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INTRODUCERE

Crioconservarea materialului seminal este o metoda utilizatd pe scara largd la
insdmantarile artificiale, deoarece faciliteazd diseminarea materialului genetic valoros
chiar si pentru turme mici de animale, ceea ce duce la cresterea calitatii fondului genetic.
Materialul seminal congelat ambalat in diferite forme (paiete, fiole de sticld sau pastile) a
devenit metoda universal acceptatd de stocare si transfer genetic la ovine si caprine,
procedurd care depinde de mentinerea activitdtii functionale a spermatozoizilor
(viabilitatea si capacitatea de fertilizare). In procesul de congelare are loc oprirea oricarei
activitati biologice pana la decongelare (Jondet, 1972). Etapa de decongelare readuce
celula spermaticd la temperatura corporald, cu reactivarea metabolismului, astfel ca,
decongelarea trebuie facutd cu grija, pentru a evita deteriorarea ei (Bearden si colab.,
2004). Pana in prezent au fost efectuate numeroase studii pentru a determina temperatura si
durata optima de decongelare, crescand in felul acesta interesul privind cunoasterea vitezei
de decongelare adecvate care poate da cel mai mare procent de spermatozoizi viabili dupa
procesul de decongelare (Pace si colab., 1981; Dhami si Sahni, 1993). Bearden si colab.
(2004) definesc procesul de decongelare a materialui seminal stocat in paiete ca fiind
viteza de decongelare a acestuia la o anumitd temperaturd, intr-un anumit interval de timp.
Interactiunea diversilor factori In procedurile de decongelare afecteaza motilitatea spermei
dupa decongelare, cum ar fi tipul de diluant, concentratia de glicerol, modul de ambalare a
materialului seminal, viteza de racire, manipularea materialului seminal pe parcursul
procedurii de crioconservare (Rodriguez si colab., 1975), precum si conditiile
experimentale, cum ar fi dotarile disponibile, aparatura si reactivii, ce variaza de la o tara la
alta ori chiar de la o zona la alta (Vishwanath si Shannon, 2000; Thibier si Wagner, 2002).
Astfel, metodele de congelare si decongelare ale materialului seminal ar trebui sa fie
examinate in functie de fiecare specie si rasa (Hayashi si Isobe, 2005).

Chiar daca distrugerile criogenice de baza pot fi morfologice si duc la disfunctia
celulard, stresul fizic suferit de membrana spermatica in timpul procesului de congelare
trebuie sd fie considerat ca factor limitant in realizarea unei fecunditati acceptabile (Pesch
si Bergmann, 2006). Chiar daca motilitatea spermei si evaluarile morfologice pot fi folosite
ca metode rapide de analiza a unei probe de material seminal decongelat, aceste teste nu
pun in evidentd modificdrile morfologice in cazul defectelor de marime nanometrica

(Crespilho si colab., 2006). Diferite zone ale membranei plasmatice a celulei spermatice



joaca roluri diferite in functionarea si supravietuirea celulei spermatice. Componentele
structurale ale capului, piesei intermediare si flagelului raspund diferit la socul termic si
osmotic in timpul conservarii prin refrigerare sau congelare (Nagy si colab., 1999).
Folosirea microscopiei electronice de transmisie (TEM) ca metoda pentru evaluarea
calitativa a materialului seminal, favorizeaza stabilirea unui diagnostic complementar
precis al capacitatii fertilizante a acestuia.

Crioconservarea modificd capacitatea comportamentald si  functionald a
spermatozoizilor, ceea ce duce la reducerea motilitdtii si capacitatii acestora de a traversa
cervixul, precum si la scaderea viabilitatii lor in tractul reproductiv femel (Salamon si
Maxwell, 1995). Aceste modificari duc frecvent la obtinerea unui nivel inacceptabil de
scazut al fertilitatii la oile si caprele inseminate cu spermd congelata (Gillan si colab.,
1999). De aceea, se impune gasirea unor noi procedee menite s imbunatateasca calitatea
spermatozoizilor crioconservati. Iradierea spermatozoizilor cu ajutorul unui laser cu Heliu-
Neon (He-Ne) este o metoda noud prin care efectul foto-stimulativ al iradierii cu laser a
diferitelor sisteme biologice este demonstrat (Lubart si Breitbart, 2000). De exemplu, la
celulele somatice, iradierea stimuleaza eliberarea factorului de crestere al fibroblastilor (Yu
si colab., 1994) si accelereaza mitoza acestora (Lubart si colab., 1992a), regenereaza
musculatura scheletica si repard tesutul osos (Bibikova si colab., 1994). Iradierea cu laser
He-Ne poate Tmbunatiti, de asemenea, potentialul fertilizant al spermei, prin accelerarea
transportului Ca®* prin membrana mitocondriilor spermatice precum si prin membrana
plasmatica a celulelor spermatice iradiate (Lubart si colab., 1992b, 1997; Breitbart si
colab., 1996; Ocana-Quero si colab., 1997; Cohen si colab., 1998). in mitocondriile izolate
iradierea cu laser He-Ne induce o crestere a potentialului electrochimic si o sintezd
suplimentard de ATP la nivelul mitocondriilor care produc mai multd energie si
influenteazd pozitiv motilitatea spermei (Passarella si colab., 1984). De asemenea si alti
metabolice (Ruiz-Pesini si colab., 2000; Corral-Baqués si colab., 2005, 2009). A fost
demonstrat cd iradierea cu laser a imbunatatit calitatea spermei refrigerate la iepuri si
curcani (Iaffaldano si colab., 2005; Iaffaldano si colab., 2010).

Literatura de specialitate ofera date putine si uneori contradictorii privind metodele
de imbunatatire a calitatii spermei de berbec si tap si mai ales foarte putin sustinute sub
aspect morfologic, cunoscand faptul ca, orice celuld care nu are membrana celulara integra
este condamnati la moarte. In acest context s-au stabilit obiectivele de cercetare ale

prezentei teze de doctorat.



Obiectivele cercetarilor au fost:
* determinarea procedurii optime de decongelare, in scopul de a cunoaste viteza de
decongelare adecvata care poate da cel mai mare procent de spermatozoizi viabili dupa
decongelare;
+ evaluarea relatiei dintre aceastd tehnicd de decongelare si supravietuirea in timpul
incubarii la 37 °C a celulelor spermatice decongelate;
* stabilirea modificarilor ultrastructurale dupa congelarea-decongelarea spermatozoizilor
de berbec la diferite viteze de decongelare (temperatura, timp) si corelatiile dintre acestea
s1 parametrii citologici;
* investigarea ipotezei conform careia iradierea cu laser, in diferite doze de energie de
iradiere (3.96 si 6.12 J/cm?) poate imbunititi indicii spermatici si criobiologici ai spermei
de berbec si tap dupa procesul de congelare-decongelare;
* testarea in vivo a spermei decongelate de berbec si tap, dupa Imbunatatirea calitatii prin

decongelare ultrarapida si iradiere cu laser.

Cuvinte cheie: membrand celularda spermaticd, citometrie in flux, TEM, laser He-Ne,

functie mitocondriald, motilitate, viabilitate

Teza de doctorat cuprinde:
Partea generald este alcatuita din doua capitole Tnsumand 28 de pagini si 4 figuri.
Partea personald alcatuitd din trei capitole insumand 111 de pagini, 336 referinte

bibliografice, 91 figuri, 11 tabele si 4 grafice.

Nota: Tabelele si figurile inserate in rezumatul tezei de doctorat pastreazd numerotarea

originala din teza. Cuprinsul din rezumat este cel regasit in cadrul tezei de doctorat.
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Partea I. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Capitolul 1. MEMBRANA PLASMATICA

Acest capitol este structurat in cinci subcapitole ce analizeaza aspecte ce tin de
morfologia si structura membranei plasmatice, fluiditatea membranei plasmatice, structura
membranie celulei spermatice, dinamica organizarii membranei celulei spermatice si

deteriorarea membranei plasmatice a celulei spermatice in procesul de crioconservare.

