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la OSIM, o cerere de revocare a brevetului de inventie, in
termen de 6 luni de la publicarea mentiunii hotararii de
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Inventia se refera la un procedeu de evaluare morfologica a spermei de berbec si tap
(celule spermatice de berbec si de tap), in vederea utilizarii acesteia in tehnici de reproductie
asistata, cu aplicabilitate in domeniul medicinii veterinare.

Este cunoscut faptul ¢a, in general, celulele solitare (de tip celule spermatice, alge, pro-
tozoare, celule sanguine etc.) se proceseaza folosind metode uzuale de includere, care se
centrifugheaza repetat dupa fiecare faza (colectare, prefixare, fixare, spalare, deshidratare),
rezultdnd un preparat deteriorat cu artefacte specifice (aplatizari excesive ale nucleului, fracturi
membranare). Mai mult, in timpul deshidratarii, celulele devin usoare, plutesc in deshidratantul
respectiv (alcool sau acetond), iar pentru concentrarea acestora este nevoie de centrifugari la
turatii mai mari de 3000 g.

Documentul Florin Varo Ghiuru, loan Ladosi, lulian Roman, Andrea Hettig, Marius
Zahan, Vasile Miclea “Antioxidant Medium for Mangalita Boar Semen Cryopreservation”,
Bulletin UASVM Animal Science and Biotechnologies, 67(1-2)/2010 se refera la stabilirea
conditiilor tehnice ale crioconservarii indispensabile a spermei de vier, pentru ameliorarea
eficientei porcului nativde Mangalita. Obiectivul acestui studiu a fost de a determina daca acidul
ascorbic este capabil sa imbunatateasca respectiva calitate a spermatozoizilor crioconservati
din porci de Mangalita. Ejaculatul de la porcul de Mangalita si PIC (ca comparatie) sperma de
porc congelatd intr-un extender suplimentat cu 200 uM acid ascorbic (vitamina C), 400 yM
Trolox® (o vitamina E hidrosolubila analog), 200 + 400 uM vit. C + vit. E, 200 + 200 uM vit. C
+ vit. E sau fara suplimentare a fost decongelat si apoi a fost evaluata motilitatea spermato-
zoizilor. Tratamentul cu 200 + 400 pM vit. C + vit. E are efectul cel mai benefic asupra motilitatii
spermatozoizilor de Mangalita dupa congelate-decongelare printre concentratiile testate (P <
0,05), iar documentul Marius Zahan, Vasile Miclea, Florin Ghiuru, lulian Roman, Alexandru
Rusu, lleana Miclea, Manuel Mihailescu, “The Influence of Freezing on Some Rare Breeds
Boar Semen Cryopreservation”, Bulletin UASVM Animal Science and Biotechnologies,
67(1-2)/2010 se refera la cercetari in crioconservarea materialului seminal de vier, aplicarea de
inghet-dezghet (FT) a materialului seminal in programe de inseminare artificiala comerciala (Al)
este inca limitata. Principalele surse de material seminal utilizate in Al sunt pastrarea materia-
lului seminal la temperatura camerei (RT) si, uneori, material seminal proaspat (F). Cu toate
acestea, utilizarea germoplasmei de mascul din genebank pe unele rase rare este legata de
capacitatea de a folosi material seminal congelat. Scopul acestui studiu a fost de a evalua
efectul metodei de conservare a materialului seminal si, in special, influenta congelarii pe
Mangalita Rosu si crioconservarea materialului seminal de vier de Bazna.

Dezavantajul principal al metodelor cunoscute este faptul c& specimenul final contine
foarte putine celule spermatice.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta din evaluarea rapida a calitatilor
morfologice ale unui material seminal ovin, conservat in vederea utilizarii acestuia in tehnici de
reproductie asistata.

