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Abstract: Currently, the most widely used application of sperm preservation is
slow freezing, but during this process, sperm undergo cryodestruction, which reduces via-
bility and fertility properties. One of the alternatives to slow freezing for spermatozoa is
kinetic vitrification, with emerging potential showing encouraging results for vitrification
of sperm used in assisted reproduction technologies of the animal kingdom. The application
of kinetic vitrification principles is seen as a perspective methodology to different experi-
mental models of semen cryopreservation. Kinetic vitrification, in addition to being free of
permeable cryoprotectants, includes other advantages such as simplicity, speed, low cost,
maintenance of important physiological parameters such as mitochondrial membrane po-
tential and DNA integrity. Furthermore, vitrification without cryoprotectants may produce
more biological and smaller transverse changes in reproductive cells. Also, the success of
cryopreservation is measured by sperm motility after devitrification, where kinetic vitrifi-
cation has not yet achieved satisfactory results in experiments performed on the semen of
some animals. Thus, in order to elucidate some authentic statements regarding the success
of vitrification on the quality of the devitrified semen of different animal species, more stud-
ies are needed to obtain sperm viability after devitrification.

Keywords: animal, sperm material, vitrification, cryopreservation, cryoprotector,
reproduction.

Obiectivul de baza al acestei sinteze este de a prezenta principiile esentiale ale
vitrificarii cinetice, principalele constatéri din literatura accesibila de specialitate si perspec-
tivele de utilizare a vitrificarii in procesul de crioconservare a materialului seminal al dife-
ritor specii de animale.

Crioconservarea reprezintd o metoda de conservare si depozitare a materialelor bi-
ologice, inclusiv a spermei, care in prezent este cea mai utilizatda metoda de conservare in
criobiologie. Deseori, calitatea si capacitatile de fecundare ale spermei decongelate sunt
compromise de temperaturile de congelare-decongelare; formarea cristalelor de gheat;
stresul fizic, chimic, osmotic si oxidativ; tehnologiile si echipamentele neadecvate. Princi-
palele cauze ale calitatii reduse a spermiilor sunt modificarile fazei lipidice si/sau cresterea
peroxidarii lipidice [7].

Pentru a preveni deteriorarea structurilor membranoase, reducerea temperaturii de
nucleere, diminuarea dimensiuni cristalelor de gheata, modularea deshidratarii si transfor-
marilor fazice ale lipidelor se aplicd crioprotectori cu proprietati protectoare intra- si extra-
celulare [15]. In special, necesita concentratii mari de crioprotectori procesul de vitrificare
de echilibru, care cresc vascozitatea mediului si reduc formarea cristalelor de gheata la con-
gelare-decongelare [5]. Cu toate acestea, concentratiile mari de crioprotectori sunt citoto-
xice pentru celulele reproductive din cauza citotoxinelor ddunatoare [13.] Prin urmare, Con-
suegra si colab. [2] au folosit vitrificarea de echilibru fara aplicarea concentratiilor mari de
crioprotectori permeabili la sperma de cabaline, ceea ce a determinat optiunile de reducere
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a efectelor nocive ale crioprotectorilor, care patrund in spermatozoizi. in aceastd ordine de
idei, este necesard o diminuare drasticd a frecventei utilizarii crioprotectorilor sau elimina-
rea lor din protocoalele de crioconservare.

Drept urmare, o alternativa la utilizarea concentratiei mari de crioprotector este
vitrificarea cinetica [9], in care utilizarea crioprotectorilor permeabili este Inlocuita cu cei
nepremiabili si care, in acelasi timp, este optionald. In acest scenariu, vitrificarea cinetica
este o alternativa la metodele de vitrificare de echilibru sau conventionale pentru sperma-
tozoizi si se produce rapid, cu excluderea crioprotectorilor permeabili [17]. Astfel, aplicarea
principiilor vitrificarii cinetice se considerd o metodologie de perspectiva la diferite modele
experimentale a crioconservarii materialului seminal.

Reactiile biologice si chimice din celulele vii sunt reduse dramatic la temperaturi ne-
gative si reprezintd un fenomen, care poate duce la o posibild conservare pe termen lung a ma-
terialului biologic [8; 20]. Bioconservarea incepe cu o reducere a temperaturii de la 37 °C la 0-
10 °C, iar crioconservarea la -196 °C, consideratd o metoda eficienta de conservare a spermei,
cu mentinerea integritatii morfofunctionale a gametilor dupa decongelare [10; 11; 16].