Capitolul 2. METODE MODERNE DE EVALUARE A INTEGRITATII
MEMBRANEI PLASMATICE

Acest capitol este structurat in douad subcapitole ce au ca scop descrierea
principalelor metode moderne de evaluare a integritatii membranei plasmatice, si anume,

citometria in flux si microscopia electronica de transmisie (TEM).

PARTEA A II-A CERCETARI PERSONALE

Capitolul 1. MATERIALE SI METODE

Cercetarile stiintifice s-au realizat in cadrul Laboratorului de Reproductie si
Biotehnologii din cadrul Institutul de Cercetare-Dezvoltare pentru Cresterea Ovinelor si
Caprinelor Palas, Constanta, si in Laboratorul de Biologie Celulard al Facultatii de Stiinte
ale Naturii s1 Stiinte Agricole din cadrul Universitatii “Ovidius” din Constanta sub
indrumarea prof.univ.dr. Zamfirescu Stela si a prof.univ.dr. Dragomir Coprean.

In cadrul acestui capitol am descris principalele metode utilizate in cadrul

experimentelor, divizate 1n:

-  metode optice de analiza: aprecierea motilitatii spermatozoizilor, integritatea
structuralda a membranelor plasmatice, viabilitatea (folositd pe teren exclusiv
pentru experimentul 6) si integritatea functionald a membranei plasmatice;

- metode de citometrie in flux: determinarea viabilitatii celulelor spermatice prin
citometrie in flux, evaluarea functiei mitocondriale prin citometrie in flux cu

Rodamina (R123);



- metode de microscopie electronica de transmisie: metodda de evaluare
morfologicd a materialului seminal de berbec brevetata;

- iradierea cu laser: energizarea probelor cu ajutorul unui laser cu He-Ne;

- analiza statistica a datelor experimentale: utilizarea programului statistic SPSS

IBM, versiunea 17.

Capitolul 2. REZULTATE SI DISCUTII

Experiment 1. Efectul variatiei temperaturii si timpului de decongelare asupra
calitatii materialului seminal congelat-decongelat de berbec

Obiective:

* determinarea procedurii optime de decongelare, in scopul de a cunoaste viteza de
decongelare adecvata care poate da cel mai mare procent de spermatozoizi viabili dupa
decongelarea materialului seminal de berbec;

» evaluarea relatiei dintre aceastd tehnicd de decongelare si supravietuirea celulelor
spermatice dupa decongelare pe timpul incubarii la 37 °C.

Animale: s-au recoltat probe de sperma de la 5 berbeci adulti de rasd Merinos de
Palas, cu fertilitate cunoscutd. S-a prelucrat un numar total de 86 ejaculate. Materialul
seminal a fost crioconservat in paiete fine de 0.25 ml. Decongelarea s-a facut pe baie de
apa.

Ca variante de decongelare au fost testate:
- decongelarea la 90°C, timp de 2 secunde
- decongelarea la 75°C, timp de 5 secunde
- decongelarea la 75°C, timp de 10 secunde
- decongelarea la 50°C, timp de 30 secunde
- decongelarea la 39°C, timp de 120 secunde
Rezultate si discutii
Obiectivul cercetdrilor a fost acela de a determina experimental influenta unor
factori (timp si temperaturd) de decongelare diferiti asupra unor parametri citologici ai
celulei spermatice dupa decongelare, in scopul stabilirii unei variante optime care sa
afecteze cat mai putin celula pe parcursul acestui proces.
In acest sens materialul seminal crioconservat a fost decongelat prin 5 variante si s-

au analizat activitatea mitocondriala, viabilitatea celulara (prin citometrie in flux),



motilitatea si integritatea functionalda a membranei plasmatice (testul HOST). De
asemenea, viabilitatea a fost studiata pe parcursul a trei ore dupd decongelare.

Se observd ca cele mai bune valori ale motilitatii (tabel 2) s-au obtinut prin
decongelarea paietelor la 50°C timp de 30 de secunde. Decongelarea la 39 °C timp de 120
neexistand diferente semnificative statistic. Cresterea temperaturii de decongelare conduce
la scaderea motilitatii. Atat la 75°C, in cele 2 variante de timp, cat si la 90° C s-au
inregistrat valori semnificativ mai mici comparativ cu primele 2 variante de decongelare (p
<0,05).

Tabel 2 Variatia parametrilor calitativi ai materialului seminal decongelat prin diferite

metode

Caracteristicile materialului seminal
Temperatura si | N (nr.

timpul de de Activitate
Motilitate | Viabilitate
decongelare probe) mitocondriala HOST (%)
(%) (%) %)
(4

Decongelare la
39°C timp de 12 39 +2.08* | 45.61 £1.83* | 37.03 +£1.66% 38.97 £ 1.84%
120"

Decongelare la
50°C timp de 12 45 £2.24* | 52.47 £2.25* | 40.66 +£2.36° 46.35 +2.55%
30"

Decongelare la
75°C timp de 12 20+ 1.83% | 27.16 + 1.86" 22.07 £2° 19.3 £2.07°
10"

Decongelare la

75°C timp de 5"

12 30+1.83° | 34.48 +1.82° | 28.52+1.81° 31.97 £ 1.41°

Decongelare la

90°C timp de 2"

12 10+1.299 | 15.34 +1.32¢ 7.1 £1.37¢ 11.36 + 1.364

“d jterele diferite pe aceeasi coloani indici o diferentd semnificativa statistic (p < 0.05)

Procentul de spermatozoizi viabili (tabelul 2) indica faptul ca decongelarea la 50° C
timp de 30 de secunde si la 39° C timp de 120 de secunde conduce la obtinerea unor

viabilitati superior semnificative statistic (p <0.05) fatd de cazul decongelarii la 75° C si
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90° C. Decongelarea la 75° C conduce la rezultate semnificativ crescute pentru un timp de
5 secunde fata de 10 secunde.

Rezultate similare s-au obfinut §i pentru integritatea functionald a membranelor
(testul HOST). Cele mai bune rezultate s-au obfinut pentru temperaturile de 50° C,
respectiv 39° C, valorile fiind semnificativ mai mari (p<0.05) fata de celelalte variante.

Citogramele biparametrice (talie celulard/densitate) (figurile 12, 13, 14, 15 si 16)
evidentiaza prezenta a 4 subpopulatii:

- subpopulatia 1, marcheaza spermatozoizii morti, colorati in rosu cu iodura de propidiu;

- subpopulatia 2, marcheaza spermatozoizii viabili, colorati in verde cu SYBR-14;

- subpopulatia 3, coloratd in albastru, include alte particule si nu a fost luatd in calcul,
deoarece nu reprezinta o populatie spermatica;

- subpopulatia 4, spermatozoizi care prezinta o dubla coloratie cu ambii fluorocromi, apar

mov si sunt considerati "muribunzi".

Figura 12 (originala). Analiza comparativa prin tehnica graficului dot-plot de identificare
simultand a celulelor, unde fiecare celuld este reprezentatd printr-un punct, iar un nor de
celule prezinti caracteristici apropriate, la spermatozoizii decongelati la 39° C timp de 120

de secunde



In cazul studierii activititii mitocondriale au fost analizate comparativ evaluarile
citometrice ale spermatozoizilor din cele 5 variante experimentale. Citogramele
biparametrice (figurile 17, 18, 19, 20 si 21) evidentiaza prezenta a 4 subpopulatii:
subpopulatia de spermatozoizii morti, care reprezintad spermatozoizii marcati cu iodura de
propidiu; subpopulatia 2, coloratd cu Rodamind 123 si care reprezintd spermatozoizii cu
activitate mitocondriala normald; subpopulatia 3, care prezintd o dubla coloratie, cu ambii
fluorocromi; subpopulatia 4, care include alte particule, aceasta nefiind luatd in considerare

la interpretarea rezultatelor.

