialmente durante la fase fértil del ciclo
ovarico pero rara vez se prolongan '%. Estas asociaciones no son garantia de que
exista actividad sexual entre dos animales. La elecciéon de un compaiero tanto en
hembras como en machos depende de varios factores entre ellos los lazos
estrechos, rango social, edad, atraccion sexual y preferencias sexuales
individuales. Esto ha dado como resultado que se le catalogue incorrectamente de
promiscuo a este tipo de apareamiento; de igual manera se etiqueta a las hembras
como pertenecientes a grupos multimacho - multihembra de que su actividad
sexual es mucho mayor comparada con las hembras que son mondégamas y
poliginicas. Los monos arafia no presentan abotonamiento durante la copula y
sélo ocurre una sola penetracién con empuje pélvico la cual es prolongada !,
Klein (1971) ' reporta un rango de 8 a 25 minutos Ateles belzebuth y Van

Roosmalen y Klein (1988) ¥ reportan un promedio de 10 min para Ateles paniscus



Se ha observado en cautiverio que el ciclo menstrual dura de 23 a 27 dias; el
tiempo de gestacion va de los 226 a los 232 dias y el intervalo entre nacimientos

puede variar de 17 a 45 meses. © 8.

1.3 CARACTERISTICAS DEL SEMEN DE LOS PRIMATES

Algunas especies de primates como el gorila (Gorilla gorilla gorilla) eyaculan
semen con poca viscosidad (casi liquido), pero en otras especies, donde se
incluye al mono arafa, las moléculas de semenogelina, que es una proteina
secretada por las vesiculas seminales, se entrelazan entre si quimicamente
incrementando la viscosidad del semen. En casos extremos los efectos de la
semenogelina, (responsable de la formacién del coagulo seminal) sobre la
viscosidad son tan fuertes que el semen se convierte en un tapon sdlido en la
vagina ['% 13,

En primates del nuevo mundo como Saimiri, Cebus, Lagothrix y Ateles, asi como
en humanos, las vesiculas seminales proveen el 60% del fluido eyaculado y otro
30% lo produce la prostata (los espermatozoides aportan el otro 10%). El fluido
seminal se compone de varias sustancias entre ellas la fosforilcolina, ergoteina,
acido ascorbico, flavinas, fructosa, prostaglandinas, semenogelina, inhibidor de la
proteina C " "1 E| liquido prostatico contiene sustancias como el colesterol,
fosfolipidos, calcio, acido citrico, fosfatasa y magnesio, también contiene una
enzima coagulante y profibrinolisina las cuales contribuyen a la formacion de un
coagulo seminal ",

Existen varias teorias que tratan de explicar el objetivo de un coagulo seminal
firme también llamado “tapon copulatorio”, una de estas teorias dice que actua
como barrera fisica sellando la entrada del tracto reproductivo de la hembra vy
previniendo cdpulas subsecuentes '?; la otra es que el tapon copulatorio minimiza
la pérdida de semen del aparato reproductor femenino. Un coagulo suave puede
ser una desventaja en competencia espermatica si la funcion es proteger los
espermatozoides hasta que ellos puedan ascender por el tracto reproductivo de la

hembra ['?,



1.4 SEMENOGELINA, FORMACION Y LICUEFACCION DEL
COAGULO

A la fecha no se han llevado a cabo investigaciones relacionadas con los
componentes estructurales del eyaculado ni del coagulo de la mayoria de los
primates no humanos sin embargo, en el humano, los mayores componentes
estructurales del coagulo seminal son las semenogelina |, Il y Il (Sg I, Sg Il, Sg Ill)
(Figura 1, ver anexos). Esta semenogelina | es una proteina de 52 kDa la cual se
encuentra en mayor proporcion y en menor proporcion aparecen la Sg Il de 71
kDa y la Sg Ill de 76 kDa ['® ' Algunas investigaciones han demostrado la
propiedad de bloquear la motilidad espermatica de Sg | asi como de activar la
hialuronidasa espermatica '8,

Otras enzimas involucradas en estos procesos son las proteasas prostaticas,
catalogadas como las responsables de la degradacion de las proteinas del
coagulo, eventualmente la actividad proteolitica fue asociada con el antigeno
prostatico especifico (PSA) (Figura 1, ver anexos). También se ha demostrado que

el PSA tiene una actividad parecida a la quimiotripsina [ 18,

1.4.1 Mecanismo de la formacién y licuefaccién del coagulo. En el

momento de la eyaculacion, la estructura de la Sg | cambia, se activa la
fibronectina debido a la presencia de los componentes prostaticos (mas Zn ) lo
que provoca que las moléculas de Sg interactien (por mecanismos todavia
desconocidos) y dan como resultado la agregacion de los componentes y la
coagulacion del semen. Por esta razdn los espermatozoides quedan inmovilizados
en el coagulo ['®. Cuando los iones zinc se comienzan a quelar, se activan las
moléculas del PSA contenidas en el coagulo, éste poco a poco va degradando a la
Sg | y Sg Il lo que da como resultado que se vayan liberando pequefios trozos del
coagulo y que los espermatozoides recuperen su movilidad. También se liberan el
zinc y el inhibidor de la proteina C los cuales se unen e inactivan al PSA para

prevenir alguna destruccion innecesaria de proteinas (Figura 1, ver anexos).



1.5 OBTENCION Y MANEJO DEL SEMEN EN PRIMATES NO
HUMANOS

1.5.1 Obtencidén del semen. Un método apropiado para la coleccion de
semen debe proveer eyaculados con volumen, concentracion y motilidad
adecuada y que ocasionen un estrés minimo al animal muestreado. Los métodos
para obtener estas muestras incluyen: a) la estimulacion manual, b) el uso de
vagina artificial, c) la electroeyaculacion y d) la recuperacion epididimal de
espermatozoides (post mortem) ['%,

La estimulacion a través de masaje manual del pene produce una ereccion refleja
y posterior eyaculacion. Esta técnica, originalmente desarrollada en canidos
domésticos ha sido utilizada exitosamente en colectas de semen en zorros y
lobos, chimpancés, gorilas, orangutanes y rinocerontes %2 E| tipo de animales
en los que se realiza, hace que el campo de accion y la eficacia del procedimiento
sean limitados por lo que este método es usado rutinariamente para la obtencion
de semen en animales silvestres !'?.

La vagina artificial se utiliza comunmente en animales domésticos (caballos,
vacas, borregos, cabras, perros y gatos) para la coleccion de semen. El macho
monta a una “hembra artificial” y el pene se dirige hacia una vagina artificial para
la coleccion de la muestra en un vial estéril localizado al final de la misma. Para
llevar a cabo este procedimiento se requiere del entrenamiento previo del animal
asi como del personal. Hay que tomar en cuenta que existe un potencial de riesgo
al realizar esta técnica con animales silvestres, sin embargo se han obtenido
muestras seminales de camellos, ciervos, alpacas y chimpancés !'?.

Debido a la dificultad en el uso de las técnicas antes descritas, la
electroeyaculacién es un método ampliamente utilizado en fauna silvestre en
especies como guepardos, elefantes, gacelas, osos, zorros y varias especies de
primates !'® 2" 2% Esta técnica se basa en la estimulacion de los nervios que
regulan los 6rganos reproductivos masculinos con pequenas corrientes eléctricas
(Howard et al 1986). En el mono arafa, la electroeyaculacién es la opcion a elegir,
aunque se pudiera intentar la recoleccion por otros métodos como el masaje

[2, 21, 24]

manual del pene o la utilizacion de vagina artificial . Para realizar el masaje



manual del pene y/o utilizar una vagina artificial se necesita del condicionamiento
operante de los ejemplares y de instalaciones especiales, situaciones que no
siempre estan disponibles con los ejemplares que se mantienen en los zoologicos.
Por otra parte, el entrenamiento para llevar a cabo la recoleccion de la muestra
puede ser tardado, por ejemplo Brown y Loskutoff en 1998 1?2 reportan que el
condicionamiento operante de 3.0 gorilas de tierras bajas (Gorilla gorilla gorilla)
durd entre 5 y 14 meses para recolectar por primera vez una muestra de semen
de alguno de los ejemplares, ademas de que, algunos animales necesitan una
sedacion previa aun cuando se les realice algunos de estos métodos ya que
muchas especies cautivas en zooldgicos son muy nerviosas.

1.5.2 Manejo del semen de primate. Diversos investigadores han trabajado
con semen de primates no humanos, reportando que en algunas especies el
semen coagula casi por completo poco tiempo después de haber sido eyaculado.
La coagulacion del semen impide la evaluacion del mismo ya que no se pueden
llevar a cabo los procedimientos microscopicos que permitan determinar la
morfologia, movilidad, viabilidad asi como la concentracion espermatica, lo que
limita la obtencién de resultados confiables relacionados con las caracteristicas de
los espermatozoides. Por lo que se requiere de procedimientos fisicos (calor y
movimiento) y/o quimicos (enzimas) que disuelvan de manera parcial o total el
coagulo formado 24281,

Dentro de los procedimientos quimicos utilizados en primates no humanos se
encuentra el uso de enzimas proteoliticas (p.ej. pronasa, beta-amilasa, peptidasa,
quimiotripsina y tripsina) las cuales permiten la disolucion del coagulo ", siendo la
tripsina la mas utilizada.

