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Preserving organism biodiversity is possible by genepool cryoconservation, which is followed by fundamental
researches to elucidate the mechanism of cryodestruction and cryoprotection in different level of organization of biological
objects, including in the spermatozoa’s membrane structures. First, at lipids level, which are essential and integral com-
ponents of membrane and perform important functions in the viability of biological objects — energy source, biological
active substance.

Our reserches focused on determining of lipids in rooster and boar spermatozoa membrane in cryoconservation
process.

The results have elucidated lipid spectrum in rooster and boar spermatozoa plasma membrane in cryoconsevation
process. Experimentally was established a significant decrease of the cholesterol:phospholipids proportion value in the
freezing-defrosting process of the rooster sperm. It was ascertained that increase of the cholesterol:phospholipids
proportion in the cryoconservation process of boar sperm is predeterminated by the cholesterol and phospholipids
interactions of the synthetic mediums and structurals elements of the plasma membrane.

Introducere

In ultimii ani, impactul antropogen asupra mediului ambiant a dus la diminuarea biodiversitatii, care
poate atrage in lant disparitia continui a altor organisme vii. In legaturd cu aceasta, capiti o semnificatie
deosebita pastrarea genofondului tuturor organismelor existente. Actualmente, rata disparitiei speciilor este
mai avansata fatd de masurile intreprinse de protectie a mediului, iar pentru reorientarea acestei tendinte este
necesard, paralel cu alte masuri, pastrarea genofondului prin crioconservare.

In acelasi timp, este remarcabil faptul ci metodele criobiologice, din motive instabile si reduse ale
proprietatilor bioobiectelor la crioconservare, sunt insuficiente pentru solutionarea problemelor abordate.
Prin urmare, recomandabile sunt cercetérile fundamentale de elucidare a mecanismelor de criodistructie si
crioprotectie a celulelor sexuale. Investigatii cu impact sunt necesare la diferite niveluri de organizare a
obiectelor biologice, inclusiv in structurile membranare ale spermatozoizilor [1-3].

Unul dintre compusii membranelor sunt lipidele, rolul specific al carora constd in faptul ca ele sunt prin-
cipalele elemente structurale si functionale ale membranelor biologice §i servesc ca surse energetice pentru
spermatozoizi [4]. De asemenea, rolul lipidelor in functionarea normald a biomembranelor se determina de
starea lor fizica, de permeabilitatea selectiva, receptia, interactiunile intercelulare, transportul biologic, reglarea
activitatii fermentilor membranodependenti si de alte procese importante [3,5].

Este cunoscut cé lipidele formeaza nu doar baza structurald a membranelor celulare, determinand gradul
de viscozitate, difuzia laterala si asimetria bilaterala, dar sunt si substante biologic active, care indeplinesc
functia compusilor sistemului de transductie a semnalelor, ai modulatorilor activitatii enzimatice si ai proprie-
tatilor de receptie [2,5].

Lipidele sunt printre componentele majore ale membranelor spermatozoizilor, implicate intr-o serie de
procese [6], in diferite stadii ale reactiilor de maturizare, capacitatie si acrosomale, Intr-o serie de modificari
biochimice si functionale care se desfagoara in procesul de pregatire sau producere a fecundarii [7].

In contextul celor expuse, in prezentul studiu ne-am propus drept scop determinarea continutului lipidelor
din membranele spermatozoizilor in procesul de crioconserare.

Material si metode

In investigatii obiectul de cercetare a fost sperma de cocos si de vier. Ejaculatele recolectate au fost apre-
ciate prin folosirea metodelor general acceptate pentru determinarea indicilor morfofunctionali ai spermei.

Congelarea si decongelarea spermei s-a realizat conform schemelor clasice de crioconservare in forma de
pastile la temperatura azotului lichefiat, cu unele modificari specifice pentru varietatile de sperma.
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Extragerea si divizarea lipidelor generale ale membranelor plasmatice s-a petrecut tinandu-se cont de
proportia 30 mlrd de spermatozoizi in sistemul cloramin:metanol:apa distilata, iar continutul lor in extract s-a
determinat conform metodei lui Bragdon [8].

Identificarea fractiilor lipidice din spermatozoizi in procesul crioconservarii spermei s-a efectuat prin
utilizarea metodelor cromatografiei microanalitice.

Analiza statistica a datelor experimentale a fost facuta potrivit criteriilor parametrice dupa Student. Conclu-
ziile sunt bazate pe diferentele statistic autentice intre loturi. Rezultatele sunt exprimate ca medie + eroare
standard. Pragul de semnificatie prezentat: P<0,05.

Rezultate si discutii

Lipidele membranelor biologice, particularitatile compozitiei lor structurale au un rol deosebit in reactiile
compensatoare la echilibrarea conditiilor mediului, ceea ce permite a influenta asupra stérii indicilor functio-
nali ai spermatozoizilor.

