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INTRODUCCIO

1. OBJECTIUS DEL TREBALL I ORGANITZACIO DE LA
MEMORIA

1.1. Objectius del treball de recerca

El present treball de recerca té com a objectiu general 1’estudi al microscopi optic i al
microscopi electronic de transmissié del testicle de Sus domesticus (raca Landrace —

varietat anglesa) a partir de mascles sans adults.

Aquest estudi forma part d’un projecte molt més ampli que es proposa caracteritzar, des
del punt de vista estructural i ultraestructural, tots els organs que constitueixen 1’aparell
reproductor masculi de Sus domesticus, és a dir, tots els organs implicats en la formacié i
en el transport del semen. L’objectiu principal de tots els Centres d’Inseminacié Artificial
Porcina 1 de les Explotacions de Seleccié 1 Multiplicacié Porcina és garantir una excel-lent
qualitat espermatica al llarg de la vida reproductiva ttil d’un mascle reproductor porci.
Aixi doncs, un millor coneixement dels patrons estructural i ultraestructural normals dels
organs reproductors permetra diagnosticar amb facilitat quina ha estat la funci6 o
I’estructura afectada de 1’aparell reproductor masculi quan s’observa una davallada de la

qualitat del semen.

Existeixen diversos factors com la temperatura, la llum, el medi ambient, la dieta, 1’estrés,
les toxines, 1’estat sanitari o 1’edat que poden alterar la capacitat reproductiva dels mascles
en mamifers domestics i humans (Okwun i col., 1996; Sprando i col., 1999; Dobson i
Smith, 2000; Veeramachaneni, 2000; Young i col., 2000; Kandeel i col., 2001). Les
alteracions reproductives es manifesten en anomalies en la qualitat del semen i en els

nivells hormonals a causa de les alteracions del testicle (espermatogenesi, espermiogenesi,
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secreci0 endocrina de les cel-llules de Leydig), dels espermiductes (maduracid
epididimaria) i/o de les glandules accessories (Gottreich 1 col., 2000; Pinart 1 col., 2000).
Les analisis seminals i hormonals s6n certament crucials en la valoracié d’aquests mascles,
pero, no sén totalment informatives de les alteracions en el tracte reproductor, ja que és
necessari coneixer 1’organitzacié microscopica (Okwun i col., 1996; Silber i col., 1997;

Sprando i col., 1999; Gottreich i col.; 2000; Pinart i col., 2000).

Per tal de millorar el diagnostic de la subfertilitat, €s important congixer les caracteristiques
morfologiques i morfometriques dels organs reproductors masculins sota condicions
normals (Gottreich i col., 2000; Veeramachaneni, 2000). Diversos estudis sobre testicle
han demostrat que per a I’avaluaci6 de la funci6 testicular els marcadors més sensibles s6n
els segiients: (1) la grandaria testicular, (2) el gruix i I’organitzacié de la capsula testicular,
(3) el percentatge de tibuls seminifers i de teixit intersticial al parénquima testicular, (4) el
diametre dels tdbuls seminifers, (5) I'alcada 1 la composicié de cel-lules germinals de
I’epiteli seminifer, (6) el gruix i I’organitzacié de la lamina propia i, (7) la morfologia i la
grandaria de les cel-lules de Leydig (Okwun i col., 1996; Ford i col., 1997; Silber i col.,
1997; Sprando i col., 1999, 2000). El primer objectiu concret del present estudi ha estat,
per tant, caracteritzar tots aquests parametres testiculars en mascles porcins sans adults. Un
millor coneixement de les caracteristiques testiculars i, especialment, dels marcadors
testiculars en mascles porcins sans, pot ser de gran utilitat en la identificaci6 de les
alteracions testiculars sota condicions patologiques (Okwun i col., 1996; Sprando i col.,

1999, 2000; Pinart 1 col., 2000).

El segon objectiu concret d’aquest estudi ha estat descriure els estadis del cicle de 1'epiteli
seminifer en els mascles reproductors porcins de la raca Landrace, classificats d'acord amb
el metode de la morfologia tubular i, també, estimar llur longitud, freqiiencia relativa i
durada. La divisié del cicle en estadis és fonamental per estudiar qualitativa i
quantitativament la diferenciaci6é normal i anormal de les cel-lules germinals dins el testicle

(Paula i col., 1999; Onyango i col., 2000).

El tercer objectiu concret del treball ha estat descriure a nivell ultraestructural el procés
d’espermiogenesi i, relacionar les transformacions que experimenten les espermatides en
fase d’elongacié amb els canvis ultraestructurals que es donen a les diferents cel-lules que

constitueixen el testicle (cel-lules germinals, de Sertoli i de Leydig, principalment).
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1.2. Organitzacio de la memoria

La memoria s’ha estructurat en cinc apartats: Introduccid, Material i Metodes, Resultats i
Discussid, Conclusions i Bibliografia. Els resultats obtinguts i llur discussié s’han agrupat

en dos capitols titulats: Estructura testicular i Ultraestructura testicular.

A la Introducci6 es descriu com s’organitza el sector porci i quina importancia té la raca
Landrace dins aquest sector. Per altra banda, també es fa una descripcid, a partir d’una
revisié bibliografica, de les caracteristiques anatomiques del testicle dels mamifers, de
I’espermatogenesi i dels factors que 1’afecten i la controlen, de la microanatomia de
I’espermatozoide de porci i, finalment, es destaquen els avantatges que ofereix el mascle
reproductor porci com a model animal per a 1’estudi de I’anatomia normal 1 patologica del

testicle d’humans.

Al Material i Metodes es descriuen les caracteristiques dels mascles utilitzats i les
tecniques de processament de les mostres per a Microscopia Optica i per a Microscopia
Electronica de Transmissi6 1, els protocols seguits a les analisis morfologica 1
morfometrica del testicle. La redaccié dels protocols de preparacié de mostres s’ha fet
d’acord amb I’establert en diversos llibres sobre els aspectes formals per a I’elaboracié de
la memoria escrita de tesis doctorals i treballs de recerca (Coromina i col., 2000; Rigo i

Genesca, 2000).

El primer capitol, titulat Estructura testicular, s’organitza en dos apartats: Resultats i
Discussid. Als Resultats s’exposen tant les dades morfometriques com les caracteristiques
histologiques 1 histoquimiques de: la capsula testicular i les capes que la constitueixen, el
teixit intersticial, la lamina propia 1 I'epiteli seminifer. Dins aquest apartat també es
descriuen els estadis del cicle espermatogenic i les seves caracteristiques morfometriques.

A la Discussié es comparen les dades obtingudes amb les presentades per altres autors.

El segon capitol, titulat Ultraestructura testicular, s’ha subdividit també en dos apartats:
Resultats 1 Discussidé. A D’apartat de Resultats s’ha fet una descripcid ultraestructural
detallada de totes les cel-lules que configuren el testicle dedicant una especial atenci6 a les
cel-lules germinals. A la Discussié es comparen les dades obtingudes amb les d’altres

autors 1, es correlacionen els canvis a nivell ultraestructural que experimenten les diferents



Introduccio

cel-lules que constitueixen 1’epiteli seminifer (cel-lules germinals i de Sertoli) 1 el teixit
intersticial (cel-lules de Leydig) amb I’estadi del cicle espermatogenic i, més concretament,

amb el procés d’espermiogenesi.

A les Conclusions es recullen les dades més rellevants obtingudes a partir del treball de
recerca 1 a la Bibliografia se citen aquelles obres més significatives consultades durant el

treball experimental i1 en I’elaboracié de la memoria.

2. ANTECEDENTS

2.1. El sector porci

L’explotaci6é de I’especie porcina no és homogenia si la considerem a nivell mundial. En
general, es poden distingir 5 models productius diferents els quals es poden associar a 5
zones geografiques diferenciades: Europa Occidental, Europa Oriental, Nord-America,
Sud-America i la Xina. A cada una d’aquestes zones s’aplica un model socioeconomic

productiu diferent.

A grans trets, els 5 models anteriorment esmentats es poden simplificar en 3 sistemes de
producci6 diferents: el sistema extensiu, el sistema semiextensiu i el sistema intensiu. Al
sistema extensiu, I’animal esta integrat en el medi natural i els nivells d’exigencia tecnica i
de resultats productius sén sensiblement inferiors als dels altres dos models, especialment,
al model intensiu. Aquest sistema esta ampliament representat a la Xina i a centre 1 Sud-
America, pero, a Europa i, concretament a Espanya, esta en un segon pla. Al sistema
semiextensiu 1’animal esta parcialment integrat al medi natural perod, s’aplica la técnica

pecuaria en aspectes com 1’alimentacid, la manipulacié i les instal-lacions.

Models d’aquest tipus, sobretot des del punt de vista reproductiu, sén facils de trobar, per

exemple, a Anglaterra, Alemanya o als Estats Units on les femelles reproductores passen



Introduccio

moltes etapes de la seva vida als prats. Al sistema intensiu ’animal esta integrat en un
medi molt artificial 1 1’objectiu principal és obtenir un alt rendiment a un cost reduit.
Aquest model és el més freqiient a Europa Occidental i és el que s’aplica, fonamentalment,

a Espanya.

Les explotacions porcines de tipus intensiu es classifiquen en quatre tipus de granges
(Buxadé, 1984): de Seleccid, de Multiplicacid, de Producci6 i d’Engreix. Aquestes granges

s’organitzen de manera piramidal i mantenen una relacié de dependéncia entre elles.

A les granges de Selecci6 s’ubiquen les races pures (generalment, Landrace o Large
White) 1, mitjancant tecniques genetiques, se seleccionen els millors exemplars. Els
exemplars escollits es designen com a GGP (Great Grand Parents), dels quals a partir
d'encreuaments intraracials, s’obtenen els anomenats GP (Grands Parents). D’entre els GP
se seleccionen aquells exemplars amb un elevat index de fertilitat i de conversid, amb un
bon creixement diari i amb una carn de bona qualitat. Aquestes granges son les més
complexes des del punt de vista de I’explotacié animal, per aix0 és indispensable que
reuneixin les millors condicions d’allotjament i de control higiénic i sanitari. Es preveu que
els programes de selecci6 porcina progressin en un futur immediat, ja que tota la
investigacid 1 la informacid obtingudes a partir del projecte Genoma Huma podrien ser
aplicades al sector porci. Diversos laboratoris estan utilitzant sondes humanes per localitzar
gens porcins homolegs. Aixi doncs, la genetica molecular pot ser de gran utilitat per
identificar els principals gens que afecten la reproduccid i altres caracters importants de
produccié en porcs; en aquest sentit, s’han trobat alguns gens que controlen la taxa de

creixement 1 la quantitat de greix dels porcs (Webb, 1995).

A les granges de Multiplicacié s’encreuen els llinatges selectes procedents de les granges
de Seleccié per tal d’obtenir femelles reproductores. L’encreuament és interacial,
normalment entre mascles GP Large White i femelles GP Landrace. D’aquests
encreuaments en resulten els hibrids que superen per efecte de I’heterosi, en alguns

aspectes, els seus progenitors.

A les granges de Produccid, les femelles reproductores s’aparellen amb els mascles
finalitzadors, que poden ser mascles de raga pura (Piétrain, Duroc i Landrace Alemany,
Belga o Anglés) o mascles hibrids (p.ex. Piétrain x Large White). La finalitat d’aquests

encreuaments €s la produccié d’animals d’engreix.
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A les granges d’Engreix s’obté el producte final. Els resultats de 1’engreix estan
condicionats per dos tipus de factors (Knap, 1997; Puigvert i col., 1997): (1) factors
inherents al propi animal, com sén el genotipus i el sexe i, (2) factors externs al propi
animal, com so6n les condicions d’allotjament i maneig, el réegim alimentari i 1’estat sanitari.
La selecci6 genetica ha permes obtenir uns bons indexs tecnics pero, com a contrapartida,
també ha comportat una major sensibilitat a factors com I’estrés 1 la temperatura ambiental.
Aixi doncs, malgrat que I’engreix €s un procés senzill, cal tenir cura de la higiene del
recinte, controlar el nombre d’animals per cel-la, la temperatura i els nivells d’humitat. La
durada del procés d’engreix esta condicionada per les exigencies del mercat ja que, en

ultim terme, son les que determinen el pes final dels animals.

A més de les Explotacions de Seleccié i Multiplicacié Porcina hi ha els Centres
d’Inseminaci6 Artificial destinats basicament a la produccié de dosis seminals d’elevada
qualitat sanitaria i fecundant. La tecnica de la Inseminacié Artificial és actualment una de
les eines més emprades en porcicultura per a la produccié i millora genetica de I’especie
porcina, ja que a partir d’uns pocs mascles altament seleccionats es poden inseminar un
gran nombre de femelles. D’entre els nombrosos avantatges que ofereix aquesta practica,
cal destacar la disponibilitat d’una gran varietat de linies genétiques sense necessitat
d’invertir en mascles reproductors, el que permet al ramader canviar el programa de
reproduccié de la seva explotacié segons la tendeéncia del mercat, sense haver de pensar en
les conseqiiencies economiques que podrien derivar de la reposicié dels mascles

reproductors.

2.2. Laraca Landrace - varietat anglesa: historia, caracteristiques i

importancia dins el sector porci

L’origen de la raga Landrace i de totes les seves varietats se situa a Dinamarca. Segons les
referéncies que existeixen, sembla ser que, entre els anys 1830 i 1840, Dinamarca va

importar porcs anglesos, portuguesos, alemanys, espanyols i xinesos per millorar i
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desenvolupar les seves races indigenes. El significat etimologic de Landrace és raga del
pais i, de fet, durant molt temps ho va ser ja que Dinamarca va mantenir el monopoli de la
seva explotacid. Aquesta actitud la va afavorir el fet que Alemanya I’any 1887 i la Gran
Bretanya 1’any 1892 van tancar les fronteres a la importacié d’animals vius de I’especie
porcina. Com a conseqiiencia, van augmentar considerablement les exportacions daneses
de baco i els esforcos sobre la seleccid. L’any 1896 es va crear el primer Centre de
Seleccié per a la raca Landrace amb 1’objectiu de convertir aquesta agrupacié racial en la
més important del model de I’Europa Occidental. Tots aquests factors van contribuir que
Dinamarca mantingués durant molts anys el monopoli de l'explotacié d’aquesta raca.
Malgrat tot, durant el primer ter¢ del segle XX van arribar Landrace danesos a Suécia a
través del contraban. Posteriorment, a través d’exportacions regularitzades, els sementals
danesos van contribuir a la formaci6 dels altres tipus de Landrace que avui dia existeixen:

angles, suec, frances, alemany, belga, holandes,...

El Landrace angles (Lam. I - Fig. A), com la resta de varietats Landrace, es troba
majoritariament a tots els paisos del Nord d’Europa, pero el fet que aquesta raca posseeixi
uns parametres productius tan Optims ha motivat que la seva explotacié s’estengués a altres
paisos del continent europeu i del mén. L’any 1949, Anglaterra va importar de Dinamarca
els primers exemplars Landrace, els quals van ser utilitzats en estudis experimentals. Més
tard, I’any 1953, es van produir oficialment noves importacions d’stocks de races
registrades. Actualment, és Anglaterra el pais que esta exportant algun dels seus millors
exemplars Landrace a la resta del mén. Tot i que aquestes exportacions no son tan
nombroses com les de Large White, ocupen el segon lloc en les exportacions d’stocks

porcins d’ Anglaterra.

El Landrace angles presenta les segiients caracteristiques morfologiques (Lam. I — Fig. A):
color blanc, orelles fortes i caigudes que li tapen bona part de la cara, cos llarg i musculat,
linia dorsolumbar recta i ventre recollit, ter¢ anterior i1 posterior ben desenvolupats i
extremitats curtes i robustes. Pel que fa a les caracteristiques productives, el Landrace
angles presenta: carn d’elevada qualitat, bons rendiments a I’engreix, alta docilitat i
prolificitat, bona fecunditat i, comparativament amb altres races angleses, un menor gruix
de greix dorsal i un creixement molt rapid de les femelles nul-lipares i1 dels mascles
reproductors joves. En contrapartida, la raca Landrace, en general, és més delicada i menys

rustica que, per exemple, la raca Large White.
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Les optimes caracteristiques productives que presenta la raga Landrace han fet que aquesta
agrupaci6 racial tingui un paper molt important dins el sistema productiu intensiu, podent
ser utilitzada en qualsevol nivell. Els mascles porcins Landrace, o llurs dosis seminals,
s’utilitzen, majoritariament, com a mascles finalitzadors per a I’obtencié d’animals

d’engreix.

2.3. Anatomia testicular

Els testicles son les gonades de 1’aparell reproductor masculi (Fig. 1 vegeu pag. 8, Lam. I —
Fig. B; Lam. II - Fig. A, Lam. III - Fig. A). Tots els mamifers presenten un parell de
testicles, la grandaria dels quals sembla que esta relacionada amb 1’estrategia reproductiva;
de manera que, especies amb una elevada freqiiencia d’ejaculacid, com les especies
poligames, tendeixen a tenir testicles grans, mentre que, les especies monogames, amb una
freqiiencia d’ejaculacid baixa tenen, en general, els testicles més petits (Harcourt 1 col.,

1981).
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Figura 1. Visi6 lateral de tots els organs que formen 1’aparell reproductor masculi

en porci.
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Els testicles tenen basicament dues funcions, una és endocrina i 1’altra és la producci6
d’espermatozoides (espermatogenesi). Ambdds processos tenen lloc en compartiments
diferents: el primer es localitza a la zona vascularitzada del teixit intersticial, en concret a

les cel-lules de Leydig, i el segon té lloc a I’epiteli dels tibuls seminifers.

En la majoria de mamifers cada testicle es troba suspes en 1’escrot per I’extrem d’un
pedicel vascular de teixit conjuntiu, el cord6 espermatic, el qual esta format pel conducte
deferent, i els vasos sanguinis i nervis que arriben al testicle (Fig. 2 vegeu pag. 9, Lam. III

— Fig. A).
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Conducte sanguinis
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Cua
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Figura 2. Representaci6 esquematica del testicle i de I’epididim de mamifer.
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L’organitzacid dels testicles és essencialment la mateixa per a tots els mamifers, tot i que
cada especie presenta unes caracteristiques propies. Cada testicle esta envoltat per una
capsula gruixuda de naturalesa conjuntiva molt resistent. A partir de la capsula es formen
uns septes de teixit conjuntiu que penetren al testicle, dividint-lo en 10buls, i convergeixen
al centre del testicle en un nucli central de teixit conjuntiu anomenat mediasti testicular.
Per sota d’aquesta capsula fibrosa s’hi distingeix el parenquima seminifer, el qual esta
constituit pel conjunt de tibuls seminifers i I’estroma o teixit intersticial; aquest dltim es
localitza entre els tibuls seminifers i conté cel-lules de Leydig, vasos limfatics i sanguinis i

nervis.

Els tibuls seminifers estan formats per un epiteli estratificat complex constituit per dos
tipus cel-lulars: les cel-lules germinals i les cel-lules de Sertoli. Les cel-lules germinals es
disposen a diferents nivells de 1’epiteli seminifer envoltades pel citoplasma de les cel-lules
de Sertoli el qual s’estén per tota I’al¢cada de I’epiteli seminifer. La disposicié d’aquestes
cel-lules somatiques facilita la funcié de suport de les cel-lules germinals, la secrecié del
fluid que omple els tibuls seminifers i d’algunes proteines especifiques del fluid testicular,
la fagocitosi de cel-lules espermatogeniques en regressié 1 1’alliberament dels
espermatozoides a la llum dels tibuls seminifers. A més, les cel-lules de Sertoli participen
en la sincronitzacié dels esdeveniments espermatogenics. Entre les cel-lules de Sertoli
s’estableixen unes unions que determinen la formacié de la barrera hematotesticular.
Aquesta barrera protegeix les cel-lules germinals en desenvolupament d’agents quimics
circulant en sang potencialment nocius i, crea un microambient controlat perque els
processos vitals de meiosi i espermiogenesi no es vegin afectats; a la vegada, la barrera
també impedeix la resposta immunitaria enfront de les propies cel-lules haploides
(espermatides). La barrera hematotesticular determina a banda i banda de les unions dos
compartiments, tant des del punt de vista anatomic com funcional: el compartiment basal
que conté espermatogonies 1 espermatocits primaris preleptotens i, el compartiment
adluminal que conté espermatocits primaris en un estat més avancat de desenvolupament,

espermatocits secundaris, espermatides arrodonides i espermatides en fase d’elongacio.

El testicle esta irrigat pel complex vascular format per 1’arteria testicular, la qual s’origina
a partir de I’arteria aorta, 1 les venes testicular 1 epididimaria. A prop del pol distal del
testicle, ’arteria es ramifica formant branques que corren per la capsula i, posteriorment,

penetren als septes testiculars. Les venes que abandonen el testicle es divideixen a prop del
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pol dorsal per formar el plexe pampiniforme, que envolta I’arteria testicular. Fora del

complex vascular hi ha nombrosos vasos limfatics que s’originen al testicle i a I’epididim.

Els testicles estan innervats per fibres nervioses que corren paral-leles a I’arteria testicular.
A prop del testicle, els nervis comencen a ramificar-se en nervis més fins que corren

conjuntament amb les branques terminals de 1’arteria testicular.

2.4. L’espermatogenesi

El conjunt d’esdeveniments que porten a la formacié d’espermatozoides madurs a partir de
cel-lules precursores rep el nom d’espermatogenesi. Aquest procés té lloc dins els tubuls
seminifers al llarg de tota la vida reproductiva de 1’animal. Algunes especies poden
interrompre o subdividir I’espermatogenesi en una serie de diferents fases, d’acord amb
determinades condicions ambientals que son traduides a senyals estimuladors o inhibidors
de I’espermatogenesi, aquest seria el cas de la reproduccié estacional (Lincoln, 1989). El
porc domestic €s capac de reproduir-se al llarg de tot I’any, pero a I’estiu, a causa de les
altes temperatures i del fotoperiode disminueix lleugerament la seva eficieéncia
reproductiva, la qual cosa demostra l’existencia d’una influéncia estacional del seu
ancestre, el porc salvatge (Sus scrofa) que presenta anestre els mesos d’estiu i tardor

(Mauget, 1987).

En mamifers I’espermatogenesi €s un procés de diferenciacié cel-lular altament
sincronitzat, regular, llarg i molt complex pel qual una espermatogonia es transforma de
manera gradual en una cel-lula haploide extremadament diferenciada, 1’espermatozoide
(Franga i col., 1998, 1999; Paula i col., 1999; Pinart i col., 2000, 2001b). En aquesta
diferenciacié hi intervenen tres tipus de cel-lules germinals, les quals estan orientades
centripetament d'acord amb el seu grau de diferenciacid: espermatogonies, espermatocits i
espermatides (Franca i col, 1999; Paula i col., 1999; Calvo i col., 2000; Pinart i col., 2000,
2001b). Les espermatogonies son les cel-lules germinals més immadures i se situen a la
base del tibul seminifer. Els espermatocits es localitzen a la part medial de 1’epiteli
seminifer 1, les espermatides es localitzen a prop del lumen tubular on sén alliberades,

després d’una serie de transformacions, com a espermatozoides.
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L’espermatogenesi es divideix en tres fases: I’espermatocitogenesi o mitosi, la meiosi i
I’espermiogenesi; cada una d’aquestes tres fases es caracteritza pel desenvolupament
d’espermatogonies, espermatocits i espermatides, respectivament (Fig. 3 vegeu pag. 12)
(Franga i col., 1998; 1999; Paula i col., 1999; Pinart i col., 2000, 2001b). En la primera
fase de I’espermatogenesi, 1’espermatocitogenesi, les espermatogonies es divideixen
diverses vegades per mitosi per renovar la seva propia poblacid 1 per produir ciclicament
espermatocits primaris. La meiosi és la segona fase de I’espermatogeénesi en que els
espermatocits primaris es divideixen successivament dues vegades amb una unica
duplicacié del material genetic, produint quatre espermatides haploides. En la fase final,
les espermatides es diferencien en espermatozoides. Aquesta diferenciacié és el resultat
d’una serie de transformacions quimiques i citologiques molt complexes que, en conjunt,

reben el nom d’espermiogenesi.