Un rol important in procesul de crioconservare il are apa, continutul carei este va-
riabil n spermii diferitor specii de animale, aproximativ 60 pana la 85%, atat in forma li-
bera, cat si limitata [1; 20]. Forma legata se refera la apa hidratata la amestecuri complexe
de celule, precum proteine, lipide si temperatura de tranzitie sticloasa a apei pure. Mai mult,
reducerea progresiva si, in cele din urma, absenta apei lichide (complet inghetate) limiteaza
toate procesele metabolice [13].

Procesul de congelare propriu zis, reprezinta indepartarea apei, astfel incat apa lichida
sa fie transformatd in gheata fie 1n interiorul celulei, fie in exteriorul ei. Principalul obstacol pe
care trebuie sa 1l depéaseasca celulele la temperaturi scdzute este tranzitia fazei de la apa la gheata.
Formarea cristalelor de gheatd necesitd, cel putin, un eveniment initial de nucleere. Viteza de
nucleere a cristalelor de gheata intracelulara este 1n functie de temperatura si compozitia cito-
plasmei. n teoria nucleerii clasice, un nucleu stabil de gheati este format prin gruparea aleatorie
a moleculelor de apa. Prin urmare, cele doua procese cinetice care au loc in timpul racirii celu-
lelor, adica cresterea ghetii si pierderea apei din celuld, au loc intr-un ritm distinctiv si acest
proces este influentat de viteza de racire impusa sistemului [8].

La congelarea lenta, celulele sunt racite in suspensie si gheata se nucleeaza, mai intai,
in spatiul extracelular. In cazul in care, se mentine o reducere controlata a temperaturii, persisti
0 presiune osmotica suficientd pentru impiedicarea formdrii cristalelor de gheata in interiorul
celulei. Totodata, celulele se micsoreaza continuu in timpul procesului din cauza efluxului de
apa [13]. In timpul inghetului rapid, existi mai putin timp pentru ca apa si se miste in spatiul
extracelular si devine supraracita, ceea ce duce la formarea de gheata intracelulara.

In vitrificare proprietatea lichidelor viscoase permit ricirea rapidd mult sub tem-
peratura lor de topire si se solidifica prin evitarea cristalizarii. Substanta supraracita cu pro-
prietatile fizice lichide capata ulterior proprietati solide odata ce ajunge sub o anumita tem-
peraturd, numita temperatura de tranzitie sticloasa [3]. In rezultat vitrificarea depaseste pro-
cesele de cristalizare si, prin urmare, se evita potentialele efecte adverse ale acestora.

In prezent, existd doud abordari principale pentru crioconservarea spermei: conge-
larea conventionald (lentd si rapida) si vitrificarea (de echilibru si cineticd). Totodata, au
fost aplicate diverse metodologii referitoare la dispozitivele utilizate, proportiile de dilutie,
compozitia agentilor crioprotectori, regimele de congelare si decongelare [10]. in plus, con-
gelarea lentd poate fi utilizata prin diluarea probei experimentale cu crioprotectori, sau in
care crioprotectorii sunt adaugati dupa echilibrare, cu varietati ale vitrificarii de echilibru,
sau traditionale si vitrificarii cinetice [9].

La congelarea lentd conventionald, sperma este racita treptat, pe etape, de la tempe-
ratura de 4-5 °C péana la -196 °C, iar la congelarea conventionala rapida, este racita intr-o
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singur etapd, de la temperatura de 4-5 °C pana la -196 °C. Viteza de reducere a temperaturii
este asociatd cu concentratiile scdzute de crioprotectori permeabili si nepermeabili [10].
Aceastd metoda necesita timp si poate dura 2-4 ore, care variaza in functie de specia anima-
lului si necesita utilizarea conditiilor frigorifice [16; 21]. Pe de alta parte, ambele tehnologii
de crioconservare pot fi realizate prin vitrificare de echilibru sau vitrificare cinetica, fara uti-
lizarea crioprotectorilor. De exemplu, la protocolul conventional de congelare rapida, dupa
addugarea unui crioprotector, proba experimentald intrad in contact direct cu vaporii de azot la
-80 °C cu scufundarea in azot lichid (-196 °C). Protocoalele rapide difera de protocoalele lente
prin faptul ca o mare parte a deshidratarii si a permeabilitdtii crioprotectoare are loc inainte de
inceperea refrigerarii si racirea este de obicei efectuata intr-o singura etapa, in care proba ex-
perimentald este racita direct de la o temperatura negativa mare [10; 21].