La tripsina es una enzima proteolitica secretada en forma de proenzima por las
células acinares del pancreas, activandose en el lumen del intestino delgado. La
tripsina se adhiere a los péptidos en el lado C-terminal de los residuos de
aminoacidos lisina y arginina, también hidroliza las uniones éster y amino de
varios sustratos sintéticos 122,

La tripsina ha sido utilizada para diluir el coagulo seminal en diversas especies de

primates no humanos como el mono verde africano (Cercopithecus aethiops),



papidn (Papio sp.), chimpancé (Pan troglodytes) y el mono rhesus (Macaca
mulatta). Sin embargo existe controversia en su uso ya que algunos
investigadores han demostrado que la tripsina afecta la viabilidad de los
espermatozoides durante los procesos de criopreservacion, particularmente
ruptura entre la cabeza y la pieza media lo cual afecta motilidad y viabilidad
espermatica [# 24 26 30. 31]

Hoskins y Patterson en 1967 % afadieron 2% de tripsina al coagulo de mono
rhesus (Macaca mulatta) obteniendo una dilucién completa del coagulo entre 15y
30 minutos y en el cual observé una motilidad progresiva entre el 80 y 90%.
Kraemer y Vera Cruz en 1969 ?°! utilizaron 1% de tripsina a 27°C durante 30
minutos con semen de papion sagrado (Papio hamadryas). En este trabajo se
comparé la calidad espermatica entre eyaculados espontaneos vy
electroeyaculados y entre la fraccion liquida y el coagulo en ambos casos pero no
reportan que exista un dafio en los coagulos diluidos con tripsina.

Roussel y Austin en 1967 3 |levaron a cabo sus investigaciones con 0.5% de
tripsina en primates como Macaca mulatta, Macaca speciosa, Erythrocebus patas,
Cercopithecus aethiops, Cercocebus galeritus 'y Pan troglodytes, los
espermatozoides fueron examinados después de permanecer a 37° C por 30
minutos y se refrigeraron, se realizé de nuevo una evaluacion a las 5 horas
siguientes al tratamiento y después de almacenarse por 24 horas a 5° C;
aparentemente no se observaron efectos deletéreos por el uso de tripsina antes
de congelar.

Marson y cols. en 1988 ? trabajando con chimpancés (Pan troglodytes)
afiadieron 0.5% de tripsina a la porcion del coagulo que no se diluyo en el bafo
Maria a 37°C durante 1 hora, obteniendo asi la completa disolucién del coagulo, lo
cual ocurrio entre los 30 y 60 minutos, reportando sin embargo alteraciones en la
morfologia, como la separacion entre cabeza, pieza media y cola. Estas
alteraciones pueden afectar significativamente la motilidad de los
espermatozoides.

En cuanto al uso de la tripsina en el semen de mono arafa (Ateles geoffroyi), se

han realizado algunas investigaciones. Hernandez-Lépez y cols. en 2002 ¥ 3
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compararon la dilucién del coagulo con un método fisico (agitacion) y uno quimico
(tripsina). En esas investigaciones el semen se mantuvo a 37°C en bafo Maria y
las muestras se dividieron en dos tratamientos; el primero sélo se agité durante 10
minutos y se evaluo la parte del semen que se encontré diluida en ese momento,
al segundo se le adicioné tripsina al 0.25% en una proporciéon 2:3 (solucion de
tripsina: eyaculado) y se dejé pasar 10 minutos, al cabo de este tiempo la parte del
coagulo que se diluyo fue evaluada y comparados los resultados. Se encontré una
concentracion mayor de espermatozoides en la fraccion que se tratd con tripsina
también un porcentaje mayor de movimiento lineal rapido y lento, un porcentaje
similar de espermatozoides con movimiento no lineal, un porcentaje menor de
espermatozoides inmadviles, mayor cantidad (%) de espermatozoides vivos y una
cantidad similar de anormalidades espermaticas.

Rodas en 2005 B® por su parte, utilizé 200 pl de tripsina al 10% la cual adicioné a
las muestras de semen colectado, las mantuvo a 37° C en Bano Maria, la
disolucion total del coagulo se reporta en un lapso no mayor a 5 minutos sin
alteracién morfoldgica significativa con respecto al grupo control.

Cabe mencionar que Rodas realizé un ajuste de la concentracién utilizada en sus
experimentos, obteniendo una dilucion final promedio de 4.52 + 2.02%, esta
variacién se obtuvo debido a que se adicion6é una cantidad estandar de tripsina
diluida al 10% (200 ul) en volumenes diferentes de eyaculado (comunicacion

personal).

2. JUSTIFICACION

Existe evidencia en diversas especies de primates no humanos sobre el uso de la
tripsina para la disolucion del coagulo seminal, sin embargo, hay que tomar en
cuenta que las caracteristicas seminales de cada una de las especies de primates
puede variar, por lo tanto, los resultados obtenidos anteriormente en otras
especies de primates y en el mismo mono arafia, no permiten conocer realmente
el efecto que tiene la adicidn de tripsina sobre el semen de la especie en cuestion.
Conocer el efecto de la tripsina sobre los parametros de motilidad, morfologia y

concentracion espermatica en el género Ateles es fundamental para disenar
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protocolos de manejo que permitan la criopreservacion del semen y por lo tanto su
uso en programas de reproduccion artificial que puedan apoyar los programas de

conservacion de la especie.
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3. HIPOTESIS

La adicion de tripsina (5.0%, 1,0% y 0.1%) al eyaculado de mono arafa (Ateles
geoffroyi) permitira la disolucion del coagulo de manera mas rapida comparado
con el eyaculado sin tripsina, lo cual disminuira los posibles efectos deletéreos
sobre la viabilidad, motilidad, morfologia asi como integridad del acrosoma de los
espermatozoides que son causados por el largo periodo de licuefaccién del

coagulo.

4. OBJETIVOS

» Describir las caracteristicas espermaticas de un grupo de 7 monos arana
(Ateles geoffroyi) en cautiverio.

= Establecer el tiempo de licuefaccién del eyaculado de mono arana (Ateles
geoffroyi) sometido a un control (0%) y tres diferentes concentraciones de
tripsina (0.1, 1.0 y 5.0%).

» Evaluar el uso de estas concentraciones de tripsina y sus posibles efectos
sobre la viabilidad, motilidad, morfologia e integridad acrosomal

espermatica en el eyaculado de mono arafa (Ateles geoffroyi).
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Sitio y animales de estudio. El estudio se llevo a cabo en los

Zoolégicos de Chapultepec y San Juan de Aragon en la Ciudad de México,
ambos pertenecen a la Direcciéon General de Zooldgicos y Vida Silvestre que
depende a su vez de la Secretaria de Medio Ambiente del Gobierno del Distrito
Federal.

El Zooldgico de Chapultepec se localiza en la Delegacién Miguel Hidalgo, en la
primera seccion del Bosque de Chapultepec a 19°25°de latitud norte, 99°12" de
longitud oeste y una altitud de 2250 msnm, el clima que presenta la zona es
templado subhumedo con lluvias en verano de humedad media (CW1), la
temperatura media es de 15°C y la precipitacién pluvial anual es de 801.1 mm B,
El Zoologico San Juan de Aragdn se encuentra en la Avenida Loreto Fabela s/n
en la delegacion Gustavo A. Madero a 19°28" de latitud norte, 99°05 longitud
oeste y una altitud de 2240 msnm. El clima que se presenta es esta zona es
semiseco templado con lluvias en verano (BS1K), la temperatura media anual es
de 16.8°C y la precipitacién pluvial promedio es de 580.9 mm 81,

Se trabaj6é con 7 monos arana (Ateles geoffroyi) machos, dos se encuentran en el
Zoolégico de Chapultepec y los cinco restantes en el Zoolégico San Juan de
Aragén. Algunos de ellos fueron donados a los zooldgicos por personas que los
mantenian como mascotas, mientras que otros fueron depositados después de su
decomiso por parte de las autoridades correspondientes por lo que no se tiene la
edad exacta de cada uno. Sin embargo, con base en examenes fisicos y en la
fecha de recepcion de los individuos, se ha estimado que los ejemplares tienen
una edad de 10 afios o mas, considerandolos sexualmente maduros " (cuadro 1,
ver cuadros).

Dentro de los zooldgicos los animales se encuentran distribuidos de la siguiente
manera: en el Zoolégico de Chapultepec existe una sola tropa conformada por
dos machos y ocho hembras (2:8), mientras que en el Zooldgico San Juan de
Aragoén se encuentran dos tropas, una tiene tres machos y cuatro hembras (3:4) y

otra tiene dos machos y tres hembras (2:3). Las condiciones de manejo y
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alimentacién en ambos zooldgicos son similares: las tres tropas se alojan en
instalaciones que cuentan con un cuarto de noche y un exhibidor en el que se
encuentran durante el dia, se les alimenta con frutas, verduras (manzana, uva,
naranja, lechuga, jitomate, elote), alimento comercial para primates (Monkey chow

®), y agua ad libitum.

5.2 Contenciodn. Cada animal se contuvo fisicamente dentro de su casa de

noche con ayuda de una red de aro, para luego administrar Tiletamina-Zolacepam
(Zoletil® Virbac) a dosis de 5mg/kg via intramuscular. Con este protocolo de
anestesia se produce la relajacion muscular necesaria para llevar a cabo la

electroeyaculacion 39,

5.3 Electroeyaculacion. Todas las muestras fueron obtenidas entre junio y

octubre del 2006 (cuadro 10.1, ver anexo). Para llevar a cabo Ia
electroeyaculacion, el pene se limpid con una gasa humedecida con solucion
salina fisiologica (SSF) para evitar posible contaminacion de la muestra. Se utilizé
una sonda de 2.5 cm de diametro y 20 cm de largo que cuenta con 3 electrodos
longitudinales de cobre de 3 cm y un electro estimulador (PT Electronics, Boeing,
OR). La sonda, previamente lubricada, se insert6 suavemente dentro del recto de
cada animal, los electrodos estuvieron dirigidos ventralmente. Se colocd un vial
estéril y tibio al final del pene para recolectar el eyaculado antes de comenzar la
estimulacion eléctrica Y. Se aplicaron varias series de estimulos eléctricos en
todos los casos para cada animal, cada serie tuvo una duracion no mayor a cinco
minutos la cual finalizaba una vez que se lograba la eyaculacién. Los estimulos
eléctricos tuvieron una duracién de 3 segundos y se aplicaron en un rango de 1 a
9 voltios. Antes de iniciar una nueva serie se dejaba transcurrir un periodo de 5
minutos entre cada serie. Los ejemplares fueron observados y evaluados
clinicamente hasta la total recuperacion del procedimiento anestésico. Se dejoé un
lapso de tiempo entre 28 y 35 dias entre una electroeyaculacién y otra, tiempo en
el que se supone se completa la espermatogénesis, segun lo reporta Barr en

mono ardilla, papién, mono verde africano y mono rhesus (28-31 dias) 1.
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La informacién sobre los datos generales de cada animal, espermatobioscopia asi
como los tiempos de dilucion del coagulo, fueron anotados en un registro

elaborado para esta investigacion (ver cuadro 2).