Espermatogonia A
Espermatogonies In

Espermatogonies B

Espermatocits primaris

Espermatides arrodonides

W Espermatides en fase d’elongacio

(00000000

~ % f ﬁ g\ Espermatozoides madurs

Figura 3. Dibuix esquematic dels esdeveniments seqiiencials durant

I’espermatogenesi.

L’epiteli seminifer dels animals sexualment madurs conté una o dues generacions

d’espermatogonies en contacte amb la membrana basal, una o dues generacions
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d’espermatocits i, una o dues generacions d’espermatides situades molt a prop del lumen
del tubul seminifer. Una generaci6 es defineix com el conjunt de cel-lules que es troben en
el mateix punt de desenvolupament, per tant, aquestes cel-lules han estat formades al
mateix temps i evolucionen de manera sincronica al llarg del procés espermatogenic. Les
diferents generacions de cel-lules germinals no s’associen a l’atzar, sind6 que formen
associacions cel-lulars fixes anomenades estadis (Russell i col., 1990; de Kretser i Kerr,

1994; Sharpe, 1994).

En I’examen de diverses seccions histologiques de parénquima seminifer s’observa un
nombre limitat d’associacions cel-lulars. Els diferents estadis es van repetint de forma
successiva 1, com que la seqiliencia es repeteix indefinidament, ’epiteli seminifer
evoluciona en conjunt d’una forma ciclica, de manera que una serie completa d’estadis
constitueix un cicle de I’epiteli seminifer (Leblond i Clermont, 1952; de Kretser i Kerr,
1994). Per determinar la durada del cicle, la metodologia més emprada és la injeccié de
timidina tritiada a través de 1’arteria testicular. Aquest isotop s’incorpora selectivament al
DNA de les cel-lules que s’estan preparant per a mitosi o per a meiosi. En 1’analisi
quantitativa de seccions transversals de tibuls seminifers s’observen nombroses cel-lules
marcades que donen valors fiables 1 reproduibles de la durada del cicle de Depiteli
seminifer en les diferents especies de mamifer estudiades. La determinaci6 de la durada del
cicle es pot fer amb certa fiabilitat, ja que el cicle de 1’epiteli seminifer t€ un comencament
i un final ben definits. La determinaci6 de la durada del procés global de I’espermatogenesi
presenta més dificultats ates que, no €s facil definir el punt d’inici (el moment exacte en
que l’espermatogonia entra en mitosi) i el punt final (el moment exacte en que els
espermatozoides sén alliberats de 1’epiteli seminifer). La durada de I’espermatogenesi

varia segons I’especie i el criteri utilitzat per definir I’inici i el final del procés.

Com que I'espermatogenesi €s un procés continu, la divisié en estadis és artificial i1 el
nombre d'estadis dependra del criteri (de Kretser i Kerr, 1994; Sharpe, 1994; Paula i col.,
1999). Com més exhaustiu és el criteri utilitzat, més especifics i detallats son els estadis
que s’identifiquen (Paula i col., 1999). Un dels criteris utilitzats per a la identificacié
d'estadis es basa en les caracteristiques morfologiques de les espermatides, en particular
del nucli i de l'acrosoma (Russell i col., 1990). Amb aquest metode, el nombre d'estadis i
les caracteristiques utilitzades per l'esquema de classificacié variaran entre especies i
sovint, en la mateixa especie, entre investigadors (Paula i col., 1999). Per contra, el metode

de la morfologia tubular es basa en la morfologia de les espermatides perd també, i
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sobretot, en la composici6é de cel-lules germinals. Aquest metode proporciona vuit estadis
del cicle en tots els mamifers, essent la classificacié menys arbitraria, la qual cosa fa que

sigui el metode més emprat (Franga i col., 1999; Paula i col., 1999).

El cicle de I’epiteli seminifer és un concepte diferent al d’ona de I’epiteli seminifer. Mentre
que el cicle de ’epiteli seminifer és un fenomen dinamic que té lloc en un temps i en una
zona determinada de I’epiteli seminifer, I’ona es refereix a la distribuci6 més o menys

ordenada dels estadis al llarg de I’epiteli seminifer en un determinat moment.

2.5. L’espermiogenesi

La transformacié de les espermatides en espermatozoides implica una seqiiencia molt
complexa d’esdeveniments que constitueix el procés d’espermiogenesi. Aquest procés €s
en essencia una metamorfosi ja que una cel-lula haploide arrodonida és converteix en una
cel-lula mobil altament diferenciada. Tot i que les principals caracteristiques de
I’espermiogenesi sén comunes a totes les especies, els factors genctics determinen
diferencies interespecifiques en la morfologia dels espermatozoides. Molts aspectes sén
visibles amb el microscopi Optic, pero els detalls més fins requereixen 1’augment i la
resolucié del microscopi electronic. Per tant, en aquest apartat de la introduccid, es
descriuen conjuntament les caracteristiques estructurals i ultraestructurals del procés
espermiogenic. Els canvis citologics que tenen lloc durant 1’espermiogenesi es poden
dividir en una serie de passos de desenvolupament que impliquen diferents organuls
cel-lulars, perd0 és important remarcar que alguns passos tenen lloc simultaniament.
Respecte a aquests canvis els més importants sén: la formacié de 1’acrosoma, la
condensacié de la cromatina nuclear, el desenvolupament del flagel, la reorganitzaci6 del
citoplasma 1 dels organuls cel-lulars i la perdua del material sobrant de I’espermatida
(citoplasma, aigua 1 organuls) que no és necessari per a 1’espermatozoide madur. En
I’espermiogenesi de rata s’han definit 19 passos, en hamster 17, en mones 14 i en humans
6 (Clermont i col., 1993). L’espermiogenesi de porci ha estat dividida en 9 passos per

Suswillo 1 Watson (1990) 1, en 15 passos per Dadoune i Demoulin (1993). La classificaci6
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proposada per la rata és utilitzada, normalment, com a sistema de referencia tant per a

estudis al microscopi Optic com al microscopi electronic.

D’acord amb les modificacions que experimenta el nucli i el sistema acrosdmic en
desenvolupament, els diferents passos en que es divideix 1’espermiogenesi s’han agrupat
en quatre fases: Golgi, caputxd, acrosomica i de maduracié (Guraya, 1987; Wrobel i
Dellman, 1998). En seccions histologiques rutinaries, la fase Golgi i la fase caputxé estan
caracteritzades per un nucli esféric, mentre que, la fase acrosomica i de maduracid es

caracteritzen per un nucli allargat.

A la fase Golgi, les vesicules de Golgi presenten al seu interior els granuls proacrosomics;
aquestes vesicules, finalment, es fusionen per formar un tnic granul acrosomic a I’interior
d’una vesicula acrosdmica. Aquesta estructura s’uneix a I’embolcall nuclear provocant una

lleugera depressi6 al nucli i, formant aixi el pol anterior del futur cap de I’espermatozoide.

Durant la fase caputxd, la vesicula acrosomica creix 1 forma I’acrosoma, que cobreix els
dos tercos anteriors del nucli. Al final d’aquesta fase, I’espermatida, que encara és esferica,
es polaritza, ja que el nucli i I’acrosoma sén desplagats a un posicié excentrica. Els dos

centriols se situen al pol posterior del nucli i el centriol distal origina el flagel.

A T’inici de la fase acrosomica, el nucli i el cos cel-lular comencen a allargar-se en direcci6
distal, al mateix temps les espermatides giren de tal manera que el nucli s’orienta cap a la
periferia tubular i la cua en desenvolupament cap al lumen tubular. Les espermatides
queden immerses en recessos apicals de les cel-lules de Sertoli. Quan el nucli comenca a
allargar-se, les histones nuclears, que son responsables de la disposicié espacial normal del
DNA nuclear, sén gradualment substituides per proteines basiques (protamines), que
permeten un empaquetament dens de la cromatina. Després d’aquesta condensacid, el
DNA és des del punt de vista transcripcional inactiu i més resistent a agents nocius. Durant
la fertilitzaci6, les protamines han de ser substituides per histones abans de la

descondensacio de la cromatina.

Al llarg de la fase de maduracid, la condensacié nuclear es completa. En la regi6 de la
futura peca intermedia de 1’espermatozoide, la majoria dels mitocondris es reuneixen al
voltant de I’axonema de manera helicoidal. Es desenvolupa el sistema de les fibres denses i
la beina fibrosa de la futura peca principal. El volum d’una espermatida en la fase final de
maduracié és només del 20 % o del 30 % d’una espermatida en fase caputxd. Aquesta

reduccié de mida és conseqiiencia fonamentalment dels processos autolitics. Els
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perllongaments citoplasmatics de les cel-lules de Sertoli que envaeixen les espermatides
participen en 1’absorcié de material espermatic. Abans de 1’espermiacid, els ponts
citoplasmatics entre les espermatides en fase de maduracié desapareixen i els citoplasmes
sobrants sén eliminats com a cossos residuals. Aquests cossos residuals tenen diferents
destins, alguns sén fagocitats per les cel-lules de Sertoli, altres es perden al lumen tubular i
altres experimenten una autolisi rapida quan s’uneixen a ’extrem apical de 1’epiteli
seminifer. Una petita porci6 romanent de citoplasma de I’espermatida, la gota

citoplasmatica dels espermatozoides joves, es perd durant el seu pas per I’epididim.

2.6. L’espermatozoide de Sus domesticus

La forma del nucli determina la forma del cap de I’espermatozoide, que alhora és
especifica d’especie 1 esta subjecte a grans variacions. En mamifers, els espermatozoides
s’agrupen en dues categories principals: els espermatozoides espatulats 1 els
espermatozoides falciformes. Els espermatozoides espatulats tenen el cap més o menys pla
o en forma de pala com és el cas de l'espermatozoide de porci; dins d’aquest grup el cap
piriforme o en forma de pera dels espermatozoides d’humans es considera una variant. Els
espermatozoides falciformes tenen el cap allargat, corbat i punxegut i, tot i que presenten
una amplia varietat de configuracions amb el cap en forma de falg, 1I’espermatozoide de

rata és el més ben conegut.

L’espermatozoide madur de Sus domesticus ha estat recentment descrit de forma molt
rigorosa per Bonet i col. (2000). En I’espermatozoide de porci, de 45 um de longitud, s’hi
distingeixen tres parts: el cap, la peca de connexi6 o coll i la cua. La cua esta formada per

tres peces: la intermedia o mitocondrial, la principal 1 la terminal.

El cap, de forma oval 1 plana, presenta una longitud de 7 wm, una amplada maxima de 3,7
um i un gruix de 0,4 um. Les dues cares del cap no son iguals; mentre que una €s plana,
I’altra presenta una protuberancia apical en forma de semilluna. En el cap de
I’espermatozoide s’hi distingeixen les estructures segiients: 1’acrosoma, la lamina densa

postacrosdmica, I’espai subacrosdomic, el material fibrés perinuclear i el nucli.
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L’acrosoma €s una vesicula que es disposa sobre el nucli en forma de caputxa i abasta el
80 % de la longitud nuclear. Aquesta part del cap que conté I’acrosoma és coneguda com a
regié acrosdmica. Es distingeixen tres segments acrosomics: apical, principal i equatorial.

El segment apical de 1’acrosoma €s la zona més dilatada de la vesicula acrosomica.

La Iamina densa postacrosomica es disposa paral-lela per sota de la membrana plasmatica,
abasta el 20 % de la longitud del nucli i coincideix amb la regié del nucli no coberta per la
vesicula acrosomica. Aquesta lamina esta formada per una capa homogenia de material

fibros 1 electrodens.

L’espai subacrosomic (o perinuclear) és I’espai existent entre el nucli i la membrana
acrosomica interna o la cara interna de la lamina densa postacrosomica. L’espai
subacrosOmic esta ocupat per una matriu poc electrodensa i un material fibrés perinuclear

de major electrodensitat.

El material fibrés perinuclear (o subacrosomic) es disposa formant la lamina electrodensa
al voltant del nucli. El desenvolupament d’aquesta lamina és maxim en la regid
postacrosomica del cap, mentre que en la regi6é acrosomica del cap la lamina és més prima,

menys compacta i menys electrodensa.

El nucli conté una cromatina molt condensada 1 electrodensa. La longitud del nucli és de

6,6 um, i el gruix varia en les dues regions del cap.

La peca de connexi6 o coll, de 0,7 um de longitud per 0,5 wm de gruix, té forma conica
amb la base més ampla en contacte amb el cap, i la més estreta en contacte amb la peca
intermedia. Al llarg del recorregut de la membrana plasmatica per la peca de connexid i la
regié postacrosomica del cap, s’observa una lleugera escotadura circular just en el limit
entre ambdues parts del gameta. En la peca de connexié s’hi distingeixen les segiients
parts: la placa basal, els cossos laminars, el capitulum, les columnes segmentades, el cos

basal i ’axonema.

La placa basal es troba situada a la base del nucli adherida a la membrana externa de
I’embolcall nuclear. La placa basal esta formada per un material electrodens, d’aspecte i

gruix molt semblants als de la lamina densa postacrosomica.

Els cossos laminars procedeixen d’evaginacions molt pronunciades de 1’embolcall nuclear
que contenen un espai lliure de cromatina. Aquestes evaginacions parteixen del perimetre
de la base nuclear i s’estenen fins els primers mitocondris de la beina mitocondrial de la

peca intermedia.



Introduccio

El capitulum és una estructura arciforme que es disposa per sota de la placa basal. Les
columnes segmentades sorgeixen dels extrems del capitulum i es dirigeixen cap a la peca
intermedia. Aixi com els cossos laminars de la peca de connexi6 es continuen amb la beina
mitocondrial de la peca intermedia, les columnes segmentades es continuen amb les fibres

denses de la peca intermedia.

Les columnes segmentades s’individualitzen en nombre de nou i1 presenten forma
cilindrica. Aquestes columnes discorren uns 0,8 um cap a la peca intermedia i engloben

I’axonema.

El cos basal es disposa amb un angle de 45° respecte a I’eix longitudinal del gameta a la

base de la convexitat que defineixen el capitulum i les columnes segmentades.

La cua té forma filamentosa i cilindrica. La peca intermedia té una longitud de 9 um i un
diametre de 0,7 wm; la peca principal té una longitud de 26,2 wm i un diametre de 0,4 um i,

finalment, la peca terminal té una longitud de 2,2 pm i un diametre de 0,2 um.

La peca intermedia de la cua de 1’espermatozoide s’estén des de la part distal de la peca de
connexid fins a I’anell de Jensen (anell electrodens que marca el limit entre la peca
intermedia 1 la peca principal). En la peca intermedia s’hi distingeixen les estructures

segiients: I’axonema, la beina mitocondrial, les fibres denses i els granuls periferics.

L’axonema ocupa I’eix central de la peca intermedia, presenta la férmula microtubular
tipica 9+2 1 disposa dels elements axonematics tipics. L’axonema s’estén al llarg de tota la

cua de I’espermatozoide i en travessa les tres peces.

Per sota de la membrana plasmatica trobem la beina mitocondrial, la qual esta formada per
diversos mitocondris disposats 1’'un darrera de 1’altre helicoidalment al voltant de

I’axonema.

Les fibres denses son estructures citoesqueletiques, filamentoses i electrodenses disposades
entre la beina mitocondrial i cadascun dels doblets de microtibuls de I’axonema. S’estenen
al llarg de tota la peca intermedia i del primer ter¢ de la peca principal. El gruix i el
diametre s6n maxims a la zona limit amb la peca de connexié 1 es van reduint
progressivament al llarg de les dues peces segiients. Les fibres denses presenten forma de
piramide truncada amb la base estreta dirigida cap als doblets microtubulars i amb la base

ampla, de contorn curvilini, dirigida cap a la beina mitocondrial. No totes les fibres denses
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presenten el mateix gruix i diametre, a més les fibres es van afinant al llarg del seu trajecte

per la regié mitocondrial.

Els granuls periferics poden observar-se unicament en la zona proximal de la peca

intermedia, distribuits entre les fibres denses.

La peca principal €s el segment més llarg de la cua 1 s’estén des de I’anell de Jensen fins a
I’extrem proximal de la peca terminal. En la peca principal s'hi distingeix: la beina fibrosa,

les fibres denses, 1I’axonema 1 1’anell de Jensen.

La beina fibrosa de la peca principal presenta una electrodensitat molt elevada, i
substitueix la beina mitocondrial de la peca intermedia. La beina fibrosa esta formada per
dos eixos longitudinals continus i coplanars amb la parella de microtibuls centrals que es
troben units per una serie de costelles que formen circumferéncies distribuides regularment
al voltant de la peca principal. Els eixos fibrosos es disposen entre la membrana plasmatica
1 les fibres denses niimero 3 i 8. El gruix dels eixos és maxim en el primer ter¢ de la peca
principal 1, al llarg dels dos tercos segiients, disminueix progressivament fins a equiparar-

se amb el gruix de les costelles.

Les fibres denses, s’estenen unicament al llarg del primer ter¢ de la peca principal, ja que
van disminuint progressivament de gruix fins a desapareixer. Els dos ter¢cos posteriors de la
peca principal es distingeixen del primer ter¢ per I’abseéncia de fibres denses i perque el
gruix dels eixos fibrosos s’iguala al de les costelles fibroses. El gruix de les costelles,
juntament amb el gruix dels eixos, es va reduint progressivament a mesura que la beina

fibrosa s’aproxima a la peca terminal.

L’anell de Jensen és una estructura electrodensa disposada per sota de la membrana
plasmatica, i en el limit de la peca intermedia i la pega principal. La membrana plasmatica
s’adhereix estretament a 1’anell de tal manera que separa la beina mitocondrial de la beina

fibrosa i impedeix el pas dels mitocondris cap a la peca principal.

La peca terminal és I’dltim 1 més curt segment de la cua de I’espermatozoide. En aquesta
peca no hi ha cap estructura citoesqueletica. La peca terminal esta formada, inicament, per
I’axonema envoltat per la membrana plasmatica. L’axonema es desorganitza

progressivament a mesura que s’allunya de la peca principal.
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2.7. Factors que influeixen en la fertilitat del mascle reproductor porci

Existeixen diversos factors, tant endogens com exogens, que influeixen sobre la funcié
reproductora de I’especie porcina. Quan un factor altera la funcié reproductora d’un mascle
reproductor porci ho fa, de manera habitual, alterant la libibo i/o la produccid, qualitat i

capacitat fecundant del semen.

Entre els factors que afecten la qualitat espermatica i, per tant, la fertilitat dels mascles
porcins, cal destacar: el pes i la grandaria dels testicles, I’edat, la raca, el genotipus, el
ritme d’extraccions, la temperatura ambiental, el fotoperiode, 1’estacié de I’any, les
condicions d’allotjament 1 maneig, el regim alimentari, I’estat sanitari 1 els trastorns

organics de 1’aparell reproductor.

2.7.1. Factors fisiologicoanatomics

(a) La grandaria testicular

Existeix una correlacié positiva entre la grandaria testicular i la produccié
d’espermatozoides (Cameron, 1982; Trudeau i Sanford, 1989; Berndtson i Thompson,
1990a, 1990b; Dadoune i Demoulin, 1993). Alhora, la mida dels testicles esta

condicionada per diversos factors com: 1’edat, la raga i el genotipus.

(b) L’edat

La producci6 espermatica augmenta amb 1’edat, justament, perque augmenta la mida dels
testicles (Sdnchez i col., 1989; Berndtson i Thompson, 1990a, 1990b; Buxadé, 1984;
Cameron, 1990). Tot i que els mascles porcins comencen a produir espermatozoides des
dels 3-4 mesos d’edat, la produccié espermatica no assoleix els nivells normals fins als 7-8

mesos d’edat i, en alguns casos, la maduresa sexual no arriba fins als 8-9 mesos.



Introduccio

(c) La raca

La raca influeix en la grandaria dels testicles i, per tant, en la produccidé espermatica
(Flowers, 1997; Gordon, 1997). Existeixen diferéncies significatives entre les diferents
races quant a produccid espermatica; en general, les races amb una elevada massa corporal
/0 amb una marcada aptitud maternal (p.ex.: Large White, Landrace i Yorkshire) tenen uns
testicles més grans que les races amb aptitud carnica (p.ex.: Blanc Belga i Piétrain)

(Martin, 1982; Buxadé, 1984; Gordon, 1997).

Les linies d’una raca altament selectes mostren menor fertilitat si se les compara amb les
linies d’animals no tan seleccionades de la mateixa raca (Hudghes i Varley, 1980). La
disminuci6 de la capacitat reproductora dels animals seleccionats s’atribueix a un
desequilibri fisiologic originat per la mateixa seleccié (Gordon, 1997). Per altra banda, és
conegut que la consanguinitat té un efecte negatiu sobre la fertilitat, mentre que, 1’heterosi

I’afavoreix.

(d) El genotipus

Quant a la grandaria testicular hi ha diferéncies individuals molt marcades dins una
mateixa raga. Existeixen linies o families que es caracteritzen per tenir una grandaria
testicular significativament superior a la mitjana poblacional propia de la raca a la qual
pertanyen (Buxadé, 1984; Flowers, 1997). Les caracteristiques relacionades amb la
fertilitat tenen, en termes generals, una heretabilitat mitjana o baixa, de manera que la

variabilitat genotipica depen practicament dels factors ambientals (Gordon, 1997).

(e) El ritme d’extraccions

La freqiiencia de recollida de semen és un factor important a tenir en compte (Buxadé,
1984; Pérez, 1991; Bonet i col., 1992, 1993; Cooper i col., 1993; Matilsky i col., 1993;
Briz i col., 1995). Durant I’ejaculaci6 es produeix I’expulsié dels espermatozoides madurs
que es troben a la cua de I’epididim. Els espermatozoides, produits al testicle, tarden de 7 a
8 dies en arribar a la cua de I’epididim. Aquest procés no s’accelera per la intervencid de
factors externs, aixi que, un nombre excessiu d’extraccions seminals, sense descans, €s

altament perjudicial perque produeix: (1) un rapid esgotament de la reserva
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d’espermatozoides de I’epididim, (2) una sensible reduccié del nombre d’espermatozoides

per ejaculat i, (3) una possible ejaculacié d’espermatozoides que no han arribat a madurar.

Contrariament, el fet de reduir el ritme d’extraccions més d’una setmana també és
perjudicial perque causa: (1) una menor produccié d’espermatozoides com a conseqiiéncia
del gran nombre d’espermatozoides acumulats a la cua de I’epididim, els quals actuen
impedint el seu propi transit, inhibint al seu torn I’espermatogenesi i desaprofitant, per tant,
el potencial de I’animal i, (2) un augment del nombre d’espermatozoides envellits la qual
cosa provoca una reduccié del poder fecundant del semen i una davallada del periode de

conservacio del semen destinat a inseminacio artificial.