Procesul de vitrificare este urmat de solidificarea lichidului la temperaturi scazute, in
stare amorfa sau sticloasa, fara formarea de cristale de gheata extra- si intracelulare in timpul
procesului de vitrificare si de devitrificare a materialului biologic. Aceste procese reprezinta
combinatia de efecte termodinamice si cinetice, care asigurd evitarea nucleerii si cresterii crista-
lelor de gheata in timpul racirii si constituie mecanismul, prin care se realizeaza vitrificarea. Cu
toate acestea, daca viteza de decongelare este lentd, moleculele din cristalele de gheatd se pot
rearanja cu formarea cristalelor mai mari [7], ddundtoare sistemelor biologice.

in ceea ce priveste diferentele daunelor cauzate de procesul de crioconservare, inclusiv
etapele de refrigerare si utilizare a diluantilor, cu sau fara crioprotectori, s-a constatat, cd devierile
mobilitatii, viabilitatii si activitatii mitocondriale a spermiilor sunt daune comune, asociate cu
tehnicile de crioconservare. De exemplu, congelarea lenta poate provoca leziuni morfologice,
reducerea reactiei acrozomale si deteriorarea sporitd a cromatinei. Daunele cauzate de vitrifica-
rea cinetica se referd, in principal, la pierderea mobilitatii si, in consecinta, fertilitatea.

In literatura de specialitate se descriu trei factori esentiali pentru obtinerea starii
sticloase: cresterea vitezei de racire, cresterea vascozitatii si scaderea volumului probei ex-
perimentale. Metodele de crioconservare a spermei variaza in functie de viteza de conge-
lare, concentratia de crioprotector si durata de reducere a temperaturii, care include conge-
lare lenta (0,5-0 °C/minut), congelare rapida (50-400 °C/minut), congelare ultrarapida
(aproximativ 2500 °C/minut) si vitrificare (aproximativ 20 000 °C/minut) [14].

In acest context, adaugarea de crioprotactori a devenit esentiald in metodele con-
ventionale de crioconservare, pentru a proteja spermatozoizii de deteriorarea cauzatd de
expunerea la temperaturi scazute. Conform lui Fahy G.M. [3], cu cat concentratia de crio-
protector este mai micd, cu atat mai rapid trebuie sa desfasurat procesul, pentru a evita for-
marea ghetii. In mod similar, daca existd o crestere a véscozitatii, sau a vitezei de ricire,
sau scaderea volumului, vor creste sansele de a obtine starea vitroasa.

Adaugarea de agenti crioprotectori, creste vascozitatea in mediul de crioconservare,
facilitand, astfel, procesul de vitrificare. Crioprotectorii protejeaza spermii de crioleziuni prin
cresterea fluiditatii membranei plasmatice, reordonarea lipidelor si deshidratarea partiala, redu-
cand punctul de inghet, limitand, astfel, formarea de cristale de gheata intracelulare, care si este
unul dintre principalele mecanisme biofizice ale mortii spermatozoizilor [7; 9].

Crioprotectorii nepenetranti pot induce o crestere a osmolaritatii mediului extern,
producand trecerea apei din interiorul celulei catre mediul extracelular si impiedicand for-
marea cristalelor de gheatd in timpul congelarii. Crioprotectorii, in ansamblu, sunt repre-
zentati de macromolecule cu greutate moleculara mare, inclusiv carbohidrati complecsi, iar
osmolaritatea, la randul sdu, poate fi impartita in molecule active osmotic si compusi inac-
tivi osmotic, inclusiv di- si polizaharidele. Adaugarea crioprtectorilor in vitrificarea de echi-
libru poate reduce concentratiile de crioprotectori permeabil in mediul de vitrificare, mini-
mizand, astfel, daunele cauzate de toxicitatea acestora [11; 16].