Figura 18 (originald). Analiza comparativa prin tehnica cadranelor de identificare
simultand a celulelor cu activitate mitocondriala normala (cadranul din dreapta jos), celule
moarte (cadranul din stanga sus) si muribunde (dublu pozitive, cadranul din dreapta sus) si
a populatiei nonspermatice (cadranul din stAnga jos) la spermatozoizii decongelati la 50° C

timp de 30 de secunde.

In ceea ce priveste variatia in timp a viabilititii materialului seminal incubat pe baie
de apa la 37° C se constatd o scadere constantd de aproximativ 6 -7 procente pe parcursul
celor trei ore de incubare pentru temperaturile de 39° C, respectiv 50° C (tabel 3). Pentru

celelalte variante scdderea este mai pronuntatd, pana la 10 procente pe ora.

10



Tabel 3. Variatia in timp a viabilitdtii materialului seminal incubat pe baie de apd la 37° C

(%)
Viabilitatea materialului seminal incubat pe
Temperatura si timpul de | N (nr. de baie de apa la 37° C (%)
decongelare probe)
1 ora 2 ore 3 ore
Decongelare la 39° C timp
12 4094 + 1.8* | 33.04 £1.85* | 27.02 £ 1.94%
de 120"
Decongelare la 50° C timp
12 46.45 £2.65* | 41.73 £2.84* | 3454 +2091°
de 30"
Decongelare la 75° C timp
12 22.02+1.94° | 11.95+1.87" | 528 +1.78
de 10"
Decongelare la 75° C timp
12 26.22 + 1.37° | 17.14 £ 1.36¢ 9.32 £1.3°
de 5"
Decongelare la 90° C timp
o2 12 9.3 +1.39¢ 2.07 +£0.8¢ 09
e "

“d iterele diferite pe aceeasi coloand indicd o diferentd semnificativi statistic (p < 0.05)

Rezultatele studiului de fata au ardtat ca cel mai bun procent de supravietuire il ofera
decongelarea la 39° C timp de 120 de secunde si cea la 50° C timp de 30 de secunde
pentru o perioada de 3 ore de incubare pe baie de apd la 37° C
Concluzii

Folosirea tehnicilor de citometrie in flux conduce la rezultate mult mai exacte
datorita numarului mare de celule analizate.

Decongelarea paietelor fine cu material seminal de berbec la temperaturi de 50° C,
respectiv 39° C conduce la obtinerea unor valori semnificativ mai mari ale activitatii

.....

cu celelalte variante de decongelare.

Experiment 2. Variatia temperaturii si timpului de decongelare asupra
ultrastructurii celulei spermatice crioconservate de berbec

Obiectivul cercetarilor a fost stabilirea modificarilor ultrastructurale dupa congelarea-
decongelarea spermatozoizilor de berbec la diferite conditii de decongelare (temperatura,

timp) si corelatiile dintre aceste conditii si parametrii citologici.
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Probele de material seminal congelate-decongelate din variantele experimentale au
fost prelucrate si analizate din punct de vedere ultrastructural prin microscopie electronica
de transmisie. Probele s-au prelucrat prin metode uzuale, respectiv prefixare Tn tampon
cacodilat cu glutaraldehida 2.7%, fixare in acid osmic, deshidratare in bai seriate de alcool
si includere in rasini epoxidice. Sectiunile fine s-au colorat dublu cu acetat de uranil si
acetat de plumb, dupa care s-au examinat la un Microscop Philips 320M.

Evaluarea sectiunilor

Celulele spermatice au fost evaluate sub aspectul integritatii membranei plasmatice
la toate nivelurile celulei. Au fost examinate sectiuni transversale si longitudinale la nivelul
piesei principale si a piesei intermediare a flagelului si sectiuni sagitale prin capul
spermatozoidului.

Rezultate si discutii

Rezultatele cercetarilor noastre privind integritatea membranei plasmatice la nivelul

flagelului si a capului celulei spermatice si integritatea acrozomului sunt prezentate in

tabelul 4.

Tabel 4. Integritatea membranei plasmatice si a acrozomului (%, mediexes, n=10), dupa

decongelare

Membrana plasmatica
Varianta n Acrozom
Cap Flagel

1. Decongelare la 39° C
timp de 120"

10 | 41.59 £2.56" | 44.25+3.12* | 46.99 +2.39°

2. Decongelare la 50° C
timp de 30"

10 46.21 £1.79* | 53.12+£2.72* | 60.02+4.52°

3. Decongelare la 75° C
timp de 10"

10 24.66 +1.23% | 28.03 +1.85° | 27.86 + 1.42°

4. Decongelare la 75° C
10 | 29.04 £2.19° | 34.16 +1.62° | 37.92 +3.23¢
timp de 5"

5. Decongelare la 90° C
10 12.66 £0.78¢ | 1525+ 1.65¢ | 17.23 £ 0.83¢
timp de 2"

“dLiterele diferite pe aceeasi coloand indicd o diferentd semnificativa statistic (p < 0.05)
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1. Ultrastructura spermatozoizilor de berbec, congelati-decongelati la 39° C timp de
120 de secunde

In general toate sectiunile la nivelul capului prezinti membrane cu un aspect normal
si un procent de 41.59% dintre celule prezintd membrane plasmatice integre la nivelul

capului (Plansa 1).

Plansa 1

Figura 22 (originald). Sectiune sagitala la Figura 25 (originala). Sectiune
nivelul capului (x18000), acrozomul confine longitudinald prin piesa intermediara
0 matrice acrozomald cu aspect de joasa (x70000). Mitocondrii (M) normale cu
densitate, in care se observa “perforatorul” criste vizibile si MP atasatd strans de
suprafata lor ({,), filament axial (FA).

2. Ultrastructura spermatozoizilor de berbec, congelati-decongelati la 50° C

Se constata ca, cele mai multe deteriorari membranare apar tot la nivelul capului ca
si In cazul primei variante experimentale (decongelare la 39° C timp de 120 de secunde),
desi diferentele fatd de deteriordrile flagelului sunt destul de mici sau moderate.
Membranele fenestrate apar la 46% dintre spermatozoizii decongelati la 50° C (plansele
251 3).

La nivelul piesei intermediare si principale, deteriordri apar la 49% dintre celule.

Acrozomul prezinta o structura intacta la 60% dintre celule (figura 28).
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Plansa 2 si Plansa 3

Figura 28 (originald). Celule spermatice de Figura 30 (originala). Ultrastructura

berbec, congelate- decongelate la 50° C membranelor intacte balonate (x87000).

(x18000). Piesa intermediard (1), piesa Nucleu (N), Piesa terminalé. (PT), Varf coagla

principala (2) si piesa terminala (3). (VC)’ Membrana plasmatlcé (MP),  Spatiu
’ intermembranar (*), Spatiu extracelular (**).

3. Ultrastructura spermatozoizilor congelati-decongelati la 75° C timp de 5 secunde si
10 secunde

Decongelarea la 75° C, atat pentru perioada de 5 secunde, cat si pentru 10 secunde,
conduce la rezultate semnificativ mai mici fatd de decongelarea la 39° C respectiv 50° C.
Rezultate mai bune s-au obtinut in cazul decongelarii timp de 5 secunde. (Plansa 4).

La nivelul flagelului, membrana plasmaticd are un aspect zimtat, este ruptd si
detasata partial sau total (Plansa 4).

Plansa 4

- o

Figura 33 (originald). Celule spermatice de Figura 36 (originald). Sectiune longitudinala
berbec, decongelate la 75° C timp de 5 prin capul celulei spermatice de berbec in
secunde (x8500). Piesa intermediara (1) si piesa zona acrozomalid (x65000). Vezicule (V),
terminald (3). zone albe (ZA).
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4. Ultrastructura spermatozoizilor congelati-decongelati la 90° C timp de 2 secunde
In cazul decongelirii la 90° C s-au obtinut rezultate semnificativ statistic mai mici
comparativ cu restul variantelor. Numai 12.66% dintre celule prezinta membrane
plasmatice integre la nivelul capului si 15.25% la nivelul flagelului (Plansa 5, figurile 37-

42). Acrozomul are o structura intacta la numai 17.23% dintre celule.