D’acord amb aquestes dades, per tal d’aprofitar al maxim el potencial del mascle porci,
I’interval optim de recollida és de 3-4 dies (2 cops per setmana i de forma regular, aixi
s’aconsegueix que la producci6 d’espermatozoides sigui homogenia i constant en el temps,
malgrat que el mascle porci presenta, igualment, una produccié d’espermatozoides forca

constant i regular) (Hughes i Varley, 1980).

2.7.2. Factors ambientals

(a) La temperatura

La produccié d’espermatozoides es veu influenciada tant per les altes temperatures com
per les baixes temperatures (Cameron i Blackshaw, 1980; Buxadé, 1984; Malmgrem i
Larsson, 1984; Sanchez 1 col., 1989; Colenbrander i Kemp, 1989, 1990; Cameron, 1990;
Pérez, 1991; Flowers, 1997). Segons Fuentes i col. (1993) les temperatures elevades (30-35
°C) no redueixen I'impuls sexual dels porcs, no obstant, si que redueixen sensiblement la
quantitat i qualitat del semen, ja que es produeix: (1) una disminucié de la concentracié
d’espermatozoides per ml, (2) una reduccié del 50 % de la motilitat dels espermatozoides i,
(3) un augment del nombre d’espermatozoides amb 1’acrosoma anomal. L’efecte de les
temperatures elevades sobre la qualitat del semen es prolonga fins a les 6 setmanes després
d’haver desaparegut aquest efecte (Christenson, 1973). Actualment es creu que 1’efecte
negatiu de la temperatura és conseqiiencia més que de la mateixa temperatura, de les

oscil-lacions d’aquesta (Aleandri i col., 1996). Les baixes temperatures no semblen tenir
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cap efecte negatiu sobre la qualitat del semen; segons Buxadé (1984) el fred no modifica la
producci6 i la qualitat dels espermatozoides perd, si que en facilita I’excrecid. També
sembla ser que el fred estimula el creixement testicular dels mascles porcins joves

(Buxadé, 1984).

(b) El fotoperiode

La llum juga un paper molt important en el procés de produccié d’espermatozoides. En
general, es considera que el fotoperiode estimula I’espermatogenesi (Flowers, 1997). No
obstant, s’ha comprovat que fotoperiodes superiors a 16 hores produeixen una davallada
del poder fecundant del semen (Hoagland i Diekman, 1982; Buxadé, 1984; Sanchez i col.,
1989; Trudeau i Sanford, 1989; Pérez, 1991). D’altra banda, el manteniment dels mascles
en foscor absoluta comporta: una reduccié del volum d’ejaculat, un lleuger descens del
nombre d’espermatozoides vius i un increment del percentatge de les malformacions
espermatiques (Buxadé, 1984). Un estudi recent (Sancho, 2002) demostra que aquestes
alteracions seminals sén conseqiiencia d’una disminucié de la produccié testicular i
d’anomalies en la diferenciacié testicular i epididimaria dels espermatozoides. Aquest
mateix estudi conclou que els mascles porcins sotmesos tant a llum continua com a foscor
absoluta no modifiquen la resistencia osmotica dels acrosomes ni la vitalitat 1 motilitat
espermatiques, per tant, aquests dos fotoperiodes no afecten la diferenciacié de I’acrosoma,
del nucli i del flagel, respectivament. Per altra banda, Sancho (2002) també ha demostrat
que, en aquestes condicions luminiques, 1’activitat de les glandules accessories no es veu
alterada, almenys des del punt de vista quantitatiu, ja que ni el volum ni el pH es

modifiquen.

(c) L’estacio de I’any

La qualitat del semen varia d’acord amb 1’estacié de 1’any, com a conseqiiencia, en realitat,
dels factors llum i temperatura (Pérez, 1991; Roser i Hughes, 1992; Fuentes i col., 1993).
La qualitat del semen és Optima a I’hivern perque les temperatures son baixes i els dies
curts. A I’estiu, en canvi, la qualitat seminal disminueix considerablement a causa de les
altes temperatures 1 els dies llargs. Aquests factors afecten també les femelles
reproductores i, per tant, hi ha una addici6 d’efectes que determinen en conjunt una

important davallada de la productivitat de les granges durant els mesos d’estiu.
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(d) Les condicions d’allotjament i maneig

Per tal d’aconseguir un bon desenvolupament del mascle reproductor porci i, en
conseqiieéncia, una optima produccié de semen, és necessari que els mascles puguin fer
exercici fisic, preferentment, sobre un parc de terra, ja que s’ha demostrat que en aquestes

condicions arriben abans a la pubertat i mostren més desig sexual (Buxadé, 1984).

Es recomanable mantenir els mascles adults aillats a causa del seu comportament inestable.
Els mascles mantinguts en allotjaments individuals totalment aillats (sense veure ni olorar
altres individus) produeixen un volum superior de semen i d’espermatozoides que

presenten, alhora, una major vitalitat (Martin, 1990a, 1990b; Le Dividich, 1996).

El maneig, a més, ha de ser molt especial essent aconsellable que el cuidador sigui sempre
el mateix i, que la manipulacio es faci amb destresa i delicadesa. El mascle reproductor ha
de ser ben tractat i manipulat a fi que el seu comportament sigui el més desitjable possible

per tal d’aconseguir el maxim rendiment de 1’explotacid.

(e) El regim alimentari

Tant la subalimentacié com la sobrealimentacié provoquen alteracions de caire reproductiu

(Martin 1990a, 1990b; Le Dividich, 1996; Flowers, 1997).

La subalimentaci6 origina un retard en 1’aparicié de la pubertat al mascle, una disminuci6
de la libido i del vigor sexual i, una reducci6 de la qualitat del semen. La subalimentaci6
abans de la pubertat provoca un mal desenvolupament del sistema endocri, el qual és
practicament irreversible i, en conseqiiencia, no es pot compensar amb una alimentacié
posterior abundant. Els efectes de la sobrealimentacié també s6n negatius i consisteixen en

un escurcament de la vida sexual i en una degeneraci6 del parénquima testicular.

Dins de la mateixa raci6é s’ha de tenir en compte, per la seva influéncia en la producci6é

espermatica:

El nivell proteic de la racio. Les dietes hipoproteiques afecten tot 1’organisme i,
conseqiientment, els teixits gonadals, el que deriva en una reduccié de la produccié
espermatica i en una lleugera alteracié de la qualitat del semen (Kemp i Hartog, 1990;
Kemp, 1991; Louis i col., 1992). Les dietes hiperproteiques tenen un efecte beneficids
practicament només quan el mascle porci es troba en una situacid negativa de

desnutricié (Buxadé, 1984). Per tant, el consum de proteina influeix sobre la quantitat
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de semen produit pero, té poc efecte sobre la qualitat seminal o la libido del mascle

porci.

Els aminoacids essencials. Un increment a la racié de metionina i cisteina comporta

un increment de la producci6 espermatica (Kemp i Hartog, 1990).

Les vitamines A, B, C, D i E. La vitamina A és la més important ja que actua com a
protectora dels epitelis seminifers evitant que es desencadenin lesions que perjudiquin
I’espermatogenesi. A més, la vitamina A juntament amb el complex B i la vitamina C
son importants per estimular la libido, incrementar el vigor sexual i afavorir el
nombre, motilitat i vitalitat dels espermatozoides. La deficiencia d’aquestes vitamines
provoca una inhibicié de la produccié espermatica. Un suplement de vitamina E té
efectes beneficiosos perque augmenta molt significativament la concentracio i qualitat

espermatiques (Brzezinska-Slebodzinska i col., 1995).

Minerals. La deficiencia de fosfor condueix a I’esterilitat. Un deficit de manganes
provoca una reduccié de la libido i, nivells baixos de molibde comporten una
disminucié del volum seminal a conseqiiencia del deteriorament de les cel-lules de

Leydig (Buxadé, 1984).

(f) L’estat sanitari i els trastorns organics de I’aparell reproductor

El manteniment d’un bon estat sanitari dels mascles és molt important ja que sén
nombroses les explotacions contaminades per la compra de nous reproductors, encara que
només es tracti d’un sol animal. S6n diverses les malalties provocades tant per virus com
per bacteris que tenen incidencia directa o indirecta en 1’ambit sexual del mascle porci. En
general, els virus causen una infeccid generalitzada amb una localitzacié sexual
secundaria. L’herpesvirus PHV I, responsable de la malaltia d’ Aujesky, fa que els mascles
no immunes a aquest virus presentin anomalies espermatiques com a conseqiieéncia de la
febre, la qual remet a les 6 setmanes (Lopez, 1999). El virus PRRS, causant de la sindrome
respiratoria-reproductiva, provoca una disminuci6 de la libibo i, com que es multiplica en
les cel-lules germinals dels tibuls seminifers i en els macrofags testiculars, altera la qualitat
espermatica (Pietro i Castro, 1998; Osorio, 2001). El semen contaminat dels mascles
infectats pel PRRS es transmet per via veneria a les femelles, la qual cosa provoca virémia
en les truges contaminades i el desenvolupament de la malaltia. Malgrat tot, les principals

malalties que afecten negativament el potencial reproductiu son les provocades basicament



Introduccio

per bacteris (Séculi i col., 1980; Buergelt, 1997). El bacteri Brucella spp es transmet per
via veneria 1 afecta directament els oOrgans genitals la qual cosa ocasiona orquitis,
epididimitis, inflamaci6 de les glandules accessories, probable atrofia testicular,
progressiva perdua de la libido, impotencia i esterilitat. Els Mycoplasmas hyosynoviae 1
hyorhinis poden localitzar-se a I’escrot 1 organs genitals i reduir la qualitat del semen.
L’Erysipelothrix insidiosa provoca 1’alteracié de 1’epiteli seminifer la qual cosa provoca
una reducci6 de la fertilitat durant algunes setmanes. El semen del mascle pot actuar com a
portador de bacteris com Corynebacterium pyogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Streptococcus spp, Pseudomonas aeruginosa, etc. que, tot i que es poden aillar dels
organs genitals del mascle, no sén ells els que desenvolupen la malaltia, siné que, per
contagi veneri, provoquen baixos indexs de concepcid, mortinatalitat, camades menys

nombroses i metritis, mastitis i agalaxia a les femelles.

Els trastorns testiculars més freqiients sén la criptorquidia, la hipoplasia testicular,
I’hermafroditisme, 1’orquitis, la degeneracid testicular i la neoplasia testicular (Séculi 1

col., 1980; LeBlanc, 1993; Buergelt, 1997).

2.8. Control de I’espermatogenesi

Els testicles tenen dues funcions principals, 1’espermatogenesi i la produccié d’androgens
(Fig. 4 vegeu pag. 27). Aquestes dues funcions estan controlades per 1’activitat secretora de
I’hipotalem 1 de la hipofisi. L’hipotalem secreta el factor alliberador de gonadotropines
(GnRH) el qual, quan arriba a la hipofisi provoca I’alliberament de 1’hormona luteinitzant

(LH), I’hormona fol-liculoestimulant (FSH) i la prolactina (PRL).

La secreci6 hipotalamica de GnRH esta regulada pels nivells de melatonina (Arendt,
1998). Aquesta hormona es sintetitza a la glandula pineal sota 1’estimul del ritme circadiari
de llum-foscor. Malgrat la controversia existent, s’ha comprovat que en el porc domestic la
sintesi i secrecié de melatonina es veu estimulada per la fase de foscor i decreix en la

fotofase (Brandt i col., 1986; Minton i col., 1989; Diekman i col., 1992).
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La LH estimula les cel-lules de Leydig per a que produeixin testosterona; alhora, el nivell
circulant d’aquest androgen regula la produccié de LH per mitja d’un mecanisme de

retroalimentacié negativa sobre 1’hipotalem i la hipofisi (Hadley, 1997).

La FSH estimula les cel-lules de Sertoli per a que produeixin, principalment, la proteina
fixadora d’androgens (ABP) la qual s’uneix a la testosterona. Aquesta proteina d’unid
facilita un mecanisme d’emmagatzematge de testosterona proper als espermatocits, la
maduraci6 dels quals és dependent d’aquesta hormona. En primats, la FSH estimula la
multiplicacié de les espermatogonies Ap i manté uns nombres normals d’espermatocits i
espermatides, no obstant, la FSH no pot sostenir per si sola una espermiogenesi normal
(Weinbauer 1 col., 1991; Hadley, 1997; Plant i Marshall, 2001). Com que les cel-lules
germinals deficients en receptors per androgens poden desenvolupar-se com a
espermatocits fertils en presencia de cel-lules de Sertoli normals, es creu que els efectes
dels androgens sobre I’espermatogenesi es troben mediats per aquestes cel-lules. L’ ABP
pot actuar alhora com un mecanisme d’acumulacié de testosterona a l’interior de les
cel-lules de Sertoli, que permet alliberar, sota estimul, aquesta hormona al lumen dels
tibuls seminifers. En el lumen tubular, ’ABP funciona com a mitja de transport de la
testosterona fins a I’epididim, on els espermatozoides acaben de madurar i adquireixen el

potencial per a la fertilitzaci6 i la motilitat.

Les cel-lules peritubulars sintetitzen i alliberen una proteina que estimula les cel-lules de
Sertoli a secretar ABP i transferrina, alhora que inhibeix I’activitat aromatasa estimulada
per FSH. Skinner (1991) va anomenar a aquesta proteina S-Mod-P (proteina moduladora
de les cel-lules de Sertoli). El paper de la transferrina encara és incert, perd s’ha vist una
correlacié positiva entre els nivells d’aquesta proteina al plasma seminal i el nombre

d’espermatozoides a 1’ejaculat (Dadoune i Demoulin, 1993).

La FSH i la testosterona son essencials per iniciar el procés d’espermatogenesi durant la
maduraci6 sexual (Spiteri-Grech 1 Nieschlag, 1993; Plant i Marshall, 2001). La FSH, per si
sola, mai s’ha descrit que fos capa¢ d’iniciar o mantenir I’espermatogenesi en mascles,
mentre que la LH és capa¢ d’estimular la produccié d’espermatozoides quan existeixen
deficiencies en la producci6é de gonadotropines (Weinbauer i col., 1991; Hadley, 1997). En
alguns casos pero, cal una combinaci6 d’ambdues hormones perque el procés pugui
iniciar-se.

La PRL estimula I’esteroidogenesi ja que incrementa, d’una banda, el nombre de receptors

de LH a les cellules de Leydig i, d’altra banda, I’afinitat d’aquests receptors pel seu
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lligand. Aquest efecte favorable de la PRL no s’observa sempre, ja que, a nivells baixos,

sembla tenir una funcié inhibidora (Dadoune i Demoulin, 1993).

Moltes altres hormones interfereixen en les funcions testiculars. Al testicle s’han detectat
receptors per al cortisol i la insulina. El cortisol actua reduint els nivells plasmatics de
testosterona en humans, mentre que, la insulina millora I’esteroidogenesi. Les patologies
de les glandules tiroides, adrenal i pancreatica s’associen regularment a deficiencies
espermatogeniques. La inhibina, la qual és elaborada tant per les cel-lules de Leydig com
per les cel-lules de Sertoli, redueix la secrecié hipofisiaria de FSH (Fingscheidt i col.,
1990) pero, també suprimeix la secrecié de FSH via accid hipotalamica (Hadley, 1997).
Les cel-lules de Sertoli, per si mateixes, no son capaces de reduir els nivells de FSH en
abseéncia d’espermatogenesi, el que indica, que la produccié d’inhibina per les cel-lules de
Sertoli estaria regulada d’alguna manera pels espermatozoides en maduracid. L’activina té
I’efecte oposat a la inhibina, és a dir, estimula la secreci6 de FSH per part de les cel-lules

hipofisiaries pero, no influencia la secreci6 de LH.

Els nivells plasmatics de LH sén completament androgenodependents, mentre que, els

nivells de FSH s6n igualment regulats per testosterona i inhibina (de Kretser i col., 1987).

Les funcions de les diferents poblacions cel-lulars del testicle no depenen tnicament de les
hormones, siné que també depenen de les anomenades parahormones, les quals estan
implicades en mecanismes de regulacié paracrina i autocrina (Hecht, 1990). Tant les
cel-lules de Leydig com les cel-lules de Sertoli secreten diferents parahormones que actuen
directament les unes sobre les altres o, via cel-lules peritubulars, sobre I’epiteli vascular
(Demoulin 1 col., 1989). Molts factors de creixement que actuen com a parahormones han
estat identificats al testicle (Dadoune i Demoulin, 1993; Gnessi i col., 1997; Mackay, 2000;
Mariani i col., 2002).
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2.9. El mascle reproductor porci com a model animal per a ’estudi de

I’anatomia normal i patologica del testicle d'humans

El mascle reproductor porci pot ser utilitzat com a model animal per a I’estudi de les
lesions estructurals i ultraestructurals en el testicle produides per factors exogens o
endogens. Existeixen una serie de motius que avalen I’ds dels mascles reproductors porcins

com a model animal:

(a) L’elevada produccio espermatica dels mascles porcins (Martin, 1982 i1 1990b;
Bahamonde, 1987). Els porcs i els toros tenen una produccié espermatica molt superior
a la de ’home i els rosegadors. Aquesta major produccié espermatica, juntament amb
I’elevat volum d’ejaculat (200-300 ml), fa que el mascle reproductor porci sigui un
model idoni per a I’estudi de les lesions en el procés espermatogenic i de les alteracions
quantitatives i qualitatives de I’esperma. L’estudi de les anomalies espermatiques de
I’ejaculat s’utilitza en moltes especies per diagnosticar els factors que, possiblement,

les han induit.

(b) La similitud estructural dels espermatozoides d’humans i de porci (Guraya, 1987).
L’espermatozoide huma presenta una major similitud estructural i ultraestructural amb
I’espermatozoide de porci que amb I’espermatozoide de rosegadors. Aquesta similitud
en I’organitzacié permet correlacionar els tipus d’anomalies espermatiques presents en
I’ejaculat de mascles porcins que pateixen una determinada patologia amb les

d’humans en les mateixes condicions.

(c) Les similituds estructurals del testicle d’huma i de porci (Setchell, 1991; Dadoune i
Demoulin, 1993; Setchell i col., 1994). Els testicles d’humans i porcins presenten
septes testiculars que divideixen el parénquima seminifer en diferents compartiments;
en rosegadors 1’absencia d’aquests septes determina que cada testicle s’organitzi com
una massa parenquimatica uniforme. Humans 1 porcins també mostren una gran
similitud en els mecanismes de termoregulacié testicular; aixi, les seves capsules
testiculars son riques en cel-lules musculars llises que faciliten el flux testicular. La
capsula testicular de rosegadors no conté cel-lules musculars llises, sind una escassa

poblacié de miofibroblasts.
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(d) Les caracteristiques estructurals i ultraestructurals especifiques del testicle de mascles
porcins (Setchell, 1991; Setchell i col., 1994). El testicle dels mascles porcins presenta
unes caracteristiques morfologiques que el capaciten com a model per a I’estudi de les
lesions en el teixit intersticial, 1’epiteli seminifer i la lamina propia. El teixit intersticial
en mascles porcins representa el 40 % del volum testicular, mentre que, en humans i en
rosegadors representa el 30 % 1 el 15 %, respectivament. Per tant, ’estudi de les lesions
del teixit conjuntiu i de la vascularitzaci6 es faran més evidents en el teixit intersticial
del testicle dels mascles porcins. A més, les cel-lules de Leydig de porcins mostren un
gran desenvolupament si es compara amb les d’huma i les de rosegadors. El nombre de
cel-lules de Leydig per gram de testicle és de 90 x 10° en porcins i de 15 x 10° en
rosegadors, d’altra banda, el diametre de les cel-lules de Leydig en porci és d’uns 20
um i en humans d’uns 10 um. A més, I’aparell de Golgi de les cel-lules de Leydig
presenta un desenvolupament maxim en porcins; si, tot i que es desconeix a través de
quin mecanisme un estimul gonadotropic determina un major desenvolupament de
I’aparell de Golgi, les cel-lules de Leydig de porci seran un model idoni per a I’estudi

de les seves alteracions.

El cicle de I’epiteli seminifer dura 8,6 dies en porcins i 16 dies en humans (Heller i
Clermont, 1963; Swierstra, 1968). En porcins I’espermatogenesi es realitza durant 34
dies, en quatre cicles, i en I’home, malgrat que també es dona en quatre cicles, dura 64
dies. Aixi doncs, les lesions produides durant 1I’espermatogenesi es manifestaran abans
en porcins que en humans. A més, la major celeritat de 1’espermatogenesi en porci

permetra observar els diferents estadis d’evolucié de les lesions testiculars.

La lamina propia dels tibuls seminifers dels testicles de rosegadors presenta una tnica
capa de miofibroblasts, enfront de les dues capes de cel-lules peritubulars de 1’especie
porcina (una capa de cel-lules mioides i una capa de fibroblasts). El major
desenvolupament de la lamina propia en porci permetra un estudi més detallat de les

seves alteracions.

L’especie porcina és, en definitiva, un model d’interés biomedic per a I’estudi de les
patologies que afecten el testicle; a més, per al sector porci relacionat amb les Explotacions
de Selecci6é 1 Multiplicacié Porcina i per als Centres d’Inseminacié Artificial, I’estudi de

les lesions testiculars 1 de les alteracions de la qualitat espermatica dels ejaculats és també
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de gran interes. A fi de poder millorar el diagnostic de la subfertilitat és molt important i
necessari coneixer les caracteristiques morfologiques 1 morfometriques dels organs

reproductors masculins en condicions normals.
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MATERIAL I METODES

1. MATERIAL

1.1. Caracteristiques dels exemplars

Per a I’estudi de D’estructura i1 la ultraestructura testiculars s’han utilitzat tres mascles
reproductors porcins sans de la raca Landrace varietat anglesa. Aquests mascles van ser
sotmesos des dels 8 mesos d’edat a un ritme d’extraccions de semen de dues vegades per
setmana, amb un periode de repos de 48 hores abans del seu sacrifici a I’edat de 9,5 mesos.
Al llarg del tractament, els mascles mostraven una bona qualitat del semen, sense
diferencies significatives entre ells en els parametres seminals (volum, concentracio,
motilitat, vitalitat i morfologia espermatiques i, resisténcia osmotica dels acrosomes). En el
moment del sacrifici el pes corporal dels mascles era de 143,910 Kg, 151,905 Kg i 138,922
Kg (Taula 1, vegeu apartat de Resultats pag. 47).

Els mascles, procedents d’un Centre de Seleccié i1 Multiplicacié Porcina, estaven confinats
en una nau climatitzada a 18 °C, sota un estricte control sanitari i alimentats amb una dieta
equilibrada constituida per pinso per a reproductors subministrat manualment per técnics

especialitzats de la propia explotacié porcina.
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1.2. Obtencio i conservacio de les mostres

Un cop sacrificats els animals, es van extreure els testicles de forma immediata i es van
portar al laboratori de I’explotacié porcina on, en primer lloc, van ser pesats i, tot seguit,
van ser disseccionats per tal d’obtenir les mostres per a la seva observacié al microscopi
optic 1 al microscopi electronic de transmissio. Els fragments de testicle per a Microscopia
Optica van ser submergits rapidament en liquid fixador de Bouin i, els fragments de
testicle per a Microscopia Electronica de Transmissié en liquid fixador de Karnovsky.
Totes les mostres van ser extretes a diferents nivells del parénquima testicular d’ambdds

testicles (dret i esquerre).

