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Introducció

INTRODUCCIÓ.

1. OBJECTIUS DEL TREBALL I ORGANITZACIÓ DE LA MEMÒRIA.

1.1. Antecedents i objectius del treball.

Aquesta memòria recull les dades més significatives d'un treball de recerca que

s'emmarca dins la línia d'investigació del Grup de Biologia de la Reproducció de la

Universitat de Girona. Des de l'any 1987, aquest grup d'investigació s'ha centrat en

l'estudi de la biologia de la reproducció porcina i, molt especialment, en les repercussions

que, sobre la qualitat espermàtica dels ejaculats, poden tenir les variacions en el ritme

d'extraccions de semen. Aquests estudis han demostrat que, quan els mascles

reproductors porcins són sotmesos a ritmes d'extraccions de semen elevats, superiors a

tres cops per setmana i sense períodes de repòs sexual, la qualitat de l'esperma ejaculada

s'altera notablement i la fertilitat del mascle disminueix de forma sensible. En aquests

mascles estressats per l'elevada freqüència d'extraccions de semen, les principals

alteracions observades en l'esperma ejaculada han estat les següents: augment del

percentatge d'espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica proximal o distal,

descens de la motilitat espermàtica i augment específic del percentatge de determinades

malformacions espermàtiques, com per exemple, la de cua doblegada per l'anell de

Jensen. La revisió bibliogràfica de les dades publicades, en relació a les alteracions

produïdes en la qualitat espermàtica de l'ejaculat de mascles reproductors porcins

estressats pel ritme d'extraccions de semen, suggereix que aquestes alteracions poden

presentar un origen epididimari.

Un mascle reproductor porcí produeix, per terme mig, uns quinze mil milions

d'espermatozoides diaris. Si no és sotmès a cap extracció de semen, l'esperma satura la

capacitat d'emmagatzemament de la cua de l'epidídim al cap de sis dies. En una

ejaculació, la cua de l'epidídim es buida en un 60%, de manera que si hom força el mascle

a tres o quatre extraccions de semen en intervals de poques hores, s'aconsegueix buidar f

totalment la cua de l'epidídim. El buidat de la cua de l'epidídim estimula la producció

espermàtica testicular i accelera el trànsit epididimari de l'esperma. L'esperma

epididimària que, en condicions normals, recorre l'epidídim durant vuit dies

aproximadament, en condicions d'estrès és forçat a un recorregut més ràpid per les
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regions cefálica i corporal d'aquest òrgan. Aquest fet condueix a l'emmagatzemament a la

cua de l'epidídim d'esperma immadura o que no ha madurat correctament. En aquests

mascles estressats, l'ejaculació retirarà l'esperma de la cua epididimària i l'esperma

obtinguda presentarà unes característiques molt semblants a l'esperma immadura

present a les regions cefálica o corporal de l'epidídim. Així doncs, l'anàlisi de la qualitat de

l'esperma e]aculada pot ser utilitzada com una prova per al diagnòstic de l'estrès produït

en els mascles reproductors porcins en ser sotmesos a ritmes elevats d'extraccions de

semen. En aquest sentit, hom podrà assenyalar que, com més s'assembli la qualitat de

l'esperma ejaculada a la de l'esperma de les regions cefálica, corporal o caudal de

l'epidídim, més estressats estaran els mascles.

Si hom vol establir el grau d'estrès d'un mascle a partir de la semblança entre la qualitat

de l'esperma ejaculada i la de l'esperma epididimària, cal descriure, en primer lloc, les

morfologies espermàtiques de l'ej aculat i de les tres regions del conducte epididimari en

mascles reproductors porcins sans i sexualment madurs. D'una banda, la descripció

exhaustiva de la morfologia dels espermatozoides madurs, immadurs i aberrants en

ejaculats de mascles reproductors porcins, ens permetrà tenir un coneixement ampli de

les malformacions espermàtiques presents en l'ej aculat, tant si aquestes tenen un origen

primari (testicular) com si el tenen secundari (epididimari). Per altra banda, l'estudi de les

variacions de la qualitat espermàtica en les tres regions de l'epidídim ens permetrà,

fonamentalment, observar l'evolució de les característiques de l'esperma al llarg del

trajecte epididimari i establir el conjunt de malformacions espermàtiques d'origen

secundari (epididimari). L'objectiu d'aquest treball és caracteritzar la qualitat de l'esperma

ejaculada i la qualitat de l'esperma a les regions cefálica, corporal i caudal de l'epidídim de

mascles reproductors porcins sans i sexualment madurs.

1.2. Organització de la memòria.

La memòria conté les parts essencials de tot treball d'investigació, és a dir, la

Introducció, el Material i Mètodes, els Resultats, la Discussió, les Conclusions i la

Bibliografia. La metodologia emprada per abordar el treball, així com els resultats

obtinguts i la seva discussió, s'han agrupat en tres capítols titulats: Morfologia

espermàtica de l'ejaculat. Estructura i ultraestructura del conducte epididimari, i Qualitat

de l'esperma epididimària.

A partir de la revisió bibliogràfica corresponent, en la INTRODUCCIÓ s'assenyalen: (a) les

tècniques més emprades per a l'obtenció de l'esperma ejaculada i epididimària, (b) les
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característiques generals de l'esperma ej aculada i de l'epididimària, (c) les tècniques

utilitzades per a l'anàlisi de la qualitat espermàtica, i (d) les característiques

morfofuncionals del conducte epididimari. Per abordar aquestes qüestions, la revisió

bibliogràfica s'ha centrat, fonamentalment, en les espermatologies humana, bovina i dels

rosegadors; tres dels camps en què s'han produït els principals avenços en el coneixement

científico-tècnic de l'espermatologia.

El primer capítol, MORFOLOGIA ESPERMÀTICA DE L'EJACULAT, s'estructura en tres

apartats: Material i Mètodes, Resultats i Discussió. En el de Material i Mètodes s'exposen

les característiques dels exemplars estudiats, les tècniques utilitzades per a l'obtenció i

conservació de les mostres i els mètodes seguits per al processat de les mostres per a

microscopía òptica i microscopía electrònica. En els Resultats s'exposen l'estructura,

morfologia extema i ultraestructura de l'espermatozoide madur, de l'espermatozoide

immmadur i dels espermatozoides aberrants. En la Discussió s'entra en aquells aspectes

dels resultats susceptibles d'interpretacions morfofuncionals diverses. La Discussió s'ha

organitzat en tres parts: l'espermatozoide madur, la morfologia espermàtica i la

teratozoospèrmia.

En el segon capítol. ESTRUCTURA I ULTRAESTRUCTURA DEL CONDUCTE EPIDIDIMARI.

es distingeixen, també, tres apartats: Material i Mètodes, Resultats i Discussió. En

l'apartat de Material i Mètodes es descriuen les característiques dels mascles utilitzats, els

mètodes emprats per a l'obtenció, la conservació i el transport de les mostres, i els

protocols seguits per al processat de les mostres per a microscopies òptica i electrònica.

Els Resultats s'han organitzat en dues parts. En la primera part es descriu l'estructura

del conducte epididimari en les tres regions de l'epidídim (cap, cos i cua), i en la segona

part es caracteritzen ultraestructuralment les diverses tipologies cel·lulars de l'epiteli del

conducte. En la Discussió s'exposen les dades obtingudes per altres autors en aquells

aspectes més rellevants de la morfologia del conducte epididimari i es proposa una

interpretació morfofuncional del desenvolupament de l'epiteli d'aquest conducte. <

En el tercer capítol. QUALITAT DE L'ESPERMA EPIDIDIMÀRIA, distingim tres apartats:

Material i Mètodes. Resultats i Discussió. En l'apartat de Material i Mètodes es descriuen

les tècniques utilitzades per valorar els diferents paràmetres de la qualitat espermàtica

(motilitat. concentració, vitalitat, resistència osmótica dels acrosomes, morfologia, etc.).

En els Resultats es comparen els valors obtinguts en les tres regions de l'epidídim i, a

partir del test de la X2 de Pearson, s'estableix el grau de significació de les diferències

observades. En la Discussió, es comparen els resultats obtinguts amb les dades aportades

per altres autors i s'estableixen quins dels paràmetres de la qualitat espermàtica són

susceptibles de variació al llarg del recorregut de l'esperma per l'epidídim.
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En les CONCLUSIONS es recullen, de forma molt breu, les dades més rellevants del treball

realitzat i en la BIBILIOGRAFIA se citen aquelles obres consultades en l'elaboració del

treball.

2. OBTENCIÓ I CARACTERÍSTIQUES GENERALS DE L'ESPERMA
EJACULADA.

2.1. Obtenció.

Per poder analitzar l'esperma de l'ejaculat, la primera operació necessària és

l'obtenció o recollida del semen que, en porcins, té unes característiques molt especials.

En primer lloc, cal un entrenament del mascle reproductor porcí que consisteix en la
preparació metòdica de l'animal per saltar sobre un cavallet o maniquí, de manera que es
faciliti l'obtenció de l'esperma sense produir-li cap tipus d'alteració. En aquest procés
s'han de tenir en compte tres elements que hi intervenen de manera decisiva: la sala de

recollida, l'operador i l'equip utilitzat. L'animal ha de trobar un lloc amb un ambient
adequat on no es pugui distreure i es concentri en el salt, on se li desencadenin els
reflexos condicionats estimulants de la seva libido i adquireixi l'hàbit de saltar de forma

ràpida i metòdica, amb un comportament sexual normal i sense alteracions. L'operador

ha d'observar el comportament de cada animal, tenint en compte el seu caràcter i
realitzant totes les operacions amb cura i higiene. Finalment, tot el material emprat
durant el procés ha d'estar preparat en condicions higièniques i sanitàries per tal que la
qualitat del semen sigui òptima.

En principi, la recollida de semen en porcí es pot realitzar mitjançant tres tècniques:
l'electroejaculació, la vagina artificial i el mètode manual. L'aplicació de l'electroejaculació

en el porc és complicada i no resulta pràctica, sobretot per la intolerància d'aquest animal
i el risc generat pel seu caràcter poc tractable, ni tan sols sotmetent-lo prèviament a

anestèsia s'aconsegueixen millors resultats (Roth i Smidt, 1970: Bonadonna, 1989). Des

de fa molt temps s'han utilitzat diversos models de vagina artificial, generalment molt
similars entre sí (McKenzie i col., 1938; Polge, 1956; Aamdal, 1959; Niwa i col., 1959;
Melrose i O'Hagan. 1959; Radford, 1961; Smidt, 1965); però, avui dia, la tècnica de la

vagina artificial en porcí està pràcticament en desús (Martín, 1982). La tècnica més
utilitzada actualment és el mètode manual amb guant de goma (Hancock i Howel, 1959).
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En la práctica s'utilitza un guant estèril molt fi que no disminueixi gaire la sensibilitat de

la mà. Durant l'ejaculació (5-10 minuts), el semen cau lliurement dins d'un termos de

recollida ben esterilitzat i pre-escalfat a la temperatura del semen (37°C), per tal d'evitar el

xoc tèrmic. L'ejaculat de porcí està constituït, en un sentit ampli, per una part gelatinosa

(~15%), procedent de la secreció de les glàndules de Cowper, que sembla tenir per funció

obturar el coll uteri a fi d'impedir el reflux de l'esperma, i per una altra part líquida (~85%)

on es troben els espermatozoides (Aamdal, 1959; Martín, 1982). Per això, sistemàticament

s'ha de col·locar sobre el termos col·lector una gasa estèril per filtrar la part gelatinosa de

l'ejaculat, evitant que es barregi amb la part líquida i formi un gran coàgul gelatinós que

englobaria tot l'ejaculat. Segons els tècnics, els principals avantatges del mètode manual

són la simplicitat i les millors condicions d'ejaculació de l'animal, que es tradueixen en

una major efectivitat, ja que s'obté un major volum de semen i un nombre total

d'espermatozoides recollits per mm3 superior (Niwa i col., 1959; Jondet, 1971; King i

MacPherson, 1973). Per altra banda, és un sistema més higiènic que evita

contaminacions indesitjables. Val a dir que, tant la recollida de les mostres d'esperma,

com la seva posterior manipulació, s'han de fer el més acuradament possible, ja que

aquests passos són fonamentals per obtenir després resultats fiables de les anàlisis de

semen, eliminant errors potencials i evitant la possible pèrdua d'informació.

El semen fresc de porcí es conserva a temperatura ambient durant 2 o 3 hores. Per ara,

degut al fet que la tècnica de congelació del semen de porcí no és una realitat pràctica, el

procediment que s'utilitza per a la seva conservació és la refrigeració (Paquignon, 1984). El

semen refrigerat es conserva a dues temperatures: 5°C i 15°C; amb la primera calen

substàncies crioprotectores com rovell d'ou i/o llet, i amb la segona simplement un medi

salí. Si bé la temperatura de 5°C és recomanada pels japonesos (Harayama i col., 1988;

Bamba i Cran, 1992), la temperatura de 15°C és la més utilitzada en tots els països del

món, tant en els centres d'inseminació artificial (IA) com en les explotacions porcines

(Paquignon, 1984; Rasbech, 1984). A 15°C la fertilitat obtinguda és lleugerament superior

(Martín, 1982; Martínez, 1985; Weitze i Petzoldt, 1992) i també més còmoda i econòmica

la conservació de les dosis seminals. Per tal de poder conservar fins a uns 3 o 4 dies el

semen de porcí en bones condicions, s'afegeix a la fracció espermàtica un medi diluent-

conservador adequat (MR-A, Kiew) en una dilució de 1/10 i es disminueix lentament la

temperatura fins als 15°C. Avui dia, la forma més utilitzada per practicar la dilució és

afegir a l'ejaculat el volum total de diluent necessari (prèviament determinat), i a partir

d'aquí es distribueix en els flascons de conservació de semen.

El trasllat fins al laboratori dels flascons amb les mostres seminals refrigerades a 15°C es

fa emprant petits contenidors termoaïllants ben precintats. Les mostres es fan arribar al
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laboratori el mateix dia en què han estat recollides i es guarden en una nevera

termorreguladora a 15°C.

2.2. Característiques generals.

L'ejaculat de porcí es caracteritza pel gran volum i per l'elevada proporció de material

gelatinós que conté. En l'ejaculat del mascle reproductor porcí es poden distingir tres

fraccions: (1) una primera fracció denominada PREESPERMÀTICA, constituïda per les

secrecions de la pròstata, vesícules seminals i alguns grumolls de textura gelatinosa

procedents de les glàndules bulbouretrals o de Cowper, aquesta fracció és força fluïda i

transparent, no conté espermatozoides i té un volum aproximat d'uns 10 ml; (2) una

segona fracció denominada ESPERMÀTICA, o també "fracció rica en espermatozoides",

constituïda per secrecions de les vesícules seminals i de la pròstata i per espermatozoides

en gran concentració (de 500x106 a 1000x106 per ml), procedents de les contraccions que

es produeixen en el cauda epididimari; aquesta fracció és un líquid espès i eremos, de

color blanc lletós, i el volum oscil·la de 30 a 100 ml, depenent dels factors que influeixin

en la producció espermàtica; i, (3) una tercera fracció denominada POSTESPERMÀTICA, o

també "fracció pobre en espermatozoides", constituïda per molt poca quantitat

d'espermatozoides (<100xl06 per ml) i, principalment, per les secrecions de la pròstata i de

les glàndules bulbouretrals o de Cowper, sobretot al final de la fracció; aquesta darrera

fracció és de color blanquinós transparent, amb grumolls gelatinosos i té un volum

aproximat de 150-200 ml (Martín, 1982; Rasbech, 1984; Bonadonna, 1989; Cameron,

1990).

La mitjana del volum total ejaculat oscil.la normalment entre 250 i 300 ml. Segons

Martín (1982), el volum mig de l'ejaculat complet d'un mascle porcí jove de 9 mesos d'edat

és d'uns 200 ml i el d'un adult a partir dels 14-15 mesos és de 300 ml, amb variacions de

100 a 500 ml (o més), depenent de les condicions individuals i ambientals (Setchell, 1991).

Segons Rasbech (1984), el volum i concentració espermàtics donen valors baixos en

mascles porcins de 5-8 mesos edat (pubertat), però augmenten gradualment fins als 18

mesos d'edat, que és quan assoleixen la plena maduresa espermatogènica; també

assenyala que el volum ejaculat pot variar de 100-200 ml en mascles joves a 200-300 ml

en mascles adults. La mitjana del volum de semen ejaculat en l'espècie porcina és molt

elevada en comparació amb altres espècies animals. En cavalls, el volum de l'ejaculat

oscil.la entre 30 i 150 ml (Rasbech, 1984), 60 i 300 ml (Bonadonna, 1989) o 20 i 300 ml

(Setchell, 1991); en toros es troben valors entre 2 i 10 ml (Rasbech, 1984; Setchell, 1991) o
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5 i 8 ml (Gamer i Hafez, 1989); en bens els valors oscil·len entre 0,8 i 3 ml (Rasbech,

1984), 0,8 i 1,2 ml (Garner i Hafez, 1989) o 0,5 i 2 ml (Setchell, 1991); en bocs es troben

valors entre 0,5 i 2,5 ml (Garner, 1991; Setchell, 1991); en cobais Bonadonna (1989) va

trobar valors d'aproximadament 0,5 ml; en galls els valors oscil·len entre 0,2 i 0,5 ml

(Garner i Hafez, 1989); i, en humans els valors normals de referència varien entre 1,5 i 5,5

ml (Keel, 1990), 2 i 6 ml (Ludwig i Frick. 1990) o 2,5 i 8 ml (Taymor, 1990).

3. OBTENCIÓ I CARACTERÍSTIQUES GENERALS DE L'ESPERMA
EProiDIMÀRIA.

3.1. Obtenció.

D'acord amb Einarsson (1971), l'esperma procedent de l'epidídim de porcí es pot

obtenir per dues vies diferents, posí mortem o in vivo.

Per recollir posí mortem l'esperma epididimària se sacrifica l'animal, se'n separen els

testicles i els epidídims, i es comprova macroscòpicament que tenen una morfologia

normal. Els testicles i els epidídims són introduïts en un recipient termoaïllant i conduïts

al laboratori on es practicarà l'extracció de l'esperma, a ser possible, durant la primera

hora després del sacrifici. Abans d'extreure l'esperma epididimària cal netejar la superfície

externa de l'epidídim. A continuació es fan petites incisions amb un escalpel a través de

segments del conducte ben plens (inflats) i es recull l'esperma vessada amb un tub

capil·lar de vidre (Einarsson, 1971; Harayama i Kato, 1992).

L'obtenció in vivo de l'esperma epididimària és força més complicada, perquè s'ha de

practicar un drenatge (fístula o cánula) en el conducte deferent i això implica operar

l'animal. La recollida in vivo del contingut de la cua epididimària s'ha dut a terme

mitjançant la introducció d'una fístula en el conducte deferent de bens (White i col.,

1959; Tadmor i col., 1969; Voglmayr i col., 1977), toros (Amann i col., 1963; Bennett i

Rowson, 1963), rates (Gilmore i col.. 1971) i porcs (Wierzbowski i Wierzchos, 1969;

Einarsson, 1971; Johnson i Pursell, 1975). En el treball d'Einarsson i Funkquist (1979) es

descriu amb molt de detall la tècnica operatoria per a practicar fístules en el conducte

deferent de mascles porcins, a fi de poder recollir l'esperma de la cua epididimària.
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Val a dir que no s'observen diferències estadísticament significatives entre els resultats de

les anàlisis realitzades a partir de l'esperma epididimària de porcí obtinguda via post

mortem o via in vivo, practicant una fistula en el conducte deferent (Einarsson, 1971).

3.2. Característiques generals.

L'esperma extreta del conducte epididimari de porcí és un fluid dens, d'aspecte

eremos i de color blanquinós, molt similar al que procedeix de la fracció espermàtica de

l'ejaculat.

Durant el recorregut per l'epidídim, fonamentalment en les dues primeres regions (caput i

corpus), els espermatozoides segueixen un complex procés de maduració que consisteix a

dotar l'espermatozoide de l'aptitud de moure's eficaçment (motilitat progressiva) i de poder

fecundant (Holtz i Smidt, 1976). A mesura que passen per l'epidídim, els espermatozoides

experimenten una sèrie de canvis morfològics, bioquímics i fisiologies. Alguns d'aquests

canvis es consideren intrínsecs a la pròpia evolució del gameta (Jones i col., 1981) i

d'altres s'han atribuït a la interacció seqüencial amb les secrecions específiques de l'epiteli

epididimari, acumulades en les diferents regions de l'epidídim (Bedford, 1975; Orgebin-

Crist i col., 1975 i 1981; Kohane i col., 1980; Cooper, 1986 i 1990; Anakwe i col., 1990;

Burgos i col., 1992). El procés de maduració epididimària comporta canvis en diversos

aspectes morfo-funcionals de l'espermatozoide (Esquema 1) que, considerant els mamífers

en general, són bàsicament els següents: (a) modificacions dels patrons de moviment

(adquisició del potencial de motilitat progressiva); (b) alteració dels patrons metabòlics i de

l'estat estructural dels orgànuls específics de la cua; (c) canvis en la cromatina nuclear i

modificació de la forma de l'acrosoma; (d) pèrdua progressiva d'aigua i augment de la

gravetat específica; (e) migració al llarg de la peça intermèdia i alliberament de la gota

citoplasmàtica; i (f) modificacions en la superfície interna i externa de la membrana

plasmática (reorganització estructural i canvis en la composició que determinen

variacions en les seves propietats biofísiques, com, per exemple, la fluïdesa i els sistemes

de transport a través de membrana). Tot aquest seguit de canvis fan que l'esperma

epididimària. així com també, sovint, l'esperma ejaculada, contingui un conjunt

heterogeni de cèl·lules espermàtiques que varien en grau de maduració i que, per tant,

presenten diferent morfologia i potencial fecundant.

L'obtenció del potencial de motilitat progressiva í de capacitat fecundant dels

espermatozoides durant el trànsit per l'epidídim és un fenomen gradual (Esquemes 112).
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En els espermatozoides extrets de la regió inicial de l'epidídim la motilitat és nul.la, amb

dèbils vibracions o moviments circulars, i, en avançar pel corpus i cauda epididimaris,

canvia gradualment a rotatòria i progressiva. En la majoria d'espècies estudiades, els

espermatozoides procedents de la regió més proximal del caput no poden fecundar, en

canvi, sí que presenten capacitat fecundant aquells que s'extreuen del corpus i/o cauda

(Esquema 2). En ratolins (Hoppe, 1975) i en humans (Hinrichsen i Blaquier, 1980; Moore i

col., 1983; Cooper, 1990), en condicions fisiològiques normals, només els espermatozoides

del cauda epididimari presenten el potencial de capacitat fecundant. En altres espècies

com rates, hàmsters, conills i bens es troben espermatozoides amb capacitat fecundant a

nivells més o menys proximals o distáis del corpus epididimari. En porcs s'ha observat que

els espermatozoides comencen a adquirir la capacitat de fecundar l'oòcit en la part més

distal del caput epididimari (Dacheux i Paquignon, 1980). Cal remarcar, però, que la

màxima proporció d'espermatozoides capaços de fecundar (fèrtils) es localitza sempre en la

regió epididimària caudal (Esquema 2).

100 x-

50%-

Esquema 1.
Esquema que mostra els
canvis en la capacitat
fecundant (fertilitat), moti-
litat, metabolisme 1 síntesi
de lípids que experimen-
ten els espermatozoides
de mascle reproductor
porcí a mesura que
transiten per les tres
regions de l'epidídim
(caput, corpus i cauda).
(Segons Dacheux i
Paquignon, 1980).

Esquema 2.
Esquema que mostra el
desenvolupament de la capacitat
fecundant dels espermatozoides
procedents de les tres regions
epididimàries (A, caput; B, corpus;
C, cauda) en diferents espècies de
mamífers. Els números representen
l'índex de fertilitat 1 les àrees fos-
ques Indiquen el lloc on es troben
espermatozoides fèrtils. (Segons
Dacheux 1 Paquignon, 1980).
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4. ANÀLISI DE LA QUALITAT ESPERMÀTICA.

Històricament, l'anàlisi de semen s'ha basat en tècniques subjectives per a la

determinació del nombre d'espermatozoides i l'estimació de la motilitat espermàtica. En

els darrers anys, a causa del perfeccionament de les tècniques d'inseminació i al

desenvolupament de la fecundació in vitro (FIV), sobretot en humans, s'ha fet necessari

disposar d'anàlisis morfològiques i funcionals de l'esperma amb la màxima exactitud i

fiabilitat possibles. La qualitat de l'esperma, més que la quantitat, són els factors claus en

la determinació de la fertilitat del mascle. L'estudi de la biologia de la reproducció del

mascle ha anat experimentant ràpids avenços i cada vegada es reconeix més la necessitat

de l'avaluació objectiva de les característiques quantitatives i qualitatives de l'esperma i de

les variables relacionades amb la funció secretora de les glàndules accessòries. El progrés

de la informàtica i de la video-fotomicroscòpia en l'anàlisi de certs paràmetres de la

qualitat del semen han millorat espectacularment l'objectivitat de la mesura i han permès

d'obtenir informació més fiable i fàcilment accessible.

A continuació es repassen algunes de les tècniques de laboratori més interessants que es

poden realitzar per tal d'obtenir un estudi complet de les característiques de l'esperma. La

majoria d'aquestes tècniques s'han desenvolupat, fonamentalment, per a l'estudi de

l'esperma humà, però, totes elles poden ser aplicades directament o amb algunes

modificacions a l'esperma de moltes altres espècies. També es presenten dades referents

als valors normals d'alguns dels paràmetres espermàtics examinats més freqüentment,

tant de porcí com d'altres espècies animals. Cal tenir en compte que molts dels valors

presentats varien segons la raça, la localitat, el mètode emprat per a les anàlisis i

l'experiència pràctica del tècnic que les realitza.

4.1. El oH de l'Esperma.

El pH del semen es mesura emprant paper sensible al pH (rang de 6,4 a 8,0). La

utilització d'un pehàcmetre elèctric requereix més temps i no té cap avantatge sobre el

mètode, més senzill, del paper indicador de pH (Ludwig i Frick, 1990).

Atenent a la bibliografia consultada, els límits acceptables de pH en l'ej aculat de porcí

oscil·len entre 6,8 i 7,9, i la mitjana és de 7,1-7,2. Segons Martín (1982) el pH del conjunt

total de l'ejaculat sol oscil·lar al voltant de 7,1; segons Buxadé (1984) la mitjana és de 7,2

(oscil·lant entre 6,8 i 7,8); segons Garner i Hafez (1989) el valor oscil·la entre 7,3 i 7,8; i,

segons Setchell (1991) entre 6,85 i 7,90. Els valors de pH de l'ejaculat en diferents espècies



13
Introducció

de vertebrats són similars als de porcí. Per exemple, en toros el valor de pH del semen

oscil.la entre 6,4 i 7,8 segons Garner i Hafez (1989) o entre 6,48 i 6,99 segons Setchell

(1991); en cavalls es troben valors entre 6,8 i 7,2 (Rasbech, 1984), 7,2 i 7,8 (Bonadonna,

1989) o 6,2 i 7,8 (Setchell, 1991); en bens varia entre 5,9 i 7,3 (Gamer i Hafez, 1989;

Setchell 1991); en galls entre 7,2 i 7,6 (Garner i Hafez, 1989); i en humans els valors

oscil·len entre 6.9 i 7,4 segons Alvarez (1989) o entre 7,2 i 7,8 segons altres autors (OMS,

1989; Keel, 1990; Ludwig i Frick. 1990). Les variacions extremes en els valors de pH poden

indicar infecció o estats patològics causats per disfuncions de les glàndules sexuals

accessòries (Martín, 1982; OMS. 1989; Keel, 1990).

4.2. La Motilitat Espermàtica.

Un dels trets més característics dels espermatozoides és la capacitat que tenen de

moure's mitjançant els impulsos o batecs oscil.lants de la seva cua. La motilitat es

considera un dels criteris més importants en la valoració de la capacitat fecundant d'un

ej aculat. A fi de poder determinar la motilitat espermàtica s'han desenvolupat diverses

tècniques que, actualment, hom diferencia en subjectives i objectives.

Les avaluacions subjectives clàssiques de la motilitat inclouen estimacions quantitatives

i qualitatives a partir de l'estudi en fresc de mostres seminals ben homogeneïtzades. En la

valoració quantitativa, es distingeix el percentatge d'espermatozoides mòbils enfront dels

immòbils (moíiíttaí gíobafl. En la valoració qualitativa, a més, es defineix el tipus de

moviment, o sigui, la velocitat (ràpida o lenta) i direcció (progressió lineal o no) dels

espermatozoides mòbils (cinètica o cinemática}. Generalment, els espermatozoides es

classifiquen segons el tipus de moviment en 4 categories: espermatozoides amb motilitat

progressiva ràpida i lineal, espermatozoides amb motilitat progressiva lenta lineal o no

lineal, espermatozoides amb motilitat no progressiva i espermatozoides immòbils. El

mètode més simple per valorar la motilitat dels espermatozoides consisteix a agitar i

escalfar la mostra d'esperma fins a 37°C, col·locar una gota entre porta i cobreobjectes i

observar al microscopi de contrast de fases a 400X; és convenient examinar almenys 10

camps i 3 o 4 mostres d'esperma diferents; els espermatozoides mòbils observats en el

camp microscopic es van classificant segons les 4 categories esmentades i, finalment,

s'expressa el resultat en forma de percentatge (calculat a partir de la mitjana dels

recomptes realitzats). Malgrat la naturalesa subjectiva d'aquestes valoracions, amb certa

experiència, aquest mètode pot donar estimacions raonables de la motilitat dins un nivell

d'error acceptable. Cal tenir en compte que els valors de motilitat tendeixen a ser
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sobreestimats si els nombres són alts i subestimats si els nombres són baixos (Krause i

Rothauge, 1981). El terme específic emprat per designar una motilitat espermàtica molt

baixa és astenozoospèrmia.
En els darrers anys. s'han introduït diversos mètodes objectius que han permès unes
determinacions més acurades i fiables dels patrons de motilitat dels espermatozoides
(Phillips, 1972; Jecht i Russo, 1973; Dubois i col., 1975; Katz i Dott, 1975; Sokoloski i
col., 1977; Makler, 1978a, b i 1980a, b; Overstreet i col., 1979; Katz i Overstreet, 1981;
Kamidono i col., 1983; Amann, 1988; Boyers i col., 1989; Purvis i col., 1989; Holt, 1993).
Sokoíoski i col. (1977) van descriure un mètode d'anàlisi turbidimètrica per a l'avaluació
objectiva de la motilitat espermàtica, que es basa en el fet que els espermatozoides

nedaran cap amunt des d'una suspensió cel·lular concentrada al fons d'una cubeta

òptica, coberta per una capa de medi adequat. Aquesta migració espermàtica donarà lloc
a un increment de la terbolesa del medi que podrà ser mesurat com un increment

d'absorbància. Malgrat els avantatges de ser un mètode simple i ràpid i de proporcionar

una valoració indirecta de la proporció d'espermatozoides mòbils, no sol utilitzar-se
perquè és força imprecís i no permet analitzar la motilitat dels espermatozoides
individualment.

La determinació quantitativa i qualitativa del moviment espermàtic derivada

d'observacions de cèl·lules individuals és més precisa i fiable que la simple valoració
indirecta de la proporció d'espermatozoides mòbils totals (Mortimer, 1990). La utilització
de la cambra de Makler i l'aplicació de la informàtica i del video a l'anàlisi de semen

(sistemes CASA, Computer-Assisted Semen Analysis) han millorat molt la determinació de

la motilitat espermàtica. Aquests sistemes automatitzats, que permeten valorar

directament la motilitat, arriben a mesurar, entre altres paràmetres, el percentatge
d'espermatozoides mòbils amb moviment progressiu, la velocitat lineal, la velocitat
curvilínia, la velocitat mitjana, la linealitat del moviment, el moviment oscil.latori,

l'amplitud del desplaçament lateral del cap i la freqüència dels batecs transversals.

Entre la valoració indirecta de la motilitat pel mètode d'anàlisi turbidimètrica i la
valoració directa mitjançant sistemes automatitzats molt sofisticats, hi ha altres mètodes,
més senzills i menys costosos, que encara són àmpliament utilitzats. La fotomicrografía

de llarga exposició (Rothschild, 1953), la microcinematografia (Gray, 1958) i l'observació
directa assistida per un cronòmetre (Harvey, 1960), han estat alguns dels mètodes més
utilitzats en la valoració directa de la motilitat espermàtica. Durant els darrers anys, la
videomicrografia ha esdevingut el mètode d'elecció a causa del cost relativament baix i de

l'eliminació dels retards causats pel processat de les pel·lícules.
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En el mètode de fotomicrografía de llarga exposició, els espermatozoides mòbils deixen

traces sobre un negatiu de pel·lícula revelat i la velocitat s'obté mesurant les longituds de

les traces o trajectòries deixades pels espermatozoides mòbils durant un temps d'exposició

d'l segon (Janick i MacLeod, 1970). Katz i Dott (1975) van establir una fórmula simple per

derivar la velocitat espermàtica a partir de la freqüència amb què les trajectòries dels

espermatozoides mòbils creuen les diagonals marcades sobre una ampliació del negatiu

de la pel·lícula fotogràfica. A causa de l'interès creixent per la velocitat i pels patrons del

moviment espermàtic, Overstreet i col. (1979) van desenvolupar un sistema més pràctic

per a l'aplicació clínica rutinària de la fotomicrografía de llarga exposició conegut com a

TEP (Timed-Exposure Photomicrography). S'han utilitzat fotografies Polaroid en lloc de

negatius de pel·lícula (Aitken i col.. 1982), i així s'han eliminat els retards causats pel

revelat de les pel·lícules. A més, s'han desenvolupat sistemes semiautomatitzats per a

l'anàlisi de les imatges obtingudes pel mètode TEP, que permeten mesurar ràpidament i

acuradament les longituds i amplades de les trajectòries dels espermatozoides,

combinant-ho normalment amb el càlcul dels valors mitjans de la població de cèl·lules

analitzades (Mortimer, 1986).

El desenvolupament de la cambra de Makler (Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel) ha

representat un gran avenç en aquest camp. La cambra de Makler està dissenyada

especialment per a la determinació de la concentració i motilitat espermàtiques a partir de

mostres seminals no diluïdes (Makler, 1978b i 1980a). Gràcies a la seva profunditat ben

definida i constant (10 nm), els espermatozoides poden ser visualitzats en un únic pla

focal i es poden fotografiar mentre neden paral·lelament al pla de la pel·lícula fotogràfica.

Es recomana emprar un volum de mostra de 5 a 10 (0,1 a fi d'aconseguir la mínima

incidència de corrent dins la mostra (Mortimer, 1990). Makler (1978a i 1980b) va descriure

un mètode fotomicrogràfic alternatiu per a l'avaluació dels espermatozoides en moviment

que es coneix amb el nom de MEP (Multiple-Exposure Photomicrography) o fotomicrografía

d'exposició múltiple. En aquesta técnica, la cambra de Makler amb la mostra d'esperma es

col·loca sobre la platina d'un microscopi de contrast de fases, que té acoblada una

máquina fotográfica, Polaroid en les versions recents (Kamidono i col., 1984), i un

estroboscopi (disc negre amb sis ranures radials equidistants connectat a un motor

elèctric de rotació que gira a una velocitat de 60 rpm i que se situa entre la font de llum i

la platina). En el moment d'obrir l'obturador de la màquina fotogràfica, l'estroboscopi

comença a rodar i l'obturador queda obert durant 1 segon; en conseqüència, la pel·lícula

és exposada sis vegades a intervals de 1/6 segons. Aquest mètode proporciona un registre

fotogràfic de les posicions seqüencials dels espermatozoides a intervals de 1/6 segons de

forma que, els espermatozoides immòbils es veuen com imatges puntuals (amb el cap molt
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brillant i la cua clarament visible), mentre que els espermatozoides amb moviment

progressiu apareixen com cadenes de sis anelles corresponents a les 6 posicions

successives del cap de l'espermatozoide que es va desplaçant durant 1 segon. La forma i

longitud d'aquestes cadenes de sis anelles indiquen el tipus de moviment de cada

espermatozoide mòbil individualment, permetent diferenciar fàcilment els espermatozoides

mòbils dels immòbils. També es pot calcular la velocitat mitjana dels espermatozoides en

(¿m/s, ja. que les distàncies recorregudes pels espermatozoides en 1 segon són capturades

al mateix temps. Fou a partir de la validació d'aquest sistema MEP que un període de

mesura d'l segon es va considerar adequat per a la determinació de la velocitat dels

espermatozoides humans (Makler i Blumenfeld, 1980). Pel que fa a les característiques del

moviment, es poden obtenir valors de la velocitat lineal (mesurant la distància en línia

recta entre la primera i l'última posició del cap de l'espermatozoide en les cadenes de sis

anelles) i una aproximació de la velocitat mitjana (deduïda a partir de la suma de les

distàncies en línia recta que uneixen les imatges del cap en les cadenes de sis anelles). El

sistema MEP també ha estat desenvolupat com un mètode semiautomatitzat que pot

ajudar-se d'ordinadors per al processament informàtic de les dades (Makler i col., 1980 i

1984; Holt i col., 1985; Mathur i col., 1986); en aquest cas, la valoració de les fotografies

dels espermatozoides es realitza de manera semiautomàtica sobre una targeta

digitalitzada connectada a un ordinador amb un sistema d'anàlisi d'imatges (amb un

llapis digital es puntegen els espermatozoides mòbils i immòbils i es ressegueixen els

recorreguts dels espermatozoides mòbils). Amb l'ajuda de l'ordinador s'obtenen els

paràmetres habituals (concentració i percentatge de motilitat) i, a més, la velocitat

mitjana (VM= longitud recorreguda en 1 s), la velocitat lineal (VL= distància entre els 2

extrems del trajecte), l'índex de direccionalitat (ID= VL/VM) i la classificació dels

espermatozoides per graus de motilitat a partir de la velocitat lineal.

El mètode microcinematogràfic ha estat utilitzat per estudiar la motilitat espermàtica

durant gairebé quatre dècades. Els treballs clàssics de van Duijn i col. (1971) emprant

microcinematografia de baixa velocitat (16 fotogrames/s), i de Phillips (1972), emprant

alta velocitat ( 500 fotogrames/s), varen ser els precursors de l'anàlisi qualitativa de la

cinemática de l'esperma humà. David i col. (1981) van descriure característiques

específiques del moviment dels espermatozoides humans a partir d'estudis

microcinematogràfics emprant velocitat moderada (50 fotogrames/s). Malgrat que la

imatge i la resolució temporal que es poden obtenir per microcinematografia són millors

que les obtingudes normalment per videomicrografia, l'elevat cost que comporta el procés

de la microcinematografia (inclús a velocitats dels fotogrames moderades) ha fet que s'hagi

reemplaçat per la videomicrografia.
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El 1981, Katz i Overstreet van descriure el primer mètode per utilitzar la videomicrografia

en la valoració de la motilitat espermàtica en humà. Hi ha sistemes de video

semiautomatitzats assistits per ordinador per a l'anàlisi dels espermatozoides mòbils (Holt

i col., 1985), si be la semiautomatització ha tingut la seva major aplicació en el càlcul de

les característiques del moviment a partir de la reconstrucció manual de les trajectòries

dels espermatozoides (Mortimer i col., 1988). L'anàlisi de la motilitat espermàtica i de les

característiques del moviment a partir de registres en video ha progressat molt des del

mètode inicial de Katz i Overstreet (1981). Actualment els espermatozoides mòbils són

seguits fotograma a fotograma a fi de reconstruir el moviment durant un període de temps

determinat. Les trajectòries reconstruïdes manualment són analitzades mitjançant els

mateixos mètodes que en la microcinematografia i realitzant les mesures manualment o

semiautomàtica. Els sistemes d'anàlisi de la motilitat espermàtica assistits per ordinador

(CASMA, Computer-Assisted o Computer-Automated Sperm Motüity Analysis) reconstrueixen

automàticament les trajectòries i n'obtenen les característiques del moviment amb gran

precisió.

En els darrers anys, gràcies a la contínua evolució informàtica, ha estat possible

desenvolupar sistemes d'anàlisi de l'esperma automatitzats (CASA, Computer-Assisted

Semen Analysis) que no només han incrementat la precisió de les determinacions de la

concentració i motilitat espermàtiques, sinó que, a més, ofereixen valors de la velocitat i

direcció del moviment dels espermatozoides i, inclús, de la morfologia espermàtica.

L'avantatge d'aquests sistemes assistits per ordinador és que proporcionen dades

objectives de l'anàlisi en temps relativament curts. Els desavantatges inclouen el preu

elevat i els errors potencials induïts pels paràmetres preestablerts en la programació

(Knuth i col., 1987; Mortimer i Mortimer. 1988; Tuli i col., 1992) i pel nombre insuficient o

excessiu d'espermatozoides de la mostra analitzada (Vantman i col., 1988). Malgrat això,

trets com l'objectivitat dels resultats, la informació derivada i l'estalvi de temps d'aquests

sistemes, sovint s'imposen sobre el cost, especialment si s'han de realitzar un gran

nombre d'anàlisis de semen rutinàriament. Avui dia, hom disposa de diversos sistemes

comercials per a l'anàlisi automatitzat de l'esperma (sistemes CASA/CASMA), com per

exemple: CellSoft (Systems 2000 i 3000, i la versió Forward Progression; Cryo Resources

Inc.. NY, US). Hamilton-Thorn (HT-M2030 i HT-M2030 Version 7.X; Hamilton-Thorn

Research Inc.. MA, US), Motion Analysis CellTrak/S (Systems CTS-30 i CTS- 3060; Motion

Analysis Corporation, CA, US), Vicos-Sperm (Mitec GmbH. Hofolding, Germany), Labscan

VI (TS Scientific, PA, US) i Speed-Sperm ATS 40 (J.C. Diffusion. France; Le Lannou i col.,

1990). Existeix un nou sistema anomenat Hobson Sperm Tracker (Sense & Vision

Electronic Systems Ltd., Sheffield, UK) que es basa en un sistema d'anàlisi d'imatges
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dissenyat originalment per al seguiment del trànsit de carretera i que ha estat adaptat

amb el software adequat per poder obtenir les característiques del moviment dels

espermatozoides (Holt, 1993). Les possibilitats d'aquest darrer sistema, així com també

dels anteriorment esmentats (CASA/C ASMA), encara estan essent investigades i, per tant,

tots aquests sistemes es veuen sotmesos a freqüents revisions i millores. Òbviament, ja

sigui per utilitzar un d'aquests sistemes automatitzats, o bé per emprar les dades que

proporcionen, cal estar familiaritzat tant amb els principis bàsics de l'anàlisi del

moviment espermàtic com amb el sistema específic amb què es pretén treballar.

L'espectroscòpia laser-doppler emprant el sistema Lazymot (BTG-Biotechnik GmbH,

Munich, Germany) és una tècnica extremadament precisa, fàcil d'utilitzar i ràpida, però té

l'inconvenient de requerir un equip excessivament costós. Aquest sistema opera segons el

principi doppler i mesura la freqüència dels canvis produïts per la dispersió del feix del raig

làser en incidir sobre els espermatozoides mòbils (Nossal, 1971; Steiner i col., 1981).

Diversos autors han provat l'exactitud, rapidesa i fiabilitat d'aquest equip per a la

determinació quantitativa objectiva de la motilitat espermàtica (Dubois i col., 1975; Purvis

i col., 1989). El sistema Lazymot, malgrat la seva complicada tecnologia, és molt simple de

manejar i ofereix valors de diversos paràmetres: motilitat global, motilitat progressiva,

velocitat mitjana global, velocitat dels espermatozoides amb moviment progressiu molt

ràpid, velocitat dels espermatozoides amb moviment progressiu lent i concentració

espermàtica (Ludwig i Frick, 1990).

En l'avaluació quantitativo-qualitativa de la motilitat espermàtica en porcí, cal tenir

present (sobretot si es treballa amb semen conservat) que els espermatozoides d'aquesta

espècie perden ràpidament el moviment en disminuir la temperatura, encara que només

de forma transitòria. Si s'agita la mostra d'ejaculat (centrifugació a 200 rpm durant 15

minuts), s'escalfa (augment de la temperatura fins a 37°C) o s'estimula amb productes

específics per a aquesta finalitat (cafeïna, Vazquez i col., 1985), els espermatozoides

recuperen fàcilment la motilitat. Segons Martin (1982) i Rasbech (1984), un ej aculat de

porcí de bona qualitat ha de tenir com a mínim un 80% d'espermatozoides amb moviment

progressiu. Buxadé (1984) estableix la mitjana del percentatge d'espermatozoides amb

moviment progressiu en un 60% i, segons Garner i Hafez (1989), oscil·la entre el 50 i el

80%. Els valors de motilitat progressiva que s'accepten com a normals en toros oscil·len

entre el 50 i el 75% (Rasbech, 1984) o el 40 i el 75% (Garner i Hafez, 1989); en cavalls

varien entre el 60 i el 70% (Rasbech, 1984; Bonadonna, 1989; Gamer, 1991); en bens i en

galls oscil·len entre el 60 i el 80% {Rasbech, 1984; Gamer i Hafez, 1989); en bocs, segons

Garner (1991), la mitjana és del 80%; en cobais és del 66%, segons Bonadonna (1989); i

en humans el valor normal mínim de referència acceptat per la majoria d'investigadors és
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d'un 50% (Alvarez, 1989; OMS. 1989; Ludwig i Frick, 1990; Taymor, 1990), si bé per altres

autors hom pot obtenir una taxa de fecundació acceptable amb percentatges molt més

baixos (25 a 40%) (OMS, 1989; Keel, 1990; Ludwig i Frick, 1990).

4.3. La Concentració Espermàtica.

Existeixen diverses cambres i tècniques a l'abast per comptar el nombre

d'espermatozoides d'una mostra de semen. Per una banda, hi ha els hemocitòmetres,

cambres habitualment emprades per comptar cèl·lules sanguínies, com són les cambres de

Neubauer, de Thoma-Zeib i de Bürker-Türk. Aquestes cambres també s'utilitzen per

determinar la concentració espermàtica. L'observació sol fer-se amb microscopía de

contrast de fases. Un dels desavantatges dels hemocitòmetres és la inexactitud de la

determinació provocada per la variació introduïda pels usuaris en el moment de diluir la

mostra abans d'omplir la cambra (Menkveld i col., 1984).

Per altra banda, actualment, s'utilitza molt la cambra de Makler (Sefi-Medical

Instruments, Haifa, Israel), que està especialment dissenyada per determinar la

concentració i motilitat espermàtiques amb una gran precisió, sense requerir la dilució de

la mostra (Makler, 1978b i 1980a). La cambra de Makler consta de dues parts: (a) una part

consisteix en una base metàl·lica circular amb dues nanses i, en el centre, un disc de

vidre pla on es col·loca la mostra d'esperma ben homogeneïtzada; aquest disc té quatre

suports perifèrics de 10 nm d'alçada cadascun; (b) l'altra part és un cobreobjectes de vidre

circular que conté una reixeta gravada d'imm2, subdividida en 100 quadrets de

0,1x0, Imm cadascun (Esquemes 3 i 4).

B

**

Esquema 3. Esquema que mostra la cambra de Makler vista de perfil i frontalment. B, base
metàl·lica; C, cobreobjectes de vidre; D, disc de vidre pla; m, mostra d'esperma; N,
nansa; S, suports de quarç de 10 \im d'alçada. (Manual d'instruccions de la cambra de
Makler, Sefl-Medical Instruments, Haifa, Israel).
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A B C
Esquema 4. A. Cobreobjectes de vidre amb la reixeta gravada. B. Detall de la relxeta gravada

d'l mm2 subdividida en 100 quadrets de O.lxO.lmm cadascun. C. Els caps dels
espermatozoides inclosos dins dels quadrets de l'enreixat es compten de la mateixa
manera que les cèl.lules sanguínies són comptades en els hemocitòmetres. (Manual
d'instruccions de la cambra de Makler, Sefl-Medical Instruments, Haifa, Israel).