5.4 Procesamiento del eyaculado. Las muestras obtenidas se procesaron
en el zoolégico de Chapultepec, en el zoologico de San Juan de Aragén, en la
Laboratorio de Reproduccion de la Direccion General de Zooldgicos y Vida
Silvestre y en el Instituto de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes. Cada
eyaculado se dividié en cuatro fracciones similares, a tres de éstas fracciones se
les afiadié una solucién de tripsina de pancreas bovino en proporcion 1:1 (Sigma
Chemical CO; St Louis) para llegar a una dilucién del 0.1%, 1% y 5% para cada
una de las fracciones a evaluar. A la otra fraccion se le anadié PBS en proporcion
1:1 como grupo control del experimento. Las muestras se mantuvieron durante
todo su procesamiento en bafio Maria a 37°C siendo evaluada la disolucion del
coagulo a diferentes tiempos de recolectada la muestra (3, 5, 10, 15, 20, 25y 30
minutos), una vez diluido totalmente el coagulo, se procedid a evaluar los

diferentes parametros que se describen a continuacion:

5.5 Determinacion de la concentracidn espermatica. La concentracion
espermatica se determind utilizando un hemocitdmetro siguiendo la metodologia
descrita por Howard y cols., ['¥l. De los diferentes tratamientos con la tripsina se
tomaron 10 ul de la muestra para realizar una dilucidn que se ajusto a la densidad
espermatica estimada (1:10). A partir de la muestra diluida se colocaron 10 ul en
cada camara del hemocitdmetro para luego contar el numero de espermatozoides
en ambas camaras y calculando un promedio se obtuvo el numero de

espermatozoides en millones/ml 12,

5.6 Motilidad espermatica individual. Se tomaron 10ul de los diferentes

tratamientos en un portaobjetos y se evaluo el porcentaje de motilidad espermatica
en un microscopio 6ptico (Karl Zeiss Axiostar ®) con el objetivo 40x. Este se

calculé observando sistematicamente el campo del microscopio y la motilidad de
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cada espermatozoide, siendo clasificada de acuerdo al siguiente criterio: a.
motilidad progresiva rapida; b. motilidad progresiva lenta; c. motilidad no
progresiva; d. inmoviles. De esta forma se contabilizaron 100 células espermaticas
obteniendo asi un porcentaje para cada categoria [42]. Al redactar los resultados
se tomaron en cuenta solo la suma de los dos primeros puntos de la clasificacion
(motilidad progresiva rapida y lenta) ya que, de la clasificaciéon, son los
espermatozoides que podrian llevar a cabo la fertilizacién del évulo.

5.7 Integridad del acrosoma y viabilidad espermatica. Se tomaron

20ul de los diferentes tratamientos por separado y se colocaron en una laminilla
permitiendo que los espermatozoides sedimentaran y se fijaron con etanol al 95%
por 5 minutos. Posteriormente se bloquearon las preparaciones con una solucién
de PBS con 0.5% de BSA por 30 min. Al término de este tiempo las laminillas se
lavaron dos veces con PBS. Se realiz6 la doble tincion mediante la incubacion de
1ug/ml (20 pl) de isotiocianato de fluoresceina para evaluar la integridad de la
membrana acrosomal (FITC-PNA, Sigma) y con 5ug/ml (20 ul) de Hoechst 33248
(Sigma-Aldrich CO; St. Louis) para evaluar la viabilidad espermatica y se
incubaron por un tiempo de 15 minutos. En este proceso y en los siguientes las
laminillas se mantuvieron en una camara de humedad y en oscuridad.
Posteriormente las laminillas se lavaron dos veces con PBS, se fijaron de nuevo
con 20ul de paraformaldehido durante quince minutos previo a un ultimo lavado
doble con PBS (5 minutos cada lavado), finalmente se afadié la solucion de
montaje 3.

Las muestras se analizaron en un microscopio de epifluorescencia (Karl Zeiss,
Germania) con un objetivo de 100x y se cont6 en cada caso 100 espermatozoides.
De acuerdo a la localizacion de la fluorescencia se clasificé en cuatro diferentes
patrones de tincion: tipo | no reaccionado; tipo |l no reaccionado; tipo Il
reaccionado (linea ecuatorial) y tipo IV reaccionado (ausencia de acrosoma), asi

como el porcentaje de viabilidad para cada una de las muestras 1+ 4°.
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5.8 Morfologia espermatica. En los eyaculados que presentaron coagulo y
fraccién liquida se llevaron a cabo dos evaluaciones morfologicas: una a la
fraccién liquida y otra al coagulo ya diluido después de agregarle tripsina, con los
eyaculados que no presentaron fraccion liquida solo se llevé a cabo la ultima
evaluacion. Se utilizé un microscopio de contraste de fases (Kart Zeiss Axiostar ®)
en el objetivo 100x. Se colocaron 10ul de la mezcla de semen con 10ul de tincion
eosina-nigrosina (E-N) y se realizd6 un frotis en el cual se evaluaron 100
espermatozoides por duplicado clasificandolos con el siguiente criterio: a. Defectos
de la cabeza; b. Defectos de pieza media; c. Defectos de cola d. Presencia de
gota citoplasmatica y e. Formas normales (Figura 2, ver anexos). Con la tincion de
eosina-nigrosina también evaluamos la viabilidad de los espermatozoides, la
coloracién de los espermatozoides es rosa y los espermatozoides vivos
permanecen blancos. La evaluacion de la viabilidad y la morfoldgica se llevé a

cabo con cada uno de los tratamientos ['% 42,

5.9 Analisis estadistico. Todos los datos fueron expresados como la media
+ DE y fueron sometidos a un analisis de varianza (Dunnett) para determinar
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los diferentes
tratamientos. El analisis se realiz6 con el programa estadistico de GraphPad

Instat.
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6 RESULTADOS

6.1 Coleccién de semen

Se realizaron 18 electroeyaculaciones en 7 monos arana (cuadro 10.1, ver
anexos). Se utilizé6 un rango voltaje entre 1 y 9 volts, sin embargo 17 muestras
(94.44%) fueron obtenidas con menos de 5 volts y s6lo 1 eyaculado (5.56%) se
obtuvo con un voltaje mayor a 5 sin superar los 9 volts. Todas las muestras
obtenidas tuvieron espermatozoides y sélo una de ellas tuvo contaminacién con

orina.

6.2 Numero total de eyaculados (Caracteristicas de las muestras)

Se obtuvo un total de 18 eyaculados con las siguientes caracteristicas:

Cuadro 3. Obtencién de los eyaculados y descripcion de sus partes (fraccion
liquida y coagulo)

Individuo Eyaculado Caracteristicas de la muestra

I 1 Codgulo y fraccién liquida
Codgulo y fraccién liquida

Todo el eyaculado fue liquido (fraccion liquida)

Coagulo y fraccién liquida
Coagulo y fraccién liquida

Coagulo y fraccién liquida

1l Coagulo y fraccién liquida

Coagulo y fraccién liquida

© 00 N o O B WO N

Codgulo y fraccion liquida

IV 10 Codgulo y fraccion liquida
11 Codgulo y fraccion liquida
12 Codgulo y fraccion liquida
V 13 Eyaculado desechado contaminado con orina
14 Coagulo y fraccién liquida
VI 15 Coagulo y fraccién liquida
16 Coagulo y fraccién liquida
Vil 17 Coagulo y fraccién liquida
18 Coagulo y fraccién liquida
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Por lo tanto:

= 83.33% de las muestras presentaron un coagulo y una fraccién liquida.

= 5.55% de las muestras presentaron sélo coagulo.

= 5.55% de las muestras se contamind con orina 'y

= 5.55% de las muestras sélo presenté fraccién liquida.
El coagulo contaminado con orina se desechd y el eyaculado del cual se obtuvo
solo la FL se evalu6 como las otras fracciones liquidas, esto da un total de 16
coagulos y 16 fracciones liquidas evaluadas. Cabe sefialar que la cantidad de

fraccion liquida obtenida fue, en promedio menor a los 40ul.

6.3 Caracteristicas seminales de la poblacién de monos cautivos

Uno de los objetivos del presente trabajo fue describir las caracteristicas
espermaticas de un grupo de 7 monos arafa (Ateles geoffroyi) en cautiverio, los
cuadros 4, 5, 6, 7, 8 (ver cuadros) muestran el nUmero de muestras obtenidas, los
promedios y la desviacion estandar de los valores obtenidos para cada una de las

pruebas realizadas a los eyaculados de los siete machos evaluados.

6.4 Tiempo de diluciéon

El tiempo que cada fraccion se tardo en disolver fue el siguiente: 994.18 + 844.08
minutos para el grupo control (0% de tripsina), 507.07 = 564.33 minutos el
tratamiento con 0.1% de tripsina, 32.25 + 13.95 minutos el tratamiento con 1.0%
de tripsina y 21.25 + 10.58 minutos el tratamiento con 5.0% de tripsina (Figura
3).Cabe senalar que algunas muestras del grupo control y del tratamiento con

0.1% de tripsina no se diluyeron después de 30 horas y se desecharon.
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Figura 3. Tiempo de diluciéon del coagulo seminal, cada columna representa
la concentracion de tripsina de cada tratamiento (*p=0.05, **p=0.01).