Metoda de evaluare morfologica a unui material seminal de berbec, in vederea utilizarii
acestuia in tehnici de reproductie asistata, conform inventiei, elimina dezavantajele mentionate
prin aceea ca:

- celule spermatice solitare se dilueaza cu tampon Tris in proportie de 1:2 (v/v) la pH 6,9,
omogenatul se centrifugheaza la 800 g la temperatura camerei, timp de 15 min, se indepar-
teaza supernatantul prin aspirare cu 0 trompa cu vid;

- sedimentul se resuspenda intr-un mediu de prefixare format din cacodilat 1M; zaharoza
1M si glutaraldehida 2,7%, la temperatura de +5°C, care se mentine timp de 2 h, dupa care
suspensia se supune unei a doua centrifugari la rece, la 800 g, timp de 15 min, si la 1300 g,
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timp de 10 min, dupa care supernatantul este indepartat prin decantare, iar sedimentul de celule
spermatice este plasat in tampon cacodilat 1M, zaharoza 1M, fara glutaraldehida, si portionat
in specimene cu latura de 0,5 mm;

- specimenele sunt fixate cu acid osmic 2%, dizolvat in apa bidistilata, timp de 1 h, la
+4°C, si specimenele oxidate sunt spalate de doua ori cu tampon codilat rece;

- specimenele rezultate sunt deshidratate in bai seriate de alcool etilic cu concentratie
de 30%, 50% si 70%, iar a doua baie de alcool etilic 70% se realizeaza contrastarea in acetat
de uranil 0,5% si acid fosfotungstic 1% la temperatura camerei, timp de 14 h, dupa care se
continua deshidratarea specimenelor la temperatura camerei, cu alcool etilic de concentratie
de 90%, 95%, in 2 bai de alcool 100% si 2 bai de propilen oxid;

- specimenele de celule spermatice sunt impregnate cu un amestec de impregnare
format din DDSA, MNA si DMP 30 in proportie de 1/1 cu propilen oxid, la temperatura camerei,
timp de 16 h, si sunt plasate in capsule transparente, care sunt umplute cu rasini epoxidice, in
care sunt mentinute 3 h la temperatura camerei, si apoi sunt mentinute 72 h in termostat, la
temperatura de 67°C, iar specimenele polimerizate astfel rezultate sunt sectionate, colorate si
analizate la un microscop electronic.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- se obtine rapid un material biologic de tip celule spermatice de berbec si tap, care
prezinta un prognostic de evaluare adecvat pentru utilizarea acestora in tehnici de reproductie;

- creste densitatea celulelor care se examineaza cu efect asupra preciziei diagnosticului
morfologic al celulelor;

- se reduce perioada de lucru cu cel putin 1,5 h;

- se elimina centrifugarile repetate, care deterioreaza celulele, metoda folosind numai
2 operatii de centrifugare.

Se da in continuare un exemplu de realizare a metodei conform inventiei.

Exemplu

in scopul determinarii modificarilor ultrastructurale dupa congelarea si decongelarea in
azot lichid, metoda conform inventiei consta din examinarea electrono-microscopica a celulelor
solitare, de tip celule spermatice de berbec si tap, prin parcurgerea a 5 etape, si anume:

- colectare si dilutie;

- prefixare;

- fixare;

- deshidratare;

- includere in rasini epoxidice.

Etapa 1

Colectarea si dilufia spermei

Sperma colectata cu vagina artificiala, conservata prin refrigerare (prin care sperma este
mentinuta la temperaturi de +4...+5°C pana la folosire), se dilueaza cu tampon Tris, pH 6,9 in
proportie de 1:2 (v/v). Tamponul are temperatura de 32°C. Dupa agitare lentd, omogenatul se
centrifugheaza la 800 g, care constituie prima centrifugare, la temperatura camerei, timp de
15 min. Supernatantul este indepartat prin aspirare cu o trompa de vid. Prin aceasta operatiune
este indepartata plasma seminala.