Numeroase date demonstreaza ca la crioconservarea spermei are loc modificarea lipidelor si proteinelor
din spermatozoizi, iar criorezistenta spermatozoizilor este conditionatd in mare masura de componenta mem-
branei plasmatice si de proprietatile ei fizico-chimice [3,9].

Organizarea structurald si activitatea functionala a biomembranelor se determind in mare parte de particu-
laritatile componentilor structurali, in particular, de caracteristicile structural-functionale ale lipidelor memb-
ranice, participante in functiile vitale ale spermatozoizilor. In acest caz, prezinti interes stabilitatea continutului
chimic al membranelor plasmatice si schimbarile lui in procesul crioconservarii spermei de cocos.

Reiesind din cele expuse, cercetarile noastre au vizat lipidele din membrane, deteriorarile spermatozoizilor
si posibilele conditii de crioprotectie a lor. Rezultatele determindrii continutului de lipide din biomembranele
spermatozoizilor de cocos in procesul de crioconserare sunt prezentate in Figura 1.
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Fig.1. Lipidele membranelor spermatozoizilor de cocos la crioconservare.

“Diferintele sunt statistic autentice intre indicii membranelor native si cele congelate-decongelate.

Datele din Figura 1 ne permit si constatdim cd componenta lipidicd a membranelor spermatozoizilor de
cocos este prezentata in principiu de fosfolipide, gliceride si colesterind, care sunt supuse schimbarilor semni-
ficative sub actiunea temperaturilor scazute. De exemplu, este evidentiata diferenta autentica intre continutul de
fosfolipide in membranele spermatozoizilor nativi si congelati-decongelati. In rezultatul prelucrrii tehno-
logice a spermei de cocos (diluare, refrigerare, congelare si decongelare), continutul fosfolipidelor in mem-
branele spermatozoizilor se majoreaza: de la 44,8+0,05% in membranele native pana la 79,4+0,26% 1n cele
congelate-decongelate.
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Continutul digliceridei-2 si al trigliceridelor in spermatozoizi in procesul crioconservarii spermei de cocos
la fel se supune schimbirilor criogenice. In particular, continutul digliceridei-2 se majoreazi autentic in
membranele deconservate ale spermatozoizilor — de la 8,0440,150 pana la 9,53+0,173. Paralel, in procesul de
congelare si decongelare a spermei de cocos are loc scaderea brusca a continutului de trigliceride. Din punct
de vedere chimic, moleculele trigliceridelor sunt asemanatoare cu cele ale fosfolipidelor, iar deosebirile
esentiale dintre ele constau 1n faptul ca fosfolipidele nu reprezintd sursd energetica pentru organism, fiind
componenti structurali principali ai membranelor celulare [10].

Din continutul total de lipide, colesterina constituie 36,5+0,29% in membranele plasmatice ale spermato-
zoizilor nativi, iar prelucrarea criotehnologica a spermei duce la diminuarea concentratiei ei pana la 11,120,25%.
Diferentele sunt statistic autentice.

In faza lipidicd a membranelor, ca component esential persista colesterina, al cirei metabolism in celule
are un caracter integrativ datoritd afinitatii ei majorate [11]. Colesterina modifica atractiile dintre lanturile
carbohidrate ale lipidelor [12] si participa in procesul de reorganizare a structurilor membranare [13].

In acelasi timp, este cunoscut ci de continutul colesterinei depinde temperatura de trecere fazici a
lipidelor [3,14]. Temperatura de trecere fazica a lipidelor depinde nu doar de continutul colesterinei, dar si de
valoarea raportului colesterini:fosfolipide. In literatura de specialitate datele privind interdependenta dintre
raportul colesterina: fosfolipide si rezistenta spermatozoizilor la socul termic sunt insuficiente. Ipoteza socului
termic a fost dezvoltatd In numeroase cercetari [3,9,15], care au demonstrat ca procesul temperaturo-dependent,
care deruleaza la nivelul membranelor celulare la congelare, este tranzactia fazica a lipidelor, fiind considerata ca
etapa initiala Tn mecanismul socului termic. Prevederile ipotezei bine concorda cu criodeteriorarile determinate
de tranzactia fazica a lipidelor, insa nu reflectd modificarea altor componente ale sistemelor criobiologice.

Concomitent, coraportul colesterinei cu fosfolipidele iIn membranele plasmatice determina, in mare masu-
ra, fluiditatea si sensibilitatea membranelor [16]. Termorezistenta membranelor, stabilitd anterior, si raportul
colesterina:fosfolipide sunt legate reciproc intre ele, fapt demonstrat de datele prezentate in figurile 2 si 3.
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Fig.2. Raportul colesterina:fosfolipide Fig.3. Raportul colesterina:fosfolipide
in membranele plasmatice ale spermatozoizilor in membranele plasmatice ale spermatozoizilor
de cocos la crioconservare. de vier la crioconservare

Datele prezentate 1n figurile 2 si 3 denota ca raportul colesterina:fosfolipide din membranele spermatozoizilor
de cocos sunt supuse transformarilor semnificative sub actiunea temperaturilor negative. Valoarea acestui
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indice scade de la 0,815 pana la congelare la 0,139 dupa decogelarea spermei de cocos si sporeste semnificativ
in membranele spermatozoizilor de vier pana la 0,279 la diluarea spermei cu mediul sintetic V1J si pana la
0,229 la diluarea spermei cu mediul VI1J la includerea in concentratii optimale a stabilizatorului membranelor.