Plansa S

Figura 37 (originala). Celule spermatice Figura 42 (originald). Sectiune prin flagel

de berbec decongelate la 90° C timp de 2 la nivelul Inelului lui Jensen (x50000).

secunde (x23500). Piesa intermediara (1) si Piesa intermediara (1) si piesa principald

piesa principala (2). (2). Invelis proteic (I.P.), filament axial
(FA)

CONCLUZII

Congelarea—decongelarea conduce la alterari ale membranei plasmatice ce includ
ruperea acesteia, in special la nivelul capului, si detasari sau vacuolizari ale membranei la
nivelul capului si flagelului. Analiza microfotografiilor aratd ca acrozomii au fost doar
partial afectati de congelare-decongelare. Desi multe celule prezintd un acrozom balonat,
membrana acrozomald internd este intactd. Membrana plasmaticd prezintd mai multe
modificari degenerative la nivelul capului comparativ cu flagelul.

Rezultatele privind gradul de afectare a membranei plasmatice in urma congelarii-
decongelarii in diferite conditii aratd ca cele mai bune rate de decongelare sunt
decongelarea la 39° C timp de 120 de secunde si decongelarea la 50° C timp de 30 de

secunde.

Experiment 3. Efectul variatiei temperaturii si timpului de decongelare asupra
calitatii materialului seminal congelat-decongelat de tap
Acest studiu are ca obiectiv de a determina procedura optimd de decongelare, in

scopul de a cunoaste viteza de decongelare adecvata care poate da cel mai mare procent de
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spermatozoizi viabili dupa decongelare si de a evalua relatia dintre aceastd tehnica de
decongelare si supravietuirea spermei dupa decongelare in timpul incubarii la 37 °C.
Animale: s-au recoltat probe de sperma de la 5 tapi adulti de rasd Saanen cu fertilitate
cunoscutd. S-a prelucrat un numar total de 78 ejaculate. Materialul seminal a fost
crioconservat 1n paiete fine de 0.25 ml.
Ca variante de decongelare au fost testate:
- decongelarea la 39°C, timp de 120 secunde
- decongelarea la 50°C, timp de 30 secunde
- decongelarea la 75°C, timp de 10 secunde
- decongelarea la 75°C, timp de 5 secunde
- decongelarea la 90°C, timp de 2 secunde
Rezultate

Obiectivul cercetarilor a fost acela de a determina experimental influenta unor factori
(timp si temperaturd) in procesul de decongelare privind unii parametri citologici ai celulei
spermatice dupa decongelare, in scopul stabilirii unei variante optime care sa afecteze cat

mai putin celula pe parcursul acestui proces.

Tabel 5. Variatia parametrilor calitativi ai materialului seminal decongelat prin diferite

metode
) Caracteristicile materialului seminal
Temperatura s1 N (nr.
timpul de de Activitate
decongelare probe) MO(t(lyll)tate Vlalat;gtate mitocondriala  HOST (%)
(%)

Decongelare la 39°
C timp de 120"

Decongelare la 50°
C timp de 30"

Decongelare la 75°
C timp de 10"

Decongelare la 75°
C timp de 5"

Decongelare la 90°
C timp de 2"

12 37+1.122 4329 +1.23* 3516 +1.66* 36.25+1.47*
12 41 £2.18* 50.69 £2.38* 40.02+2.17* 42.61 +3.17°
12 19+1.33% 23.33+1.32° 21.29+231°> 21.36+2.22°
12 28 £ 1.46° 31.55+1.53° 2634+157° 30.23+1.79¢

12 12+1.679 14.75+1.26% 822+1.29° 11.21+1.28¢

“d jterele diferite pe aceeasi coloani indici o diferentd semnificativa statistic (p < 0.05)
In acest sens materialul seminal crioconservat a fost decongelat prin 5 variante si s-

au analizat motilitatea, viabilitatea celularda (prin citometrie in flux), activitatea
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mitocondriala (prin citometrie in flux) si integritatea functionald a membranei plasmatice
(testul HOST). De asemenea, viabilitatea a fost studiatd pe parcursul a trei ore dupa
decongelare.

Motilitatea: in tabelul 5 sunt prezentate valorile motilitatii spermatice. Se observa ca cele
mai bune valori s-au obtinut prin decongelarea paietelor la 50° C timp de 30 de secunde.
Decongelarea la 39° C timp de 120 de secunde a condus, de asemenea, la o valoare
crescuta a motilitatii, Intre cele 2 variante neexistind diferente semnificative statistic.
Cresterea temperaturii de decongelare conduce la scaderea motilitatii. Atat la 75° C, in cele
2 variante de timp, cat si la 90° C s-au Inregistrat valori semnificativ mai mici comparativ
cu primele 2 variante de decongelare (p <0.05).

Viabilitatea: Procentul de spermatozoizi viabili (tabelul 5) indica faptul ca decongelarea la
50° C timp de 30 de secunde si la 39° C timp de 120 de secunde conduce la obtinerea unor

viabilitati superior semnificative (p <0.05) fata de cazul decongelarii la 75° C si1 90° C.

43,29%

Figura 43 (originala). Analiza comparativa prin tehnica graficului dot-plot de identificare
simultana a celulelor viabile (colorate verde), moarte (colorate rosu) si muribunde (dublu
pozitive, colorate mov) si a populatiei nonspermatice (colorata albastru) la spermatozoizii

decongelati la 39°C timp de 120 de secunde
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Figura 45 (originald). Analiza comparativa prin tehnica graficului dot-plot la
spermatozoizii congelati-decongelati la 75°C timp de 10 secunde

Rezultate similare s-au obtinut si pentru integritatea functionala a membranelor
(tabelul 5) si pentru testul de apreciere a activitatii mitocondriale (tabelul 5). Cele mai bune
rezultate s-au obtinut pentru temperaturile de 50° C, respectiv 39° C, valorile fiind

semnificativ mai mari (p<0.05) fatd de celelalte variante.

40,02%

Figura 49 (originald). Analiza comparativd prin tehnica cadranelor de identificare
simultand a celulelor cu activitate mitocondriald normala (cadranul din drapta jos), moarte
(cadranul din stanga sus) si muribunde (dublu pozitive, cadranul din dreapta sus) si a
populatiei nonspermatice (cadranul din stanga jos) la spermatozoizii congelati-decongelati
la 50° C timp de 30 de secunde
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Figura 52 (originald). Analiza comparativd prin tehnica cadranelor la spermatozoizii
decongelati la 90° C timp de 2 secunde

Viabilitatea materialului seminal incubat pe baie de apa la 37° C (%) inregistreaza o
scadere constantd de aproximativ 7-9 procente pe parcursul celor trei ore de incubare
pentru temperaturile de 39° C, respectiv 50° C. Pentru celelalte variante scaderea este mai

pronuntata, pana la 20-30 procente pe ord (tabel 6).

Tabel 6. Variatia in timp a viabilitdtii materialului seminal incubat pe baie de apa la 37° C

Viabilitatea materialului seminal incubat pe baie de apa
Temperatura si timpul de 1a 37°C (%)
decongelare
1 ora 2 ore 3 ore
Decongelare [0 SFCUMPIE | 4060 £1.79"  37.842231"  3481% 172"
Pecongelare WO"CUMPde | 47642237 43822295 39.44£2.19°
Pecongelare la ISTCAmpde | 9y 41730 168167 1008+ 159
Decongelare 1;‘.,75 Ctmpde | Hso44108° 15154143 7.58 + 1.41°
Decongelare 1;.,90 Ctmpde | 153541480 3614054 0,36 £0,17¢

+diterele diferite pe aceeasi coloand indicd o diferentd semnificativa statistic (p < 0.05)
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Discutii

Rezultatele prezentului studiu au aratat ca integritatea functionald si structurald a
membranei plasmatice este semnificativ crescutd atunci cand paietele au fost decongelate
la 39° C, respectiv 50° C in comparatie cu alte temperaturi de decongelare. Cel mai bun
procent de supravietuire o ofera decongelarea la 39° C timp de 120 secunde si cea la 50° C
timp de 30 secunde pentru o perioada de 3 ore de incubare pe baie de apa la 37° C.
Concluzii

Folosirea tehnicilor de citometrie in flux conduce la rezultate mult mai exacte
datoritd numarului mare de celule analizate.