2. METODES

2.1. Processament de les mostres testiculars per a Microscopia Optica

El processament de les mostres testiculars s’ha fet a partir de fragments de teixit de 5 mm

de gruix i d’acord amb el protocol descrit per Kiernan (1990).

¢ Fixacio:

1) Fixeu les mostres amb liquid de Bouin durant 24 hores.

¢ Rentat i deshidratacio:
2) Renteu les mostres amb alcohol de 70° (overnight). Aquest pas pot accelerar-

se afegint una gota d’amoniac per cada 100 ml d’etanol 70°.
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3) Deshidrateu les mostres en la serie etanolica segiient: etanol 90° (1 canvi de 2

hores); alcohol absolut (3 canvis de 1,5 hores cada un).

& Imbibicio i inclusio:
4) Embeveu les mostres en xilol (2 canvis de 1,5 hores i de 2 hores,

respectivament).

5) Procediu a la inclusié de les mostres en parafina de 56-58 pF a 60 °C (2
canvis de 2,5 hores cada un).

6) Transferiu les mostres a uns motllos plens de parafina fosa (a 60 °C) i,
rapidament, submergiu el conjunt en un recipient amb aigua a 4 °C a fi que la
parafina solidifiqui i es constitueixin els blocs de parafina amb la mostra

inclosa.

¢ Microtomia:
7) Piramideu els blocs i procediu a I’obtencié de seccions histologiques de 14
um i 7 um de gruix.
Les seccions histologiques han estat obtingudes amb un microtom de rotacié

Medin.

¢ Tincio:

8) Les seccions de 14 um de gruix han estat tenyides només amb hematoxilina-
eosina. Les seccions de 7 um de gruix han estat tenyides amb la tincié general
hematoxilina-eosina, amb les coloracions tricromiques de Mallory 1 van
Gieson, amb els procediments de 1’acid periodic-Schiff (PAS)-hematoxilina
de Groat i de I’orceina-hematoxilina de Delafield-eosina, amb les tecniques
argentiques de Gomori i Holme 1 amb el colorant metacromatic blau de
toluidina. El blau alcia de la tinci6 de Mallory s’uneix especificament a les
fibres de col-lagen, 1’orceina s’uneix a les fibres elastiques, i la plata de la
tecnica de Gomori s’uneix a les fibres de col-lagen i de reticulina. La solucié
de Schiff reacciona amb els glicoconjugats neutres, mentre que, la técnica de

Holme és especifica per les fibres nervioses adrenergiques i colinergiques.
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¢ Observacio i microfotografia:
9) Les seccions tenyides han estat observades amb un microscopi Optic de camp
clar Zeiss (Jenalumar) i, les microfotografies s’han efectuat amb una
pel-licula per a diapositiva en color Ektachrome 160 ASA per a llum artificial

de filament de tungste.

REACTIUS

e Liquid de Bouin
Solucio aquosa saturada d’acid picric 300 ml
Formol al 40 % 100 ml
Acid acétic glacial 20 ml

2.2. Processament de les mostres testiculars per a Microscopia

Electronica de Transmissio

Per al processament de les mostres testiculars per a Microscopia Electronica de
Transmissié s’han obtingut uns fragments d’uns 2 mm de gruix maxim i s’ha procedit

d’acord amb el protocol descrit per Bonet i col. (1994).

¢ Fixacio:
1) Fixeu les mostres amb liquid de Karnovsky durant 2,5 hores a 4 °C.
2) Renteu les mostres amb tamp6 fosfat de Sorensen 0,16 M i pH 7,2 a 4 °C

durant 3 o 4 hores (efectuant 3 canvis).
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¢ Postfixacio:

3) Postfixeu les mostres amb tetraoxid d’osmi a I’l % en tampé fosfat de
Sorensen 0,16 M i pH 7,2, durant 2 hores a temperatura ambient. Protegiu els
flascons de la llum.

4) Renteu les mostres amb tampo fosfat de Sorensen 0,16 MipH 7,2a4°Cia
les fosques durant un temps maxim de 15 minuts totals (amb un minim de 3
canvis).

5) Renteu les mostres amb aigua bidestil-lada durant 30 minuts totals (amb un

minim de 3 canvis).

¢ Deshidratacio:
6) Deshidrateu les mostres en la serie acetonica segiient: acetona 50° (10
minuts), acetona 70° (15 minuts a 12 hores a 4° C), acetona 95° (10-15

minuts) i acetona absoluta (10 minuts totals amb 3 canvis).

¢ Imbibicio:

7) Embeveu les mostres amb resina Spurr de baixa viscositat d’acord amb la
serie segiient: acetona-oxid de propile 1:1 (15 minuts totals amb dos canvis),
oxid de propile-Spurr 2:1 (30 minuts), oxid de propile-Spurr 1:1 (60 minuts),
Spurr a 4 °C (12 hores), Spurr a 4 °C (2 hores), Spurr a 55 °C (24 hores).

¢ Inclusio:
8) Transferiu les mostres a uns motllos de silicona plens de resina Spurr i

manteniu-los a 60 °C durant 8-24 hores.

¢ Ultramicrotomia:

9) Piramideu els blocs 1 procediu a 1’obtencié de seccions semifines d’1 pm de
gruix. Contrasteu les seccions semifines amb blau de metile al 0,5 % sobre
una placa calefactora a 80 °C durant 2 minuts.

10) Procediu a I’obtencié de seccions fines de 70 nm de gruix, i dipositeu les

seccions sobre reixetes de coure (3 mm de diametre). Deixeu-ho assecar.
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Les seccions fines 1 semifines han estat obtingudes amb un ultramicrotom

LKB model Supernova amb ganivetes de diamant.

¢ Contrastacio:
11) Contrasteu les seccions fines amb una gota d’acetat d’uranil durant 10 minuts.
12) Renteu-ho amb aigua destil-lada i deixeu-ho assecar sobre un paper de filtre.
13) Contrasteu les seccions fines amb una gota de solucié de Reynolds filtrada
durant 10 a 15 minuts.

14) Renteu-ho amb aigua destil-lada i deixeu-ho assecar sobre un paper de filtre.

¢ Observacio, microfotografia i microelectrografia:

Les seccions semifines tenyides han estat observades amb un microscopi optic de
camp clar Zeiss (Jenalumar) i, les microfotografies s’han efectuat amb una
pel-licula per a diapositiva en color Ektachrome 160 ASA per a llum artificial de
filament de tungste.

Les seccions fines contrastades han estat observades amb un microscopi electronic
de transmissié Zeiss 910 del Servei de Microscopia Optica i Electronica de la
Universitat de Girona i, per realitzar les microelectrografies s’ha utilitzat una

pel-licula Kodak Electro Microscopy amb format 6,5 x 9 cm.

REACTIUS

® Tampo fosfat de Sorensen pH 7,2
Solucio A. Fosfat sodic, dibasic
(Na;HPO4+2H>0) 11,876 g
Aigua destil-lada 1000 ml
Solucio B. Fosfat potassic, monobasic
(KH,POy4) 9,08 g
Aigua destil-lada 1000 ml
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Barregeu 72,6 ml de la solucié A i enraseu fins a 100 ml amb la solucio B.

e Liquid de Karnovsky
Dissoleu 1,2 g de paraformaldehid en 20 ml d’aigua destil-lada a 80 °C. Aclariu
la solucio amb unes gotes de NaOH 1 N fins que quedi del tot transparent (de
dues a tres gotes solen ser suficients).
Deixeu refredar i afegiu 15 ml de tampo fosfat de Sorensen (0,16 MipH 7,2)i 5
ml de glutaraldehid al 25 %.

Conserveu la mescla a 4° C i utilitzeu-la abans de 24 hores.

e Tetraoxid d’osmi a 'l %
Tetraoxid d’osmi (OsOy) al 2 %
(en aigua destil-lada) 4 ml
Tampo fosfat de Sorensen

(0,16 M i pH 7,2) 4ml

® Resina Spurr
La resina Spurr s’obté barrejant quatre components que es poden adquirir a
diverses cases comercials.
La mescla ha de ser homogenia i, en conseqiiencia, la barreja caldra fer-la
lentament (evitant la formacio de bombolles) aproximadament durant 1 hora.

Un cop elaborada hom pot conservar-la a 4 °C durant una setmana.

Casa Comercial Bio-Rad Taab
Components ERL: 23 g ERL: 10g
NSA: 62g NSA: 26¢
DER: 14g DER: 6g
DMAE: lg Si: 04g

e Acetat d’uranil

Solucio saturada d’acetat d’uranil en aigua bidestil-lada-acetona (1/1).

® Solucio de Reynolds
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Nitrat de plom
Pb(NO;3), 1,33 g
Citrat sodic, dibasic
Na;CsHsO7+2H,0 1,76 g
Aigua destil-lada i bullida 30 ml

Agiteu-ho durant 30 minuts i afegiu 8 ml de NaOH 1 N. Enraseu fins a 50 ml
amb aigua destil-lada i bullida. Conserveu la solucio i protegiu-la de la llum.

El temps de conservacio és de 2-3 mesos.

2.3. Analisi morfologica del testicle

2.3.1. La capsula testicular i el teixit intersticial

La composici6 i organitzacié de la capsula testicular i les seves capes, aixi com també del

teixit intersticial han estat descrites.

2.3.2. L’epiteli seminifer
Les diferents generacions d'espermatogonies, espermatocits i espermatides han estat

identificades d'acord amb el criteri morfologic descrit per Pinart i col. (2000) en mascles

reproductors porcins sans.

2.3.3. Elcicle de I’epiteli seminifer

La classificaci6 dels diferents estadis de I'epiteli seminifer s’ha fet a partir de les seccions

histologiques de 7 um de gruix i d'acord amb el metode de la morfologia tubular, el qual es
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basa en els parametres segiients (Sharpe, 1994; Paula i col., 1999): (1) la composicié de
cel-lules germinals de 1'epiteli seminifer, (2) la fase meiotica dels espermatocits i, (3) els
canvis nuclears i acrosomics que experimenten les espermatides. Per cada mascle, s’han
examinat al microscopi optic un total de 1000 tibuls seminifers tallats en secci6 transversal
(Hess 1 col., 1990; Franca i Cardoso, 1998). Aquest metode utilitza habitualment la
coloracié general hematoxilina-eosina i proporciona 8 estadis de 1'epiteli seminifer (Paula i

col., 1999).

Un altre criteri molt utilitzat és el que té en compte els diferents passos de la diferenciacid
de les espermatides en seccions histologiques de parenquima testicular tenyides amb PA-
Schiff i Hematoxilina de Groat. En aquesta técnica, 1’acrosoma de les espermatides en
desenvolupament es tenyeix de color porpra i, per tant, permet fer un seguiment de
I’evolucié que segueix aquest organul i distingir el grup de cel-lules al qual pertanyen les

espermatides.

2.3.4. L’espermiogeénesi

A partir de les microelectrografies de Microscopia Electronica de Transmissié dels
diferents estadis del cicle espermatogenic, s’han descrit els canvis a nivell ultraestructural
que experimenten totes les cel-lules germinals durant el procés espermatogenic, posant
especial atencié a I’evolucié de les espermatides (espermiogenesi) i correlacionant les
modificacions que es van succeint en aquestes cel-lules amb els canvis ultraestructurals que
tenen lloc a les altres cel-lules de I’epiteli seminifer (cel-lules de Sertoli 1 cel-lules

germinals) 1 del teixit intersticial (cel-lules de Leydig, principalment).
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2.4. Analisi morfometrica del testicle

A més de I'estudi morfologic del testicle, s’han fet mesures quantitatives utilitzant un
ocular micrometric per tal de determinar la grandaria cel-lular i nuclear de les diferents
cel-lules del testicle, el gruix de la capsula testicular i el gruix de cada una de les seves
capes, el diametre dels vasos sanguinis, 1’alcada de I’epiteli seminifer, la longitud 1 la
freqiicncia relativa de cada estadi 1 el gruix de la lamina propia. El percentatge de
parénquima testicular ocupat per tibuls seminifers i teixit intersticial i, el diametre dels
tibuls seminifers s’han determinat mitjancant un programa informatic (vegeu apartat 2.4.3.

pag. 42).

Les seccions histologiques de 7 um de gruix han estat utilitzades per determinar tots els
parametres quantitatius descrits anteriorment, excepte per mesurar la longitud de cada
estadi en que s’han fet servir les seccions histologiques de 14 um de gruix a fi de poder

examinar de forma rapida una longitud més extensa dels tibuls seminifers.

Per cada tipus cel-lular, la grandaria cel-lular i nuclear s’han mesurat utilitzant 25 cel-lules

per testicle seleccionades a I’atzar (Pinart i col., 2001c).

2.4.1. La capsula testicular

El gruix total de la capsula testicular i el gruix de cada una de les seves capes, s han
mesurat en 10 seccions transversals per testicle escollides a 1’atzar (Wrobel i Moustafa,
2000); per a cada mesura, la proporcié de cada capa en relacid al gruix total de la capsula

també ha estat calculada (Sprando i col., 1999).
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2.4.2. Els vasos sanguinis

El diametre dels vasos sanguinis s’ha obtingut mesurant 20 seccions transversals per

testicle seleccionades a I’atzar (Sprando i col., 2000).

2.4.3. El percentatge de parenquima testicular ocupat per tibuls seminifers i per

teixit intersticial

Les arees de paréenquima testicular ocupades per tibuls seminifers i teixit intersticial s’han
determinat utilitzant 1’analitzador d’imatge Arcview GIS (versi6 3.1). Les imatges
seleccionades han estat previament digitalitzades amb el programa SCANWISE (grandaria
200 % 1 2000 dpi de resolucié). L’analitzador d’imatge calcula I’area de tots els tubuls
seminifers d’una seccid, les suma i, després, divideix el resultat per 1’area del camp visual.
El valor obtingut, expressat com un percentatge, correspon a la quantitat de parenquima
testicular ocupat per tibuls seminifers (r), el percentatge de parénquima testicular ocupat
per teixit intersticial s’obté fent 100-r. Aquest procediment s’ha repetit en 20

microfotografies diferents de parénquima testicular per mascle.

[ Teixit intersticial (TT)

L1 Tdbuls seminifers (TS)
TI + TS = Area Total
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2.4.4. El diametre dels tibuls seminifers

Utilitzant 250 seccions transversals de tibuls seminifers per mascle i, mitjangant el
programa informatic esmentat anteriorment, s’ha determinat 1’area tubular mitjana i, per a
cada un dels estadis del cicle espermatogenic identificats, les arees que ocupen I’epiteli
seminifer i el lumen. A partir d’aquestes arees s han establert les relacions entre 1’epiteli
seminifer 1 el lumen propies de cada estadi. A fi d’obtenir un Unic valor que relacioni

I’epiteli seminifer i el lumen s’ha aplicat la férmula segiient:

Vi

Z Faix ES/
Ey T vm

ZFai

i=I

Equacié 1. ES, area de I’epiteli seminifer; L, area del lumen; m, mitjana; Fa,

freqiiencia absoluta; ®, constant.

Tenint en compte, per una banda, que I’area d’un tdbul seminifer és la suma de 1’area
ocupada per I’epiteli seminifer i de I’area ocupada pel lumen i, per altra banda, el valor
unic que relaciona I’epiteli seminifer 1 el lumen, s’ha dissenyat un model matematic que
permet calcular I’area de 1’epiteli seminifer i/o el lumen a partir només de 1’area d’un tabul
seminifer en seccid transversal independentment de I’estadi en que es trobi el seu epiteli

seminifer.

TS=ES+L

ES/L,= @

Equacio 2. ES, area de ’epiteli seminifer; L, area del lumen; m, mitjana; TS, area

del tubul seminifer en seccid transversal; ®, constant.
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— Epiteli seminifer (ES)

[ Lumen (L)

B+ B3 Tdbul seminifer (TS)

El diametre tubular mitja s’ha calculat a partir de I’area mitjana que ocupa un tibul

seminifer tallat en secci6 transversal i considerant que aquesta secci6 és circular.

2.4.5. L’alcada de ’epiteli seminifer en cada estadi

L’alcada de I’epiteli seminifer s’ha mesurat, des del limit superior de la lamina basal fins al
limit del lumen tubular, en 25 seccions transversals de tubuls seminifers per cada estadi

seleccionats a I’atzar (Sprando i col., 1999).

2.4.6. La longitud de cada estadi

La longitud de cada estadi ha estat estimada a partir de 100 seccions seriades de 14 um de
gruix tenyides amb hematoxilina-eosina per mascle de la manera segiient: (1) en una
determinada seccid se selecciona un tibul seminifer a l'atzar i s'identifica el seu estadi, (2)
el tubul és examinat en les seccions seriades successives fins a l'aparici6 de l'estadi
immediatament anterior o posterior, i (3) la longitud dels estadis es calcula fent el producte

entre el nombre de seccions analitzades i el gruix de les seccions (14 pm).
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La freqiiencia relativa d’aparicié d’un estadi depen, en primer lloc, de la seva longitud i, en
segon lloc, del temps que ’epiteli seminifer roman en aquell estadi en particular. Pel que fa
a la longitud, com més llarg és un estadi més gran sera la seva freqiiencia relativa.
Respecte al temps, com més durada tingui un estadi més gran sera la seva freqiiencia
relativa. Amb 1’objectiu de determinar quin dels dos factors és el responsable de la
freqliencia d’aparicié d’un estadi es va comparar la freqiiencia relativa d’un estadi (%) 1 la
seva longitud expressada com a percentatge amb el test 7-Student amb un nivell de
significaci6 de P < 0,01 (Taula 5, vegeu apartat de Resultats pag. 62). Ambdues
freqiiencies relatives han de tenir un valor similar, en el cas que els percentatges tinguin
valors significativament diferents, la diferencia es pot atribuir a la durada relativa de

I’estadi.

2.4.7. La freqiiencia relativa de cada estadi

La freqiiencia relativa dels estadis s’ha calculat examinant 250 seccions transversals de
tibuls seminifers tenyides amb hematoxilina-eosina per mascle (Hess i col., 1990; van

Haaster i de Rooij, 1993; Paula i col., 1999).

2.4.8. La durada relativa de cada estadi

La durada en dies de cada estadi ha estat estimada multiplicant la freqiiencia mitjana de
cada estadi per la durada total del cicle (Hess i1 col., 1990; Okwun 1 col., 1996; Franca i
col., 1999); en porci el valor de la durada total del cicle utilitzat per aquesta estimaci6 és de

8,6 dies (Franca i Cardoso, 1998; Franca i col., 1999).
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2.4.9. El numero de cel-lules de Sertoli respecte al nimero d’espermatogonies,
d’espermatocits primaris i secundaris i, d’espermatides arrodonides i en fase

d’elongacié

Per tal de determinar 1’evolucié numerica que experimenten els diferents tipus de cel-lules
germinals al llarg del cicle espermatogenic, s’ha calculat per a cada un dels estadis del
cicle el nimero de cel-lules de Sertoli respecte al nimero d’espermatogonies,
d’espermatocits primaris, d’espermatocits secundaris, d’espermatides arrodonides i

d’espermatides en fase d’elongacid.

La relacié entre el nimero de cel-lules de Sertoli i el nimero dels diferents tipus de
cel-lules germinals per a cada estadi de I’epiteli seminifer s’ha establert a partir de 250

seccions transversals de tubuls seminifers per mascle.

L’estudi comparatiu de les dades dels tres mascles reproductors porcins sans s’ha fet
utilitzant 1’analisi de la variancia (ANOVA) amb un nivell de significacié de P < 0,01. Els
resultats s’expressen com la mitjana £ SD (n = 3) a les Taules 1, 2, 3, 4, 6 1 7 (vegeu

apartat de Resultats pags. 47, 50, 54, 59, 63, 64).
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RESULTATS

1.1. ANALISI MORFOLOGICA I MORFOMETRICA DEL
TESTICLE

El pes corporal, el pes testicular i el percentatge del pes d’ambdos testicles en relaci6 al pes
corporal dels tres mascles s’expressen a la Taula 1 (vegeu pag. 47). No es van trobar
diferencies significatives entre els tres mascles porcins sans pel que fa al pes dels seus
testicles esquerres (P > 0,01) i al pes dels seus testicles drets (P > 0,01) (Lam. IT — Fig. A).
En els mascles porcins sans, el testicle dret i el testicle esquerre tenen un pes similar (P >
0,01), essent el valor testicular mitja de 330,80 + 16,99 g. Els dos testicles tenen un pes

mitja de 661,59 £ 33,97 g i constitueixen el 0,46 = 0,01 % del pes corporal.

TAULA 1. Pes corporal i pes testicular en mascles porcins sans*

Parametre Mascle 1 Mascle 2 Mascle 3 Mit.(j::n:; SD
Pes corporal (Kg) 143,910 151,905 138,922 144,91 £ 6,55
Pes testicular (g)
Testicle esquerre 327,54 364,79 330,76 341,03 £ 20,64
Testicle dret 311,07 335,82 314,79 320,56 + 13,34
Pes del parell 638,61 700,61 645,55 661,59 + 33,97
% pes testicular/pes corporal 0,44 0,46 0,47 0,46 £0,01

*Els valors entre els mascles no sén significativament diferents (P > 0,01)
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Els testicles estan envoltats per una capsula de naturalesa fibrosa, de la qual en parteixen
uns septes radials que tabiquen el parénquima testicular en diferents lobuls (Lam. IX — Fig.
A; Lam. X — Fig. A). Els espais entre els 1obuls estan ocupats per tibuls seminifers i teixit

intersticial (Lam. IX — Fig. B; Lam. XI - Figs. A1 B; Lam. XII - Fig. A).

1.1.1. La capsula testicular

A ull nu la capsula es veu altament vascularitzada i d’un color blanquinés (Lam. III — Fig.
A). El gruix de la capsula testicular, de 2.375,13 £ 246,68 um, no difereix
significativament ni entre els tres mascles porcins sans (P > 0,01), ni entre els testicles
esquerre i dret (P > 0,01) (Taula 2, vegeu pag. 50). La capsula testicular esta dividida en
tres capes que presenten diferent composici6 i organitzacié (Setchell, 1978; Nakano, 1994;
Arenas i col., 1997; Wrobel i Moustafa, 2000): la tinica vaginalis, la tinica albuginia i la
tinica vasculosa (Lam. IV — Figs. A i B; Lam. V — Figs. A-C; Lam. VI — Figs. A-C). No es
van trobar diferéncies significatives entre els tres mascles porcins sans pel que fa al gruix
(P > 0,01), la composici6 i el diametre dels vasos sanguinis (P > 0,01) d’aquestes capes

(Taula 2, vegeu pag. 50).

