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Obtención y criopreservación de espermatozoides de Chinchilla lanigera.

Ponzio M.F., Martini A.C., Busso J.M., Ponce A.A, Ruiz R.D. y Fiol de Cuneo M.

Instituto de Fisiología, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Córdoba, Argentina

Obtención de espermatozoides:

Nuestro grupo de trabajo se ha dedicado en los últimos años al estudio de la fisiología reproductiva de Chinchilla lanigera, una especie de alto valor pecuario y en peligro de extinción en su hábitat natural. 

Algunas de las técnicas de reproducción asistida comúnmente utilizadas en la producción de animales domésticos son la inseminación artificial, la fertilización in vitro, la transferencia de embriones, la inducción de la ovulación y la criopreservación de gametas.

El contar con una fuente de espermatozoides viables constituye sin duda, un paso esencial para la aplicación de estos procedimientos. Los métodos más utilizados para la obtención de espermatozoides de animales de granja incluyen: vagina artificial, electroeyaculación y extracción a partir de epidídimo caudal. La ventaja de los dos primeros procedimientos es que permiten obtener muestras seminales del mismo individuo repetidas veces, evitando así la necesidad de sacrificar ejemplares con alto valor genético y/o económico.

La electroeyaculación se logra colocando un electrodo bipolar en el ano del animal, sobre la inervación dorsal de las glándulas sexuales, aplicando breves descargas eléctricas de manera rítmica y con una intensidad variable según la especie con la que se trabaje. El animal puede estar consciente o anestesiado.
Entre las características del método de electroeyaculación desarrollado en nuestro laboratorio podemos mencionar que: 

- se logra un 99 % de efectividad en la obtención de la muestra seminal

- es totalmente seguro para el animal 

- no posee efectos secundarios (se logra con voltajes muy bajos)

- puede ser utilizado repetitivamente en un mismo animal

- se puede aplicar fuera del laboratorio

- puede ser aplicado en animales concientes o anestesiados

- la calidad de las gametas obtenidas es excelente, lo que permitiría su utilización en técnicas de reproducción asistida.

Correspondencia: Biol. Marina F Ponzio. Instituto de Fisiología, Santa Rosa 1085 (X5000ESU), Córdoba, Argentina. Tel/fax: 54-0351-4332019. mponzio@mater.fcm.unc.edu.ar 

Una vez obtenida la muestra 
se procede a realizar un análisis completo de la calidad seminal. 

Esta técnica, si bien debe ser realizada por personal capacitado, puede ser actualmente utilizada en criaderos para la evaluación de machos con problemas reproductivos o para la certificación de la calidad seminal de un macho a ser vendido como reproductor.

Criopreservación de espermatozoides:

El procedimiento para la criopreservación, consiste básicamente en: a) la mezcla del semen con medios o soluciones que protegen a las células de bajas temperaturas (medio crioprotector), b) el enfriamiento gradual hasta algunos grados bajo cero, c) el almacenamiento a temperaturas de entre -80°C y -196,5°C y d) el descongelamiento, dilución y remoción de los agentes crioprotectores, con el retorno al medio de incubación elegido. Las fases  críticas en el procedimiento son el enfriamiento inicial y el retorno a la temperatura fisiológica.

Los agentes que constituyen un buen medio crioprotector deben tener las siguientes características: a) abastecer nutrientes como fuente de energía (azúcares); b) proteger contra el efecto dañino del enfriamiento rápido (glicerol y yema de huevo); c) proporcionar un buffer para prevenir los cambios bruscos en el pH (sales) ; d) inhibir el crecimiento bacteriano (antibióticos); f) proteger a las células espermáticas durante el descongelamiento. 

A pesar de la presencia del medio crioprotector, luego del descongelamiento, se reducen la motilidad y el número de células viables en la muestra. Asimismo, las temperaturas a las que las gametas son almacenadas influyen de manera significativa en la sobrevida de las mismas y el almacenamiento puede realizarse por períodos indefinidos (en nitrógeno líquido a -196ºC) o definidos (en heladera a 4ºC) de tiempo.

La resistencia de las gametas ante el proceso de congelamiento es una característica propia de cada especie, por lo que los medios crioprotectores deben ser desarrollados para cada especie en particular. En nuestro laboratorio hemos desarrollado un medio crioprotector optimo para la preservación de espermatozoides de chinchilla a diferentes temperaturas.

En la Figura 1 se ilustran algunos parámetros que reflejan la actividad funcional de espermatozoides de chinchilla antes y después de la criopreservación en nitrógeno líquido.

Como puede observarse, los parámetros evaluados reflejan una alta calidad en la actividad funcional
 de las gametas recién obtenidas mediante electroeyaculación. Luego del descongelamiento, dicha calidad decrece significativamente; sin embargo se mantiene en niveles satisfactorios para su utilización en técnicas de reproducción asistida. 

Los resultados obtenidos en pruebas de preservación de espermatozoides de chinchilla a 4 ºC (heladera) se ilustran en la Figura 2. 

Como puede observarse, los parámetros evaluados se mantienen de forma satisfactoria por más de 72 hs en estas condiciones de almacenamiento.

Este hecho es particularmente útil en los casos en los que no se dispone un termo de nitrógeno líquido. Por lo tanto, una vez obtenida la muestra de semen se podría preservar las gametas por más de 3 días sin daños significativos al material espermático, hasta el momento propicio para su utilización en técnicas de reproducción asistida.
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Figura 1: Efecto de la criopreservación a -196ºC (nitrógeno líquido) sobre la actividad funcional de espermatozoides de chinchilla.





Figura 2: Efecto de la preservación a 4ºC (heladera) sobre la actividad funcional de espermatozoides de chinchilla.








� Actividad funcional espermática: puede ser evaluada mediante la cuantificación de parámetros que reflejan la calidad de una muestra de semen. Entre ellos se incluyen el porcentaje de espermatozoides móviles, vivos e íntegros (luego de incubación en una solución hipoosmótica, que produce acumulación de agua en el citoplasma y refleja la integridad funcional de la membrana celular).
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