Adesea dintre zaharide in vitrificarea cinetica este folositd zaharoza, pentru a creste
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efectul protector al celulelor si, care actioneaza ca un tampon osmotic impotriva stresului
celular, cauzat in timpul vitrificarii si devitrificarii. In ciuda acestor beneficii, crioprotectorii
nepenetranti au si unele dezavantaje in vitrificarea cinetica a spermei. Cand doar dizahari-
dele sunt folosite ca crioprotectori, existd o reducere semnificativa a mobilitatii, cauza carei
rimane necunoscuti. in schimb, modificarile mobilitatii in timpul procesului de vitrificare-
devitrificare se pot datora modificarilor potentialului membranei mitocondriale. Una dintre
modalitatile de crestere a vascozitatii mediului si/sau a diluantului utilizat si de a proteja
membrana plasmatica a gametilor in timpul procesului de vitrificare cinetica este includerea
aditivilor proteici [7].

Un alt factor, care a fost oarecum neglijat este continutul de apa prezent in sper-
matozoizi si diferentele de permeabilitate structurald a apei, ultimele reprezentind valoarea
diferentei vitezei optime de racire pentru diferite tipuri de celule. Protocoalele de criocon-
servare trebuie sa atinga un echilibru intre conditiile optime pentru fiecare tip de celula, in
functie de continutul de apa, dimensiunea si morfologia celulei si coeficientul de permea-
bilitate la apa al membranei plasmatice. In practica, deoarece volumul de apa si morfologia
spermei sunt diferite intre specii, protocoalele de crioconservare trebuie s fie si ele diferite.
De exemplu Katkov si colab. [9], au recoltat material seminal de la trei specii de pasari,
care a fost supus congelarii lente si vitrificarii cinetice, folosind aceeasi viteza de congelare,
utilizatd pentru sperma mamiferelor. Protocolul de vitrificare cinetica nu a avut succes, iar
autorii au atribuit acest rezultat particularitatilor morfologice si diferentelor In continutul de
apa al spermatozoizilor de pasiri si mamifere. in rezultat, acesti autori au declarat, ca vitri-
ficarea cinetica a materialului seminal aviar ar necesita o viteza de congelare mai rapida.

Un alt punct important, in procesul de vitrificare este volumul probei crioconser-
vate [7]. Exista doud metode de crioconservare a spermei, in functie de volum si protectie
impotriva contaminarii: metode non-aseptice, in care proba este plasata direct in azot lichid
si metode aseptice, in care proba nu intra in contact direct cu azotul lichid. Experimental s-
a constatat, ca pot fi vitrificate doar volume mici, cuprinse intre 1 si 40 pl de suspensie de
sperma si, este de preferat metoda de vitrificare a paietelor, deoarece permite izolarea sper-
matozoizilor de azotul lichid, cu o reducere maximala a riscului potential de contaminare
microbiana. Ulterior, s-a elaborat o noud metoda de vitrificare aseptica fara crioprotector,
care permite vitrificarea unor volume mai mari, pana la 500 pl de spermatozoizi. In acest
studiu, spermatozoizii vitrificati prin tehnologie aseptica, fara crioprotector, au prezentat
caracteristici functionale superioare. Indicii de mobilitate, integritate ale membranelor cito-
plasmatice si acrozomale au fost, semnificativ, mai mari dupa vitrificare, decat dupa con-
gelarea conventionala.

Vitrificarea cinetica, pe langa faptul cé este lipsita de crioprotectori permeabili,
difera de alte metode de crioconservare prin viteze extrem de mari de ricire si devitrificare
relativ instantanee, conditii care impiedica formarea ghetii in interiorul spermiilor. in plus,
intregul proces de vitrificare si devitrificare dureaza doar cateva secunde [7].

In ceea ce priveste utilizarea numai a crioprotectorilor nepermeabili, Isachenko si
colab. [7] au evaluat diferite combinatii de carbohidrati (zaharoza si trehaloza) si proteine
(albumina sericd umanad) la barbati si au descoperit ca congelarea lenta si vitrificarea cine-
tica sunt similare in ceea ce priveste motilitatea spermei si integritatea ADN-ului. Cu toate
acestea, la cdini, rezultatele vitrificarii cinetice folosind un mediu diluant si un mediu de
galbenus de ou, nu au fost considerate acceptabile pentru aceiasi parametri.