1.1.1.1. La tanica vaginalis

La tinica vaginalis és la capa més externa de la capsula (Lam. IV — Fig. B). Aquesta capa,
de 42,92 £ 17,07 um de gruix, constitueix el 1,82 = 0,78 % de la capsula testicular. Esta
composta per una linia externa mesotelial i una linia interna de teixit conjuntiu, sense vasos
sanguinis ni fibres nervioses (Lam. VII —Fig. A). El mesoteli consisteix en una unica linia
de cel-lules endotelials que es caracteritza per la preseéncia de noduls pluriestratificats de
cel-lules epitelials, els quals es distribueixen a l'atzar (Lam. IV — Fig. B; Lam. V — Fig. A;

Lam. VI-Figs. A1 B; Lam. VII - Fig. A).
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El teixit conjuntiu conté fibroblasts, abundants cel-lules musculars llises orientades
circularment 1, fibres de col-lagen formant feixos laxes de trajectoria ondulada (Lam. IV —
Fig. B; Lam. V — Fig. B; Lam. VI — Fig. B; Lam. VII — Fig. A). Les fibres reticulars s6n
escasses 1 es troben preferentment al voltant de les cel-lules musculars (Lam. V — Fig. B);

no hi ha fibres elastiques (Lam. VIII — Fig. B).

1.1.1.2. La tanica albuginia

La capa central de la capsula testicular correspon a la tinica albuginia (Lam. IV — Fig. B).
Aquesta capa, de 884,78 £ 71,83 um de gruix, representa el 37,31 *+ 3,27 % de la capsula
testicular. La tinica albuginia esta formada per un teixit conjuntiu dens amb abundants
fibres de col-lagen, poques fibres elastiques i reticulars, i fibroblasts (Lam. IV — Fig. B;
Lam. V —Figs. B1C; Lam. VI - Fig. C; Lam. VII - Figs. A1 B; Lam. VIII — Fig. A). Com
a la tinica vaginalis, les fibres de col-lagen formen fascicles paral-lels de trajectoria
ondulada (Lam. IV - Fig. B; Lam. V — Fig. B). Tant les cel-lules musculars com les fibres
elastiques son escasses i estan orientades longitudinalment (Lam. VI — Fig. B; Lam. VIII —

Fig. A).

La tdnica albuginia esta irrigada per arteries de 145,20 + 25,64 um de diametre i venes de
81,40 £ 20,52 um de diametre (Lam. IV — Fig. A; Lam. V - Figs. A i B) i, innervada per

fibres nervioses que corren en associacié amb els vasos sanguinis.

1.1.1.3. La tanica vasculosa

La tinica vasculosa se situa a la part més interna de la capsula (Lam. IV — Fig. B). Aquesta
capa, de 1.543,80 £ 104,78 um de gruix, constitueix el 64,26 £ 4,40 % de la capsula
testicular. La tinica vasculosa és una extensio del teixit intersticial, que es caracteritza per
la presencia de cel-lules de Leydig, cel-lules mastocitaries i fibroblasts immersos en un
teixit conjuntiu lax (Lam. VII — Fig. C; Lam. VIII — Fig. C). La matriu extracel-lular esta

composta per abundants fibres de col-lagen i elastiques distribuides de manera desigual, 1
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per escasses fibres reticulars (Lam. IV — Figs. A1 B; Lam. V — Figs. A1 C; Lam. VI — Figs.
A1C; Lam. VIII - Fig. A; Lam. IX — Fig. B; Lam. X — Fig. A).

La tinica vasculosa esta creuada per grans arteries (ca. 444,40 £ 56,17 pm de diametre) i
venes (ca. 170,72 £ 43,49 um de diametre) (Lam. IV —Fig. A; Lam. V — Fig. A; Lam. VI -
Fig. A; Lam. VIII — Fig. C). Com a la tdnica albuginia, les fibres adrenergiques i

colinergiques corren paral-leles als vasos sanguinis (Lam. X — Fig. B).

TAULA 2. Parametres morfometrics de la capsula testicular en mascles porcins sans*

Parametre morfometric Mascle 1 Mascle 2 Mascle 3 Mitjana + SD
Gruix capsula (Lm) 226175+ 176,79 245464 £280,79 2.409,07+258,15  2.375,13 % 246,68
(n=10) (n=10) (n=10) (n=30)
Ttnica vaginalis
Gruix (Um) 57,37 +21,25 28,90 £ 8,01 42,50 £ 3,09 42,92 +17,07
% tinica vaginalis/capsula 1,53+0,94 1,17 £0,33 1,76 £ 0,13 1,82+0,78
(n=10) (n=10) (n=10) (n =30)

Ttnica albuginia
Gruix (um)

884,78 £ 95,78

913,00 £ 83,00

858,22 + 47,97

884,78 + 71,83

% tinica albuginia/capsula 39,15 +4,24 37,19 +3,38 35,60 1,99 37,31 £3,27
(n=10) (n=10) (n=10) (n=30)
Diametre vasos sanguinis (Lm)
Venes 77,88 + 16,43 73,92 + 14,31 92,40 + 27,61 81,40 +20,52
Arteries 146,85 + 30,18 145,20 + 35,34 143,55 + 15,59 145,20 + 25,64
(n=20) (n=20) (n = 20) (n = 60)

Tunica vasculosa
Gruix (um)

1.505,07 £ 154,25

1.549,33 £ 95,85

1.577,02 = 81,07

1.543,80 + 104,58

% tinica vasculosa/capsula 66,54 + 6,82 63,12 £3,91 63,13 £2,02 64,26 £ 4,40
(n=10) (n=10) (n=10) (n=30)
Diametre vasos sanguinis (Lm)
Venes 142,56 + 41,90 191,40 + 36,15 178,20 £ 44,27 170,72 + 43,49
Arteries 429,00 +71,29 450,20 + 41,17 453,75 + 65,64 44440 + 56,17
(n=20) (n=20) (n=20) (n = 60)

*Els valors entre els mascles no sén significativament diferents (P > 0,01)
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1.1.2. El parénquima testicular

El parénquima testicular esta constituit pels tubuls seminifers i el teixit intersticial. Ni els
tres mascles porcins sans (P > 0,01), ni els testicles dret i esquerre (P > 0,01) difereixen
significativament en la quantitat de tdbuls seminifers i1 teixit intersticial, els quals
comprenen, respectivament, el 72,44 + 212 % 1 el 27,56 + 2,12 % del parenquima

testicular (Taula 3, vegeu pag. 54; Lam. XI -Fig. A).

1.1.2.1. Els tubuls seminifers

Els tibuls seminifers es troben extremadament recargolats i empaquetats. Aquests tubuls
tenen un diametre mitja d’uns 230,44 + 1,49 um (Taula 3, vegeu pag. 54) i estan

compostos per la lamina propia i I’epiteli seminifer.

La lamina propia, de 4,0-4,5 um de gruix, envolta I’epiteli seminifer i esta formada per la
lamina basal i les cel-lules peritubulars. La lamina basal se situa a la part més interna de la
lamina propia, en contacte amb 1’epiteli seminifer, i esta formada per una linia no-cel-lular
de fibres de col-lagen i reticulars, i de glicoconjugats neutres (Lam. XI —Fig. B; Lam. XII —
Fig. A; Lam. XIII — Fig. B). Les cel-lules peritubulars es disposen formant dues linies
concentriques, les quals estan incloses en un esquelet de fibres de col-lagen i reticulars i de
glicoconjugats neutres (Lam. XI —Fig. B; Lam. XII — Fig. A; Lam. XIV - Fig. B). La linia
més interna de cel-lules peritubulars esta associada a la lamina basal i la formen cel-lules
mioides (Lam. XV — Fig. C); la linia externa de cel-lules peritubulars esta en contacte amb
el teixit intersticial i conté fibroblasts (Lam. XVI — Fig. A2). Les cel-lules peritubulars

estan sostingudes per una fina xarxa de fibres de reticulina (Lam. XIII — Fig. B).

L’epiteli seminifer, de 66,11 * 10,62 um d’alcada mitjana (Taula 3, vegeu pag. 54), és
estratificat i columnar i conté dos tipus diferents de cel-lules: les cel-lules de Sertoli i les
cel-lules germinals (Lam. XVI-XXIII — Figs. A1 1 A2). Les cel-lules de Sertoli sén cel-lules
grans i de forma piramidal que s’estenen des de la lamina basal fins al lumen del conducte
seminifer, envoltant alhora les diferents generacions de cel-lules germinals, la qual cosa fa

que presentin un contorn totalment irregular. El nucli de les cel-lules de Sertoli es
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caracteritza per tenir un o dos nucléols molt prominents i1 per presentar invaginacions a
I’embolcall nuclear (Lam. XVI-XXIII — Figs. A1 1 A2). Les cel-lules germinals estan
disposades en linies conceéntriques a diferents nivells de I’epiteli seminifer d’acord amb el
seu estat de diferenciacié (Lam. XVI-XXIII — Figs. A1 i A2). A grans trets, podem
diferenciar tres tipologies cel-lulars: (1) les espermatogonies les quals formen una tnica
linia de cel-lules aplanades (ca. 17 um de llarg) que es divideixen mitoticament i, es
localitzen en contacte amb la lamina propia, (2) els espermatocits els quals son cel-lules
meiotiques de perfil rodd (ca. 15 um de diametre) que es mouen del compartiment basal a
I’adluminal de I’epiteli seminifer i, es distribueixen en dos o tres linies, i (3) les
espermatides les quals es localitzen al compartiment adluminal de I’epiteli seminifer i, es
distribueixen en cinc a set linies de cel-lules mostrant diferents morfologies (ca. 10-12 wm
de diametre). Al llarg de I’espermiogenesi, les espermatides experimenten una serie de
canvis morfologics complexos que porten a la formacié dels espermatozoides; aquests
canvis basicament son: el desenvolupament de I’acrosoma i el flagel, I’allargament del cap
1 la condensaci6 de la cromatina i, la reorganitzacié del citoplasma i dels organuls
cel-lulars. A mesura que la diferenciacié progressa, les espermatides es mouen cap al

lumen.

1.1.2.2. El teixit intersticial

El teixit intersticial ocupa els espais entre els tibuls seminifers (Lam. XI — Fig. A); és un
teixit conjuntiu lax i conté abundants cel-lules de Leydig fortament empaquetades que
ocupen gairebé tot 1’espai intertubular, pocs fibroblasts i cel-lules mastocitaries i, petits
vasos sanguinis 1 limfatics (Lam. XI — Fig. B; Lam. XII — Figs. A 1 B; Lam. XV - Fig. B).
Les cel-lules de Leydig sén poliedriques, de 15 x 12 um, i contenen un nucli rod6 (ca. 6
um de diametre) o oval (ca. 8,5 x 1,5 wm) situat a la periféeria (Lam. XV — Figs. A-C).
Amb la tincié de blau de metile de talls inclosos en resina, s’observa de forma molt clara
un gran nombre de granuls distribuits per tot el citoplasma de les cel-lules de Leydig (Lam.
XV - Fig. C). Amb aquesta coloracid, a més, es poden distingir cel-lules de Leydig amb
diferent afinitat tintorial: algunes apareixen clares, mentre que d’altres es tenyeixen

intensament. Les cel-lules que queden fortament tenyides presenten alhora un nucleol molt
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més prominent. Amb la tinci6 general hematoxilina-eosina també s’observen cel-lules amb
un citoplasma més acidofil que d’altres (Lam. XV — Fig. B). Ambdos tipus cel-lulars
apareixen amb igual freqiiencia independentment de I’estadi en que es trobi I’epiteli
seminifer dels tibuls seminifers més propers. En el teixit intersticial també es poden
observar cel-lules de Leydig degeneratives que presenten un nucli més petit i més dens,

d’uns 5 x 3 um.

Al teixit intersticial apareixen unes zones amb aparenca d’espais oberts que es
distribueixen a 1’atzar i estan ocupats per escasses fibres de col-lagen i alguns fibroblasts

(Lam. XV - Fig. A).

Els fibroblasts son cel-lules afusades (ca. 8,5 x 1,5 um) situades entre les cel-lules de
Leydig (Lam. XV — Fig. B). Les cel-lules mastocitaries (ca. 6,5 x 4,5 um) es localitzen
preferentment en contacte amb els vasos sanguinis; sén cel-lules grosses, amb un nucli
també gran, que presenten diferents morfologies ja que es deformen per poder migrar a
través del teixit (Lam. XII -Fig. B). Els espais intercel-lulars estan ocupats per fibres
reticulars 1 de col-lagen, amb abséncia d’elastina (Lam. XIII — Figs. A i B; Lam. XIV —

Fig. B).

Tant les arteries (ca. 36,82 + 4,99 um de diametre) com les venes (ca. 12,40 + 3,88 um de
diametre) estan normalment associades a la lamina propia que envolta els tubuls
seminifers, perd també s’observen entre les cel-lules intersticials (Taula 3, vegeu pag. 54)
(Lam. XI - Fig. B). Grans vasos sanguinis travessen els septes testiculars (Lam. XIII — Fig.

B; Lam. XIV - Fig. A).

Les fibres nervioses del teixit intersticial s6n tan fines que no poden ser identificades
mitjancant la impregnaci6 argentica de Holme. Només s’observen algunes fibres nervioses

en els septes més gruixuts (Lam. X — Fig. B).

Les fibres conjuntives del teixit intersticial sén majoritariament fibres de reticulina, les
quals es troben entre les cel-lules de Leydig (Lam. XIII — Figs. A i B). També s’observen
fibres de col-lagen 1 elastiques disperses pel teixit intersticial, perd, aquestes son
especialment abundants en els septes que compartimenten el testicle en 1obuls (Lam. IX —

Fig. A; Lam. XIII — Figs. A i B; Lam. XIV —Figs. BiC).

54



1. Estructura testicular

TAULA 3. Parametres morfometrics del parénquima testicular en mascles porcins sans*

Mascle 1 Mascle 2 Mascle 3 Mitjana £ SD
Parametre morfomeétric
% tibuls seminifers 74,96 = 1,80 70,77 £ 2,44 71,58 £ 1,79 72,44 +2.12
% teixit intersticial 25,04 £ 1,80 29,23 £ 2,44 28,42+ 1,79 27,56 2,12
(n=20) (n=20) (n =20) (n=60)
Diametre tdbuls seminifers (um) 229,12 +0,89  232,08+0,26 229,98 +0,42 230,44 £ 1,49
(n =250) (n=250) (n=250) (n=1750)
Alcada mitjana de I’epiteli 62,47+10,59 68,40+10,42 67,86+10,23 66,11+ 10,62
seminifer (Lm) (n=25) (n=25) (n=25) (n=175)
Diametre vasos sanguinis (LLm)
venes 13,03 £ 4,81 19,95+ 2,83 13,22+ 3,78 12,40 + 3,88
arteries 37,82%£5,26 36,97 £ 5,26 35,70+ 5,72 36,82 4,99
(n=20) (n=20) (n=20) (n=60)

*Els valors entre els mascles no sén significativament diferents (P > 0,01)

1.2. ELS ESTADIS DEL CICLE DE L’EPITELI SEMINIFER

El cicle de I’epiteli seminifer de Sus domesticus ha estat dividit en 8 estadis. El criteri en
que s’ha basat aquesta classificaci6 ha estat: la forma i posicié del nucli de les
espermatides, la presencia de divisions meiotiques i, sobretot, la composicié cel-lular de

I’epiteli seminifer.

Els 8 estadis del cicle espermatogenic de l'epiteli seminifer han estat agrupats en tres
categories: (1) els estadis premeiotics ocupen el 31,9 % del cicle espermatogenic i inclouen
els estadis I, I 1 III, (2) els estadis meiotics representen el 16,4 % del cicle i inclouen els
estadis IV 1 V, 1 (3) els estadis postmeiotics representen el 50,6 % del cicle i comprenen els

estadis VI, VII'i VIIL
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A la seccid transversal d'un tibul seminifer s'observa un unic estadi. La durada total del

cicle espermatogenic es va estimar en uns 9,6 dies i la longitud total en uns 4.672,7 um.

Els tres mascles reproductors porcins sans no presenten diferencies significatives ni en les
caracteristiques morfologiques ni en les caracteristiques quantitatives (P > 0,01) dels
estadis del cicle espermatogenic. La Taula 4 (vegeu pag. 59) resumeix les caracteristiques

morfologiques i quantitatives dels 8 estadis de I'epiteli seminifer.

A continuaci6 es descriuen els principals trets que caracteritzen cada un dels 8 estadis

identificats:

Estadi I

En aquest estadi, 1'epiteli seminifer té una algada de 73,8 £ 12,6 um i, es caracteritza per la
presencia d'espermatides arrodonides distribuides en 4 a 6 linies cel-lulars; algunes
espermatides exhibeixen el granul proacrosomic que provoca una lleugera depressié en el
nucli. La poblacié d'espermatocits esta constituida per una unica linia cel-lular
d'espermatocits preleptotens i leptotens i, dues linies d'espermatocits paquitens; la poblaci

d'espermatogonies esta formada per espermatogonies A i B (Lam. XVI — Figs. A11 A2).

La longitud total de I'estadi és de 771,5 £ 468,3 um, i la freqiiencia relativa i la durada sén

de 13,7+ 8,7 % 1 d'1,19 dies, respectivament.

Estadi 11

L'estadi II, de 61,4 £ 8,8 wm d'alcada, conté espermatides en una fase inicial d'elongaci6
nuclear i condensacié de la cromatina. Els espermatocits preleptotens i leptotens presenten
una notable regressid, mentre que, els espermatocits paquitens mostren un
desenvolupament elevat i es distribueixen en tres linies. El compartiment basal presenta

espermatogonies A i un gran nombre d'espermatogonies B en comparacié amb l'estadi I

(Lam. XVII - Figs. Al1 A2).

La longitud d'aquest estadi és d'uns 525,8 + 347,9 um, i presenta una freqiiencia relativa

d’11,5£6,1 % i una durada d’1,00 dies.
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Estadi II1

L'epiteli seminifer, de 67,0 = 10,9 um d’alcada, es caracteritza per la presencia
d'espermatides allargades agrupades en fascicles amb els seus caps orientats cap al
compartiment basal, dues linies d'espermatocits paquitens, dues linies d'espermatocits
zigotens. Al compartiment basal, les caracteristiques de la linia d'espermatogonies sén molt

similars a les descrites per a 'estadi IT (Lam. XVIII — Figs. A1 1 A2).

L’estadi III presenta una longitud de 491,5 + 336,9 um, una freqiiencia relativa de 6,7
5,1 % 1 una durada de 0,59 dies.

Estadi IV

L’alcada de l’epiteli seminifer és de 61,2 + 6,8 um. La caracteristica més important
d’aquest estadi és la preséncia d’espermatocits primaris en telofase i1 anafase i,
d’espermatocits secundaris distribuits en tres linies diferents. Els fascicles d’espermatides
en fase d’elongacié estan dins les criptes de les cel-lules de Sertoli i localitzades
profundament a I’epiteli seminifer. La poblacié d’espermatogonies esta constituida per
espermatogonies A i In, mentre que, les espermatogonies B s6n gairebé absents (Lam. XIX

— Figs. A1 A2).

Aquest és I’estadi més curt del cicle espermatogenic, amb una longitud de 248,9 + 150,4

um, i una freqiiencia relativa de 5,1 = 2,4 % 1 una durada de 0,44 dies.

Estadi V

Aquest estadi, de 61,0 £ 13,5 um d’al¢ada, conté espermatides en fase d’elongacio situades
dins les criptes de les cel-lules de Sertoli i mostrant senyals de maduracié avangada. La
poblacié d’espermatocits esta constituida per una linia d’espermatocits paquitens i tres
linies d’espermatocits secundaris. Al compartiment basal, les espermatogonies A i In sén

presents, mentre que, no s’observen espermatogonies B (Lam. XX — Figs. A11 A2).
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Aquest estadi presenta una longitud total d’uns 538,2 + 452,7 um, una freqiiéncia relativa

de 11,3 £ 4,4 %, 1 una durada de 0,97 dies.

Estadi VI

L’estadi VI, de 63,1 £ 6,2 um d’al¢ada, es caracteritza per la presencia d’espermatocits
zigotens distribuits en tres o quatre linies i pocs espermatocits secundaris. A 1’epiteli
seminifer també hi sén presents les espermatides arrodonides, resultants dels espermatocits
secundaris, les quals es troben distribuides en dues o tres linies, 1 espermatides en fase
d’elongacié en avancat estat de maduracié agrupades en fascicles. La poblacid
d’espermatogonies esta constituida per cel-lules del tipus A i del tipus In (Lam. XXI —

Figs. A11 A2).

La longitud de I’estadi és de 373,3 + 185,7 um, i la freqiiencia relativa i la durada de 9,0 £

1,9 % 10,77 dies, respectivament.

Estadi VII

Aquest estadi, de 71,2 = 9,7 um d’alcada, es caracteritza per la preséncia d’espermatides
arrodonides distribuides en tres o quatre linies i, pel moviment de les espermatides en fase
d’elongacié des de les criptes de les cel-lules de Sertoli cap al lumen. La poblaci
d’espermatocits esta constituida per una tnica linia que conté, principalment, cel-lules en
zigote, perd també unes poques cel-lules en paquite, mentre que, la poblacié

d’espermatogonies esta formada per espermatogonies A i B (Lam. XXII — Figs. A1 1 A2).

L’estadi VII és el més llarg del cicle espermatogenic, amb una longitud de 880,4 + 458,2

wm, una freqiiéncia relativa de 28,7 £ 13,1 % i una durada de 2,48 dies.

Estadi VIII

A T’estadi VIII del cicle espermatogenic, I’alcada de 1’epiteli seminifer és de 70,1 £ 8,9 um
1, es caracteritza per I’espermiacié de les espermatides allargades; d’aquest procés en

resulten abundants cossos residuals al citoplasma apical de les cel-lules de Sertoli. Per sota
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de les espermatides en fase d’elongacid, hi ha les espermatides arrodonides distribuides en
quatre linies. Els espermatocits es distribueixen en una o dues linies composades per
poques cel-lules en zigote i abundants espermatocits paquitens. El compartiment basal de

I’epiteli seminifer conté espermatogonies A i B (Lam. XXIII — Figs. Al A2).

Aquest estadi té una longitud de 843,1 £ 531,9 um, i mostra una freqiiencia relativa de

12,9+ 5,4 % i una durada d'1,12 dies.
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Figura 5. El diagrama mostra el procés d’espermatogenesi de forma esquematitzada.
Amb ntiimeros romans s’indiquen els estadis del cicle i amb nimeros arabics s’indiquen
els cicles que compren el procés d’espermatogenesi en porci. També es representen, entre
pareéntesi, les freqiiencies relatives d’aparicié (%) de cada estadi. L’amplada de la
columna és proporcional a la durada de cada estadi. Les lletres que apareixen dins de cada
columna representen els tipus de cel-lules germinals caracteristics de cada estadi. A,
espermatogonies A; In, espermatogoOnies intermedies; B, espermatogonies B; PL,
espermatocits preleptotens; L, espermatocits leptotens; Z, espermatocits zigotens; P,
espermatocits paquitens; D, espermatocits diplotens; M1, espermatocits primaris en la
primera divisi6é meiotica; II, espermatocits secundaris; M2, espermatocits secundaris en la
segona divisié meiotica; RS, espermatides arrodonides; ES, espermatides en fase
d’elongaci6; S, espermatozoides.
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Figura 6. L’esquema mostra ’ona espermatogenica de porci. Cada porcié representa un
estadi; ’amplada i I’alcada de cada porcié és proporcional a la longitud i a 1’al¢cada de
I’epiteli seminifer, respectivament.