Quan el cobreobjectes es col·loca sobre els 4 suports de la base. la mostra s'estén per un

camp uniforme de 10 nm de profunditat. L'espai limitat per les dues superfícies i 10

quadres de la reixeta té O.OOlmm3 o 10'6 ml; així doncs, el nombre d'espermatozoides

comptats en 10 quadrets representa la seva concentració en milions per ml. Les

observacions es realitzen amb un microscopi de contrast de fases a 200X. Segons

Menkveld i col. (1984), el mètode de mesura amb la cambra de Makler és més precís que

amb els hemocitòmetres. Tot i que existeixen altres cambres, com, per exemple, la cambra

de Horwell, la de Petroff-Hauser o la Microcell (Fertility Technologies Inc., MA, US), la

cambra de Makler és la més utilitzada (Mortimer, 1990).

La turbidimetria és una tècnica força utilitzada en els centres d'inseminació artificial

porcina, on és necessari determinar la concentració espermàtica d'un nombre elevat

d'ejaculats en un temps mínim (Martín, 1982). Aquest mètode es basa en la correlació

existent entre el nombre d'espermatozoides per unitat de volum i l'opacitat de l'esperma.

És una tècnica simple i ràpida, però poc precisa. Requereix bones calibracions, tenir en

compte els desajustaments de l'aparell i recompondre la taula de correlació preestablerta

cada 3 o 4 mesos.

Els comptadors electrònics, molt adequats per comptar cèl.lules sanguínies amb rapidesa,

quan s'utilitzen per comptar espermatozoides, tenen l'inconvenient que no poden

diferenciar entre els espermatozoides i altres elements cel·lulars (cèl.lules somàtiques,

grups de cèl·lules, gotes citoplasmàr.iques, detritus o bactèries) (Brotherton, 1973; Read i

Schnieden, 1978; Krause i Rothauge, 1981). A més, segons Krause i Rothauge (1981) i

Hargreave i Nilsson (1983) és una tècnica inexacta a baixes concentracions (< 10-20

milions/ml).
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Mitjançant citofotometria de l'ADN espermàtic es pot obtenir una bona estimació del

nombre d'espermatozoides d'una mostra, encara que un nombre elevat de formes

gamètiques aberrants (teratozoospèrmia) distorsiona els resultats (Lacroix i Waiter, 1982).

Recentment, Evenson i col. (1993) han desenvolupat una tècnica per a la determinació

ràpida í acurada de la concentració espermàtica emprant la citometria de flux que,

simultàniament, permet avaluar l'estabilitat de la cromatina espermàtica.

L'espectroscòpia làser-doppler, descrita anteriorment per avaluar la motilitat, també és

ràpida, simple i precisa quan s'utilitza per determinar la concentració d'espermatozoides.

El principal inconvenient d'aquestes tres darreres tècniques és l'elevat cost dels equips.

Finalment, tal i com ja s'ha apuntat en l'apartat de motilitat, també es pot determinar la

concentració espermàtica mitjançant els diversos sistemes d'anàlisi d'esperma assistits

per ordinador (CASA).

Una manca total d'espermatozoides en l'ejaculat, inclús després de centrifugar,

s'anomena azoospèrmia. Una concentració espermàtica baixa s'anomena oligozoospèrmia

i, en la seva forma més severa, quan només es troben alguns espermatozoides isolats

després de centrifugar, rep el nom de criptozoospèrmia. Una concentració extremadament

elevada s'anomena polizoospèrmia. Finalment, una concentració d'espermatozoides

normal s'anomena normozoospèrmia. La mitjana de la concentració de l'esperma complet

de porcí és de SOOxlO6 espermatozoides/ml d'ejaculat i el nombre total d'espermatozoides

emesos en cada ejaculació oscil.la entre 40xl09 en mascles joves i 120-lSOxlO9 en mascles

adults en plena producció (Martin, 1982; Rasbech, 1984; Martínez, 1985; Garner i Hafez,

1989; Setchell, 1991). Encara que, en comparació amb altres, animals domèstics, el porc

no té una elevada concentració espermàtica, el nombre total d'espermatozoides per

ejaculació sovint és major. Els valors més similars als de porcí són els de cavall, que sol

presentar valors de concentració espermàtica d'entre 100 i 200xl06/ml i un nombre total

d'espermatozoides/ejaculació que oscil.la entre 3 i 30xl09 (Rasbech, 1984; Bonadonna,

1989; Garner, 1991); en toros la concentració varia entre 800 i 2000xl06/ml i el nombre

total oscil.la entre 3 i 25xl09 (Rasbech, 1984; Garner i Hafez, 1989); en bens la

concentració oscil.la entre 2000 i 3000xl06/ml (Rasbech, 1984; Garner i Hafez, 1989) o

entre 2000 i 5000x106/ml (Setchell, 1991) i el nombre total varia entre 1,6 i 7,5x109

(Rasbech, 1984; Garner i Hafez, 1989); en bocs la concentració oscil.la entre 1000 i

5000xl06/ml (Setchell, 1991) i el nombre total és aproximadament de 2xl09 (Garner,

1991); en cobais la mitjana és d'uns ISxlO9 espematozoides/ejaculació segons

Bonadonna (1989); en galls la concentració oscil.la entre 3000 i 7000xl06/ml i el nombre

total entre 0,6 i 3,5xl09 (Garner i Hafez, 1989; Garner, 1991). En humans sol considerar-

se la xifra de 20x106 espermatozoides/ml el límit inferior del normal (rang de 20-
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250xl06/ml) i el nombre total d'espermatozoides/ejaculació oscil.la entre 0,04 i I,2xl09

(Spark, 1988; Alvarez, 1989; OMS, 1989; Keel, 1990; Ludwig i Frick, 1990).

4.4. La Vitalitat Espermàtica.

La proporció d'espermatozoides vius i morts es pot determinar amb tècniques de

tinció supravital. Aquestes tècniques es basen en el fet que els espermatozoides vius

repèl.Ien el colorant (ja que mantenen el potencial de membrana), mentre que els

espermatozoides morts tenen la membrana plasmática danyada i, en conseqüència,

permeten l'entrada del colorant. En l'examen microscopic s'observen els espermatozoides

vius amb el cap sense tenyir i els espermatozoides morts amb el cap tenyit (Zaneveld i

Polakoski, 1977). Existeixen diverses tècniques de tinció: (a) l'ús de l'eosina sola en

preparacions en fresc (Eliasson i Treichl, 1971); (b) la tinció amb blau de tripa (Sanchez,

1991); (c) la combinació d'cosina i nigrosina (Dott i Foster, 1972); (d) la doble tinció amb

cosina i blau d'anilina (Shaffer i Almquist, 1948); (e) la tècnica de triple tinció -blau de

tripa, marró bismark i rosa de bengala- (Talbot i Chacón, 1981; Vázquez i col., 1989 i

1992); i, (f) la tècnica amb blau de tripa o vermell congo i giemsa (Kovács i Foote, 1992).

Totes aquestes tècniques de tinció són senzilles i donen bons resultats. Una vegada

tenyides les preparacions d'esperma s'examinen amb el microscopi òptic convencional i es

van diferenciant els espermatozoides vius (no tenyits) dels morts (tenyits). Aquestes

tècniques de tinció supravital permeten diferenciar els espermatozoides immòbils però

vius dels que estan morts, de manera que també serveixen per verificar l'exactitud de

l'avaluació de la motilitat, donat que el percentatge de cèl.lules mortes no ha de ser més

gran que el d'espermatozoides immòbils. La tècnica de la triple tinció i la del blau de tripa

o vermell congo i giemsa, gràcies a les seves combinacions de colorants, a més de la

vitalitat, permeten determinar l'estat de l'acrosoma (Cross i Meizel, 1989).

Un altre mètode que ens informa de la vitalitat espermàtica és la prova de fluorescencia

amb taronja d'acridina (Evenson i col., 1980; Tejada i col., 1984). Aquest mètode es basa

en les propietats d'aquest fluorocrom, que emet color verd fluorescent quan s'uneix a

l'ADN cel·lular no alterat i dóna fluorescencia vermella quan s'uneix a l'ADN

desnaturalitzat. Aquesta tècnica és encara més senzilla i ràpida que les tincions amb els

colorants anteriorment esmentats i dóna molt bons resultats. Consisteix simplement a

barrejar una gota de la mostra d'esperma i una gota de la solució de taronja d'acridina

sobre un portaobjectes, cobrir-ho amb un cobreobjectes i observar el conjunt en un

microscopi de fluorescencia episcòpica a 400X, en una habitació fosca. Els
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espermatozoides es van comptant i classificant, segons apareguin de color verd o vermell,

en vius o morts, respectivament. Els caps dels espermatozoides amb ADN normal

presenten un color verd molt característic fàcilment diferenciable. Els espermatozoides

amb l'ADN alterat no sempre agafen una tonalitat clarament vermella, sinó que es poden

observar matisos que van del taronja al groc. Alguns espermatozoides poden presentar

ambdós colors, verd i vermell, distribuïts irregularment dins el cap; en aquest cas també es

compten com a vermells, perquè les traces de desnaturalització es consideren anormals.

Finalment, en alguns espermatozoides verds hom pot observar una goteta vermella,

situada en la peça de connexió, que es correspon amb abundant ARN inclòs en la gota

citoplasmàtica (Ischimura, 1975; Tejada i col, 1984).

En el cas que tots o la majoria d'espermatozoides observats en la mostra seminal siguin

morts es parla de necrozoospèrmia. L'ejaculat de mascles reproductors porcins sans conté

una mitjana d'un 85% d'espermatozoides vius. En humans, mentre que Ludwig i Frick

(1990) estableixen el percentatge d'espermatozoides vius entre el 65 i el 85%, l'OMS (1989)

estableix el límit percentual inferior en un 50% d'espermatozoides vius.

4.5. L'Estabilitat de les Membranes Espermàtiques.

L'estabilitat de la membrana de l'espermatozoide humà es mesura segons la

tolerància d'aquesta a medis hipoosmòtics (test HOS) (Jeyendran i col., 1984 i 1992).

Chan i col. (1991) han descrit un mètode que combina el test HOS amb una tinelo

supravital en solució hipoosmòtica (VHOS). El test HOS dóna informació sobre

l'estabilitat (integritat funcional) de la membrana de la cua de l'espermatozoide i el test

VHOS és més específic per a l'estabilitat de les membranes del cap espermàtic. Malgrat que

proporciona informació sobre l'estat de les membranes de l'espermatozoide, l'ús d'aquestes

tècniques en la pràctica clínica rutinària en humans és limitada. Els estudis sobre la seva

relació amb la fertilitat donen resultats encara discutibles (Keel, 1990; Weiske i Maleika,

1990; Van den Saffele i col., 1992).

Per contra, la determinació de la resistència osmótica de les membranes acrosòmiques de

l'espermatozoide és una prova important en la contrastació del semen porcí. Actualment,

el test de resistència osmótica (ORT) descrit per Schilling i col. (1986) és molt utilitzat.

Aquesta tècnica permet a les granges o centres d'IA porcins la classificació dels mascles

reproductors segons els resultats de fertilitat i prolificitat que poden assolir (Sanchez,

1991). La metodologia d'aquest test consisteix a afegir una mostra de semen a dues

solucions de citrat sòdic ajustades a diferents pressions osmòtiques, una d'isotònica (300
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mOsm) i una altra d'hipotònica (150 mOsm). Després d'incubar a 39°C s'observa al

microscopi de contrast de fases a 1000X, per determinar el percentatge d'espermatozoides

amb acrosoma normal (AN) en cadascun dels dos medis. El valor de la resistència

osmótica es calcula mitjançant la fórmula: ORT=l/2 ((%AN en medi isotònic durant 15

min) + (%AN en medi hipotònic durant 15 o 120 min)). La determinació del valor de la

resistència osmótica de les membranes acrosòmiques dels espermatozoides en mostres de

semen porcí permet un control quantitatiu de la qualitat espermàtica. Els valors normals

de l'índex OKT en l'ej aculat de porcí estan entre 55 i 67 (segons que el període d'incubació

en medi hipotònic sigui de 15 o de 120 min, respectivament); els valors d'ORT per sota de

50 són característics de semen de poca qualitat i, com més baix és l'índex ORT, més

immadur és l'ejaculat (Schilling i Vengust, 1987).

4.6. L'Aglutinado Espermàtica.

L'aglutinació espermàtica significa l'adhesió dels espermatozoides mòbils entre si, Ja

sigui, cap amb cap (H-H), cua amb cua (T-T) o cap amb cua (H-T). L'aglutinació dels

espermatozoides repercuteix en la vitalitat, la capacitat de conservació del semen i la

capacitat fecundant. L'origen de l'aglutinació espermàtica pot ser bioquímic (per excés o

carència de determinats compostos que provoquen precipitacions proteiques) o

immunològic (a causa d'un procés d'autoimmunitat, és a dir, de la producció d'anticossos

contra els propis espermatozoides). Els espermatozoides tenen components antigènics en

les diferents regions de la seva estructura i el plasma seminal també pot tenir antigens

espermàtics aïllats. Gràcies a la barrera hemotesticular, les parts involucrades en la

formació i emmagatzemament dels espermatozoides estan totalment aïllades del sistema

immunitari general de l'organisme. Quan hi ha un trencament o alteració d'aquesta

barrera (per qualsevol traumatisme o infecció), es produeix el contacte dels

espermatozoides amb el sistema immune i es creen anticossos específics en el sèrum

sanguini (autoimmunitat general) o en el plasma seminal (autoimmunitat local). Això

dóna lloc a l'aglutinació dels espermatozoides per un mecanisme d'antigen-anticós.

L'aglutinació espontània entre espermatozoides és un fenomen for a freqüent en

l'esperma de porcí, ja que molts ejaculats en presenten en grau més o menys intens.

No existeix cap mètode objectiu que permeti quantificar el grau d'aglutinació de l'esperma

i/o determinar el tipus d'aglutinació (H-H. T-T i H-T). L'única apreciació existent és una

valoració subjectiva de si hi ha poca aglutinació (<l/3 del total d'espermatozoides),

regular (d'1/3 a 2/3), molta (>2/3) o gens (Alvarez, 1989). L'adherència d'espermatozoides
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immòbils o mòbils amb filaments de moc, amb cèl·lules que no són espermatozoides o

amb detritus no es considera aglutinació i, per tant, no s'ha de comptabilitzar com a tal

(OMS, 1989).

En humans, hi ha força indicis que els anticossos antiespermatozoides poden ser un

factor causant d'infertilitat. En una proporció considerable (10% aprox.) de les parelles

amb problemes d'infertilitat, l'home presenta anticossos específics contra els seus propis

espermatozoides que donen lloc a l'aglutinació o immobilització dels espermatozoides

(Hendry i col., 1977; Rogers-Neame i col., 1986; Clarke, 1990). Per tant, quan en una,

mostra d'esperma humà la presència d'aglutinació espontània afecta més del 10% dels

espermatozoides, es recomana fer alguna prova específica per detectar anticossos

antiespermatozoides (sobretot si els altres paràmetres espermàtics són normals). En els

darrers anys s'han desenvolupat diverses tècniques especialitzades, que es poden utilitzar

com a "mètodes directes" per detectar anticossos units a la superfície de l'espermatozoide

i/o com a "mètodes indirectes" per detectar la presència d'anticossos antiespermatozoides

lliures en el sèrum o en el plasma seminal (Andolz i col., 1990; Clarke, 1990; Korte i

Menge, 1990; Ludwig i Frick. 1990; Lahteenmàki, 1993). Segons Clarke i col. (1985) i

Bronson (1988), els anticossos antiespermatozoides només semblen ser rellevants per a la

fertilitat si estan units a la superfície de l'espermatozoide. Dues de les tècniques que

s'utilitzen de forma més generalitzada, perquè són considerades molt efectives i simples

per a la pràctica rutinària, són la prova de les antiglobulines mixtes (MAR, mixed

antiglobulin reaction test) (Jager i col., 1978; Ludwig i Frick, 1990) i la prova de les

immunobeads (IBT, immunobead tesQ (Clarke i col., 1982; Clarke, 1990).

4.7. La Morfologia Espermàtica.

En general, els espermatozoides tenen un elevat grau de polimorfisme. L'avaluació

de les característiques morfològiques i, sobretot de les anomalies dels espermatozoides

representa una part molt important de l'anàlisi seminal. Per a la majoria d'investigadors,

la morfologia espermàtica és un bon indicador de la fertilitat del mascle, tot i que també

n'hi ha d'altres que no consideren discriminant aquesta característica. Tanmateix, cal

remarcar que els estudis que descriuen correlacions de la morfologia espermàtica amb la

fertilitat (ex.: Kruger i col., 1986, 1988; Jouannet i col., 1988; Oehninger i col., 1988,

1990) utilitzen classificacions morfològiques acurades (seguint uns criteris estrictes

preestablerts), mentre que, per contra, els estudis en què no es troba correlació utilitzen

una avaluació morfològica menys rigorosa (Aitken í col., 1982; Freischem i col., 1984;
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Zaini i col., 1985). Segons Bostofte i col. (1982), hi ha una correlació significativa entre

percentatges elevats d'espermatozoides anormals i taxes d'embaràs baixes, però no hi ha

correlació amb avortaments o embarassos patològics.

La morfologia espermàtica s'estima de manera subjectiva i els sistemes per avaluar-la són

variats. Normalment, l'avaluació de la morfologia comprèn la diferenciació qualitativa i la

quantitativa (més o menys detallada) de les formes espermàtiques normals i de les

anormals. La morfologia espermàtica pot ser examinada amb microscopía òptica,

microscopía electrònica d'escànning i microscopía electrònica de transmissió.

4.7.1. Ús de la microscopía òptica ÍMO).

Encara que la morfologia espermàtica pot ser avaluada fins a cert punt a partir

d'una mostra fresca (no preparada) en una cambra de jsíakler (Makler, 1980a) i amb

microscopía de contrast de fases o amb microscopía de contrast interferencial de

Nomarski, el mètode que dóna millors resultats per diferenciar les diverses formes

espermàtiques és realitzar extensions de mostres seminals en portaobjectes, fixar-les i

tenyir-les per ser examinades amb microscopía de camp clar. El mètode de tinelo òptim és

aquell que, essent el més senzill i econòmic possible, diferenciï bé les anomalies

morfològiques dels espermatozoides. Hi ha els mètodes "clàssics", que requereixen més

temps, com són el de l'Hematoxilina-Eosina, Giemsa, May-Grünwald-Giemsa,

Papanicolaou (modificat per a espermatozoides) i Bryan-Leishman; i, hi ha tècniques de

Unció més ràpides i simplificades, que se serveixen de components preparats per usar

directament i que estan comercialitzats, com són la del Testsimplets (Boehringer,

Mannheim, Alemanya), Hemajvc (Biomed, Munich, Alemanya) o Dtff-Quick (Química

Clínica Aplicada -QCA-. Tarragona, Espanya) (OMS, 1989; Keel, 1990; Ludwig i Frick.

1990; Oehninger i col., 1990; Sarlós i Wekerle, 1990).

El mètode de Papanicolaou va ser desenvolupat específicament per a la identificació de

cèl·lules procedents de tumors malignes i és un dels més comunament emprats per al

diagnòstic citològic. El mètode convencional de Papanicolaou (Papanicolaou, 1942) per a

extensions de mostres del tracte genital femení no dóna bons resultats quan s'aplica a

mostres d'esperma i, per això, es va modificar la tècnica de manera que resultés útil en

l'anàlisi de la morfologia espermàtica (OMS, 1989; Ludwig i Frick, 1990). La tinció de

Papanicolaou, malgrat ser més complicada que les altres tincions clàssiques, permet

obtenir una bona diferenciació dels espermatozoides.

El mètode que empra la tinció May-Grünwald-Giemsa dóna una diferenciació excel·lent

de les cèl·lules espermatogèniques immadures, leucòcits i macròfags, i el nucli queda molt
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ben contrastat. L'OMS (1989) recomana la tinció de Bryan-Leishman per identificar les

cèl·lules espermatogèniques immadures. Ludwig i Frick (1990) prefereixen la reacció amb

peroxidasa (=tinció amb benzidina-cianosina), particularment quan costa distingir els

leucòcits de les cèl·lules espermatogèniques immadures.

En la pràctica rutinària es poden emprar portaobjectes pre-tenyits amb una capa de

colorant (Testsimplets) o mètodes de tinció ràpids alternatius com Hemqfix o Diff-Quick

(Calamera i Vilar. 1979; Ludwig i Frick, 1990). Aquests mètodes ràpids i simplificáis

ofereixen una diferenciació suficientment clara, i l'error màxim en comparació amb la

tinció de Papanicolaou és del 4-5% (Schirren i col., 1977; Ludwig i Frick, 1990).

El mètode de tinció ràpid amb Testsimplets (Boehringer) consisteix simplement a col·locar

una gota de la mostra d'esperma sobre l'àrea recoberta de colorant del portaobjectes pre-

tenyit i posar a sobre el cobreobjectes. Els resultats d'aquesta tinció són similars als

obtinguts amb tinció pancromàtica. La qualitat d'imatge dels Testsimplets millora després

de 24h a causa de la llarga exposició al colorant (Schirren i col., 1977), però no es poden

obtenir preparacions permanents perquè el color va desapareixent gradualment amb el

temps. Encara que els resultats no són tan bons o permanents com amb les tincions

clàssiques, els Testsimplets són un mètode molt ràpid i força satisfactori per a la pràctica

diària de la diferenciació morfològica dels components cel·lulars de l'esperma.

Els mètodes de tinció ràpida que empren Hemaflx (Biomed) o Diff-Quick (QCA) consisteixen

en una bateria de tinció formada per una solució fixadora i dues solucions colorants,

una àcida i l'altra bàsica. Aquests mètodes constitueixen un sistema de tinció diferencial

dels elements espermàtics, que uneix la policromia i la qualitat dels mètodes clàssics amb

una gran rapidesa d'execució (de 30 a 40 segons).

Una vegada completada la tinció, les preparacions poden ser muntades i observades al

microscopi òptic de camp clar a 1000X. És convenient examinar com a mínim dues

preparacions per cada mostra d'esperma (i 3 o 4 mostres diferents) i comptar 100

espermatozoides en cada preparació classificant-los, normalment, en tres categories

principals segons siguin formes madures (normals), immadures o aberrants (anormals).

Finalment, el nombre total d'espermatozoides de les diferents categories s'expressa en

percentatges.

Els espermatozoides immadurs poden presentar la gota citoplasmàtica en posició

proximal (al nivell de la peça de connexió), medial (al llarg de la peça intermèdia) o distal

(al nivell de l'anell de Jensen) (Esquema 5). Els espermatozoides aberrants poden

presentar anomalies del cap (Esquema 6) o de la cua (Esquema 7) i, a més, un mateix

gameta pot presentar més d'una morfoanomalia.
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Les morfoanomalies espermàtiques que apareixen en l'ejaculat de porcí poden ser, en

general, les mateixes que es troben en altres espècies animals i en humà. En porcí, les

anomalies que s'observen amb més freqüència són espermatozoides immadurs amb gota

citoplasmàtica proximal o distal i espermatozoides amb la cua doblegada per l'anell de

Jensen (Larsson i col., 1980; Sanchez, 1991). També poden presentar-se altres tipus de

malformacions, si bé en percentatges generalment molt menors, com per exemple:

espermatozoides amb el cap separat de la cua (caps isolats), amb el cap petit

(microcefàlics), amb el cap gegant (macrocefàlies), amb dos caps (bicefàlics), amb formes

del cap atípiques (allargades, arrodonides, piriformes -o tapered-, triangulars o afilades,

doblegades,...), amb la cua doblegada per la peça de connexió, amb dues cues (fusionades

o no), amb la cua enrotllada, amb la cua curta (per manca d'alguna peça), etc...

(Esquemes 617). Algunes alteracions morfològiques de l'esperma ej aculada també poden

presentar-se durant el trànsit i la maduració per l'epidídim.

! Després de la motilitat i concentració espermàtiques, la morfologia és el tercer criteri

essencial que dóna suport a la valoració de la capacitat fecundant realitzada a partir de

l'anàlisi d'un ej aculat.

\ En humà, si les formes anormals sobrepassen el 50% dels espermatozoides examinats, es

j parla de teratozoospèrmia (OMS, 1989; Ludwig i Frick, 1990), si bé en els tractaments per

a IA i FIV es diagnostica teratozoospèrmia quan hi ha menys del 14% de formes normals

(Kruger i col., 1986, 1988; Enginsu i col., 1991; Kobayashi i col., 1991). En un ejaculat

normal de porcí, el màxim percentatge admès de morfoanomalies espermàtiques és d'un

20-25%, i es considera com a xifra mitjana normal un 8-10% si s'inclouen els

espermatozoides immadurs dins les morfoanomalies (Martín, 1982; Rasbech, 1984;

Garner i Hafez, 1989); si els espermatozoides immadurs no es compten dins les formes

aberrants, aleshores el percentatge mig normal d'espermatozoides aberrants que es troben

en l'ejaculat d'un mascle porcí sa està entre I'l i el 2% (Bonet i Castellanos, 1989; Bonet,

1990). En toros, un ejaculat de bona qualitat ha de tenir d'un 80% a un 95% (Rasbech,

1984) o d'un 65% a un 95% d'espermatozoides morfològicament normals (Garner i Hafez,

1989). Segons l'acurat estudi de les morfoanomalies dels espermatozoides en bovins

realitzat per Barth i Oko (1989), per considerar un semental apte per a la monta natural

o per a IA, almenys un 75% dels espermatozoides han de ser normals. En bens, un

ejaculat normal sol tenir entre un 80% i un 95% d'espermatozoides normals (Rasbech,

1984; Garner i Hafez, 1989); en bocs el valor mitjà considerat normal és d'un 70%

(Garner, 1991); en cavalls aquest valor varia entre un 70% i un 90% (Rasbech, 1984;

Bonadonna, 1989; Garner, 1991); en cobais és aproximadament d'un 95% (Bonadonna,

1989) i en galls es mou entre un 85% i un 90% (Garner i Hafez, 1989).
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En un ejaculat amb una elevada freqüència de morfoanomalies sovint es troba

simultàniament oligo- i astenozoospèrmia (Singer i col., 1980), fet que es descriu amb el

nom de síndrome OAT (oligoostenoÉeratozoospermia).

O

IP IM

O o

ID M

Esquema 5. Esquema que mostra tres espermatozoides immadurs, amb gota citoplasmàtica
proximal (IP), medial (IM) i distal (ID), i un espermatozoide madur (M).

O

\

10

Esquema 6. Esquema que mostra les principals anomalies que poden afectar el cap dels
espermatozoides. 1, cap isolat (separat de la cua); 2, microcefàlic; 3, macrocefàllc; 4,
bicefàlic; 5, cap allargat; 6, cap arrodonit; 7, cap piriforme; 8, cap triangular; 9, cap
doblegat longitudinalment; 10, cap doblegat transversalment
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Esquema. 7. Esquema que mostra les principals anomalies que poden afectar la cua dels
espermatozoides. 1, espermatozoide madur amb cua normal; 2, cues aïllades; 3, cua
curta per manca de les peces principal i terminal; 4, cua curta per manca de part de la
peça principal; 5, cua curta per manca de la peça intermèdia; 6, cua amb peça
intermèdia amb constriccions; 7, cua amb la peça intermèdia engruixida; 8, cua amb
implantació al cap abaxial; 9, cua enrotllada a. l'extrem; 1O, cua completament enrotllada;
11, cua curta completament enrotllada; 12, dues cues no fusionades; 13, dues cues
fusionades; 14,cua doblegada per la peça de connexió; 15, cua flexionada per la peça
intermèdia; 16, cua flexionada per l'anell de Jensen; 17, cua doblegada per l'anell de
Jensen amb gota citoplasmàtica residual; 18, cua doblegada per l'anell de Jensen i
fusionada amb la peça intermèdia i amb el cap de l'espermatozoide.
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4.7.2. Ús de la microscopía electrònica d'escànning ÍMES1.

En els darrers anys hi ha hagut un augment remarcable de l'ús del microscopi

electrònic com a eina de recerca en Biologia i Medicina. Definitivament, la microscopía

electrònica aporta noves dades sobre l'estructura i la ultraestructura de l'espermatozoide

i, sobretot, tal i com demostren nombrosos treballs publicats durant aquests darrers

anys, ha contribuït a ampliar enormement el nostre coneixement de les característiques

ultraestructurals i d'organització interna dels orgànuls dels espermatozoides en

condicions patològiques i en casos concrets d'infertilitat del mascle, especialment, en

humans i en animals domèstics (Zamboni, 1991).

El major poder d'amplificació i l'elevada resolució de les imatges tridimensionals

obtingudes a partir de la microscopía electrònica d'escànning (MES), en comparació amb

la MO convencional, permeten la detecció d'estructures gamètiques anormals de forma

més acurada. Així, una malformació gamètica concreta detectada per MO pot ser

classificada per MES en diferents tipus d'anomalies. Segons Gould (1980) i Breed (1983,

1984), el MES és un instrument molt eficaç per estudiar la morfologia externa de

l'espermatozoide i, especialment, per fer la reconstrucció tridimensional d'una estructura

a partir de les imatges en dues dimensions de la microscopía electrònica de transmissió

(MET).

La MES fou introduïda en el camp de l'espermatologia humana per Fujita i col. (1970) i

perfeccionada anys més tard per Lacy i col. (1974) i Dadoune i Fain-Maurel (1977). Les

primeres observacions de l'esperma de porcí al microscopi electrònic d'escànning (MES)

(Bonet, 1987 i 1990) han aportat noves dades sobre l'estructura de l'espermatozoide

madur i sobre les principals formes aberrants. Una variació molt interessant de la MES

convencional és la MES de baix voltatge i elevada resolució (HR-LVSEM) que, emprant

protocols de preparació de les mostres adequats per preservar el més intacte possible els

espermatozoides, és molt útil per visualitzar la superfície real d'àrees extenses de ,la

membrana plasmática dels espermatozoides i elimina l'aparició d'artefactes (Erlandsen i

col., 1989; Stoffel i col., 1993).

4.7.3. Ús de la microscopía electrònica de transmissió (MET).

La ultraestructura de l'espermatozoide dels mamífers, així com la seva biologia

general, han estat extensament tractades en nombrosos treballs (ex.: Afzelius, 1974;

Duckett i Racey. 1975; Baccetti i Afzelius, 1976; Fawcett i Bedford, 1979; André, 1983;

Esponda, 1985; Guraya, 1987; Zamboni, 1991). Les escasses dades de què es disposa
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referents a la ultraestructura de l'espermatozoide de porcí provenen dels treballs

comparatius entre espermatozoides de mamífers fets per Nicander i Bane (1962, 1966),

Fawcett (1970) i Jones (1971a, b, 1973). Morré i col. (1974) van descriure un procediment

per a MET emprant una tècnica de contrastació específica (àcid fosfotúngstic-àcid cròmic)

per marcar selectivament i distingir les membranes plasmática i acrosòmica dels

espermatozoides de l'ejaculat de porcí. Aquesta tècnica de contrastació també ha estat

aplicada a cèl·lules germinals de porcí i permet la identificació in situ de components

cel·lulars implicats en la formació i diferenciació de les membranes plasmática i

acrosòmica durant l'espermatogènesi (Clegg i col.. 1975). També s'han dut a terme estudis

comparatius de la ultraestructura dels espermatozoides de porcí, abans, durant i després

del procés habitual de congelació i descongelació de semen, mitjançant MET (Courtens i

Paquignon, 1985) o MET assistida d'anàlisi d'imatges i microespectrefotometria de raigs X

(Courtens i col., 1989).

En bovins, Morstin i Courot (1974), trobaren que la incidència d'alteracions

ultraestructurals dels espermatozoides, no perceptibles amb MO convencional, era més

elevada en animals de fertilitat mitjana o baixa que en toros amb bona fertilitat.

Recentment, Barth i Oko (1989) han elaborat un manual que tracta les principals formes

gamètiques immadures i aberrants presents en l'ejaculat de toros de diverses races, alhora

que estableix quin és l'origen i la repercussió d'aquestes en la fertilitat dels mascles

sementals. Les dades que en aquest sentit s'han publicat en porcí són molt escasses, tot i

que en alguns treballs s'ha relacionat una morfologia espermàtica anormal amb la

subfertilitat o l'esterilitat de mascles reproductors porcins (ex.: Hoist, 1949; Bieleke i Letz,

1975; Martín, 1982; Bonet i Castellanos, 1989).

La complexitat de les tècniques de la ME, tant per a MES com per a MET, fa que la seva

utilització sigui, fonamentalment, restringida als projectes d'investigació. En aquest

sentit, s'ha descrit una manera d'aproximar la tècnica de MES a l'estudi rutinari de

l'esperma de porcí (mètode de simple dessecació a l'aire), que consisteix a simplificar i

accelerar el procés convencional de preparació de les mostres eliminant els passos de

deshidratació i dessecació per punt crític (Bonet i Briz, 1991).

En conclusió, totes les tècniques descrites en aquesta introducció tenen avantatges i

desavantatges, perquè, o bé són molt precises però molt complexes, i requereixen molt

temps i són costoses, o bé són més simples, ràpides i barates, però menys precises. Segons

alguns autors (OMS, 1989; Hafez, 1989; Ludwig i Frick, 1990; Garner, 1991). les tècniques

objectives (més o menys sofisticades) no ofereixen grans avantatges per a la rutina diària

de les anàlisis seminals enfront dels simples mètodes subjectius, que, encara que
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imprecisos, són tolerables, sobretot en el cas d'animals de granja, on no solen disposar

d'equips costosos per a l'ús general (Amann, 1988).

Finalment, cal remarcar que, a excepció dels casos extrems d'esterilitat, de les múltiples

proves que es poden realitzar en l'anàlisi seminal no n'hi ha cap que per si sola tingui

valor absolut per predir amb precisió la fertilitat d'un ejaculat. Només mitjançant

l'adequada combinació i interpretació dels resultats de diverses proves es poden obtenir

conclusions vàlides (Bartoov i col., 1993).

5. CARACTERÍSTIQUES GENERALS DE L'EPIDÍDIM.

5.1. Estructura de l'epidídim.

L'epidídim dels mamífers és l'òrgan que conté el conducte epididimari.

Anatòmicament, hom pot distingir tres regions epididimàries: la regió cefálica, la regió

corporal i la regió caudal. El conducte epididimari, de recorregut molt tortuós, es disposa

al llarg de les tres regions. En la regió cefálica (cap o caput), de forma lleugerament

aplanada i situada en el polus proximal del testicle, el conducte epididimari s'uneix amb

els conductes eferents procedents de la reté testis. En la regió caudal (cua o cauda), molt

prominent i situada al polus distal del testicle, s'emmagatzemen els espermatozoides i el

conducte epididimari continua amb el conducte deferent. La regió corporal (cos, corpus o

isthmus), més estreta i situada a un costat del testicle, uneix la regio cefálica amb la regió

caudal (Vendrely, 1981; Goyal i Williams, 1991) (Esquema 8).

McKenzie i col. (1938) van fer una primera descripció de l'estructura de l'epidídim de porcí.

L'epidídim de porcí és un llarg conducte amb nombroses circumvolucions, molt replegat

sobre si mateix, que està envoltat per una túnica conjuntiva (extensió de la túnica

albugínea del testicle) i ple d'un teixit intersticial poc diferenciat (Hamilton, 1975). La

longitud de l'epidídim de porcí presenta notables diferències segons els treballs consultats.

Així doncs, Ghetie (1939) va determinar un valor de 62-64 m, Bishop (1961) de 40 m,

Ashdown (1989) de 18 m i Bonadonna (1989) de 55-65 m. Donada la fragilitat del

conducte epididimari, mesurar de manera fiable la seva longitud no és gens fàcil; també

dependrà d'on es consideri que comença i acaba en relació als conductes eferents i

deferent; i, a més, poden existir diferències racials, d'edat, etc. El mateix succeeix amb

altres espècies, a nivell orientatiu esmentarem només algunes dades. Per exemple, el
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càlcul de la longitud de l'epidídim humà dóna uns valors mitjans de 4-6 m (Alnot, 1990),

en bens d'uns 50 m segons Ashdown (1989) i d'uns 80 m segons Setchell (1991), en toros

d'uns 40 m i en bocs d'uns 75 m (Ashdown, 1989).

Des del punt de vista histològic i funcional del conducte epididimari es poden distingir,

bàsicament, tres segments (inicial, medial i terminal), els quals no coincideixen

necessàriament amb les regions anatòmiques macroscòpiques (Nicander, 1957; Glover i

Meander, 1971).

ce

BOC PORC Landrace

"VIII

PORC Meishan

Esquema 8. Esquema que mostra els epidídims de boc (Goyal i Williams, 1991) i de porcí:
Landrace i Meishan (Wrobel i Fallenbacher, 1974; Harayama i Kato, 1992). A, caput; B,
corpus; C, cauda; cd, conducte deferent; ce, conductes eferents; T, testicle. Els números
romans indiquen els diferents segments en què es divideix l'epidídim.

La histofisiologia de l'epiteli epididimari ha estat estudiada en moltes espècies incloent

rates (Reid i Cleland, 1957; Hamilton, 1975; Robaire i Hermo, 1988), ratolins (Soranzo i

col., 1982; Abe i col., 1983), hàmsters (Nicander i Glover, 1973; Flickinger i col., 1978),

cobais (Hoffer i Greenberg, 1978; Greenberg i Forssmann, 1983), conills (Jones i col., 1979;

Nicander i Ploen, 1979), talps (Suzuki i Racey, 1976), diferents espècies de marsupials

(Bedford i Rifkin, 1979; Jones i col., 1984; Cummins i col., 1986; Taggart i Temple-Smith,

1989), gossos (Connell i Donjacour, 1985), gats (Arrighi i col., 1986; Viotto i col., 1988),

búfals (Goyal i Dhingra, 1975), bens (Nicander, 1957 i 1979), toros (Nicander, 1957; Goyal,

1985); bocs (Goyal i Williams, 1991; Sanchez i col., 1991), camells (Singh i Bharadway,
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1980). cavalls (Nicander, 1957; López i col., 1989; Arrighi i col., 1993), ases (Arrighi i

Romanello, 1984), muls (Arrighi i col., 1991), micos (Ramos i Dym, 1977; Moore i Pryor,

1981) i humans (Holstein, 1969). En l'epiteli epididimari de les diverses espècies s'han

descrit diferents tipus de cèl·lules, a les quals s'atribueixen diferents funcions, si bé les

interrelacions entre elles són encara insuficientment conegudes (Arrighi i col., 1993). El

nombre de segments en què es divideix l'epidídim, segons les característiques

morfofuncionals de l'epiteli del conducte epididimari, és diferent depenent de les espècies.

Per exemple, en bocs l'epidídim es divideix en cinc segments: 3 subdivisions en el caput, 1

en el corpus i 1 en el cauda (Goyal i Williams, 1991; Sánchez i col., 1991) (Esquema 8).

Wrobel i Fallenbacher (1974), a partir d'observacions histoquímiques i histològiques al

microscopi òptic en porcs adults de raça Landrace, divideixen el conducte epididimari de

porcí en sis segments i es localitzen els segments 1, 2 i 3 en el caput, els segments 4 i 5 en

el corpus i el segment 6 en el cauda de l'epidídim (Esquema 8). En porcs xinesos Meishan

(notables per la seva precoç maduresa sexual). Harayama i Kato (1992) consideren que el

conducte epididimari està dividit en vuit segments, 3 en el caput, 2 en el corpus i 3 en el

cauda de l'epidídim (Esquema 8).

5.2. L'epiteli i el fluid luminal del conducte epididimari.

L'epiteli epididimari és pseudo-estratificat i està format per diferents tipus cel·lulars,

les característiques i abundància relativa dels quals varia segons la zona epididimària

considerada. Malgrat les variacions en l'estructura histológica del conducte epididimari al

llarg de l'epidídim, sempre hi són presents un epiteli amb cèl·lules epitelials principals i

basáis i una beina músculo-conjuntiva (Cameron, 1990). Els canvis més apreciables es

troben en l'alçada epitelial, en la morfologia i tipus de les cèl·lules epitelials, en la longitud

i nombre d'esterocilis i en el gruix de la beina músculo-conjuntiva.

La composició del fluid epididimari també varia segons la regió i reflecteix l'activitat

absortiva de l'epidídim així com l'elaboració i secreció de substàncies específiques. Entre

els components secretats per l'epiteli epididimari que s'han identificat en diverses espècies

de mamífers s'inclouen els següents: esteroides (dihidrotestosterona, testosterona i altres);

ions (Na+, K+, Cl", Mg2+, Ca2+. PO4
3-); glicerilfosforilcolina; àcid siàlic; camitina; inositol;

proteïnes (glicoproteïnes, sialomucoproteïnes, inhibidora de l'acrosina, etc.) i enzims

(fosfatasa alcalina, fosfatasa àcida, glucosidasa, etc.) (Cooper, 1986; Robaire i Hermo,

1988; Soler i col.. 1991). El fluid secretat per l'epiteli epididimari té un paper molt

important en la maduració de l'esperma de porcí (Hunter i col. 1978). Diversos autors han
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relacionat l'adquisició de la motilitat i la capacitat fecundant de l'espermatozoide de porcí

amb les secrecions per part de l'epiteli epididimari d'esteroides (Booth, 1983), ions (Crabo,

1967; Zimmerman i col.. 1979), carnitina (Orgebin-Crist i Olson, 1984). inositol

(Nikolopoulou i col., 1985) i proteïnes (Dóstal i Veselsky. 1972; Dacheux i col., 1983;

Russell i col. 1984). L'activitat de les diferents cèl·lules que revesteixen l'epidídim i, per

tant, la seva influència en el procés de maduració espermàtica, es mantenen gràcies als

andrògens testiculars (Orgebin-Crist i col.. 1975; Robaire i Hermo, 1988; Garner i Hafez,

1989). L'epiteli epididimari no és únicament un epiteli de revestiment, sinó que presenta

intensos fenòmens d'absorció i secreció (Bedford, 1975; Orgebin-Crist i col., 1975 i 1981;

Cooper, 1986), que indiquen una diferent activitat zonal de l'epidídim. Els mecanismes

d'aquests processos d'absorció-secreció són escassament coneguts (Hoffer i col., 1973;

Nicander i Malmquist, 1977; Flickinger, 1983 i 1985; Soler i col., 1991).

5.3. El transport espermàtic a través de l'epididim.

El transport dels espermatozoides a través de l'epidídim depèn de la peristalsi

tubular que es va fent menys intensa i freqüent en les zones més distáis del conducte (Hib

i col., 1979; Viotto i Orsi, 1989). Aquests moviments peristàltics es creu que són deguts a

la contractibilitat de les cèl·lules musculars llises que formen la beina músculo-

conjuntiva que envolta el conducte epididimari. En rates, sembla que aquestes

contraccions estan sota el control de les prostaglandines (Cosentino i col., 1984). El

transport també es veu afavorit pels canvis de pressió osmótica en l'interior del conducte

epididimari (Orgebin-Crist, 1968; Turner, 1984).

Mitjançant mètodes autoradiogràfics, Singh (1962) i Swierstra (1968) van estudiar el

temps que l'espermatozoide de porcí necessita per recórrer les tres regions epididimàries, i

van establir tres dies per al caput, dos dies per al corpus i de quatre a nou dies per al

cauda. El temps de trànsit dels espermatozoides a través de l'epidídim varia d'una espècie

a una altra (Taula I) i pot veure's reduït del 10% al 20% en augmentar la freqüència

d'ejaculació dels animals (Garner i Hafez, 1989; Setchell, 1991). Malgrat que la longitud

del conducte epididimari varia entre diferents espècies, la mitjana del temps de trànsit és

força similar (~10-12 dies). Atès que els espermatozoides maduren fonamentalment en el

caput i corpus de l'epidídim, el procés de maduració requereix de 3 a 5 dies en la majoria

de les espècies, excepte en el cas de l'home (Amann i col., 1976; Amann, 1981; Orgebin-

Crist i Olson, 1984) (Taula I).
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TAULA I. Temps de trànsit dels espermatozoides a través de l'epidídim en
diversos mamífers.

Espècies

Rata

Ratolí

Hàmster

Conill

Be

Toro

Porc

Cavall

Mico

Home

Temps de trànsit epididimari (dies)
Epidídim sencer

8,4

8,7- 9,7
5,0- 5,8

15,6
15,0

9,0 - 10,0
12,7

8,0 - 10,0
11.0- 13.0

8,0- 11,0
9,0 - 12,0
9,0 - 14,0

10,2
8,0- 11,0

13,9
10,5

5,5
5,5

Caput- Corpus

3.4

3,1 -3,9

2,0
5,0
4,0
3,0

4,0

4,0

5.0

3.4
4,1
4.9

1.8
1,1

Cauda

5,0

5,6 - 5,8

13,6
10,0

5,0 - 6.0
9,7

7,0 - 9,0

5.0 - 7,0

4,0 - 9.0

6.0
9,8
5,6

3,7
4,4

Referències

Robb i ooL (1978)

Metetrieh i col (1975)
Dadoune i Afonsi (1984)
Amann i col (1976)
Hítóm i Hoffer (1988)
O^àAi-Crist (1965)
Amann i col (1976)
Swiersba i Fbote (1965)
Ortavant (1959) i
Amir i Ortavant (1968)
OgfcinCrtet (1961)
KoefoeoXJohnsen (1961)
Singh (1962)
Swiostia (1968)
GebauericoL (1974)
Amann i col (1976)
Amann i col (1976)

Amann (1981)
Ogáata-Oist i Obon (1984)

El medi canviant, creat en la cavitat del conducte epididimari per l'epiteli com a

conseqüència de la seva activitat absortiva-secretora, faculta l'epidídim de dues funcions

bàsiques actualment ben establertes i objecte de molts estudis (Bedford, 1975; Orgebin-

Crist i col., 1975 i 1981; Cooper, 1986 i 1990; Alnot, 1990; Burgos i col.. 1992) : (1) la

maduració espermàtica, que té lloc fonamentalment en el caput i el corpus del conducte i

que consisteix en l'adquisició de la motilitat progressiva i de la capacitat fecundant dels

espermatozoides; i, (2) l'emmagatzemament dels espermatozoides madurs en el cauda

epididimari, mantenint la seva supervivència i vitalitat en estat quiescent (durant

períodes de temps limitats) fins el moment de l'ejaculació. En conclusió, l'epidídim actua

de dues maneres per preparar els espermatozoides per a la fecundació; en primer lloc,

promovent la capacitat dels espermatozoides d'interaccionar amb èxit amb els oòcits i. en

segon lloc, prevenint l'expressió prematura d'aquesta aptitud en el propi tracte genital

masculí.
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MATERIAL I MÈTODES.

1. MATERIAL.

1.1. Característiques dels exemplars.

Per a l'estudi de la morfologia espermàtica al microscopi òptic i als microscopis

electrònics d'escànning i de transmissió s'han utilitzat mostres de la fracció espermàtica

de l'ej aculat de mascles reproductors porcins Pietrain i Landrace sans, sexualment

madurs i de 12 mesos d'edat. Aquests mascles han estat sotmesos des dels 10 mesos

d'edat a períodes d'extraccions de semen de dos cops per setmana i, abans d'obtenir-ne les

mostres per examinar, s'han mantingut en repòs sexual durant 48 hores. Els mascles

han estat confinats en naus climatitzades a 18-25° C i alimentats amb dietes equilibrades

i controlades en què el pinso i l'aigua són subministrats per mecanismes automatitzats.

1.2. Obtenció i conservació de les mostres.

De l'ejaculat obtingut pel mètode manual amb guant de goma (o mètode de la mà

enguantada) a partir de mascles muntats sobre un maniquí, se n'ha recollit la fracció

espermàtica (aprox. 70 ce) i s'han desestimat les fraccions pre- i postespermàtiques

(aprox. 10 ce i 150 ce, respectivament).

La fracció espermàtica dels ejaculats ha estat filtrada a través d'una gasa per eliminar les

masses gelatinoses procedents de les glàndules de Cowper. Ha estat emmagatzemada en

un recipient termoaïllant que s'ha traslladat, en 30 minuts aproximadament, des de les

instal·lacions d'inseminació artificial de les explotacions porcines als laboratoris de la

universitat.