6.5 Caracteristicas del eyaculado
6.5.1 Volumen

No fue posible obtener el volumen de las muestras debido a que, al ser sdélido no
se puede medir en mililitros.

Con la muestra ya en forma liquida se midieron los mililitros de cada una de las
fracciones de coagulo evaluadas, se realizé una diferencia con la tripsina y el PBS
afiadido a cada una de las fracciones y este se tom6 como volumen por fraccion.
Existieron 8 fracciones (6 del grupo control y 2 del tratamiento con 0.1% de
tripsina) que no se diluyeron en las 30 horas posteriores a la eyaculaciéon y se

desecharon, debido a esto no se pudo obtener el volumen total de 6 eyaculados.
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Cabe sefialar que el volumen que se obtuvo de fraccion liquida fue de 30-60ul,
cantidad suficiente para evaluar solamente el pH y realizar el frotis para morfologia

y viabilidad.

6.5.2 Potencial de Hidrégeno (pH)
Se evalu6 el potencial hidrégeno (pH) de los eyaculados soélo con la fraccion

liquida de los mismos, obteniendo un valor promedio de 7.97+0.54 (n= 16).

6.5.3 Motilidad espermatica

La motilidad obtenida para la fraccion liquida fue de 55.6 + 36.06%, para el grupo
control fue de 10.1 + 26.54% y para los tratamientos con tripsina (0.1, 1.0 y 5.0%)
fue de 15.29 + 21.52%, 40.12 + 30.27% y 30.44 + 19.36 % respectivamente
(Cuadro 9).

6.5.4 Concentracion espermatica

La concentracion obtenida para el grupo control fue de 57.73 + 32.55 millones/ml,
para el tratamiento con 0.1% de tripsina fue de 69.54 + 68.91 millones/ml, para el
tratamiento con 1.0% de tripsina fue de 33.29 + 25.02 millones/ml y para el

tratamiento con 5% de tripsina fue de 33.32 + 26.77 millones/ml. (Cuadro 9).

6.5.5 Viabilidad espermatica

La evaluacion de la viabilidad finalmente se realizé con la tincidon eosina-nigrosina
(Figura 4, ver anexos). Para la fraccion liquida la viabilidad fue de 47.88 + 36.77%,
para el grupo control fue de 29.1 + 37.6%, para el tratamiento con 0.1% de tripsina
fue de 46.5 + 27.84%, para el tratamiento con 1.0% de tripsina fue de 70.78 +
17.27% vy para el tratamiento con 5.0% de tripsina fue de 72.5 + 17.62%. (Cuadro
9).
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6.5.6 Morfologia espermatica

Se detectd que existia una cantidad de espermatozoides incompletos en las
muestras ya que se encontraron las cabezas separadas de las colas, por lo que se
calcul6o el porcentaje de espermatozoides completos en cada muestra. El
porcentaje de espermatozoides completos para la fraccién liquida fue de 97.46 +
2.75%, para el grupo control fue de 85.45 + 10.15%, para el tratamiento con 0.1%
de tripsina fue de 72.4 + 21.76%, para el tratamiento con 1.0% de tripsina de 55.81
+ 15.73% y para el de 5.0% de tripsina de 55.91 + 18.17% de espermatozoides

completos entre si (Cuadro 9).

Cuadro 9. Determinacion del tiempo de dilucién, porcentaje de motilidad,
concentracion, viabilidad e integridad espermatica después de la incubacion
a diferentes tratamientos de tripsina.

% Tripsina
FL 0 0.1 1.0 5.0
(n=11) (n=15) (n=16) (n=16)
Tiempo de - 994.18+844.08 507.07+564.33* 32.25+13.95** 21.25+10.58**
dilucion
(min)

(n=5) (n=10) (n=14) (n=16) (n=16)
Motilidad ~ 55.6+36.06**  10.1426.54  15.29+21.52  40.12£30.27*  30.44+19.36
(%)

(n=10) (n=15) (n=16) (n=16)
Concentracion - 57.73+32.55 69.54168.91 33.29+25.02 33.32+26.77
(millones/ml)

(n=13) (n=11) (n=15) (n=16) (n=16)
Viabilidad 47.88+36.77 29.09+37.6 46.5+27.84 70.78+17.27*  72.5£17.62**
(%)

(n=12) (n=11) (n=15) (n=16) (n=16)
Integridad 97.46+2.75 85.45+10.15 72.4+21.76 556.81+15.73** 55.91+£18.17**
(%)

Fraccion Liquida (FL). Numero de muestras obtenidas por cada ensayo (n). Los datos en cada
caso estan representados como la media + DE / Anova con Dunnett contra 0%, *p<0.05, **p<0.01.

6.5.6.1 Defectos de cabeza
Los porcentajes para los defectos de cabeza fueron los siguientes: para la fraccidon
liquida fue de 0.62 + 0.98%, para el grupo control fue de 1.82 + 5.08%, para el

tratamiento con 0.1% de tripsina fue de 1 + 2.37%, para el tratamiento con 1.0%



23

de tripsina fue de 0.44 + 1.28% y para el tratamiento con 5.0% de tripsina fue de
0.91 £ 1.52% (Cuadro 10) (Figura 5 A, ver anexos).

6.5.6.2 Defectos de pieza media

Los porcentajes para los defectos de pieza media fueron los siguientes: para la
fraccién liquida fue de 3.87 + 4.04%, para el grupo control fue de 3.59 + 2.08%,
para el tratamiento con 0.1% de tripsina fue de 3.2 + 2.24%, para el tratamiento
con 1.0% de tripsina fue de 2.91 + 2.23 y para el tratamiento con 5.0% de tripsina

fue de 2.78 + 2.53% (Cuadro 10) (Figura 5 B, ver anexos).

6.5.6.3 Defectos de flagelo

Los porcentajes para los defectos de flagelo fueron los siguientes: para la fraccion
liquida fue de 25.75 + 22.35, para el grupo control fue de 40.45 + 16.57, para el
tratamiento con 0.1% de tripsina fue de 38.83 + 12.60, para el tratamiento con
1.0% de tripsina fue de 40.06 + 15.87 y para el tratamiento con 5.0% de tripsina
fue de 34.59 + 14.81 (Cuadro 10) (Figura 5 C, ver anexos).

6.5.6.4 Presencia de gota citoplasmatica

Los porcentajes para la presencia de gota citoplasmatica fueron los siguientes:
para la fraccién liquida fue de 0.17 + 0.32%, para el grupo control fue de 0.09 +
0.2%, para el tratamiento con 0.1% de tripsina fue de 0.7 =+ 0.99%, para el
tratamiento con 1.0% de tripsina fue de 1.03 + 1.53% y para el tratamiento con

5.0% de tripsina fue de 1.75 + 2.09% (Cuadro 10) (Figura 5 D, ver anexos).

6.5.6.5 Espermatozoides normales

Los porcentajes para los espermatozoides normales fueron los siguientes: para la
fraccidon liquida fue de 69.58 + 23.46%, para el grupo control fue de 54.04 +
19.05%, para el tratamiento con 0.1% de tripsina fue de 56.27 + 14.84%, para el
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tratamiento con 1.0% de tripsina fue de 55.56 + 16.53% y para el tratamiento con
5.0% de tripsina fue de 59.97 + 16.45% (Cuadro 10) (Figura 5 E, ver anexos).

Cuadro 10. Efecto de la tripsina sobre las caracteristicas morfolégicas de
los espermatozoides.

% Tripsina
Clasificacion FL (n=12) 0 (n=11) 0.1 (n=15) 1.0 (n=16) 5.0 (n=16)
Morfolégica
Problemas 0.62 = 0.91 1.82+5.08 11237 0.44+1.28 0.91+1.52
cabeza
Problemas 3.87 £4.04 3.59+£2.08 3.2+2.24 2.91+2.23 2.78 +2.53
pieza media
Problemas 25.75+22.35 40.45+16.57 38.83+12.60 40.06+15.87 34.59+14.81
flagelo
Gota 0.17 +£0.33 0.09+0.20 0.7 £0.99 1.03 +1.53 1.75 + 2.09**

citoplasmatic
a

Espermatozoides  §9.58+23.46 54.04+19.04 56.27+14.84 55.56+16.53 59.97+16.45

Normales

Fraccion liquida (FL). Numero de muestras obtenidas para cada ensayo (n). Los datos en cada
caso estan representados como la media + DE. / Anova con Dunnett ** p<0.01

6.5.7 Reaccion acrosomal vy viabilidad espermatica por

fluorescencia

Con el fin de estandarizar la prueba de reaccion acrosomal con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y optimizar recursos, se realizaron tinciones (anteriores a las
de mono arafia) con espermatozoides de humano (Homo sapiens) y de
chimpanceé (Pan troglodytes). En el humano se muestran diferentes categorias del
acrosoma (Figura 6 B, ver anexos), podemos observar un acrosoma intacto y una
linea ecuatorial (categoria | y Ill), esta ultima categoria la observamos también en
la muestra de chimpancé.