Per tal de decidir si la freqiiencia d’aparicié d’un estadi depen de la seva longitud o del
temps en que I’epiteli seminifer roman en aquell estadi, s’han comparat, mitjangant el test
t-Student amb un nivell de significacié de P < 0,01, les freqiiencies relatives d’aparicié per
cada un dels estadis del cicle espermatogénic amb les seves respectives longituds

expressades com a freqiiencies relatives (Taula 5, vegeu pag. 62). Els resultats indiquen
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que no hi ha diferencies significatives entre les freqiiencies relatives d’aparicié 1 les

freqiiencies relatives de la longitud.

TAULA 5. Freqiiencies relatives d’aparicié (%) i freqiiencies relatives de la longitud (%) de
cada un dels estadis del cicle de I’epiteli seminifer

Estadi Freqiiencia Fregiiencia dela  Nivell de significacié
d’aparicio (%) longitud (%)
Estadi I 13,7 16,4 0,2766
Estadi II 11,9 11,2 0,4105
Estadi III 6,7 10,4 0,1106
Estadi IV 5,1 5,3 0,4535
Estadi V 11,3 11,4 0,4925
Estadi VI 9,0 7,9 0,2313
Estadi VII 28,7 18,7 0,0418
Estadi VIII 12,9 17,9 0,1253

* Es consideren resultats significatius P < 0,01

La distribucié i el nombre de cel-lules de Sertoli a I’epiteli seminifer al llarg del cicle

espermatogenic €s forga regular i constant.

Per tal de determinar 1’evolucié numerica que experimenten els diferents tipus de cel-lules
germinals al llarg del cicle espermatogenic, s’ha calculat per a cada un dels estadis del
cicle el nimero de celllules de Sertoli respecte al nimero d’espermatogonies,
d’espermatocits primaris, d’espermatocits secundaris, d’espermatides arrodonides 1,
d’espermatides en fase d’elongacié (Taula 6, vegeu pag. 63). Els resultats i llur analisi

estadistica indiquen que, les espermatides arrodonides i les espermatides en fase
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d’elongacié sén els dos tipus cel-lulars que no varien en nimero al llarg del cicle

espermatogenic.

TAULA 6. Num. de cel-lules de Sertoli (SC) respecte al nim. d’espermatogonies (SG), ndm.
d’espermatocits primaris (SPI) i secundaris (SPII), nim. d’espermatides arrodonides (RS) i
espermatides en fase d’elongacié (ES) a cada un dels estadis del cicle de I’epiteli seminifer*

SC/SG SC/ SPI SC/SPII SC/RS SC/ES

Estadi
Estadi I 03133+2,975x 107 0,1262+1,428x 10° - 5930x 10746741 x 10°  —-eeee-
Estadi I 0,3741 +4,746 x 102 0,1442£1,510x 102 com e 6,700 x 10 £ 6,088 x 107
Estadi Il 0,5464+6,570x 102 0,1396+1,329x 102 wooeeeme e 7,580 x 102 +7,614x 10
Estadi IV 0,3830+4,145x 107 0,1060+8,377 x 10°®  2,0906+0,5627" e 5,400 x 107 42,201 x 10°
Estadi V. 04827+3,460x 107 04692+8,140x 10°Y 0,1096 +1,003x 10*® e 7,400 x 102 +7,603 x 10
Estadi VI 04516+4,918x 102 03714 5,546 x 10°© 1,0743 +0,3727 7,960 x 102+£9,013x 10° 8,140 x 107 +7,709 x 10°
Estadi VII  0,6948 9,127 x 10°Y  03225+3,546 x 10>~ -—---- 7,460 x 107 £8,761x 10° 8,140 x 102+ 7,709 x 107

04605+7,722x 10°  02302+1,988x 102 - 6,320x 10%+4,057x 10°  —-eeee-
stadi VIII

* Els resultats s’expressen com la mitjana + SD
Per cada parametre: el superindex 1 agrupa els valors significativament més elevats, i el superindex 2 agrupa els valors significativament
més baixos. Es consideren resultats significatius P < 0,01

A l'apartat de Material i Metodes del present treball s’ha proposat un sistema d’equacions
(Equaci6 2, vegeu apartat de Material i Metodes pag. 44) que permet calcular 1’area que
ocupa I’epiteli seminifer i/o el lumen a partir de I’area d’un tibul seminifer tallat en seccid
transversal. Per poder aplicar aquesta metodologia ha estat necessari primer establir el
valor de la constant (®) que relaciona I’epiteli seminifer i el lumen. El valor tnic de ® s'ha

obtingut després d'establir aquest parametre per a cada un dels estadis del cicle, la qual
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cosa ha implicat calcular les arees tubular, luminal 1 de I’epiteli seminifer per a cada estadi

del cicle espermatogenic (Taula 7, vegeu pag. 64).

TAULA 7. Relaci6 entre I’epiteli seminifer (ES) i el lumen (L) calculada a partir de les arees
ocupades per epiteli seminifer i lumen per a cada estadi del cicle espermatogenic

Area tubular

Area epiteli

Area lumen

Estadi (umz)* seminifer (umz)* (umz)* ES/L=w
(n=750)
Estadi I 42.386,809 + 235,823 36.750,961 * 149,66 5.635,848 +£ 86,16 6,52
(n=104)
Estadi 1T 41.523,609 +432,411 32.509,722 + 229,94 9.013,887 £ 202,47 3,61
(n=387)
Estadi 111 42.196,809 + 281,109 34.686,137 + 163,30 7.510,672 £ 117,81 4,62
(n=52)
Estadi IV 42.322,409 + 341,685 32.865,687 + 182,07 9.456,722 + 159,62 3,47
(n = 40)
Estadi V 41.644,409 £ 261,322 32.437,663 + 137,59 9.206,746 + 123,73 3,52
(n=85)
Estadi VI 41.272,009 + 291,461 32.933,247 + 159,27 8.338,762 £ 132,19 3,95
(n=68)
Estadi VII 41.434,009 + 324,108 35.451,004 + 201,36 5.983,005 £ 122,75 5,92
(n=216)
Estadi VIII 40.893,608 £ 269,651 34.814,258+% 165,08 6.079,350 £ 104,57 5,73
(n=298)

*Els resultats s’expressen com la mitjana £ SD

D’acord amb els resultats obtinguts i mitjancant la férmula (Equacié 1, vegeu apartat de
Material i Metodes pag. 43) presentada a 1'apartat de Material i Metodes del present treball,

la relaci6 mitjana entre 1’epiteli i el lumen valida per a qualsevol estadi del cicle és de 5,04.
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Tenint en compte que la seccid transversal d’un tibul seminifer és circular i, que la seva
area mitjana és de 41.598,158 + 7.376,401 umz, el diametre d’un tibul seminifer és de

230,44 + 1,49 pm.
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DISCUSSIO

En el present estudi, els testicles dret i esquerre dels mascles porcins sans i adults tenen un
pes similar, essent la mitjana de 330,80 g. La manca de diferéncies en la grandaria entre els
testicles dret i esquerre coincideix amb el que s’ha publicat per diverses especies de
mamifers com I’home, toro, cavall, i rata (Suda i col., 1992; Zanella i col., 1999, Gottreich
i col., 2000). En porci, el pes del parell testicular es considera que esta molt relacionat amb
el pes corporal (Okwun i col., 1996). En aquest estudi hem trobat que constitueix al voltant
del 0,46 % del pes corporal, aquest resultat coincideix amb altres publicats per diversos
autors en porcs adults (Okwun i col., 1996; Ford i col., 1997; Zanella i col., 1999). En
grans mamifers el pes del parell testicular varia d’acord amb 1’especie, pero és també
inferior a I’1 % del pes corporal (de Kretser i Kerr, 1994; Zanella i col., 1999); no obstant,
en rosegadors constitueix més d’un 1 % del pes corporal (Sprando i col., 1999). Diverses
patologies testiculars primaries i secundaries com la criptorquidia, el varicocele, la
restriccié alimentaria, el fotoperiode, 1’estrés, i I’edat resulten en una hipotrofia dels
testicles (Mieusset i col., 1995; Pinart i col., 1999a, 2001c; Gottreich i col., 2000; Young i
col., 2000). Tant en condicions patologiques com en condicions normals, s’ha trobat una
correlacid positiva entre el pes testicular i els nivells de testosterona en sang (Gottreich 1
col., 2000), i entre el pes testicular i la produccié espermatica (Suda i col., 1992; Ford i
col., 1997). La inseminaci6 artificial en porci esta experimentant una demanda creixent
(Ford 1 col., 1997); en aquest sentit, la correlacid positiva entre la produccié espermatica i
el pes testicular, fa de la valoraci6 de la grandaria testicular una eina molt valuosa en la

practica rutinaria (Kliesch i col., 1994).

Existeixen poques dades sobre les caracteristiques morfologiques i morfometriques de la
capsula testicular de les especies de mamifer. La capsula es divideix, generalment, en tres

capes que difereixen en gruix i composicié (Setchell, 1978; Nakano, 1994; Arenas i col.,

65



1. Estructura testicular

1997; Wrobel i Moustafa, 2000): la tdnica vaginalis, la tinica albuginia i la tdnica
vasculosa. En porci, s’ha trobat que la tinica vasculosa és la capa més desenvolupada,
ocupant prop del 65 % de la capsula testicular; en rosegadors, Nakano (1994) va publicar
que la tinica albuginia comprenia la part més gran de la capsula, perd no existeix cap dada
sobre la seva proporcid. La capsula testicular dels porcs esta formada per un teixit
conjuntiu fibrés amb abundants fibres de col-lagen i elastiques i, un contingut variable de
fibroblasts, cel-lules musculars llises, cel-lules mastocitaries i vasos sanguinis. Un patrd
estructural similar s’ha descrit en humans (de Kretser i Kerr, 1994) i en cavalls (Wrobel i

Moustafa, 2000).

La presencia de cel-lules musculars ha estat descrita a la capsula testicular d’humans,
conills, gats, gossos i cavalls (de Kretser i Kerr, 1994); en rosegadors, la capsula conté
miofibroblasts més que cel-lules musculars llises (Sdnchez i col., 1991; Dadoune i
Demoulin, 1993). Les cel-lules musculars llises son responsables de les contraccions
ritmiques de la capsula testicular, que exerceixen un important paper en el transport dels
espermatozoides des del testicle cap a I’epididim (Ellis i col., 1978; de Kretser i Kerr,
1994; Arenas i col., 1997) aixi com també, en el manteniment de la pressié intratesticular
(Davis i Langford, 1970; Free 1 Jaffe, 1972; Rikimaru i col., 1972; Langford 1 Heller, 1973;
Leeson i Cookson, 1974; Leeson, 1975; Ellis i col., 1978; Chacén-Arellano i Woolley,
1980; Sosnik, 1985; Trainer, 1987 i 1992). L’activitat contractil de les cel-lules musculars
llises és probablement miogeénica (Hargrove i Ellis, 1976), no d’origen nervids, ja que hi ha
pocs nervis terminals entre les cel-lules musculars (Leeson i1 Cookson, 1974). La
freqiiencia de contraccid varia segons les especies; en 1’home es produeix una contracci
cada 14 minuts (Davis i Langford, 1970; Firlit i col., 1975; Dadoune i Demoulin, 1993), en
porci, en canvi, la freqiiencia varia entre 5 i 30 contraccions cada 10 minuts (Ohanian i
col., 1979). En conills les contraccions de la capsula sén maximes a 32 °C i s’inhibeixen a

temperatures per sobre o per sota d’aquesta (Davis 1 Horowitz, 1979).

D’acord amb Nakano (1994), les fibres de col-lagen ajuden a la contraccié de la capsula
testicular canviant la seva organitzacio, mentre que, les fibres elastiques ajuden a les fibres
de col-lagen a retornar a la seva posici6 inicial durant la relaxacié de la capsula. L’edat
(Arenas i col., 1997), la hipertermia (de Kretser i Kerr, 1994) i les drogues (Sanchez i col.,
1991) estan associades a un increment del gruix i a una disminuci6 de la contractibilitat de

la capsula.
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Els vasos sanguinis de la capsula estan implicats en la termoregulacié de la sang testicular
(Wrobel 1 Brandl, 1998), mentre que, les cel-lules mastocitaries perivasculars secreten
materials vasoactius que influeixen en els vasos sanguinis del testicle (de Kretser i Kerr,
1994). La presencia de fibres adrenergiques i colinergiques a la capsula també esta descrita
en humans 1 rates (Rauchenwald i col., 1995), mentre que, la neuroquimica de les fibres
nervioses que innerven el testicle dels grans mamifers és poc coneguda (Lakomy 1 col.,
1997). Les fibres adrenergiques i colinergiques intervenen en la resposta contractil de les
cel-lules musculars llises (Rauchenwald i col., 1995) i regulen el to vascular (Wrobel i
Moustafa, 2000); per tant, exerceixen un paper essencial en el control de la temperatura i la

tensi6 capsular (Rauchenwald i col., 1995; Lakomy i col., 1997; Wrobel i Brandl, 1998).

A la cara posterior del testicle, en la regié de contacte amb I’epididim, la tinica albuginia
presenta un engruiximent que déna origen al mediasti testicular, del qual en parteixen uns
tabics fibrosos prims, anomenats septula testis. Aquests septes s’organitzen de forma radial
1 divideixen el testicle en compartiments piramidals que reben el nom de lobuls testiculars.
Cap a la regio periferica, els septes poden ser incomplets, de manera que, els lobuls queden
intercomunicats. El nombre de septes que es diferencien a partir del mediasti testicular
varia segons les especies; en humans, per exemple, el testicle es divideix en uns 300 1obuls
molt ben definits, cada un dels quals conté 3 o 4 tibuls seminifers. Aquesta divisi6 no €s
tan clara en els mamifers domestics com, per exemple, en toro (Hees i col., 1990). En
rosegadors, hi ha una absencia total de septes testiculars (Dadoune i Demoulin, 1993) i, en
el cas particular de les rates, els testicles tenen uns 30 tibuls seminifers (Dym, 1976). En el
vertex de cada lobul testicular, els tdbuls seminifers esdevenen tubuls rectes, 1
constitueixen el primer segment de conductes excretors. Els tibuls rectes convergeixen a la
rete testis, una xarxa de conductes dins del teixit conjuntiu del mediasti testicular. Els
tibuls seminifers de la major part de les especies de mamifers presenten un gran nombre

de circumvolucions i tenen els dos extrems del tub units a la rete testis.

En el present estudi s’ha determinat que els tibuls seminifers dels mascles porcins sans
ocupen un 72 % del parénquima testicular; aquest resultat és molt similar als descrits per
altres autors en porcs adults (Kretser i Kerr 1994; Okwun i col., 1996; Pinart i col., 2001c¢).
El fet que el resultat obtingut no sigui significativament diferent al dels altres autors, valida
el metode informatic emprat per determinar el percentatge de parenquima testicular ocupat

pels tibuls seminifers. El percentatge de tibuls seminifers €és del 90 % en gossos, 85 % en
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bens, 70-75 % en humans 1, 70 % en cavalls (de Kretser i Kerr, 1994; Markey i col., 1994;
Okwun i col., 1996). Els desordres testiculars primaris porten a un desenvolupament reduit
dels tdbuls seminifers i a un gran desenvolupament del teixit intersticial en els adults
(Markey i col., 1994; Pinart i col., 1999a, 2001c). En rates, la longitud dels tubs és d’uns
12 metres per gram de parenquima testicular (m/g) 1 ocupen una area superficial d’uns 120
cm2/g (Setchell 1 col., 1994). En bens, la longitud total dels tubs és de 3.000 m, uns 11 m/g,
amb una area basal d’uns 85 cmZ/g (Langford i Heller, 1973) i, en humans varia entre 15 i
25 m/g (Langford i Silver, 1974). La longitud dels tdbuls seminifers disminueix amb

I’edat, alhora que disminueix també el pes testicular (Langford i Silver, 1974).

El diametre tubular varia en funci6 de les especies, essent d’entre 200 i 250 wm en bens i
d'entre 300 i 400 wm en humans (Dadoune i Demoulin, 1993); en rates adultes, el diametre
tubular varia d’entre 50 i 100 wm (Wing i Christensen, 1982). En els mascles porcins sans i
adults, el diametre mitja dels tibuls seminifers és d’uns 230 um. Aquest valor mitja pel
diametre tubular és molt similar al descrit per Okwun i col. (1996) en tres races porcines
diferents. El fet que el resultat obtingut no sigui significativament diferent als resultats
publicats, fa que el metode informatic presentat en aquest treball per determinar el

diametre tubular sigui fiable.

Dins dels tibuls seminifers s hi distingeix un epiteli seminifer, d’'uns 65 wm d’al¢ada, que
esta constituit per cel-lules de Sertoli i tres generacions de cel-lules germinals: les
espermatogonies, els espermatocits i les espermatides. Caracteristiques morfologiques i
morfometriques similars han estat descrites en humans (de Kretser i Kerr, 1994), bens
(Markey 1 col., 1994), i porcs (Okwun i col., 1996). Tant el diametre tubular (Sprando i
col., 2000), com la composicié de cel-lules germinals (Yazawa i col., 1999), es consideren
els marcadors més sensibles de 1’activitat espermatogenica; aixi doncs, la concentraci
espermatica es correlaciona positivament amb el diametre mitja dels tdbuls seminifers
(Sprando 1 col., 2000) i amb el nombre d’espermatides de 1’epiteli seminifer (Gottreich 1

col., 2000; Sprando i col., 2000).

L’estrés, l'excés i la manca de llum, les altes temperatures, 1’estat sanitari o 1’edat,
normalment, es manifesten en una disminucié de la produccié espermatica (Suda 1 col.,
1992; Yazawa i col., 1999; Gottreich i col., 2000; Veeramachaneni, 2000). Sota aquestes
condicions, la disminuci6 de la concentracié espermatica s’atribueix, normalment, a

I’aturada parcial de I’espermatogenesi a I’estat d’espermatOcit com a conseqiiencia
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d’anomalies en la meiosi (Gottreich i col., 2000; Sprando i col., 2000). Els espermatocits
que no progressen, experimenten una mort cel-lular programada (Fujisawa i col., 1998) que
té com a resultat un nombre reduit d’espermatides a 1’epiteli seminifer, una disminuci6 de
I’alcada epitelial i del diametre tubular i, una vacuolitzaci6 de les cel-lules de Sertoli com a
conseqiiencia de la degeneracié de les cel-lules germinals (Pinart i col., 1999b; Sprando 1

col., 1999, 2000; Gottreich i col., 2000).

La lamina propia que envolta els tubuls seminifers, d’'un gruix de 4-4,5 um, esta
constituida per una linia no-cel-lular interna, la lamina basal, i dos linies de cel-lules
peritubulars; les cel-lules peritubulars més internes sén cel-lules mioides i les cel-lules
peritubulars més externes son fibroblasts. Aquesta organitzacié de la lamina propia és
comu en tots els grans mamifers (Dadoune i Demoulin, 1993). Okwun i col. (1996) van
descriure que, en porci, el gruix de la lamina propia esta entre 4 i 5 um d’acord amb la
raca. La presencia d’una unica linia de cel-lules mioides ha estat descrita en rates, ratolins,
conills, gats i gossos (Christl, 1990). En cavalls, la lamina propia testicular conté dos linies
de cel-lules mioides (Christl, 1990), mentre que, en primats i humans aquest nombre esta
entre dos 1 cinc (Verhoeven i Hoeben, 1995). Tot i aquestes diferencies en el nombre de
capes, la morfologia i la funci6 de les cel-lules mioides €s similar en totes les especies de
mamifers (Christl, 1990; Verhoeven i Hoeben, 1995); aquestes cel-lules son les
responsables de la contracci6 tubular la qual facilita el transport dels espermatozoides cap
als conductes eferents (Fawcett, 1987; Maekawa i col., 1995). La freqiiencia i la intensitat
de la contraccié no semblen estar associades a cap estadi particular del cicle de 1’epiteli
seminifer (Suvanto i Kormano, 1970b), perd incrementen quan s’eleva la temperatura
(Suvanto i Kormano, 1970a). Els fibroblasts intervenen en la comunicaci6 entre els tibuls
seminifers 1 el teixit intersticial, mentre que, els components extracel-lulars mantenen la
cohesi6 estructural de la lamina propia i, per tant, dels tibuls seminifers (Verhoeven i
Hoeben, 1995). Una mala regulacié de la temperatura testicular a causa d’estrés per calor,
criptorquidia, o varicocele provoca una perdua de la contractibilitat de les cel-lules
mioides, un increment del gruix de la lamina propia i, una composicié anormal dels

components extracel-lulars (Maekawa i col., 1995; Pinart i col., 2001a).

El teixit intersticial omple els espais entre els tibuls seminifers. Es tracta d’un teixit
conjuntiu lax que conté fibroblasts (Dadoune i Demoulin, 1993), macrofags (Christensen i

Gillim, 1969; Christensen, 1975; Maseki 1 col., 1981; Miller i col., 1984; Niemi i col.,
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1986), cel-lules encebades o mastocits (Hermo i Lalli, 1978; Nistal i col., 1984;
Christensen 1 col., 1985; Gordons 1 col., 1990; Anton i col., 1998); i també conté les
cel-lules de Leydig que constitueixen la porcié endocrina del testicle. Al teixit intersticial
arriben petits vasos sanguinis i limfatics i nervis tant del tipus adrenergic, que se situen en
contacte amb els vasos sanguinis, com del tipus colinergic, responsables de la sensacié de
dolor després d’un trauma testicular (Dadoune i Demoulin, 1993). La quantitat de teixit
intersticial varia entre especies (Fawcett, 1973; Ross i Dobler, 1975). En bens i en la
majoria de rosegadors, el teixit intersticial representa el 15 % de la massa testicular, en
humans entre el 25 % 1 el 30 % 1 en cavalls el 25 %. En aquest treball s’ha determinat que
el teixit intersticial en porci ocupa el 28 % del parénquima testicular, front del 40 % que
recull la bibliografia consultada (Johnson i Neaves, 1981; Sosnik, 1986). L’espai
intertubular de porcins i d’equins esta totalment ocupat per cel-lules de Leydig, mentre que,
en altres especies s’observen escassos grups d’aquestes cel-lules entre el teixit conjuntiu
intersticial (Fawcett i col., 1973; Setchell i Cox, 1982; Setchell i col., 1983; Dadoune i
Demoulin, 1993; Antén i col., 1998). Aquesta diferéncia, tant en el nombre com en el
volum de les cel-lules de Leydig, podria estar relacionada amb la gran quantitat d’estrogens

que secreten tant porcins com equins (Setchell 1 col., 1973; Setchell 1 Cox, 1982).