Al laboratori, la fracció espermàtica ha estat diluïda en la proporció 1:10 amb el diluent

MR-A (distribuït per Dibapa S.A., Tel. 93.7524097) (Martín, 1982). La mostra ha estat

emmagatzemada en flascons d'uns 80 ce en una nevera Zanussi model Z-175 a 15° C.
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2. MÈTODES.

2.1. Processat de les mostres per a Microscopía Òptica ÍMO1.

Per estudiar la morfologia espermàtica al microscopi òptic s'ha procedit a: (a)

l'observació en microscopía de contrast de fases i en microscopía de contrast interferencial

de l'esperma fixada, i (b) l'observació en microscopía de camp clar d'extensions d'esperma

fixades i tenyides.

a) Per examinar la morfologia espermàtica als microscopis òptics de contrast de fases i de

contrast interferencial de Nomarski s'ha procedit de la forma següent:

1) 10 ce d'esperma diluïts en la proporció 1:10 amb el diluent MR-A s'han fixat amb

1 ce de glutaraldehid al 25% en tampó fosfat de Sórensen 0,16 M pH 7,2 (Hayat,

1989) durant 60 minuts a 4° C.

2) Una gota de l'esperma fixada s'ha col·locat entre el porta i el cobreobjectes i s'ha

observat al microscopi de contrast de fases i al microscopi de contrast interferencial.

b) El procediment seguit per estudiar la morfologia espermàtica al microscopi òptic de

camp clar ha estat el següent:

1) Una gota (~5pl) de l'esperma diluïda en la proporció 1:10 amb el diluent MR-A

s'estén sobre un portaobjectes i es deixa assecar a l'aire (durant uns 3 minuts

aprox.).

2) Les extensions són tenyides seguint el mètode Panòptic Ràpid de QCA, que conté

tres reactius A, B i C (distribuït per Francisco Soria Melquizo S.A., Tel. 91.4649450).

El reactiu A és una solució metílica de triarilmetà i té propietats fixadores. El reactiu

B és una solució vermellosa tamponada de xantè i actua com un colorant basòfil.

El reactiu C és una solució blavosa tamponada de tiazina i té les propietats d'un

colorant acidòfil. El mètode consisteix a submergir les preparacions durant deu

segons (deu immersions d'un segon) en cadascun dels reactius, deixant-les escórrer

entre reactiu i reactiu. Finalment, cal rentar-les amb aigua destil·lada i, deixant

assecar completament l'extensió, es munta en bàlsam o en qualsevol altre medi de

muntatge sintètic hidròfob com l'Entellan o el DePeX.

Les observacions han estat realitzades en un microscopi òptic Zeiss (Docuval) i per a les

microfotografies s'ha utilitzat pel·lícula Ektachrome (160 ASA) per a llum artificial de

tungstè.
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2.2. Fixació de les mostres per a Microscopía Electrònica f ME).

A fi d'alliberar la mostra de les secrecions glandulars i epididimàries, 1 ce de la

mostra ha estat sotmès durant 10 minuts a un rentat amb 9 ce de tampó fosfat de

Sòrensen 0,16 M pH 7,2 (Hayat, 1989).

Per centrifugació durant 10 minuts a 1800 rpm, s'obté un sediment que és resuspès

novament durant 10 minuts en 10 ce de tampó. Tot seguit es procedeix d'acord amb el

protocol següent (Bonet, 1988):

1) Obtenció del sediment per centrifugació a 1800 rpm durant 10 minuts.

2) Fixació del sediment en 10 ce de líquid de Karnovsky (distribuït per Electron

Microscopy Sciences, Fax. 07.01.215.646.8931) (Hayat, 1989) durant 1 hora a 4° C.

3) Centrifugar a 1800 rpm durant 10 minuts.

4) Rentar i resuspendre el sediment en 10 ce de tampó durant 10 minuts a 4° C.

5) Centrifugar a 1800 rpm durant 10 minuts.

6) Rentar i resuspendre el sediment en 10 ce de tampó durant 10 minuts a 4° C.

7) Centrifugar a 1800 rpm durant 10 minuts.

8) Postfixar el sediment amb 0,5 ce de tetraòxid d'osmi a l'l% en aigua bidestil.lada

durant 10 minuts a 4° C.

9) Centrifugar a 1500 rpm durant 10 minuts.

10) Rentar i resuspendre el sediment en 10 ce de tampó durant 10 minuts a 4° C.

11) Centrifugar a 1500 rpm durant 10 minuts.

12) Rentar i resuspendre el sediment en 10 ce d'aigua bidestil.lada durant 10 minuts a

4° C.

Les mostres, fixades amb glutaraldehid-paraformaldehid (líquid de Karnovsky) i

postfixades amb tetraòxid d'osmi estan a punt per ser processades per a la seva

observació als microscopis electrònics d'escànning i de transmissió.

2.2.1. Processat de les mostres fixades per a Microscopía Electrònica d'Escànning

ÍMES1.

• Deshidratació:

1) Recollir 5 ce de la mostra postfixada i resuspesa, centrifugar seguidament durant

10 minuts a 1500 rpm.

2) Procedir a la deshidratació del sediment en sèrie alcohòlica etílica de 30°, 50°, 70°,

90°, 96°, 100° i 100° (10 minuts en 5 ce de cada alcohol de la sèrie).
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• Imbibició:

3) Infiltrar progressivament el sediment amb el líquid de transició {acetat d'isoamil)

en cinc passos de 10 minuts cadascun: 5 ce d'etanol-acetat d'isoamil (2:1), 5 ce

d'etanol-acetat d'isoamil (1:1), 5 ce d'etanol-acetat d'isoamil (1:2), 5 ce d'acetat

d'isoamil pur i 5 ce d'acetat d'isoamil pur (entre cada pas cal recuperar el

sediment centrifugant a 1500 rpm durant 10 minuts).

• Muntatge:
4) Resuspendre la mostra i dipositar tres gotes sobre un filtre de policarbonat

Nuclepore-Costar de 2 |im de diàmetre de porus (distribuït per Cultek S.L., Tel.

91.7290333) muntat sobre la base d'una càpsula de polietilè de 8 mm de diàmetre

(distribuït per Ramon Cornet S.A., Tel. 93. 2375562).

• Assecat i metal.lització:

5) Assecar el conjunt mitjançant el mètode de punt crític.

6) Retirar el filtre i muntar-lo en un suport d'alumini o coure i metal.litzar-lo en un

sputtering o metal.litzador (Polaron-3000) amb una capa d'or d'uns 50 nm de

gruix.

• Observació i micrografia: Les mostres, processades d'acord amb aquest protocol, han

estat observades en un microscopi electrònic d'escànning Hitachi S-570 del Servei

de Microscopía Electrònica de la Universitat Autònoma de Barcelona. Per a les

micrografies s'ha utilitzat pel·lícula Ilford 120 HP5.

2.2.2. Processat de les mostres fixades per a Microscopía Electrònica de
Transmissió (MET).

• Deshidratació:

1) Recollir 5 ce de la mostra postfixada i resuspesa i centrifugar durant 10 minuts a

1500 rpm.

2) Procedir a la deshidratació del sediment a 4° C en 5 ce de cada acetona de la sèrie

següent: acetona de 50°, acetona de 70°, acetona de 96°, acetona de 100° (glacial)

(3 canvis de 10 minuts cadascun).
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• Imbibició:

3) Resuspendre i transferir la mostra a una càpsula cònica de polietilè tipus

Eppendorf (distribuït per Gomensoro S.A., Tel. 93.2108256).

4) Imbibir la mostra amb resina Spurr de baixa viscositat (distribuït per Ramon

Comet S.A.. Tel. 93.2375562) d'acord amb la sèrie següent: acetona-òxid de

propilè (1:1) durant 15 minuts a 4° C (2 canvis); òxid de propilè durant 15 minuts

a 4° C (2 canvis); òxid de propilè-Spurr (2:1) durant 30 minuts a 4° C; òxid de

propilè-Spurr (1:1) durant 60 minuts a 4° C; Spurr durant 12 hores a 4° C.

• Inclusió:

5) Transferir el sediment a un motlle de silicona o mantenir-lo en la mateixa

càpsula de polietilè, amb nova resina Spurr. Mantenir a 4° C durant 2 hores.

6) Transferir el conjunt (motlle o càpsula, i mostra) a l'estufa a 70° C i mantenir-lo

durant 8 a 12 hores.

• Ultramicrotomia:

7) Piramidar el bloc i obtenir seccions semiflnes d'l mm de gruix contrastades amb

blau de metilè i fuxina bàsica (distribuït per Electron Microscopy Sciences, Fax.

07.01.215.646-8931) sobre una placa calefactora a 80° C durant 2 minuts.

8) Obtenir seccions fines de 70 nm de gruix i recollir-les en reixetes de coure de 3

mm de diàmetre (distribuït per Electron Microscopy Sciences, Fax. 07.01.215.646-

8931).

(Les seccions semifines i fines han estat obtingudes amb un ultramicròtom LKB

III i amb un ultramicròtom Reichert model Supernova amb ganivetes de vidre).

• Contrastació:

9) Contrastar les seccions fines amb acetat d'uranil (solució saturada d'acetat

d'uranil en aigua bidestil.lada-acetona, en la proporció 1:1) durant 7 o 8 minuts.

10) Rentar amb aigua bidestil.lada í deixar assecar.

11) Contrastar amb la solució de Reynolds durant 15 minuts (solució de Reynolds:

1,33 g de nitrat de plom, 1,76 g de citrat sòdic i 30 ml d'aigua destil·lada i bullida;

agitar durant 30 minuts i afegir-ni 8 ml d'hidròxid sòdic IN; enrasar fins a 50 ml

amb aigua destil·lada bullida i emmagatzemar la solució a la foscor a 4° C).

12) Rentar amb aigua bidestil.lada i deixar assecar.
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• Observació i micrografia: Les seccions fines han estat observades en un microscopi

electrònic de transmissió Hitachi HV 12A del Servei de Microscopía Electrònica de la

Universitat Autònoma de Barcelona. Per a les micrografies s'han utilitzat plaques

Kodak 4489.
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RESULTATS.

1. L'ESPERMATOZOIDE MADUR.

1.1. Estructura i morfologia externa.

L'espermatozoide madur de Sus domésticos és un gameta de 45 um de longitud en

què es distingeixen tres parts: el cap, el coll o peça de connexió i la cua. La cua està

formada per tres peces: la intermèdia o mitocondrial, la principal i la terminal (Esquemes

1 i 2) (Làmina I: Fig. 1) (Làmina II: Figs. 1 í 2) (Làmina III: Fig. 1).

El cap és oval i pla. Les seves mides són: 7 um de longitud, 3,7 um d'amplada màxima i 0,4

um de gruix. Les dues cares no són iguals; mentre que una és plana, l'altra presenta una

protuberància apical en forma de semilluna, d'uns 0,4 um d'amplada, que s'estén pels

marges del cap al llarg de 1,2 um (Làmina IV: Figs. 1 i 2) (Làmina VI: Fig. 4).

El coll, de 0,7 \im de longitud per 0,5 um de gruix, té forma cònica amb la base més ampla

(1,3 um) en contacte amb el cap i la més estreta (0,6 um) en contacte amb la peça

intermèdia. En la zona més propera al cap hom pot observar una protuberància anular de

0,15 um de diàmetre (Làmina VI: Fig. 1).

La cua té forma filamentosa i cilíndrica. La peça intermèdia té una longitud de 9 um i un

diàmetre de 0,7 um (Làmina V: Fig. 1) (Làmina VI: Fig. 2). La peça principal té una

longitud de 26,2 um i un diàmetre de 0,4 um (Làmina V: Figs. 1 i 2} i, finalment, la peça

terminal té una longitud de 2,2 um i un diàmetre de 0,2 um (Làmina VI: Fig. 3).

1.2. infraestructura.

1.2.1. El cap.

En el cap de l'espermatozoide distingim les estructures següents: l'acrosoma, la

làmina densa postacrosòmica, l'espai subacrosòmic, el material fibrós perinuclear i el

nucli (Esquemes 1 i 2) (Làmina XXIII: Fig. 1).
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* L'acrosoma.

L'acrosoma és una vesícula que es disposa sobre el nucli en forma de caputxa i

abasta el 80% de la longitud nuclear (Làmina XXIII: Fig. 1). Aquesta part del cap que

conté l'acrosoma és coneguda com a regió acrosòmica. L'acrosoma conté un material

amorf, distribuït homogèniament. S'hi distingeixen tres segments: apical, principal i

equatorial (Esquema 2) (Làmina XXIII: Fig. 1). En aquest darrer segment l'electrodensitat

del contingut acrosòmic és lleugerament superior a la dels dos primers segments (Làmina

XXIII: Fig. 1).

El segment apical de l'acrosoma és la zona més dilatada de la vesícula acrosòmica. Si bé

la membrana acrosòmica interna es disposa paral·lela a l'embolcall nuclear, la membrana

acrosòmica externa s'allunya de l'eix nuclear (Làmina XXII: Fig. A). Aquesta dilatació

vesicular no presenta el mateix desenvolupament en les dues cares del cap. En la cara no

plana del cap, el segment apical arriba a uns 0,72 \an de longitud per 270 nm de gruix

màxim i, en la cara plana del cap, el segment apical assoleix uns 0,50 pm de longitud per

100 nm de gruix màxim.

El segment principal té una longitud de 2,5 (¿m en la cara plana del cap i de 2,8 pm en

l'altra cara. El gruix del segment principal és estable, 80 nm aproximadament (Làmina

XXI: Fig. A) (Làmina XXII: Fig. A) (Làmina XXIII: Fig. 4).

El segment equatorial té una longitud de 2,3 |im, un gruix de 40 nm en les dues cares del

cap i un gruix de 80 nm als costats del cap (Làmina XXI: Fig. B).

• La làmina densa postacrosòmica.

La làmina densa postacrosòmica es disposa contra la cara citoplasmàtica de la

membrana plasmática i abasta el 20% de la longitud del nucli, coincidint amb la regió del

nucli no coberta per la vesícula acrosòmica (Làmina XXII: Fig. B). Aquesta regió del cap, a

la qual no arriba la vesícula acrosòmica i on es desenvolupa la làmina densa, és

coneguda com a regió postacrosòmica (Làmina XXIII: Fig. 1). Aquesta làmina, formada per

material fibrós i electrodens, presenta un gruix de 25 nm i una longitud de 1,4 \im

(Làmina XXI: Fig. C). La membrana plasmática cobreix la vesícula acrosòmica i discorre

estretament adherida a la làmina densa postacrosòmica (Làmina XXI: Fig. B). La

membrana plasmática es desprèn molt fàcilment de la membrana acrosòmica externa però

es manté estretament unida a la làmina densa postacrosòmica (Làmina XXI: Fig. B).

• L'espai subacrosòmic.

L'espai subacrosòmic (o perinuclear) és l'espai existent entre el nucli i la membrana

acrosòmica interna o la cara interna de la làmina densa postacrosòmica (Làmina XXI:
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Figs. A, B i C). L'espai subacrosòmic es troba especialment desenvolupat en la regió

supranuclear, és a dir, per sota del segment apical de l'acrosoma (Làmina XXII: Fig. A). En

aquesta regió, l'espai subacrosòmic pren forma cònica, amb un diàmetre a la base de 80

nm i una alçada de 120 nm. En les dues cares del cap i al llarg del segment principal de

l'acrosoma, l'espai subacrosòmic es redueix a 25 nm de gruix (Làmina XXI: Fig. A). En les

dues cares del cap i al llarg del segment equatorial de l'acrosoma, l'espai subacrosòmic

augmenta fins a 40 nm de gruix i arriba al desenvolupament màxim en la regió

postacrosòmica (70 nm) (Làmina XXI: Figs. B i C). L'espai subacrosòmic augmenta

considerablement en els costats del cap (70 nm) corresponents als segments principal i

equatorial de la vesícula acrosòmica. En els costats del cap corresponents a la regió

postacrosòmica, l'espai subacrosòmic és pràcticament inexistent i es produeix el contacte

entre el material fibrós perinuclear i la làmina densa postacrosòmica (Làmina XXI: Figs. C

i D). L'espai subacrosòmic està ocupat per una matriu poc electrodensa i un material

fibrós perinuclear o subacrosòmic de major electrodensitat (Làmina XXI: Figs. A, B, C i D)

(Làmina XXII: Figs. B i C).

• El material fibrós perinuclear.

El material fibrós perinuclear (o subacrosòmic) es disposa formant una làmina

electrodensa al voltant del nucli i a una distància d'aquest de 15 nm. El

desenvolupament d'aquesta làmina és màxim en la regió postacrosòmica del cap i arriba a

un gruix d'uns 15 nm. En la regió acrosòmica del cap la làmina és més prima, menys

compacta i menys electrodensa (Làmina XXII: Fig. B).

• El nucli.

El nucli conté una cromatina molt condensada i electrodensa. La longitud del nucli

és de 6,6 nm i el gruix varia en les dues regions del cap. En la regió acrosòmica el gruix del

nucli és de 220 nm i en la regió postacrosòmica de 320 nm, aproximadament (Làmina

XXI: Figs. A, B. C i D) (Làmina XXII: Figs. A, B i C).

1.2.2. La peca de connexió.

En el coll o peça de connexió es distingeixen les estructures següents: la placa

basal, els cossos laminars, el capitulum, les columnes segmentades, el cos basal i

l'axonema. El coll de l'espermatozoide abasta des de la base del nucli fins a la primera

mitocòndria de la peça intermèdia. Al llarg del recorregut de la membrana plasmática per
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la peça de connexió i la regió postacrosòmica del cap, s'observa una lleugera escotadura

circular Just en el límit entre ambdues parts del gameta (Esquema 2) (Lámina XXIII: Fig. 1).

• La placa basal.

La placa basal està formada per un material electrodens d'aspecte i gruix molt

semblants als de la lamina densa postacrosòmica. S'estén al llarg d'uns 0,6 nm, adherida

a la membrana externa de l'embolcall nuclear. El gruix de la placa basal és d'uns 30 nm

(Làmina XXII: Fig. C).

• Els cossos laminare.
Els cossos laminare s'estenen al llarg de 1,2 nm des de la base del nucli fins a les

primeres mitocòndries de la peça intermèdia. Els cossos laminare procedeixen

d'evaginacions molt pronunciades de l'embolcall nuclear (Làmina XXIII: Fig. 5). Les

evaginacions parteixen del perímetre de la base nuclear i es dirigeixen cap a la beina

mitocondrial de la peça intermèdia. Els cossos laminars es disposen com un cilindre, les

parets del qual presenten un gruix de 150 nm (Làmina XII: Fig. C) (Làmina XXI: Fig. E).

• El capitulum i les columnes segmentades.

El capitulum és una estructura arciforme que es disposa per sota i a uns 40 nm de

la placa basal (Làmina XXIII: Figs. 215). Les nou columnes segmentades parteixen dels

extrems del capitulum i es dirigeixen cap a la peça intermèdia (Làmina XXH: Fig. C). Així

com els cossos laminars de la peça de connexió es continuen amb la beina mitocondrial

de la peça intermèdia, les columnes segmentades de la peça de connexió es continuen

amb les fibres denses de la peça intermèdia. El capitulum i les columnes segmentades són

estructures electrodenses d'uns 130 nm de gruix. Les columnes segmentades

s'individualitzen en nombre de nou més enllà dels 0,3 nm de distància del capitulum

(Làmina XXI: Figs. E i F). Al llarg dels primers 0,3 nm les columnes segmentades es toquen

entre si i, en conseqüència, en aquesta zona és més correcte referir-se a perllongacions del

capitulum que a columnes pròpiament dites. Les columnes segmentades, ja

individualitzades, presenten forma cilíndrica i discorren al llarg d'uns 0,8 \un cap a la peça

intermèdia, englobant l'axonema en un espai cilíndric d'uns 220 nm de diàmetre (Làmina

XXI: Fig. F). Al llarg de les columnes segmentades s'hi observen dos tipus d'estriacions

transversals de disposició periòdica alterna, unes més conspícues i les altres menys

definides (Làmina XXIII: Fig. 3). La distància entre dues estries conspícues consecutives és

de 80 nm, i entre una de conspicua i la menys definida consecutiva és de 40 nm.



51
Esperma Ejaculadcv Resultats

• El cos basal i l'axonema.
El cos basal es disposa a la base de la convexitat que defineixen el capitulum i les

columnes segmentades, és a dir, en un espai d'uns 220 nm de diàmetre per 260 nm

d'alçada (Làmina XXII: Fig. C). Els triplets de microtúbuls del cos basal es disposen en

petites depressions del capitulum. Aquestes depressions marquen els límits dels esbossos

de les columnes segmentades. El cos basal es disposa en un angle de 45° respecte a l'eix

longitudinal del gameta (Làmina XXIII: Fig. 5). A partir del cos basal s'organitza un

axonema que, atravessant l'espai limitat per les columnes segmentades, s'estendrà al llarg

de tota la cua de l'espermatozoide. Les nou columnes segmentades es disposen entre els

cossos laminars i els respectius nou doblets de microtúbuls perifèrics de l'axonema.

1.2.3. La pega intermèdia.

En la peça intermèdia es distingeixen les estructures següents: l'axonema, la beina

mitocondrial, les fibres denses i els grànuls perifèrics (Esquemes 1 i 2).

• L'azonema.

L'axonema ocupa l'eix central de la peça intermèdia, presenta la fórmula

microtubular típica 9+2 i disposa dels elements axonemàtics típics (braços de dineïna,

fibres de nexina, radis, pont i beina centrals (Làmina XXI: Figs. G i H) (Làmina XXII: Fig.

D).

• La beina mitocondrial.

Per sota la membrana plasmática trobem la beina mitocondrial. Aquesta beina

presenta un gruix d'uns 80 nm i està formada per diverses mitocòndries allargades, de 150

nm de diàmetre, disposades helicoïdalment (Làmina XII: Fig. D). La matriu mitocondrial és

molt electrodensa i les crestes es disposen paral·lelament a la doble membrana

mitocondrial (Làmina XXI: Figs. G i H).

• Les fibres denses.

Les fibres denses són estructures citoesquelètiques, filamentoses i electrodenses

disposades entre la beina mitocondrial i cadascun dels doblets de microtúbuls perifèrics

de l'axonema. S'estenen al llarg de la peça intermèdia i del primer terç de la peça principal

(Làmina XXII: Figs. D I E ) . El gruix i diàmetre de les fibres denses es van reduint

progressivament i són màxims en la zona límit amb la peça de connexió (Làmina XXI:
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Figs. G, H i I). En secció transversal, les fibres denses presenten forma piramidal truncada

amb la base estreta dirigida cap els doblets microtubulars i amb la base ampla, de contorn

curvilini, dirigida cap a la beina mitocondrial (Làmina XXI: Fig. H). No totes les fibres

denses presenten el mateix gruix ni el mateix diàmetre. En la zona proximal de la peça

intermèdia, i utilitzant per a les fibres denses la mateixa numeració que per als doblets

microtubulars de l'axonema, les fibres núm. 1,516 presenten un gruix mitjà de 110 nm í

un diàmetre de 150 nm, i les fibres núm. 2, 3, 4, 7, 8 i 9 presenten un gruix mitjà de 80

nm i un diàmetre de 110 nm. En la zona distal de la peça intermèdia, les fibres núm. 1,51

6 presenten un gruix mitjà de 160 nm i un diàmetre de 40 nm, i les fibres restants un

gruix mitjà de 70 nm i un diàmetre de 60 nm (Làmina XXI: Figs. G i H).

• Els grànuls perifèrics.

Únicament en la zona proximal de la peça intermèdia poden observar-se uns

grànuls electrodensos, distribuïts entre les fibres denses. Es tracta de grànuls d'uns 15

nm de diàmetre màxim que van desapareixent a mesura que les fibres denses arriben a la

zona distal de la peça Intermèdia (Làmina XXI: Figs. G i H).

1.2.4. La peca principal.

En la peça principal distingim les estructures següents: la beina fibrosa, les fibres

denses, l'annulus o anell de Jensen 1 l'axonema (Esquemes 112).

• La beina fibrosa i les fibres denses.

La beina fibrosa de la peça principal, molt electrodensa, substitueix la beina

mitocondrial de la peça Intermèdia. En la beina fibrosa es distingeixen dos elements: els

eixos 1 les costelles.

Els eixos fibrosos es disposen entre la membrana plasmática i els doblets de microtúbuls

núm. 3 1 8. El gruix dels eixos és màxim (110 nm) en el primer terç de la peça principal i, al

llarg dels dos terços següents, disminueix progressivament fins a equiparar-se al gruix de

les costelles (75 nm) (Làmina XXI: Figs. I i K). Al llarg del primer terç de la peça principal, el

gran desenvolupament dels eixos determina l'absorció de les fibres denses núm. 318. Les

fibres denses restants, que únicament s'estenen al llarg del primer terç de la peça

principal, disminueixen progressivament de gruix fins a desaparèixer. Els dos terços

posteriors de la peça principal es distingeixen del primer terç per l'absència de fibres
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denses i perquè el gruix dels eixos fibrosos s'iguala al de les costelles (75 nm) (Làmina XXI:

Figs. I i K).

Ambdós eixos fibrosos es mantenen units per les costelles. Les costelles fibroses es

disposen concèntricament i regular al llarg de la peça principal. L'espai entre costella i

costella és de 15 nm, aproximadament. El diàmetre de les costelles es manté constant al

llarg de la peça principal (40 nm). El gruix de les costelles, juntament amb el gruix dels

eixos, es van reduint progressivament a mesura que la beina fibrosa s'aproxima a la peça

terminal (Làmina XXII: Figs. F i G)

• L'annulus o anell de Jensen.

L'annulus o anell de Jensen és una estructura electrodensa disposada en el límit

entre la peça intermèdia i la peça principal. És anular i separa la beina mitocondrial de la

beina fibrosa. Presenta un gruix d'uns 130 nm i un diàmetre de 160 nm. Està en contacte

amb la darrera mitocòndria de la beina mitocondrial i a uns 15 nm de les primeres

costelles de la beina fibrosa. La membrana plasmática s'adhereix estretament a l'annulus

(Làmina XXII: Fig. E).

1.2.5. La peca terminal.

En la peça terminal no hi ha cap estructura citoesquelètica. Està formada,

únicament, per la membrana plasmática i l'axonema (Esquema 1). La membrana

plasmática, que en altres peces de la cua descriu un contorn circular més o menys llis, en

aquesta peça pren un aspecte fistonejat (Làmina XXI: Fig. 1). L'axonema es desorganitza

progressivament a mesura que s'allunya de la peça principal. Desapareix, en primer lloc, el

microtúbul B de cada doblet perifèric i, finalment, la desorganització microtubular farà

impossible distingir l'estructura axonemàtica 9+2 (Làmina XXI: Fig. 1) (Làmina XXII: Fig.

G).
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Esquema 1. Seccions transversals al nivell del cap i de la cua de l'espermatozoide de Sus
domesítcus en què s'indiquen els principals components.

A. Cap: regió acrosòmica.
MF, material flbrós pertnuclear; N, nucli; P, plasmalema; VA, vesícula acrosòmica.

B. Cap: regió postacrosòmica,
L, làmina densa postacrosòmica; MF, material flbrós perinuclear; N, nucli;
P, plasmalema.

C. Cua: peça intermèdia o regió mitocondríal
A, axonema; BM, beina mitocondrial; FD, fibres denses; P, plasmalema.

D. Cua: zona proximal de la peça principal
A, axonema; BF, beina fibrosa; FD, fibres denses; P, plasmalema.

B. Cua: zona medial de la peça principal
A, axonema; CF, eixos o columnes de la beina fibrosa; EF, costelles de la beina
fibrosa; FD, fibres denses; P, plasmalema.

F. Cua: zona distal de la peça principal
A, axonema; BF, beina fibrosa; P, plasmalema.

G. Cua: peça terminal
P, plasmalema; A, axonema.
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Esquema 2. Seccions longitudinals al nivell del cap, del coll i de la cua de l'espermatozoide de
Sus domesticas en qué s'indlquen els principals components.

A. Cap: segments apical i principal de la regió acrosòmica.
ESA, espai subacrosòmlc; MF, material fibrós perinuclear; N, nucli; P, plasmalema;
SA, segment apical de la vesícula acrosòmica; SP, segment principal de la vesícula
acrosòmica .

B. Cap: segment equatorial de la regió acrosòmica i regió postacrosòmica.
LD, làmina densa postacrosòmica; M P. material flbrós perinuclear; N, nucli;
P, plasmalema; SE, segment equatorial de la vesícula acrosòmica.

C. Cap: regió postacrosòmica. Coll o peça de connexió.
C, capitulum; CB, cos basal; CL, cossos laminars; CS, columnes segmentades;
LD, làmina densa postacrosòmica; MF, material flbrós perinuclear; N, nucli;
P, plasmalema; PB, placa basal.

D. Cua: peça intermèdia o regió mitocondriaL
A, axonema; BM, mitocòndries de la beina mltocondrial; FD, fibres denses;
P, plasmalema.

E. Cua: regió distal de la peça principal
A, axonema; BF, costelles de la beina fibrosa; P, plasmalema.



CE

BM

p^—

BF*-

m
<m
(33
G3
23
m
£3
ca
m
m
m
m
23

m>
02)
E3
E3
E9
E9
03
ES,



58
Esperma Ejaculada: Resultats

2. L'ESPERMATOZOIDE IMMADUR.

En un ej aculat normal de Sus domesticas hom pot trobar entre un 5% i un 15%

d'espermatozoides immadurs.

L'espermatozoide immadur presenta, respecte al madur, tres característiques diferencials:

la presència de la gota citoplasmàtica, el major desenvolupament de la protuberància

acrosòmica apical i la major flexibilitat del cap.

La gota citoplasmàtica és una massa de citoplasma residual produïda en les darreres

etapes del procés espermiogènic. Té un diàmetre aproximat de 1.5 \im. La gota

citoplasmàtica engloba, generalment, una petita part de la peça intermèdia i conté un

citoplasma poc electrodens i ric en vesícules (Làmina XXX). La peça intermèdia pot

emplaçar-se al centre de la gota citoplasmàtica (Làmina XXX: Figs. 2 i 4) o bé situar-se

molt desplaçada del centre fins a prendre gairebé contacte amb el plasmalema (Làmina

XXX: Fig. 1). El nombre i el desenvolupament de les vesícules augmenten a mesura que la

gota citoplasmàtica ocupa posicions més distáis de la peça intermèdia (Làmina XXX).

Hom pot observar dues modalitats vesiculars: les vesícules limitades per doble membrana i

les vesícules limitades per una única membrana (Làmina XXX: Fig. 3). Les vesícules de

doble membrana presenten una matriu clara i un diàmetre constant d'aproximadament

0,2 um (Làmina XXX: Fig. 3). Provenen de cisternes del reticle endoplasmàtic llis que es

tanquen sobre si mateixes i engloben material hialoplasmàtic (Làmina XXX: Fig. 114). Les

vesícules d'una única membrana, originades per dilatacions del reticle endoplasmàtic,

també contenen una matriu d'escassa electrodensitat. Aquestes darreres vesícules es

fusionen unes amb les altres i donen lloc a vesícules molt més grans. El diàmetre

d'aquestes vesícules és molt variable i oscil·la entre 0,1 \aa i 0,9 ^m (Làmina XXX: Figs. 2,

3 i 4). La gota citoplasmàtica es pot trobar al nivell de la peça de connexió o a qualsevol

nivell de la peça intermèdia. Apareix en el coll de l'espermatozoide i, desplaçant-se al llarg

de tota la peça intermèdia, abandona l'espermatozoide just en el límit entre la peça

intermèdia i la principal (Làmina II: Fig. 6) (Làmina VIII: Figs. 2 i 3). Hi ha dues posicions

extremes de la gota citoplasmàtica, la proximal, quan ocupa la peça de connexió (Làmina

II: Figs. 3 i 4), i la distal, quan ocupa la zona de l'anell de Jensen (Làmina II: Figs. 4 i 5).

Així doncs, utilitzant aquest criteri hom pot distingir, bàsicament, dos tipus

d'espermatozoides immadurs: els espermatozoides amb gota citoplasmàtica proximal i els

espermatozoides amb gota citoplasmàtica distal (Làmina VII: Figs. 1 i 3) (Làmina VIII: Figs.

3 i 4).

En els espermatozoides immadurs, la protuberància acrosòmica apical presenta un major

desenvolupament que en els espermatozoides madurs. En l'espermatozoide madur
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l'amplada i la longitud externes de la protuberància acrosòmlca apical són de 400 nm i

1,2 (¿m, respectivament; i en l'espermatozoide immadur l'amplada i la longitud externes

d'aquesta protuberància augmenten fins als 600 nm i 4,5 |xm, respectivament (Làmina

VIII: Fig. 1).

El cap dels espermatozoides immadurs presenta major flexibilitat que el dels

espermatozoides madurs (Làmina VII: Figs. 1 i 2). En el cap dels espermatozoides

immadurs és freqüent observar plegaments i deformacions de diversos tipus. Els

plegaments cefàlics, més o menys intensos, es produeixen, generalment, a través d'un pla

transversal (Làmina VII: Fig. 4) (Làmina VIII: Fig. 6) i, més rarament, a través d'un pla

longitudinal frontal (Làmina VIII: Fig. 5). La deformació cefálica més habitual és la

desviació lateral de la regió acrosòmica del cap respecte a l'eix longitudinal de la cèl·lula

(Làmina VIII: Fig. 4),

3. ELS ESPERMATOZOIDES ABERRANTS.

En un ejaculat normal de Sus domesticas hom pot trobar entre un 1% i un 2%

d'espermatozoides aberrants.

3.1. Morfologia externa i classificació.

D'acord amb la morfologia externa dels espermatozoides, les malformacions

observades poden ser agrupades en: (a) malformacions que afecten la mida o la forma del

cap, (b) malformacions que afecten la longitud de la cua, (c) malformacions que afecten la

trajectòria de la cua, (d) malformacions que afecten el nombre de cues, (e) malformacions

que afecten el nombre de caps, (f) malformacions que afecten l'aglutinació espermàtica, i

(g) malformacions que afecten l'estabilitat del cap o de la cua.

3.1.1. Malformacions que afecten la mida o la forma del cap.

Al microscopi òptic hom pot observar espermatozoides amb formes cefàliques

anòmales com cap allargat (Làmina I: Fig. 6), cap en forma de flama (Làmina I: Fig. 7), cap

oval (Làmina I: Figs. 8 i 9) i cap arrodonit (Làmina I: Fig. 10); i espermatozoides amb mides
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cefàliques atípiques com espermatozoides microcefàlics (Làmina I: Figs. 3, 11 i 12) (Làmina

III: Fig. 2) i espermatozoides macrocefàlies (Làmina I: Fig. 4).

Al microscopi electrònic d'escànning hom pot precisar més detalls referents a aquestes

malformacions. El cap dels espermatozoides macrocefàlies (Làmina IX: Fig. 1) presenta

una longitud d'uns 7 |im i una amplada de 4,6 (jm. és a dir, un micròmetre més ample que

el cap dels espermatozoides normals. El cap dels espermatozoides microcefàlics és

arrodonit i presenta una amplada de 3,5 (¿m i una longitud de 5.0 nm, és a dir, dos

micròmetres menys que la longitud cefálica dels espermatozoides normals (Làmina IX Fig.

2). Quan el cap dels espermatozoides esdevé allargat (Làmina IX: Fig. 4), la seva longitud

augmenta fins als 7,6 \im i la seva amplada es redueix fins a 3,0 \im. El microscopi

electrònic d'escànning permet distingir altres malformacions que afecten la forma i la

mida del cap dels espermatozoides. Els espermatozoides amb cap cilíndric (Làmina IX: Fig.

5) presenten una implantació abaxlal de la cua i un cap petit de 5,5 nm de longitud i 2,3

Hm de diàmetre. Els espermatozoides amb el cap doblegat presenten un cap de dimensions

normals que, a diferència dels espermatozoides immadurs, es doblega per un pla

longitudinal sagital (Làmina IX: Fig. 3). Els espermatozoides amb el cap petit i irregular

(4,0 |4.m de longitud i 2,5 nm d'amplada màxima) poden presentar una implantació de la

cua perpendicular a la cara plana del cap (Làmina IX: Fig. 6). Els espermatozoides amb el

cap arrodonit (6,6 ^m de longitud per 4,3 [ira d'amplada) poden presentar dilatacions

apicals, d'un micròmetre de diàmetre, que afecten la protuberància acrosòmica (Làmina

IX: Fig. 7).

3.1.2. Malformacions que afecten la longitud de la cua.

La longitud de la cua pot modificar-se per doblegament de la cua o com a

conseqüència de l'escàs o nul desenvolupament d'alguna de les peces que la componen

(Làmina X).

Hom pot trobar espermatozoides amb el cap triangular (7 \Lm de longitud i 3,6 jnm

d'amplada màxima a la base del cap) i amb la cua doblegada per la peça intermèdia

(Làmina X: Fig. 1). La cua es doblega per la peça intermèdia i el doblegament és cimentat

per restes citoplasmàtiques, probablement derivades de la gota citoplasmàtica. La peça

principal segueix un recorregut antiparal.lel al de la peça intermèdia i es fusiona amb el

perímetre cefàlic per sota de la protuberància acrosòmica (Làmina X: Fig. 1).

En alguns espermatozoides la cua es doblega per l'anell de Jensen de forma que les dues

peces restants (principal i terminal) donen voltes a l'entorn de la peça intermèdia. La cua
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d'aquests espermatozoides presenta una longitud i un diàmetre màxims de 10,5 i 1,2 |jm,

respectivament (Làmina X: Fig. 2).

Dins del grup d'espermatozoides de cua curta destaquen aquells que no reuneixen totes

les peces de la cua. Es tracta d'espermatozoides en què la cua està formada únicament

per les peces intermèdia i terminal. La peça intermèdia, de longitud i diàmetre normals, no

és seguida per la peça principal, sinó per una peça terminal incipient. La longitud total de

la cua d'aquests espermatozoides no excedeix els 11 nm (Làmina X Fig. 3).

Hi ha espermatozoides que, a més de destacar per l'absència d'alguna peça de la cua,

destaquen per l'escàs desenvolupament de les altres. Així, hom pot observar

espermatozoides amb una única peça, la intermèdia, més curta (6,8 um) i gruixuda (1,2

(¿m) que la peça intermèdia d'un espermatozoide madur (9 \im de longitud i 0,7 um de

diàmetre) (Làmina X: Fig. 4).

3.1.3. Malformacions que afecten la trajectòria de la cua.

Al microscopi òptic hom pot distingir entre dues grans modalitats de malformacions

que afecten la trajectòria de la cua: el doblegament i renrotllament. Hom pot trobar

espermatozoides amb la cua doblegada per la peça de connexió (Làmina I: Fig. 13) o per

l'anell de Jensen (Làmina I: Figs. 18 a 22) i espermatozoides amb la cua parcialment o

totalment enrotllada (Làmina I: Figs. 14 a 17) (Làmina II: Fig. 11) (Làmina III: Fig. 3).

Els microscopis de contrast de fases i de contrast interferència! ens permeten observar els

diversos estadis del desenvolupament de la malformació "cua doblegada per l'anell de

Jensen" a partir d'espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica distal (Làmina III:

Figs. 4 a 10) (Làmina II: Figs. 12 i 13). La cua es doblega progressivament per l'anell de

Jensen i la gota citoplasmàtica cimenta i fa irreversible aquest doblegament (Làmina III:

Figs. 5 a 7). En un primer estadi, la peça principal pren contacte amb la peça intermèdia

(Làmina III: Fig. 8), més tard, ho fa amb la peça de connexió (Làmina III: Fig. 9) (Làmina I:

Figs. 18 a 21) i, finalment, es fusiona amb el cap (Làmina I: Fig. 22) (Làmina III: Fig. 10). La

malformació "cua enrotllada" presenta també diversos estadis de desenvolupament.

L'enrotllament de la cua afecta, generalment en primer lloc, la peça intermèdia (Làmina I:

Figs. 14 i 15) i, després, la peça principal i la terminal (Làmina I: Figs. 16 i 17).

El microscopi electrònic d'escànning permet apreciar més aspectes dels processos de

doblegament i d'enrotllament de la cua. Pel que fa a la malformació "cua doblegada per

l'anell de Jensen", hom pot observar: (a) la fusió de la membrana plasmática de la peça

principal amb el plasmalema de la peça intermèdia, el de la peça de connexió i el del cap
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(Làmina XI: Fig. 1), (b) que la peça principal es fusiona amb la cara plana del cap (Làmina

XI: Fig. 3). i (c) que al llarg del procés de doblegament de la cua, la peça principal no inicia

la fusió amb la peça intermèdia i amb el cap fins que no està totalment doblegada

(Làmina XII: Figs. 1 a 4). Cal assenyalar que un espermatozoide pot presentar la cua

doblegada per l'anell de Jensen sense que aquest doblegament s'hagi d'entendre com una

malformació (Làmina XI: Fig. 2). La cua d'un espermatozoide pot trobar-se accidentalment

doblegada si durant el procés de fixació de la mostra s'ha interromput el seu batec.

Aquesta morfologia gàmetica normal es pot distingir de la malformació "cua doblegada per

l'anell de Jensen" per l'absència de la gota citoplasmàtica i la no fusió de membranes

entre les peces de la cua (Làmina XI: Fig. 2). Pel que fa a la malformació "cua enrotllada",

cal assenyalar que la microscopía electrònica d'escànning permet diferenciar diverses

subtipologies d'acord amb la grandària i la forma del cap, el major o menor

desenvolupament de renrotllament i l'orientació del pla d'enrotllament respecte al pla

cefàlic. En aquest sentit, hom pot distingir entre els espermatozoides següents:

a) espermatozoides amb el cap normal i la cua amb totes les peces totalment enrotllades

en un pla paral·lel a les dues cares cefàliques (Làmina XIII: Fig. 2);

b) espermatozoides amb el cap lleugerament allargat (7.7 \im de longitud i 3,5 ^m

d'amplada) i la cua mancada d'alguna de les seves peces i totalment enrotllada en un

pla paral·lel a les dues cares cefàliques. L'absència d'alguna de les peces de la cua es

posa de manifest per l'escàs desenvolupament de renrotllament (Làmina XIII: Fig. 4);

c) espermatozoides microcefàlics (5,8 \un de longitud i 3,3 |nn d'amplada cefálica) amb un

enrotllament de la cua d'escàs desenvolupament i disposat en un pla paral·lel a les

dues cares cefàliques (Làmina XIII: Fig. 2);

d) espermatozoides amb el cap petit i oval (6.1 \un de longitud i 3,3 pm d'amplada) i amb la

cua constituïda per totes les peces, totalment enrotllades en un pla perpendicular al de

les dues cares cefàliques (Làmina XIII: Fig. 3);

e) espermatozoides amb el cap petit i el·líptic (6,6 |im de longitud i 3,3 \an d'amplada), i

amb un enrotllament de la cua poc desenvolupat i disposat en un pla paral·lel a les

dues cares cefàliques (Làmina XIII: Fig. 5).

3.1.4. Malformacions que afecten el nombre de cues.

Els espermatozoides amb dues cues són, generalment, gametes de cap normal i amb

cues enteres i totalment fusionades (Làmina I: Fig. 2). Atenent a la grandària del cap, a la

i
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longitud de les dues cues i a l'estat de fusió de les cues, hom pot distingir les subtipologies

següents:

a) espermatozoides amb el cap normal i amb dues cues enteres totalment fusionades

(Làmina XIV: Fig. 1);

b) espermatozoides amb el cap petit i arrodonit, i amb dues cues enteres totalment

fusionades (Làmina XIV: Fig. 2);

c) espermatozoides macrocefàlies (7,5 nm de longitud i 5,1 (¿m d'amplada cefálica) i amb

dues cues enteres totalment fusionades (Làmina XTV: Fig. 3);

d) espermatozoides amb el cap curt i ample (6,3 |jm de longitud i 4,0 nm d'amplada) i amb

dues cues no enteres de desigual longitud i diàmetre i no fusionades. La cua més llarga

està formada per una única peça. la intermèdia, de 16,6 jorn de longitud i 0,66 |jm de

diàmetre. La cua més curta, de 8,6 (¿m de longitud i 0,33 nm de diàmetre, està formada

per dues peces, la principal i la terminal. Les dues cues s'insereixen directament a la

base del cap de l'espermatozoide (Làmina XTV: Fig. 4).

3.1.5. Malformacions que afecten el nombre de caps.

Es tracta d'espermatozoides amb dos o tres caps i amb les respectives dues o tres

cues fusionades i més o menys enrotllades (Làmina II: Figs. 7 a 10).

Atenent al nombre de caps i al grau d'enrotllament de les cues, hom pot distingir quatre

tipologies:

a) espermatozoides amb dos caps i les dues cues fusionades i no enrotllades. En aquest

cas, les cues es fusionen descrivint una doble hèlice (Làmina XV: Fig. 2);

b) espermatozoides amb dos caps i les cues fusionades i parcialment enrotllades (Làmina

XV: Figs. 3 í 4). L'enrotllament de les cues afecta, en primer lloc, la peça intermèdia i,

progressivament, va afectant les altres peces de la cua (Làmina XVI: Figs. 1 a 4). En les

primeres fases de l'enrotllament de les cues, els dos caps es troben separats (Làmina

XVI: Figs. 1 i 2) i, a mesura que avança l'enrotllament, els dos caps s'apropen fins a

superposar-se (Làmina XVI: Figs. 3 i 4);

c) espermatozoides amb dos caps i les dues cues fusionades i totalment enrotllades

(Làmina XV: Fig. 1). En aquests espermatozoides els caps es disposen en plans

paral·lels, bé superposats totalment (Làmina XVII: Fig. 1), bé superposats formant un

angle de 45° (Làmina XVII: Fig. 3). L'enrotllament de la cua es disposa en un pla

paral·lel al dels dos caps (Làmina XVII: Fig. 4). Hom pot trobar, també, espermatozoides
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en què els dos caps es disposen en plans perpendiculars i les dues cues s'enrotllen

formant un cilindre (Làmina XVII: Fig. 2);

d) espermatozoides amb tres caps i les cues completament enrotllades (Làmina XVII: Fig.

5). En ocasions, l'escàs desenvolupament de l'enrotllament de les cues podria estar

provocat per l'absència d'una cua o per la manca d'alguna de les seves peces (Làmina

XVII: Fig. 6).

3.1.6. Malformacions que afecten l'aglutinació espermàtica.

Hom pot observar diversos tipus d'aglutinació espermàtica segons les regions per on

s'adhereixin els espermatozoides mòbils entre si. Així doncs, es poden trobar

espermatozoides aglutinats cap amb cap (H-H), cua amb cua (T-T) i cap amb cua (H-T).

Els espermatozoides que presenten aglutinado cap amb cap s'adhereixen per les

respectives cares planes dels caps, les quals es troben oposades front a front (Làmina

XVIII: Fig. 1). Els espermatozoides aglutinats cua amb cua (T-T) mostren una trajectòria

lleugerament helicoidal de les cues (Làmina XVIII: Fig. 2).

3.1.7. Malformacions que afecten l'estabilitat del cap o de la cua.

Es tracta d'espermatozoides en què la cua s'ha desprès del cap. Aquest trencament

de la cua pot produir-se entre la peça de connexió i la intermèdia (Làmina I: Fig. 5) o bé

entre el cap i la peça de connexió (Làmina XIX: Fig. 1). El resultat d'aquests trencaments

fa que es puguin observar caps isolats o cues isolades d'espermatozoides madurs i

immadurs (Làmina XIX: Figs. 3 i 4). En ocasions, el trencament es produeix en

espermatozoides amb el cap petit (5,5 pm de longitud i 3,5 \aa d'amplada) entre la peça de

connexió i la intermèdia (Làmina XIX Fig. 2).

3.2. infraestructura i classificació.