Al evaluar las muestras de mono arafa con la tincion de isotiocianato de
fluoresceina (FITC) se observo una pérdida de fluorescencia de manera rapida,
esto impidié la correcta evaluacion del acrosoma. Se logré obtener imagenes
representativas de la tincion espermatica en donde se pueden observar las

diferentes etapas de la reaccion acrosomal (Figura 7 y 8, ver anexos).
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Al evaluar las laminillas tefiidas con Hoechst se tuvieron problemas para observar
la tincion ya que no se logré obtener una imagen tefiida de los nucleos de las
células espermaticas por lo que no se pudo evaluar por este método la viabilidad.
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7. DISCUSION

7.1 Electroeyaculacion
La coleccion de semen por medio de electroeyaculacién ha sido utilizada de

r 343y por Rodas % *%!. Estos autores han

manera exitosa en el mono arafia po
obtenido muestras normales y aspérmicas, asi como la contaminacién con orina
de algunas de las muestras, (como ocurrié solo con uno de los eyaculados de
este estudio) las cuales se obtuvieron con voltajes menores a 10 volts al igual que
en el presente trabajo. A diferencia de los reportes anteriores, todos los
eyaculados obtenidos en este estudio presentaron espermatozoides. En este caso

el método de electroeyaculacion que fue utilizado es considerado exitoso.

7.2 Caracteristicas seminales de la poblacién
La formaciéon de un coagulo posterior a la eyaculacion ha sido descrito en diversas
especies de primates del viejo y nuevo mundo como el mono ardilla, mono
capuchino de cuernos y mono arafia [# 12 2426. 32,3436 'Epy o presente estudio se
presentd una fraccién liquida que acompafa al coagulo en casi la totalidad de las
muestras (94.44%), la cantidad obtenida fue pequefa (40-60 pl), también se
presentd un eyaculado con fraccion liquida sin coagulo. Sin embargo es importante
mencionar que este individuo presentd dos muestras anteriores un mes y tres
meses antes en donde si existi6 la presencia de un coagulo. La ausencia del
coagulo en algunos eyaculados de mono arafia en la Ciudad de México, ya ha sido
descrita por Hernandez-Lépez y cols. en 2008 *®! en donde se menciona incluso
que existe una asociacion entre la frecuencia de emision del coagulo seminal y la
época del afo, sefialando que durante la época seca (Noviembre-Mayo) el coagulo
seminal se presenta con mayor frecuencia que en la época de lluvias (Junio-
Octubre) siendo que en época de lluvias la frecuencia de eyaculados con y sin
coagulo seminal es similar. Cabe sefialar que la época de secas también se
relacioné con mayor concentracion espermatica y fertilidad en las hembras, la cual

se evaluo con citologia vaginal exfoliativa.
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Todas las muestras del presente estudio se obtuvieron en la época de lluvias, y a
pesar de que se asocie la época del afo con un incremento en la emisién de
coagulos, esto no quiere decir que no exista la posibilidad de obtener semen
liquido sin coagulo en las dos épocas del afo, lo que indica que obtener una
muestra liquida es normal para los monos arana en la Ciudad de México.

A pesar de lo anteriormente descrito no se descarta que la ausencia de coagulo
sea un artefacto de las electroeyaculaciones, ademas hay que tomar en cuenta las
condiciones en las que se tienen a los animales estudiados ya que no se
encuentran en la misma temperatura, altitud, etc., como estarian si los animales se

encontraran en libertad.

7.3 Tiempo de dilucidn

La concentracion de tripsina afnadida es directamente proporcional al tiempo de
dilucion del coagulo seminal ya que a mayores concentraciones de tripsina se
obtuvo una velocidad de dilucidn mas rapida, lo que beneficia las caracteristicas
de motilidad y viabilidad. El no afiadir tripsina a las muestras ocasiono incluso que
muestras del grupo control no se diluyeran, impidiendo la evaluacién de sus
caracteristicas espermaticas.

Los tiempos de dilucion obtenidos en el presente estudio para los tratamientos
con 1.0% y 5.0% de tripsina son mayores al reportado por Hernandez-Lépez y
cols. [34] y por Rodas ®. Hay que mencionar que, en el caso de Hernandez-
Lopez y cols. [34], afiadié una dilucidon de 0.25% de tripsina al coagulo seminal, el
cual no se diluyé completamente y en el caso de Rodas P® se obtuvo una dilucién
total mas rapida aunque anadié una concentracion de 10% de tripsina a sus
muestras.

Hay que aclarar que si bien ambas autoras reportan utilizar la tripsina a esas
concentraciones (0.25 y 10%) pudiera esperarse que la concentracion final de
tripsina al semen sea menor a la que reportan debido a la diluciéon de una cantidad
fija de tripsina (200 /) *® sobre un volumen de semen que pudo ser mayor o
menor en la muestra obtenida. En el presente estudio se duplicd desde el stock la

concentracion de tripsina (0.2%, 2.0% y 10.0%) ya que se queria obtener una
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dilucién en la muestra final de 0.1, 1.0 y 5.0% una vez realizada la dilucién de una
parte del semen con una parte del stock de tripsina.

Desafortunadamente no se pudo obtener una diluciéon exacta 1:1 de semen con
tripsina debido a que el volumen de la muestra no se obtuvo de manera liquida
sino que se obtuvo de un coagulo que se tuvo que partir en fracciones similares
para llegar a poner una parte de coagulo con una de tripsina, sin embargo fue lo
mas aproximado posible para obtener una dilucién final del stock de 1:1 de
tripsina con el semen.

Otro aspecto que pudo influir en el tiempo de dilucidbn es que, en el presente
estudio no se llevd a cabo una agitacion permanente de la muestra cuando se
encontraba en el bafio Maria, ésta sélo se realizé cada 5 minutos, a diferencia de
lo reportado por Hernandez-Lopez y cols. en 2002 ¥ donde si se llevé acabo una
agitacion permanente de la muestra cuando estaba en el bafo Maria lo cual
puede suponer una accion mas efectiva sobre las cadenas polipeptidicas
especificas donde la tripsina rompe estos enlaces (grupo Carboxilo con Arginina y
Lisina).

Incluso la agitacion ha sido descrita como un método util para la dilucion del
coagulo seminal 24 34,

Con base en los resultados de este trabajo se puede asegurar que los
tratamientos con 1.0% y 5.0% de tripsina son buenas opciones para llevar a cabo
la dilucién del coagulo seminal en periodos de tiempo que permitan mantener una

buena motilidad y viabilidad espermatica.

7.4 Caracteristicas del eyaculado
7.4.1 Volumen

Como se menciond anteriormente, el volumen en mililitros (ml) de las muestras
evaluadas no pudo reportarse debido a dos circunstancias, la primera fue que
algunas fracciones se desecharon al no lograrse la dilucién total del coagulo, por
esto no se tuvo un registro completo del volumen de cada una de las fracciones
de cada uno de los eyaculados, la segunda es que, como la mayor parte del

eyaculado es un coagulo, el fraccionar la muestra para los diferentes tratamientos
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impidié evaluar satisfactoriamente su volumen por lo que una opcion seria el
obtener el volumen en cm®y no en ml. a través de pesar y medir las muestras.
Otra opcidn para reportar el volumen del semen de mono araina es la utilizada por
Rodas % en la cual se necesita esperar la completa dilucion de la muestra con
enzimas proteoliticas y ya diluida la muestra, restar la cantidad de enzima afiadida
para obtener el volumen de la muestra seminal.

Para estudios posteriores sugerimos que, si se quiere la dilucion total del coagulo,
se almacenen las fracciones que tardan mas de 30 horas en diluirse para poder
obtener el volumen total de todas las partes del coagulo. Sin embargo esto
impactara la motilidad y viabilidad de manera importante como ya se mencion6

anteriormente.

7.4.2 Potencial de Hidrégeno (pH)

Las muestras presentaron un pH ligeramente alcalino, no obstante, el valor es
menor al reportado por Rodas con semen de la misma especie *® (8.68 + 0.57).
Sin embargo es parecido al pH reportado para otras especies de primate de
nuevo mundo como el mono aullador (Alouatta caraya) por Valle y cols. ! el cual
fue de 8.1 £ 0.5 con un rango de 6.5 a 9.0. En varias especies de primates,
incluidos los de nuevo mundo, algunas situaciones de estrés y la intensidad y
frecuencia de los estimulos eléctricos se han reportado como que pueden influir
sobre la composicion del eyaculado al afectar las secreciones de las glandulas
accesorias *®. Se conoce que las secreciones de estas glandulas amortiguan
entre si el pH del semen a través de la produccion de fructosa, acido citrico,
prostaglandinas, fibrinégeno, ion citrato, calcio, ion fosfato, profibrinolisina, etc. y
probablemente se puede asociar a la estimulacion eléctrica con una mayor
secrecion de alguna de las glandulas accesorias debido a la profundidad y/o

posicién de la sonda rectal con la que se llevé a acabo la electroeyaculacion #7491,

7.4.3 Motilidad espermatica

Los porcentajes de motilidad obtenidos en el presente estudio fueron mas bajos

[34, 35]

que los reportados por Hernandez-Lépez y cols. y por Rodas ¢ 9 gjn
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embargo hay que tomar en cuenta que el criterio que se manejo en esta
investigacion para evaluar la motilidad solo incluyé las categorias de motilidad
progresiva rapida y progresiva lenta, excluyendo la motilidad no progresiva. La
fraccidon liquida presentd el mejor porcentaje de motilidad que los tratamientos,
obteniendo valores cercanos al 80% en algunos individuos, similares a los
reportados por Hernandez-Lépez y cols. ** 3. La motilidad del grupo control fue
baja ya que las muestras tardaron varias horas en diluirse y las muestras se
mantuvieron por un tiempo prolongado en bafo Maria. Si comparamos los
tratamientos y el grupo control con la fraccion liquida, la motilidad disminuyd en
todos los casos. Es importante tomar en cuenta que las desviaciones estandar
que presentan todos los tratamientos son altas lo que indica gran variacion en la
poblacién, esto podria deberse a la edad de los ejemplares. Mas del 50% de los
monos evaluados son mayores de 20 afios y se encuentran en el ultimo tercio de
su vida, lo que da como resultado que probablemente haya habido coagulos con
caracteristicas espermaticas de menor calidad que otras. En la fraccion liquida y
el tratamiento con 1.0% de tripsina existe una diferencia estadistica significativa
en relacién con el grupo control, esto se debe al incremento de la motilidad que
presentan estos dos tratamientos. El bajo porcentaje de motilidad no se puede
relacionar solo con la tripsina, probablemente se deba al tiempo prolongado que
pasa la muestra en el bafio Maria lo que afecta la viabilidad y motilidad de los
espermatozoides. Por todo esto podemos decir que el tratamientos con 1.0% es
una opcion factible para obtener el semen diluido afectando lo menos posible la
motilidad. No podemos tomar como opcion a la fraccion liquida porque la cantidad

es muy reducida.
7.4.4 Concentracion espermatica

En el presente estudio no se obtuvo la concentracién de la fraccién liquida debido
a la poca cantidad de la muestra, sin embargo es un reservorio de
espermatozoides y al diluirse habra la posibilidad de hacer una evaluacion
objetiva de la concentracion espermatica del mismo '

Las concentraciones que se obtuvieron en el grupo control y en el tratamiento con

0.1% de tripsina son parecidas a las reportadas por Hernandez-Lépez B* *% pero
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menores a la obtenida por Rodas . No obstante la concentracion obtenida
puede ser suficiente para realizar un inseminacion artificial en primates, tal y como
lo reportan " con marmosetas orejas de algodén cuyas suspensiones contenian
de 39 a 73 millones de espermatozoides por ml.