Les cel-lules de Leydig dels mascles porcins sans 1 adults presenten una forma poligonal
(ca. 15 x 12 pm) i un nucli periferic oval o arrodonit. Caracteristiques estructurals similars
han estat descrites en les cel-lules de Leydig d’humans, mones, porcs, cavalls, gossos i
rosegadors (de Kretser i Kerr, 1994; Ariyaratne i Mendis-Handagama, 2000; Pinart i col.,
2001c¢). En els mascles porcins sans, les cel-lules de Leydig estan implicades activament en
la sintesi 1 secrecid d’androgens (Ariyaratne i Mendis-Handagama, 2000); perd també
secreten factors angiogenics que exerceixen un paper molt important en la regulacié del
flux sanguini, el creixement dels vasos sanguinis i la permeabilitat vascular (Haider i
Servos, 1998) i, factors paracrins implicats en el control de la poblaci6 de leucocits
(Meinhardt 1 col., 1998). L’esteroidogenesi es veu afectada negativament per 1’edat
avancada, les drogues, la calor i les toxines (Etllin i col., 1992; Ariyaratne i Mendis-
Handagama, 2000); sota aquestes condicions, les anomalies en la poblacié de cel-lules de
Leydig es desenvolupen de forma secundaria, com a conseqiiencia d’una reduccié de
I’espermatogenesi (Petersen 1 col., 1999). A més d’una disminucié de la produccié de
testosterona, la funcié anormal de les cel-lules de Leydig comporta un increment en el

nombre i la permeabilitat dels vasos sanguinis, extravassament de leucocits i mastocitosi
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(Meinhardt i col., 1998; Gottreich i col., 2000; Pinart i col., 2001c¢). Les cel-lules de Leydig
presenten dues afinitats tintorials diferents quan seccions semifines son tenyides amb Blau
de Metile. Les cel-lules que queden colorejades d’un blau intens mostren, alhora, un
nucleol molt prominent la qual cosa podria indicar que aquestes cel-lules tenen una intensa

activitat esteroidogenica.

La poblacié de fibroblasts €s poc desenvolupada al teixit intersticial testicular dels mascles
porcins sans. Existeixen molt poques dades sobre la funcié dels fibroblasts al testicle en els
mascles porcins adults sans; segons Schteingart i col. (1999), aquestes cel-lules participen
en la regulacié de ’activitat de les cel-lules de Sertoli. La morfologia i la funcié dels
fibroblasts esta sota control de les cel-lules de Sertoli, per tant, les anomalies en la funcié
de les cel-lules de Sertoli es manifesten amb un increment del nombre de fibroblasts

associats, que podria resultar en una fibrosi del teixit intersticial (Pinart i col., 2001c).

Els testicles dels mascles porcins sans contenen molt poques cel-lules mastocitaries que, a
més, es localitzen preferentment a les proximitats del vasos sanguinis tant de la capsula
com del teixit intersticial. Antén i col. (1998) descriuen en porcs el mateix patré de
distribucié per a les cel-lules mastocitaries, perd observen abundants cel-lules d’aquest

tipus, sobretot, al teixit intersticial.

El contingut de cel-lules mastocitaries difereix notablement entre les especies de mamifers;
en humans, gats, gossos i cavalls les cel-lules mastocitaries sén for¢ca abundants, mentre
que son absents en rosegadors, toros, cérvols, i llebres (Antén i col., 1998; Meinhardt i
col., 1998). En els mascles porcins sans, les cel-lules mastocitaries testiculars participen en
la regulaci6 de la producci6 de testosterona i del flux vascular (Meinhardt i1 col., 1998). La
infertilitat idiopatica, I’atrofia dels tdbuls seminifers, la transformacié de les cel-lules
germinals en malignes i, la criptorquidia abdominal porten a una mastocitosi que provoca
una fibrosi i una inflamaci6é cronica dels testicles (Pinart i col.,, 2001c). Els granuls
citoplasmatics de les cel-lules mastocitaries son tan nombrosos que fan que el citoplasma
d’aquestes cel-lules aparegui fortament tenyit amb el Blau de Toluidina. Aquests granuls
contenen proteoglicans (heparina), proteases, hidrolasses acides, histamina i serotonina
(Gordons i col., 1990). La presencia de substancies vasoactives, com la histamina i la
serotonina, determina que les cel-lules mastocitaries es localitzin de manera preferencial al
voltant dels vasos sanguinis (Sowerbutts i1 col., 1986; Aguilar i col., 1995; Antén i col.,

1998).
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Segons Takeda (1989), la presencia de cel-lules mastocitaries esta associada a la sintesi de
col-lagen dels teixits conjuntius, tant en condicions fisiologiques com en condicions
patologiques. No obstant, en el cas del testicle aixd no sembla ésser cert. En bens i toro hi
ha un contingut molt elevat de teixit conjuntiu intersticial perd, a cap de les dues especies
no s’observen cel-lules mastocitaries en el testicle (P6lldnen i Maddocks, 1988; Antén i
col., 1998). En canvi, en el testicle de cavall i de porc, tot i la presencia de cel-lules
mastocitaries hi ha un contingut escas de teixit conjuntiu intersticial (Antén i col., 1998).
Actualment, es creu que I’elevat nombre de cel-lules mastocitaries en el parénquima i la
capsula testiculars de porci és indicatiu que aquestes cel-lules tenen un paper molt
important en la regulaci6 local paracrina 1 autocrina de les funcions testiculars, a més de
regular el flux vascular. Adashi (1990) i Schlatt i col. (1977) van demostrar que aquestes
cel-lules immunitaries alliberen citoquines i peptids reguladors dels organs reproductors.
La histamina estimula la producci6 de testosterona en hamster (Mayerhofer i col., 1989),

mentre que, la serotonina inhibeix 1’esteroidogenesi en rata (Xiong i Hales, 1993).

El present treball descriu les caracteristiques testiculars dels mascles porcins madurs i sans
amb els parametres espermatics normals, aquests mascles sans no presenten diferéncies
entre ells en relacié als marcadors testiculars morfologics 1 morfometrics. Seran necessaris
altres estudis amb mascles porcins sans 1 subfertils per tal de correlacionar millor els
parametres espermatics i I’estructura testicular. A més, la determinacié de diferencies
testiculars existents entre els mascles porcins sans i subfertils contribuira a entendre millor

com es veu afectada I’espermatogenesi sota condicions patologiques (Silber i col., 1997).

Les diferencies en el nombre d’estadis del cicle de I’epiteli seminifer entre especies de
mamifers son, basicament, conseqiie¢ncia de difereéncies en el criteri morfologic emprat per
a la classificacié (Sharpe, 1994; Paula i col., 1999). El metode de la morfologia tubular
proporciona 8 estadis en els mamifers domestics, 6 estadis en humans i en primats, i de 12
a 14 estadis en rosegadors (Hess i col., 1990; Suswillo i Watson, 1990; van Haaster i de
Rooij, 1993; Sharpe, 1994; Griswold, 1995; Onyango i col., 2000). No obstant, €s molt
important fer notar que els limits entre aquests estadis no s6n tan definits com en un
principi sembla i, que I’inici 1 el final de la majoria d’esdeveniments d’un estadi es poden
solapar amb un altre estadi (Suswillo 1 Watson, 1990; de Kretser i Kerr, 1994; Paula i col.,

1999).
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En el present estudi, s’ha observat que una seccié d’un tibul seminifer conté un unic
estadi. Aquests resultats son similars als que s’han publicat en rosegadors (Paula 1 col.,
1999) i en mamifers domestics (Franca i Cardoso, 1998; Franga i col., 1998, 1999). En
primats i en humans, el cicle espermatogenic es distribueix asimetricament, el que fa que

s’observin dos o més estadis per secci6 transversal (Sharpe, 1994; Franca i Cardoso, 1998).

Les cel-lules germinals es desenvolupen com un sinciti, a causa que després de cada divisid
no es produeix una citocinesi completa, com a resultat les cel-lules es mantenen unides per
ponts intercel-lulars. El fet que les cel-lules germinals quedin connectades entre si, permet
un desenvolupament sincronitzat i una rapida comunicacié entre elles (Guraya, 1987;
Alastalo i col., 1998; Hess, 1999). Aquesta sincronia en el desenvolupament de les cel-lules
germinals fa que apareguin a I’epiteli seminifer un gran nombre de cel-lules germinals en

el mateix nivell de desenvolupament.

D’acord amb la bibliografia, el procés d’espermiogenesi es divideix en quatre fases: la fase
Golgi (1), la fase caputx6 (2), la fase acrosomica (3) i la fase de maduracié (4) (Guraya,
1987; Wrobel i Dellman, 1998). Cada una d’aquestes fases es caracteritza per una
reorganitzacio i modificacié dels organuls citoplasmatics que no son visibles al microscopi
optic, a excepcid de la fase Golgi, ates que s’observa amb claredat la unié del granul
proacrosomic a I’embolcall nuclear i la lleugera depressié que aquest provoca sobre el
nucli. La impossibilitat de poder definir la resta de fases de 1’espermiogenesi ens ha portat
a anomenar, en aquest primer capitol, a les espermatides en desenvolupament com a

espermatides en fase d’elongacio.

L’associacié cel-lular d’un determinat estadi es manté constant en els tres mascles
reproductors porcins Landrace. En mascles porcins sans, aquesta constancia en la
composicié cel-lular d’un estadi es pot atribuir a quatre mecanismes basics de regulacié:
(1) I’entrada de les cel-lules mare o espermatogonies a I’espermatogenesi a intervals fixes i
la durada constant dels passos espermatogenics (Ueno 1 col., 1991; Dym, 1994; de Kretser
1 Kerr, 1994), (2) els ponts citoplasmatics entre les cel-lules germinals en
desenvolupament, que faciliten la sincronitzacié dels esdeveniments espermatogenics
(Sharpe, 1994; Grootegoed i col., 1995; Weinbauer i Wessels, 1999), (3) la comunicacié
entre les cel-lules de Sertoli 1 les cel-lules germinals mitjangant factors paracrins i
mecanismes estructurals, que controlen la taxa de desenvolupament de les diferents

generacions de cel-lules germinals (Dym, 1994; Griswold, 1995; Okwun i col., 1996;
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Weinbauer i Wessels, 1999), i (4) els cossos residuals dissociats de les espermatides
madures durant 1I’espermiacid, que actuen com a reguladors de la funcié de les cel-lules de

Sertoli (de Kretser i Kerr; 1994; Onyango i col., 2000).

El cicle de I’epiteli seminifer de Sus domesticus raga Landrace ha estat dividit en 8 estadis
d’acord amb el metode de la morfologia tubular, el qual es basa en la morfologia i en la
localitzacié del nucli de les espermatides, en la presencia de divisions meiotiques i,
sobretot, en la composicio6 cel-lular de I’epiteli seminifer. Les associacions de les cel-lules
germinals observades en el cicle espermatogenic del mascle reproductor porci Landrace
s6n molt similars a les determinades en altres especies tals com els porcs Piau (Franga 1
Cardoso, 1998), 1 porcs de les races West African, Whitecross i Meishan (Okwun i col.,
1996), i de les races Yorkshire i Lacombe (Swierstra, 1968), aixi com també en altres
especies de mamifers tals com cabres (Franga i col., 1999; Onyango i col., 2000), bens
(Wrobel 1 col., 1995), toros (Suswillo i Watson, 1990), cavalls (Swierstra i col., 1974), i
gossos (Foote 1 col., 1992). Les petites diferencies existents son conseqiiencia directa del
criteri utilitzat per cada un dels observadors. A més, tot i que a dins d’una mateixa especie
els estadis del cicle es consideren relativament constants, s’han observat diferéncies en la
composicio cel-lular dels estadis en diferents races (Swierstra, 1968; Okwun 1 col., 1996;

Franca i Russel, 1998).

En els mascles reproductors porcins Landrace, s’ha trobat que els estadis premeiotics
comprenen el 31,9 % del cicle espermatogenic, els estadis meiotics el 16,4 % i els estadis
postmeiotics el 50,6 %. La freqiiencia dels estadis esta directament correlacionada amb la
vida mitjana de la generacid de cel-lules germinals predominant (Franga i col., 1999; Paula
i col., 1999). Els espermatocits premeiotics tenen una vida mitjana forga llarga, per tant,
son aquestes cel-lules les que condueixen a estadis amb una elevada freqiiencia (Franca i
Cardoso, 1998; Print i Loveland, 2000); per contra, els espermatocits secundaris tenen una
vida mitjana curta i, per tant, els estadis en els que hi sén presents presenten una baixa
freqiiencia relativa (de Kretser i Kerr, 1994). L’esdeveniment més important dels estadis
postmeiotics és la fase de maduracié de 1’espermiogenesi, la qual inclou una remodelaci6
complexa del cap i de la cua de I’espermatozoide, la migracié de les espermatides cap al
lumen tubular i, I’alliberament dels espermatozoides al lumen tubular amb la formaci6 dels
cossos residuals (Gootegoed i col., 1995; Print 1 Loveland, 2000); la complexitat d’aquests

processos esta correlacionada amb la llarga durada d’aquests estadis (de Kretser i Kerr,
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1994). El moviment de les espermatides cap al lumen esta correlacionat amb I’increment

de I’al¢ada de I’epiteli seminifer en aquests estadis (de Kretser i Kerr, 1994).

Les freqiiencies relatives dels estadis en els mascles reproductors porcins Landrace
difereixen lleugerament respecte a les publicades per a altres especies. En els porcs Piau, la
freqiiencia dels estadis premeiotics és del 31,4 %, la freqiiencia dels estadis meiotics del
12,1 % i la freqiiencia dels estadis meiotics del 48,6 %; i, en els mascles porcins Yorkshire
i Lacombe els estadis premeiotics ocupen el 25,2 %, els estadis meiotics el 24,0 % 1i els
estadis postmeiotics el 50,8 % (Swierstra, 1968). Aquestes petites divergencies en la
freqiiencia relativa dels estadis espermatogenics es correlacionen amb les diferencies en el
nombre de cel-lules germinals al testicle i amb la taxa de degeneraci6 a diferents passos de
I’espermatogenesi, els quals resulten en diferéncies en la produccié espermatica diaria i en
les caracteristiques seminals entre races (Okwun i col., 1996). En rates (Hess i col., 1990;
Paula i col., 1999) i en humans (Hikim i col., 1998), existeixen també petites variacions en
la freqiiencia dels estadis espermatogenics entre races. En condicions patologiques, la
freqiiencia relativa dels estadis premeiotics, meiotics i postmeiotics s’utilitza com un
indicador dels canvis en la cinetica de 1’espermatogenesi (Hess i col., 1990) i, també dels

canvis en la produccid6 diaria d’esperma (Francga i Cardoso, 1998).

Els resultats obtinguts en porci difereixen dels publicats en rosegadors i altres especies de
mamifers. En rosegadors madurs, es descriuen dos patrons d’estadis pre- i postmeiotics: (1)
especies en les quals la freqiiencia premeiotica és aproximadament un quart del cicle
sencer 1, (2) especies que presenten un equilibri entre la freqiiencia dels estadis pre- i1
postmeiotics (Paula i col., 1999). En remugants, les freqiiencies dels estadis premeiotics
son més altes que les freqiiencies dels estadis postmeiotics, mentre que, els estadis meiotics
representen aproximadament el 10 % del cicle (Franga i Russell, 1998; Franca i col., 1999).
En toros, els estadis premeiotics ocupen el 60-65 % i els estadis meiotics i postmeiotics el
9-13 % i el 26-27 %, respectivament (Cardoso i Godinho, 1983); en bens, la freqiiencia
relativa és del 48-53 % pels estadis premeiotics, del 7-8 % pels estadis meiotics, i del 40-
44 9% pels estadis postmeiotics (Cardoso i Queiroz, 1988); i, en cabres, els valors publicats
son del 49-58 % pels estadis premeiotics, del 9-11 % pels estadis meiotics i, del 32-40 %
pels estadis postmeiotics (Franga i col., 1999). Les diferencies entre especies de mamifers
en les freqiiencies relatives dels estadis espermatogenics s’atribueixen a diferencies en el

tipus i nombre de generacions d’espermatogonies (Okwun i col., 1996; Franca i col.,
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1999), a la vida mitjana de les generacions d’espermatocits i d’espermatides presents a
I’epiteli seminifer (Franga i Cardoso, 1998) i, a la taxa de degeneraci6 de les cel-lules

germinals al llarg del cicle (Okwun i col., 1996).

No s'han trobat dades a la bibliografia consultada sobre la longitud espacial dels estadis del
cicle espermatogenic en mamifers domestics. En els mascles porcins Landrace s’ha trobat
una correlaci6 positiva entre la longitud d’un determinat estadi i la seva freqiicncia relativa,
els valors mitjans han estat de 1.788,8 um pels estadis premeiotics, 787,1 wm pels estadis
meiotics 1, 2.096,8 um pels estadis postmeiotics. Per contra, Hess i col. (1990) afirmen que
en rates la longitud espacial i la freqiiencia relativa dels estadis son parametres que no
tenen cap relaci6. La longitud espacial obtinguda pels mascles porcins Landrace presenta
una desviaci6 estandard molt gran en tots els estadis; d’acord amb Swierstra (1968), la
gran variacié dels parametres quantitatius entre tibuls seminifers s’explica pel fet que
estan fortament enrotllats 1 empaquetats. Caldran més estudis per determinar el nombre
optim de mascles porcins i de tibuls seminifers a tenir en compte per a 1’adequada

avaluacié d’aquest parametre.

La freqiiencia relativa d’aparicié d’un estadi no depeén exclusivament de la seva longitud,
sind que existeix també una correlacié positiva amb el temps en que I'epiteli seminifer
roman en aquell estadi en particular. En principi, la freqiiéncia relativa d’un estadi (%) i la
seva longitud expressada en percentatge han de tenir un valor similar; si els dos
percentatges tenen valors significativament diferents, es pot considerar que la diferéncia és
conseqiiencia de la durada relativa de I’estadi. En tots els casos, les diferencies entre el
percentatge de la freqiiencia relativa i el percentatge de la longitud no son significatives (P
> 0,01). Tot i aixo, el valor de P per a I’estadi VII (Taula 5, vegeu apartat de Resultats pag.
62) s’acosta molt al nivell de significacié establert (P < 0,01), per tant, la freqiiencia
relativa d’aparici6 d’aquest estadi seria en bona part conseqiiencia, encara que no
significativament, de la durada d’aquest estadi. Aquesta durada es podria atribuir al fet que
les espermatides es troben en la fase final de 1’espermiogenesi, la fase de maduracid, la
qual es caracteritza per ser extremadament complexa, ja que en ella es produeix:
I’allargament del nucli 1 de 1’acrosoma, la progressiva condensacié de la cromatina, 1’inici
de D’enssamblatge de la beina mitocondrial, I’eliminacié de 1’excés de membrana
plasmatica que forma els complexos tubulobulbars i les dltimes etapes de la formacié del

flagel i de la peca de connexi6 (Guraya, 1987).
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En els mascles porcins Landrace, tot i el gran nombre de seccions transversals de tibuls
seminifers examinats, la longitud i la freqiiencia relativa de cada estadi mostren una gran
variabilitat. Les variacions en les freqiiencies relatives dels estadis no s6n un fenomen rar, i
estan d’acord amb les dades obtingudes per Hess i col. (1990) en rates i per Franca i
Cardoso (1998) en porcs Piau. La gran variabilitat dels parametres quantitatius entre tibuls
seminifers s'explica, parcialment, pel fet que aquests estan fortament enrotllats i

empaquetats, tal i com ja s'ha esmentat anteriorment (Swierstra, 1968).

La durada del cicle de I’epiteli seminifer es considera constant i especifica per a cada
especie; les diferéncies entre autors es correlacionen habitualment amb la metodologia
emprada (van Haaster i de Rooij, 1993; de Kretser i Kerr, 1994; Franca i col., 1998). Els
metodes més sensibles son els de destruccid selectiva dels estadis espermatogenics i
I’administracié de *°P o 3H—lligat a timidina (Franca i Cardoso, 1998; Franca i col., 1999).
La durada del cicle és de 12,5-13,3 dies en rates, 8,6 dies en ratoli, 8,7-9,0 dies en
hamsters, 10,3 dies en conills, 13,6 dies en gossos, 10,4 dies en bens, 12,2 dies en cavalls,
13,5 dies en toros i, 16 dies en humans (Clermont, 1972; Swierstra i col., 1974; Sharpe,
1994; Franca i col., 1999; Paula i col., 1999). En porci, utilitzant 3H—timidina, Swierstra
(1968) va trobar una durada de 8,6 dies en les races Yorkshire i Lacombe, 1 Franca i
Cardoso (1998) van trobar una durada total de 9,0 dies en la raca Piau. Coneixent la durada
del cicle de I’epiteli seminifer en porci i la freqiiencia relativa d’aparici6 per a cada un dels
estadis del cicle espermatogenic, s'ha pogut calcular quant temps dura cada un dels estadis.
Aixi s’ha estimat que I’estadi I dura 1,19 dies, I'estadi II 1,0 dia, I’estadi III 0,59 dies,
I’estadi IV 0,44 dies, I’estadi V 0,97 dies, I’estadi VI 0,77 dies, I’estadi VII 2,48 dies 1
I’estadi VIII 1,12 dies. D’acord amb aquestes dades, el cicle de I’epiteli seminifer dels
mascles porcins Landrace té una durada total de 9,6 dies. Les estimacions que s han fet de
la durada de cada estadi no sén significativament diferents de les descrites en porcs per
altres autors, per tant, aix0 valida el metode utilitzat per a determinar la durada relativa
dels estadis. El nombre de cicles necessaris per completar 1’espermatogenesi, aixi com
també la durada del cicle, son trets caracteristics de cada especie (Clermont, 1972); en
porcins, per exemple, I’espermatogenesi inclou un total de 4 cicles i dura, per tant, 34,4
dies (Swierstra, 1968). Tot i que I’espermatogenesi també inclou 4 cicles, en humans dura
64 dies (Heller i Clermont, 1963), en toros 54 dies i en bens 49 dies (Hochereau i col.,
1964).
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Per tant, a partir de les dades obtingudes podem concloure que les associacions de cel-lules
germinals dels estadis es mantenen constants entre mascles porcins Landrace i, que la
freqiiencia relativa, la longitud espacial i la durada dels estadis sén directament dependents

de les transformacions citologiques en els tibuls seminifers.

Hi ha nombrosos estudis sobre la topografia de les cel-lules de Sertoli, la seva relacié amb
les cel-lules germinals 1 els canvis de morfologia que experimenten tant en condicions
fisiologiques com en condicions patologiques (Schulze, 1974; Tindall i col., 1985). En
general, pero, i al llarg de tot el cicle espermatogenic, les cel-lules de Sertoli tenen una
forma columnar irregular i posseeixen nombroses i fines expansions citoplasmatiques
laterals 1, criptes en la seva superficie apical on es desenvolupen les espermatides en fase
d’elongacié. Leblond i Clermont (1952) van observar, en rata, que les cel-lules de Sertoli
alteraven la seva forma en relacié als 14 estadis del cicle espermatogenic. La determinacio,
pero, al microscopi optic de la forma exacta que adopten les cel-lules de Sertoli en cada un
dels estadis presenta considerables dificultats a causa de la intricada topografia d’aquestes
cel-lules i, pel fet que el poder de resolucié del microscopi optic no €s suficient per detectar
les ramificacions citoplasmatiques de les cel-lules de Sertoli. Tot i aix0, a partir de seccions
semifines, s’ha determinat que en el testicle d’huma 1 de rata les cel-lules de Sertoli ocupen
un 36 % i un 11% de I’area de I’epiteli seminifer, respectivament (Johnson i col., 1980).
Cavicchia i Dym (1977 1 1978) van demostrar en els seus treballs realitzats en ximpanzé,
que les cel-lules de Sertoli ocupen d’un 24 % a I’estadi I a un 32 % a I’estadi VII. En un
estudi ultraestructural realitzat en rata per Kerr i col. (1984), es demostra que les cel-lules
de Sertoli als estadis II, VII, VIII, IX-XI1i XIII-XIV del cicle espermatogenic experimenten
variacions en la forma cel-lular i nuclear. Fouquet (1974) observa, també, en rosegadors
que els nuclis solen ser triangulars o poligonals quan les espermatides madures sén
alliberades, o bé allargats quan les espermatides en fase d’elongacié penetren
profundament en 1’epiteli seminifer. En humans i ximpanzés (Schulze, 1974; Dym 1973)
sembla ser, en canvi, que els nuclis de les cel-lules de Sertoli no experimenten variacions al
llarg del cicle espermatogenic. El present treball demostra que el nucli de les cel-lules de

Sertoli en porci varia de forma i de posicié d’acord amb 1’estadi del cicle espermatogenic.

