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Efecto de la separacion por gradiente en una sola capa sobre la
calidad de espermatozoides criopreservados de Cuniculus paca

Effect of single-layer density centrifugation on the quality of cryopreserved
sperm of Cuniculus paca

Daniela Munera C.!, Giovanni Restrepo B.>*

RESUMEN

Cuniculus paca es un roedor terrestre que habita los bosques neotrdpicos de centro
y Suramérica. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la separacion espermatica
sobre la calidad de semen criopreservado de C. paca. Sesenta pajillas de semen congela-
do fueron descongeladas. Una alicuota fue sometida a separacion espermatica por
centrifugacion con gradiente de densidad de una capa (SLC) y la otra alicuota permane-
ci6 como grupo control con semen no separado. Se evalud la movilidad y cinética
espermatica mediante un sistema computarizado de analisis espermatico (CASA), la inte-
gridad funcional de la membrana por la prueba hipoosmética (HOST) y la morfologia
espermatica con la tinciéon con eosina-nigrosina. Se realiz6 el ajuste de modelos lineales
y comparaciéon de medias por Tukey. La separacion SLC produjo mayor proporcion de
espermatozoides modviles y lineales, mientras que el control mostrd valores superiores
para la velocidad curvilinea (p<0.05). Asimismo, la separacion SLC produjo resultados
superiores para la vitalidad y la integridad funcional de la membrana (p<0.05). Se conclu-
ye que la separacion SLC de semen criopreservado de C. paca permite la obtencion de
muestras con caracteristicas superiores de calidad espermatica que podria utilizarse en
programas de repoblamiento a través de reproduccion asistida para esta especie.
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Cuniculus paca is a terrestrial rodent that inhabits the neotropical forests of Central
and South America. The aim of this study was to evaluate the effect of sperm separation
on the quality of cryopreserved semen of C. paca. Sixty straws of frozen semen were
thawed. One aliquot was subjected to sperm separation by single-layer density gradient
centrifugation (SLC) and the other aliquot remained as a control group with semen not
separated. Sperm motility and kinetics were evaluated using a computerized-assisted
sperm analysis (CASA) system, functional membrane integrity by hypoosmotic test
(HOST), and sperm morphology by eosin-nigrosin staining. The adjustment of linear
models and comparison of means by Tukey was performed. The SLC separation produced
a higher proportion of motile and linear spermatozoa, while the control showed higher
values for curvilinear velocity (p<0.05). Likewise, the SLC separation produced superior
results for the vitality and functional integrity of the membrane (p<0.05). It is concluded
that the SLC separation of cryopreserved semen of C. paca allows obtaining samples
with superior sperm quality characteristics, which could be used in repopulation

programmes through assisted reproduction for this species.
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INTRODUCCION

Cuniculus paca es un roedor terrestre
que habita los bosques neotropicos de centro
y Suramérica, con caracteristicas territoria-
les, solitario y de vida nocturna, que se ali-
menta principalmente de frutas (Ramirez y
Hernandez, 2012). Esta especie es conocida
vulgarmente como la guagua, lapa, paca,
boruga, tepezcuintle, entre otros (Asprilla-
Perea ef al., 2011). Se encuentra en riberas
de los rios, zonas de bosques humedos y pa-
ramos; pero también se le puede encontrar
en pastizales, manglares y areas agricolas
(Aquino et al., 2009).

Es un roedor con gran importancia en
aspectos economicos, ya que es una de las
especies mas comercializadas y codiciadas
debido a la calidad de su carne (Cirignoli y
Varela, 2019), siendo parte de las denomina-
das «carnes de monte» (Quiceno et al.,2015;
Gomez y Van Vliet, 2018). Asimismo, este
mamifero tiene un gran valor ecoldgico y cien-
tifico al ser dispersor de semillas, estabiliza-

dor del suelo (Silva et al.,2011) y un modelo
experimental en investigaciones cientificas,
debido especialmente a su adaptacion al cau-
tiverio (Castelo, 2015).