Etapa 2

Prefixare in tampon cacodilat 1 M cu glutaraldehida (GA) 2,7%

Sedimentul rezultat este resuspendat in mediu prefixator, format din tampon cacodilat
1M, zaharoza 1 M si GA 2,7%, latemperatura de +5°C. Se omogenizeaza si se mentine la tem-
peratura de +4°C timp de 2 h. Omogenatul prefixat se centrifugheaza la 800 g, care constituie
a doua centrifugare, timp de 15 min, si incé 10 min la 1300 g. Operatiunea se realizeaza cu o
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centrifuga cu racire. Supernatantul este indepartat prin decantare, iar sedimentul este suficient
de condensat, atasat de partea inferioara a tubului de centrifugare. intr-o sticla de ceas se pune
tampon cacodilat 1 M si zaharoza 1 M, fara GA, la +4°C, in care se plaseaza sedimentul ferm
de celule spermatice desprins de pe tub. Acesta este portionat in specimene mici, cu latura de
0,5 mm. Lichidul de spalare este indepartat si, prin aceleasi manopere, se efectueaza a 2-a
spalare, ce are rolul de a indeparta excesul de fixator.

Etapa 3

Fixarea in acid osmic 2%

Specimenele cu celule spermatice sunt plasate in tuburi mici de sticla, ce contin 2 ml
de mediu fixator rece, format din acid osmic (OsQO,) 2% (m/v), dizolvat in apa bidistilata. Fixarea
propriu-zisa se face timp de 1 h la +4°C. in acest interval specimenele devin negre datorit
oxidarii lor de catre acidul osmic, iar aceasta arata ca fixarea s-a facut bine. Fixatorul este
indepartat lent, prin decantare, si inlocuit cu mediu tampon cacodilat si zaharoza rece, pentru
spalare si indepartarea excesului de osmiu. Operatiunea de spalare se face de 2 ori cu tampon
cacodilat rece. Fiecare spalare dureaza cate 5 min.

Etapa 4

Deshidratarea specimenelor

Pentru deshidratare se folosesc bai seriate de alcool etilic rece, in concentratie de 30%,
50% si 70%. In fiecare baie de alcool specimenele se tin cate 10 min. in aceasta faza a
deshidratarii se face contrastarea specimenelorin a doua baie de alcool etilic 70%, care contine
0,5% acetat de uranil si 1% acid fosfotungstic. Contrastarea se face la temperatura camerei,
timp de 14 h, dupa care se continua deshidratarea specimenelor la temperatura camerei, cu
alcool etilic in concentratie de 90%, 95%, urmate de 2 bai in alcool etilic 100% si 2 bai de
propilen oxid. Fiecare baie dureaza 10 min.

Etapa 5

Includerea in rasini epoxidice

Specimenele cu celule spermatice sunt plasate in amestec Epon 812 (format din DDSA,
MNA si DMP 30, ca agent de polimerizare) in proportie de 1/1 cu propilen oxid. Impregnarea
se face la temperatura camerei, timp de 16 h, dupa care sunt preluate si plasate in capsule
transparente. Capsulele sunt umplute cu EPON 812 pur, mentinute 3 h la temperatura camerei
si 72 h in termostat incalzit la temperatura de 67°C. La sfarsitul polimerizarii specimenele de
culoare neagra se afla in varful capsulei. Specimenele astfel pregatite sunt supuse evaluarii din
punct de vedere al calitatilor morfologice.

Aprecierea morfologiei celulelor spermatice

Profilul morfologic al spermatozoizilor a fost apreciat prin caracterizarea modificarilor
aparute la nivelul integritati membranei celulare la toate structurile (cap, acrozom, piesa
intermediara, piesa principala si piesa terminald). Au fost analizate cel putin 200 de celule pe
sectiuni seriate.

Aprecierea motilitatii spermatozoizilor inainte de procesare

Motilitatea s-a apreciat prin tehnica evaluarii manuale in preparat umed, la microscopul
optic (x 100 marire) dotat cu placa incalzitoare mentinuta la 37°C, si camera foto. Integritatea
structurald a membranelor plasmatice (viabilitatea) s-a apreciat prin metoda coloratiei eozina-
nigrozina (Baril si colab., 1993).