Decongelarea paietelor fine cu material seminal de tap la temperaturi de 50° C,
respectiv 39° C conduce la obtinerea unor valori semnificativ mai mari ale activitatii
mitocondriale, viabilitatii, motilitatii si functionalitatii membranelor plasmatice comparativ

cu celelalte variante de decongelare.

Experiment 4. Variatia temperaturii si timpului de decongelare asupra
ultrastructurii celulei spermatice crioconservate de tap

Obiectivul cercetarilor a fost stabilirea modificarilor ultrastructurale dupa
congelarea-decongelarea spermatozoizilor de tap folosind diferite modalitati de
decongelare (temperaturd, timp) si corelatiile dintre acestea i parametrii citologici.

Paietele fine cu sperma de tap au fost decongelate folosind cele 5 variante descrise,
sperma s-a amestecat iar proba rezultata s-a prelucrat pentru examen electrono-microscopic
dupa metoda folositd si pentru sperma de berbec. Electrono-microfotografiile au fost
obtinute la un microscop electronic Philips 320 M.
Rezultate si discutii

Integritatea morfostructurala a celulelor decongelate de tap au prezentat un profil
ultrastructural mult mai bun decat la berbec, insd principalele modificari structurale sunt
prezente la nivelul acrozomului si sistemul membranar care il inconjoard, apoi la nivelul
intregului cap, flagelul fiind afectat cel mai putin.

Cele mai putine modificari structurale au fost constatate la sperma decongelata la 50°
C timp de 30 de secunde, unde, la nivelul intregului cap, acrozom si flagel, procentul de
structuri normale sunt de 52.13, 49.41 si respectiv de 58.29%.  Decongelarea
conventionald la 39° C timp de 120 de secunde a etalat celule cu profil ultrastructural care
au avut aceiasi tendintd dar valorile procentuale ale structurilor normale sunt mai mici cu

aproximativ 7, 6 si respectiv 8 procente. Valorile procentuale normale ale structurilor
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celulei spermatice decongelate cu variantele 3,4 si 5 sunt foarte mici, fiind de 15-27% la

nivelul intregului cap, de 11-20% la nivelul acrozomului si de 24-31% la nivelul flagelului.

Tabel 7. Integritatea morfostructurald normald a celulei spermatice de tap (%, medie+Es,

n=10), dupa decongelare

Membrana plasmatica

Cap Flagel Acrozom

Varianta n

Decongelare la 39° C timp de

120" 10 4527 £2.83* | 50.37 £3.23% | 43.52 £2.23%

Decongelare la 50° C timp de

30" 10 5213 £ 1.76* | 58.29 +£2.63* | 49.41 +4.52°

Decongelare la 75° C timp de

10" 10 | 27.72+1.35° | 31.23+£1.97° | 20.15+1.17°

Decongelare la 75° C timp de

et 10 | 23.05+1.95° | 35.12+1.74° | 18.13 £2.93¢

Decongelare la 90° C timp de

o 10 1527 £0.59¢ | 24.19+1.47% | 11.27 £0.67¢

“d jterele diferite pe aceeasi coloani indici o diferenti semnificativa statistic (p < 0.05)
In microfotografiile 53-64, prezentate in plansele 6-7 sunt observate defecte
ultrastructurale ale celulei spermatice de tap, care constau in balondri mai mult sau mai
putin exagerate ale membranei plasmatice externe cu fenestrari de diferite dimensiuni
(figurile 53, 54, 59, 60, 63, 64), distrugeri ale membranei plasmatice externe a
acrozomului, cu pierderi de continut acrozomal (figura 63), prezenta veziculelor de diferite
dimensiuni in jurul capului (figura 61), structuri membranare “pufoase” datorate dislocarii
fosfolipidelor sau a destructurdrii proteinelor transmembranare (figurile 55, 56, 57).

Plansa 6

Figura 55 (originald). Sectiune longitudinald Figura 58 (originald). Sectiune transversali
prin cap in zona ecuatoriala (x50000). Partca prin piesa principala (x230000). MP si invelig
distala a acrozomului distrusa, zone albe (ZA). proteic “pufos”, piesa principald (2), dublete
centrale (DC), filamente externe (Fe), filament
interne (F1).
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Plansa 7

Figura 59 (originala). Sectiune Figura 61 (originala). Sectiune
longitudinala prin cap (x50000). MP longitudinald prin acrozomul distrus
balonizata excesiv desprinsd de acrozom, (x50000). MP balonizata fard fenestrari.
fenestrari putine. Spatiu extracelular (**),

spatiu intracelular (*), varf apical (VA).

Modificarile ultrastructurale ale fiecarei variante de decongelare sunt prezentate in
plansele 8-12. In acestea, modificirile generale prezentate in plansele 6-7 sunt prezente in
toate tipurile de celule spermatice de tap decongelate prin cele cinci variante, Insd
frecventa leziunilor grave care produc moartea celulara, sunt mai des intalnite la variantele

de decongelare 3, 4 si 5.

Plansa 8

Figura 66 (originald). Sectiune oblic- Figura 69 (originald). Sectiune longitudinali
longitudinala prin capul prin piesa intermediara (x 29000). MP strans

spermatozoidului la nivelul fosei de aderentd la mitocondrie (M).
implantare a flagelului (Fi) (x14000).
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cros
CN

Figura

a).
decongelata la 50° C timp de 30 de
secunde (x 11500). Celule spermatice reduse (x23500).
sectionate in diverse planuri prin cap si

(original

flagel. Majoritatea celulelor au aspect

normal

Plansa 9

Sperma Fi

gura 73  (originald).  Spermatozoizi
sectionati in diverse planuri cu modificari

Plansa 10

75
decongelata la 75° C
secunde (x 23500). Imaginile la marimi
mari din aceasta sectiune etaleaza MP
dezorganizate mai mult sau mai putin
detasate de N. Piesa intermediard (1) si
piesa principala (2).

Figura (originala). Sperma

timp de 10 de
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Figura 77 (originald). Zone punctate cu
aspect electronodens care ies din nucleu
prin porii membranei nucleare
(x105000). Imaginile nu se regasesc la alte
metode de decongelare. Piesa principala (2).



Plansa 11

Figura 80 (originala). Sperma
decongelata la 75° C timp de S secunde (x
14000). Celule fara MP si pierderi de
matrice celulara.

Figura 81 (originala). Sperma
decongelata la 75 ° C timp de S secunde (x
50000). Mitocondrii distruse pe o parte iar
in partea opusa MP este fenestratd si cu
matrice mitocondriald distrusd. Dublete
central (DC), filamente interne (F.i.),
filament externe (F.e.)

Plansa 12

Figura 82 (originala). Sperma
decongelata la 90° C timp de 2 secunde
(x8500). Celule spermatice farda membrana
plasmatici  si  aspect  ultrastructural

dezorganizat.

Concluzii

Figura 83 (originala). Sperma
decongelata la 90° C timp de 2 secunde (x
38000). Sectiuni oblice prin piesa principala
si terminald a flagelului complet distrus.
Piesa intermediara (1) si piesa principala.