Debido a su importancia nutricional y
ambiental, se hace necesario proteger y con-
servar esta especie, que, aunque su pobla-
ci6n no se considera en peligro critico
(Emmons y Reid, 2016), su numero se ha re-
ducido debido a la caza ilegal y la defores-
tacion de su habitat (Ferreguetti et al., 2018).
En este sentido, los bancos de germoplasma
animal se convierten en un soporte y herra-
mienta para la conservacion de material
germinal (semen y embriones), bajo condi-
ciones de ultracongelacion (Martinez et al.,
2005). Dichos bancos contribuyen al uso de
las biotecnologias reproductivas como una
buena herramienta para el manejo y preser-
vacion de animales domésticos y silvestres,
en especial en aquellos cuya recoleccion de
semen es un procedimiento exigente que no
siempre tiene éxito (Assumpgao, 2017). En
muchas ocasiones, la baja calidad del semen
criopreservado limita su utilizacion (Ball, 2008)
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por factores como el tipo de diluyente o el
crioprotector (Rivera, 2020). En estas situa-
ciones, se suelen utilizar técnicas de separa-
cion o seleccion seminal para mejorar la cali-
dad del esperma, al eliminar espermatozoides
muertos o con alteraciones que tienden a re-
ducir la viabilidad del semen (Johannisson et
al.,2009).

Al parecer, no se han reportado investi-
gaciones previas relacionadas con la separa-
cion de espermatozoides de Cuniculus paca.
En consecuencia, se hace necesario el desa-
rrollo de estudios en este campo, que permi-
tan mejorar ¢ implementar procesos de re-
produccion asistida, con miras a aumentar las
tasas de fertilizacion para la especie, permi-
tiendo la exploracion de su potencial
zootécnico (Gurgel et al., 2018). Con base
en lo anterior, el objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de la separacion esper-
matica sobre la calidad de semen criopre-
servado de Cuniculus paca.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 60 pajillas con 0.5 mL de
semen criopreservado en un medio tris-yema
de huevo-glicerol de Cuniculus paca, pro-
venientes del banco de germoplasma del La-
boratorio de Reproduccion Animal de la Uni-
versidad Nacional de Colombia Sede
Medellin. Las pajillas fueron descongeladas
en un bafio de agua a 37 °C durante 60 se-
gundos, y el semen recuperado fue sometido
alos procedimientos de separacion y evalua-
cion espermatica que se describen a conti-
nuacion:

Separacion Espermatica

Para este proceso se descongelaron si-
multaneamente tres pajillas de semen, cuyo
volumen fue distribuido en dos alicuotas. La
primera alicuota se utiliz6 para un tratamien-
to de separacion espermadtica por centrifu-
gacion con gradiente de densidad de una capa
(SLC). El semen descongelado se deposito
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en un tubo falcon de 15 mL y se agrego en el
fondo del tubo 0.5 mL de CushionFluid™
(Minitube, Alemania). El tubo se llevo a
centrifugacion a 600 g durante 20 min (Sorvall
ST 16R, Thermo Scientific, USA). Luego, se
elimino el sobrenadante y los espermatozoides
fueron suspendidos con 500 pL de Triladyl
(Minitube, Tiefenbach, Alemania). La segun-
da alicuota no fue sometida al proceso de
separacion a modo de tratamiento control.
Todos los procedimientos se realizaron a tem-
peratura ambiente (~20 °C).

Evaluacion de la Calidad Seminal
Movilidad y cinética espermatica CASA

La movilidad espermatica se evalud
mediante un sistema computarizado de anali-
sis de semen (CASA, IVOS - Hamilton
Thorne, USA), en el cual se analizaron la
movilidad total (MT), movilidad progresiva
(MP), velocidad rectilinea (VSL), velocidad
curvilinea (VCL), velocidad media (VAP),
amplitud del desplazamiento lateral de la ca-
beza (ALH), frecuencia de batida (BCF), in-
dice de rectitud, linealidad (LIN) y
espermatozoides rapidos (RAP). Para ello,
se depositd una gota de 5 pL. de la muestra
en un portaobjetos, la configuracion de anali-
sis del sistema fue 45 cuadros a 60 Hz a tem-
peratura de 37 °C y la especie elegida fue
cerdo, debido a la similitud en el tamafo de
los espermatozoides, y a que el sistema CASA
no tiene una configuracion especifica para
Cuniculus paca. Sin embargo, se verifico
que las particulas analizadas correspondie-
ran a células espermaticas. Se analizo un mini-
mo de 500 espermatozoides por muestra.

Integridad funcional de la membrana
plasmatica

La evaluacion de la integridad funcio-
nal de lamembrana plasmatica se realizo por
la metodologia modificada de la prueba
hiposmética (HOST) reportada por Neild et
al. (1999). Para ello se mezclo 20 pL de se-
men con 200 pL de solucidon hiposmdtica, y
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se incubo a 37 °C durante 30 min. Posterior-
mente, se colocd 20 uL de la mezcla en un
portaobjetos y se evalud la reaccion de 100
espermatozoides (enrollamiento de la cola),
en al menos 5 campos de observacion (400X)
de un microscopio (Axiostar Plus, Zeiss, Ale-
mania).