Conform [Blesbois 1], fluiditatea membranara in materialul seminal proaspat recoltat s-a dovedit a fi
proportionala cu raportul colesterina:fosfolipide si, astfel, sciderea coraportului mentionat serveste ca un bun
indicator anticipat al proprietatilor materialului seminal pentru crioconservare, obtinut de la diversi masculi
din aceeasi specie.

Modificarea cantitativa evidentd a raportului colesterina:fosfolipide are si un rol important adaptiv in
functionarea membranelor celulare [17], inclusiv a mecanismelor de adaptare, care modificd componenta
membranelor la scaderea temperaturii. Avand 1n vedere ca continutul acestor legaturi se afla in corelatie directa
cu continutul colesterinei [18], putem mentiona ca factorii crioconservarii influenteaza mai puternic, comparativ
cu lipidele la care pot fi adaptate membranele si, in rezultat, are loc modificarea structurilor membranare.

In contextul celor expuse, avand in vedere criorezistenta diferitd a spermei de cocos si de vier, respectiv,
ca una dintre cele mai inalte si una dintre cele mai joase, in scop de analizd comparativa, un interes deosebit
reprezintd si componenta lipidicd a membranelor plasmatice ale spermatozoizilor de vier la crioconservare.
Rezultatele cercetarii spectrului lipidic in sperma de vier si modificarea lui in procesul de crioconservare sub
influenta factorilor de mediu sunt prezentate in Figura 4.
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Fig.4. Lipidele membranelor spermatozoizilor de vier la crioconservare.

"Diferintele sunt statistic autentice intre indicii variantelor I-II, I-III.

Analiza comparativa a densitogramelor lipidelor din biomembranele spermatozoizilor de cocos si de vier
(figurile 3 si 4) demonstreaza, in principiu, proprietitile deosebite ale componentei lipidice. In rezultatul
inaintare a fosfolipidelor, diglicridei-2 si colesterinei, la vier — a fosfolipidelor, diglicridei-2 si a trigliceridelor.
Continutul fosfolipidelor si al digliceridei-2 semnificativ difera intre spermatozoizii speciilor cercetate
(P<0,001 si P<0,01, corespunzator). O particularitate caracteristica este absenta digliceridei-1 si scaderea
semnificativd a continutului de trigliceride in spermatozoizii de cocos dupa congelare si decongelare, iar in
spermii de vier, in conditii similare, respectiv — a digliceridei-1 si a colesterinei.

Astfel, datele obtinute demonstreaza ca procesul de crioconservare provoaca modificarea fizico-chimica a
componentei lipidice a membranelor. Aceste modificari ale diversitatii lipidelor in directia micsorarii sau
sporirii continutului lor pentru fiecare in parte pot fi explicate prin interactiunea colesterinei cu alte componente
de naturi lipidici sau proteica [5]. In acest caz, sporirea continutului de fosfolipide poate fi determinati prin
formarea complexelor colesterino-fosfolipidice, care coincide si cu rezultatele diminudrii colesterinei. Scaderea
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continutului de colesterind in procesul crioconservarii spermei de cocos se demonstreaza prin micsorarea
numarului legaturilor duble [18], care pot fi deteriorate sub influenta factorilor de congelare-decongelare a
obiectului studiat.

Concluzii

1. Au fost determinate limitele de inaintare a fosfolipidelor, digliceridei-1 si 2, colesterinei, trigliceridelor
si s-a determinat spectrul lipidelor In membranele plasmatice ale spermatozoizilor de cocos si de vier in
procesul de crioconserare.

2. Experimental este marcatd majorarea autenticd in membranele spermatozoizilor, dupd congelarea si
decongelarea lor, a continutului de fosfolipide si scaderea continutului de diglicerida-2 si de trigliceride in
sperma de cocos.

3. S-a stabilit scaderea semnificativa a valorii raportului colesterina:fosfolipide in procesul congelérii si
decongelarii spermei, influentdnd la deplasarea trecerilor fazice ale lipidelor membranelor spermatozoizilor,
predeterminata si de continutul Tnalt al colesterinei in membrane.

4. S-a constatat ca sporirea raportului colesterina:fosfolipide in procesul de crioconservare a spermei de
vier este predeterminatd de interactiunile dintre colesterina si fosfolipidele mediilor sintetice si elementele
structurale ale membranei plasmatice.
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