Decongelarea spermei de tap la 39° C timp de 120 de secunde (V- metoda

conventionald lentd), la 50° C timp de 30 de secunde (V- metoda rapida), la 75°C timp de

10 si 5 secunde si la 90° C timp de 2 secunde (V3, V4, Vs —metode ultrarapide) a fost

cercetatd prin examinare electrono-microscopica

in vederea stabilirii profilului
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ultrastructural al celor 5 variante experimentale. Principalele concluzii care s-au desprins
in urma cercetarilor sunt urmatoarele: diferentele nu au fost semnificative statistic intre
specimenele Tn Vi si acelea decongelate rapid in Vp; profilul ultrastructural al
specimenelor decongelate ultrarapid in V3, V4 si Vs prezintd membrane normale in
proportie de 11.27% - 31.23% pentru toate compartimentele celulare, existand diferente
semnificativ statistic cu variantele Vi si Va; principalele modificari de structurd au avut
frecvente diferite la cele 5 variante, cele mai Intilnite defecte au fost balonari mai mult sau
mai putin exagerate ale membranei plasmatice externe cu fenestrari de diferite dimensiuni,
distrugeri ale membranei plasmatice externe a acrozomului, cu pierderi de continut
acrozomal; frecventa leziunilor grave, care produc moartea celulard, sunt mai des intalnite

la variantele de decongelare ultrarapida Vs, V4 si Vs.

Experiment 5. Studiu asupra efectelor expunerii la diferite doze de energie generate
de un laser cu He-Ne asupra calitatii materialului seminal congelat-decongelat de
berbec si tap

Scopul acestui studiu este acela de a investiga daca iradierea cu laser, 1n diferite doze
de energie de iradiere (3.96 si 6.12 J/cm?) poate imbunititi caracteristicile calitative ale
spermei de berbec si tap dupd procesul de congelare-decongelare.

Probele de material seminal crioconservat au fost decongelate pe baie de apa la 39° C
si au fost supuse iradierii cu doua doze diferite de energie.

Rezultate

Obiectivul cercetarilor a fost acela de a determina daca si cum cele doud doze de
energie de iradiere cu laser (3.96 si 6.12 J/cm?) pot imbunititi caracteristicile calitative ale
spermei de berbec si tap dupd procesul de congelare-decongelare.

In acest sens s-au decongelat paietele cu material seminal pe baie de apa la 39° C
timp de 120 de secunde. Dupa decongelare, materialul seminal a fost impartit in trei probe:
una reprezentand controlul, iar celelalte doua au fost expuse iradierii cu laser He-Ne la
doud doze diferite de energie (3.96 si 6.12 J/cm?) si s-au analizat activitatea mitocondriald
(prin citometrie 1n flux), viabilitatea celulard (prin citometrie in flux), motilitatea si
integritatea functionala a membranei plasmatice (testul HOST). Rezultatele obtinute sunt

prezentate in tabelele 8 si 9.
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Tabel 8. Variatia parametrilor calitativi ai materialului seminal de berbec decongelat si

iradiat cu laserul cu He-Ne

Caracteristicile materialului seminal

Activitate
Probe Motilitate (%) Viabilitate (%) ) ) HOST (%)
mitocondriala (%)

Control 39.2+£1.96*  45.09 £2.46° 3647 +£1.32°  38.67 +£1.46"
Proba 2 (3.96 J/cm?*) 38.5+1.59*  43.86+1.68° 39.96 £2.08*  39.02 +£1.91*

Proba 3 (6.12 J/cm?) 4423 +£2.38" 50.73 £2.77*°  43.76 £ 1.94° 45.12 £ 2¢

*b L iterele diferite pe aceeasi coloand indicd o diferentd semnificativa statistic (p < 0.05)

Tabel 9. Variatia parametrilor calitativi ai materialului seminal de tap decongelat si iradiat

cu laserul cu He-Ne

Caracteristicile materialului seminal

Activitate
Probe Motilitate (%) Viabilitate (%) ) _ HOST (%)
mitocondriala (%)

Control 37.95+1.79*  44.01 £2.29% 35.59 +1.02° 37.74 £ 1.4%
Proba 2 (3.96 J/cm?) 33.05+1.21* 37.84+1.51° 3476 £ 1.7% 33.66 + 1.63?

Proba 3 (6.12 J/cm?) 40.86 +2.03*  46.85 +2.39° 40.42 £2.21° 41.68 + 1.86%

*b Literele diferite pe aceeasi coloand indicd o diferenta statisticd semnificativa (p < 0.05)

Motilitatea: Se observa ca cele mai bune valori s-au obtinut prin iradierea cu laserul He-
Ne la doza de 6.12 J/cm?. Expunerea la doze mai mici de energie a condus la o motilitate
scazuta fata de celelalte probe iradiate si de control. Intre valorile motilitatilor (tabelele 8
si 9) exista diferente nesemnificative statistic (p <0.05).

Viabilitatea: Procentul de spermatozoizi viabili (tabelele 8 si 9) este statistic semnificativ
2

mai mare (p <0.05) pentru proba control si cea iradiata cu o doza de energie de 6.12 J/cm

fatd de proba iradiatd cu laserul He-Ne cu doza de 3.96 J/cm?,
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Figura 84 (originala). Analiza comparativa
prin tehnica graficului dot-plot de identificare
simultana a celulelor viabile (colorate verde),
moarte (colorate rosu) si muribunde (dublu
pozitive, colorate mov) si a populatiei
nonspermatice  (colorata  albastru) la

spermatozoizii de berbec din proba de control

Figura 86 (originala). Analiza
comparativa prin tehnica graficului dot-
plot la spermatozoizii de berbec din

proba 3 (iradiati cu 6.12 J/cm?)

Figura 88 (originald). Analiza comparativa

prin tehnica graficului dot-plot de identificare
simultana a celulelor viabile (colorate verde),
moarte (colorate rosu) si muribunde (dublu
pozitive, colorate mov) si a populatiei
nonspermatice (colorata albastru) la
spermatozoizii de tap din proba 2 (iradiata cu

3.96 J/cm?)
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Figura 89 (originala). Analiza
comparativa prin tehnica graficului dot-
plot la spermatozoizii de tap din proba 3

(iradiati cu 6.12 J/cm?)



Rezultate similare s-au obtinut si pentru integritatea functionala a membranelor
(tabelele 8 si 9) si pentru testul de apreciere a activitatii mitocondriale (tabelele 8 si 9).

Cele mai bune rezultate s-au obtinut pentru proba 3 (6.12 J/cm?), valorile fiind semnificativ

mai mari (p <0.05) fata de celelalte variante in cazul activitdtii mitocondriale.

Pentru studierea activitatii mitocondriale au fost analizate comparativ evaluarile

citometrice ale spermatozoizilor de berbec si tap din probele experimentale.

Figura 91 (originald). Analiza comparativa prin

tehnica cadranelor de identificare simultand a

celulelor cu activitate mitocondriala normala
(cadranul din dreapta jos), moarte (cadranul din
stanga sus) si muribunde (dublu pozitive, cadranul
din dreapta sus) si a populatiei nonspermatice
(cadranul din stinga jos) la spermatozoizii de berbec

din proba 2 (iradiata cu 3.96 J/cm?)

Figura 93 (originald). Analiza comparativd prin

tehnica cadranelor de identificare simultand a

celulelor cu activitate mitocondriala normala
(cadranul din dreapta jos), moarte (cadranul din
stanga sus) si muribunde (dublu pozitive, cadranul
din dreapta sus) si a populatiei nonspermatice
(cadranul din stanga jos) la spermatozoizii de tap din

proba de control

Figura 92 (originali).

Analiza comparativd prin
tehnica cadranelor la spermatozoizii de berbec din

proba 3 (iradiatd cu 6.12 J/cm?)
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Figura 94 (originald). Analiza comparativa prin
tehnica cadranelor la spermatozoizii de tap din proba

2 (iradiati cu 3.96 J/cm?)



Discutii

Rezultatele studiului de fatd au aratat ca iradierea cu un laser cu He-Ne a spermei
decongelate de berbec si tap conduce la o crestere a motilitatii, viabilitatii si integritatii
functionale a membranei spermatice in cazul dozei de 6.12 J/cm?. La doze mai mici de
energie rezultatul s-a dovedit a fi ineficient in comparatie cu celelalte probe iradiate si
control.

Concluzii

Folosirea tehnicilor de citometrie in flux conduce la rezultate mult mai exacte
datoritd numarului mare de celule analizate.