Vitalidad espermatica

La vitalidad espermatica (VE) se de-
termind por microscopia de fluorescencia
mediante el procedimiento descrito por
Gamboa et al. (2010), con el kit Live/Dead
(Molecular Probes Inc, USA). Para ello, 50 uL
de semen se depositaron en un tubo Eppendorf
para 1.5 ml, se adicion6 0.3 uL de SYBR-14
y se incub6 a 37 °C por 8 min. Luego, se
agregd 0.3 uL de yoduro de propidio y la
muestra se incub6 nuevamente a 37 °C du-
rante 8 min. Después de la incubacion, la VE
se analiz6 mediante microscopia de fluores-
cencia (400X) a longitudes de onda entre 550
y 595 nm (T670Q-PL-FL, AmScope, USA).
Se tomo 5 uL de la muestra y se evaluaron
100 espermatozoides que fueron clasificados
como vivos (fluorescencia verde) o como
muertos (fluorescencia roja).

Evaluacion de la morfologia

La morfologia espermatica se evalud
mediante la metodologia de Cabrera y Pantoja
(2012). Sobre un portaobjetos atemperado a
37 °C en una platina térmica, se depositd una
gota de semen y una gota de eosina-nigrosina
(Merck KGaA, Alemania). Ambas gotas se
mezclaron durante 30 sy se realiz6 un exten-
dido el cual se sec6 sobre una platina térmica
a 37 °C. Posteriormente, se evalué la morfo-
logia individual de 100 espermatozoides a
1000X en un microscopio (Axiostar Plus,
Zeiss, Alemania). Los espermatozoides se
clasificaron como normales o anormales, es-
tableciéndose las proporciones de alteracio-
nes morfoldgicas de la cabeza, pieza inter-
media y cola (Santos et al., 2020).

Integridad del acrosoma

Para la evaluacion de la integridad del
acrosoma se uso la sonda fluorescente FITC-
PNA (Sigma-Aldrich, USA), mediante el pro-
cedimiento descrito por Mendoza et al.
(1992). Se realizo6 un extendido con 20 pL. de
semen sobre un portaobjetos, para su fijacion
se utilizo alcohol etilico al 70% dejandolos
secar por 5 min a temperatura ambiente
(~20 °C). Posteriormente, se adicion6 10 uL.
de FITC-PNA sobre el extendido, y se incu-
b6 en la oscuridad durante 30 min. Finalmen-
te, se evaluod el acrosoma de 100 esperma-
tozoides en un microscopio de fluorescencia
(T670Q-PL-FL, AmScope, USA). Se clasi-
ficaron como intactos los acrosomas com-
pletamente fluorescentes de color verde,
mientras que la ausencia de fluorescencia en
la region acrosomal o la presencia de una
banda fluorescente verde en el limite entre el
acrosomay la cubierta pos-acrosomal se cla-
sificaron como acrosomas no intactos.

Diseio Experimental y Analisis Estadis-
tico

Se utiliz6 un disefio completamente al
azar. Se utilizaron 60 pajillas de semen con-
gelado. Para cada repeticion se usaron tres
pajillas, por lo que cada tratamiento cont6 con
20 unidades experimentales Se ajustd un
modelo lineal para cada variable dependien-
te, donde se incluyeron los efectos fijos del
tratamiento y de la muestra. Se evaluo la nor-
malidad de las variables mediante la prueba
de Shapiro-Wilk. Se compararon las medias
por la prueba de Tukey. Se estableci6 un va-
lor p<0.05. Todos los analisis se realizaron
mediante el software SAS v. 9.2 (SAS Inst.
Inc., USA).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos para la movili-
dad y cinética espermatica se presentan en
el Cuadro 1. Se observa que la separacion
espermatica (SLC) influye sobre las carac-
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Cuadro 1. Movilidad y cinética de espermatozoides de Cuniculus paca (n=20)