Las concentraciones obtenidas en los tratamientos con 1.0% y 5.0% de tripsina
fueron menores a las concentraciones del grupo control y del tratamiento con
0.1% de tripsina. No existen diferencias estadisticas en ninguno de los

tratamientos.

7.4.5 Viabilidad espermatica

Los porcentajes que presentan mas espermatozoides vivos son los que contienen
mayor cantidad de tripsina (1.0% y 5.0%), estos porcentajes son similares a los
encontrados por Hernandez-Lopez y cols. B* % en especimenes de la misma
especie, también con Smithwick y cols. ° en chimpancés y con Valle y cols. "]
con monos aulladores. Esto podria ser un indicativo de que el tiempo de
exposicién a la tripsina en estos dos tratamientos no altera la viabilidad de las
células, las cuales se expusieron a menor concentracion de enzima comparado
con Rodas P®'y que se obtuvo una dilucion completa del coagulo y no una dilucién
parcial comparado con Hernandez-Lépez 13+ 391,

Podemos asegurar que el tiempo que tarda el coagulo en diluirse tiene un impacto
directo sobre la viabilidad y la motilidad.

Por otra parte, el adicionar la tripsina en concentraciones de 1.0 y 5.0% tuvo un
resultado estadisticamente significativo mejorando la viabilidad en comparacion
con el grupo control. Una explicacién puede ser el tiempo que paso el grupo
control en el bafio Maria (hasta 24 horas) comparado con el que pasaron los
tratamientos con 1.0% y 5.0% de tripsina (media hora en promedio), la prolongada
permanencia del grupo control disminuyo la viabilidad de los espermatozoides.
Otra opcion aplicable para el incremento significativo de la viabilidad con 1.0 y
5.0% de tripsina tiene que ver con los criterios de evaluacién de las muestras ya
que siempre se contaron 100 células completas por duplicado teiidas y no

tefidas, nunca se contaron cabezas sueltas (las cuales incrementaron en el
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tratamiento con 5.0% de tripsina). Suponemos que la tripsina causé la ruptura de

los espermatozoides de manera indiscriminada #* 3"

, sin embargo pudo ser
mayor la cantidad de espermatozoides muertos a los que haya atacado la tripsina
en comparacion con los espermatozoides vivos y esto ocasioné que, al evaluar la
viabilidad se incrementara el porcentaje de espermatozoides vivos teniendo

diferencias significativas entre este tratamiento y el grupo control.

7.4.6 Morfologia espermatica

Los tratamientos que tenian mayor cantidad de tripsina (1.0% y 5.0%) presentaron
menor cantidad de espermatozoides completos. Lo cual se puede asociar al dafio
que la enzima hace a las células tal y como lo reportan Marson y cols. en 1988 y
1989 * 3" se presenta una ruptura entre la cabeza y el flagelo de los
espermatozoides de chimpancé por la adicion de tripsina. La fraccion liquida fue la
que presento la mayor cantidad de espermatozoides completos (no se expuso a la
enzima ni al tiempo de incubacion). Existe una diferencia estadisticamente
significativa de los tratamientos con 1.0% y 5.0% en relacién con el grupo control
lo cual nos conduce a pensar lo siguiente: 1) si se compara al grupo control (al
cual no se le afiadio tripsina) con los tratamientos con tripsina se asume que esta
ultima esta causando la ruptura de los espermatozoides y, por esto se presenta
una diferencia significativa. 2) Aunque el grupo control no se expuso a la enzima
presento un porcentaje menor al de la fraccién liquida, con lo que asumimos que
en el tiempo prolongado que permanece la muestra en el bafo Maria también
esta causando la ruptura de las células.

Las anormalidades morfolégicas encontradas en las fracciones liquidas de semen
de mono capuchino de cuernos (Cebus apella) duplican, en porcentaje, a las
anormalidades de las fraccion liquida evaluadas en este estudio (30%) ¥ Sin
embargo son muy parecidos a los reportados por Barnabe y cols. (2003) para el
semen no coagulado de mono aullador (Alouatta caraya) en el que reportan un
33% de anormalidades. Rodas *® reporta, en fraccion liquida de Ateles geoffroyi

un 60% de anormalidades morfoldgicas.
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En relacion con las anormalidades morfoldgicas reportadas de coagulos diluidos
con tripsina podemos observar que, en el presente estudio, no hubo diferencia
estadistica significativa con ninguno de los tratamientos en lo que respecta a
anormalidades en cabeza, pieza media y flagelo. No asi para la presencia de gota
citoplasmatica en la cual se reporta una diferencia estadistica significativa entre el
grupo control y el tratamiento con 5.0% de tripsina (p=0.016). La gota
citoplasmatica es un remanente del citoplasma germinal, mucho del cual fagocitan
las células de Sertolli, este remanente se adhiere a la region del cuello de la
espermatide cuando se encuentra en el testiculo durante la espermatogénesis
normal. En muchas ocasiones la presencia de gota citoplasmatica se asocia con
problemas de fertilidad en humanos y ratones ®°. Investigadores como, Kato S y
cols. 3 reportan que la gota citoplasmatica puede eliminarse de los
espermatozoides de verraco y cabra si se centrifuga la muestra. Probablemente
la diferencia estadistica observada para el tratamiento con 5.0% de tripsina en
semen de monos arana se debid a la rapida dilucion del coagulo seminal, lo cual
promovié que parte del citoplasma que formaba parte del coagulo queda adherido
a la parte anterior de las células.

Los porcentajes de anormalidades totales encontradas en el presente estudio (40-
45%) para muestras diluidas con tripsina son menores a los que reporta Rodas
en 2005 *® para animales de la misma especie (63%) y Hernandez-Lépez y cols.
B3 pero parecidos a los que reporta también Hernandez-Lopez y cols. ¥ (35%)
en individuos de la misma especie. Es importante sefalar que los
espermatozoides descabezados se contabilizaron independientemente de las
anormalidades comunmente observadas por considerarse un efecto secundario a
la adicion de tripsina al coagulo seminal.

La causa de la morfologia anormal de la cabeza, pieza media y cola no esta clara.
Se ha sugerido que esto pueda ocurrir durante la espermatogénesis
(anormalidades primarias) o que puedan aparecer durante la maduracién post
testicular (anormalidades secundarias) 4. Independientemente de esto también
se pueden ocasionar problemas morfolégicos durante el manejo y manipulacion

de los espermatozoides (elaboracion de laminillas, incubacion, exposicién a
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enzimas proteoliticas -tripsina-). La presencia de espermatozoides con cola corta
puede deberse a la ruptura de las células espermaticas pero, en lugar de
desprenderse la cabeza de la pieza media y cola, se desprendid la cola
permaneciendo unidas la pieza media y la cabeza.

Se sugiere hacer estudios posteriores para evaluar el dafo a nivel molecular que
esta causando la tripsina sobre los espermatozoides. El realizar un estudio que
incluya la evaluacién ultraestructural de la célula nos de una visibn mas amplia del
dano que realmente provoca la enzima. Dentro de este estudio posterior puede
evaluarse también el tamafo de las cabezas de los espermatozoides para saber

si hay algun cambio significativo que a simple vista no pueda ser evaluado.

7.4.7 Reaccion acrosomal y viabilidad por fluorescencia

El no haber obtenido resultados satisfactorios en la evaluacion de la viabilidad con
la tincion de Hoechst no significa que esta forma de evaluar no funcione para los
espermatozoides de mono arafa. Las evaluaciones de la viabilidad con la tincion
de Hoechst no se llevaron a cabo en este estudio debido a la falta de una
estandarizacién de la dilucién y al uso de filtros inadecuados.

La evaluacion de la reaccion acrosomal con isotiociananto de fluoresceina no se
realizd6 de la mejor manera, ya que es una de las tinciones mas sensibles al
desgaste con luz normal, aparte el lugar donde se debe llevar a cabo la
evaluacion debe ser oscuro y frio. Se sugiere realizar en estudios posteriores

tinciones con Clortetraciclina para evaluar la reaccién acrosomal.
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8. CONCLUSIONES

El método de electroeyaculacién utilizado en el presente estudio resulté exitoso
para la especie Ateles geoffroyi. Se recomienda su utilizacion para futuros
manejos en los cuales no se pueda llevar a cabo una colecta de semen con
condicionamiento operante y/o vagina artificial y comparar la calidad seminal y
espermatica de las muestras obtenidas con estos métodos y con
electroeyaculacion.