Els espermatozoides aberrants, atenent al tipus d'anomalies ultraestructurals

observades, poden ser classificats en: (a) espermatozoides amb la cua doblegada per l'anell

de Jensen, (b) espermatozoides amb dues cues fusionades, (c) espermatozoides amb la cua

enrotllada, (d) espermatozoides amb l'estructura axonemàtica incompleta, (e)
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espermatozoides amb la beina mitocondrial alterada, (f) espermatozoides amb vesícules

axonemàtiques, (g) espermatozoides amb vesiculització perifèrica de la cua, (h)

espermatozoides amb citoplasma residual, i (i) espermatozoides amb alteracions

cefàliques.

3.2.1. Espermatozoides amb la cua doblegada per l'anell de Jensen.

La cua es doblega pel límit entre la peça intermèdia i la principal, i el doblegament

es cimenta per restes citoplasmàtiques derivades de la gota citoplasmàtica en posició

distal (Làmina XXIV: Fig. G). En aquesta zona, la peça principal corre antiparal.lela

respecte a la peça intermèdia, de forma que els doblets microtubulars núm. 5 i 6 de la

peça principal es disposen contra els doblets microtubulars núm. 5 i 6 de la peça

intermèdia. Al llarg del recorregut de la peça principal per la peça intermèdia, hom pot

observar com les restes citoplasmàtiques van desapareixent i com la beina fibrosa provoca

una lleugera depressió de la beina mitocondrial (Làmina XXIV: Fig. F). En aquesta zona, el

doblet microtubular núm. 3 de la peça principal es disposa contra els doblets

microtubulars núm. 7 i 8 de la peça intermèdia. En el límit entre la peça intermèdia i la de

connexió, la depressió de la beina mitocondrial provocada per la beina fibrosa és molt

menor i el doblet microtubular núm. 8 de la peça principal es disposa contra el doblet

microtubular núm. 8 de la peça intermèdia (Làmina XXTV: Fig. E). Al llarg del recorregut de

la peça principal per la peça de connexió, els doblets microtubulars núm. 1 í 9 de la peça

principal es disposen contra el doblet microtubular núm. 6 de la peça de connexió

(Làmina XXIV: Fig. D). En el límit entre la peça de connexió i la regió postacrosòmica del

cap, la peça principal es disposa sota la membrana plasmática i interromp la disposició

concèntrica dels cossos laminare (Làmina XXTV: Fig. C). Al llarg de la regió postacrosòmica

del cap, la peça principal es disposa entre la membrana plasmática i la làmina densa

postacrosòmica. En aquesta regió és freqüent observar figures de mielina disposades entre

la làmina densa postacrosòmica i el material fibres perinuclear (Làmina XXIV: Fig. B). Al

llarg de la regió acrosòmica del cap, la peça principal es disposa entre la membrana

plasmática i la vesícula acrosòmica (Làmina XXIV: Fig. A).
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3.2.2. Espermatozoides amb dues cues fusionades.

Es tracta d'espermatozoides amb dos eixos axonemàtics complets (Làmina XXV: Fig.

A). Al llarg de tot el trajecte els dos eixos axonemàtics corren paral·lels, de forma que els

doblets microtubulars núm. 5 i 6 d'un eix axonemàtic es disposen contra els doblets

microtubulars núm. 5 i 6 de l'altre eix axonemàtic (Làmina XXV: Figs. D a G). Depenent

de la zona examinada, hom pot trobar que els dos eixos axonemàtics: (a) estan molt

separats l'un de l'altre per una massa citoplasmàtica molt desenvolupada (Làmina XXV:

Figs. D i E) o, (b) es troben en contacte per les respectives beines mitocondrials (Làmina

XXV: Figs. F i G). El contacte entre els eixos axonemàtics apareix en la zona més distal de

la peça intermèdia (Làmina XXV: Figs. F i G) per la fusió de les respectives beines

mitocondrials (Làmina XXV: Fig. F). El citoplasma residual, molt abundant des de la peça

de connexió fins a la zona medio-distal de la peça intermèdia (Làmina XXV: Fig. B a F), es

redueix considerablement a partir de la zona distal de la peça intermèdia (Làmina XXV:

Fig. G).

Els espermatozoides amb la cua enrotllada presenten l'eix axonemàtic descrivint

diverses circumval·lacions a l'interior d'una massa citoplasmàtica rica en elements

vesiculars de doble membrana i en restes del reticle endoplasmàtic llis (Làmina XXVI: Figs.

1 a 5). La morfologia d'aquest citoplasma és molt semblant a la que presenta la gota

citoplasmàtica d'un espermatozoide immadur (Làmina XXVI: Fig. 4) (Làmina XXX: Figs. 1,

3 i 4). L'eix axonemàtic es disposa a la perifèria de la massa citoplasmàtica (Làmina XXVI:

Figs. 215) . Hom pot observar figures cel·lulars degenerades caracteritzades per la

plasmòlisi citoplasmàtica i per l'absència d'algunes estructures microtubulars dels eixos

axonemàtics (Làmina XXVI: Fig. 3).

3.2.4. Espermatozoides amb l'estructuï

Hom ha pogut observar tres tipus d'anomalies axonemàtiques per absència

d'elements microtubulars: (a) absència del doblet microtubular perifèric núm. 9 (Làmina

XXVII: Fig. 1), (b) absència del doblet microtubular perifèric núm. 8 (Làmina XXVII: Fig. 2),

i (c) absència de la parella de microtúbuls centrals (Làmina XXVII: Fig. 3).
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3.2.5. Espermatozoides amb la beina mitocondrial alterada.

Les dues principals afeccions de la beina mitocondrial són la tumefacció

mitocondrial i la disposició irregular de les mitocòndries de la beina.

La tumefacció mitocondrial afecta, generalment, les primeres mitocòndries de la beina

mitocondrial (Làmina XXVII: Fig. 4). Es tracta de mitocòndries d'un diàmetre fins a cinc

vegades superior (0,5 a 0,6 fjm) al diàmetre de les mitocòndries normals de la beina (0,1 a

0.2 \im). Aquestes mitocòndries es caracteritzen per presentar una matriu molt clara i

absència de crestes mitocondrials. La membrana mitocondrial interna no emet crestes i

corre paral·lela a la membrana mitocondrial externa (Làmina XXVII: Figs. 2 i 4).

Una altra modificació de la beina mitocondrial consisteix en la ditribució anòmala de les

mitocòndries de la beina. En aquests casos, a més de les mitocòndries de la beina,

distribuïdes regularment de forma helicoidal, apareixen mitocòndries supernumeraries

afegides externament a la beina que determinen una lleugera deformació del perímetre

circular de la peça intermèdia (Làmina XXVII: Figs. 6 i 7).

3.2.6. Espermatozoides amb vesicales «ypnematiques.

En alguns espermatozoides hom pot observar, al nivell de la regió distal de la peça

principal, la presència de vesícules axonemàtiques. Es tracta de vesícules allargades i

aplanades que contenen una matriu molt clara i estan disposades entre la beina fibrosa i

els doblets perifèrics de l'axonema. La posició d'aquestes vesícules és constant i desplacen

els doblets microtubulars num. 5 i 6 cap el centre de l'axonema (Làmina XXVII: Figs. 518).

3.2.7. Espermatozoides amb vesiculització perifèrica de la cua.

Hom pot trobar vesiculització perifèrica a qualsevol alçada de les tres primeres peces

de la cua de l'espermatozoide (Làmina XXVIII). Les vesícules es disposen a la perifèria i

alteren el perímetre circular de la cua. El desenvolupament de la vesícula és major a

mesura que es va desplaçant des de la peça de connexió a la peça principal. A la peça de

connexió, la vesícula, d'uns 0,3 \im de diàmetre, es disposa entre els cossos laminars i el

plasmalema (Làmina XXVIII: Fig. 1). A la peça intermèdia, la vesícula, d'uns 0,35 nm de

diàmetre, es disposa entre la beina mitocondrial i el plasmalema i provoca una profunda

deformació de les mitocòndries de la beina (Làmina XXVIII: Fig. 2). A la peça principal, la
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vesícula, d'uns 0,4 (¿m de diàmetre, es disposa entre la beina fibrosa i el plasmalema i no

provoca deformacions importants a les costelles de la beina (Làmina XXVIII: Fig. 3). Al

nivell de la regió proximal de la peça principal es produeix la pèrdua de la vesícula per

constricció a la seva base i posterior fusió del plasmalema (Làmina XXVIII: Figs. 4 i 5).

L'origen d'aquestes vesícules es pot trobar en les grans vesícules presents en la gota

citoplasmàtica dels espermatozoides immadurs (Làmina XXX: Figs. 2 i 4) o en les

expansions citoplasmàtiques presents en les peces de connexió d'alguns gametes (Làmina

XXIX: Figs. 1 i 2).

3.2.8. Espermatozoides amb citoplasma residual.

El citoplasma residual apareix en la peça de connexió i en la peça intermèdia de

dues formes: (a) com a expansions citoplasmàtiques i (b) com a pel·lícules

citoplasmàtiques perimitocondrials.

Les expansions citoplasmàtiques es disposen a la base del cap, just en el límit entre la

peça de connexió i la regió cefálica postacrosòmica. Es tracta de projeccions

citoplasmàtiques filiformes o digitiformes d'l nm de longitud i 0,1 |im de diàmetre

ocupades per un citoplasma homogeni lleugerament electrodens (Làmina XXIX: Fig. 1).

Aquestes projeccions poden encorbar-se fins a fusionar-se pel seu extrem lliure amb la

membrana plasmática de la peça de connexió (Làmina XXIX: Fig. 2). Aquest és un dels

possibles orígens de les vesícules perifèriques descrites en l'apartat anterior. Hom pot

trobar, també, expansions citoplasmàtiques fungiformes al nivell de la regió més distal de

la peça intermèdia (Làmina XXIX: Fig. 5). En aquests casos, l'expansió citoplasmàtica neix

a partir d'una pel·lícula citoplasmàtica pertmitocondrial molt desenvolupada (Làmina

XXIX: Fig. 5).

En un espermatozoide normal, l'espai entre el plasmalema i la membrana externa de les

mitocòndries de la beina mitocondrial és molt reduït, aproximadament d'uns 15 nm. En

alguns casos, aquest espai es troba molt ampliat, 100 nm, i ocupat per un citoplasma

granular, homogeni i lleugerament electrodens; es tracta de l'anomenada pel·lícula

citoplasmàtica perimitocondrial (Làmina XXIX: Figs. 3 i 4).
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3.2.9. Espermatozoides amb alteracions cefàliaues.

La vesiculitzacó i dilatació acrosòmiques i la presència de figures de mielina o de

vacúols nuclears són algunes de les malformacions cefàliques més freqüents. Hom pot

trobar, també, malformacions que afecten alhora la forma nuclear i l'aspecte del nucli,

així com l'aspecte de la vesícula acrosòmica.

La vesiculització i dilatació de l'acrosoma pot afectar tota la vesícula acrosòmica o,

majoritàriament, els segments apical i principal de l'acrosoma (Làmina XXXI: Figs. 1 i 4).

Aquesta malformació es caracteritza per l'elevat desenvolupament de la vesícula

acrosòmica i per l'aspecte del contingut acrosòmic. La matriu de l'acrosoma està ocupada

per petites vesícules, per elements fibrosos i per masses de material electrodens distribuïts

de forma heterogènia en una matriu acrosòmica d'aspecte clar i granular (Làmina XXXI:

Figs. 1 i 4).

Les figures de mielina, més o menys desenvolupades, es disposen en la regió

postacrosòmica, entre la làmina densa postacrosòmica i el material fibrós perinuclear

(Làmina XXXI: Fig. 2). Quan aquestes figures de mielina assoleixen un volum

considerable, provoquen una lleugera deformació del perímetre cefàlic (Làmina XXXI: Fig.

3).

Els vacúols nuclears són zones nuclears esferoïdals molt pobres en cromatina o sense

cromatina (Làmina XXXI: Fig. 5). Es disposen, preferentment, en la regió nuclear

postacrosòmica i el diàmetre varia des dels 80 nm als 250 nm. Si el vacúol nuclear

assoleix un volum considerable, pot arribar a provocar una lleugera dilatació del nucli

que afecta el perímetre de la regió cefálica postacrosòmica (Làmina XXXI: Fig. 5).

Hi ha dilatacions cefàliques que afecten la forma del nucli i de l'acrosoma, així com

l'aspecte del contingut de la vesícula acrosòmica. El nucli s'encorba, el segment apical de

l'acrosoma es dilata i ambdós queden englobats per un citoplasma ric en vesícules i

cisternes del reticle endoplasmàtic (Làmina XXXI: Figs. 6 i 7).

4. LES CÈL.LULES SOMÀTIQUES.

Les cèl·lules somàtiques presents en l'ejaculat són esfèriques i d'uns 12 um de

diàmetre (Làmina XX: Fig. 1). Són poc freqüents i, en algunes ocasions, hom pot observar-

ies englobant la regió cefálica d'espermatozoides immadurs, preferentment amb gota

citoplasmàtica distal (Làmina XX Figs. 2 i 3).
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Les característiques ultraestructurals d'aquestes cèl·lules són les pròpies de les cèl·lules

macrofàgiques. Són cèl·lules mononucleades però amb un nucli profundament lobulat

(Làmina XXXII: Fig. 1). El nucli conté cromatina finament granular i unes masses

heterocromàtiques escasses, disperses pel nucleoplasma o associades a l'embolcall

nuclear. El nuclèol és molt prominent i mostra clarament diferenciades la part fibril.lar i

granular. Aquesta morfologia nuclear és pròpia de cèl·lules amb una activitat nuclear

molt elevada. El citoplasma és molt abundant i ric en vesícules lisosòmiques i vacúols de

fagocitos! (Làmina XXXII: Figs. 1 i 2). Aquestes cèl·lules degeneren en l'ejaculat i

s'observen figures caracteritzades per l'aspecte picnòtic del nucli i l'aspecte plasmolisat del

citoplasma (Làmina XXXII: Fig. 3)
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Figures: 1 a 22.
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LÁMINA I.

Aspecte dels espermatozoides madurs i d'algunes malformacions espermàtiques al
microscopi òptic de camp clar. Mètode Panòptic Ràpid de QCA. 1300 X.

Fig. 1. Espermatozoides madurs.

Fig. 2. Espermatozoide amb dues cues fusionades.

Fig. 3. Espermatozoide microcefàlic immadur amb gota citoplasmàtica proximal.

Fig. 4. Espermatozoide macrocefàlic amb cua doblegada per l'anell de Jensen.

Fig. 5. Espermatozoide amb el cap isolat. La cua s'ha trencat entre la peça de connexió i la peça
intermèdia.

Fig. 6. Espermatozoide amb el cap allargat

Fig. 7. Espermatozoide amb el cap en forma de flama.

Figs. 8 i 9. Espermatozoides amb el cap oval.

Fig. 1O. Espermatozoide amb el cap lleugerament arrodonit

Figs, l l i 12. Espermatozoides amb el cap petit 1 arrodonit

Fig. 13. Espermatozoide amb la cua doblegada per la peça de connexió.

Figs. 14 a 17. Espermatozoides amb diverses intensitats d'enrotllament de la cua.

Figs. 18 a 22. Espermatozoides amb la cua doblegada per l'anell de Jensen.
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a, A:

Figures: 1 a 13.
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LÀMINA II.

Aspecte dels espermatozoides madurs, dels espermatozoides immadurs i d'algunes
malformacions espermàtiques al microscopi òptic de contrast de fases, 1150 X.

Figs. 112. Espermatozoides madurs.

Figs. 314. Espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica proximal.

Figs. 516. Espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica distal. En la figura 6 hom pot
observar la presència d'una gota citoplasmàtica despresa (vegeu fletxa).

Flgs. 7, 8 1 9. Espermatozoides amb dos caps i dues cues fusionades. Les cues presenten
diversos graus d'enrotllamenL L'enrotllament afecta, en primer lloc, la peça intermèdia i,
després, la peça principal. La peça intermèdia es distingeix de la peça principal pel seu
aspecte blavós i més refringent

Fig. 1O. Espermatozoide amb dos caps i la cua completament enrotllada.

Flg. 11. Espermatozoide amb un únic cap i la cua completament enrotllada.

Fig. 12. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal. La gota citoplasmàtica se situa
entre la peça intermèdia i la principal, i determina just en aquesta zona límit una lleugera
curvatura de la cua. Si aquesta curvatura s'intensifica provocarà una malformació
irreversible: l'espermatozoide de cua doblegada per l'anell de Jensen.

Fig. 13. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal i amb la cua doblegada per
l'anell de Jensen. La gota citoplasmàtica cimenta el doblegament de la cua.
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Figures: 1 a 10.
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LÀMINA III.

Aspecte dels espermatozoides madurs, dels espermatozoides immadurs i d'algunes
malformacions espermàtiques al microscopi òptic de contrast interferència! de
Nomarstó.

Fig. 1. Espermatozoide madur. 2150 X.

Pig. 2. Espermatozoide amb el cap arrodonit i la cua doblegada per l'anell de Jensen. 2150 X.

Pig. 3. Espermatozoide amb la cua completament enrotllada. 3000 X.

Fig. 4. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal. 2150 X.

Pig. 5. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal i amb una lleugera curvatura de
la cua on es troba la gota citoplasmàtica. 2150 X.

Fig. 6. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal. El doblegament de la cua
determina un angle de 90° entre la peça intermèdia i la principal. 2150 X.

Pig. 7. Espermatozoide immadur amb la gota citoplasmàtica distal. El doblegament de la cua
determina un angle de 45° entre la peça intermèdia i la principal. 3000 X.

Fig. 8. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal. El doblegament de la cua és total
i determina un angle de 0° entre la peça intermèdia i la principal. La peça principal es
fusiona amb la peça intermèdia, però no amb el cap. 3000 X.

Fig. 9. Espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen. La peça principal es fusiona
amb la peça intermèdia 1 amb el cap. 3000 X.

Fig. 1O. Espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen. La peça principal es
fusiona amb la peça intermèdia i, replegant-se sobre si mateixa, es fusiona totalment amb
el cap. 3000 X.
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Figures: 1 i 2.
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LAMINA IV.

Aspecte dels espermatozoides madurs al microscopi electrònic d'escànning.

Fig. 1. A. Aspecte general d'un espermatozoide madur per la cara del cap que presenta la
protuberància acrosòmlca apical. La part enquadrada és ampliada a la figura IB. 2400 X.

B. Detall del cap d'un espermatozoide madur per la cara que presenta la protuberància
acrosòmlca (PA). Les fletxes marquen el límit de la regió acrosòmlca (A) 1 la
postacrosòmlca (P) del cap, així com el límit de la peça de connexió (PC) 1 la Intermèdia
(PI). 12000 X.

Pig. 2. A. Perspectiva lateral del cap d'un espermatozoide madur. Les fletxes Indiquen el límit del
cap (C), la peça de connexió (PC) l la peça Intermèdia (PI). Hom pot observar que el gruix
de la peça Intermèdia és superior al del cap 1 al de la peça de connexió. 10000 X.

B. Perspectiva frontal del cap d'un espermatozoide madur per la cara plana. Les fletxes
Indiquen el límit del cap (C), la peça de connexió (PC) 1 la peça Intermèdia (PI). Hom pot
observar l'escàs desenvolupament de la protuberància acrosòmlca apical. 10000 X.
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Figures: 1 i 2.
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LÀMINA V.

Espermatozoides madurs. Microscopía electrònica d'escànning.

Pig. 1. A. Aspecte general d'un espermatozoide madur per la cara del cap que presenta la
protuberància acrosòmica apical. La part enquadrada és ampliada a la figura IB. 2400 X.

B. Detall de la peça intermèdia i de la principal de la cua d'un espermatozoide madur. La
fletxa marca el límit entre ambdues peces. Hom pot observar que el gruix de la peça
intermèdia (PI) és superior al de la peça principal (PP). 12000 X.

PIg. 2. A. Aspecte general d'un espermatozoide madur per la cara del cap que presenta la
protuberància acrosòmica apical. La part enquadrada és ampliada a la figura 2B. 2400 X.

B. Detall de la peça principal 1 de la terminal de la cua d'un espermatozoide madur. La
fletxa marca el límit entre ambdues peces. Hom pot observar que el gruix de la peça
principal (PP) és superior al de la peça terminal (PT). 12000 X.
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Figures: 1 a 4.
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LÀMINA VI.

Espermatozoides madurs. Microscopía electrònica d'escànning.

Fig. 1. A. Aspecte general d'un espermatozoide madur per la cara plana del cap. La part
enquadrada és ampliada a la figura IB. 1700 X.

B. Detall de la cara plana del cap (C), de la peça de connexió (PC) i de la peça
intermèdia (PI) d'un espermatozoide madur. En la zona de la peça de connexió més
pròxima al cap hom pot observar la presència d'una protuberància anular (PA). La peça
de connexió té forma cònica. 8500 X.

Pig. 2. A. Aspecte general d'un espermatozoide madur per la cara plana del cap. La part
enquadrada és ampliada a la figura 2B. 1700 X.

B. Detall de la peça intermèdia (PI) i de la principal (PP) de la cua d'un espermatozoide
madur. Les fletxes assenyalen el limit entre les dues peces. 17000 X.

Pig. 3. A. Aspecte general d'un espermatozoide madur per la cara plana del cap. La part
enquadrada és ampliada a la figura 3B. 1700 X.

B. Detall de la peça principal (PP) i de la terminal (PT) de la cua d'un espermatozoide
madur. Les fletxes assenyalen el límit entre les dues peces. 17000 X.

Pig. 4. Aspecte general d'un espermatozoide madur per una de les cares laterals del cap. La
fletxa assenyala el límit entre el cap i la cua. El cap és pla i presenta un gruix inferior al
de les peces intermèdia i principal de la cua. 5600 X.
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Figures: 1 a 4.
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LÀMINA VII.

Espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica proximal. Microscopía
electrònica d'escànning.

Pig. 1. A. Aspecte general, per una de les dues cares laterals del cap, d'un espermatozoide
immadur amb gota citoplasmàtica proximal. La part enquadrada és ampliada a la figura
IB. 1800 X.

B. Detall del cap. Observeu la presència de la gota citoplasmàtica (GC) entre el cap (C) i
la peça intermèdia (PI). El cap presenta una gran flexibilitat que li permet adoptar
trajectòries curvilínies. 9400 X.

Pig. 2. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica proximal. La
trajectòria plana del cap dels espermatozoides madurs és substituïda, sovint, per una
trajectòria curvilínia en els espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica proximal.
C, cap; GC, gota citoplasmàtica; PI, peça intermèdia. 6800 X.

Pig. 3. Aspecte de dos espermatozoides Immadurs, un amb gota citoplasmàtica proximal (P) i
l'altre amb gota citoplasmàtica distal (D). En aquesta ocasió ambdós caps presenten una
trajectòria plana. 3300 X.

Fig. 4. A. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica proximal. La
part enquadrada és ampliada a la figura 4B. 1700 X.

B. Detall del cap. Hom pot observar la Intensa curvatura del cap. C, cap; GC, gota
citoplasmàtica; PI, peça Intermèdia. 8500 X.
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Figures: 1 a 6.
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LÀMINA VIII.

Espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica distal. Microscopía
electrònica d'escànning.

Fig. 1. Aspecte del cap d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal. La
protuberància acrosòmica està molt més desenvolupada que la que presenten els
espermatozoides madurs. Les fletxes indiquen el límit de la protuberància acrosòmica
(PA). PC, peça de connexió; PI, peça intermèdia. 8500 X.

Fig. 2. Aspecte de la peça intermèdia (PI) i de la principal (PP) d'un espermatozoide immadur
amb gota citoplasmàtica distal (GC). 17500 X.

Fig. 3. Aspecte d'un espermatozoide Immadur amb gota citoplasmàtica distal. La gota
citoplasmàtica (GC), situada entre la peça intermèdia (PI) i la principal (PP) està en la
fase final del procés d'expulsió. 6000 X.

Fig. 4. Aspecte d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal. La cua està
parcialment doblegada al nivell de la gota citoplasmàtica (GC), entre la peça intermèdia
(PI) i la peça principal (PP). El cap (C) està lleugerament corbat lateralment 6300X.

Fig. 5. Aspecte del cap d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal. El cap està
doblegat per un pla longitudinal. 11000 X.

Fig. 6. Aspecte del cap d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal. El cap està
doblegat per un pla transversal. 11000 X.
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Figures: 1 a 7.
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LÀMINA IX.

Espermatozoides aberrants: malformacions que afecten la mida o la forma del cap.
Microscopía electrònica d'escànning.

Fig. 1. Espermatozoide macrocefàlic (M) immadur amb gota citoplasmàüca distal i espermatozoide
de cap normal (N) immadur amb gota citoplasmàtica distal. 5000 X.

Fig. 2. Espermatozoide amb el cap petit i arrodonit (ma) i espermatozoide amb el cap normal (N).
7900 X.

Fig. 3. Espermatozoide amb el cap doblegat per un pla longitudinal. 6500 X.

Fig. 4. Espermatozoide amb el cap estret i allargat 8500 X.

Fig. B. Espermatozoide amb el cap cilíndric. La implantació de la cua al cap és abaxlal. 11000 X.

Fig. 6. Espermatozoide amb el cap petit i de forma irregular. La implantació de la cua és
perpendicular a la cara plana del cap. 15100 X.

Fig. 7. Espermatozoide amb el cap arrodonit i la cua doblegada per l'anell de Jensen. La
protuberància acrosòmlca presenta una petita dilatació apical (D). 6000 X.
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LÀMINA X.

Espermatozoides aberrants: malformacions que afecten la longitud de la cua.
Microscopía electrònica d'escànning.

Fig. 1. Espermatozoide amb la cua curta i doblegada per la peça intermèdia. La peça principal
(PP) es fusiona amb la peça intermèdia (PI) i, en arribar al cap, es fusiona amb la
depressió que marca la protuberància acrosòmica (PA). El cap té forma triangular. 5000
X.

Fig. 2. Espermatozoide amb la cua curta. La peça principal i la terminal s'enrotllen a l'entorn de
la peça intermèdia. 6000 X.

Mg. 3. Espermatozoide amb la cua curta. La cua només presenta dues peces, la intermèdia (PI) i
la terminal (PT). La peça intermèdia presenta una longitud i diàmetre normals, la peça
principal és absent i la peça terminal és curta. 5000 X.

Fig. 4. Espermatozoide amb la cua curta. La cua només presenta una única peça, la intermèdia,
que és més curta i més gruixuda que la peça intermèdia d'un espermatozoide madur
normal. 4500 X.
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LÀMINA XI.

Espermatozoides aberrants: malformacions per doblegament de la cua al nivell de
l'anell de Jensen. Microscopía electrònica d'escànning.

Fig. 1. A. Aspecte general d'un espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen, és a
dir, per la zona limit ente la peça intermèdia i la principal. La peça principal es fusiona
amb la peça intermèdia i amb el cap. La part enquadrada és ampliada a la figura IB.
3100 X.

B. Detall del cap d'un espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen.
Observeu que la peça principal (PP) es fusiona amb la cara plana del cap (C). 15500 X.

Pig. 2. Aspecte general d'un espermatozoide amb la cua doblegada pel primer terç de la peça
principal. Noteu l'absència de la gota cltoplasmàtica. No es tracta d'una malformació, sinó
d'una flexió normal de la cua totalment reversible. 2500 X.

Pig. 3. Aspecte general d'un espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen. Horn
pot observar que la gota cltoplasmàtica (GC) cimenta la curvatura de la cua entre la peça
intermèdia (PI) i la peça principal (PP). La peça principal es fusiona amb la cara plana
del cap. PA, protuberància acrosòmica. 4300 X.
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LÀMINA XII.

Espermatozoides aberrants: etapes del doblegament de la cua per l'anell de Jensen.
Microscopía electrònica d'escànning.

Fig. 1. Aspecte general d'un espermatozoide Immadur amb gota cltoplasmàtica distal. Al nivell de
la gota citoplasmàtlca (GC), la cua inicia una lleugera curvatura. PI, peça Intermèdia;
PP, peça principal. 3100 X.

Fig. 2. Aspecte general d'un espermatozoide Immadur amb gota citoplasmàtica distal (GC).
L'angle format entre la peça intermèdia (PI) i la principal (PP) és d'uns 90°. Aquesta
curvatura encara és reversible. 3500 X.

Fig. 3. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal (GC).
L'angle format entre la peça Intermèdia (PI) i la principal (PP) és d'uns 45°. 3100 X.

Fig. 4. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal (GC).
L'angle format entre la peça intermèdia (PI) i la principal (PP) és d'uns 0°. El doblegament
de la cua queda cimentat per la gota citoplasmàtica. En la micrografia es pot observar que
la peça principal encara no s'ha fusionat amb la peça intermèdia i amb el cap. Aquesta
fusió es realitzarà en una fase posterior. 4200 X.
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LÀMINA XIII.

Espermatozoides aberrants: malformacions per enrotllament de la cua.
Microscopía electrònica d'escànning.

Fig. 1. Espermatozoide amb la cua enrotllada. La cua, amb totes les seves peces, s'enrotlla sobre
si mateixa en un pla paral·lel a la cara plana del cap. 6700 X.

Fig. 2. Espermatozoide amb la cua enrotllada i el cap petit i lleugerament deformaL Vist el poc
desenvolupament de l'enrotllament, és possible que a la cua li falti alguna de les seves
peces. L'enrotllament es disposa en un pla paral·lel a la cara plana del cap. 6000 X.

Fig. 3. Espermatozoide amb la cua enrotllada i el cap petit i oval. La cua, amb totes les seves
peces, s'enrotlla sobre si mateixa en un pla perpendicular a la cara plana del cap. 6000
X.

Fig. 4. Espermatozoide amb la cua enrotllada i el cap allargat. A la cua, vist el poc
desenvolupament de l'enrotllament, és possible que li manqui alguna de les seves peces.
L'enrotllament es disposa en un pla paral·lel a la cara plana del cap. 6500 X.

Fig. 5. Espermatozoide amb la cua enrotllada i el cap petit i el·líptic. L'enrotllament de la cua es
disposa en un pla paral·lel a la cara plana del cap. 6000 X.
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LÀMINA XIV.

Espermatozoides aberrants: malformacions que afecten el nombre de cues.
Microscopía electrónica d'escànnlng.

Fig. 1. A. Aspecte general d'un espermatozoide amb dues cues d'igual longitud i completament
fusionades. La part enquadrada és ampliada a la figura IB. 1700 X.

B. Regió d'ancoratge de les dues cues. C, cua; RC, restes citoplasmàtiques de la gota en
posició proximal. 8500 X.

Mg. 2. A. Aspecte general d'un espermatozoide microcefàlic amb dues cues d'igual longitud i
completament fusionades. La part enquadrada és ampliada a la figura 2B. 1700 X.

B. Regió d'ancoratge de les dues cues. El punt d'ancoratge de les dues cues està
desplaçat a un costat de la base del cap. C, cua. 8500 X.

Fig. 3. Espermatozoide macrocefàlic amb dues cues d'igual longitud i completament fusionades.
C, cua; M, cap macrocefàlic; N, cap normal; RC, restes citoplasmàtiques de la gota en
posició proximal. 6000 X.

Fig. 4. A. Aspecte general d'un espermatozoide amb dues cues de longitud diferent i no
fusionades. La cua més llarga (L) està formada únicament per una peça Intermèdia de
gran longitud. L'altra cua (C) està formada per una peça terminal i una peça principal
molt curta. La part enquadrada és ampliada a la figura 4B. 3000 X.

B. Regió d'ancoratge de les dues cues. PI, peça intermèdia de la cua llarga; PP, peça
principal de la cua curta. 15000 X.
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LÀMINA XV.

Espermatozoides aberrants: malformacions que afecten el nombre de caps i
l'enrotllament i/o fusió de les cues. Microscopía electrònica d'escànning.

Fig. 1. Espermatozoide amb dos caps i dues cues completament enrotllades. L'enrotllament de
les cues es fa en un pla paral·lel al de les dues cares planes dels caps. 6000 X.

Fig. 2. A. Aspecte general d'un espermatozoide amb dos caps i dues cues fusionades. La part
enquadrada és ampliada a la figura 2B. RC, restes citoplasmàtiques de la gota en posició
proximal. 2000 X.

B. Detall de les dues peces principals fusionades. Observeu la trajectòria helicoidal de
les cues (C). 10000 X.

Pig. 3. A. Aspecte general d'un espermatozoide amb dos caps i dues cues fusionades i
parcialment enrotllades. La part enquadrada és ampliada a la figura 3B. 2000 X.

B. L'enrotllament de la cua s'inicia per la porció proximal i afecta, en primer lloc, les
dues peces intermèdies. PI, peça intermèdia. 10000 X.

Fig. 4. A. Aspecte general d'un espermatozoide amb dos caps i dues cues fusionades 1
parcialment enrotllades. La part enquadrada és ampliada a la figura 4B. 2000 X.

B. Detall de la peça terminal (PT) i de les dues peces principals (PP) fusionades.
10000 X.
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LÀMINA XVI.

Espermatozoides aberrants: diversos estadis de l'enrotllament de la cua en
espermatozoides amb dos caps. Microscopía electrònica d'escànning.

Fig. 1. Espermatozoide amb dos caps 1 dues cues fusionades 1 parcialment enrotllades. En
aquest estadi, els caps estan allunyats i l'enrotllament de la cua només afecta les peces
Intermèdies. 4000 X.

Fig. 2. Espermatozoide amb dos caps i dues cues fusionades 1 parcialment enrotllades. Els caps
es mantenen allunyats, però l'enrotllament de la cua afecta les peces intermèdies i dues
terceres parts de les peces principals. 5000 X.

Fig. 3. Espermatozoide amb dos caps i dues cues fusionades 1 parcialment enrotllades. Els caps
s'apropen fins a superposar-se 1 l'enrotllament de la cua segueix afectant les peces
intermèdies i bona part de les peces principals. 6800 X.

Fig. 4. Espermatozoide amb dos caps 1 dues cues fusionades 1 parcialment enrotllades. Els caps
es superposen i l'enrotllament de la cua afecta la totalitat de les peces intermèdies i de
les peces principals. 8200 X.
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LÀMINA XVII.

Espermatozoides aberrants: malformacions que afecten el nombre de caps i
l'enrotllament total de la cua. Microscopía electrònica d'escànning.

Pig. 1. Espermatozoide amb dos caps i cua enrotllada. Els caps es superposen i l'enrotllament de
la cua es disposa en un pla paral·lel al dels dos caps. 7000 X.

Fig. 2. Espermatozoide amb dos caps i cua enrotllada. Els caps es disposen allunyats l'un de
l'altre i en angle recte. L'enrotllament es disposa formant un cilindre perpendicular a un
dels dos caps. 5000 X.

Fig. 3. Espermatozoide amb dos caps i cua enrotllada. Els caps, coparal.lels, estan separats per
un angle d'uns 45°. 5000 X.

Fig. 4. Perspectiva lateral d'un espermatozoide amb dos caps i cua enrotllada. Hom pot observar
la disposició coparaLlela i superposada dels caps. C, cap; PI, peça Intermèdia. 7000 X.

Fig. 5. Espermatozoide amb tres caps i cua enrotllada. Els caps estan superposats i
l'enrotllament de la cua es disposa en un pla paral·lel al dels tres caps. 5000 X.

Flg. 6. Espermatozoide amb tres caps i cua enrotllada. L'escàs desenvolupament de la cua fa
suposar que en la constitució de la cua hi falti alguna de les seves peces. 7000 X.
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LÁMINA XVIII.

Espermatozoides aberrants: malformacions per aglutinado espermàtica.
Microscopía electrònica d'escànning.

Pig. 1. A. Aspecte general de dos espermatozoides aglutinats cap amb cap. La part enquadrada és
ampliada a la figura IB. 1700 X.

B. Detall de l'aglutlnació dels caps per ambdues cares planes. 8500 X.

Fig. 2. A. Aspecte general de dos espermatozoides aglutinats cua amb cua. Les parts
enquadrades són ampliades a les figures 2B 1 2C. 1700 X.

B. Detall de les regions postacrosòmiques 1 de les dues peces Intermèdies. Observeu que
l'aglutlnació s'inicia entre les dues peces intermèdies. C, cap; PI, peça intermèdia.
8500 X.

C. Detall de l'aglutlnació de les dues peces principals (PP). Observeu la trajectòria
lleugerament helicoidal d'ambdues cues. 17000 X.
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LÀMINA XIX.

Espermatozoides aberrants: malformacions per despreniment de caps o trencament
de cues. Microscopía electrònica d'escànning.

Fig. 1. Caps despresos de les cues. Observeu que la cua s'ha trencat per la base del cap, és a
dir, entre el cap i la peça de connexió. Cl, cap isolat 3000 X.

Fig. 2. Cap desprès de la cua. Observeu que la cua s'ha trencat entre la peça de connexió i la
peça intermèdia. El cap isolat és més petit que el cap de l'espermatozoide adjacent.
Cl, cap isolat; PC, peça de connexió. 6700 X.

Fig. 3. Cua despresa del cap. La cua prové d'un espermatozoide immadur amb gota
citoplasmàtica distal. GC, gota citoplasmàtica; PI, peça intermèdia; PP, peça principal.
4000 X.

Fig. 4. Cua despresa del cap. La cua prové d'un espermatozoide madur. Les fletxes assenyalen
els limits entre la peça intermèdia (PI), la principal (PP) i la terminal (PT). 3500 X.
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LÁMINA XX.

Cèl·lules somàtiques 1 figures de fagocitosi. Microscopía electrónica d'escanning.

Fig. 1. Aspecte general d'una cèl.lula somàtica de l'ejaculat. E, espermatozoide; S, cèl.lula
somàtica. 3500 X.

Pig. 2. A. Aspecte general d'un espermatozoide Immadur englobat per una cèl.lula somàtica. La
part enquadrada és ampliada a la figura 2B. 1500 X.

B. Detall de la cèl.lula somàtica (S) fagocltant l'espermatozoide Immadur pel cap.
GC, gota cltoplasmàtlca; PI, peça Intermèdia; PP, peça principal. 3000 X.

Pig. 3. A. Aspecte general d'una cèl.lula somàtica Iniciant la fagocitosi del cap d'un
espermatozoide Immadur amb gota cltoplasmàtlca distal. La part enquadrada és ampliada
a la figura 3B. 2800 X.

B. La cèl.lula somàtica (S) va cobrint la regió acrosòmica del cap de l'espermatozoide (E).
5600 X.





Esperma Ejaculada:
111

Resultats - Làmines de Figures

Figures: A a L.



112
Esperma E/aculada: Resultáis - Lamines de Figures

LÁMINA XXI.

Seccions transversals d'espermatozoides madurs. Microscopía electrònica
d'escànning (5800 X) i de transmissió.

Fig. A. Cop. Regió ocroso/nica. Segment principal
MF, material fibrós perinuclear; N, nucli; SP, segment principal de la vesícula
acrosòmica. 51000 X.

Fig. B. Cap. Regió acrosòmica. Segment equatorial.
FSE, zona frontal del segment equatorial de la vesícula acrosòmica; LSE, zona lateral del
segment equatorial de la vesícula acrosòmica; MF, material flbrós perinuclear; N, nucli.
51000 X.

Fig. C. Cop. Regió postacrosòmica. Zona proximal
LD, làmina densa postacrosòmica; MF, material flbrós pertnuclear, N, nucli. 50000 X.

Fig. D. Cap. Regió postacrosòmica. Zona distal
LD, làmina densa postacrosòmica; MF, material flbrós pertnuclear, N, nucli. 45000 X.

Fig. E. Colí o peça de connexió. Zona proximal
A, axonema; CL, cossos laminars; CS, columnes segmentades; P, plasmalema. 80000 X.

Fig. F. Colí o peça ole connexió. Zona distal
A, axonema; CS, columnes segmentades; P, plasmalema. 100000 X.

Fig. G. Cua. Peça intermèdia. Zona proximal
BM, beina mitocondrial; FD, fibres denses; P, plasmalema. 80000 X

Fig. H. Cua. Peça intermèdia. Zona distal
BM, beina mitocondrial; FD, fibres denses. 100000 X

Fig. I. Cua. Peça principal Zona medial
CF, eixos o columnes fibroses de la beina fibrosa; EF, costelles fibroses de la beina
fibrosa; FD, fibres denses; P, plasmalema. 100000 X.

Fig. K. Cua. Peca principal. Zona distal
BF, beina fibrosa; P, plasmalema. 100000 X.

Fig. L. Cua. Peca terminal
A, axonema. 100000 X.
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LÀMINA XXII.

Seccions longitudinals d'espermatozoides madurs. Microscopía electrònica
d'escànning (5800 X) i de transmissió.

Pig. A. Cap. Regió acrosòmica. Segments apical i principal.
ESA, espai subacrosòmic; MF, material flbrós perinuclear; N, nucli; SA, segment apical
de la vesícula acrosòmica; SP, segment principal de la vesícula acrosòmica. 50000 X.

Fig. B. Cap. Regió acrosòmica (segment equatorial) i regió postacrosòmica.
LD, làmina densa postacrosòmica; MF, material flbrós perinuclear; N, nucli;
P, plasmalema; SE, segment equatorial de la vesícula acrosòmica. 60000 X.

Fig. C. Cap (regió postacrosòmica) i coll o peça de connexió.
C, capltulum; CB, cos basal; CL, cossos laminars; CS, columnes segmentades;
LD, làmina densa postacrosòmica; MF, material flbrós perinuclear. N, nucli; PB, placa
basal. 60000 X.

Fig. D. Cua. Peça intermèdia o regió mitocondriaL
A, axonema; BM, mitocòndries de la beina mltocondrial; FD, fibres denses. 80000 X.

Fig. E. Cua, Peça intermèdia i peça principal
AJ, anell de Jensen; BF, beina fibrosa; BM, beina mltocondrial. 50000 X.

Fig. F. Cua. Peça principal
A, axonema; BF, beina fibrosa; P, plasmalema. 100000 X.

Fig. G. Cua. Peça principal ipeca terminal
PP, peça principal; PT, peça terminal. 53000 X.





116
Esperma Ejaculada: Resultats - Làmines de Figures

LÀMINA XXIII.

Ultraestructura del cap i de la peça de connexió d'espermatozoides madurs.
Microscopía electrònica de transmissió.

Pig. 1. Secció longitudinal del cap i de les peces de connexió (PC) i Intermèdia (PI). El cap està
dividit en dues regions, la regió acrosòmica (RA) i la regió postacrosòmica (RP). En la
regió acrosòmica hom pot observar els tres segments de l'acrosoma: segment apical (SA),
segment principal (SP) i segment equatorial (SE). 24000 X.

Pig. 2. Secció longitudinal de la base del cap 1 de la peça de connexió. C, capitulum;
CS, columnes segmentades; N, nucli. 60000 X.

Fig. 3. Secció longitudinal d'una columna segmentada en què es mostra la particular segmentació
transversal. Les fletxes Indiquen les estries amples 1 els asteriscs les estríes estretes.
N, nucli. 150000 X.

Fig. 4. Secció longitudinal del segment principal de la regió acrosòmica del cap. E, membrana
acrosòmica externa; I, membrana acrosòmica interna; MF, material fibres perinuclear;
N, nucli; P, plasmalema. 80000 X.

Fig. 5. Secció longitudinal del cap i de la peça de connexió. C, capitulum; CB, cos basal;
CS, columnes segmentades; N, nucli. 75000 X.
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LÀMINA XXIV.

Seccions transversals d'espermatozoides amb la cua doblegada per l'anell de
Jensen. Microscopía electrònica d'escànning (7000 X) i de transmissió.

Fig. A. Secció transversal de la regió principal de la vesícula acrosòmica (VA). La peça principal
(PP), molt a prop de la vesícula acrosòmica, està envoltada de restes citoplasmàtiques
(CR). La peça principal es doblega de forma que una de les costelles de la beina fibrosa,
concretament la que es correspon amb el doblet perifèric núm. 3, es disposa prop de la
vesícula acrosòmica definint un angle d'uns 80° respecte a l'eix transversal del nucli (N).
75000 X.

Pig. B. Secció transversal de la regió postacrosòmica del cap. Hom pot observar la presència de
cossos de mielina (CM) entre la làmina densa (LD) i el material flbrós (MF). La peça
principal (PP) es disposa entre la làmina densa i el plasmalema (P). L'eix que marquen
les dues costelles fibroses es disposa en angle de 90° respecte a l'eix transversal del
nucli (N); la costella del doblet perifèric núm. 3 és la més propera a la làmina densa.
60000 X.

Pig. C. Secció transversal de la peça de connexió al nivell dels cossos lamlnars (CL). La peça
principal (PP) interromp el recorregut concèntric dels cossos lamlnars i es disposa prop
del plasmalema (P). CS, columnes segmentades; M, microtúbuls centrals de l'axonema.
60000 X.

Fig. D. Secció transversal de la peça de connexió al nivell de la zona més propera a la peça
Intermèdia. Les estructures axonemàtiques de la peça principal (PP) i de la peça de
connexió (PC) es disposen en sentit antiparal, leí. 70000 X.

Pig. E. Secció transversal de la peça intermèdia al nivell de la zona més propera a la peça de
connexió. La beina fibrosa de la peça principal (PP) Imprimeix una lleugera depressió en
la beina mltocondrial de la peça intermèdia (PI). El doblet mlcrotubular núm. 8 de la
peça principal es disposa contra el doblet microtubular núm. 8 de la peça intermèdia.
Les parelles de microtúbuls centrals de les dues peces són coplanars. 80000 X.

Pig. F. Secció transversal de la peça Intermèdia. La beina fibrosa de la peça principal (PP)
provoca una profunda depressió (D) en la beina mitocondrtal de la peça intermèdia (PI).
Ambdues peces estan envoltades per citoplasma residual (CR). El doblet microtubular
núm. 3 de la peça principal es disposa contra els doblets mlcrotubulars núm. 7 i 8 de la
peça intermèdia. 80000 X.

Pig. G. Secció transversal de la peça intermèdia al nivell de l'anell de Jensen. La peça, principal
(PP) i la intermèdia (PI) estan envoltades i cimentades per la gota citoplasmàtica (GC). La
gota citoplasmàtica es caracteritza per la presència de nombroses vesícules (V) de doble
membrana. Els doblets mlcrotubulars núm. 5 t 6 de la peça principal es disposen contra
els doblets núm. 5 i 6 de la peça Intermèdia. 40000 X.
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LÀMINA XXV.

Seccions transversals i longitudinals d'espermatozoides amb dues cues fusionades
i amb un sol cap (esquerra: 3600 X) o amb dos caps (dreta: 4600 X). Microscopía
electrònica d'escànning i de transmissió.

Fig. A. Secció longitudinal al nivell del cap, peça de connexió i peça intermèdia. Cada cua
presenta una dotació estructural completa. A, axonema; N, nucli. 21000 X.

Plg. B. Secció transversal de la peça de connexió al nivell de la zona dels cossos laminare (CL).
En aquesta regió s'observen dos Jocs complets de columnes segmentades (CS) i
l'absència d'estructures microtubulars. 40000 X.

Pig. C. Secció transversal de la peça de connexió per la zona més propera a la peça intermèdia.
La parella de microtúbuls centrals (M), pròpia de l'axonema, apareix encerclada per les
nou columnes segmentades. Els dos Jocs de columnes segmentades estan envoltats de
restes citoplasmàtiques, corresponents a la gota citoplasmàtica, en què hom pot apreciar
estructures vesiculars (V) de doble membrana derivades del reticle endoplasmàtlc llis.
60000 X.

Fig. D, E i F. Seccions transversals de la peça intermèdia per la zona més propera a la peça de
connexió. Aquesta zona es caracteritza per la presència de la gota citoplasmàtica (GC) que
inclou restes citoplasmàtiques (CR) i vesícules de doble membrana (V). En aquesta zona,
les dues peces intermèdies (PI), completament formades, es troben allunyades una de
l'altra, però, gradualment, s'aniran apropant fins a fusionar-se (FM) per les respectives
beines mitocondrials (BM). 40000 X.