Procentul spermatozoizilor cu anomalii

Examenul morfologic al spermatozoizilor consta in determinarea numarului de sperma-
tozoizi cu aspect anormal. Determinarea spermatozoizilor anormali se face prin utilizarea
acelorasgi metode de colorare utilizate pentru determinarea viabilitatii, deoarece acestea permit
si aprecierea anumitor aspecte de structura.
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Parametrii ultrastructurali

Modificarile ultrastructurale aparute la nivel membranar, dupa decongelare, au fost
evaluate prin microscopie electronica de transmisie (TEM), prin sectionarea probelor incluse
inrasini epoxidice (Epon 812). Profilul electronomicroscopic al spermatozoizilor a fost apreciat
prin caracterizarea modificarilor aparute la nivelul integritati membranei celulare la nivelul
capului, acrozomului, piesei intermediare, piesei principale si piesei terminale.

Rezuitate

Sectiunile colorate si examinate la microscopul electronic prezintd cu 20% mai putine
artefacte datorate manipularilor frecvente: aplatizari ale nucleului, fracturi membranare si des-
prinderi ale capului de flagel, iar precizia diagnosticului morfologic al celulelor este mai mare.

Alterarile structurale observate sunt atribuite tratamentelor suportate de celule in diferite
variante de congelare/decongelare, iar decizia privind diagnosticul este datorata tratamentului,
si nu manipularilor frecvente ale celulelor prin centrifugare.
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Revendicare

Metoda de evaluare morfologica a unui material seminal de berbec, caracterizata prin
aceea ca va consta din urmatoarele etape:

- celule spermatice solitare se dilueaza cu tampon Tris in proportie de 1:2 (v/v) la pH 6,9,
omogenatul se centrifugheaza la 800 g la temperatura camerei, timp de 15 min, se indepar-
teaza supernatantului prin aspirare cu o trompa cu vid;

- sedimentul se resuspenda intr-un mediu de prefixare, format din cacodilat 1 M, zaha-
roza 1 M si glutaraldehida 2,7%, la temperatura de +5°C, care se mentine timp de 2 h, dupa
care suspensia se supune unei a doua centrifugari la rece, la 800 g, timp de 15 min, si la
1300 g, timp de 10 min, dupa care supernatantul este indepartat prin decantare, iar sedimentul
de celule spermatice este plasat in tampon cacodilat 1 M, zaharoza 1 M, fara glutaraldehida,
si portionat in specimene cu latura de 0,5 mm;

- specimenele sunt fixate cu acid osmic 2%, dizolvat in apa bidistilata, timp de 1 h la
+4°C, si specimenele oxidate sunt spalate de doua ori cu tampon codilat rece;

- specimenele rezultate sunt deshidratate in bai seriate de alcool etilic cu concentratie
de 30%, 50% si 70%, iar in a doua baie de alcool etilic de 70% se realizeaza contrastarea in
acetat de uranil 0,5% si acid fosfotungstic 1%, la temperatura camerei, timp de 14 h, dupa care
se continuad deshidratarea specimenelor la temperatura camerei, cu alcool etilic de concentratie
de 90%, 95%, in 2 bai de alcool 100% si 2 bai de propilen oxid;

- specimenele de celule spermatice sunt impregnate cu un amestec de impregnare
format din DDSA, MNA si DMP 30 in proportie de 1/1 cu propilen oxid, la temperatura camerei,
timp de 16 h, si sunt plasate in capsule transparente, care sunt umplute cu rasini epoxidice,
care sunt mentinute 3 h la temperatura camerei si apoi sunt mentinute 72 h in termostat, la
temperatura de 67°C, iar specimenele polimerizate astfel rezultate sunt sectionate, colorate si
analizate la un microscop electronic.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
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