Los tratamientos con mayor concentracion de tripsina (1.0 y 5.0%) fueron
inversamente proporcionales al tiempo de dilucidn, esto quiere decir que tardaron
menos tiempo en diluir el coagulo seminal. Exponer menos tiempo los
espermatozoides a la tripsina disminuye de manera considerable los problemas la
mortalidad espermatica, ademas de mejorar la motilidad. En contraste, la inclusidon
de concentraciones altas de tripsina (1.0 y 5.0%) incrementan la ruptura celular
que se da a nivel de cabeza y flagelo. Se sugiere, en estudios posteriores llevar a
cabo la dilucién del coagulo con 1.0 y 5.0% de tripsina y agitar las muestras de
manera continua, evaluar el tiempo de dilucion y la morfologia para saber si se
puede evitar o disminuir la ruptura de las células.

Es probable que la presencia de gota citoplasmatica sea un artefacto provocado
por las adherencias del plasma seminal al momento de diluir la muestra de manera
rapida. Para evitar esto se sugiere centrifugar las muestras cuando éstas
terminaron de diluirse.

Los tratamientos que sugerimos para llevar a cabo la dilucidn total del coagulo
seminal del mono arafna (Ateles geoffroyi) son los que contienen 1.0 y 5.0% de
tripsina ya que el coagulo tarda menos de 40 minutos en diluirse.
No podemos afirmar que la presencia del coagulo seminal difiera de una estacién a
otra del afo ya que las condiciones medio ambientales que imperan en el distrito
federal son diferentes a las observadas en las selvas a las cuales pertenecen los
monos arafia. Se necesitaria realizar un estudio mas amplio para observar las

diferentes caracteristicas seminales de los monos arana durante todo el ano.
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10. ANEXOS

ares de mono

Cuadro 1. ldentificacion y localizacion de 7 ejempl
arafa (Ateles geoffroyi) estudiados.

Identificacion Ml\ilgrrg;:? Localizacion Fechas de
de los i ®p (Zoolbgico) Edad muestreos
Individuos (Avid ®) aprox.
29-Jun-06
I 024*366*079 Chapultepec > 10 afos 18-Sep-06
16-Oct-06"
29-Jun-06
Il 021*290*834 Chapultepec > 10 afios 18-Sep-06
16-Oct-06
San Juan de 10-Jul-06
11 068*068*790 Aragon > 20 anos 25-Sep-06
23-0Oct-06
San Juan de 10-Jul-06
v 061*606*316 Aragon > 20 afos 25-Sep-06
23-0Oct-06
Y% 021*028*797 San Juande |> 10 afios 11-Sep-06"
Aragon 10-Oct-06
Vi 061*573*111 San Juan de > 20 afos 11-Sep-06
Aragon 10-Oct-06
Vil 061*544*789 San Juan de > 10 afos 11-Sep-06
Aragon 10-Oct-06

* El eyaculado que se obtuvo fue completamente liquido; TEl eyaculado se desechd6 por
estar contaminado con orina.
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Cuadro 2. Registro utilizado en los muestreos

MUESTRAS PROYECTO TRIPSINA

« DATOS PRELIMINARES

Fecha
Zoologico
Nombre Edad Peso Microchip:
Antecedentes de salud u otros importantes

« ANESTESIA

Tiletamina-zolacepam dosis de induccién Hr. Aplicacion
Muestra de sangre
Observaciones

+ ELECTROEYACULACION

Hora de recoleccion: Inicio Fin . Se dejan 3 minutos entre cada
serie y 3 segundos entre cada voltaje.

SERIE | Estimulo Voltaje SERIE Il Estimulo Voltaje SERIE Il Estimulo Voltaje SERIE IV Estimulo Voltaje

1 1 o 1 o 1 .
2 2 . 2 . 2 .
3 3 _ 3 _ 3 _
4 4 _ 4 . 4 _
5 5 . 5 . 5 .
6__ 6 _ 6 _ 6 _
7 7 _ 7 . 7 _
8__ 8 _ 8 _ 8 _
9 9 . 9 . 9 .
10 10 _ 10 10
11 11 _ 1 1
12 12 _ 12 _ 12
13 13 _ 13 13
14 14 . 14 14
15 15 _ 15 15
16 16 _ 6 6
17 17 _ 17 _ 17
18 18 _ 18 18
19 19 _ 19 19
20 20 20 20

Observaciones




43

EXAMEN MACROSCOPICO: Vol. del eyaculado Vol. tripsina
Fracc. Lig. pH Morfologia |

TRIPSINA CONCENTRACION-TIEMPO

Concentraciones de tripsina (%)

Tiempo 0 0.1 1.0 5.0
licuefaccion I I [l v
(min)

0

3

5

10
15
20
25
30

ESPERMATOBIOSCOPIA Fraccion | (0%)

Densidad (millones/ml) Cuenta total (millones)

MOVILIDAD (%) a) Progresiva rapida ___ b) Progresiva lenta ___ c) No
progresiva ____ d) Inmoviles ___  Indice de movilidad (%)

MORFOLOGIA 1l (%): a) Defecto de cabeza__ b) Defecto de pieza media
c) Defecto de flagelo __ d) Gota citoplasmatica __ e) Formas normales __.

OBSERVACIONES

ESPERMATOBIOSCOPIA Fraccion Il (0.1%)

Densidad (millones/ml) Cuenta total (millones)

MOVILIDAD (%) a) Progresiva rapida ___ b) Progresiva lenta ___ c) No
progresiva ____ d) Inmoviles ___  Indice de movilidad (%)

MORFOLOGIA 1l (%): a) Defecto de cabeza__ b) Defecto de pieza media
c) Defecto de flagelo __ d) Gota citoplasmatica __ e) Formas normales __.

OBSERVACIONES
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e ESPERMATOBIOSCOPIA Fraccion Il (1%)

Densidad (millones/ml) Cuenta total (millones)

MOVILIDAD (%) a) Progresiva rapida ____ b) Progresiva lenta ___ c) No
progresiva ____ d) Inmoéviles ___ indice de movilidad (%)

MORFOLOGIA 1l (%): a) Defecto de cabeza__ b) Defecto de pieza media
c) Defecto de flagelo __ d) Gota citoplasmatica __ e) Formas normales __.

OBSERVACIONES

e ESPERMATOBIOSCOPIA Fraccion IV (5%)

Densidad (millones/ml) Cuenta total (millones)

MOVILIDAD (%) a) Progresiva rapida ____ b) Progresiva lenta ___ c) No
progresiva ____ d) Inmoéviles ___ indice de movilidad (%)

MORFOLOGIA 1l (%): a) Defecto de cabeza__ b) Defecto de pieza media
c) Defecto de flagelo __ d) Gota citoplasmatica __ e) Formas normales __.

OBSERVACIONES




CARACTERISTICAS SEMINALES DE LA POBLACION

Cuadro 4. Fraccion Liquida

No. DE
MUESTRAS VIABILIDAD % . .
INDIVIDUO pH _ CONCENTRACION MOTILIDAD INTEGRIDAD MORFOLOGIA
POR (promedio)
INDIVIDUO
Problemas
) ) Progresiva | Progresiva No . Problemas ) Problemas Gota
Vivos | Muertos mill/ml . . Inmoviles | Completos | Incompletos | Normales pieza . .
répida lenta progresiva cabeza . flagelo | citoplasmatica
media
| 2 7,83]|75,00( 25,00 NE 84,00 2,50 4,50 9,00 99,50 0,50 81,00 0,00 8,50 9,75 0,75
1l 3 7,701 0,50 | 99,50 NE NE NE NE NE 97,50 2,50 39,00 2,00 5,00 53,50 0,50
1 3 8,30|51,25( 48,75 NE NE NE NE NE 94,50 5,50 73,00 2,00 2,75 22,25 0,00
[\ 3 8,23|87,67( 12,33 NE 10,00 33,00 44,00 13,00 97,17 2,83 92,50 0,00 1,67 5,83 0,00
\% 1 8,10| 1,50 | 98,50 NE NE NE NE NE 99,50 0,50 48,50 1,00 0,50 50,00 0,00
Vi 2 7,65]153,00( 47,00 NE 40,00 22,00 26,00 12,00 99,50 0,50 87,00 0,00 2,50 10,50 0,00
VIl 2 8,05]|26,00( 74,00 NE 0,00 0,00 52,00 48,00 96,75 3,25 37,50 0,25 5,50 56,75 0,00
PROMEDIO -

TOTAL 7,98142,13| 57,87 NE 33,50 14,38 31,63 20,50 97,77 2,23 65,50 0,75 3,77 29,80 0,18
DESVEST - 0,26]34,16 | 34,16 NE 37,71 15,84 21,10 18,41 1,88 1,88 23,32 0,92 2,73 22,74 0,31

NE: No evaluado. Para cada una de las evaluaciones se contaron 100 células por duplicado.
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Cuadro 5. Grupo Control / 0% de Tripsina

No. DE
INDIVIDUO MUE%T§AS pH VIABILIDAD % |CONCENTRACION MOTILIDAD INTEGRIDAD MORFOLOGIA
INDIVIDUO
Vivos | Muertos mill/ml Progrgsiva Progresiva No . Inméviles | Completos | Incompletos | Normales Problemas Problema§ Problemas . C%ota’ .
rapida lenta progresiva cabeza [pieza media| flagelo citoplasmatica
| 2 7,83| 2,50 | 97,50 56,73 0,00 0,00 0,00 100,00 85,00 15,00 43,00 0,00 4,00 52,50 0,50
1l 3 7,70| 0,00 (100,00 6,78 0,00 0,00 0,00 100,00 91,50 8,50 44,50 2,00 6,50 47,00 0,00
1l 3 8,30| 32,50 | 67,50 50,80 0,00 5,50 13,00 81,50 71,25 28,75 65,75 0,00 5,25 28,75 0,25
\% 3 8,23| 11,50 | 88,50 92,76 0,00 0,67 17,67 81,67 85,83 14,17 57,33 0,33 3,33 39,00 0,00
\% 1 8,10| 49,75 | 99,25 51,93 12,00 73,00 4,00 11,00 98,50 1,50 51,50 0,00 4,00 44,50 0,00
VI 2 7,65| 86,00 | 14,00 54,00 0,00 0,00 61,00 36,00 97,50 2,50 79,00 0,00 0,00 21,00 0,00
VI 2 8,05| 32,50 | 67,50 28,00 0,00 0,00 0,00 100,00 92,00 8,00 43,50 0,00 4,00 52,50 0,00
PROMEDOL = |7.98|30,68 | 76,32 48,71 171 11,31 | 1367 | 72,88 | 8880 1120 | 5494 | 033 3,87 40,75 0,11
DESVEST - 0,26| 30,37 | 30,88 26,57 4,54 27,28 22,03 35,47 9,30 9,30 13,51 0,75 2,01 12,02 0,20

NE: No evaluado. Para cada una de las evaluaciones se contaron 100 células por duplicado.