Fig. G. Secció transversal de la peça intermèdia per la zona més propera a la peça principal. Les
dues peces intermèdies (PI), estretament unides per les respectives beines
mitocondrials, estan envoltades per una fina pel·lícula citoplasmàtica i limitades pel
plasmalema. 60000 X.
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Figures: 1 a 5.
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LAMINA XXVI.

Ultraestructura d'espermatozoides amb la cua enrotllada. Microscopía electrònica
d'escànning i de transmissió.

Fig. 1. Espermatozoide amb tres caps i la cua enrotllada. 1OOOOX.

Fig. 2. Secció transversal de la cua enrotllada al nivell de la peça de connexió. PC, peça de
connexió; PI, peça intermèdia; PP, peça principal; RC, restes cltoplasmàtlques. 21000 X.

Fig. 3. Secció transversal de la cua enrotllada d'un espermatozoide degenerat. Observeu la falta
de doblets mlcrotubulars en l'axonema de la peça principal (PP). 50000 X.

Fig. 4. Secció transversal d'una cua enrotllada al nivell de la peça intermèdia. Observeu
l'aspecte vesicular del citoplasma, que Inclou les seccions de la peça intermèdia (PI) i la
peça principal (PP). ER, reticle endoplasmàtic; V, vesícules. 34000 X.

Fig. 5. Secció transversal d'una cua enrotllada al nivell de la peça principal (PP). V, vesícules.
24000 X.
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Figures: 1 a 8.
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LÁMINA XXVII.

Malformacions de la cua dels espermatozoides: manca de microtúbuls
axonemàtics, vesícules axonemàtiques i mitocòndries supernumeraries.
Microscopía electrònica de transmissió.

Fig. 1. Secció transversal de la peça intermèdia en què hom pot observar la manca del doblet
microtubular perifèric num. 9. La fletxa indica la posició que hauria d'ocupar el doblet
núm. 9. 7000C X.

Fig. 2. Secció transversal de la peça Intermèdia en què hom pot observar la manca del doblet
microtubular perifèric nüm. 8. La fletxa Indica la posició que hauria d'ocupar el doblet
núm. 8. Observeu també la malformació mitocondrial: les mitocòndries (M) de la beina
mitocondrial no presenten crestes. 75000 X.

Fig. 3. Secció transversal de dues peces principals. A la Inferior hom pot observar la manca de
la parella de microtúbuls centrals de l'axonema. La fletxa indica la posició que hauria
d'ocupar la parella de microtúbuls centrals. 140000 X.

Fig. 4. Secció longitudinal de la peça de connexió i de la intermèdia d'un espermatozoide que
presenta tumefaccló mitocondrial (TM) en les primeres mitocòndries que formen la beina
mitocondrial. 45000 X.

Fig. S, Secció transversal de la peça principal en què hom pot observar veslculització en
l'estructura axonemàtica. La vesícula (V), situada entre l'axonema i la beina fibrosa,
provoca el desplaçament dels doblets perifèrics núm. 5 1 6. 100000 X.

Fig. 6. Secció transversal de la peça intermèdia d'un espermatozoide que presenta una
disposició irregular de les mitocòndries en la beina mitocondrial. MS, mitocòndries
supernumeraries. 50000 X.

Fig. 7. Secció transversal de la peça intermèdia d'un espermatozoide que presenta mltocòndries
supernumeraries (MS). 60000 X.

Fig. 8. Secció transversal d'una peça principal vesiculitzada. La vesícula fV) es disposa entre
l'axonema i la beina fibrosa, desplaçant els doblets mlcrotubulars perifèrics núm. 5 i 6.
60000 X.
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LÀMINA XXVIII,

Malformacions de la cua dels espermatozoides: vesiculització perifèrica.
Microscopía electrònica de transmissió.

Pig. 1. Secció transversal d'una peça de connexió que presenta vesiculització periférica fV).
60000 X.

Fig. 2. Secció transversal d'una peça intermèdia que presenta vesiculització perifèrica. La
vesícula (V) provoca una profunda depressió en la beina mitocondrial (BM). 100000 X.

Fig. 3. Secció transversal d'una peça principal que presenta vesiculització perifèrica. La vesícula
(V) no provoca cap deformació de la beina fibrosa (BF). 85000 X.

Fig. 4. Secció transversal d'una peça principal en els darrers estadis del procés d'expulsió de la
vesícula (V). 50000 X.

Fig. 5. Secció transversal d'una peça principal en el darrer estadi del procés d'expulsió de la
vesícula (V). La vesícula s'acaba de desprendre de la peça principal. 65000 X.
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LÀMINA XXIX.

Malformacions de la cua dels espermatozoides: citoplasma residual. Microscopía
electrònica de transmissió.

Pig. 1. Secció longitudinal del cap i de la peça de connexió d'un espermatozoide que presenta
una expansió citoplasmàtica digitiforme situada a la base del cap. EC, expansió
citoplasmàüca; N, nucli; PC, peça de connexió. 60000 X.

Pig. 2. Secció longitudinal del cap i de la peça de connexió d'un espermatozoide que presenta
una expansió citoplasmàtica filiforme molt desenvolupada que es corba tancant-se sobre
si mateixa. EC, expansió citoplasmàtica; N, nucli; PC, peça de connexió. 60000 X.

Pig. 3. Secció transversal al nivell del terç inferior d'una peça intermèdia que presenta una
pel·lícula citoplasmàtica lleugerament desenvolupada entre el plasmalema i la beina
mitocondrial. BM, beina mitocondrial; P, plasmalema; PC, pel·lícula citoplasmàtica.
60000 X.

Pig. 4. Secció transversal al nivell del terç superior d'una peça intermèdia amb una pel·lícula
citoplasmàtica perimitocondrial molt desenvolupada. BM, beina mitocondrial;
P, plasmalema; PC, pel·lícula citoplasmàtica. 80000 X.

Pig. 5. Secció transversal al nivell del terç inferior d'una peça intermèdia que presenta una
expansió citoplasmàtica fungiforme derivada de la pel·lícula citoplasmàtica
perimitocondrial. EC, expansió citoplasmàtica; PC, pel·lícula citoplasmàtica. 45000 X.
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LÀMINA XXX.

Espermatozoides immadurs: gota citoplasmàtica. Microscopía electrònica de
transmissió.

Fig. 1. Secció transversal al nivell del terç inferior de la peça intermèdia. GC, gota
citoplasmàtica; PI, peça intermèdia. 40000 X.

Fig. 2. Secció transversal al nivell del terç superior de la peça intermèdia. Observeu la presència
de grans vesicules limitades per membrana en la gota citoplasmàtica (GC). PI, peça
intermèdia; V, vesicules. 40000 X.

Fig. 3. Secció transversal al nivell del terç inferior de la peça intermèdia. Observeu la presència
de nombroses vesicules, unes limitades per una única membrana (UM) i unes altres
limitades per una doble membrana (DM). 60000 X.

Fig. 4. Secció transversal al nivell del terç inferior de la peça intermèdia. Observeu la presència
de la gran vesícula (V) limitada per una única membrana. 40000 X.

Fig. 5. Secció d'una gota citoplasmàtica lliure entre l'esperma. 34000 X.
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LÀMINA XXXI.

Malformacions del cap dels espermatozoides: figures de mielina, vacúols nuclears,
vesiculitzacions i dilatacions acrosòmiques. Microscopía electrònica de
transmissió.

Pig. 1. Aspecte d'una dilatació acrosòmlca. La vesícula acrosòmica es troba molt més
desenvolupada del que és habitual. L'aspecte clar i vacuolitzat del contingut acrosòmic
són dues característiques típiques d'aquesta malformació acrosòmica. EA, membrana
acrosòmica externa; IA, membrana acrosòmica interna; N, nucli; P, plasmalema.
60000 X.

Fig. 2. Aspecte de les figures de mielina (FM), situades entre la làmina densa postacrosòmica
(LD) i el material flbrós perinuclear (MF). N, nucli. 60000 X.

Fig. 3. Aspecte d'unes figures de mielina (FM) molt desenvolupades que provoquen una lleugera
deformació del contorn cefàlic. 60000 X.

Fig. 4. Aspecte d'una dilatació acrosòmlca. El segment apical de l'acrosoma (SA) es troba dilatat 1
ocupat per un material d'electrodensltat no uniforme i per nombroses i petites vesícules.
N, nucli. 40000 X.

Fig. 5. Aspecte d'un nucli amb àrees pobres en cromatina o sense cromatlna (vacúols nuclears)
(V). 60000 X.

Fig. 6. Malformació cefálica que afecta la forma i disposició del nucli (N) i de l'acrosoma (A).
30000 X.

Fig. 7. Malformació cefálica que afecta la forma i disposició del nucli (N) 1 del segment apical de
l'acrosoma (SA). RC, restes cltoplasmàtiques. 34000 X.
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LÀMINA XXXII.

Cèl·lules somàtiques. Microscopía electrònica de transmissió.

Flg. 1. Aspecte general del nucli (N) i del citoplasma (C) d'una cèl·lula somàtica. El nucli apareix
lobulat amb cromatina laxa i amb escasses àrees heterocromàtiques disperses entre el
nucleoplasma o adherides a l'embolcall nuclear. En el citoplasma destaca la presència
d'abundants vesicules d'endocitosi (V). 15000 X.

Flg. 2. Aspecte del nuclèol (NU) típicament granular d'una cel.lula somàtica. V, vesicules
d'endocitosi. 10000 X.

Pig. 3. Aspecte d'una cèl.lula somàtica degenerada. Observeu l'aspecte picnòtlc del nucli (N) i
l'aspecte plasmolisat del citoplasma (C). 7000 X.
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DISCUSSIÓ.

1. L'ESPERMATOZOIDE MADUR.

El nucli dels espermatozoides madurs dels mamífers presenta, generalment, una

elevada condensació cromatínica (Baccetti i Afzelíus, 1976) (Esponda, 1985). El procés de

condensació de la cromatina, si bé es produeix fonamentalment en l'espermiogènesi, es

completa quan l'espermatozoide travessa el conducte epididimari (Zamboni, 1991).

D'acord amb aquest autor, la presència de vacúols nuclears en els espermatozoides

ejaculats és un signe d'immaduresa cel·lular. L'estructura i l'origen dels cossos laminare

han estat molt estudiats per Fawcett i Phillips (1969). En aquesta regió de l'embolcall

nuclear hom pot observar una gran quantitat de porus nuclears a través dels quals es

produiran els intercanvis de material entre el citoplasma i el nucli de l'espermatozoide

(Zamboni i Stefanini, 1971).

El segment apical de l'acrosoma és una estructura comuna en els espermatozoides dels

mamífers (Fawcett, 1975). La morfologia d'aquest segment acrosòmic es modifica a mesura

que l'espermatozoide avança pel conducte epididimari. Hom pot establir el grau de

maduresa de l'espermatozoide a partir de l'estat de l'acrosoma (Bedford í Nicander, 1971)

(Bedford i col., 1973). El segment equatorial de l'acrosoma de l'espermatozoide de Sus

domésticos, en comparació amb el dels altres mamífers, és un dels més desenvolupats

(Nicander i Bane. 1962 i 1966). Bedford í col. (1979) han demostrat que la membrana

plasmática que cobreix el segment equatorial de l'acrosoma participa activament en la

fusió de l'espermatozoide i l'oòcit. Per altra banda, Guraya (1987) destaca els canvis

produïts en els carbohidrats de la membrana acrosomal de l'espermatozoide de Sus

domesticus al llarg del recorregut epididimari dels espermatozoides. Phillips (1977) observa

que la superfície de la membrana acrosòmica externa està formada per partícules,

espaiades 17 nm, que uneixen la membrana acrosòmica externa amb el plasmalema.

Moore i col. (1974), aplicant tècniques de criofixació, observen àrees electrodenses amb

estructures paracristal.lines en el contingut acrosòmic dels espermatozoides de Sus

domesticus. Per a alguns autors, aquestes estructures apareixen com a conseqüència d'un

traumatisme i per a altres es corresponen amb un patró d'ordenació espaia! compacta

dels enzims acrosòmics (Guraya, 1987).

La presència de material fibres en l'espai subacrosòmic ha estat descrita en Sus

domesticas per Jones (1971) i en humans per Camparella i col. (1979). D'acord amb
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aquests autors, l'espai subacrosòmic és ric en actina i miosina. Guraya (1987) assenyala

que l'acrosoma dels espermatozoides dels mamífers limita amb el nucli per un espai que

conté actina i miosina i altres proteïnes que es troben estabilitzades per ponts disulfur

entre cisteïnes. L'espai subacrosòmic, que apareix al llarg de l'espermiogènesi. segueix

importants modificacions citoquímiques (per exemple, l'establiment de ponts disulfur)

durant el procés de maduració epididimària (Calvin i Bedford, 1971). Respecte al paper

funcional d'aquesta estructura proteica subacrosòmica hi ha diverses opinions. Per a

alguns autors cimenta l'acrosoma i el nucli, i per a altres, basant-se en la seva naturalesa

escleroproteica, és anàloga al perforator! dels espermatozoides dels rosegadors i se li

assigna una funció mecànica en el moment de la penetració de l'espermatozoide a través

de la zona pel.lúcida de l'oòcit.

La presència de la làmina densa postacrosòmica a la regió posterior del nucli ha estat

àmpliament descrita en els espermatozoides de molts mamífers. L'origen, la diferenciació i

la composició química són qüestions molt debatudes. Segons Koehler (1973), les funcions

més destacades de la làmina densa postacrosòmica són mantenir l'estreta cohesió entre

l'embolcall nuclear i la membrana plasmática, i contribuir a l'establiment i manteniment

de l'adhesió entre l'espermatozoide i l'oòcit.

El significat funcional de la placa basal ha estat apuntat per Stackpole i Devorkin (1974).

D'acord amb aquests autors, la placa basal és el punt d'articulació entre el cap i la cua de

l'espermatozoide i, en aquest sentit, és un element fonamental en l'ancoratge d'ambdues

regions.

El capitulum i les columnes segmentades aporten rigidesa a la peça de connexió. Les

proteïnes que formen aquestes estructures són riques en cisteïnes estabilitzades per

ponts disulfur originats al llarg del trajecte de l'espermatozoide per l'epidídim (Bedford i

Calvin, 1974).

Calvin (1979), en practicar una anàlisi electroforètica en esperma de ratolí, va demostrar

que les fibres denses estan constituïdes per quatre proteïnes diferents, riques en cisteïna i

zenc. El paper citoesquelètic d'aquestes fibres ha estat demostrat per Baltz i col. (1990) i

per Zamboni (1991) en evidenciar la seva naturalesa escleroproteica. Guraya (1987)

suggereix que les fibres denses proporcionen elasticitat a la cua de l'espermatozoide i

permeten una correcta adaptació del moviment ondulatori de la cua a les diferents

viscositats dels medis que travessa l'espermatozoide des del fluid seminal fins a les vies

genitals femenines.

La disposició helicoidal de les mitocòndries al llarg de la peça intermèdia de

l'espermatozoide ofereix major flexibilitat a la cua que les disposicions circulars o

longitudinals (Phillips, 1977). La característica i atípica estructura de les mitocòndries
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dels espermatozoides dels mamífers ha estat darrerament revisada per Guraya (1987). Es
tracta de mitocòndries amb membranes riques en fosfolípids i amb una matriu granular.

Aquesta reserva lipídica és una font energètica que serà utilitzada per proporcionar la

motilitat a la cèl·lula.
L'origen i la funció de l'annulus o anell de Jensen han estat dos dels aspectes més

debatuts de l'estructura dels espermatozoides dels mamífers. Segons Holstein i Roosen-

Runge (1985), la presència de l'annulus està estretament relacionada amb la migració del

centríol distal en el primers estadis de l'espermiogènesi. Fawcett (1970) assenyala que la

funció de l'annulus és la d'impedir el desplaçament de les mitocòndries cap a la peça

principal.

Dels estudis realitzats sobre la composició i funcions de la beina fibrosa, cal destacar el

d'Olson (1979) que, a partir d'espermatozoides de ratolí, demostra la naturalesa

queratínica dels eixos i costelles que configuren la beina fibrosa. Olson (1979), basant-se

en la naturalesa química d'aquesta estructura, li atribueix una funció esquelètica,

fonamental per mantenir l'estabilitat estructural de la cua.

2. LA MORFOLOGIA ESPERMÀTICA.

D'acord amb els estudis portats a terme per Larsson i Darenius (1980), en

inseminació artificial porcina, només s'aconsegueixen resultats acceptables quan

s'utilitzen mascles que mostren una qualitat espermàtica excel·lent. La qualitat

espermàtica dels ejaculats (concentració, motilitat, vitalitat i morfologia) és un dels

paràmetres més utilitzats per seleccionar mascles reproductors, especialment quan han

de ser utilitzats per inseminació artificial. En inseminació artificial, tan important és la

concentració espermàtica com la morfologia dels espermatozoides de l'ej aculat (Bonet i

Castellanos, 1989). El control microscopic de la morfologia espermàtica s'aborda al

microscopi òptic mitjançant la tècnica de Papanicolaou o equivalents. Utilitzant aquests

tipus de mètodes, Martín (1982) elabora un catàleg de les principals formes gamètiques

anormals que inclou les formes cel·lulars immadures. D'acord amb aquest autor,

l'esperma ejaculada de porcí conté un 10% d'espermatozoides aberrants i immadurs, i

hom pot considerar-la acceptable per a la inseminació artificial si aquest percentatge no

supera el 25 %. El mateix autor assenyala que l'increment del 10% al 25% es produeix,

generalment, per l'augment del nombre de formes immadures i que, quan els mascles són

sotmesos a una extracció de semen cada dos dies, el percentatge d'espermatozoides

aberrants oscil·la entre l'l% i el 2%.
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La major resolució de la microscopía electrònica i la possibilitat d'obtenir imatges

tridimensionals a partir de la microscopía electrònica d'escànning han permès

reclassificar i identificar moltes de les formes gamètiques aberrants observades al

microscopi òptic. L'ús de la microscopía electrònica d'escànning en el camp de

l'espermatologia fou introduït per Fujita i col. (1970) i, més tard, Lacy i col. (1974) i

Dadoune i Fain-Maurel (1977) la van utilitzar per descriure les formes gamètiques

aberrants. Zamboni (1991), basant-se en les imatges de la microscopía electrònica, fa una

excel·lent revisió morfofuncional de les estructures de l'espermatozoide humà, assenyala

les principals malformacions i apunta els seus possibles origens. En porcins, la presència

en l'e) aculat d'espermatozoides amb anomalies morfològiques es produeix al cap d'uns 15

dies d'haver exposat al mascle reproductor a un agent estressant. Aquest lapse dificulta

l'establiment d'una relació entre l'agent causal, el major percentatge o nova presència

d'una determinada forma gamètica aberrant en l'ejaculat i la incidència sobre la fertilitat

del mascle.

Recentment la morfologia espermàtica dels ejaculats ha estat molt estudiada en toros

(Barth i Oko, 1989). D'acord amb aquests autors, les malformacions espermàtiques es

presenten per envelliment cel.lular o per factors externs (temperatura, ritme d'extraccions

de semen, nutrició, etc.) que alteren el correcte desenvolupament dels diversos estadis de

la morfogènesi espermàtica (espermatogènesi, espermiogènesi i maduració epididimària).

Segons Barth i Oko (1989), les alteracions produïdes per cadascun d'aquests factors,

endògens o exògens, poden ser específiques i és possible establir una correlació entre el

factor o agent causal, la malformació espermàtica produïda 1 el grau d'incidència sobre la

fertilitat del mascle. Aquest postulat ha pogut ser demostrat en alguns casos. Bonet i col.

(1991) demostren que, quan els mascles reproductors porcins són sotmesos a un elevat

ritme d'extraccions de semen sense períodes de repòs sexual, la forma aberrant

"espermatozoides amb la cua doblegada per l'anell de Jensen" pot incrementar el seu

percentatge en l'ejaculat fins a un 7%. Eljack i Hrudka (1979) assenyalen que l'efecte tòxic

del dibromur d'etilè pot dur a la formació de protuberàncies acrosòmiques. Per altra

banda, Bañe i Nicander (1965) relacionen la presència de vacúols nuclears en els

espermatozoides de l'ejaculat de mascles reproductors porcins amb l'estrès produït quan

són confinats a ambients humits i calorosos. La qualitat espermàtica dels ejaculats pot

veure's alterada per factors genètics o per paràmetres com l'edat, la raça, el ritme

d'extraccions, la temperatura ambiental, l'exposició a la llum, la humitat ambiental

relativa, la nutrició, el maneig, etc. (Buxadé, 1984) (Vigil i col., 1986). A més. la qualitat

espermàtica de les dosis seminals obtingudes per a la inseminació artificial depèn de la

composició, pH i pressió osmótica del diluent, del grau de dilució, de la velocitat de
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refrigeració, de la temperatura de conservació i del tipus de substàncies bactericides

utilitzades. Lancina (1980) demostra que l'epiteli germinatiu dels testicles del mascle

reproductor porcí és molt sensible a les variacions produïdes en la dieta, en la

temperatura ambiental i en l'activitat sexual. Jones (1975) classifica les malformacions

espermàtiques observades en l'ej aculat en dos grans grups: les malformacions primàries,

si s'originen en el testicle i es produeixen al llarg de l'espermatogènesi o de

l'espermiogenesi, i les malformacions secundàries, si s'originen en l'epidídim i es

produeixen al llarg del procés de maduració espermàtica. Segons Jones (1971), en mascles

reproductors porcins de bona fertilitat, fins un 1% dels espermatozoides epididimaris

presenten malformacions primàries i, en conseqüència, del 2% de les malformacions

gamètiques observades a l'ejaculat, un 1% són primàries i l'altre 1% són malformacions

secundàries.

3. LES ABERRACIONS ESPERMÀTIQUES.

La teratozoospèrmia és de gran interés per a la biologia de la reproducció porcina

(Cameron, 1985) i, per aquest motiu, tot seguit s'assenyalaran alguns aspectes

relacionats amb les malformacions gamètiques observades en l'ejaculat de Sus domésticos.

Els espermatozoides amb anomalies que afecten la forma del cap presenten, generalment,

bona motilitat (Guraya, 1987). Barth i col. (1992) assenyalen, però, que els

espermatozoides amb el cap estret determinen una disminució de la fertilitat. Fawcett i

col. (1971) han estudiat els possibles orígens de les malformacions gamètiques que

afecten la forma del cap (piriforme, estret, afusat i arrodonit). Segons aquests autors, la

forma del cap d'un espermatozoide pot veure's modificada per: (a) la deformació irreversible

que pot arribar a provocar la cel. lula de Sertoli sobre l'espermàtida al llarg de

l'espermiogenesi, (b) la disposició anòmala de la "manchette" microtubular que recobreix

el nucli de l'espermàtida, i (c) la condensació cromatínica anòmala en l'espermàtida. Cran

i col. (1982), després d'estudiar espermatozoides de toros, assenyalen que la forma en U o

cilíndrica dels caps pot produir-se al llarg de l'espermiogenesi, a partir d'una curvatura

cefálica molt intensa. Blom (1980) va suggerir que la presència de caps doblegáis o

enrotllats pot produir-se en espermatozoides macrocefàlies o amb el cap allargat. Segons

aquest autor, les seccions del cap en què el nucli apareix amb forma circular corresponen

a seccions transversals d'espermatozoides amb el cap gegant i doblegat. Per a Barth i Oko

(1989), les seccions del cap en què apareixen dos nuclis poden ser interpretades com a

seccions longitudinals de caps doblegáis. Per altra banda, Baccetti i col. (1989)
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suggereixen que les seccions del cap en què el nucli apareix circular o bé en les que

apareixen dos nuclis poden ser interpretades com a seccions transversals o longitudinals,

respectivament, d'espermatozoides afectats pel defecte "cràter". D'acord amb Fawcett i col.

(1971) el defecte "cràter" es produeix per l'absència de la beina microtubular que envolta el

nucli al llarg de l'espermiogènesi i per una agregació anòmala del DNA amb els complexos

d'histones. Quan la malformació cefálica afecta la curvatura del nucli, sigui a partir de

caps gegants i doblegáis o sigui donant lloc al defecte "cràter", l'acrosoma també s'observa

danyat (Gran i col., 1982). D'acord amb aquests autors, la vesícula acrosòmica es troba

atrapada dins la curvatura del nucli i està ocupada per un material granular i vesicular.

Atenent a les observacions realitzades per Cran i col. (1982), els defectes "cràter" i "cap

doblegat" es desenvolupen al llarg de l'espermiogènesi.

Es disposa de poques dades en relació a l'origen i al desenvolupament dels

espermatozoides macrocefàlies i microcefàlics (Dujin, 1960). D'acord amb les dades de

Barth i Oko (1989), la incidència d'espermatozoides microcefàlics en l'esperma ejaculada

de toros amb fertilitat correcta no supera l'l% i, únicament quan s'afecta el procés

espermatogènic, s'observa un increment d'aquest percentatge. Segons Guraya (1987) els

espermatozoides amb anomalies que afecten la grandària del cap presenten motilitat

correcta i acrosomes intactes. Hofmann i col. (1992) assenyalen: (a) que els

espermatozoides bicefàlics es produeixen al llarg de l'espermatogènesi o per aglutinado

espermàtica durant la maduració espermàtica, i (b) que la seva presència en l'ej aculat pot

incrementar-se quan l'animal pateix processos inflamatoris.

Mashiach i col. (1992) indiquen que la ultraestructura dels components cefàlics de

l'espermatozoide és un paràmetre excel·lent per determinar la capacitat fecundant "in

vitro". En aquest sentit, la presència de nombroses malformacions acrosòmiques o

nuclears serà indicativa d'una capacitat fecundant molt baixa. La vacuolització

acrosòmica pot produir-se per una disfunció epididimària (Jones, 1971). La fertilitat del

mascle reproductor porcí baixa considerablement quan la vacuolització acrosòmica afecta

més del 2% dels espermatozoides de l'ejaculat (Jones, 1973). La presència d'elements

vesiculars i fibrilars a l'interior de l'acrosoma ha estat descrita per Zamboni (1992).

D'acord amb aquest autor, aquestes estructures vesiculars i fibrilars són d'origen golgià.

En ej aculats de mascles reproductors porcins, el percentatge d'espermatozoides amb

vacuolització acrosòmica es troba entre l'l% i el 2%. D'acord amb Jones (1973), aquesta

malformació es produeix en l'epidídim, i el percentatge augmenta a mesura que l'esperma

avança per aquest conducte. Una altra malformació que pot afectar l'acrosoma és la

presència de protuberàncies acrosòmiques. Segons Bañe i Nicander (1966) la formació de

protuberàncies acrosòmiques pot produir-se al llarg del procés espermiogènic i durant
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l'elongació cefálica de l'espermàtida. Aquestes protuberàncies acrosòmiques estan

ocupades per elements vesiculars originats per la fusió de la membrana acrosòmica

externa i la interna (Cran i Dott, 1976) o per la invaginació de la membrana acrosòmica

interna (Jaskowski i Romanisk, 1959). Les protuberàncies acrosòmiques poden produir-se

per causes genètiques o per agents ambientals (Barth i Oko, 1989). Buttle i Hancock

(1965) van demostrar que l'esterilitat dels mascles afectats per aquesta malformació

acrosòmica és deguda a un error en el procés d'interacció de l'espermatozoide i l'oòcit.

L'origen dels vacúols nuclears es troba en l'espermatogènesi i pot ser conseqüència d'una

invaginació de l'embolcall nuclear. Hrudka i Eljack (1979) assenyalen que en l'esperma

dels bovins hom pot incrementar la presència de vacúols nuclears si els mascles són

tractats amb bromur d'etilè, un líquid fumigant utilitzat per combatre els insectes. El

percentatge d'espermatozoides amb vacúols nuclears pot veure's modificat, també, amb la

freqüència d'extraccions de semen (Coulter i col, 1978). Truitt-Gibert i Johnson (1980)

assenyalen que aquest defecte pot presentar-se en l'esperma de mascles sotmesos a

elevades temperatures i confinats a ambients molt humits durant més de tres setmanes.

La influència sobre la fertilitat dels toros d'una esperma rica en espermatozoides amb

vacúols nuclears ha estat estudiada per Miller i col. (1982). Aquests autors han observat

que, quan la vacuolització nuclear afecta el 80% dels espermatozoides ejaculats, la

fertilitat disminueix fins al 18%. Les àrees nuclears molt pobres en cromatina

(denominades també vacúols nuclears), a diferència dels vacúols nuclears descrits

anteriorment, no estan limitades per membrana. La presència de nuclis amb àrees pobres

en cromatina pot estar associada amb altres tipus de malformacions i, en aquest sentit,

són habituals en els espermatozoides mícrocefàlics, en els de cap arrodonit i en els que

tenen una vesícula acrosòmica incipient (Zamboni, 1992).

La malformació dels espermatozoides sense cua o sense cap pot ser provocada per la

tècnica utilitzada en la preparació de les mostres i, en conseqüència, aquests

espermatozoides poden ser considerats com a formes aberrants artefactuals (OMS, 1989).

Boada i Ponsà (1987) assenyalen que la placa basal, estructura situada a la base del

nucli, pot presentar deformacions que alteren l'estabilitat de la implantació de la cua.

Segons Zamboni (1991), per un error bioquímic en la composició dels elements

filamentosos que comuniquen el capitulum amb la placa basal, o la posició anòmala dels

centríols durant l'espermiogènesi poden ser la causa dels espermatozoides sense cap.

D'acord amb Schill (1991), les cues isolades poden presentar bona motilitat. Segons

aquest autor, el centríol distal és capaç d'originar una cua completa dotada de motilitat.

Cooper i Pett (1984) assenyalen que el percentatge de caps isolats pot augmentar fins al

33% si els animals estan afectats per processos inflamatoris testiculars.
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Swanson i Boyd (1961) assenyalen que l'origen dels espermatozoies afectats pel

doblegament de la cua al nivell de l'anell de Jensen és epididimari. Els medis hipotònics

indueixen la formació de cues doblegades. La secreció epididimària està controlada pels

nivells de testosterona i, en conseqüència, un aïllament escrotal o una baixa activitat

tiroidea poden conduir a la presència d'aquesta malformació espermàtica. Hancock (1956)

observa que una de les modificacions que s'observen en l'espermatozoide a través del

recorregut epididimari és la migració de la gota citoplasmàtica des de la posició proximal

de la peça intermèdia a la posició distal. Segons Barth i Oko (1989), el procés migratori de

la gota citoplasmàtica es fa en poc més d'un segon. Lindahl i Drevius (1964) observen en

espermatozoides de toro amb gota citoplasmàtica distal que la cua es plega sobre si

mateixa per l'anell de Jensen. S'han descrit diversos factors que poden provocar aquest

tipus de malformació. Calving i col. (1975) i Blom i Wolstrup (1976) observen que les fibres

denses es debiliten en presència d'un excés de zenc. Aquesta debilitació de les fibres pot

conduir al doblegament de la cua i a la retenció de la gota citoplasmàtica. La lisi dels

lisosomes presents en la gota citoplasmàtica retinguda conduirà a l'alliberament al citosol

dels enzims digestius i, en conseqüència, a la desorganització dels elements

citoesquelètics de la cua (Koefoed-Johnsen i Pedersen, 1971). Un medi hipotònic i un xoc

tèrmic per refrigeració del semen poden ser, també, agents causals d'espermatozoides amb

cua doblegada (Lindhal i Drevius, 1964). La criptorquídia també ha estat descrita per

Ploen i Hakarsson (1978) com una malformació testicular que pot conduir a la formació

d'espermatozoides amb cua doblegada. El desenvolupament d'espermatozoides amb cua

doblegada o amb cua enrotllada es produeix al llarg del trajecte de l'esperma pel conducte

epididimari (Holt, 1982) i, ambdues malformacions poden ser provocades en retardar-se

l'extrusió de la gota citoplasmàtica (Kaplan i col., 1984). Jones (1975) assenyala que les

malformacions produïdes per doblegament o enrotllament de la cua són irreversibles i,

que es produeixen per una tumefacció inicial originada per un estrès osmotic que

condueix a la mort del gameta. Hollander i col. (1991). a partir de les imatges de la

microscopía electrònica de transmissió, assenyalen que en els espermatozoides amb cua

enrotllada pot comprovar-se l'absència de microtúbuls o la desorganització de l'eix

axonemàtic. Hellmen i col. (1980) han suggerit que una possible causa de la presència

d'espermatozoides amb cua enrotllada és un defecte en la composició química de la

substància que cimenta les mitocòndries de la beina mitocondrial. La presència

d'espermatozoides amb cua doblegada per la peça de connexió ha estat descrita per

Zamboni (1992) i respon a una implantació excèntrica dels elements de la peça de

connexió.
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Barthelemy i col. (1990) descriuen espermatozoides de cua curta i localitzen aquesta

malformació en biòpsies testiculars. Segons Barth i Oko (1989), durant l'espermiogènesi,

la no supressió d'un dels centríols pot conduir al desenvolupament de dues cues. En

canvi, per a Kojima i Kinoshita (1975), l'origen dels espermatozoides amb dues cues es

troba en l'espermatogènesi i es deu a una errada en la supressió de la replicació

centriolar.

Jones i Martin (1973) assenyalen que el primer signe de degeneració de la cua de

l'espermatozoide pot ser observat en la beina mitocondrial. La tumefacció mitocondrial i

la menor electrodensitat de la matriu mitocondrial són dos dels aspectes més rellevants

d'aquest procés degeneratiu, que comporta la pèrdua de motilitat (Jones, 1975). La

pèrdua de motilitat espermàtica ha estat relacionada amb disfuncions del sistema de

peroxidació lipídica, localitzat a la beina mitocondrial (Rao i col., 1989). Les causes de la

tumefacció mitocondrial poden ser l'envelliment cel·lular, disfuncions epididimàries o la

criopreservació (Jones i Martin, 1973). La "pseudogota" descrita per Blomm (1968)

correspon a la presència de mitocòndries entre la beina mitocondrial i la membrana

plasmática. Aquest tipus de malformació augmenta amb l'edat dels mascles i redueix la

motilitat espermàtica.

La integritat de l'axonema és fonamental per a la correcta motilitat de la cel.lula. La

desorganització axonemàtica fa que la cèl.lula esdevingui immòbil (Neugebauer 1 col.,

1990). Aquesta desorganització es pot manifestar en l'absència de doblets perifèrics o de la

parella de microtúbuls central o en l'absència de les altres estructures annexes, com els

radis, les fibres de nexina o els braços de dineïna. Zamboni (1992) assenyala que aquest

tipus de malformació té base genètica, i que la desorganització axonemàtica és extensible

a altres estructures cel·lulars com, per exemple, els cilis que revesteixen l'epiteli de la

tràquea. Lindemann i col. (1992) assenyalen que l'estructura axonemàtica és molt

sensible a les variacions de temperatura i, per aquest motiu, els espermatozoides

sotmesos a altes o baixes temperatures poden presentar una estructura axonemàtica

desorganitzada.

Es disposa de poques dades relacionades amb la presència de vesícules a la cua. Les

vesícules observades per Kojima (1981) en la peça de connexió són, de fet, les làmines

nuclears descrites per Guraya (1987). Segons Kojima (1981) les vesícules observades a la

peça principal, prop de l'axonema, són restes del reticle endoplasmàtic que, si presenten

un elevat desenvolupament, poden desplaçar els doblets núm. 5 i 6 de l'axonema.
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MATERIAL i MÈTODES.

1. MATERIAL.

L'estudi estructural i ultraestructural del conducte epididimari ha estat realitzat a

partir dels epidídims de dos mascles de raça Landrace, sans i sexualment madurs. En el

moment del sacrifici l'edat dels mascles era de 30 i 36 mesos, i el pes en viu de 266 i 301

Kg, respectivament.

Els dos mascles, procedents d'un centre d'inseminació artificial, van ser sotmesos des dels

10 mesos d'edat a una freqüència d'extraccions de semen de dues per setmana amb

períodes de repòs sexual de 15 dies cada tres mesos. Abans de ser sacrificats, els dos

mascles van reposar sexualment durant 48 hores. Una vegada sacrificats, es va fer la

dissecció dels dos mascles per tal de retirar-ne l'aparell genital. Tot seguit, l'aparell genital

de cada mascle va ser dipositat en un recipient termoaïllant i portat immediatament fins

al laboratori, on van ser estesos en una taula de dissecció a fi de separar-ne els testicles i

els epidídims (Esquema 1).

Els testicles i els epidídims van ser pesats en una balança Cobos D-4000SX de sensibilitat

0,1 g (Taula I). Finalment, es va procedir a l'obtenció de les mostres de l'epidídim, que van

ser processades per a la seva observació al microscopi òptic i als microscopis electrònics de

transmissió i d'escànning. Les mostres es van extreure de les tres regions del conducte

epididimari: caput (regió cefálica o cap), corpus (regió corporal o cos) i cauda (regió caudal

o cua) (Esquema 1).

El temps transcorregut entre l'extracció de l'aparell genital dels mascles en la sala de

desfet de l'escorxador i l'inici del processat de les mostres d'epidídim al laboratori fou,

aproximadament, d'uns 20 minuts.

TAULA I. Edat, pes corporal en viu i pes dels testicles dret i esquerre, i
dels epidídims dret i esquerre de cada mascle.

Característiques

Edat (mesos)

Pes corporal en viu (Kg)

Pes testicle dret (g)

Pes testicle esquerre (g)

Pes epidídim dret (g)

Pes epidídim esquerre (g)

Mascle no. 1

30

266

410

375

106

102

Mascle no. 2

36

301

595

528

158

134
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B

Esquema 1. Esquema que il·lustra les parts més significatives de l'aparell genital de mascles
porcins sexualment madurs. B, beina; BE, corpus epididimari; CD, conducte deferent;
GB, glàndula bulbouretral o de Cowper; GP, pròstata; GS, vesícula seminal; HE, caput
epididimari; P, penis; T, testicle; TE, cauda epididimari.

2. MÈTODES.

A continuació es descriuen els mètodes utilitzats per al processat de les mostres per

ser observades aj microscopi òptic (MO), al microscopi electrònic de transmissió (MET) í al

microscopi electrònic d'escànning (MES).
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2.1. Processat de les mostres d'epididim per ser observades al
Microscopi Òptic fMO).

El processat de les mostres per ser observades al MO s'ha fet d'acord amb el protocol

descrit per Kiernan (1990).

• Fixació: Les mostres han estat fixades amb líquid de Bouln (solució aquosa saturada

d'àcid picric: 75 ce, formol al 40%: 20cc i àcid acètic glacial: 5cc) durant 24 hores.

• Deshidratació: Un cop rentades durant 24 hores més amb abundant aigua corrent, les

mostres han estat deshidratades en sèrie alcohòlica creixent (etanol de 70°, 90°, 96°

i 100°) i transferides a xilol.

• Imbibició i inclusió: La imbibició ha estat feta a l'estufa a 60°C amb Histosec de 56° a

58° pF (Merck, 11609) i la inclusió s'ha fet amb Histosec de les mateixes

característiques a una temperatura de 4°C.

• Microtomia: Les seccions de les mostres, d'uns 7 |im de gruix, han estat obtingudes a

partir d'un micròtom model Autocut (Reichert) amb ganivetes de carbur de tungstè.

• Tinció: Les seccions obtingudes han estat tenyides amb les tincions habituals

Hematoxilina-Eosina i Tricòmic de Mallory, amb la tinció histoquímica P.A.Schiff-

Blau d'Alcià per a la demostració de mucopolísacàrids neutres i àcids,

respectivament, i amb la Impregnació Argéntica de Gomori per a la demostració de

les fibres de col.làgena i reticulina.

• Observació i microfotografia: Les seccions tenyides han estat observades amb un

MO de camp clar Zeiss Docuval i les microfotografies han estat efectuades amb

pel·lícula per a diapositiva en color Ektachrome 160 ASA per a llum artificial de

filament de tungstè.
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2.2. Processat de les mostres d'epidídim per ser observades al
Microscopi Electrònic de Transmissió ÍMET).

El processat de les mostres per ser observades al MET s'ha fet d'acord amb el

protocol descrit per Hayat (1989).

• Fixació: Les mostres han estat rentades amb tampó fosfat de Sorensen 0.16M pH 7,2,

fixades amb glutaraldehid al 2,5% en tampó fosfat durant 1 hora a 4°C, novament

rentades amb tampó fosfat i postflxades amb tetraòxld d'osml al 1% en aigua

bidestil.lada durant 1 hora a 4°C.

• Deshidratació: Les mostres han estat rentades amb aigua bidestll.lada, processades en

sèrie acetònlca creixent (acetona de 50°, 70°, 90°, 96° i 100°) i transferides a òxid de

propilè.

• Imbibició i inclusió: La imbibició de les mostres ha estat realitzada a 4°C, primer amb

una barreja d'òxid de propilè í resina Spurr (1:1) durant 60 minuts i després en dos

passos amb resina Spurr de 12 hores i 2 hores, respectivament. La Inclusió ha estat

realitzada amb resina epoxi Spurr de baixa viscositat ERL 4206 a 70°C (Spurr,

1969).

• Ultramicrotomia: Les seccions semifines, d'l a 2 }¿m de gruix, i les seccions fines, d'uns

70 a 80 nm de gruix, han estat obtingudes a partir d'un ultramicròtom model

Supernova (Reichert) amb ganivetes de vidre i de diamant Diatome 45°,

respectivament.

• Tinció i contrastació: Les seccions semifines han estat tenyides amb Blau de

Toluïdina al 1% en borax (borat sòdic) durant 1 o 2 minuts a 85°C (Santander,

1968). Les seccions fines han estat contrastades amb acetat d'uranil i citrat de plom

(Reynolds. 1963).

• Observació i micrografia: Les seccions semifines tenyides han estat observades amb

un MO de camp clar Zeiss Docuval i les microfotografies han estat efectuades amb

pel·lícula per a diapostiva en color Ektachrome 160 ASA (tungstè). Les seccions

fines contrastades han estat observades amb un MET Hitachi H-7000 i les

micrografies han estat efectuades amb plaques Kodak 4489.
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2.3. Processat de les mostres d'epididim per ser observades al
Microscopi Electrònic d'Escànning (MES).

El processat de les mostres per ser observades al MES s'ha fet d'acord amb el

protocol descrit per Pottu-Boumendil (1989).

• Fixació: Les mostres han estat rentades amb tampó fosfat de Sòrensen 0,16M pH 7,2,

fixades amb glutaraldehid al 2,5% en tampó fosfat durant 2 hores a 4°C. Un cop

rentades amb abundant tampó fosfat, han estat postflxades amb tetraòxid d'osml al

1% en aigua bidestil.lada durant 2 hores a 4°C.

• Deshidratació: Les mostres han estat rentades amb aigua bidestil.lada, processades en

sèrie alcohòlica creixent (etanol de 50°, 70°, 90°, 96° i 100°) i transferides a acetat

d'isoamil.

• Dessecació i metal.lització: Les mostres han estat dessecades pel mètode del punt

crític en un dessecador Pelaron E-3000, muntades sobre suports d'alumini i

metal.litzades en un sistema Sputtering Bio-Rad SC-510 amb recobriment d'or de 50

nm de gruix.

• Observació i micrografía: Les mostres metal.litzades han estat observades amb un

MES Hitachi S-570 i les micrografies han estat efectuades amb pel·lícula 120 Ilford

HP5.
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RESULTATS.

1. ESTRUCTURA.

El conducte epididlmari, Independentment de la regió que travessa, presenta una

estructura histológica básica comuna: un epiteli pseudoestratificat amb esterocilis,

envoltat d'una beina músculo-conjuntiva. En cada regió, però, el conducte epididimari

presenta uns valors específics pel que fa a diàmetre intern, alçada de l'epiteli i longitud

dels esterocilis (Làmina I: Figs. I, 2 i 3) (Taula II). El diàmetre intern del conducte

epididimari disminueix gradualment des de 215 um en el caput fins a 175 \an en el cauda.

L'alçada de l'epiteli del conducte epididimari, excloent-ne els esterocilis, és

aproximadament igual en les dues primeres regions (43-46 jim) i lleugerament inferior en

el cauda (37 um). La longitud dels esterocilis és màxima en el caput (13 nm) i mínima en el

corpus (7 um) (Làmina II: Figs. 1, 3 i 5). Hi ha altres característiques que també permeten

distingir si el conducte epididimari travessa el caput, el corpus o el cauda. La màxima

densitat d'esterocílis s'observa en Ja regió corporal (Làmina II: Figs. 1, 3 i 5). La beina

músculo-conjuntiva està més desenvolupada en el cauda, però més vascularitzada en el

caput i el corpus. (Làmina I: Figs. 6 í 7). El lumen del conducte epididimari està ocupat per

esperma i cèl·lules somàtiques. Les cèl·lules somàtiques luminals són mononucleades i es

distingeixen de les cèl·lules germinals per la seva forma esfèrico-ovoidal (aprox. 6 um de

diàmetre), l'elevada relació nucleoplasmàtica i l'aspecte granular del citoplasma (Làmina I:

Fig. 5). Les cèl·lules somàtiques, encara que molt escasses, on són més nombroses és en el

cauda (Làmina I: Figs. 4 i 5).

TAULA ü. Característiques histològiques del conducte epididimari en les
tres regions (caput, corpus i cauda) de l'epidídim.*

Característiques

Diàmetre intern del conducte (um)

Alçada de l'epiteli sense esterocilis (um)

Longitud dels esterocilis (um)

Regió Epididimària

CAPUT

2 15,8 ±22,3

42,8 ± 2,2

12,6 ±0,5

CORPUS

205,0+19,5

45.8 ± 3,9

6,7 ± 1,0

CAUDA

175,2 ± 14,6

37,4 ±2,6

9.0 ±2,0

* Les dades, exposades com a mitjana ± desviació típica, representen les 50 mesures

efectuades per a cada característica 1 regió epididimària estudiada.
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Al llarg de les tres regions epididimàries es poden trobar fins a cinc tipus cel·lulars

epitelials: les cèl·lules principals, les cèl·lules basáis, les cèl·lules clares, les cèl·lules

estretes i les cèl·lules basòfiles. Les cèl·lules principals, les més nombroses en les tres

regions epididimàries, són columnars, de citoplasma lleugerament acidòfil i amb

esterocilis, i tenen un nucli oval de cromatina laxa en què destaquen un o dos nuclèols

molt desenvolupats (Làmina II: Fig. 6). Les cèl·lules basáis, distribuïdes de forma

homogènia al llarg del conducte epididimari, descansen sobre la làmina basal i no arriben

a la superfície lliure, són piramidals, el citoplasma és molt escàs i semblant al de les

cèl·lules principals, el nucli és arrodonit i la cromatina laxa. Les cèl·lules clares, estretes i

basòfiles són més nombroses en la regió caudal de l'epidídim que en les regions cefálica í

corporal i es disposen en l'epiteli entre les cèl·lules principals. Les cèl·lules clares són

prismàtiques, el citoplasma té escassa afinitat pels colorants acidòfils i basòfils, el nucli

és lleugerament allargat i la cromatina més condensada que en les cèl·lules principals

(Làmina H: Fig. 4). Les cèl·lules estretes són prismàtiques i molt primes i destaquen per la

seva elevada basofília citoplasmàtica (Làmina II: Fig. 2). Les cèl·lules basòfiles són

arrodonides, es poden trobar a qualsevol alçada de l'epiteli entre les cèl·lules principals i el

seu citoplasma és molt reduït i basòfil (Làmina I: Fig. 4). En cap de les tres regions de

l'epidídim s'han observat cèl·lules epitelials PAS + i Blau d'Alcià +, responsables de

secrecions mucoses neutres o àcides, respectivament.

2. ULTRAESTRUCTURA.

2.1. Cèl·lules Principals. (Esquema 4).

Les cèl·lules principals són prismàtiques i s'estenen des de la membrana basal, a la

qual s'adhereixen per hemidesmosomes, fins a la superfície lliure de l'epiteli.