Actiunea laserului cu He-Ne asupra materialului seminal de berbec sau tap
decongelat conduce la o imbunatitire a motilitatii, viabilitatii, functiei mitocondriale si
integrititii functionale a membranei pentru doza de 6.12 J/cm?, spre deosebire de doza de
3.96 J/cm? ce a inregistrat scideri ale parametrilor calitativi ai materialului seminal

raportate la proba de control.

Experiment 6. Testarea in vivo a spermei congelate supuse experimentelor de
decongelare la temperaturi diferite si iradiate

Testarea in vivo s-a efectuat in sezon normal de reproducere, prin inseminarea
artificiala a 58 de oi din linia Merinos de Palas, linia de carne. Sperma congelata s-a
colectat de la berbecii de rasa Merinos, linia de carne, crescuti in biobaza 1.C.D.C.O.C.
Palas Constanta. Decongelarea s-a facut in doud variante:

- folosind metoda de decongelare lenta Tn apa calda la 39° C timp de 120 de secunde
si cearapida la 50° C timp de 30 de secunde;

- folosind metoda energizirii cu laser He-Ne cu doui nivele energetice de 3.96 J/cm?
si 6.12 J/cm?.

Evaluarea rezultatelor s-a realizat prin calcularea indicilor de reproductie si anume:
procentul neintoarcerilor in estru (NR%), fertilitatea (F%), prolificitatea (P%), mortalitate
embrionard (ME%) si avorturi (A%) .

a) Indicii de reproductie obtinuti dupa testarea in vivo cu sperma congelata-
decongelata la temperaturi diferite.

Comparand principalii indici de reproductie, obtinuti de sperma decongelata prin cele
doud metode de decongelare, decongelarea rapida la 50° C timp de 30 de secunde a realizat

o ratd de fertilitate cu 11% mai mare si o prolificitate mai mare cu 6%. O fertilitate mai

29



buna s-a obtinut in cazul unei supravietuiri a celulelor spermatice mai mare in tractul

genital al oilor, care presupune si modificari morfostructurale mai reduse.

Grafic 1. Motilitatea spermei refrigerate sia  Grafic 2. Rata conceptiei la oi inseminate
spermei congelata-decongelata prin metoda  cu sperma refrigerate si sperma congelata-

lenta si cea rapida decongelata prin metoda lenta si cea rapida

100 180

T 81.66 83.33

Sperma refrigerata Spermd decongelata la 39° C Sperma decongelata la 50° C
timp de 120" timp de 30"

Sperméd refrigeratd ~ Sperma d gelata la Sperma d gelata la
= Motllitate s perm (%) m Pierderi embrionare si fetale (%) 39°C timp de 120" 50°C timp de 30"

= Mortalitate embrionara (%)

B Femele neintoarse in estru (%) B Fertilitate (35) = Prolificitate (%)

b) Indicii de reproductie obtinuti dupa testarea in vivo cu spermid congelata -
decongelata cu laser (tabel 11, grafice 3 si 4).

Metoda energizdrii cu laser este o metoda dificil de realizat in practicd, insa
rezultatele obtinute in vivo au fost mai mari in cazul utilizarii unei energii mai mari. Nu
existd date in literatura de specialitate privind testarea in vivo a spermei decongelate prin
aceastd metoda, astfel ca rezultatele obtinute pot fi considerate ca date de referinta si

pentru alti autori.

Grafic 3. Motilitatea spermei refrigerate sia  Grafic 4. Rata conceptiei la oi inseminate
spermei congelatd-decongelata energizata cu sperma congelata-decongelata

energizata

100

a0

80 +

70 1

60 -

50 7

30

20
10

Sperma refrigerata Sperma decongelati lala Sperma decongelata la 39°
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= Mortalitate embrionara (%)

®Femele neintoarse inestru (%) ® Fertilitate (%)  © Prolfficitate (%)
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Concluzii

Principalele rezultate obtinute dupd inseminarea artificiald cu sperma decongelata
prin cele doud metode sunt urmatoarele:
- Comparand rezultatele obtinute in vivo pentru sperma decongelata variind temperatura si
timpul, se poate concluziona cd decongelarea rapida a spermei la 50° C timp de 30 de
secunde a realizat un procent de fertilitate cu 11% mai mare si o prolificitate cu 6% mai
mare decat decongelarea conventionala lenta;
- Testarea in vivo a spermei decongelate cu laser folosind doud nivele energetice (3.96
Jiem? si 6.12 J/cm?) s-a realizat pe doud loturi experimentale si unul martor (spermi
refrigeratd). S-au realizat indici de reproductie foarte buni la sperma decongelata folosind o
energie mai mare, respectiv de 60% (6/8) fertilitate si de 166.66% (n=10) prolificitate;
- Comparand ratele de conceptie ale spermei decongelate prin metoda rapidd si metoda
energizirii cu laser folosind o dozd de 6.12 J/cm?, rezultate foarte bune au fost obtinute in
cazul decongelarii rapide. Metoda este usor de realizat in conditii de ferma, este rapida
asigurand o progresie si o supravietuire a celulelor spermatice mai mare decat restul
variantelor folosite Tn acest experiment;
- Lotul martor de oi inseminate cu sperma refrigerata a inregistrat indici de reproductie mai
mari decat cele inseminate cu sperma decongelatd conventional sau rapid, insd avantajele
spermei congelate-decongelate, indiferent de tehnologiile folosite la congelare sau
decongelare, rezultd din disponibilitatea acesteia pe toatd durata anului, din faptul cd nu

este limitata de conditiile date, de sezon, de timp si/sau spatiu.

Capitolul 3. CONCLUZII GENERALE

Folosirea tehnicilor de citometrie n flux conduce la rezultate mult mai exacte
datorita numdrului mare de celule analizate.

Analiza celulelor spermatice ambalate in paiete fine cu material seminal de berbec si
tap, decongelate la temperaturi de 50° C, respectiv 39° C conduce la obtinerea unor valori
semnificativ mai mari ale activitatii mitocondriale, viabilitatii, motilitatii si functionalitagii
membranelor plasmatice comparativ cu celelalte variante de decongelare.

Metoda este recomandata pentru determinarea calitatii spermei congelate in centrele
care detin banci de spermd, deoarece activitatea mitocondrialda nu se poate determina prin
alte metode. De activitatea mitocondriala depinde timpul de supravietuire a celulei dupa

decongelare.
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Congelarea—decongelarea conduce la alterari ale membranei plasmatice ce includ
ruperea acesteia, in special la nivelul capului, si detasari sau vacuolizari ale membranei la
nivelul capului si flagelului. Analiza microfotografiilor aratd ca acrozomii au fost doar
partial afectati de congelare-decongelare. Desi multe celule prezintd un acrozom balonat,
membrana acrozomald internd este intactd. Membrana plasmaticd prezintd mai multe
modificari la nivelul capului comparativ cu flagelul.

Rezultatele privind gradul de afectare a membranei plasmatice in urma congelarii-
decongelarii in diferite modalitafi, arata ca procentul cel mai mare de celule normale s-a
obtinut prin decongelarea la 39° C timp de 120 de secunde si decongelarea la 50° C timp de
30 de secunde.