Cuadro 6. Tratamiento con 0.1% de Tripsina

No. DE
INDIVIDUO MUE%TRRAS pH VIABILIDAD % | CONCENTRACION MOTILIDAD INTEGRIDAD MORFOLOGIA
INDIVIDUO
Vivos | Muertos mill/ml Progrgsiva Progresiva No Inméviles | Completos | Incompletos | Normales Problemas Pr(:)ki)claezr;as Problemas . (‘?ota' .
répida lenta progresiva cabeza media flagelo citoplasmatica

| 2 7,83 136,25 | 63,75 38,07 0,00 0,00 0,00 100,00 86,50 13,50 42,50 0,00 8,00 49,50 0,00
1l 3 7,70 | 30,17 | 69,83 6,49 0,00 0,00 3,33 96,67 85,67 14,33 47,83 4,67 3,83 42,83 0,83
1] 3 8,30 | 54,00 | 46,00 39,59 19,50 16,50 27,50 36,50 49,75 41,75 57,25 0,00 1,50 40,00 1,25
\% 3 8,23 (61,83 | 38,17 180,00 0,00 4,67 34,33 61,00 74,83 25,17 73,83 0,17 1,50 24,00 0,50
\% 1 8,10 { 96,00 | 4,00 144,00 23,00 39,00 4,00 34,00 95,50 4,50 43,00 0,00 3,00 54,00 0,00
\'l 2 7,65 |35,25| 64,75 47,91 0,00 10,50 32,00 57,50 71,25 28,75 65,25 0,00 3,50 31,25 0,00
Vil 2 8,05 (37,25 | 62,75 44,01 0,50 22,00 14,00 63,50 56,00 44,00 49,00 0,25 3,00 47,25 0,50
PROMEDC - 7,98 50,11 | 49,89 71,44 6,14 1324 | 1645 | 64,17 | 74,21 2457 | 5410 | 0,73 3,48 41,26 0,44
DESVEST - 0,26 | 23,22 | 23,22 64,17 10,37 14,04 14,65 26,05 16,71 14,84 11,88 1,74 2,19 10,55 0,48

NE: No evaluado. Para cada una de las evaluaciones se contaron 100 células por duplicado.
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Cuadro 7. Tratamiento con 1.0% de Tripsina

No. DE
INDIVIDUO MUEPSOTF?AS pH VIABILIDAD % | CONCENTRACION MOTILIDAD INTEGRIDAD MORFOLOGIA
INDIVIDUO
Vivos | Muertos mill/ml Prfggﬁjﬂva Prolg:tz;iva prog'\rlgsiva Inméviles | Completos | Incompletos | Normales PrCo;)tlzrznaas Pr::?ézgas Prf?;):;rlt;as citoplc;g:ética
| 2 7,83 | 56,75 | 43,25 20,71 35,00 6,50 30,50 | 28,00 | 5550 44,50 59,50 0,00 4,50 33,75 2,25
I 3 7,70 | 63,33 | 36,67 5,61 15,00 11,67 1800 | 5533 | 6367 36,33 46,33 2,17 5,17 45,67 0,67
n 3 8,30 | 60,50 | 39,50 46,31 22,33 9,67 2367 | 4433 | 47,33 52,67 54,50 0,00 2,67 42,83 0,00
Y, 3 8,23 | 78,50 | 21,50 53,45 19,67 25,67 2367 | 31,00 | 6950 30,50 72,17 0,00 1,33 29,00 1,50
v 1 8,10 [ 100,00 | 0,00 57,00 84,00 0,00 4,00 12,00 | 77,00 23,00 52,00 0,00 2,00 46,00 0,00
Vi 2 7,65 | 89,25 | 10,75 55,22 51,83 12,83 1383 | 2150 | 7325 26,75 62,08 0,00 1,67 37,50 0,75
Vi 2 8,05 | 83,75 | 16,25 26,43 4,00 18,00 2500 | 53,00 | 32,75 67,25 30,75 0,00 3,25 66,00 0,00
PROMEDIO - 7,98 | 76,01 | 23,99 37,82 33,12 12,05 19,81 | 3502 | 59,86 40,14 53,90 0,31 2,94 42,96 0,74
DESVEST - 0,26 | 16,27 | 16,27 20,19 27,13 8,20 8,76 16,33 | 1577 15,77 13,10 0,82 1,45 11,95 0,87
NE: No evaluado. Para cada una de las evaluaciones se contaron 100 células por duplicado.
Cuadro 8. Tratamiento con 5.0% de Tripsina
No. DE
INDIVIDUO MUEPSOTRRAS pH VIABILIDAD % CONCENTRACION MOTILIDAD INTEGRIDAD MORFOLOGIA
INDIVIDUO
Vivos | Muertos mill/ml Prroé?gi‘s;va Prolg:ﬁ;iva prog’\rlgsiva Inmoéviles | Completos | Incompletos | Normales P"CO;AZ?;S p'?éggﬁ@g; Prfc;:gl;rll:)as citoplc;gsética
[ 2 |7,.83|79,25| 20,75 41,62 1,50 18,00 | 36,00 | 5450 | 59,00 41,00 59,50 0,00 3,75 32,00 4,75
I 3 |7,70|78,:33| 21,67 4,28 1,67 2133 | 2333 | 53,67 | 66,67 33,33 57,17 3,33 5,00 32,67 1,83
i 3 |8,30|56,17 | 43,83 33,03 6,00 1333 | 2300 | 57,67 | 47,50 52,50 50,83 0,33 2,67 4517 1,00
1Y 3  |8,23|62,17| 37,83 49,54 12,00 | 2733 | 26,00 | 3500 | 68,17 31,83 78,67 0,33 1,17 17,83 1,50
v 1 |810|9800| 2,00 73,89 53,00 9,00 23,00 | 16,00 | 74,00 26,50 54,50 1,00 1,00 43,50 0,00
Vi 2 |7,65(92,00| 8,00 41,63 2,00 37,50 | 2950 | 31,00 | 3825 61,75 58,75 0,50 1,00 38,00 1,75
Vil 2 |8,05|7325| 26,75 16,09 5,00 26,00 | 24,00 | 4500 | 39,50 60,50 54,25 0,25 3,75 41,50 0,25
PROEDIO | = 17,08|77,02 | 22,98 37,15 1160 | 21,79 | 2640 | 4183 | 56,15 4392 | 59,10 | 0,82 2,62 35,81 1,58
DESVEST - |0,26|14,95| 14,95 22,67 18,63 9,53 483 | 1523 | 14,46 14,36 9,13 1,15 1,61 9,41 1,57

NE: No evaluado. Para cada una de las evaluaciones se contaron 100 células por duplicado.




Figura 1 Modelo de coagulacion y licuefaccion del c
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(Robert M. y Gagnon C. 1999)
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Figura 2 Clasificacion de morfologia espermatica.
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Figura 4 Espermatozoides vivos y muertos tefiidos co n Eosina-
Nigrosina. A) Espermatozoides vivos, B) Espermatozo ides

muertos (caracteristica tincion en rosa).
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Figura 5 Morfologia espermatica: A) Espermatozoide ¢ on doble cabeza; B) Fractura de pieza

media; C) Cola enrollada; D) Presencia de gota citop  lasmética; E) Espermatozoide normal.



Figura 6 Estandarizacion de la tincion FITC-Hoesc ht en dos
espermatozoides de humano y chimpancé . Espermatozoides de
humano en campo claro (A), con tincion FITC-Hoescht (B) vy
espermatozoides de chimpancé (C), imagen representativa de la
reaccion acrosomal espermaética caracteristica en la porcion ecuatorial
(flecha).
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TRIPSINA %

FL 0.1 1.0 5.0

Figura 7 Espermatozoides tefiidos con FITC de lafrac  cion liquida FL (A) y de los diferentes
tratamientos con tripsina:  0.1% (B) 1.0% (C) y con 5.0% (D). Las flechas muestran la ausencia

fluorescencia indicando el final de la reaccion acrosomal (espermatozoides reaccionados).



CATEGORIAS DE REACCION ACROSOMAL

| 1 1 IV

/ /
A ->

Figura 8 Imagenes representativas de espermatozoid es de mono arafia en fluorescencia con

FITC con diferente tipo de reaccion acrosomal. Las flechas de las imagenes | y Il muestran la
presencia de acrosoma tefiido (no reaccionados), la flecha de la imagen lll presenta una reaccion

ecuatorial (reaccionado) y la flecha de la imagen IV muestra una ausencia de acrosoma (reaccionado).
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EXPOSICIONES REALIZADAS CON EL PRESENTE TRABAJO
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