El nucli de la cel. lula principal pot trobar-se a qualsevol alçada, encara que acostuma a

prendre posicions medio-basals (Esquema 2). El nucli de posició basal és arrodonit,

presenta profundes invaginacions de l'embolcall nuclear, disposa d'una cromatina laxa i

homogèniament distribuïda, i d'un únic nuclèol adherit a l'embolcall nuclear (Làmina III:

Figs. 1 i 2) (Esquema 2). El nucli de posició medial és oval, les invaginacions de l'embolcall

nuclear no són tan profundes i el nuclèol es fa més prominent i se separa de l'embolcall

nuclear (Làmina HI: Fig. 3) (Esquema 2). El nucli de posició medio-apical és oval, perd les
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invaginacions de l'embolcall nuclear i el nuclèol es fa encara més prominent o bé se

n'observa més d'un (Làmina III: Fig. 4) (Esquema 2).

Esquema 2. Esquema que mostra tres estadis del desenvolupament del nucll de les cèl·lules
principals. En un primer estadi (Ai, el nucll, que ocupa una posició basal, és arrodonit 1
amb profundes invaginacions de l'embolcall nuclear i presenta un únic nuclèol adherit a
l'embolcall nuclear. En un segon estadi (B), el nucli, que ocupa una posició medial, és
lleugerament oval 1 les invaginacions de l'embolcall nuclear no són tan profundes i
estretes com en l'estadi anterior. El nuclèol es fa més voluminós i es desprèn de
l'embolcall nuclear. En el darrer estadi (C), el nucli, que ocupa una posició medio-apical,
és oval, no presenta Invaginacions de l'embolcall nuclear i, sovint, s'observa més d'un
nuclèol.

En el citoplasma supranuclear i medio-apical d'aquestes cèl·lules s'observen abundants

grànuls de secreció, mitocòndries i cisternes del reticle endoplasmàtic llis. Aquests

orgànuls cel·lulars es troben agrupats formant uns conjunts que segueixen un procés

morfogenètic molt característic (Esquema 3). En una primera fase, les cisternes del reticle

endoplasmàtic es reuneixen formant diverses unitats de 3 a 4 nies de cisternes disposades

concèntricament (Làmina HI: Fig. 5) (Esquema 3). En una fase següent, cadascuna

d'aquestes unitats creix per l'aposició externa de més cisternes, per l'addició de

mitocòndries intercalades entre les cisternes i per l'aparició, en el centre d'aquestes

unitats, de grànuls de secreció de matriu granular, homogènia i lleugerament

electrodensa (Làmina III: Fig. 6) (Esquema 3). Quan aquestes unitats sintetitzadores

arriben al diàmetre màxim, uns 8 um, els grànuls de secreció es disposen en el centre

geomètric i són coberts per més de 8 capes de cisternes del reticle endoplasmàtic, entre les

quals es disposen nombroses mitocòndries (Làmina III: Fig. 7) (Esquema 3).

Progressivament, i amb la finalitat d'alliberar els grànuls de secreció de les unitats
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sintetitzadores, les cisternes del reticle endoplasmàtic es van separant i desembolicant

(Làmina III: Fig. 8; Làmina IV: Fig. 1) (Esquema 3). Les mitocòndries alliberades són

retingudes majoritàriament en el citoplasma perinuclear. Les cisternes del reticle

endoplasmàtic inicien un procés de vesiculització i les vesicules resultants, juntament

amb els grànuls de secreció alliberats, es dirigeixen cap al citoplasma medio-apical

(Làmina III: Fig. 9). En la regió medio-apical, els grànuls de secreció redueixen

gradualment el diàmetre i la seva matriu esdevé més homogènia i més electrodensa

(Làmina IV: Fig. 2). Finalment, els grànuls de secreció es dirigeixen cap al citoplasma

apical on s'emmagatzemen. En aquesta zona del citoplasma, els grànuls de secreció

tendeixen a fusionar-se formant grànuls de diàmetre progressivament més gran i de

matriu menys electrodensa (Làmina IV: Fig. 3). Així doncs, en el desenvolupament dels

grànuls de secreció hom pot distingir tres estadis. Els grànuls de secreció s'originen en les

unitats sintetitzadores. Dins d'una unitat sintetitzadora desenvolupada es poden

observar grànuls de secreció immadurs de dues classes: l'estadi més juvenil o grànuls de

secreció no condensats i l'estadi menys immadur o grànuls de secreció condensats. Els

grànuls de secreció no condensats són més voluminosos que els altres i tenen una matriu

granular molt fina i lleugerament electrodensa. Els grànuls de secreció condensats tenen

un diàmetre reduït i la seva matriu és homogènia i més electrodensa. Els grànuls de

secreció condensats, un cop alliberats de les unitats sintetitzadores, es dirigeixen cap al

citoplasma apical, on es descondensen a fi de formar els grànuls de secreció

descondensats o estadi madur, caracteritzats per una matriu homogènia i molt clara.

La superfície lliure de les cèl·lules principals es caracteritza per la presència de nombrosos

esterocilis dirigits cap a la cavitat del conducte epididimari (Làmina IV: Fig. 4).

2.2. Cèl·lules Basáis. (Esquema 4).

Les cèl·lules basáis són piramidals, tenen un diàmetre a la base de 6,5 \im i una

alçada màxima de 5,5 (om. No arriben a la superfície lliure de l'epiteli. Descansen sobre

una membrana basal a la qual s'uneixen per hemidesmosomes. En alguns punts del

recorregut de la membrana plasmática sobre la membrana basal hom pot observar figures

d'endocitosi (Làmina IV: Fig. 5).

El nucli, ísodiamètric (3,5 \aa de diàmetre) amb profundes invaginacions de l'embolcall

nuclear, és eucromàtic (cromatina laxa, finament granular i distribuïda homogèniament) i

presenta un nuclèol voluminós, electrodens i associat a l'embolcall nuclear (Làmina IV:

Fig. 6).
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El citoplasma, moderadament electrodens, conté mitocòndries esfèrico-bacil.lars i

cisternes de reticle endoplasmàtic llis i rugós (Làmina IV: Fig. 5).

Esquema 3. Esquema que mostra quatre estadis del desenvolupament de les unitats
sintetitzadores de les cèl·lules principals. En un primer estadi (A), cada unitat
sintetltzadora està constituïda per 3 o 4 capes de reticle endoplasmàtic (RE) disposades
de forma concèntrica. En un segon estadi (B), la unitat slntetitzadora creix per aposició
de noves cisternes del reticle endoplasmàtic i per addició de mitocòndries (M), alhora
que, en el centre geomètric de la unitat sintetltzadora, apareixen grànuls de secreció (G).
En l'estadi més evolucionat (C), una unitat sintetitzadora conté tres elements: les
cisternes de reticle endoplasmàtic, les mitocòndries i els grànuls de secreció en diversos
estadis de condensació del material matricial. El darrer estadi (D) es caracteritza per
l'obertura distal de l'embolcall format per les cisternes del reticle endoplasmàtic i per
l'alliberament dels grànuls de secreció cap a la zona medio-apical del citoplasma.
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2.3. Cèl·lules Clares. (Esquema 4).

Les cèl·lules clares s'observen pàl·lides en microscopía òptica després d'aplicar

algunes tècniques habituals de tinelo (Hematoxilina-Eoslna o Tricròmic de Mallory). En

microscopía electrònica de transmissió, aplicant les tècniques habituals de contrast, les

cèl·lules clares s'observen més electrodenses que les cèl·lules principals (Làmina IV: Figs.

7, 8 i 10). Disposades entre les cèl·lules principals, descansen sobre la membrana basal a

la qual arriben mitjançant fines perllongacions citoplasmàtiques (Làmina IV: Fig. 7).

El nucli sol ocupar posicions medials i esdevé progressivament allargat (10 x 3,5 (¿m). El

contorn nuclear és lleugerament fistonejat i hi apareix una invaglnació que progressa fins

a definir dos lòbuls nuclears asimètrics. L'eucromatina manté l'aspecte granular però

esdevé més electrodensa que la de les cèl·lules principals. El nuclèol, molt desenvolupat,

es desprèn de l'embolcall nuclear (Làmina IV: Figs. 819).

El citoplasma basal és electrodens i lleugerament vacuolitzat. El citoplasma perinuclear es

troba molt vacuolitzat, conté abundants mitocòndries esfèriques i alguns grànuls de

secreció de matriu homogènia i electrodensa (grànuls de secreció condensats). El

citoplasma medio-apical es caracteritza per la presència d'abundants elements vesiculars 1

alguns grànuls de secreció en diferents estadis del procés de maduració (Làmina IV: Flg.

10). En la porció citoplasmàtica apical, els grànuls de secreció madurs es fusionen per

formar grans masses secretores que seran secretados mitjançant un procés de secreció

apocrina que inclou els esterocilis (Làmina V: Figs. 1, 2 i 3). La morfologia del citoplasma

apical d'una cel.lula principal en l'estadi més madur és molt similar a la morfologia

citoplasmàtica d'una cèl·lula clara. Probablement, la cèl.lula principal esdevé cèl.lula clara

una vegada s'ha produït l'extrusió citoplasmàtica apical. En la cavitat del conducte

epididimari, les grans masses citoplasmàtiques secretades plasmolitzen i alliberen el seu

contingut entre l'esperma (Làmina V: Figs. 516). Algunes vegades, el procés secretor pot

afectar prematurament les cèl·lules principals, donant lloc a un fenomen de secreció

holocrina que comporta l'extrusió del nucli i de tot el contingut citoplasmàtic cap a la

cavitat del conducte epididimari (Làmina V: Fig. 4).

2.4. Cèl·lules Estretes. (Esquema 4).

Les cèl·lules estretes són escasses i es troben disposades entre les cèl·lules

principals. El diàmetre mitjà d'aquestes cèl·lules és de 4 o 5 pm; un diàmetre molt reduït si

es compara amb el de les cèl·lules principals (8-9 \aa) (Làmina V: Fig. 7).



159
Estructura i UZtrastructura del Conducte Epididimari: Resultats

El nucli, allargat i bilobulat, conté una eucromatina granular amb àrees

heterocromàtiques electrodenses i disposades lliurement o associades a l'embolcall

nuclear. El nuclèol, reduït, sol disposar-se adherit a l'embolcall nuclear (Làmina V: Fig. 7).

El citoplasma es troba molt vacuolitzat i mostra, així, indicis d'una progressiva

degeneració citoplasmàtica. Els vacúols, de diàmetre molt variat, presenten una matriu

molt clara i estan disposats estretament dins d'un citoplasma escàs i molt electrodens

(Làmina V: Fig. 7).

Hom pot observar tipologies cel·lulars intermèdies entre les descrites per a les cèl·lules

basáis, principals, clares i estretes.

2.5. Cèl·lules Basòfíles. (Esquema 4).

Les cèl·lules basòfiles són esferoidals, d'uns 4,5 |im de diàmetre, i es troben situades

a diferents nivells entre les cèl·lules principals. Un dels fets més característics d'aquestes

cèl·lules és l'elevada relació nucleoplasmàtica (Làmina VI: Fig. 1).

El nucli és esfèric i de contorn lleugerament sinuós. L'eucromatina és granular i

electrodensa, hi destaquen àrees heterocromàtiques molt desenvolupades adherides a

l'embolcall nuclear i disperses entre el nucleoplasma (Làmina VI: Figs. 1 i 2).

El citoplasma és molt escàs, conté mitocòndries esfèriques de matriu poc electrodensa,

algunes cisternes del reticle endoplasmàtic rugós i alguns lisosomes primaris i secundaris.

Les expansions citoplasmàtiques que presenten els serveixen per desplaçar-se entre les

cèl·lules epitelials (Làmina VI: Fig. 2).

Hom pot observar cèl·lules basòfiles en la porció conjuntiva de la beina muscular més

propera a l'epiteli (Làmina VI: Fig. 3) i en la llum del conducte epididimari, on poden

apreciar-se figures de fagocitos!.

2.6. Beina músculo-conjuntiva.

La beina músculo-conjuntiva, molt més desenvolupada en la regió caudal de

l'epidídim, està formada per dues capes de teixit muscular llis: una capa interna o

longitudinal, més desenvolupada, i una capa més externa o circular, menys

desenvolupada. Entre les cèl·lules musculars llises es poden observar unions estretes

(Làmina VI: Fig. 4). El teixit conjuntiu intrínsec de la beina esdevé més fibrós o dens en la

regió caudal del conducte epididimari. En la regió cefálica de l'epidídim, les fibres de
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col.làgena, tot i ser abundants, no formen vertaders feixos. En la regió caudal, les fibres

de col.làgena es disposen densament formant feixos compactes que, fins i tot, poden

provocar intenses deformacions i imaginacions de la cèl·lula muscular (Làmina VI: Figs. 5

i 6). Entre el teixit conjuntiu de la beina hom pot trobar vasos sanguinis,

fonamentalment capilars, els quals són particularment abundants en la regió cefálica de

l'epidídim.
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Esquema 4. Esquema que mostra l'aspecte morfològic més representatiu dels cinc tipus
cel·lulars presents a l'epiteli epididimari. La cel.lula principal (PC) destaca per l'escassa
electrodensitat del citoplasma i del nucli, així com per la presència d'esterocilis (E),
unitats sintetitzadores (US) i grànuls de secreció (G). Les cellules basáis (BC) descansen
sobre la membrana basal i no arriben a la superfície lliure de l'epiteli. Les cèl·lules
clares (CC) destaquen per la presència de figures de secreció apociina (AS). Les cèl·lules
estretes (EC) presenten un citoplasma molt electrodens i vacuolitzat. Les cèl·lules
basòfiles (BpC), situades a qualsevol nivell de l'epiteli, destaquen per l'elevada
electrodensitat del nucli i del citoplasma, així com per l'elevada relació nucleoplasmàtica.
Totes les cèl·lules, a excepció de les cèl·lules basòfiles, descansen sobre la membrana
basal i s'hi adhereixen per hemidesmosomes (H).
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LÁMINA I.

Mg. 1. Secció transversal del conducte epididimarí al seu pas per la regló cefálica de l'epldidlm.
E, epiteli; S, esperma; V, vas sanguini (arterlola). Impregnació Argéntica de Gomori. 160
X.

Fig. 2. Secció transversal del conducte epididimarí al seu pas per la regió corporal de l'epldidlm.
E, epiteli; S, esperma. Impregnació Argéntica de Gomori. 160 X.

Fig. 3. Secció transversal del conducte epididimarí al seu pas per la regió caudal de l'epldidlm.
C, beina músculo-conjuntiva; E, epiteli; S, esperma. Impregnació Argéntica de Gomori.
160 X.

Fig. 4. Secció transversal del conducte epididimarí al seu pas per la regió caudal de l'epldidlm.
Observeu la presència de cèl·lules basòflles Intraepltellals 1 en la llum del conducte.
B, cèl·lula basòflla; E, epiteli; S, esperma. Trtcròmíc de MaUory. 600 X.

Fig. 5. Cel.lula basòflla en la llum del conducte epididimarí al seu pas per la regló caudal de
l'epldidlm. Es pot apreciar l'elevada relació nucleoplasmàtica, la presència d'un nucli de
cromatina molt fina i dos nuclèols molt desenvolupats. C, citoplasma; N, nucli.
Hematoxiltna-Eoslna. 1200 X.

Fig. 6. Secció transversal del conducte epididimari al seu pas per la regió cefálica de l'epldídim.
En aquesta regió és molt freqüent observar una elevada vascularització de la beina
músculo-conjuntiva. C, beina músculo-conjuntiva; V, vasos sanguinis. Trfcròmfc de
MaUory. 400 X.

Fig. 7. Secció transversal del conducte epididimari al seu pas per la regió caudal de l'epidídlm.
En aquesta regió destaca l'elevat desenvolupament de la beina músculo-conjuntiva.
C, beina músculo-conjuntiva. Trícròmíc de MaUory. 300 X.
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LÀMINA II.

Fig. 1. Epiteli del conducte epididimari al seu pas per la regió cefálica de l'epidídim. Observeu
la longitud i distribució dels esterocilis i l'alçada de l'epiteli. C, beina músculo-
conjuntiva; E, epiteli; S, esterocilis. Hemataxtlina-Eostna. 320 X.

Fig. 2. Epiteli del conducte epididimari al seu pas per la regió caudal de l'epidídim. Les cèl·lules
estretes destaquen entre les cèl·lules principals per l'elevada afinitat tintorial del
citoplasma i del nucli. E, cèl·lules estretes. Trícròmtc de Mallory. 1500 X.

Fig. 3. Epiteli del conducte epididimari al seu pas per la regió corporal de l'epidídim. Observeu
la longitud i distribució dels esterocilis i l'alçada de l'epiteli. C, beina músculo-
conjuntiva; E, epiteli; S, esterocilis. Hematoxiltna-Eoslna. 320 X.

Fig. 4. Epiteli del conducte epididimari al seu pas per la regió corporal de l'epidídim. Les
cèl·lules clares, distribuïdes entre les cèl·lules principals, presenten un citoplasma amb
molt baixa afinitat tintorial. Algunes imatges suggereixen un mecanisme de secreció
holocrina (vegeu la fletxa). C, cèl·lules clares. Trícròmíc de Mallory. 1500 X.

Fig. B. Epiteli del conducte epididimari al seu pas per la regió caudal de l'epidídim. Observeu la
longitud i distribució dels esterocilis i l'alçada de l'epiteli. C, beina músculo-conjuntiva;
E, epiteli; S, esterocilis. HemataxlUna-Eoslna. 320 X.

Fig. 6. Epiteli del conducte epididimari al seu pas per la regió caudal de l'epidídim. Observeu la
gran diversitat morfològica i posicional del nucli de les cèl·lules principals. P, cèl·lules
principals. Trícròmíc de Mallory. 1200 X.
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LÁMINA III.

Pig. 1. Nucli esíèric d'una cèl·lula principal en posició citoplasmàtica basal. Es poden apreciar
les profundes i estretes invaginacions de l'embolcall nuclear, la textura fina i granular de
la cromatina i la presència d'un únic nuclèol adherit a l'embolcall nuclear.
BM, membrana basal; NI, invaginacions de l'embolcall nuclear; NU, nuclèol. Bar= 1,3 nm.
6100 X.

Pig. 2. Nucli pseudoesfèrlc d'una cèl·lula principal en posició citoplasmàtica basal. L'embolcall
nuclear presenta una profunda invaginació i el nuclèol es troba allotjat en un lòbul
nuclear, adherit a l'embolcall nuclear. NI, invaginació de l'embolcall nuclear;
NU, nuclèol. Bar= 1,3 nm. 6100 X.

Pig. 3. Nuclis ovoidals de dues cèl·lules principals en posicions cltoplasmàtiques medials (2) i
medio-apicals (1). Les invaginacions de l'embolcall nuclear tendeixen a desaparèixer i el
nuclèol es fa més voluminós i més electrodens. NI, invaginacions nuclears; NU, nuclèol.
Bar= 2,3 ^im. 3500 X.

Pig. 4. Nucli oval d'una cèl.lula principal en posició citoplasmàtica medio-apical. Les
invaginacions de l'embolcall nuclear han desaparegut i s'observen dos nuclèols.
NU, nuclèols. Bar= 1,6 |im. 5000 X.

Pig. 5. Citoplasma supranuclear d'una cèl.lula principal en què s'observen dues unitats
secretores en un estadi inicial de desenvolupament. Cada unitat secretora està
constituïda per 3 o 4 capes de reticle endoplasmàtic disposades concèntricament.
ER, reticle endoplasmàtic. Bar= 0,5 \un. 16000 X.

Fig. 6. Unitat secretora d'una cèl.lula principal en què es poden observar els tres elements
constituents: mitocòndries, cisternes del reticle endoplasmàtic i grànuls de secreció.
ER, reticle endoplasmàtic; G, grànuls de secreció; M, mitocòndries. Bar= 0,6 \im. 13300
X

Pig. 7. Unitat secretora madura d'una cèl.lula principal. CC, cèl.lula clara; ER, reticle
endoplasmàtic; G, grànuls de secreció; M, mitocòndries. Bar= 2 \im. 4000 X.

Pig. 8. Regió citoplasmàtica medio-apical d'una cèl.lula principal. Les cisternes del reticle
endoplasmàtic es desemboliquen per la zona més apical de la unitat secretora i alliberen
les mitocòndries i els grànuls de secreció. ER, reticle endoplasmàtic; G, grànuls de
secreció; M, mitocòndries; N, nucli. Bar= 1,3 nm. 6100 X.

Pig. 9. Regió citoplasmàtica medio-apical d'una cèl.lula principal. S'observen els grànuls de
secreció condensats i no condensats, alliberats de les unitats secretores. CG, grànuls de
secreció condensats; G, grànuls de secreció no condensats; M, mitocòndries; N, nucli.
Bar= 1,1 nm. 7200 X.
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LÁMINA IV.

Fig. 1. Unitat secretora d'una cèl.lula principal. Les cisternes del reticle endoplasmàtic es
desemboliquen, les mitocòndries i els grànuls de secreció abandonen les unitats
secretores i els grànuls de secreció es dirigeixen cap al citoplasma apical. ER, reticle
endoplasmàtic; G, grànuls de secreció; M, mitocòndries. Bar= 1,2 jim. 6500 X.

Fig. 2. Aspecte del citoplasma apical d'una cèl.lula principal. Observeu l'acumulació majoritària,
de grànuls de secreció condensats i de matriu electrodensa, d'alguns grànuls de
secreció no condensats i de mitocòndries. CG, grànuls de secreció condensats;
G, grànuls de secreció no condensats; M, mitocòndries. Bar= 0,5 (xm. 15800 X.

Fig. 3. Aspecte del citoplasma més apical d'una cèl.lula principal. Observeu la poca
electrodensitat dels grànuls de secreció madurs originats per la fusió dels grànuls de
secreció condensats. MG, grànuls de secreció madurs. Bar= 2,2 |¿m. 3600 X.

Fig. 4. Superfície apical d'una cèl.lula principal revestida d'esterocilis. E, esterocilis. Bar= 0,6
Hm. 13300X.

Fig. 5. Aspecte general d'una cèl.lula basal. Observeu les profundes invaginaclons de l'embolcall
nuclear i les figures d'endocitosi. B, membrana basal; E, endocltosi; ER, reticle
endoplasmàtic; M, mitocòndries. Bar= 1,1 nm. 7300 X.

Fig. 6. Aspecte del nucli d'una cèl.lula basal. Observeu la profunda 1 ramificada invaglnació de
l'embolcall nuclear, i la presència d'un únic nuclèol adherit a aquest embolcall.
NI, Invaglnació de l'embolcall nuclear; NU, nuclèol. Bar= 1,3 nm. 6200 X.

Fig. 7. Regió citoplasmàtica basal d'una cèl.lula clara entre dues cèl·lules principals. Aquesta
regió del citoplasma ofereix un aspecte vacuolitzat i electrodens. BM, membrana basal;
CC, cèl.lula clara; PC, cèl.lula principal. Bar= 1,1 |im. 7300 X.

Fig. 8. Regló citoplasmàtica medial d'una cèl.lula clara. Es pot apreciar un nucli bilobulat 1
asimètric i un citoplasma molt vacuolitzat que Inclou reticle endoplasmàtic 1 mitocòndries.
Aquesta vacuolització és simptomàtica d'un procés cel.lular degeneratlu. CC, cèl.lula
clara; N, nucli; PC, cèl.lula principal. Bar= 2,2 \im. 3600 X.

Fig. 9. Aspecte del nucli 1 del citoplasma perinuclear d'una cèl.lula clara. El citoplasma es
caracteritza per la presència de vesícules, mitocòndries, grànuls de secreció condensats i
grànuls de secreció no condensats. Les vesícules provenen d'un procés degeneratiu de
veslculltzació del reticle endoplasmàtic. CG, grànuls de secreció condensats; G, grànuls
de secreció no condensats; M, mitocòndries; V, vacúols. Bar= 1,1 \im. 7300 X.

Fig. 1O. Secció transversal de l'epiteli per la regió medio-apical del citoplasma d'una cèl.lula
clara 1 d'una cèl.lula principal. Observeu el contrast que hi ha entre l'elevada
electrodensitat citoplasmàtica de la cèl·lula clara 1 l'aspecte molt menys electrodens del
citoplasma de la cèl.lula principal. CC, cèl·lula clara; PC, cèl.lula principal. Bar= 1 ^m.
8000 X.
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Figures: la?.
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LÁMINA V.

Fig. 1. Secció longitudinal de la regió apical del citoplasma d'una cèl·lula clara. Observeu
l'emmagatzemament dels grànuls de secreció madurs o descondensats en la regló
citoplasmàtica medio-apical, així com la fusió dels grànuls en la regió més apical a fi de
formar grans masses secretores que seran expulsades per un mecanisme de secreció
apocrina. Aquest fenomen d'extrusió comporta la reducció i pèrdua d'esterocilis.
A, secreció apocrina; E, esterocilis; MG, grànuls de secreció madurs. Bar= 2 urn. 4000 X.

Fig. 2. Aspecte de la superficie epitelial del conducte epidldlmari al seu pas per la regió caudal
de l'epididim. Observeu l'extrusló apocrina de les masses secretores entre el revestiment
dens d'esterocilis. G, masses secretores provinents de les cèl·lules clares per secreció
apocrina; S, espermatozoides immadurs; SC, esterocilis. Bar= 3,6 nm. 2200 X.

Fig. 3. Aspecte d'una massa secretora acabada d'alliberar a la llum del conducte epididimari. Es
pot observar l'aspecte altament vacuolitzat i electrodens del citoplasma, i la presència
d'alguns esterocilis residuals, en general, d'escassa longitud. SC, esterocilis. Bar= 3,6
Hm. 2200 X.

Flg. 4. Aspecte d'una unitat secretora alliberada a la llum del conducte epididimari. ER, reticle
endoplasmàtic; G, grànuls de secreció Immadurs no condensats; M, mitocòridries;
S, espermatozoides. Bar= 1 |4.m. 8000 X.

Fig. B. Aspecte d'una massa secretora alliberada a la llum del conducte epididimari en què es
pot observar la progressiva plasmòlisl 1 dissolució dels seus components. P, membrana
plasmática. Bar= 0,8 urn. 10000X.

Fig. 6. Aspecte turgescent de les restes d'una massa secretora. Observeu el contacte entre la
membrana plasmática de la massa secretora 1 la peça Intermèdia d'un espermatozoide.
H, secció longitudinal del cap d'un espermatozoide; MP, secció transversal de la peça
intermèdia d'un espermatozoide; SG, restes turgescents d'una massa secretora. Bar= 0,5
Hm. 16000 X.

Flg. 7. Secció longitudinal d'una cèl·lula estreta entre dues cèl·lules principals. El nucli és
bilobulat, asimètric i molt electrodens. El citoplasma, enterament vacuolitzat, mostra un
aspecte degeneratiu avançat. N, nucli; PC, cèl·lules principals; V, vacúols. Bar= 2 Hm.
4000 X.
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Figures: 1 a 6.
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LÀMINA VI.

Fig. 1. Cèl.lula basòflla allotjada a la regió basal de l'epiteli del conducte epidldlmari al seu pas
per la regió caudal de l'epldídlm. Observeu l'elevada electrodensltat del nucli 1 del
citoplasma 1 les nombroses Interdlgltaclons citoplasma tiques. BM, membrana basal;
BpC, cèl.lula basòftla; PC, cèl.lula principal. Bar= 1,6 \im. 5000 X.

Pig. 2. Cèl.lula basòflla en la regió medlo-basal de l'epiteli del conducte epldidlmari al seu pas
per la regió caudal de l'epldídlm. L, lisosoma; M, mltocòndria; N, nucli. Bar= 0,7nm.
11400 X.

Pig. 3. Cèl.lula basòflla en el teixit conjuntlu de la beina muscular del conducte epididimari al
seu pas per la regió caudal de l'epldídim. BpC, cèl.lula basòflla; CF, fibres de
col.làgena. Bar= 1,1 urn. 7300 X.

Pig. 4. Aspecte de les fibres musculars llises de la capa Interna (o longitudinal) de la beina
muscular del conducte epididimari al seu pas per la regió cefálica de l'epidídlm.
CF, fibres de col.làgena; N, nucli; O, unions estretes. Bar= 1,3 nm. 6200 X.

Pig. 5. Aspecte de les fibres musculars llises de la capa externa (o circular) de la beina muscular
del conducte epididimari al seu pas per la regló cefálica de l'epidídim. CF, fibres de
col.làgena; N, nucli. Bar= 1,8 nm. 4400 X.

Fig. 6. Aspecte de les fibres musculars llises de la capa Interna (o longitudinal) de la beina
muscular del conducte epididimari al seu pas per la regió caudal de l'epldídlm.
Observeu la formació de feixos de fibres de col.làgena molt desenvolupats que provoquen
deformacions profundes de la cèl.lula muscular llisa. CF, fibres de col.làgena. Bar= 1,8
Hm. 4400 X.
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DISCUSSIÓ.

L'epidídim pot ser dividit en diverses regions segons les espècies estudiades i segons

si els criteris utilitzats són anatomies, morfològics, cito-histoquímics o bioquímics (Soler i

col., 1991), La diversitat de criteris (Saitoh i col., 1990; Yeung i col., 1991), juntament amb

les particularitats observades a cada espècie, fan que no es pugui disposar d'un patró

general per a la divisió morfofuncional del conducte epididimari. En ratolins, Abe i col.

(1983), i en bocs. Goyal i Williams (1991) i Sánchez i col. (1991), descriuen cinc segments.

En rates. Reid i Cleland (1957), basant-se en la morfologia cel.lular de l'epiteli epididimari,

descriuen sis segments. El mateix nombre de segments, encara que amb diferents

característiques, ha estat descrit en toros i bens per Nicander (1957) i en cavalls per López

i col. (1989). En cobais, Hoffer i Greenberg (1978), Hoffer i Karnovsky (1981) i Greenberg i

Forssmann (1983), descriuen set segments. En hàmsters, Flickinger i col. (1978), i en gats,

Viotto i col. (1988), han descrit vuit segments. Malgrat aquestes diferències en el nombre i

caracterització morfofuncional dels diversos segments de l'epidídim, tots els autors estan

d'acord amb una classificació anatòmica que permet distingir, entre el testicle i el

conducte deferent, tres regions epididimàries: regió cefálica (cap o caput), regió corporal

(cos o corpus) i regió caudal (cua o cauda) (Glover i Nicander, 1971; Cortadellas, 1991).

Les diferències en l'alçada de l'epiteli del conducte, incloent-hi els esterocilis, entre les tres

regions de l'epidídim han estat estudiades en rosegadors per Flickinger i col. (1978), en

humans per Grignon i col. (1981) i en bocs per Goyal i Williams (1991). Les dades

d'aquests autors coincideixen amb les obtingudes en mascles porcins (Sus domesticas), i

indiquen una progressiva disminució de l'alçada de l'epiteli des del caput al cauda

epididimari. Wrobel i Fallenbacher (1974) van estudiar l'epiteli epididimari de mascles

porcins adults al microscopi òptic i, dividint l'epidídim en sis segments, assenyalaren que

l'alçada màxima de l'epiteli es dóna en el primer segment.

La superfície total de membrana dels esterocilis és més gran en el caput i el corpus que en

el cauda epididimari. Aquest fet pot explicar-se per la important funció absortiva de les

dues primeres regions de l'epidídim. Diversos estudis revelen que més d'un 90% del fluid

procedent del testicle és reabsorbit pels conductes eferents i caput epididimari en toros i

porcs (Crabo, 1965) i en rates (Turner, 1984). Dadoune (1981) va observar vesícules de

micropinocítosi (vesícules revestides) a la base dels esterocilis de les cèl·lules principals de

l'epiteli epididimari humà i establí, també, que més d'un 90% del fluid testicular és

reabsorbit per l'epidídim en les dues primeres regions de l'epidídim.
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El major desenvolupament de la beina músculo-conjuntiva en el cauda epididimari está

relacionat amb la funció d'emmagatzemament d'esperma i amb la intensa contracció que

s'hi dóna en el moment de l'ejaculació. Les nombroses unions estretes observades entre

les fibres musculars llises del cauda epididimari faciliten la transmissió de l'impuls

constrictor entre les cèl·lules musculars i afavoreixen una contracció ràpida i

sincronitzada de tota la beina muscular. El major desenvolupament de la beina músculo-

conjuntiva en el cauda epididimari ha estat descrit també per Goyal i Williams (1991) en

bocs.

La major vascularització del caput i corpus epididimaris s'explica per dues raons. Les

activitats sintètica i secretora de l'epiteli epididimari en aquestes dues regions són molt

superiors a les del cauda, fet que provoca que els requeriments de metabolits, precursors

dels productes sintetitzats, siguin també molt superiors. Per altra banda, Cooper (1986)

demostrà que: (a) la vascularització del cauda epididimari és independent de les dues

primeres regions, i que, (b) el control del procés de secreció epididimària es fa via hormonal

per la presència o absència d'andrògens testiculars que, essent secretats per les cèl·lules

de Leydig del testicle í conduïts pels vasos sanguinis testiculars, arriben al caput i corpus

epididimaris.

Soler i col. (1991), en un treball general sobre l'estructura de l'epiteli de l'epidídím dels

mamífers, descriuen cinc tipus cel·lulars: les cèl·lules principals, les cèl·lules basáis, les

cèl·lules apicals, les cèl·lules clares o estretes i les cèl·lules que presenten halo. Per altra

banda, Goyal i Williams (1991) descriuen quatre tipus cel·lulars generals (les cèl·lules

principals, les cèl·lules basáis, les cèl·lules apicals i les cèl·lules intraepitelials) i altres

tipus de cèl·lules específiques. Dins d'aquesta darrera modalitat hom pot destacar les

cèl·lules clares descrites per Brown i Montesano (1981), Sun i Flickinger (1982) í Soranzo i

col. (1982) en alguns rosegadors, i que no han estat descrites en l'epidídim dels cavalls,

conills, monos, toros i bocs (Ramos i Dym, 1977; Hoffer i Greenberg, 1978; Jones i col.,

1979; Goyal, 1985).

L'elevada activitat de síntesi i secreció proteica i lipídica de les cèl·lules principals ha estat

estudiada per Hoffer i Karnovsky (1981), Flickinger (1983 i 1985) i Flickinger i col. (1988).

En quasi totes les espècies estudiades, una de les característiques més singulars de les

cèl·lules principals és l'elevat desenvolupament del complex de Golgi i del reticle

endoplasmàtic llis (Nicander, 1979; Fain-Maurel i col,, 1981). Les unitats secretores

observades en porcí correspondrien a una modificació del complex de Golgi i del reticle

endoplasmàtic observat en altres espècies. Modificacions semblants a les descrites en

porcí han estat observades també en rosegadors per Laszczynska i col. (1990) amb la

denominació de cossos lamel.lars.
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D'acord amb Soler i col. (1991), les cel.lules apicals solen ser més abundants en la regió

cefálica de l'epidídim. Al microscopi òptic, aquestes cèl·lules no sembla que arribin a la

membrana basal i el seu aspecte és molt similar al de les cèl·lules principals. Segons Reid i

Cleland (1957) hom pot considerar-les com un estadi morfofuncional de les cèl·lules

principals. Les observacions realitzades per Abou-Haila i Fain-Maurel (1984) en l'epiteli

epididimari de la regió cefálica de l'epidídim de ratolins, demostren la presència d'unes

cellules apicals caracteritzades per un citoplasma molt vacuolitzat i ric en mitocòndries.

Aquest tipus de cèl·lules han estat descrites com a cèl·lules estretes per Hoffer i Greenberg

(1978) i per Sun i Flickinger (1980).

Les cèl·lules clares, d'acord amb les observacions realitzades per Reid i Cleland (1957) i

Sun i Flickinger (1979), es diferencien de les cèl·lules principals per l'elevat contingut de

vesícules i el nucli allargat o oval. De fet, per a alguns autors (Risley, 1970; Kumar i col.,

1980) hi ha dos tipus de cèl·lules clares en rates: les cèl·lules clares, pròpiament dites, i les

cèl·lules estretes.

Vendrely (1981) va establir el percentatge de cèl·lules principals, basáis i clares de l'epiteli

epididimari humà, en un 59%, 27% i 10%, respectivament. Robaire i Hermo (1988) van

observar, a més, una variació en el percentatge de cadascuna de les modalitats cel·lulars

al llarg del conducte epididimari. A la regió cefálica: 75% de cèl·lules principals, 13% de

cèl·lules basáis, 4% de cèl·lules clares i 8% de cèl·lules basòfiles; a la regió corporal: 70%

de cèl·lules principals, 20% de cèl·lules basáis, 6% de cèl.lules clares i 4% de cèl·lules

basòfiles; i, a la regió caudal: 67% de cèl.lules principals, 17% de cèl.lules basáis, 9% de

cèl.lules clares i 7% de cèl.lules basòfiles.

D'acord amb Dadoune (1981), la funció de les cèl.lules basáis és renovar la població de

cèl.lules principals. L'elevat percentatge de cèl.lules basáis és equivalent al de cèl.lules

principals que han de ser renovades. El mecanisme de secreció apocrina és més traumàtic

per a una cèl·lula que un mecanisme de secreció merocrina i aquest fet podria explicar la

necessària i elevada taxa de renovació de les cèl.lules principals. La presència de cèl.lules

clares riques en grans vesícules en la regió citoplasmàtica apical ha estat descrita també

per Reid i Cleland (1957) en l'epidídim dels rosegadors. Dadoune (1981) va observar que les

cèl.lules clares són més nombroses en les dues primeres regions epididimàries que, de fet,

són les regions secretores de l'epidídim. El mecanisme de secreció holocrina descrit en

porcí en algunes cèl.lules principals i clares, malgrat ser un procés atípic, també ha estat

descrit per Martan i col. (1964) en l'epiteli epididimari humà. Segons aquests autors, el

fenomen holocrí té lloc en cèl.lules sense esterocilis molt semblants a les cèl.lules

principals. Ocasionalment, aquestes cèl.lules es desprenen senceres de l'epiteli i

s'incorporen a la llum del conducte. Martan i col. (1964) afegeixen que aquestes cèl.lules
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de secreció holocrina reaccionen positivament a pH 1 amb l'àcid periòdic de Schiff i amb el

Blau d'Alcià. La presència de cèl·lules situades a la superfície lliure de l'epiteli epididimari

dels rosegadors ha estat descrita per Setty i Jehan (1977). Segons aquests autors,

aquestes "cèl·lules apicals" s'originen a partir de les cèl·lules principals. La interpretació

que les cèl·lules estretes són un estadi del procés degeneratiu de les cèl·lules principals ja

va ser avançat per Flickinger i col. (1978) en l'epiteli epididimari dels rosegadors. De

l'observació de l'epiteli epididimari de porcí es pot deduir que les anomenades cèl·lules

basáis, cèl·lules principals, cèl·lules clares i cèl.lules estretes són quatre estadis del

desenvolupament d'un mateix tipus cel.lular. Segons aquesta hipòtesi, la cel.lula

piramidal basal creix fins arribar a l'estadi de cèl.lula principal. La cel.lula principal

desenvolupa els esterocilis i, a partir de la formació i desenvolupament de les unitats

secretores, sintetitza i emmagatzema grànuls de secreció. Els grànuls de secreció van

omplint progressivament la regió citoplasmàtica medio-apical de la cèl.lula fins que, en la

porció més apical del citoplasma, els grànuls de secreció es fusionen formant grans

masses secretores que provoquen una deformació d'aquesta porció citoplasmàtica.

Aquesta deformació inclou la reducció del nombre i longitud dels esterocilis i dóna lloc,

així, a la típica morfologia d'una cèl.lula clara. La secreció apocrina de les cèl.lules clares

comporta la pèrdua de les masses secretores emmagatzemades a la regió medio-apical. La

cèl.lula clara perd longitud i diàmetre i es converteix en el que anomenem una cèl.lula

estreta, és a dir, una forma cel.lular degenerativa.

La semblança entre les cèl.lules basòfiles observades a l'epiteli epididimari i els leucòcits

ha estat descrita per Miller i Killian (1983) en l'epiteli epididimari dels rosegadors. Per altra

banda, la presència de leucòcits en la beina músculo-conjuntiva ha estat descrita per

diversos autors (Wang í Holstein, 1983; Soler i col., 1991) en l'epiteli epididimari humà.

Aquestes cèl.lules basòfiles epitelials han estat anomenades "halo cells" per Cooper (1986)

i la seva major presència en el cauda epididimari, tant en l'epiteli del conducte com en la

seva cavitat, també ha estat descrita en l'epidídim humà per Martan i col. (1964). Les

cèl.lules basòfiles de l'epiteli epididimari són, molt probablement, leucòcits procedents del

teixit conjuntiu subjacent que s'obren pas entre les cèl.lules epitelials (Hoffer i col., 1973)

i, en arribar a la superfície lliure de l'epiteli, es precipiten a la cavitat del conducte i es

barregen entre l'esperma epididimari (Goyal, 1985). Barratt i col. (1990), utilitzant

anticossos monoclonals per estudiar la distribució de les cèl.lules somàtiques al llarg de

la llum del tracte genital masculí, han descrit la presència de linfòcits T i macròfags tant

en l'epiteli com en la llum del conducte epididimari. Cal assenyalar que no és un fet

infreqüent observar, entre l'esperma, cèl.lules somàtiques lliures i macròfags que inclouen

cèl.lules gamètiques.
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2.1. Mètode d'anàlisi de la vitalitat espermàtica.

El mètode utilitzat per determinar la vitalitat de l'esperma epididimària ha estat

descrit per l'OMS (1989):

1) Barrejar una gota d'esperma amb dues gotes d'Eosina Y a l'l% en aigua

destil·lada i deixar actuar durant 30 segons.

2) Afegir tres gotes de Nigrosina al 10% en aigua destil·lada i homogeneïtzar la

mescla.

3) Col·locar una gota de la mescla en un portaobjectes, realitzar una extensió,

deixar assecar i observar al microscopi òptic de camp clar.

Amb aquesta tècnica els espermatozoides vius prenen una tonalitat grisa i els

espermatozoides morts agafen un color vermell-rosat (Làmina I: Fig. 3).

Les observacions han estat realitzades en un microscopi òptic Zeiss (Docuval) i, per a les

microfotografíes, s'ha utilitzat pel·lícula Ektachrome (160ASA) per a llum artificial de

tungstè.

Per establir les freqüències absolutes d'espermatozoides vius i d'espermatozoides morts

s'han observat un total de nou mostres, de 500 espermatozoides, corresponents a

cadascuna de les tres regions epididimàries dels tres mascles estudiats (Taula I).

2.2. Mètode d'anàlisi de la resistència osmótica dels acrosomes.

El mètode utilitzat per determinar la resistència osmótica dels acrosomes ha estat

descrit per Schilling i Vengust (1987). Per determinar la resistència osmótica dels

acrosomes cal preparar, prèviament, dues solucions aquoses de citrat sòdic, una

isotònica de SOOmOm (3,42g. de citrat sòdic dihidratat en 100 g de dissolució) i l'altra

hipotònica de 150mOm (l,14g. de citrat sòdic dihidratat en 100 g de dissolució). El

procediment que cal seguir és el següent:

1) Col·locar en dos flascons, A i B, la barreja següent:

A) 0,2 ml d'esperma + 3 ml de solució isotònica.

B) 0,2 ml d'esperma + 3 ml de solució hipotònica.

2) Incubar al bany marià a 39°C durant 15 minuts.

3) Col·locar una gota de cada flascó en un portaobjectes i observar, al microscopi de

contrast de fases a 1000X, el dany produït als acrosomes (Làmina I: Figs. 1 i 2).
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Les observacions han estat realitzades en un microscopi òptic Zeiss (Docuval). Per a les

microfotografies s'ha utilitzat pel·lícula Ektachrome (160ASA) per a llum artificial de

tungstè.

Per establir les freqüències d'espermatozoides amb l'acrosoma danyat i d'espermatozoides

amb l'acrosoma no danyat s'han analitzat nou mostres de cada flascó, de 500

espermatozoides, corresponents a cadascuna de les tres regions epididimàries dels tres

mascles estudiats (Taula II).

2.3. Mètode d'anàlisi de l'estabilitat cefálica dels espermatozoides.

Per observar l'estabilitat cefálica dels espermatozoides s'ha seguit el mètode utilitzat

per estudiar la morfologia de l'esperma ejaculada al microscopi òptic de camp clar que ha

estat descrit en el primer capítol d'aquesta memòria. Així doncs, les extensions d'esperma

han estat tenyides seguint el mètode Panòptic Ràpid de QCA.

Les observacions han estat realitzades en un microscopi òptic Zeiss (Docuval) i, per a les

microfotografies, s'ha utilitzat pel·lícula Ektachrome (160ASA) per a llum artificial de

tungstè.

Per establir les freqüències absolutes d'espermatozoides amb el cap isolat i

d'espermatozoides amb el cap normal s'han observat un total de nou mostres, de 500

espermatozoides, corresponents a cadascuna de les tres regions epididimàries dels tres

mascles estudiats (Taula III).

2.4. Mètode d'anàlisi de la morfologia espermàtica i de les aberracions
espermàtiques.

La morfologia espermàtica i les aberracions espermàtiques han estat estudiades al

microscopi òptic de camp clar i als microscopis electrònics de transmissió i d'escànning.

Per estudiar la morfologia i les aberracions espennàtiques al microscopi òptic s'ha seguit

el mètode descrit en aquesta memòria per a l'estudi de la morfologia de l'esperma

ejaculada, és a dir, el mètode Panòptic Ràpid de QCA i, a més, s'ha aplicat la tècnica

clàssica de Papanicolaou i de Feulgen (Alvarez, 1989). Les observacions han estat

realitzades en un microscopi òptic Zeiss (Docuval) i, per a les microfotografies, s'ha

utilitzat pel·lícula Ektachrome (160ASA) per a llum artificial de tungstè.
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Per determinar la morfologia espermàtica (establint les freqüències absolutes

d'espermatozoides madurs, d'espermatozoides immadurs amb gota proximal,

d'espermatozoides immadurs amb gota distal i d'espermatozoides aberrants), s'han

observat un total de nou mostres, de 500 espermatozoides, corresponents a cadascuna de

les tres regions epididimàries dels tres mascles estudiats (Taula IV).

Per determinar les aberracions espermàtiques (establint les freqüències absolutes de les

diverses malformacions estudiades), s'han observat un total de tres mostres de 10000

espermatozoides, corresponents a cadascuna de les tres regions epididimàries. Les

malformacions espermàtiques estudiades han estat les següents: (a) espermatozoides amb

la cua doblegada per la peça de connexió, (b) espermatozoides amb la cua doblegada per

la peça intermèdia, (c) espermatozoides amb la cua doblegada per l'anell de Jensen, (d)

espermatozoides amb la cua doblegada per la peça principal, (e) espermatozoides amb la

cua enrotllada, (f) espermatozoides amb dues cues fusionades, (g) espermatozoides

macrocefàlies, i (h) espermatozoides microcefàlics (Taula V).

Per estudiar la morfologia i les aberracions espermàtiques als microscopis electrònics

d'escànning i de transmissió s'han seguit els mètodes descrits en aquesta memòria per a

l'estudi de la morfologia de l'esperma ej aculada. Les mostres processades per a micoscòpia

electrònica d'escànning han estat observades en un microscopi electrònic d'escànnning

Hitachi S-570 del Servei de Microscopía Electrònica de la Universitat Autònoma de

Barcelona i, per a les micrografïes, s'ha utilitzat pel·lícula Ilford 120HP5. Les mostres

processades per a microscopía electrònica de transmissió han estat observades en un

microscopi electrònic de transmissió Hitachi HV 12A del mateix Servei i, per a les

micrografies, s'han utilitzat plaques Kodak 4489.

2.5. Mètode d'anàlisi de l'aglutinació espermàtica.

El mètode utilitzat per observar l'aglutinació espermàtica ha estat descrit per Alvarez

(1989):

1) Preparar una solució 1:100 d'esperma i diluent MR-A.

2) Col·locar una gota de la solució entre el portaobjectes i el cobreobjectes í

observar al microscopi òptic de contrast de fases els diversos tipus d'aglutinació

(aglutinació cap-cap, aglutinado cua-cua i aglutinado cap-cua).