Decongelarea spermei de tap la 39° C timp de 120 de secunde, la 50° C timp de 30
de secunde, la 75° C timp de 10 secunde si 5 secunde si 90° C timp de 2 secunde a fost
cercetatd prin examinare electrono-microscopicd 1n vederea stabilirii profilului
ultrastructural al celulelor spermatice de tap, folosind cele 5 variante experimentale.
Concluziile care s-au desprins in urma cercetarilor sunt urmatoarele:

e Motilitatea si viabilitatea probelor decongelate de tap au fost cu 8-10% mai mari decét
sperma congelatd de berbec, ceea ce confirma faptul ca pretabilitatea la congelare a
spermei de tap este mai mare.

e Dupa decongelare la 50° C timp de 30 de secunde, profilul ultrastructural al probelor
de sperma de tap a etalat ultrastructurd normald, cu membrand plasmatica integrala: la
nivelul capului in proportie de 52.13 + 1.76%, la nivelul celulelor cu un acrozom
normal de 58.29 +2.63% si la nivelul flagelului de 49.41 + 4.52%.

e Diferentele nu au fost semnificative statistic intre specimenele decongelate la 39° C
timp de 120 de secunde si acelea decongelate rapid la 50° C timp de 30 de secunde, iar
membranele plasmatice integrale la nivelul capului, acrozomului si flagelului au fost
normale la 45.27%, 50.37% si respectiv 43.52% dintre celule.

e Profilul ultrastructural al specimenelor decongelate ultrarapid la 75° C si 90° C
prezintd membrane normale in proportie de 11.27% - 31.23% pentru toate
compartimentele celulare, existand diferente semnificativ statistic fata de variantele
decongelate la 39° C timp de 120 de secunde si acelea decongelate rapid la 50° C timp
de 30 de secunde.

e Principalele modificdri de structura ale compartimentelor celulare au avut frecvente

diferite la cele 5 variante de decongelare, cele mai intdlnite defecte au fost balonarile
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mai mult sau mai putin exagerate ale membranei plasmatice externe, cu fenestrari de
diferite dimensiuni, distrugeri ale membranei plasmatice externe a acrozomului, cu
pierderi de continut acrozomal.

e Celulele decongelate rapid si ultrarapid prezintd o frecventd mai mare de vezicule de
diferite dimensiuni 1n jurul capului si structuri membranare ‘“pufoase” datorate
dislocarii fosfolipidelor sau a destructurarii proteinelor transmembranare, precum si
membrane plasmatice balonate excesiv. Acestea sunt observatii originale, ce nu se
regasesc 1n literatura de specialitate.

e La celulele spermatice decongelate ultrarapid s-au observat, intr-o frecventd mai mare,
zone submembranare fara densitate electrono-opticd, ceea ce presupune un transfer de
apd si electroliti din zona extracelulard, prin transport membranar, deoarece
membranele nu sunt fenestrate.

e Prezenta cristalelor de gheatad este demonstratd de prezenta zonelor ‘“albe”, fara
structurd, apa fiind eliminatd in cursul procesdrii specimenelor pentru examenul
electrono-microscopic, cu frecventd moderatd atdt In mediul extracelular dar si
submembranar la nivelul capului spermatozoidului.

e La nivelul flagelului, sectionat in diverse planuri, modificarile membranei plasmatice
se rezuma la umflari usoare cu sau fard fenestrari, uneori cu desprinderi partiale sau
totale.

e Frecventa leziunilor grave, care produc moartea celulard, sunt mai des intalnite la
variantele de decongelare ultrarapida.

Actiunea laserului cu He-Ne asupra materialului seminal de berbec sau tap
decongelat conduce la o imbunatatire a motilitatii, viabilitatii, functiei mitocondriale si
integrititii functionale a membranei pentru doza de 6.12 J/cm?, spre deosebire de doza de
3.96 J/cm® ce a inregistrat scideri ale parametrilor calitativi ai materialului seminal
raportate la proba de control.

Metoda decongelarii paietelor cu sperma de berbec si tap folosind energizarea
probelor cu laserul cu He-Ne constituie o premierda nationald, aceastd metoda a fost
experimentata pentru prima data in Italia.

Evaluarea in vivo a rezultatelor spermei decongelate de berbec prin metoda
conventionald (39° C timp de 120 de secunde) si la temperaturi ridicate (50° C timp de 30
de secunde) s-a realizat prin calcularea principalilor indici de reproductie si anume:

procentul neintoarcerilor in estru (NR%), fertilitatii (F%), prolificitatii (P%), mortalitatii
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embrionare (ME%) si avorturilor (A%). Rezultatele obtinute dupa inseminarea artificiala

cu sperma decongelata prin cele doud metode sunt urmatoarele:

Dupa doua cicluri estrale de la inseminarea spermei decongelate la 39° C timp de 120
de secunde, procentul de conceptie (NR%) a fost de 75% iar cel al fertilitatii (F%)
calculatd dupa fatarea la termen a femelelor a fost de 58.33%. Pierderile de gestatie
(fetale si avorturi) au fost de 41.66%.

Dupa doua cicluri estrale de la inseminarea spermei decongelate la 50° C timp de 30 de
secunde, procentul de conceptie (NR%) a fost de 83.33%, cel al fertilitatii a fost de
75% iar pierderile de gestatie (ME si A) au fost de numai 25%.

Intre cele doud loturi experimentale prolificitatea (P%) a fost de 157.7% si, respectiv,
de 166.66%.

Din totalul pierderilor de gestatie, mortalitatea embrionara a fost de 25% si respectiv
16.66%, ceea ce confirmd faptul ca acestea s-au produs din cauza spermei congelate-
decongelate cu activitate mitocondriald si viabilitate redusa. Avorturile s-au plasat 1n
limite normale, nu au avut o etiologie infectioasa si au fost cauzate de factorii de mediu
sau factori tehnologici.

Comparand rezultatele obtinute in vivo pentru sperma decongelatd prin cele doua
metode se concluzioneazd ca decongelarea rapida a spermei la 50° C timp de 30 de
secunde a realizat un procent de fertilitate cu 11% mai mare si o prolificitate cu 6%
mai mare decat decongelarea conventionala lenta.

Testarea in vivo a spermei decongelate cu laser folosind doua nivele energetice (3.96
Jiem? si 6.12 J/cm?) s-a realizat pe doud loturi experimentale si unul martor (sperma
refrigeratd). S-au obtinut indici de reproductie foarte buni la sperma decongelatd
folosind doza de energie mai mare, respectiv de 60% fertilitate si de 166.66%
prolificitate.

Lotul martor de oi inseminate cu sperma refrigerata a inregistrat indici de reproductie
mai mari decat cele inseminate cu sperma decongelatd conventional sau rapid, insa
avantajele spermei congelate-decongelate, indiferent de tehnologiile folosite la
congelare sau decongelare, rezulta din disponibilitatea acesteia pe toatd durata anului,
nefiind limitatd de conditiile date, de sezon, de timp si/sau spatiu.

In general, indicii de reproductie obtinuti au fost comparabili cu cei obtinuti de alti
cercetdtori, tindnd cont ca in literatura de specialitate obiectivul experimental este

foarte putin studiat si nu este verificat in vivo, asa incat, datele originale obtinute
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constituie informatii stiintifice de referinta pentru acest obiectiv care a fost studiat in
vitro dar nu si in vivo.
Folosirea tehnicii flowcitometrice pentru studierea viabilitatii si a activitatii

mitocondriale este o noutate la nivel national.

PRINCIPALELE CONTRIBUTII PERSONALE

Metoda decongeldrii paietelor cu sperma de berbec si tap folosind energizarea
probelor cu laserul cu He-Ne constituie o premiera nationald, aceastd metoda a fost
experimentata pentru prima data in Italia.

Metoda evaluarii morfologice a spermei de berbec a fost brevetata:

Brevet inventie numarul 127850/29.04.2016 titlu :"Metoda de evaluare
morfologici a unui material seminal de berbec” — autori: Zamfirescu Stela,
Dobrin Nicolae

Folosirea tehnicii flowcitometrice pentru studierea viabilitatii si a activitatii
mitocondriale este o noutate la nivel national.

Toate pozele de microscopie electronica si de flowcitometrie sunt originale.
Celulele decongelate rapid si ultrarapid prezintd o frecventa mai mare de vezicule
de diferite dimensiuni in jurul capului si structuri membranare “pufoase” datorate
dislocarii fosfolipidelor sau a destructurdrii proteinelor transmembranare, precum si
membrane plasmatice balonate excesiv. Acestea sunt observatii originale, ce nu
se regasesc in literatura de specialitate.

In general, indicii de reproductie obtinuti au fost comparabili cu cei obtinuti de alti
cercetatori, tinand cont ca in literatura de specialitate obiectivul experimental este
foarte putin studiat si nu este verificat in vivo, asa incat, datele originale obtinute
constituie informatii stiintifice de referinta pentru acest obiectiv care a fost

studiat in vitro dar nu si in vivo.
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