Metodele propuse anterior au fost descrise ca sisteme deschise si neaseptice, deoa-
rece dispozitivele utilizate nu au impiedicat contactul direct al probei cu azotul lichid [7].
Au fost folosite sisteme deschise pentru a elimina gheata si a crea o stare sticloasa in locul
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ei, necesitand mici suspensii lichide reci, sau doar apa, la viteze de inghet ultrarapide, teh-
nica prin care mici picaturi de material seminal (aproximativ 30 puL) au fost plasate direct
in azot lichid, avand ca scop obtinerea vitrificarii dorite.

Folosind izolarea probei spermatice ca indicator al asepsiei [17] si al eficacitatii
vitrificarii cinetice, au fost evaluate diferite dispozitive, care permit izolarea spermei de
azotul lichid, cu un risc scazut de contaminare microbiana in timpul congelarii si pastrarii.
Succesul devitrificarii, la fel, depinde de proprietitile dispozitivului utilizat.

Temperaturile baii de apa sau ale solutiei de devitrificare variaza pentru sperma
diferitor specii de animale domestice si om [7; 20].

Congelarea lentd este incé principala metoda de crioconservare a spermei [9] la
oameni [14] si animale domestice [18].

Dupa cum sa mentionat anterior, volumul de apa si morfologia celulelor spermatozoi-
zilor diferitelor specii sunt diferite si acesta poate fi unul dintre factorii pentru care nu este posibil
sa se reproduci acelasi protocol de vitrificare cinetica la toate speciile. In plus, este cunoscut, de
exemplu, cd crioconservarea afecteaza integritatea membranei plasmatice si cd compozitia
membranei plasmatice variaza intre specii [4] si, prin urmare, unele specii sunt mai susceptibile
la deteriorare in procesul de crioconservare. Pentru vitrificarea cineticd, sunt incd necesare mai
multe studii asupra acestor aspecte in scopul elucidarii unor afirmatii mai precise despre interfe-
renta protocolului asupra calitatii materialului seminal devitrificat.

Acest lucru demonstreaza, ca este necesar ca acelasi protocol de evaluare a calitatii
materialului seminal devitrificat, sa fie aplicat de mai multe ori in experimente cu grupuri
de animale similare, sau din aceeasi specie, pentru a obtine stabilitatea rezultatelor vitrifi-
carii si acurateta repetabilitatii acestora. Pana in prezent, acest lucru se observa in experi-
mentele cu materialul seminal al putinelor specii de animale.

Vitrificarea cineticd are un mare potential ca orice tehnologie emergenta si a deve-
nit recent o tehnica alternativa, care arata rezultate incurajatoare pentru vitrificarea spermei,
utilizate in tehnologii de reproducere asistata a regnului animal.

Avantajele acestei metodologii includ simplitatea, viteza, costul redus si mentine-
rea unor parametri fiziologici importanti, cum ar fi potentialul membranei mitocondriale si
integritatea ADN-ului. Mai mult decét atat, vitrificarea fara crioprotectori poate induce mai
putine modificari biologice in celulele reproductive, in comparatie cu congelarea conventi-
onald [19] si modificari transversale mai mici in spermatozoizi [17]. Un alt avantaj este, ca
utilizarea unor concentratii mari de crioprotectori permeabili, asa cum sunt utilizate in vi-
trificarea de echilibru, nu sunt necesare pentru vitrificarea cinetica [ 12] si poate reduce efec-
tele de deteriorare a spermatozoizilor.

De asemenea, succesul crioconservarii este masurat prin mobilitatea spermatozoi-
zilor dupa devitrificare, unde vitrificarea cinetica nu a obtinut inca rezultate satisfacatoare
in experimentele efectuate pe materialul seminal al unor animale. Prin urmare, studiile su-
plimentare ar trebui sa investigheze ce aditivi pot stimula cinetica spermatozoizilor dupa
devitrificare si care este viteza specifica de incilzire pentru fiecare specie. Concentratia
optima de crioprotectori nepermeabili reprezinta un factor cheie pentru succesul vitrificarii
spermei si este specifica speciei, dar depinde si de metodologie [6] si necesitd o atentie
suplimentara de cercetare stiintifica.
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