Les observacions han estat realitzades en un microscopi òptic Zeiss (Docuval) i, per a les

microfotografies, s'ha utilitzat pel·lícula Ektachrome (160ASA) per a llum artificial de

tungstè.
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Per establir les freqüències absolutes d'espermatozoides aglutinats i d'espermatozoides no

aglutinats, s'han observat un total de nou mostres, de 500 espermatozoides,

corresponents a cadascuna de les tres regions epididimàries dels tres mascles estudiats

(Taula VI).

El tractament dels diversos recomptes efectuats per a cadascun dels paràmetres de

la qualitat espermàtica (vitalitat espermàtica, resistència osmótica dels acrosomes,

estabilitat cefálica, morfologia espermàtica, aberracions espermàtiques i aglutinado) s'ha

fet de la forma següent:

1) Per determinar si hi ha diferències significatives entre les freqüències observades

en l'esperma epididimària obtinguda a partir de cada mascle, aquestes han estat

comparades utilitzant el test de la X2 de Pearson amb un nivell de significació de

0,01.

2) Si les diferències entre les freqüències observades en l'esperma epididimària dels

tres mascles no són significatives, les freqüències observades per a cada regió

epididimària dels tres mascles s'han sumat entre si.

Per determinar si hi ha diferències significatives entre les freqüències resultants,

corresponents a cadascuna de les tres regions epididimàries, aquestes han estat

comparades utilitzant novament el test de la X2 de Pearson amb un nivell de

significació de 0,01.
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RESULTATS.

1. VITALITAT ESPERMÀTICA.

Les diferències en les freqüències absolutes d'espermatozoides vius i

d'espennatozoides morts entre l'esperma epididimària dels tres mascles no són

significatives (p= 0.8941) (Taula i Gràfic I).

La vitalitat espermàtica, expressada com el percentatge d'espermatozoides vius,

disminueix significativament al llarg del recorregut de l'esperma per les tres regions de

l'epidídim (p= 0,0001) (Taula II). A la regió cefálica de l'epidídim la vitalitat espermàtica és

d'un 94%, a la regió corporal és d'un 86% i a la regió caudal disminueix fins al 76% (Taula

II). De tots els espermatozoides morts observats a l'epidídim, el 13% es troben a la regió

cefálica, el 32% es troben a la regió corporal i fins a un 55% a la regió caudal (Gràfic II)

(Làmina I: Fig. 3).

La vitalitat espermàtica disminueix progressivament al llarg del recorregut de l'esperma per

l'epidídim.

2. RESISTÈNCIA OSMÓTICA DELS ACROSOMES.

Les diferències en les freqüències absolutes d'espermatozoides amb acrosomes

resistents i d'espermatozoides amb acrosomes no resistents entre l'esperma epididimària

dels tres mascles, sotmesa a un medi isotònic, no són significatives (p=0,9390) (Taula i

Gràfic III). El mateix passa quan es comparen les freqüències absolutes d'espermatozoides

amb acrosomes resistents i d'espermatozoides amb acrosomes no resistents entre

l'esperma epididimària dels tres mascles, sotmesa a un medi hipotònic (p=0,6308) (Taula i

Gràfic V).

Quan l'esperma és sotmesa a un medi isotònic, la resistència osmótica dels acrosomes,

expressada com el percentatge d'espermatozoides amb acrosomes resistents, no varia

significativament al llarg de les tres regions de l'epidídim (p=0,2563) (Taula IV) (Làmina I:

Fig. 1). De tots els espermatozoides amb acrosomes no resistents observats a l'epidídim, el

50% es troben a la regió cefálica, el 36% a la regió corporal i el 14% a la regió caudal

(Gràfic IV).
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Quan l'esperma és sotmesa a un medi hipotònic, la resistència osmótica dels acrosomes

augmenta significativament de la regió cefálica a la regió corporal de l'epidídim (p=0,0001)

(Taula VI) (Làmina I: Fig. 2). De tots els espermatozoides amb acrosomes no resistents

observats a l'epidídim, el 98% es troben a la regió cefálica i únicament un 1,5% i un 0,5%

es troben, respectivament, a les regions corporal i caudal de l'epidídim (Gràfic VI).

La resistència osmótica dels acrosomes s'assoleix a la regió corporal de l'epidídim i es

manté a la regió caudal.

3. ESTABILITAT CEFÁLICA DELS ESPERMATOZOIDES.

El cap de l'espermatozoide sol desprendre's de la cua per fractura, artefactual o no,

de la peça de connexió (Làmina V-b: Fig. 8).

Les diferències en les freqüències absolutes d'espermatozoides normals i

d'espermatozoides amb el cap isolat entre l'esperma epididimària dels tres mascles no són

significatives (p=0,8879) (Taula í Gràfic VII).

L'estabilitat cefálica dels espermatozoides, expressada com el percentatge

d'espermatozoides en què el cap no s'ha desprès de la cua, disminueix significativament

de la regió corporal a la regió caudal de l'epidídim (p=0,0001) (Taula VIII). De tots els

espermatozoides amb el cap isolat observats a l'epidídim, el 23% es troben a la regió

cefálica, el 17% a la regió corporal i el 60% a la regió caudal (Gràfic VIII).

L'estabilitat cefálica dels espermatozoides es manté en les dues primeres regions de

l'epidídim, però disminueix significativament en la regió caudal.

4. MORFOLOGIA ESPERMÀTICA.

Les diferències en les freqüències absolutes d'espermatozoides madurs,

d'espermatozoides immadurs amb gota proximal o distal, i d'espermatozoides aberrants

entre l'esperma epididimària dels tres mascles no són significatives (p=0,2433) (Taula IX i

Gràfics IX-a. IX-b, IX-c i IX-d).

La morfologia espermàtica, expressada com els percentatges d'espermatozoides madurs,

d'espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica proximal o distal, i

d'espermatozoides aberrants, varia significativament al llarg del recorregut de l'esperma
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per les tres regions de l'epidídim (p=0,0001) (Taula X). La regió cefálica de l'epidídim es

caracteritza per la presència d'espermatozoides madurs (49%) i d'espermatozoides

immadurs amb gota citoplasmàtica proximal (49%) (Taula X). La regió corporal de

l'epidídim es caracteritza per la presència d'espermatozoides madurs (44%) i

d'espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica distal (54%) (Taula X). La regió

caudal de l'epidídim es caracteritza per la presència predominant d'espermatozoides

madurs (84%) (Taula X). De tots els espermatozoides madurs de l'epidídim, el 27% es

troben a la regió cefálica, el 25% a la regió corporal i el 48% a la regió caudal (Gràfic X-a).

De tots els espermatozoides immadurs amb gota proximal observats a l'epidídim, el 99% es

troben a la regió cefálica i només un 1% es localitza a la regió corporal (Gràfic X-b). De

tots els espermatozoides immadurs amb gota distal observats a l'epidídim, un 0,5% es

troben a la regió cefálica, un 81% a la regió corporal i un 18% a la regió caudal (Gràfic X-

c). Finalment, de tots els espermatozoides aberrants observats a l'epidídim, un 26% es

troben a la regió cefálica, un 26% més a la regió corporal i un 48% a la regió caudal

(Gràfic X-d).

A la regió caudal de l'epidídim hi té lloc, majoritàriament, l'emmagatzemament de

l'esperma en la seva forma madura. La gota citoplasmàtica, característica dels

espermatozoides immadurs, es desplaça des de la posició proximal a la distal al mateix

temps que l'esperma passa de la regió cefálica a la regió corporal de l'epidídim. La gota

citoplasmàtica es perd quan l'esperma arriba a la regió caudal de l'epidídim (Làmina VII-c)

(Làmina Vll-d). El percentatge de malformacions espermàtiques, si bé es manté a les dues

regions de l'epidídim, es duplica a la regió caudal. Entre les cèl·lules espermàtiques

procedents de la regió caudal de l'epidídim, hom pot observar cèl·lules somàtiques lliures o

adherides als espermatozoides (Làmina Il-b: Figs. 26 i 27), nombrosos grànuls de secreció

(Làmina IX; Fig. 5), i algunes espermàtides (Làmina V-c: Fig. 14).

Una de les característiques diferencials dels espermatozoides procedents de la regió

cefálica de l'epidídim és el gran desenvolupament de la protuberància acrosòmica apical.

En els espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica proximal, la protuberància

acrosòmica és més voluminosa i s'estén al llarg de tota la regió acrosòmica a ambdós

costats (Làmina V-a: Figs. 1 a 3) (Làmina VIH-a: Fig. 1). En la regió caudal de l'epidídim,

els espermatozoides solen presentar un desenvolupament menor de la protuberància

acrosòmica (Làmina Vll-a: Fig. 1), que es limita a la zona cefálica més apical (Làmina VII-

b: Figs. 4 a 7) (Làmina IX: Fig. 1). A més, el contingut de la vesícula acrosòmica mostra

major electrodensitat en els espermatozoides procedents de la regió caudal de l'epidídim

(Làmina VIII-a: Fig. 1) (Làmina IX: Fig. 1).
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Una altra característica diferencial dels espermatozoides procedents de la regió cefálica de

l'epidídim és la manifestació externa de la disposició helicoidal de les mitocòndries al llarg

de la peça intermèdia. El relleu que imprimeixen les mitocòndries a la peça intermèdia és

més intens en els espermatozoides de la regió cefálica que en els de la regió caudal de

l'epidimim (Làmina V-c: Figs. 11 i 13) (Làmina VH-a: Fig. 2). Les mitocòndries de la peça

intermèdia solen presentar una mida més reduïda i una matriu més electrodensa en els

espermatozoides procedents de la regió caudal de l'epidídim (Làmina VIII-b: Fig. 3) (Làmina

IX: Fig. 3). Els espermatozoides immadurs solen destacar per l'aspecte de la beina

mitocondrial, tant si procedeixen de la regió cefálica com si procedeixen de la regió caudal

de l'epidídim, i independentment que la gota citoplasmàtica es presenti en posició

proximal o en posició distal. Les mitocòndries, de mida irregular, es disposen al llarg de la

zona ocupada per la gota citoplasmàtica de forma desordenada (Làmina VIII-b: Figs. 3, 4 i

5) (Làmina IX Fig. 3).

Una característica diferencial més dels espermatozoides procedents de la regió cefálica de

l'epidídim és l'elevada flexibilitat de la cua per la peça intermèdia (Làmina VIII-b: Fig. 6),

que pot arribar a provocar la formació d'espermatozoides amb la cua doblegada per la

peça intermèdia (Làmina VIII-b: Fig. 7) o d'espermatozoides amb la peça intermèdia

ondulada (Làmina IV-a: Figs. 24 1 25). Aquest doblegament de la cua sol cimentar-se amb

la gota citoplasmàtica (Lamina VIII-c: Figs. 8 i 9). La peça principal dels espermatozoides

procedents de la regió cefálica de l'epidídim no presenta característiques morfològiques

diferencials respecte de la dels espermatozoides procedents de la regió caudal de l'epidídim

(Làmina VIII-c: Fig. 10).

5. MALFORMACIONS ESPERMÀTIQUES.

Les malformacions espermàtiques, estudiades a partir del recompte de 30000

espermatozoides epididimaris, són les següents: (a) cua doblegada per la peça de

connexió, (b) cua doblegada per la peça intermèdia, (c) cua doblegada per l'anell de

Jensen, (d) cua doblegada per la peça principal, (e) cua enrotllada, (f) dues cues

fusionades i (g) cap gegant (macrocefàlia) i cap petit (microcefàlia). Els percentatges

d'aquestes malformacions en el total d'esperma epididimària són:

a) espermatozoides amb la cua doblegada per la peça de connexió: 1,04% (Taula XI);

b) espermatozoides amb la cua doblegada per la peça intermèdia: 0.47% (Taula XII);

c) espermatozoides amb la cua doblegada per l'anell de Jensen: 0,17% (Taula XIII);
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d) espermatozoides amb la cua doblegada per la peça principal: 0,18% (Taula XTV);

e) espermatozoides amb la cua enrotllada: 0,11% (Taula XV);

í) espermatozoides amb les cues fusionades: 0,19% (Taula XVI);

g) espermatozoides macrocefàlies: 0,06% (Taula XVII) i espermatozoides microcefàlics:

0,02% (Taula XVIII).

5.1. Espermatozoides amb la cua doblegada per la peça de connexió.

Els espermatozoides amb la cua doblegada per la peça de connexió procedents de la

regió cefálica de l'epidídim solen presentar gota citoplasmàtica proximal (Làmina Il-b: Figs.

18 a 20). En els espermatozoides de les regions corporal i caudal de l'epidídim, el

doblegament de la cua sol ser més intens i afecta majoritàriament els espermatozoides

madurs (Làmina III: Fig. 15) (Làmina FV-b: Figs. 35 i 36) (Làmina Vl-a: Fig. 3) (Làmina Vll-e:

Fig. 15). En la regió caudal de l'epidídim es poden apreciar espermatozoides amb

implantació lateral o abaxial de la cua, fet que pot induir al seu doblegament (Làmina VII-

f: Figs. 18 i 19).

No s'aprecien diferències significatives entre les freqüències absolutes d'espermatozoides

amb la cua doblegada per la peça de connexió a les tres regions epididimàries (p=0,0378).

A la vista dels resultats obtinguts (Taula i Gràfic XI), hom pot suggerir que la regió

corporal de l'epidídim és on els espermatozoides presenten major facilitat de doblegar la

cua per la peça de connexió (la diferència entre els percentatges observats a les dues

primeres regions té un nivell de significació del 0,0157).

La malformació "cua doblegada per la peça de connexió" no s'origina a l'epidídim.

5.2. Espermatozoides amb la cua doblegada per la peça intermèdia.

Els espermatozoides amb la cua doblegada per la peça intermèdia, més freqüents a

la regió cefálica de l'epidídim que a la regió caudal, poden presentar diverses intensitats de

doblegament (Làmina Il-b: Figs. 21 a 24) (Làmina IV-b: Fig. 37). El doblegament de la cua

sol cimentar-se amb restes citoplasmàtiques procedents de la gota citoplasmàtica (Làmina

V-b: Fig. 7) (Làmina VIII-b: Fig. 7) (Làmina VIII-c: Figs. 8 i 9).

El percentatge d'espermatozoides amb la cua doblegada per la peça intermèdia disminueix

significativament al llarg del recorregut de l'esperma per les tres regions de l'epidídim

(p=0,002) (Taula XII). Si bé les freqüències absolutes d'aquesta malformació varien
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significativament entre les regions cefálica í caudal de l'epidídim (p=0,0009), no s'observen

diferències significatives en comparar les freqüències observades entre les regions cefálica i

corporal (p=0.0202), o entre les regions corporal i caudal (p=0,2978). De tots els

espermatozoides amb cua doblegada per la peça intermèdia observats a l'epidídim, el 47%

es troben a la regió cefálica, el 30% a la regió corporal i el 23% a la regió caudal (Gràfic

XII).

Els espermatozoides perden capacitat de doblegar la cua per la peça intermèdia a mesura

que avancen pel conducte epididimari.

5.3. Espermatozoides amb la cua doblegada per l'anell de Jensen.

Els espermatozoides amb la cua doblegada per l'anell de Jensen, si bé són presents

a les tres regions de l'epidídim, on presenten la freqüència més elevada és a la regió caudal

(Làmina H-b: Fig. 25) (Làmina III: Figs. 16 a 20) (Làmina IV-b: Figs. 39 a 42). El

doblegament de la cua sol cimentar-se amb la gota citoplasmàtica (Làmina V-b: Fig. 8)

(Làmina IX: Fig. 4). La cua inicia el doblegament per l'anell de Jensen en els

espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica distal (Làmina Vl-a: Fig. 4). En la

Làmina Vl-b (Figs. 5 a 8) es mostren quatre estadis del desenvolupament de la

malformació "cua doblegada per l'anell de Jensen" a partir d'espermatozoides immadurs

amb gota citoplasmàtica distal. En l'estadi final del doblegament, la cua acaba per

replegar-se i fusionar-se amb el cap: aquest darrer estadi és típic a la regió caudal de

l'epidídim (Làmina Vll-f: Fig. 21).

El percentatge d'espermatozoides amb la cua doblegada per l'anell de Jensen augmenta

significativament a la regió caudal de l'epidídim (p=0,0001) (Taula XIII). Si bé les

freqüències absolutes d'aquesta malformació no varien significativament entre les regions

cefálica i corporal de l'epidídim (p=0,7054), si es comparen les freqüències observades a les

regions corporal i caudal de l'epidídim s'observa que les diferències són significatives

(p=0,0001). De tots els espermatozoides amb cua doblegada per l'anell de Jensen

observats a l'epidídim, el 8% es troben a la regió cefálica, el 6% a la regió corporal i el 86%

a la regió caudal (Gràfic XIII).

La malformació "cua doblegada per l'anell de Jensen" té origen epididimari i es

desenvolupa a la regió caudal de l'epidídim.
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5.4. Espermatozoides amb la cua doblegada per la peça principal.

Els espermatozoides amb la cua doblegada per la peça principal (Làmina III: Fig. 21)

són presents al llarg del conducte epididimari sense diferències importants en les

freqüències observades a les tres regions.

Les freqüències absolutes d'espermatozoides amb la cua doblegada per la peça principal a

les tres regions epididimàries no difereixen significativament (p=0,9813) (Taula XIV). De

tots els espermatozoides amb la cua doblegada per la peça principal observats a l'epidídim.

el 32% es troben a la regió cefálica, el 34% a la regió corporal i el 34% a la regió caudal

(Gràfic XIV).

La malformació "cua doblegada per la peça principal" no es desenvolupa al llarg del

recorregut de l'esperma per l'epidídim.

5.5. Espermatozoides amb la cua enrotllada.

Els espermatozoides amb la cua enrotllada són presents a les tres regions de

l'epidídim, si bé les freqüències més elevades es troben a les regions corporal i caudal de

l'epidídim (Làmina Vll-e: Figs. 16 i 17). L'enrotllament de la cua s'inicia a la regió cefálica

de l'epidídim (Làmina Il-b: Fig. 17) í sol completar-se a la regió corporal (Làmina III: Figs.

12 a 14) (Làmina IV-b: Figs. 26 a 34) (Làmina VI-c: Fig. 10).

L'enrotllament de la cua pot iniciar-se a qualsevol de les tres peces de la cua de

l'espermatozoide, la terminal (Làmina H-b: Fig. 17) (Làmina IV-b: Figs. 28 a 30) (Làmina V-

a: Fig. 4) (Làmina V-b: Fig. 8). la principal (Làmina W-b: Figs. 26 i 27) (Làmina V-c: Fig. 12)

i la intermèdia (Làmina III: figs. 12 a 14), o bé a dues peces a la vegada (Làmina V-b: Figs.

9 i 10) (Làmina V-c: Fig. 11).

El percentatge d'espermatozoides amb la cua enrotllada augmenta significativament a la

regió corporal de l'epidídim i tendeix a mantenir-se constant a la regió caudal (p=0,0022)

(Taula XV). Si bé les freqüències absolutes d'aquesta malformació varien significativament

entre les regions cefálica i corporal de l'epidídim (p=0,0075), les freqüències absolutes

observades a les regions corporal i caudal no difereixen significativament (p=0,2730). De

tots els espermatozoides amb la cua enrotllada observats a l'epidídim, el 6% es troben a la

regió cefálica, el 38% a la regió corporal i el 56% a la regió caudal (Gràfic XV).

La malformació "cua enrotllada" té origen epididimari i es desenvolupa a la regió corporal

de l'epidídim.
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5.6. Espermatozoides amb les cues fusionades.

Els espermatozoides amb un cap i dues cues poden presentar-se al llarg de

l'epidídim en tres formes: (a) amb les cues fusionades, (b) amb les cues parcialment

fusionades i (c) amb les cues no fusionades (Làmina Il-a: Figs. 12 a 16) (Làmina III: Fig. 10)

(Làmina IV-a: Figs. 13 a 20), La fusió de les cues sol iniciar-se per la peça intermèdia i es

va estenent al llarg de les altres peces. Hom pot dinstingir dos tipus d'espermatozoides

amb un cap i dues cues fusionades, els que presenten un cap de mida normal (Làmina

Vll-g: Fig. 22) i els macrocefàlies (Làmina VH-g: Figs. 23 i 24). La fusió de les cues. en

ambdós tipus d'espermatozoides, es produeix descrivint una hèlice (Làmina VII-g: Fig. 24).

Els espermatozoides amb dos caps i dues cues es troben també a les tres regions

epididimàries, si bé a la regió caudal és on presenten la freqüència més elevada (Làmina II-

a: Fig. 8) (Làmina III: Fig. 12) (Làmina IV-a: Fig. 23). Aquests espermatozoides s'originen

per aglutinació dels caps o de les cues de dos espermatozoides. L'aglutinació sol iniciar-se

a la regió cefálica de l'epidídim a partir d'un primer contacte entre els caps o entre dues

peces de les cues, i es va estenent al llarg d'ambdues cèl·lules a mesura que aquestes van

avançant pel conducte epididimari (Làmina H-a: Figs. 7 a 11) (Làmina III: Figs. 7 a 9)

(Làmina IV-a: Figs. 21 a 23). En l'estadi més avançat de la fusió de les dues cues es pot

observar la seva trajectòria helicoidal (Làmina Vl-b: Fig. 9). La disposició helicoidal de les

cues s'inicia entre les peces principals i s'estén fins a les peces intermèdies i terminals
(Làmina VI-c: Fig. 11).

El percentatge d'espermatozoides amb les cues fusionades augmenta significativament a

la regió corporal de l'epidídim i tendeix a mantenir-se constant a la regió caudal

(p=0,OO01) (Taula XVI). Dins d'aquesta malformació hom pot distingir dues tipologies, els

espermatozoides amb un cap i dues cues fusionades (Taula XVIa), i els espermatozoides

amb dos caps i dues cues fusionades (Taula XVIb). Els espermatozoides amb un cap i

dues cues mantenen bàsicament les cues no fusionades a la regió cefálica de l'epididim i

les fusionen al nivell de la regió corporal de l'epidídim (Taula XVIa). El percentatge

d'espermatozoides amb dos caps i dues cues augmenta en les tres regions epididimàries,

fet que indica que la fusió de les cues es produeix al llarg de tot el conducte epididimari

(Taula XVIb).

Les freqüències absolutes d'aquesta malformació a les regions cefálica i corporal de

l'epidídim varien significativament (p=0,0001). Les freqüències absolutes observades a les

regions corporal i caudal no difereixen significativament (p=0,2243). De tots els

espermatozoides amb les cues fusionades observats a l'epidídim, el 5% es troben a la regió

cefálica, el 40% a la regió corporal i el 55% a la regió caudal (Gràfic XVI).
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La fusió de les cues dels espermatozoides amb dues cues es produeix al llarg del conducte

epididimari.

5.7. Espermatozoides macrocefàlies i espermatozoides microcefàlics.

Les modificacions de la mida o de la forma del cap de l'espermatozoide són molt

diverses. Els diversos tipus d'espermatozoides amb malformacions cefàliques

(macrocefàlies, microcefàlics, o amb el cap arrodonit, piriforme o doblegat per un pla

longitudinal) són presents a les tres regions epididimàries, la cefálica (Làmina H-a: Figs. 1

a 5) (Làmina V-a: Figs. 5 i 6), la corporal (Làmina III: Figs. 3 a 6), i la caudal (Làmina IV-a:

Figs. 3 a 12) (Làmina Vll-e: Figs. 13 i 14). Les modificacions de la forma del cap solen

afectar la disposició de la vesícula acrosòmica i del material perinuclear (Làmina VIH-a:

Fig. 2) (Làmina IX: Fig. 2). Una de les característiques dels espermatozoides procedents de

les dues primeres regions epididimàries és la flexibilitat cefálica; el cap es doblega

fàcilment per un pla transversal (LàminaVI-a: Figs. 1 i 2).

Les freqüències absolutes d'espermatozoides macrocefàlies a les tres regions epididimàries

no difereixen significativament (p=0,6917) (Taula XVII). De tots els espermatozoides

macrocefàlies observats a l'epidídim el 26% es troben a la regió cefálica, el 32% es troben a

la regió corporal i el 42% a la regió caudal (Gràfic XVII).

La malformació "cap gegant o espermatozoide macrocefàlic" no es desenvolupa a

l'epidídim.

Les freqüències absolutes d'espermatozoides microcefàlics a les tres regions epididimàries

tampoc difereixen significativament (p=0,8187) (Taula XVIII). De tots els espermatozoides

microcefàlics observats a l'epidídim, el 20% es troben a la regió cefálica, el 40% a la regió

corporal i l'altre 40% a la regió caudal (Gràfic XVIII).

La malformació "cap petit o espermatozoide microcefàlic" no es desenvolupa a l'epidídim.

6. AGLUTINACIÓ ESPERMÀTICA.

Les diferències en les freqüències absolutes d'espermatozoides no aglutinats i

d'espermatozoides aglutinats entre l'esperma epididimaria dels tres mascles no són

significatives (p=0.2858)) (Taula i Gràfic XIX). Així mateix, les freqüències absolutes dels
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diversos tipus d'aglutinació entre l'esperma epididimària dels tres mascles tampoc no

difereixen significativament (p=0,3675) (Taula i Gràfics XX, XX-a, XX-b i XX-c).

L'aglutinació espermàtica, expressada com el percentatge total d'espermatozoides

aglutinats cap-cap, cua-cua i cap-cua, augmenta significativament a la regió corporal de

l'epidídim i tendeix a mantenir-se o a augmentar lleugerament a la regió caudal

(p=0,0001) (Taula XXI). Les freqüències absolutes d'espermatozoides aglutinats a les

regions cefálica i corporal de l'epidídim difereixen significativament (p=0,0090), mentre que

les freqüències observades a les regions corporal i caudal no presenten diferències

significatives (p=0,0441). De tots els espermatozoides aglutinats observats a l'esperma

epididimària, el 25% es troben a la regió cefálica, el 34% a la regió corporal i el 41% a la

regió caudal (Gràfic XXI). L'aglutinació espermàtica tendeix a augmentar progressivament

al llarg del recorregut de l'esperma per l'epidídim. Les diferències entre les freqüències

absolutes de les regions cefálica i caudal són molt significatives (p=0,0001) (Taula XXI).

Al llarg del conducte epididimari, els tipus d'aglutinació espermàtica, expressats com els

percentatges parcials d'espermatozoides aglutinats cap-cap, cua-cua i cap-cua, no varia

significativament (p=0,0278)) (Taula XXII). Malgrat que s'observen diferències significatives

entre les freqüències observades a les dues primeres regions de l'epidídim (p=0,0045), si es

comparen les freqüències absolutes de la regió cefálica amb les de la regió caudal s'observa

que les diferències no són significatives (p=0,2110) (Taula XXII i Gràfics XXII-a, XXII-b i

XXII-c).

En definitiva, si bé el percentatge total d'espermatozoides aglutinats augmenta al llarg del

conducte epididimari, el tipus d'aglutinació no es modifica significativament.
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Figures: 1, 2, i 3.
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LÀMINA I.

Resistència osmótica dels acrosomes dels espermatozoides epididimaris.
Microscopía òptica de contrast de fases. 1150 X.

Pig. 1. Espermatozoides procedents del cap epididlmari després de ser sotmesos a l'acció d'una
solució isotònlca (300 mOsm) de citrat sòdic. Observeu l'acrosoma normal d'aquests
espermatozoides 1 la presència de la gota citoplasmàtica en posició proximal.

Pig. 2. Espermatozoides procedents del cap epididimarl després de ser sotmesos a l'acció d'una
solució hipotònica (150 mOsm) de citrat sòdic. Observeu l'acrosoma danyat d'aquests
espermatozoides i la cua doblegada i inflada.

Vitalitat dels espermatozoides epididimaris. Microscopía òptica de camp clar.
Mètode Eosina-Nigrosina. 1150 X.

Pig. 3. Espermatozoides procedents de la cua epididimària. L'espermatozoide de l'esquerra de la
microfotografla és viu (cap sense tenyir), mentre que el de la dreta és mort (cap tenyit de
rosa).
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Figures: 1 a 16.
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LÀMINA Il-a.

Espermatozoides procedents del cap epididimari. Aspecte dels espermatozoides
madurs, dels immadurs i d'algunes malformacions espermàtiques que afecten la
mida o la forma del cap i de la cua. Microscopía òptica de camp clar. Mètode
Panòptic Ràpid de QCA (D i Mètode de Papanicolaou ®. 1000 X.

Fig. 1. Espermatozoide amb el cap petit. (ï).

Fig. 2. Espermatozoide amb el cap petit i arrodonit CD.

Fig. 3. Espermatozoide macrocefàlic immadur amb gota citoplasmàtlca proximal. CD.

Figs. 415. Espermatozoides macrocefàlies immadurs amb gota citoplasmàtlca proximal. (J).

Fig. 6. Espermatozoide madur amb una petita protuberància a la regió apical del cap. ®.

Fig. 7. Espermatozoide amb dues cues iniciant el procés de fusió o d'enrotllament per l'extrem de
les cues. (D.

Fig. 8. Espermatozoide amb dos caps i dues cues fusionades. Observeu també en aquesta
microfotografla un espermatozoide amb la cua doblegada per la peça de connexió. (D.

Fig. 9. Dos espermatozoides madurs iniciant el procés de fusió per les cues. ®.

Fig. 1O. Dos espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtlca proximal aglutinats pels caps i
començant a fusionar les cues per les peces intermèdies, CD.

Fig. 11. Espermatozoide amb dues cues no fusionades. Una de les cues presenta la gota
citoplasmàtica en posició proximal i l'altra cua presenta la gota citoplasmàtica en posició
medio-distal. (D.

Fig. 12. Espermatozoide amb dues cues fusionades i cap amb l'acrocoma reaccionat (D. 1600 X.

Fig. 13. Espermatozoide amb dues cues parcialment fusionades. Les parts finals de les cues
encara resten separades. El cap presenta l'acrosoma reaccionat. Mètode de Feulgen.

Figs. 14 i 15. Espermatozoides amb dues cues parcialment fusionades. En ambdós casos el
procés de fusió de les cues s'inicia per la peça intermèdia, d); (D.

Fig. 16. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica proximal i amb dues cues parcialment
fusionades. La regió fusionada correspon a la part proximal de les peces intermèdies. ®.
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LAMINA Il-b.

Espermatozoides procedents del cap epldidimari. Aspecte dels espermatozoides
madurs i d'algunes malformacions espermàtiques per enrotllament i doblegament
de la cua. Microscopía òptica de camp clar. Mètode Panòptic Ràpid de QCA ® 1
Mètode dePapamcolaou®. 1000 X

Pig. 17. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica proximal i amb la regió distal de la
cua enrotllada. (D.

Fig. 18. Espermatozoide Immadur amb gota citoplasmàüca proximal i amb la cua doblegada per
la peça de connexió. Observeu també un espermatozoide madur. <X>.

Pigs. 19 i 2O. Espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica proximal i amb la cua
doblegada per la peça de connexió. (ï>.

Figs. 21, 22 i 23. Espermatozoides amb la cua doblegada per la peça Intermèdia. El doblegament
dóna lloc a la formació d'angles de diferents graus en les cues dels espermatozoides.
La figura 21 mostra un espermatozoide amb la cua doglegada formant un angle d'uns 45°.

La figura 22 mostra un espermatozoide amb la cua doglegada formant un angle d'uns 90°.

La figura 23 mostra un espermatozoide amb la cua doglegada formant un angle d'uns 0°.

Fig. 24. Espermatozoide amb la cua doblegada per la peça intermèdia i, també, per la peça
principal de la cua. ®.

Fig. 25. Espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen. Observeu també un
espermatozoide madur. <D.

Fig. 26. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica proximal i cèl·lula somàtica. ©.

Fig. 27. Cèl.lula somàtica, (D.
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LÀMINA III.

Espermatozoides procedents del cos epididimari. Aspecte dels espermatozoides
madurs, dels immadurs i d'algunes malformacions espermàtiques. Microscopía
òptica de camp clar. Mètode Panòptíc Ràpid de QCA ® i Mètode de Papanicolaou ®.
1000 X.

Fig. 1. Espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal. ®.

Fig. 2. Espermatozoide madur que acaba de desprendre la gota citoplasmàtica distal. ®.

Fig. 3. Espermatozoide amb el cap lleugerament arrodonit i la cua doblegada per la peça
principal, (ï).

Fig. 4. Espermatozoide microcefàlic. Compareu amb els dos espermatozoides madurs de
morfologia normal que apareixen també en la microfotografia. ®.

Figs. S 16. Espermatozoides macrocefàlies. (D; ®.

Fig. 7. Dos espermatozoides amb les cues aglutinados per les peces intermèdies. ®.

Fig. 8. Dos espermatozoides començant a fusionar-se per les cues. (D.

Fig. 9. Dos espermatozoides aglutinats per les cues. (D.

Fig. 1O. Espermatozoide amb dues cues fusionades. (J).

Fig. 11. Espermatozoide amb un únic cap i la cua enrotllada. <D.

Figs. 12 i 13. Espermatozoides amb dos caps i dues cues fusionades iniciant el procés
d'enrotllament. ®.

Fig. 14. Espermatozoide amb dos caps i la cua enrotllada. (D.

Fig. IB. Espermatozoide amb la cua doblegada per la peça de connexió i espermatozoide madur
morfològicament normal. ®.

Figs. 16 a 19. Espermatozoides Iniciant el procés de doblegament de la cua per l'anell de
Jensen. <D.

Fig. 2O. Espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen. La peça principal es
fusiona amb la peça intermèdia. ©.

Fig. 21. Espermatozoide amb la cua doblegada per la peça principal. ®.
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LÀMINA IV-a.

Espermatozoides procedents de la cua epididimària. Aspecte dels espermatozoides
madurs, dels immadurs i d'algunes malformacions espermàtiques. Microscopía
òptica de camp clar. Mètode Panòptic Ràpid de QCA ® i Mètode de Papanicolaou ®.
1000 X.

Fig. 1. Espermatozoides madurs. (D.

Fig. 2. Espermatozoides Immadurs amb gota cltoplasmàtica distal. ®.

Fig. 3. Espermatozoide macrocefàlic. Compareu amb l'espermatozoide madur morfològicament
normal que apareix a la mateixa microfotografta. (D.

Fig. 4. Espermatozoide macrocefàlic. (D.

Fig. B. Espermatozoide macrocefàlic i amb la cua doblegada per la peça intermèdia. El
doblegament de la peça intermèdia queda cimentat per restes de la gota citoplasmàtlca.

Fig. 6. Espermatozoide macrocefàlic. Compareu amb l'espermatozoide madur morfològicament
normal que apareix a la mateixa mlcrofotografla. ®.

Fig. 7. Espermatozoide microcefàllc superposat a un cap de mida normal. (D,

Fig. 8. Espermatozoide microcefàlic que presenta una condensació cromatínica anormal. ®.

Figs. 9 i 1O. Espermatozoides amb el cap petit i arrodonit. Compareu amb els espermatozoides
madurs morfològicament normals. (D; ®.

Figs. 11 i 12. Espermatozoides amb el cap lleugerament arrodonit. Compareu amb els
espermatozoides madurs morfològicament normals. ®.

Fig. 13. Espermatozoide amb dues cues parcialment fusionades. M. òptica de contrast de fases.

Fig. 14. Espermatozoide amb dues cues no fusionades. ®.

Figs. 15, 16 i 17. Espermatozoides amb dues cues no completament fusionades. ®', ®', (D.

Figs. 18, 19 Í 2O. Espermatozoides amb dues cues completament fusionades. (D.

Figs. 21 i 22. Dos espermatozoides aglutinats cua a cua (o amb les cues semifusionades). (D.

Fig. 23. Espermatozoide amb dos caps i dues cues fusionades. (J).

Figs. 24 i 25. Espermatozoides que presenten la peça intermèdia amb ondulacions ("cork-
screw"). ©; ®.
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LÀMINA IV-b.

Espermatozoides procedents de la cua epididimària. Aspecte d'algunes
malformacions espermàtiques. Microscopía òptica de camp clar. Mètode Panòptic
Ràpid de QCA ® i Mètode de Papanicolaou ®. 1000 X.

Figs. 26 i 27. Espermatozoides amb la cua enrotllada a partir de la peça intermèdia. ®.

Figs. 28, 29 i 3O. Espermatozoides amb diverses intensitats d'enrotllament de la cua. <D.

Plg. 31. Espermatozoide amb la cua curta i enrotllada. (D.

Fig. 32. Espermatozoide amb la cua enrotllada 1 restes de la gota citoplasmàtica cimentant aquest
enrotllament ®.

Pig. 33. Espermatozoide amb dos caps i amb les cues en procés de fusió 1 enrotllament. (g).

Pig. 34. Espermatozoide amb dos caps i amb la cua enrotllada. ©.

Figs. 35 i 36. Espermatozoides amb la cua doblegada per la peça de connexió. (D.

Fíg. 37. Espermatozoide amb la cua doblegada per la peça Intermèdia. Aquest doblegament està
cimentat per restes de la gota citoplasmàtica. ®.

Fig. 38. Espermatozoide amb la cua doblegada per la peça intermèdia. El doblegament dóna lloc
a un angle de 90° en la cua de l'espermatozoide. (D.

Fig. 39. Espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen. ®.

Fig. 4O. Espermatozoide amb la cua doblegada 1 parcialment enrotllada al nivell de l'anell de
Jensen. (J).

Fig. 41. Espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen. <D.

Fig. 42. Espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen. Aquest doblegament està
cimentat per restes de la gota citoplasmàtica, de manera que les peces intermèdia i
principal queden semifusionades. ®.

Fig. 43. Espermatozoide amb la cua curta. ®.
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LÀMINA V-a.

Espermatozoides procedents del cap epididimari. Microscopía electrònica
d'escànning.

Figs. 1 i 2. Aspecte del cap d'un parell d'espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica
proximal (GP) per la cara que presenta la protuberància acrosòmica apical (PA). Les
fletxes marquen el límit de les regions acrosòmica (A) i postacrosòmica del cap (P). 5600
X.

Fig. 3. Aspecte del cap d'un espermatozoide madur per la cara que presenta la protuberància
acrosòmica (PA). Les fletxes indiquen el límit de la protuberància acrosòmica. 5800 X.

Fig. 4. A. Aspecte general d'un espermatozoide Immadur amb gota citoplasmàtica proximal i amb
la cua enrotllada formant un nus. Aquest enrotllament evidencia l'elevada flexibilitat de la
cua de l'espermatozoide en la regió cefálica de l'epidídim. La part enquadrada és
ampliada a la figura 4B. 3300 X.

B. Detall del cap d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica proximal per la
cara que presenta la protuberància acrosòmica (PA). Les fletxes indiquen el límit de la
protuberància acrosòmica. 7400 X.

Fig. 5. Espermatozoide amb el cap estret i allargat 7400 X.

Fig. 6. Espermatozoide microcefàlic i Immadur amb gota citoplasmàtica proximal. 5600 X.
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LÀMINA V-b.

Espermatozoides procedents del cap epididimari. Microscopía electrónica
d'escánning.

Fig. 7. Espermatozoide amb la cua doblegada per la peça intermedia. Les restes de la gota
citoplasmàtica (RC) cimenten la curvatura entre els dos segments de la peça intermèdia.
Observeu la notable constricció (C) que presenta la peça intermèdia. 5000 X.

Fig. 8. A. Aspecte general d'un espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen i amb
l'extrem enrotllat. La part enquadrada és ampliada a la figura 8B. 3300 X.

B. Detall del cap d'un espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen i amb
l'extrem enrotllat. La peça de connexió (PC) s'ha trencat Just per l'extrem on comença la
peça intermèdia. Les fletxes indiquen el límit de la protuberància acrosòmica (PA). 7400
X,

Mg. 9. Aspecte general d'un espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen i la part
final de la cua enrotllada. Observeu el relleu de les mitocòndries (M) al llarg de la peça
intermèdia i, com l'enrotllament de la part final de la cua queda cimentat per restes de la
gota citoplasmàtica (RC). 7500 X.

Flg. 1O. Aspecte general d'un espermatozoide amb la cua doblegada per l'anell de Jensen i amb
l'extrem de la cua enrotllat amb restes de la gota citoplasmàtica. 4700 X.
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LAMINA V-c.

Espermatozoides procedents del cap epididlmari. Microscopía electrònica
d'escànnlng.

Plg. 11. A. Aspecte general d'un espermatozoide amb la cua doblegada per la peça principal 1
amb la part final de la cua enrotllada. Observeu la profunda constricció (C) present al
nivell de l'anell de Jensen. La part enquadrada és ampliada a la figura 1 IB. 3700 X.

B. Detall de les peces Intermèdia 1 principal d'un espermatozoide amb la cua doblegada
per la peça principal. Observeu les constriccions (C) que marquen les mltocòndries al
llarg de la peça Intermèdia 1 una constricció (C) molt més profunda al nivell de l'anell de
Jensen. 18500 X.

Fig. 12. A. Aspecte general d'un espermatozoide Immadur amb gota cltoplasmàtlca proximal 1 més
de la meitat de la peça principal de la cua enrotllada. Aquest enrotllament Indica
l'elevada flexibilitat de la cua de l'espermatozoide en la regló cefálica de l'epidídlm. La
part enquadrada és ampliada a la figura 12B. 4000 X.

B. Detall de les peces intermèdia 1 principal d'un espermatozoide immadur amb gota
cltoplasmàtica proximal. Observeu les constriccions (C) que marquen les mitocòndries al
llarg de la peça Intermèdia. 20000X.

Fig. 13. A. Espermatozoide Immadur amb gota citoplasmàtica proximal i més de la meitat de la
peça principal de la cua enrotllada. La part enquadrada és ampliada a la figura 13B.
3300 X.

B. Detall de la peça intermèdia d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica
proximal. Observeu el relleu de les mitocòndries al llarg de la peça intermèdia. Les
fletxes indiquen la trajectòria helicoidal de les mltocòndries de la beina mltocondrial.
33000 X.

Fig. 14. Espermàtida. 4000 X.

Fig. IS. Glòbul vermell. 6500 X.
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LAMINA Vl-a.

Espermatozoides procedents del cos epldldimari. Microscopía electrónica
d'escànning.

Flg. 1. A. Aspecte general d'un espermatozoide amb el cap doblegat per la regló apical. La part
enquadrada és ampliada a la figura IB. 2000 X.

B. Detall del cap d'un espermatozoide doblegat per la seva regló apical. 10000 X.

Flg. 2, Espermatozoide amb la cua enrotllada i el cap doblegat. 6500 X.

Pig. 3. Aspecte general d'un espermatozoide amb la cua doblegada per la peça de connexió.
2900 X.

Fig. 4. A. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb la gota cltoplasmàtlca en posició
medio-distal. Observeu l'inici d'una lleugera curvatura de la cua al nivell de la gota
cltoplasmàtlca (GC). La part enquadrada és ampliada a la figura 4B. 2000 X.

B. Detall de la peça terminal (PT) d'un espermatozoide immadur amb la gota
cltoplasmàtlca en posició medio-dlstal. Les fletxes marquen el límit entre les peces
principal i terminal. Observeu la diferència de diàmetre existent entre ambdues peces.
10000 X.





Esperma Epídïdimàría:
221

Resultats - Làmines de Figures

Figures: 5 a 9.



222
Esperma Epididimària: Resultats - Làmines de Figures

LAMINA Vl-b.

Espermatozoides procedents del cos epididimari. Microscopía electrònica
d'escànning.

Pig. 5. Aspecte general d'un espermatozoide immadur iniciant un lleuger doblegament de la cua
al nivell de la gota citoplasmàtica. 2800 X.

Plg. 6. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb la cua doblegada formant un angle
d'uns 90° entre les peces intermèdia i principal. 2300 X.

Fig. 7. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb la cua doblegada formant un angle
d'uns 45° entre les peces intermèdia i principal. 2100 X.

Pig. 8. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb la cua doblegada per l'anell de
Jensen formant un angle d'uns 0° entre les peces intermèdia i principal. El doblegament
de la cua queda cimentat per la gota citoplasmàtica. 2800 X.

Pig. 9. A. Detall al nivell de la peça principal d'un espermatozoide amb dues cues fusionades.
Observeu la trajectòria helicoidal de les cues. 18000 X.

B. Detall al nivell de la regió d'ancoratge de la peça intermèdia d'un espermatozoide amb
dues cues fusionades. 9000 X.
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LÀMINA VI-c.

Espermatozoides procedents del cos epididimari. Microscopía electrònica
d'escànning.

Flg. 10. A i B. Aspecte general d'un espermatozoide madur 1 d'un espermatozoide amb la cua
parcialment enrotllada en procés de fusió. La part enquadrada és ampliada a la figura
1OC. 2300 X.

C. Detall dels caps i les regions proximals de les peces intermèdies d'un espermatozoide
madur i d'un espermatozoide amb la cua parcialment enrotllada que estan iniciant la seva
fusió. 4600 X.

Pig. 11. A. Aspecte general de dos espermatozoides parcialment aglutinats per les cues.
Observeu que l'aglutlnació s'inicia entre les dues peces principals de les cues.
En aquesta mlcrografia s'observa també un espermatozoide amb dos caps i la cua
enrotllada. 2500 X.

B. Aspecte general de dos espermatozoides parcialment aglutinats per les cues. La part
enquadrada és ampliada a la figura 11C. 1800 X.

C. Detall de l'aglutinació de la regió medial de les dues peces principals (PP). Observeu
la trajectòria helicoidal de les dues peces principals. 9000 X.
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LÀMINA Vll-a.

Espermatozoides procedents de la cua epidldimària. Microscopía electrònica
d'escànning.

Fig. 1. A. Aspecte general d'un espermatozoide madur per la cara del cap que presenta la
protuberància acrosòmica apical. La part enquadrada és ampliada a la figura IB. 1400 X.

B. Detall del cap d'un espermatozoide madur per la cara del cap que presenta la
protuberància acrosòmica apical (PA). Les fletxes marquen el límit de les regions
acrosòmica (A) i postacrosòmica (P) del cap, així com de les peces de connexió (PC) i
intermèdia (PI). 7000 X.

Pig. 2. A. Aspecte general d'un espermatozoide madur per la cara del cap que presenta la
protuberància acrosòmica apical. La part enquadrada és ampliada a la figura 2B. 1400 X.

B. Detall de la peça intermèdia (PI) de la cua d'un espermatozoide madur. 14000 X.

Pig. 3. A. Aspecte general d'un espermatozoide madur per la cara del cap que presenta la
protuberància acrosòmica apical. La part enquadrada és ampliada a la figura 3B. 1400 X.

B. Detall de les peces principal i terminal (PT) de la cua d'un espermatozoide madur. Les
fletxes marquen el límit entre les peces principal 1 terminal. Observeu la diferència de
diàmetre entre ambdues peces. 7000 X.
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LÀMINA Vll-b.

Espermatozoides procedents de la cua epididimària. Microscopía electrònica
d'escànning.

Fig. 4. A. Aspecte general d'un espermatozoide amb el cap lleugerament deprimit i dues cues
fusionades. La part enquadrada és ampliada a la figura 4B. 1350 X.

B. Detall del cap lleugerament deprimit d'un espermatozoide per la cara del cap que
presenta la protuberància acrosòmica (PA). Les fletxes indiquen el límit de la
protuberància acrosòmica. Observeu la fusió de les cues per les peces intermèdies.
6750 X.

Fig. S. A. Aspecte general d'un espermatozoide madur per la cara del cap que presenta la
protuberància acrosòmica (PA). La part enquadrada és ampliada a la figura 5B. 1400 X.

B. Detall del cap i la peça de connexió d'un espermatozoide madur per la cara del cap
que presenta la protuberància acrosòmica (PA). Les fletxes indiquen el límit de la
protuberància acrosòmica. 7000 X.

Fig. 6. A. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtlca distal (GC) per
la cara del cap que presenta la protuberància acrosòmica apical. La part enquadrada és
ampliada a la figura 6B. 1400 X.

B. Detall del cap i de la peça de connexió d'un espermatozoide immadur amb gota
citoplasmàüca distal (GC) per la cara del cap que presenta la protuberància acrosòmica
(PA). 7000 X.

Fig. 7. A. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal (GC) per
la cara plana del cap. La part enquadrada és ampliada a la figura 7B. 1400 X.