. Centrifugacion con gradiente de
Variable Control densidid de una cia (SLC)
Movilidad total 30.40+£2.63° 53.30+6.97°
Movilidad progresiva 18.25+ 1.40 16.25 +£2.04
Velocidad media 54.96 £3.17 46.05 +4.49
Velocidad rectilinea 50.55+2.94 43.07+£4.12
Velocidad curvilinea 82.14+4.742 65.11+6.72°"
Amplitud lateral de la cabeza 3.70+0.19 3.29+0.13
Frecuencia de batida 36.92 £0.70 37.47£0.79
indice de rectitud 90.8 + 1.11 93.20 + 0.86
Linealidad 62.05+1.86" 68.90+1.90°
Espermatozoides rapidos 1895+ 1.41 16.85+2.13

Los resultados se presentan como media * error estandar. Las medias con diferentes superindices dentro de una

misma fila presentaron diferencias significativas (p<0.05)

Vitalidad espermatica

Integridad funcional de membrana

Integridad del acrosoma

mSLC m Control
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30
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Figura 1. Evaluacion de la membrana plasmatica de espermatozoides de Cuniculus paca (n=20).
SLC: Centrifugacion con gradiente de densidad de una capa. Los resultados se
presentan como media + error estandar. Las medias con diferentes superindices
dentro de una misma fila indican diferencias significativas (p<0.05)

teristicas de movilidad y cinética de los
espermatozoides congelados y descongelados
de C. paca, dado que SLC produjo mayor
proporcion de espermatozoides moviles tota-
les y lineales, mientras que el control mostro
un valor superior para la velocidad curvilinea
(p<0.05).
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La Figura 1 muestra los resultados de
la evaluacion de los parametros asociados con
laintegridad y funcionalidad de la membrana
plasmatica y acrosomal. Se encontré una
mejora significativa en la proporcion de
espermatozoides viables con el tratamiento
SLC, asi como un incremento en la propor-
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Cuadro 2. Evaluacion morfologica de los espermatozoides de Cuniculus paca (n=20)

Centrifugacion con gradiente de

Variable Control densidad de una capa (SLC)
Anormalidades de cabeza 6.10+0.47 6.90 + 0.67
Anormalidades de pieza intermedia 1.90 + 0.40 2.80+0.38
Anormalidades de cola 3.15+0.46 3.50+0.63
Morfologia normal 88.85+0.96 86.80+1.13

Los resultados se presentan como media + error estandar. No se hallaron diferencias significativas (p>0.05)

cion de espermatozoides con membrana fun-
cional en comparacion con el control. Por otro
lado, la separacion espermatica no influyd
sobre la proporcion de espermatozoides con
acrosoma estructuralmente intacto.

Los resultados para la morfologia
espermatica del semen congelado y descon-
gelado no indican una influencia significativa
del método SLC sobre la proporcion de
espermatozoides de C. paca con alteracio-
nes morfoldgicas de la cabeza, pieza inter-
media y cola, o sobre el total de esperma-
tozoides con morfologia normal (Cuadro 2).

DiScUusION

Los métodos de separacion espermatica
se utilizan para eliminar el plasma seminal, el
crioprotector, los espermatozoides indesea-
bles y los desechos con el fin de mejorar las
caracteristicas de calidad del esperma
(Rodriguez et al., 1997). En la presente in-
vestigacion se halld un incremento de la mo-
vilidad total de los espermatozoides de C.
paca después del uso de un método de sepa-
racion SLC. Otros investigadores han reali-
zado estudios con semen fresco y criopre-
servado de esta especie, y otras especies del
género Cuniculus (también denominado
Agouti) (Hoyos et al.,2001; Mollineau et al.,
2008; Silva et al., 2011). Sin embargo, no se
pudo encontrar estudios equivalentes con la
implementacion de separacion espermatica

o el uso de sistemas computarizados para la
evaluacion de la movilidad y la cinética
espermatica.

Los resultados obtenidos en el presente
estudio muestran la capacidad del método
SLC para separar células moviles de las in-
moviles, siendo la movilidad un parametro que
se ha asociado con la criotolerancia y la fer-
tilidad del semen de otras especies (Davila et
al., 2016; Wasilewska y Fraser, 2017). Sin
embargo, la progresividad de los esperma-
tozoides no se vio influenciada por el método
de separacion; aunque puede considerarse
que los valores para este parametro en se-
men descongelado de C. paca fueron satis-
factorios, tomando como referencia el resul-
tado de MP del 12%, reportado en un estudio
previo de Mollineau et al. (2010).