B. Detall del cap i de la peça de connexió d'un espermatozoide immadur amb gota
citoplasmàtica distal (GC) per la cara plana del cap. 7000 X.
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LÀMINA VII-c.

Espermatozoides procedents de la cua epididimària. Microscopía electrònica
d'escànning.

Flg. 8. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica proximal (GCp),
d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal (GCd) i d'un espermatozoide
amb la cua doblegada per l'anell de Jensen (CD). En el cas de l'espermatozoide amb la
cua doblegada per l'anell de Jensen, la peça principal es fusiona amb la peça intermèdia,
però no amb el cap. 2750 X.

Fig. 9. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal (GC).
PA, protuberància acrosòmica. 3150 X.
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Figures: 10, l l i 12.
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LÀMINA VH-d.

Espermatozoides procedents de la cua epididimària. Microscopía electrònica
d'escànning.

Fig. 1O. A. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal. La part
enquadrada és ampliada a la figura 1OB. 1800 X.

B. Detall de la gota citoplasmàtica distal (GC) d'un espermatozoide Immadur. 9000 X.

Fig. 11. A. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal a punt
de desprendre's. La part enquadrada és ampliada a la figura 11B. 1800 X.

B. Detall de la gota citoplasmàtica distal (GC) a punt de desprendre's. Observeu la
lleugera curvatura de la cua en la regió on es troba la gota citoplasmàtica. 9000 X.

Pig. 12. A. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal (GC)
desprenent-se. La part enquadrada és ampliada a la figura 12B. 2130 X.

B. Detall de la gota citoplasmàtica distal que s'està desprenent. Observeu la lleugera
curvatura de la cua en la regió on es troba la gota citoplasmàtica. 10650 X.
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LÀMINA VII-e.

Espermatozoides procedents de la cua epididimària. Microscopía electrònica
d'escànning.

Mg. 13. Espermatozoide amb el cap piriforme (P) 1 espermatozoide de cap normal (N). 4100 X.

Fig. 14. Espermatozoide immadur amb gota cltoplasmàtlca distal (GC) i amb el cap doblegat
lateralment des de la regió medio-apical del cap. 4650 X.

Fig. 15. Aspecte general d'un espermatozoide amb la cua doblegada per la peça de connexió.
3150 X.

Fig. 16. Espermatozoide amb la cua enrotllada. Observat el poc desenvolupament de
l'enrotllament, és possible que a la cua li falti alguna de les seves peces. L'enrotllament
es disposa en un pla paral·lel a la cara plana del cap i queda cimentat per restes de la
gota citoplasmàtica (RC). 6400 X.

Fig. 17. Espermatozoide amb la cua enrotllada. La cua, amb totes les seves peces, s'enrotlla al
voltant del primer terç de la peça intermèdia. 7200 X.
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Figures: 18 a 21.
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LÀMINA Vll-f.

Espermatozoides procedents de la cua epididimària. Microscopía electrònica
d'esc aiming.

Fig. 18. A. Aspecte general d'un espermatozoide amb ancoratge lateral de la cua i una petita
protuberància en el primer terç de la peça principal de la cua. La part enquadrada és
ampliada a la figura 186. 1800 X.

B. Detall de la peça de connexió (PC) d'un espermatozoide amb ancoratge lateral de la
cua (al). C, cap; PI, peça intermèdia. 9000 X.

Fig. 19. A. Aspecte general d'un espermatozoide amb ancoratge lateral de la cua i una petita
protuberància en el primer terç de la peça principal de la cua. La part enquadrada és
ampliada a la figura 19B. 1800 X.

B. Detall de la petita protuberància (pr) que presenta en el primer terç de la peça
principal (PP) de la cua. 9000 X.

Fig. 2O. Aspecte general d'un espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal (GC) i amb
la cua curta. A la cua li manca una part de la peça principal (fg). PI, peça intermèdia.
5000 X.

Fig. 21. Aspecte general d'un espermatozoide macrocefàlic (M) amb la cua doblegada per l'anell
de Jensen. La peça principal es fusiona amb la peça intermèdia i, replegant-se sobre si
mateixa, es fusiona completament amb el cap.
En aquesta micrografla s'observa també un espermatozoide amb el cap morfològicament
normal i amb la cua doblegada per l'anell de Jensen. 3150 X.
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Figures: 22, 23 i 24.
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LÀMINA Vll-g.

Espermatozoides procedents de la cua epididimària. Microscopía electrònica
d'escànning.

Pig. 22. A. Aspecte general d'un espermatozoide amb dues cues fusionades. La part enquadrada
és ampliada a la figura 22B. 1400 X.

B. Detall del cap (C), peça de connexió (PC) 1 peces intermèdies (PI) d'un espermatozoide
amb dues cues fusionades. 7000 X.

Fig. 23. A. Aspecte general d'un espermatozoide macrocefàlic (M) amb dues cues fusionades.
Compareu amb l'espermatozoide de cap morfològicament normal (N) que té superposat. La
part enquadrada és ampliada a la figura 23B. 1400 X.

B. Detall del cap macrocefàlic (M), peça de connexió (PC) i peces intermèdies (PI) de les
dues cues fusionades. 7000 X.

Pig. 24. A. Aspecte general d'un espermatozoide macrocefàlic (M) amb dues cues fusionades.
Compareu amb l'espermatozoide de cap morfològicament normal (N) que té superposat. La
part enquadrada és ampliada a la figura 24B. 1400 X.

B. Detall de les dues cues (C) fusionades al nivell de les peces intermèdia 1 principal.
Observeu la trajectòria helicoidal de les dues cues fusionades. 7000 X.
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LÀMINA VlII-a.

Espermatozoides procedents del cap epididlmari. Microscopía electrònica de
transmissió.

Fig. 1. A. Secció longitudinal del cap d'un espermatozoide Immadur amb gota citoplasmàtica
proximal (GC). La membrana plasmática (P) està separada de la vesícula acrosòmica en
els segments principal i equatorial (1), però es manté estretament unida a la làmina
densa postacrosòmica (2). B, secció transversal al nivell del segment equatorial de la
regió acrosòmica (vegeu figura IB); C, secció transversal al nivell de la regió
postacrosòmica (vegeu figura 1C). 9000 X.

B. Secció transversal del segment equatorial de la regió acrosòmica del cap d'un
espermatozoide. Observeu la membrana plasmática (P) separada de la vesícula
acrosòmica. PSE, zona frontal del segment equatorial de la vesícula acrosòmica; LSE,
zona lateral del segment equatorial de la vesícula acrosòmica; MF, material flbrós
subacrosòmic; N, nucli. 25500 X.

C. Secció transversal de la regió postacrosòmica del cap d'un espermatozoide. Observeu
la membrana plasmática (P) unida estretament a la làmina densa postacrosòmica (LD).
MP, material flbrós perinuclear; N, nucli. 45000 X.

Plg. 2. Secció transversal a través del cap d'un espermatozoide que presenta una vesícula
acrosòmica anormal (A). El material flbrós subacrosòmic (MP) presenta una disposició
atípica. N, nucli; P, plasmalema. 25500 X.
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LÁMINA VIII-b.

Espermatozoides procedents del cap epididimari. Microscopía electrónica de
transmissió.

Pig. 3. Secció longitudinal d'un espermatozoide immadur amb gota cltoplasmàtica proximal.
Observeu la desorganització de la beina mitocondrial (BM) a la regió de la gota
citoplasmàtica (GC). En aquesta mlcrografia s'observen també dues seccions
longitudinals del cap de dos espermatozoides que presenten una gran protuberància
acrosòmlca (PA), escassa electrodensitat del contingut acrosòmic i una gran separació
entre la membrana plasmática (P) 1 la vesícula acrosòmica (A). 16200 X.

Flg. 4. Secció longitudinal d'un espermatozoide Immadur amb gota citoplasmàtica medio-dlstal.
Observeu el desigual desenvolupament de les mitocòndries de la beina mitocondrial (BM)
a la regió de la gota citoplasmàtica (GC). Vegeu la disposició més regular de les
mitocòndries en la zona de la peça intermèdia (PI) no ocupada per la gota citoplasmàtica.
18000 X.

Flg. 5. Secció longitudinal d'un espermatozoide Immadur amb gota citoplasmàtica proximal.
Observeu la desorganització dels elements estructurals de les peces de connexió (PC) 1
Intermèdia (PI) dins la gota cltoplasmàtica (GC). 13500 X.

Fig. 6. Secció obliqua de la peça Intermèdia d'un espermatozoide Immadur amb gota
citoplasmàtica medio-distal. Observeu la disposició regular de les mitocòndries (M) a la
zona de la peça Intermèdia no ocupada per la gota citoplasmàtica (GC) i la desorganització
de les mitocòndries (M*) dins la gota citoplasmàtica. A, vesícula acrosòmlca;

P, plasmalema. 15000 X.

Flg. 7. Secció longitudinal d'un espermatozoide immadur amb gota cltoplasmàtica distal.
Observeu la Irregular disposició i escassa homogeneïtat de la mida de les mitocòndries de
la beina mitocondrial (BM) dins la gota cltoplasmàtica (GC). Cal destacar l'elevada
flexibilitat de la peça intermèdia (*) dins la gota cltoplasmàtlca. 18000 X.
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Figures: 8, 9 i 10.
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LÀMINA VIH-c.

Espermatozoides procedents del cap epididimari. Microscopía electrónica de
transmissió.

Pig. 8 1 9 . Seccions transversals a través de la gota cltoplasmàtlca (GC) d'espermatozoides
Immadurs que presenten la cua doblegada al nivell de la peça intermèdia (PI).
P, plasmalema. 25500 X.

Pig. 1O. Secció longitudinal de la peça principal de la cua d'un espermatozoide. Observeu la
correcta disposició i forma de tots els elements estructurals d'aquesta peça. A, axonema;
BP, beina fibrosa; P, plasmalema. 75000 X.
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Figures: 1 a 5.
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LÀMINA IX.

Espermatozoides procedents de la cua epididimària. Microscopía electrònica de
transmissió.

Fig. 1. A. Secció longitudinal del cap d'un espermatozoide en la qual es poden observar els tres
segments de la vesícula acrosòmica: segment apical (SA), segment principal (SP) i
segment equatorial (SE). La membrana plasmática (P) es manté separada de la vesícula
acrosòmica i estretament unida a la làmina densa postacrosòmica (LD). B, secció
transversal al nivell del segment principal de la vesícula acrosòmica (vegeu figura IB).
16000 X.

B. Secció transversal del segment principal de la vesícula acrosòmica del cap d'un
espermatozoide. Observeu la separació existent entre la membrana plasmática (P) i la
vesícula acrosòmica. CP, cara plana del cap; CNP, cara no plana del cap; PSP, zona
frontal del segment principal de la vesícula acrosòmica; LSP, zona lateral del segment
principal de la vesícula acrosòmica; N, nucli. 30000 X.

Fig. 2. Secció transversal al nivell del segment principal de la vesícula acrosòmica del cap d'un
espermatozoide. Observeu la gran separació que hi ha entre la membrana plasmática (P) i
la vesícula acrosòmica (A). El citoplasma residual que ocupa aquest espai es caracteritza
per la presència de nombroses vesícules que es concentren a la perifèria de la gota
citoplasmàtica (GC). Algunes vesícules estan limitades per una única membrana (UM) 1
altres per una doble membrana (DM). N, nucli. 24000 X.

Fig. 3. Secció longitudinal de la base del cap 1 la peça de connexió d'un espermatozoide
immadur amb gota citoplasmàtica medial (GC). Observeu la desorganització de les
mitocòndries en la beina mitocondrial (BM). En aquesta micrografia es poden observar les
columnes segmentades (CS) i els cossos laminars (CL) de la peça de connexió. N, nucli.
30000 X.

Fig. 4. Secció transversal d'un espermatozoide amb la cua doblegada. Es poden observar les
peces Intermèdia (PI) 1 principal (PP) envoltades 1 cimentades per la gota citoplasmàtica
(GC). Ambdues peces mostren irregularitats; la peça principal presenta l'axonema (A)
desorganitzat 1 la peça Intermèdia presenta una beina mitocondrial (B M) anòmala
(compareu amb la secció transversal d'una peça Intermèdia normal (PI*)). 30000 X.

Fig. 5. Grànuls de secreció lliures entre l'esperma epididimària. 4000 X.
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TAULA I. Vitalitat dels espermatozoides epididimaris en els tres mascles

(p= 0,8941).

Mascle

1

2

3

Totals

Espermatozoides
vius

1289
(85,93%)

1284
(85,60%)

1293
(86,20%)

3866
(85,91%)

Espermatozoides
morts

211
(14,07%)

216
(14,40%)

207
(13,80%)

634

(14,09%)

Totals

1500

1500

1500

4500

GRÀFIC I. Distribució dels espermatozoides morts en l'esperma epididimària dels

tres mascles.

MASCLE 3

32,65%

MASCLE 1

33,28%

34,07%

MASCLE 2
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TAULA n. Vitalitat espermàtica en les tres regions epididimàries (p= 0,0001).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Espermatozoides
vius

1420
(94,67%)

1295
(86,33%)

1151
(76,73%)

3866
(85,91%)

Espermatozoides
morts

80
(5,33%)

205
(13,67%)

349
(23,27%)

634
(14,00%)

Totals

1500

1500

1500

4500

CAP - COS: p= 0,0001 COS - CUA: p= 0,0001 CAP - CUA: p= 0,0001

GRÀFIC II. Distribució dels espermatozoides morts en les tres regions

epididimàries.
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TAULA HI. Resistència osmótica dels acrosomes a 300 mOsm en els tres mascles

(p= 0,9309).

Mascle

1

2

3

Totals

Acrosomes
resistents

1495
(99,67%)

1496
(99,73%)

1495
(99,67%)

4486
(99,69%)

Acrosomes no
resistents

5
(0,33%)

4

(0,27%)

5
(0,33%)

14
(0,31%)

Totals

1500

1500

1500

4500

GRÀFIC m. Distribució dels espermatozoides amb acrosomes no resistents a un

medi isotònic en l'esperma epididimària dels tres mascles.

28,57%

MASCLE 2
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TAULA IV. Resistència osmótica dels acrosomes a 300 mOsm en les tres regions

epididimàries (p= 0.2563).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Acrosomes
resistents

1493
(99,53%)

1495
(99,67%)

1498
(99,87%)

4486
(99,69%)

Acrosomes no
resistents

7
(0,47%)

5
(0,33%)

2

(0,13%)

14

(0,31%)

Totals

1500

1500

1500

4500

GRÀFIC IV. Distribució dels espermatozoides amb acrosomes no resistents a un

medi isotònic en les tres regions epididimàries.

CAP

50%
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TAULA V. Resistència osmótica dels acrosomes a 150 mOsm en els tres mascles

(p= 0,6308).

Mascle

1

2

3

Totals

Acrosomes
resistents

1232
(82,13%)

1247
(83,13%)

1228
(81,87%)

3707
(82,38%)

Acrosomes no
resistents

268
(17,87%)

253
(16,87%)

272
(18,13%)

793
(17,62%)

Totals

1500

1500

1500

4500

GRÀFIC V. Distribució dels espermatozoides amb acrosomes no resistents a un

medi hipotònic en l'esperma epididimària dels tres mascles.

MASCLES

34,30%

31,90%

MASCLE 2

MASCLE 1

33,80%
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TAULA VI. Resistència osmótica dels acrosomes a 150 mOsm en les tres regions

epididimàries (p= 0,0001).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Acrosomes
resistents

723
(48,20%)

1489
(99,27%)

1495
(99,67%)

3707
(82,38%)

Acrosomes no
resistents

777
(51,80%)

11
(0,73%)

5
(0,33%)

793
(17,62%)

Totals

1500

1500

1500

4500

CAP - COS: p= 0,0001 COS - CUA: p= 0,1326 CAP - CUA- p= 0.0001

GRÀFIC VI. Distribució dels espermatozoides amb acrosomes no resistents a un

medi hipotònic en les tres regions epididimàries.

0,63% CUA
COS 1.39%

CAP

97,98%
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TAULA vn. Estabilitat cefálica dels espermatozoides epididimaris en els tres

mascles (p= 0.8879).

Mascle

1

2

3

Totals

Espermatozoides
normals

1447
(96,47%)

1445
(96,33%)

1442

(96.13%)

4334
(96,31%)

Caps isolats

53
(3,53%)

55
(3,67%)

58
(3,87%)

166
(3,69%)

Totals

1500

1500

1500

4500

GRÀFIC Vn. Distribució dels caps isolats en l'esperma epidídimària dels tres

mascles.

MASCLE 3

34,94%

33,13%

MASCLE 2

MASCLE 1

31,93%
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TAULA VIU. Estabilitat cefálica dels espermatozoides epididimaris en les tres

regions epididimàries (p= 0,0001).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Espermatozoides
normals

1461
(97,40%)

1472
(98,13%)

1401
(93,40%)

4334
(96,31%)

Caps
isolats

39
(2,60%)

28
(1.87%)

99
(6,60%)

166
(3,69%)

Totals

1500

1500

1500

4500

CAP - COS: p= 0,1741 COS - CUA: p= 0,0001 CAP - CUA: p= 0,0001

GRÀFIC Vin. Distribució dels caps isolats en les tres regions epididimàries.
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TAULA IX. Morfologia dels espe .iiatozoides epididimaris en els tres mascles

(p= 0,2433).

Mascle

1

2

3

Totals

Madurs

923

(61,53%)

865

(57,67%)

867

(57,80%)

2655

(59,00%)

Immadurs
amb gota
proximal

231

(15,40%)

261

(17,40%)

246

(16,40%)

738

(16,40%)

Immadurs
amb gota

distal

303

(20,20%)

336

(22,40%)

348

(23,20%)

987

(21,93%)

Aberrants

43

(2,87%)

38

(2,53%)

39

(2,60%)

120

(2,67%)

Totals

1500

1500

1500

4500

GRÀFIC IX-a. Distribució dels espermatozoides madurs en l'esperma

epididimària dels tres mascles.

MASCLE 3

32,66%

32,58%

MASCLE 2

MASCLE 1

34,76%
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GRÀFIC IX-b. Distribució dels espermatozoides immadurs amb gota

citoplasmàtica proximal en l'esperma epididimària dels tres

mascles.

MASCLES

33,33%

MASCLE 1

31,30%

35,37%

MASCLE 2

GRÀFIC IX-c. Distribució dels espermatozoides immadurs amb gota

citoplasmàtica distal en l'esperma epididimària dels tres

mascles.

MASCLES

35,26% /:|:

MASCLE 1

30,70%

34,04%

MASCLE 2
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GRÀFIC IX-d. Distribució dels espermatozoides aberrants en l'esperma

epididimària dels tres mascles.

MASCLE 3

32,5%

31,67%

MASCLE 2

MASCLE 1

35,83%



Csperma Epididimàricu
259

Resultats - Taules i Gràfics

TAULA X. Morfologia espermàtica en les tres regions epididimàries (p= 0,0001).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Madurs

731

(48,73%)

659

(43,93%)

1265

(84,33%)

2655

(59,00%)

Immadurs
amb gota
proximal

733

(48,87%)

5

(0,33%)

0

(0,00%)

738

(16,40%)

Immadurs
amb gota

distal

5

(0,33%)

805

(53,67%)

177

(11,80%)

987

(21,93%)

Aberrants

31

(2,07%)

31

(2.07%)

58

(3.87%)

120

(2,67%)

Totals

1500

1500

1500

4500

CAP - COS: p= 0,0001 COS - CUA: p= 0.0001 CAP - CUA: p= 0,0001

GRÀFIC X-a. Distribució dels espermatozoides madurs en les tres regions

epididimàries.

24,82% COS
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GRÀFIC X-b. Distribució dels espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica

proximal en les tres regions epididimàries.

COS 0,68%

CAP 99,32%

GRÀFIC X-c. Distribució dels espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica

distal en les tres regions epididimàries.

COS

81,56%
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GRÀFIC X-d. Distribució dels espermatozoides aberrants en les tres regions

epididimàries.
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TAULA XI. Espermatozoides amb la cua normal i espermatozoides amb la cua

doblegada per la peça de connexió en les tres regions epididimàries

(p= 0,0378).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Espermatozoides
amb cua normal

9883
(98,83%)

9917

(99,17%)

9888
(98,88%)

29688
(98,96%)

Espermatozoides
amb cua doblegada
per la p. connexió

117
(1,17%)

83
(0,83%)

112
(1,12%)

312
(1.04%)

Totals

10000

10000

10000

30000

CAP - COS: p= 0,0157 COS - CUA: p= 0,0369 CAP - CUA: p= 0,7396

GRÀFIC XI. Distribució dels espermatozoides amb la cua doblegada per la peça

de connexió en les tres regions epididimàries.

26,60%

COS
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TAULA xn. Espermatozoides amb la cua normal i espermatozoides amb la cua

doblegada per la peça intermèdia en les tres regions epididimàries

(p= 0,0020).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Espermatozoides
amb cua normal

9934
(99,34%)

9958
(99,58%)

9967
(99,67%)

29859
(99,53%)

Espermatozoides
amb cua doblegada
per la p. intermèdia

66
(0,66%)

42
(0,42%)

33
(0,33%)

141

(0,47%)

Totals

10000

10000

10000

30000

CAP - COS: p= 0,0206 COS - CUA" p= 0,2978 CAP - CUA" p= 0,0009

GRÀFIC XII. Distribució dels espermatozoides amb la cua doblegada per la peça

intermèdia en les tres regions epididimàries.
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TAULA Xin. Espermatozoides amb la cua normal i espermatozoides amb la cua

doblegada per l'anell de Jensen en les tres regions epididimàries

(p= 0,0001).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Espermatozoides
amb cua normal

9996
(99,96%)

9997

(99,97%)

9956
(99,56%)

29949
(99,83%)

Espermatozoides
amb cua doblegada
per l'anell de Jensen

4
(0,04%)

3
(0,03%)

44
(0,44%)

51

(0,17%)

Totals

10000

10000

10000

30000

CAP - COS: p= 0,7054 COS - CUA: p= 0,0001 CAP - CUA: p= 0,0001

GRÀFIC xm. Distribució dels espermatozoides amb la cua doblegada per l'anell

de Jensen en les tres regions epididimàries.
CAP

7,84% COS

5,88%
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TAULA XIV. Espermatozoides amb la cua normal i espermatozoides amb la cua
doblegada per la peça principal en les tres regions epididimàries

(p= 0.9813).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Espermatozoides
amb cua normal

9983
(99,83%)

9982
(99,82%)

9982
(99,82%)

29947

(99,82%)

Espermatozoides
amb cua doblegada
per la p. principal

17
(0,17%)

18
(0,18%)

18
(0,18%)

53
(0,18%)

Totals

10000

10000

10000

30000

GRÀFIC XIV. Distribució dels espermatozoides amb la cua doblegada per la peça

principal en les tres regions epididimàries.

33,96%

COS
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TAULA XV. Espermatozoides amb la cua normal i espermatozoides amb la cua

enrotllada en les tres regions epididimàries (p= 0,0022).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Espermatozoides
amb cua normal

9998
(99,98%)

9988
(99.88%)

9982
(99.82%)

29968
(99.89%)

Espermatozoides
amb cua enrotllada

2
(0,02%)

12
(0,12%)

18
(0,18%)

32
(0,11%)

Totals

10000

10000

10000

30000

CAP - COS: p= 0,0075 COS - CUA' p= 0,2730 CAP - CUA: p= 0,0003

GRÀFIC XV. Distribució dels espermatozoides amb la cua enrotllada en les tres

regions epididimàries.

CAP

6.25%

CUA

56,25%
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TAULA XVI. Espermatozoides amb la cua normal i espermatozoides amb les cues

fusionades en les tres regions epididimàries (p= 0,0001).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Espermatozoides
amb cua normal

9997

(99,97%)

9977
(99,77%)

9968

(99,68%)

29942
(99,81%)

Espermatozoides
amb dues cues

fusionades

3
(0.03%)

23
(0,23%)

32

(0,32%)

58
(0,19%)

Totals

10000

10000

10000

30000

CAP - COS: p= 0,0001 COS - CUA' p= 0,2243 CAP - CUA: p= 0,0001

GRÀFIC XVI. Distribució dels espermatozoides amb les cues fusionades en les

tres regions epididimàries.

CAP

5,17%
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TAULA XVI-a. Espermatozoides amb un cap 1 una cua 1 espermatozoides amb un

cap 1 dues cues fusionades en les tres regions epididimàries.

Únicament les diferències entre les freqüències observades en les

regions cefálica i corporal de l'epldídim són significatives (p< 0,01).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Espermatozoides
amb un cap i

una cua

9999

9984

9981

29964

Espermatozoides
amb un cap i dues
cues fusionades

1

16

19

36

Totals

10000

10000

10000

30000

TAULA XVI-b. Espermatozoides amb un cap i una cua i espermatozoides amb

dos caps i dues cues fusionades en les tres regions epididimàries.

Les diferències entre les freqüències observades en les tres regions

de repidídim són significatives (p< 0,01).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Espermatozoides
amb un cap i

una cua

9998

9993

9987

29978

Espermatozoides
amb dos caps i dues

cues fusionades

2

7

13

22

Totals

10000

10000

10000

30000
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TAULA XVII. Espermatozoides amb el cap normal i espermatozoides

macrocefàlies en les tres regions epididimàries (p= 0,6917).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Espermatozoides
amb cap normal

9995
(99,95%)

9994
(99,94%)

9992
(99,92%)

29981
(99,94%)

Espermatozoides
macrocefàlies

5
(0,05%)

6
(0,06%)

8
(0,08%)

19
(0.06%)

Totals

10000

10000

10000

30000

GRÀFIC XVn. Distribució dels espennatozoides macrocefàlies en les tres regions

epididimàries.
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TAULA XVIII. Espermatozoides amb el cap normal i espermatozoides

microcefàlics en les tres regions epididimàries (p= 0,8187).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Espermatozoides
amb cap normal

9999
(99,99%)

9998
(99,98%)

9998
(99,98%)

29995
(99,98%)

Espermatozoides
microcefàlics

1
(0,01%)

2

(0.02%)

2
(0,02%)

5
(0,02%)

Totals

10000

10000

10000

30000

GRÀFIC XVm. Distribució dels espermatozoides microcefàlics en les tres regions

epididimàries.
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TAULA XIX. Espermatozoides no aglutinats i espermatozoides aglutinats a

l'epidídim dels tres mascles (p= 0,2858).

Mascle

1

2

3

Totals

Espermatozoides
no aglutinats

1323
(88.20%)

1342
(89,47%)

1349
(89,93%)

4014
(89,20%)

Espermatozoides
aglutinats

177
(11,80%)

158
(10,53%)

151
(10,07%)

486
(10,80%)

Totals

1500

1500

1500

4500

GRÀFIC XIX. Distribució dels espermatozoides aglutinats a l'epidídim dels tres

mascles.

MASCLE 3

31,07%
MASCLE 1

36,42%

32,51%

MASCLE 2
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TAULA XX. Tipus d'aglutinació dels espermatozoides epididimaris en els tres

mascles (p= 0,3675).

Mascle

1

2

3

Totals

no
aglutinats

1323

(88,25%)

1342

(89,47%)

1349

(89,93%)

4014

(89,20%)

aglutinats
cap-cap

42

(2,80%)

28

(1,87%)

39

(2,60%)

109

(2,42%)

aglutinats
cua-cua

72

(4,80%)

75

(5,00%)

58

(3,87%)

205

(4,56%)

aglutinats
cap-cua

63

(4,20%)

55

(3,67%)

54

(3,60%)

172

(3,82%)

Totals

1500

1500

1500

4500

GRÀFIC XX-a. Distribució de l'aglutinació cap-cap en l'esperma epididimària

dels tres mascles.

MASCLE 3

35,78%

25,69%

MASCLE 2
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GRÀFIC XX-b. Distribució de l'aglutinació cua-cua en l'esperma epididimària

dels tres mascles.

MASCLE 3

28,29% MASCLE 1

35,12%

36,59%

MASCLE 2

GRÀFIC XX-c. Distribució de l'aglutinació cap-cua en l'esperma epididimària

dels tres mascles.

MASCLES

31,40%

31,98%

MASCLE 2



274
Esperma Epididimària: Residíais - Taules i Grà/ícs

TAULA XXI. Espermatozoides aglutinats i espermatozoides no aglutinats en les

tres regions epididimàries (p= O.O001).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

Espermatozoides
no aglutinats

1378
(91,87%)

1336
(89,07%)

1300
(86,67%)

4014
(89,20%)

Espermatozoides
aglutinats

122
(8,13%)

164
(10,93%)

200
(13.33%)

486
(10,80%)

Totals

1500

1500

1500

30000

CAP - COS: p= 0,0090 COS - CUA p= 0,0441 CAP - CUA p= 0,0001

GRÀFIC XXI. Distribució dels espermatozoides aglutinats en les tres regions

epididimàries.
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TAULA XXn. Tipus d'aglutinació espermàtica en les tres regions epididimàries

(p= 0,0278).

Regió

CAP

COS

CUA

Totals

aglutinats
cap-cap

20

(16,39%)

44

(26,83%)

45

(22,50%)

109

(22,43%)

aglutinats
cua -cua

64

(52,46%)

55

(33,54%)

86

(43,00%)

205

(42,18%)

aglutinats
cap-cua

38

(31,15%)

65

(39,63%)

69

(34.50%)

172

(35,39%)

Totals

122

164

200

486

CAP - COS: p= 0,0045 COS - CUA: p= 0.1809 CAP - CUA: p= 0,2110

GRÀFIC XXII-a. Distribució de l'aglutinació cap-cap en les tres regions

epididimàries.
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GRÀFIC XXII-b. Distribució de l'aglutinació cua-cua en les tres regions

epididimàries.

GRÀFIC XXII-c. Distribució de l'aglutinació cap-cua en les tres regions

epididimàries.

CAP

22,09%
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DISCUSSIÓ.

El conducte epididlmari és l'òrgan on l'esperma adquireix l'aptitud fecundant.

Diversos autors posen de manifest que, si bé els espermatozoides obtinguts de la regió

cefálica de l'epidídim de mascles reproductors porcins no presenten l'aptitud fecundant,

els obtinguts a partir de la regió corporal presenten un percentatge de fertilització comprès

entre el 10% i el 50%, i els retirats de la regió caudal entre el 90% i el 100% (Hunter i col.,

1976; Holt i Smidt, 1976; i Flickinger, 1979). Segons Jouannet (1981), Dacheux i col.

(1983) i Yeung i col. (1993), la motilitat espermàtica es manifesta quan els

espermatozoides abandonen l'epidídim o quan són transferits de la regió caudal de

l'epidídim a una solució tampó. Els espermatozoides recollits de la regió cefálica de

l'epidídim gairebé no mostren motilitat, mentre que els que procedeixen de la cua

epididimària arriben a descriure un lleuger moviment circular. La reducció de l'acrosoma,

l'augment del contingut acrosòmic i el descens de la gota citoplasmàtica a través de la

peça intermèdia al llarg del recorregut dels espermatozoides pel conducte epididimari, han

estat observats en rosegadors i en l'home (Fornes i De Rosas, 1989). La modificació

morfològica de l'acrosoma (mida, forma i electrodensitat del contingut acrosòmic) al llarg

del procés de maduració epididimària ha estat descrita per diversos autors en diferents

espècies (Cortadellas, 1991).

Un dels fets més característics i coneguts de la maduració epididimària és la migració de la

gota citoplasmàtica des de la posició proximal a la distal de la peça intermèdia dels

espermatozoides (Hancock, 1956). Segons Barth i Oko (1989), la migració de la gota

citoplasmàtica es produeix en un segon. Una vegada la gota citoplasmàtica pren la

posició distal, es produeix la seva expulsió al mateix temps que la cua es doblega

lleugerament per l'anell de Jensen i pel pla que divideix les fibres denses 5 i 6. A la regió

cefálica de l'epidídim de Sus domesíicus, el 99% dels espermatozoides immadurs presenten

la gota citoplasmàtica proximal i només l'l% presenten la gota citoplasmàtica distal. A la

regió corporal de l'epidídim els percentatges s'inverteixen, el 99% dels espermatozoides

immadurs presenten gota citoplasmàtica distal i l'l% la presenten proximal. Aquestes

dades coincideixen bastant amb les que Cortadellas (1991) descriu per a Mesocricetus

auratus i amb les que altres autors donen per a altres espècies. Si bé Cortadellas (1991)

observa que el percentatge d'espermatozoides immadurs es manté constant al llarg del

conducte epididimari, oscil·lant entre el 92% i el 94%, en els mascles reproductors porcins

i en altres espècies, el percentatge d'espermatozoides immadurs disminueix al llarg del
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conducte epididimari (Suzuki i Nagaro, 1980; Kaplan i col., 1984). En la memòria s'afirma

que el percentatge d'espermatozoides immadurs passa del 49,2% a la regió cefálica a

1'11,8% a la regió caudal. Les posicions centrada i descentrada de la gota citoplasmàtica

respecte a l'eix de la peça intermèdia han estat descrites per diversos autors en diferents

espècies. Temple-Smith (1984) observa que la gota citoplasmàtica pren una posició

centrada quan ocupa la regió del coll de l'espermatozoide i, a mesura que avança per la

peça intermèdia, va prenent posicions més descentrades. En el cas de Mesocricetus ouroíus

(Cortadellas, 1991), els espermatozoides immadurs de la regió cefálica de l'epidídim

presenten la gota citoplasmàtica proximal excèntrica i els de les regions corporal i caudal

de l'epidídim presenten la gota citoplasmàtica distal centrada respecte a la peça

intermèdia.

La gota citoplasmàtica experimenta algunes modificacions estructurals durant la

maduració epididimària. Si bé a la regió cefálica de l'epidídim la gota citoplasmàtica

presenta un citoplasma amorf ric en cisternes membranoses llises derivades del Complex

de Golgi (Mollenhauer i Morré, 1983), a la regió caudal de l'epidídim apareixen vesícules

limitades per una única membrana o per doble membrana i disposades a la perifèria del

citoplasma (Kaplan i col., 1984). Segons Cortadellas (1991) les vesícules presents a la gota

citoplasmàtica contenen fosfatasa àcida. Roberts i col. (1976) observen que les vesícules

limitades per doble membrana es fusionen amb el plasmalema de la gota citoplasmàtica, i,

les vesícules riques en enzims hidrolítics limitades per una membrana s'alliberen a la llum

del conducte epididimari. Tamblyn (1981) demostra la presència d'actina a la gota

citoplasmàtica dels espermatozoides ej aculats de Sus domesticas i apunta la seva possible

col·laboració en la migració de la gota.

Segons Barth i Oko (1989) el percentatge d'espermatozoides amb caps isolats a l'ej aculat

de toro és, normalment, del 5,1±0,74% i les causes principals d'un augment d'aquest

percentatge solen ser atribuïdes a una hipoplàsia testicular o a la inflamació de les

vesícules seminals o dels conductes epididimaris. En condicions no patològiques, el

percentatge de caps isolats a l'ej aculat està en relació directa amb el temps que els

espermatozoides romanen a la cua epididimària (Barth i Oko. 1989). Aquest fet explicaria

que, si bé a les dues primeres regions de l'epidídim de Sus domesíícus el percentatge

d'espermatozoides amb el cap isolat es manté a l'entorn del 2%, aquest augmenta

significativament fins al 6,5% a la regió caudal de l'epidídim.

La resistència osmótica dels acrosomes depèn de la pressió osmótica del fluid epididimari i

de la permeabilitat de la membrana plasmática a cada regió de l'epidídim (Takanashi i col.,

1990). La pressió osmótica del fluid epididimari és més elevada a la regió cefálica que a la

regió caudal. En hàmsters, per exemple, la pressió osmótica del fluid epididimari a la regió
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cefálica és de 417 mOsm, a la regió corporal és de 408 mOsm i a la regió caudal és de 385

mOsm (Johnson i Howards, 1976). La permeabilitat de la membrana plasmática de

l'espermatozoide a l'cosina és, també, més elevada a la regió cefálica que a la regió caudal

(Ortovant, 1953). L'elevada pressió osmótica del fluid epididimari a la regió cefálica de

l'epidídim, Juntament amb l'elevada permeabilitat de la membrana dels espermatozoides

procedents d'aquesta regió epididimària, expliquen la baixa resistència osmótica de les

vesícules acrosòmiques dels espermatozoides de la regió cefálica de l'epidídim quan són

sotmesos a medis hipotònics (ISOmOsm). Shilling i Vengust (1987) demostren que, en

sotmetre un mascle reproductor porcí a un ritme d'extraccions de semen elevat (cada dos

dies durant un mes), el volum de l'ejaculat es redueix, la motilitat espermàtica baixa i la

resistència osmótica dels acrosomes disminueix considerablement; és a dir, l'esperma

ejaculada pren característiques específiques de l'esperma de la regió cefálica de l'epidídim.

La major separació observada entre la membrana plasmática i la vesícula acrosòmica en

els espermatozoides procedents de la regió cefálica J a va ser descrita per Jones (1971) en

estudiar els espermatozoides procedents de la regió cefálica de l'epidídim de mascles

reproductors porcins. Segons els estudis de Suzuki i Nagaro (1980), a la regió cefálica de

l'epidídim dels rosegadors, l'espai que separa la membrana plasmática de la vesícula

acrosòmica està ocupat per un material floculent que va desapareixent a mesura que

l'espermatozoide avança pel conducte epididimari.

Tradicionalment, les malformacions espermàtiques observades a l'ejaculat s'han dividit en

dos grans grups: les malformacions primàries, si presenten origen testicular, i les

malformacions secundàries, si presenten origen epididimari. Jones (1971) estableix en un

1% el percentatge d'espermatozoides aberrants procedents de la cua epididimària de Sus

domesíicus. De les malformacions de l'esperma epididimària descrites a la memòria, han

resultat ser secundàries les següents: cua doblegada per la peça intermèdia, cua

doblegada per l'anell de Jensen, cua enrotllada i cues fusionades.

El doblegament de la cua per la peça intermèdia depèn de la capacitat de deformació

d'aquesta peça i, en conseqüència, de la capacitat de deformació de les estructures que

conté. La peça intermèdia conté dues estructures a les quals hom pot atribuir, entre

d'altres, funcions citoesquelètiques: la beina mitocondrial i les fibres denses. En

l'espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica proximal (procedent de la regió

cefálica de l'epidídim), les mitocòndries presenten una mida i una disposició irregulars. En

l'espermatozoide immadur amb gota citoplasmàtica distal (procedent de la regió caudal de

l'epidídim), les mitocòndries homogeneïtzen la seva mida i es disposen ordenadament

descrivint una hèlice. Hellmen i col. (1980) han assenyalat que, al llarg del procés de

maduració epididimària, les mitocòndries de la beina se cimenten gràcies a la presència
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d'una substància que les manté unides entre si. Així doncs, al llarg del recorregut

epididimari dels espermatozoides des de la regió cefálica fins a la regió caudal de

l'epidídim, les mitocòndries de la peça intermèdia tendeixen a ordenar-se i a unir-se entre

si constituint una vertadera beina, la beina mitocondrial. La formació d'aquesta beina va

associada a la pèrdua de flexibilitat de la cua per la peça intermèdia. Això pot ser una

explicació de la progressiva disminució del percentatge de la malformació "cua doblegada

per la peça intermèdia" al llarg del conducte epididimari. D'altra banda, les fibres denses

contenen entre un 3% i un 10% de cisternes que estableixen ponts disulfur al llarg del

procés de maduració epididimària (Guraya, 1987). La progressiva formació de ponts

disulfur augmenta la rigidesa de les fibres denses i, en conseqüència, determina una

progressiva pèrdua de flexibilitat de la cua per la peça intermèdia.

Blom i Wolstrup (1976) en toros i Elliasson i Lindholm (1974) en humans, suggereixen

que la presència d'espermatozoides amb la cua doblegada o amb la cua enrotllada està

estretament relacionada amb la debilitat de les fibres denses provocada per un excés de

zenc en el fluid epididimari. Bowen i col. (1973) descriuen la presència de zenc en el fluid

epididimari de Sus domesticas i Calvin i col. (1975) demostren que el zenc s'incorpora a les

fibres denses i que un excés d'aquest pot conduir a la debilitació d'aquestes fibres i, en

conseqüència, al doblegament o a renrotllament de la cua. L'elevada secreció de zenc per

l'epiteli epididimari caudal s'ha relacionat amb el tractament amb estrogens (Cooper,

1986). Calvin i col. (1973) sostenen que l'excés de zenc impedeix la formació de ponts

disulfur entre les cisternes de les fibres denses i, en conseqüència, provoca una debilitació

d'aquestes fibres.

Una altra hipòtesi que explica el doblegament de la cua, com a malformació d'origen

epididimari, és la defensada per Koefoed-Johnsen i Pedersen (1971), que sostenen que la

cua es doblega com a conseqüència d'una debilitació de les fibres denses provocada per

una digestió enzimàtica. La gota citoplasmàtica, retinguda a la zona distal de la peça

intermèdia, en lloc de ser expulsada, lliura els enzims hidrolítics que conté a l'exterior de

les vesícules cap al citoplasma i es produeix la digestió de les fibres denses. La digestió de

les fibres denses provoca, en aquesta regió distal de la peça intermèdia, una debilitació de

la seva estructura i una major facilitat de doblegament. El doblegament de la cua acabarà

cimentat per la pròpia gota citoplasmàtica. El fet que al cos i a la cua epididimarts el

percentatge d'espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica distal sigui més alt

explicaria que també sigui en aquestes dues regions on apareix de forma significativa la

malformació "cua doblegada per l'anell de Jensen".

La hipoosmolaritat del medi també ha estat descrita (Barth i Oko, 1989) com una causa

freqüent que afavoreix la presència d'espermatozoides amb la cua doblegada o amb la cua
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enrotllada. Cal assenyalar que la osmolaritat del fluid epididimari va disminuint des de la

regió cefálica fins a la regió caudal, i és, per tant, a la cua epididimària on l'osmolaritat,

que és més baixa, afavoreix el desenvolupament d'espermatozoides amb la cua doblegada

o amb la cua enrotllada.

La fusió de les dues cues dels espermatozoides amb un cap i dues cues, o dels

espermatozoides amb dos caps i dues cues està molt relacionada amb la capacitat que

presenten els espermatozoides d'aglutinar-se. Els espematozoides amb un cap i dues cues

s'han originat durant l'espermiogènesi i arriben a la regió cefálica de l'epidídim amb les

dues cues separades. Els espermatozoides amb dos caps i dues cues s'originen al

conducte epididimari per aglutinado prèvia dels caps o de les cues. En ambdós tipus

d'espermatozoides la fusió de les dues cues es fa al llarg del conducte epididimari. Els

espermatozoides tendeixen a aglutinar-se espontàniament, tant en individus estèrils com

en individus fèrtils (Spark, 1988). L'aglutinació espermàtica pot afavorir-se quan l'esperma

es posa en contacte amb bacteris, fongs i esteroides. Si l'esperma és exposat a sèrum

femení enriquit amb progesterona, s'observa un augment notable de les aglutinacions

espermàtiques cap-cap. En canvi, si l'esperma és exposat a sèrum masculí enriquit amb

testosterona, les aglutinacions espermàtiques produïdes són del tipus cua-cua (Spark,

1988; Taymor, 1990). El cortisol provoca un augment de l'aglutinació espermàtica cua-

cua i de l'aglutinació cap-cua (Cheng i col., 1980). La concentració d'esteroides en el fluid

epididimari disminueix al llarg del conducte de l'epidídim (Ganjam i col., 1980). La

presència de testosterona en el fluid epididimari ha estat descrita per Pujol i col. (1976).

Aafjes i Vreeburg (1972) assenyalen que la concentració de 5a-dihidrotestosterona va

disminuint, progressivament, al llarg del conducte epididimari dels mascles reproductors

porcins. Aquestes dades són diferents de les aportades per Boulanger i col. (1982), en

cànids, o per Leinonen i col. (1980), en humans. D'acord amb Boulanger i col. (1982) la

concentració més elevada de testosterona es troba a la regió corporal de l'epidídim i,

segons Leinonen i col. (1980) en l'epidídim humà no és possible observar diferències en la

concentració de testosterona entre les seves tres regions. El fet que no s'observin

diferències significatives en les freqüències de les aglutinacions cua-cua al llarg del

conducte epididimari de Sus domesticus pot estar relacionat amb el fet que tampoc no es

distingeixin nivells de testosterona diferents en les tres regions de l'epidídim.
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CONCLUSIONS.

• De la morfologia de l'esperma eiaculada.

1. L'espermatozoide madur és un gameta en què distingim els elements característics dels

espermatozoides dels mamífers i en què destaquen els trets següents:

1.1. El cap espia.

1.2. L'acrosoma desenvolupa una protuberància apical que es disposa en una cara del

cap.

1.3. La peça de connexió es caracteritza pel desenvolupament dels cossos laminars.

2. L'espermatozoide immadur destaca per la presència de la gota citoplasmàtica, pel major

desenvolupament de la protuberància acrosòmica apical i per la flexibilitat del cap.

3. Els espermatozoides aberrants poden ser descrits i classificats a partir de la morfologia

externa o de la morfologia interna.

3.1. Les malformacions externes estudiades afecten la mida o la forma del cap, la

longitud de la cua, la trajectòria de la cua, el nombre de cues, el nombre de caps,

l'aglutinació espermàtica i l'estabilitat del cap o de la cua.

3.2. Les malformacions internes estudiades afecten el doblegament de la cua, la fusió

de les cues, l'enrotllament de la cua, l'estructura axonemàtica, la beina

mitocondrial, la vesiculització perifèrica o axonemàtica de la cua, el citoplasma

residual i les estructures cefàliques.

4. Les cèl·lules somàtiques presents a l'ejaculat presenten les característiques pròpies

d'un macròfag i se les ha observat englobant espermatozoides immadurs.
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• De l'estructura i la ultraestructura del conducte epididimari.

1. L'epiteli epididimari es pseudoestratificat amb esterocilis.

2. Cada regió epididimaria presenta uns valors característics pel que fa al diàmetre intern

del conducte epididimari, a l'alçada de l'epiteli, a la longitud dels esterocilis i al nombre

de cèl·lules somàtiques luminals.

3. L'epiteli epididimari està format per cinc tipus cel·lulars: les cèl·lules principals, les

cèl·lules basáis, les cèl·lules clares, les cèl·lules estretes i les cèl·lules basòfiles.

3.1. Els cinc tipus cel·lulars es distribueixen al llarg de tot el conducte epididimari de

forma no homogènia.

3.2. Les cèl·lules basáis, principals, clares i estretes són diversos estadis del

desenvolupament d'un mateix tipus cel·lular especialitzat en la secreció i

reabsorció cel.lular.

3.3. Les cèl·lules basòfiles són les precursores de les cèl·lules somàtiques luminals.

• De la qualitat de l'esperma epididimària.

1. La vitalitat de l'esperma disminueix progressivament al llarg del conducte epididimari.

2. La resistència osmótica dels acrosomes s'assoleix en la regió corporal de l'epidídim.

3. L'estabilitat cefálica dels espermatozoides és més elevada en les dues primeres regions

de l'epidídim que en la regió caudal.

4. Cada regió de l'epidídim es caracteritza per una morfologia espermàtica específica:

4.1. La regió cefálica de l'epidídim es caracteritza per l'elevat percentatge

d'espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàüca proximal.

4.2. La regió corporal de l'epidídim es caracteritza per l'elevat percentatge

d'espermatozoides immadurs amb gota citoplasmàtica distal.

4.3. La regió caudal de l'epidídim es caracteritza per l'elevat percentatge

d'espermatozoides madurs.
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5. Les malformacions espermàtiques estudiades d'origen epididimari són: cua doblegada

per l'anell de Jensen (originada en la regió caudal), cua enrotllada i cues fusionades

(originades en la regió corporal).

6. Els espermatozoides perden capacitat per doblegar la cua per la peça intermèdia a

mesura que avancen pel conducte epididimari.

7. L'aglutinació espermàtica tendeix a augmentar progressivament al llarg del conducte

epididimari malgrat que no s'observen variacions significatives en els diversos tipus

d'aglutinació.
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