El efecto favorable observado en la
linealidad de los espermatozoides por la se-
paracion SLC, genera interés considerando
que dicho parametro se ha asociado con la
progresion de los espermatozoides a través
del tracto reproductivo de la hembra
(Grieblova et al., 2017); asi como con la ca-
pacitacion espermatica y la penetracion de
las barreras de fertilizacion que rodean al
ovocito, como las capas de células del ciimu-
lo y la zona pelucida (Gadea, 2005). Sin em-
bargo, la reduccion observada en VCL es
contraria al mejoramiento esperado en la
cinética espermatica posterior al desarrollo
de procesos de separacion con coloides
(Macias-Garcia et al., 2009). Respecto al
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método de separacion seleccionado, se ha
encontrado en estudios con semen de otras
especies, que el uso de Cushion Fluid para la
separacion SLC, produce mejores resultados
en la movilidad y cinética espermatica, que
otros productos para SLC y métodos alter-
nativos de separacion por centrifugacion con
gradientes de densidad (DGC) (Nicolas et al.,
2012; Varela et al., 2015).

El método de separacion permitio obte-
ner muestras de semen con mayor propor-
cién de espermatozoides con membrana
plasmadtica integra a nivel funcional y estruc-
tural (vitalidad) (Figura 1). Resultados simi-
lares han sido reportados en bovinos (Arias
et al., 2017) y bufalos (Abbel-Razek et al.,
2017) con otros métodos de separacion
espermatica. Dicho efecto se atribuye a la
capacidad de la separacion con coloides para
eliminar aquellos espermatozoides muertos o
con alteraciones que pueden afectar a los
demas espermatozoides, reduciendo su via-
bilidad (Johannisson et al., 2009). Sin embar-
£0, se conoce que los espermatozoides redu-
cen su viabilidad e integridad funcional de
membrana durante la criopreservacion (Koz-
drowski et al., 2006). En el presente estudio
estos parametros estuvieron por debajo del
40%, en comparacion con estudios con se-
men fresco, con resultados de vitalidad de
73.7% (Mollineau et al., 2008), de 66.0%
(Ferraz et al., 2011) y de 83.8% (Santos et
al., 2020); asi como de integridad funcional
de membrana de 42.0% (Ferraz et al.,2011).

Solo los espermatozoides con acrosomas
intactos normales pueden sufrir la reaccion
acrosomica, que es esencial para que los
espermatozoides penetren en la zona peliicida
(Abbel-Razek et al., 2017). Una muestra de
esperma normal debe contener una alta pro-
porcién de espermatozoides con acrosomas
intactos capaces de sufrir reaccion acroso-
mica después de la incubacion en condicio-
nes de capacitacion (Takahashi et al., 1992).
En el presente estudio se encontrd un alto
porcentaje de espermatozoides con acrosoma
intacto, sin diferencias entre las muestras
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sometidas a separacion SLC respecto al con-
trol. De forma contraria, se ha reportado que
al seleccionar espermatozoides bovinos en
una columna de Percoll se acelera el proce-
so de reaccion acrosémica (Gardon et al.,
2001), mientras que, en equinos se reportd
que el método SLC con Cushion Fluid es su-
perior a otros métodos de separacion para la
obtencion de espermatozoides con acrosomas
intactos (Varela et al., 2015).

La centrifugacion utilizada en los méto-
dos de separacion puede ocasionar dafios en
los espermatozoides (Johannisson et al.,
2009). Asi mismo, se conoce que los
espermatozoides de los roedores son muy
sensibles a las fuerzas centrifugas, que pue-
den causar o promover dafios mecanicos,
estructurales, cambios en el acrosoma, y una
reduccion sustancial de la motilidad (Silva et
al., 2011). El Cuadro 2 muestra que en el
presente estudio no se presentaron alteracio-
nes en la morfologia espermatica, pero tam-
poco hubo una mejora en la proporcion de
espermatozoides morfologicamente normales
obtenidos a través del método de separacion
SLC, como se ha reportado en otros estudios
(Cunha dos Santos et al., 2017). Sin embar-
g0, los resultados obtenidos en este estudio
fueron mayores a los reportados por Santos
et al. (2020) con 73% de espermatozoides
normales en semen epididimal de C. paca.
En ambos estudios, la mayor proporcion de
anormalidades se present6 en la cabeza de
los espermatozoides.

CONCLUSIONES

La centrifugacion con gradiente de den-
sidad de una capa (SLC) de semen congela-
do-descongelado de Cuniculus paca permi-
te obtener muestras con caracteristicas de
calidad espermatica superiores (movilidad,
linealidad e integridad estructural y funcional
de membrana plasmatica), lo que podria fa-
vorecer su utilizacion en procesos de conser-
vacion de la especie mediante métodos de
reproduccion asistida.
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