Els canvis de forma i de volum que experimenten les cel-lules de Sertoli en el cicle
espermatogenic suggereixen que, aquestes cel-lules tenen una continua activitat i un elevat

grau de plasticitat sincronitzada amb les poblacions mobils de les cel-lules germinals.
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El nombre de cel-lules de Sertoli varia segons les especies, perd aquestes cel-lules semblen
ser molt importants en la regulacié de 1’espermatogenesi (Johnson i col., 1999). En un
principi, es pensava que el nombre de cel-lules de Sertoli en el testicle d’'un animal adult es
mantenia constant (Steinberger i Steinberger, 1980), aix0 s’ha posat en dubte en els tltims
anys, ja que fenomens com la variacid estacional de la produccié espermatica d’alguns
animals i la reducci6 de la produccié espermatica diaria relacionada amb I’edat, poden ser
explicades teoricament per una variacié en el nombre de cel-lules de Sertoli i/o per canvis
en el nombre de cel-lules germinals associades a les cel-lules de Sertoli. En el present
treball, s’ha calculat la relacié mitjana entre el nimero de cel-lules de Sertoli i el nimero
dels diferents tipus de cel-lules germinals per a cada un dels estadis del cicle
espermatogenic en porci; aquest parametre, a més d’expressar de manera numerica
I’evoluci6 dels diferents tipus de cel-lules germinals al llarg del cicle espermatogenic, pot
indicar, per exemple, si I’aturada parcial de 1’espermatogenesi que es detecta en els
mascles reproductors porcins afectats per diferents patologies (Pinart i col., 1998; 1999a i
1999b) es conseqiiencia d’una reduccié en el nombre de cel-lules de Sertoli i/o de les

cel-lules germinals en algun estadi del cicle espermatogenic.

El fotoperiode, la radiacié i la quimioterapia alteren els nivells de gonadotropines i
testosterona 1, fins 1 tot, la castracié unilateral es manifesta en una disminucié de la
producci6 diaria d’esperma, pero sense alterar ni les caracteristiques morfologiques ni les
quantitatives del cicle espermatogenic (Meistrich, 1993; van Haaster i de Rooij, 1993; de
Kretser 1 Kerr, 1994; Griswold, 1995). Els unics factors que s’ha demostrat que afecten la
durada 1 les associacions de cel-lules germinals del cicle son la temperatura 1 ’edat (van
Haaster i de Rooij, 1993; Levy i col., 1999; Toyama i col., 1999; Pinart i col., 1999a,
2000). Estudis comparatius addicionals utilitzant mascles porcins en condicions normals i
patologiques, proporcionaran més informacid sobre els factors que afecten el cicle de

I’epiteli seminifer en porcs.

A T'apartat de Material i Metodes d’aquest treball es proposa un sistema d’equacions que
permet calcular les arees que ocupen el lumen i I’epiteli seminifer a partir de 1’area tubular
de qualsevol tibul seminifer tallat transversalment. Cal dir que, el model matematic només
es pot aplicar a mascles reproductors porcins sans adults, ja que la relacié de 5,04 entre
I’epiteli seminifer i el lumen és caracteristica dels mascles porcins adults. Amb aquest

calcul es poden detectar anomalies al parénquima seminifer induides per factors externs o
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processos patologics. Per exemple, la detecci6 d’una variacié de I’espai luminal podria
indicar, d’acord amb la bibliografia, un deficit en la formacid6 i la integritat de les unions

que s’estableixen entre les cel-lules de Sertoli (Maddocks i col., 1992).
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TAULA 4. Caracteristiques morfologiques i morfometriques del cicle de I’epiteli seminifer en mascles reproductors porcins sans de la raca Landrace*

Estadi

Associacié cel-lular

Alcada (um)

Longitud (um)

Freqiiencia (%)

Durada (dies)

Estadi I

Estadi IT

Estadi IIT

Estadi IV

Estadi V

Estadi VI

Estadi VII

Estadi VIII

Espermatogonies AiB
Espermatocits preleptotens, leptotens i paquitens
Espermatides arrodonides

Espermatogonies AiB
Espermatocits leptotens, zigotens i paquitens
Espermatides en fase d’elongacié

Espermatogonies A i B
Espermatocits paquitens i diplotens
Espermatides en fase d’elongacié

Espermatogonies A i In
Espermatocits primaris en telofase i anafase, i espermatocits secundaris

Espermatides en fase d’elongacié

Espermatogonies A i In
Espermatocits paquitens i espermatocits secundaris
Espermatides en fase d’elongacié

Espermatogonies A i In
Espermatocits zigotens
Espermatides arrodonides i en fase d’elongacid

Espermatogonies AiB
Espermatocits zigotens i paquitens
Espermatides arrodonides i en fase d’elongacio

Espermatogonies AiB
Espermatocits paquitens
Espermatides arrodonides i espermatozoides

73,8 £ 12,6

61,4+£838

67,0109

61,21+6,8

61,0135

63,116,2

71,2+9,7"

70,1 +8,9!

771,5 +468,3"

525,8+£3479

491,5+£336,9

2489 + 15,4

538244527

373,31 185,7

880,4 +458,2!

843,1 £531,9!

13,7£8,7

11,5%6,1

6,7 %5,1%

5,1 +£2.4%

11,3+4,4

9,0+1,9

28,7 +13,1

129+54

1,19

1,00

0,59

0,44

0,97

0,77

2,48

*Els resultats s’expressen com la mitjana £ SD.
Estadis premeiotics: estadis I, II, i IIl. Estadis meiotics: estadis IV i V. Estadis postmeiotics: estadis VI, VII i VIII. Per cada parametre: el superindex 1 agrupa els valors significativament més elevats, i el
superindex 2 agrupa els valors significativament més baixos
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RESULTATS

2.1. EL TEIXIT INTERSTICIAL

2.1.1. Les cel-lules de Leydig

Les cel-lules de Leydig presenten un forma poliedrica irregular ( 15 x 12 wm) i un nucli
rodé (de 5,5 a 6,5 um de diametre) o oval (d’uns 7 x 5 wm) en posicié excentrica (Lam. I —
Fig. A; Lam. II — Fig. A; Lam. III — Fig. A). El nucli conté eucromatina i petites masses
heterocromatiques associades a I’embolcall nuclear i, un o dos nucleols prominents (Lam.
I- Fig. A; Lam. II — Fig. A; Lam. III — Fig. B). L’embolcall nuclear pot presentar un perfil
irregular (Lam. III — Fig. B; Lam. VI — Fig. A), amb una o diverses invaginacions

profundes (Lam. VIII — Fig. A).

El citoplasma esta ocupat per un aparell de Golgi i un reticle endoplasmatic llis molt
desenvolupats (Lam. I — Fig. A; Lam. II — Figs. A-C; Lam. VII — Fig. A). El reticle
endoplasmatic s’estén per tot el citoplasma formant un sistema ramificat complex (Lam. I
—-Fig. A; Lam. II — Figs. A-C; Lam. IIT — Figs. A i B). El reticle endoplasmatic de les
cel-lules de Leydig pot adoptar una gran varietat de configuracions: tibuls orientats a
I’atzar, cisternes, tibuls disposats en lamines, cisternes fenestrades, agregats i diferents
combinacions d’aquestes configuracions (Lam. III — Figs. A i B; Lam. X — Figs. A, Ci D).
Els tubuls disposats en lamines i les cisternes fenestrades estan molt relacionats
estructuralment; els primers tenen una aparenga anastomosada semiaplanada, mentre que
en la segona configuracié es poden reconeixer les cisternes fenestrades formant piles.
Aquestes dues varietats de reticle endoplasmatic sovint envolten gotes lipidiques o petites
porcions de citoplasma (Lam. X — Figs. A, C i D). Els agregats sovint presenten al seu

interior un granul molt electrodens (Lam. XI — Figs. A 1 C). Les cisternes de reticle
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endoplasmatic llis que constitueixen els agregats poden fusionar-se, la qual cosa déna un

agregat de membranes amb aparenca de cos multivesicular (Lam. XI — Figs. A, D i E).

Els mitocondris, esfeérics i de mida variable, sén molt abundants i es troben dispersos per
tot el citoplasma, excepte en la regié perinuclear (Lam. I — Fig. A; Lam. II — Fig. A; Lam.
VII - Fig. B; Lam. IX — Fig. A). Generalment, els mitocondris contenen granuls
electrodensos a la seva matriu (Lam. VII — Fig. B; Lam. VIII - Fig. B; Lam. IX - Fig. B).
Les crestes mitocondrials s6n de tipus tubular, tot i que, de vegades, es poden observar
crestes lamelars orientades longitudinalment o crestes tubulars agrupades i disposades en
diverses direccions de la matriu mitocondrial (Lam. II — Figs. B 1 C; Lam. IX — Fig. B).
Existeix una associacié espacial molt estreta entre els mitocondris 1 el reticle
endoplasmatic 1lis (Lam. XI — Fig. B); aquesta associaci6 evidencia la relacié funcional
que existeix entre ambdds organuls, ja que el procés de sintesi de testosterona s’inicia als

mitocondris 1 finalitza al reticle endoplasmatic llis.

Les cellules de Leydig presenten també al seu citoplasma: figures de mielina, gotes
lipidiques, vesicules de mida i electrodensitat variable i, abundants lisosomes (Lam. I-
Figs. A-C; Lam. VII - Figs. A-C; Lam. IX — Fig. B; Lam. X — Figs. B i F; Lam. XI - Fig.
F). Els lisosomes tenen una mida molt gran i presenten inclusions al seu interior (Lam. V —

Fig. B; Lam. VI - Fig. B; Lam. X - Fig. E).

En Microscopia Electronica de Transmissié, al igual que en Microscopia Optica, es
distingeixen dos tipus de cel-lules de Leydig: les clares i les fosques. El contingut
d’organuls citoplasmatics en ambdds tipus cel-lulars és similar, perd difereixen en el seu
contingut en ribosomes 1 granuls de glicogen (Lam. III — Figs. A i B; Lam. V — Fig. A;
Lam. VI - Fig. B; Lam. VII — Fig. A; Lam. VIII — Fig. A).

La membrana plasmatica de les cel-lules de Leydig pot presentar microvilli (Lam. IV —
Figs. A i C; Lam. VI — Fig. A). En les cel-lules que exhibeixen una superficie llisa s’hi
observa clarament la lamina basal (Lam. IV — Fig. B). A prop de la superficie cel-lular

també es poden veure algunes vesicules de pinocitosi (Lam. V — Figs. A1 C).
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2.1.2. Els fibroblasts

Els fibroblasts son molt abundants al teixit intersticial i es disposen entre les cel-lules de
Leydig (Lam. XIII — Fig. B). Sén cel-lules fusiformes amb un citoplasma poc desenvolupat
(Lam. XII — Fig. A; Lam. XIII — Fig. A). El nucli presenta una forma afusada (7,5 x 1,5
wm) amb un gran nombre d’invaginacions, algunes de les quals poden ser for¢a profundes

(Lam. XII - Fig. A; Lam. XIII — Fig. A; Lam. XIV - Figs. A1 B).

L’eucromatina €és granular amb petites masses heterocromatiques disperses pel
nucleoplasma i associades a I’embolcall nuclear. El nucleol es disposa en un extrem del
nucli, sovint unit a I’embolcall nuclear (Lam. XII — Fig. A). En algunes cel-lules, els perfils
cel-lular i nuclear s6n molt irregulars (Lam. XII — Fig. A; Lam. XIII — Fig. C), pero, en
general, aquestes cel-lules presenten fins i llargs perllongaments citoplasmatics (Lam. XII -

Figs. C1 1 C2; Lam. XIII — Fig. B).

El citoplasma dels fibroblasts esta poc desenvolupat i el contingut en organuls
citoplasmatics és escas (Lam. XII — Fig. B; Lam. XIII — Fig. A; Lam. XIV - Fig. B).
L’aparell de Golgi es disposa a prop del nucli, els mitocondris sén escassos i els

poliribosomes abundants i, s’observen algunes vesicules de mida variable.

La matriu extracel-lular que envolta els fibroblasts és rica en fibres elastiques pero,

sobretot, en fibres de col-lagen (Lam. XII — Fig. A; Lam. XIV - Fig. A-F).

2.1.3. Els mastocits

Els mastocits sén molt escassos al teixit intersticial (Lam. XV — Fig. A). Son cel-lules de
forma arrodonida, d’uns 7 x 4,5 wm, amb un nucli rodé d’uns 3 um de diametre, constituit
per eucromatina granular i grans masses heterocromatiques associades a I’embolcall

nuclear.

El citoplasma conté un aparell de Golgi i un reticle endoplasmatic llis i rugds poc
desenvolupats, escassos mitocondris dispersos i, abundants granuls de mida variable
envoltats de membrana que presenten dues regions concentriques amb diferent

electrodensitat (Lam. XV — Fig. B).
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2.1.4. Els vasos sanguinis

Els capil-lars sanguinis apareixen, generalment, associats a la lamina propia que envolta els
tubuls seminifers (Lam. XVI - Fig. A; Lam. XVII — Figs. A1 B; Lam. XVIII — Fig. Al).
Els vasos sanguinis de major calibratge, vénules i arterioles, se situen a prop dels septes

fibrosos que tabiquen el testicle (Lam. XIX — Figs. A i B; Lam. XX — Figs. A i B).

Les parets dels vasos sanguinis estan revestides per una capa de cel-lules endotelials (Lam.
XVII — Fig. A). Les cel-lules endotelials, d’uns 9 x 4,5 um, presenten un nucli molt
voluminés (7 x 4 um) de perfil irregular, que conté eucromatina granular i algunes masses
heterocromatiques disperses pel nucleoplasma i associades a I’embolcall nuclear; el nucli
fa prominéncia vers la llum del vas sanguini (Lam. XVII — Fig. A; Lam. XVIII — Fig. Al;
Lam. XIX - Fig. B; Lam. XX - Fig. B). La regié que ocupa el citoplasma és
extremadament fina i, sovint s’hi observen petites digitacions vers la llum tubular (Lam.
XVII - Fig. B; Lam. XIX — Fig. B; Lam. XX — Fig. B). Les superficies luminal i basal de
les cel-lules endotelials presenten nombroses vesicules de pinocitosi (Lam. XVII — Fig. A;

Lam. XIX - Fig. B; Lam. XX — Fig. B).

El citoplasma de les cel-lules endotelials conté un aparell de Golgi poc desenvolupat,
alguns mitocondris disposats normalment a prop del nucli, petites cisternes de reticle
endoplasmatic, algunes vesicules disperses i abundants ribosomes (Lam. XVII — Fig. B;

Lam. XIX - Fig. A; Lam. XX - Fig. B).

A prop dels vasos sanguinis s’observen fibres nervioses (Lam. XVIII — Figs. A1 i A2). Els
capil-lars sanguinis, normalment, apareixen associats a pericits; aquestes cel-lules emeten
uns llargs perllongaments citoplasmatics que es disposen envoltant el capil-lar (Lam. XVI

— Figs. A-C; Lam. XVIII - Figs. Al11B).
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2.2. ELS TUBULS SEMINIFERS

2.2.1. La lamina propia

La lamina propia que envolta els tdbuls seminifers t€¢ un gruix de 4-4,5 um i esta
constituida per la lamina basal i les cel-lules peritubulars (Lam. XXI — Figs. A i B; Lam.

XXII - Figs. AiB).

La lamina basal és una capa fibrosa d’uns 0,7-0,9 um de gruix i de trajectoria sinuosa, que
es troba separada de la membrana basal de les cel-lules de Sertoli i de les espermatogonies
per una area de baixa electrodensitat d’uns 12 nm de gruix; les fibres s’organitzen a 1’atzar

(Lam. XXI - Fig. A).

Les cel-lules peritubulars s’organitzen en dues capes concentriques separades entre si per
una capa fibrosa. Aquesta capa fibrosa t€ un gruix d’entre 1 1 3 um i, esta constituida,
fonamentalment, per fibres de col-lagen orientades a I’atzar (Lam. XXI — Fig. A). Les
cel-lules peritubulars en contacte amb la lamina basal sén de tipus mioide, mentre que, la
capa més externa de cel-lules peritubulars esta constituida per fibroblasts (Lam. XXII —

Fig. A).

Les cel-lules mioides sén allargades (10 um de longitud) i primes, poc electrodenses i amb
un perfil molt irregular. El citoplasma conté pocs organuls cel-lulars i abundants filaments
d’actina (Lam. XXI — Figs. A 1 B). Les cel-lules mioides s’uneixen amb les dues capes

fibroses mitjancant hemidesmosomes (Lam. XXI — Fig. B).

Els fibroblasts tenen forma afusada (10 wm de longitud) i un perfil irregular. El nucli
també és afusat i presenta una eucromatina granular amb masses heterocromatiques
associades a I’embolcall i, un nucleol unit també a 1’embolcall nuclear (Lam. XXI — Figs.
A i B). El citoplasma conté un aparell de Golgi molt desenvolupat situat a prop del nucli i

abundants vesicules.
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2.2.2. L’epiteli seminifer

2.2.2.1. Les cel-lules de Sertoli

L’epiteli seminifer és un epiteli estratificat complex format per dos tipus cel-lulars: les
cel-lules de Sertoli i les cel-lules germinals. El citoplasma de les cel-lules de Sertoli s’estén
per tota 1’alcada de ’epiteli seminifer envoltant els diferents tipus de cel-lules germinals
(Fig. 1, vegeu pag. 111). Les transformacions estructurals i la mobilitzaci6 de les cel-lules
germinals del compartiment basal al compartiment adluminal fan que la forma de les

cel-lules de Sertoli canvii continuament.

Al llarg del cicle espermatogenic, les cel-lules de Sertoli experimenten alguns canvis en el
contingut d’organuls, pero, les principals modificacions es produeixen, majoritariament, en
relacié amb les espermatides en desenvolupament (espermiogenesi); per aquest motiu, la
majoria de les transformacions estructurals seran descrites, més endavant, en 1’apartat

2.2.2.3. (pag. 118) titulat: "Les espermatides i I’espermiogenesi’.

No s'han trobat diferencies entre els tres mascles porcins sans pel que fa a la ultraestructura

de les cel-lules de Sertoli.

Les cel-lules de Sertoli son grans cel-lules piramidals que s’estenen des de la membrana
basal fins al lumen tubular. Aquestes cel-lules presenten un gran nucli arrodonit o oval,
d’uns 10 x 14 wm, que normalment es localitza al citoplasma basal al llarg de tot el cicle
espermatogenic; tot i aixo, en els estadis postmeiotics el nucli pot ocupar una posicid
medioapical (Lam. XXIII — Figs. A i B; Lam. XXIV — Fig. A; Lam. L — Fig. E). El nucli
esta constituit per eucromatina fina i distribuida homogeniament; I’embolcall nuclear pot
presentar una o diverses invaginacions profundes (Lam. XXIII — Figs. A i B). El nucli
conté un nucleol molt prominent amb petites masses heterocromatiques associades (Lam.

XXIII - Figs. A1 B; Lam. XXIV - Fig. B).

La membrana basal de les cel-lules de Sertoli es troba en contacte amb la lamina basal, a la

qual s’hi uneix mitjancant hemidesmosomes (Lam. XXIII — Fig. B).
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Espermatida en
fase d'elongacid

Espermatida
arrodonida

Céllula
de Sertoli

Céllula
micide

Figura 1. Disposicié de la cel-lula de Sertoli dins 1’epiteli seminifer. Les espermatogonies,
els espermatocits i les espermatides estan en contacte amb les superficies laterals de les
cel-lules de Sertoli. Les espermatides en fase d’elongacid es troben dins les criptes de la
superficie apical de les cel-lules de Sertoli.

Les superficies laterals emeten un complex sistema de perllongaments que permeten el
contacte amb les cel-lules de Sertoli adjacents i, amb les diverses generacions de cel-lules
germinals que es diferencien en direcci6 basoapical. Les unions entre les cel-lules de
Sertoli es localitzen, basicament, al compartiment basal i, estan constituides per unions
ocludens i desmosomes que configuren la barrera hematotesticular (Lam. XXIII — Fig. A;
Lam. XXIV —Fig. B; Lam. XXV — Figs. A i B); en direcci6 apical desapareixen les unions
ocludens i els desmosomes soén cada vegada més espaiats. El contacte entre les cel-lules de
Sertoli i les cel-lules germinals es manté mitjancant unions intercel-lulars especialitzades;
el tipus 1 la freqliencia d’aquestes unions varien en direccid basoapical. Les
espermatogonies A i les espermatogonies intermedies s’uneixen a les cel-lules de Sertoli
mitjancant desmosomes (Lam. XXIII — Fig. B; Lam. XXVIII — Fig. B; Lam. XXIX — Figs.

A i B). El nombre de desmosomes disminueix progressivament quan les cel-lules inicien el
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pas del compartiment basal a l'adluminal, aixi doncs, les espermatogonies B i els
espermatocits preleptotens i leptotens presenten poques unions cel-lulars, normalment de
tipus desmosomes (Lam. XXX — Figs. A i B; Lam. XXXI — Fig. B; Lam. XXXII — Figs. A
i B; Lam. XXXIII — Figs. A i B1). Quan les cel-lules es troben al compartiment adluminal,
el nombre 1 el tipus d'unions cel-lulars augmenten, de manera que, els espermatocits
zigotens, paquitens i1 secundaris 1, les espermatides arrodonides s'uneixen a les cel-lules de
Sertoli mitjangant desmosomes, unions adherents i unions estretes (Lam. XXXIII — Fig.

BI; Lam. XXXV — Figs. A1iB).

El citoplasma de les cel-lules de Sertoli, sobretot en la seva regi6 basal, €s ric en organuls,
essent molt desenvolupat el reticle endoplasmatic llis, el qual tendeix a disposar-se en
forma d’espiral englobant, sovint, petites porcions del citoplasma (Lam. XXV — Fig. E). El
citoplasma també conté: un gran nombre de vesicules de mida variable, mitocondris,
lisosomes primaris i secundaris, fagolisosomes, escasses gotes lipidiques 1, aparell de Golgi
(Lam. XXV - Fig. F; Lam. XXVI — Figs. A-E). A T’estadi 1 1 VIII, els lisosomes es
fusionen amb el citoplasma residual que es despren de les espermatides madures, amb la
qual cosa apareixen nombrosos fagolisosomes que migren cap al citoplasma basal de les
cel-lules de Sertoli. Els mitocondris de les cel-lules de Sertoli presenten, majoritariament,
forma de copa, tot i que també es poden observar formes lleugerament allargades i
arrodonides (Lam. XXV — Figs. C i D). Les crestes mitocondrials sén de tipus lamelar
orientades transversalment, o bé, de tipus tubular; aquestes dltimes s’observen, de manera
particular, en els mitocondris arrodonits (Lam. XXV — Figs. C i D). El citoplasma conté
nombrosos filaments intermediaris concentrats a la regi6 basal de la cel-lula, al voltant del

nucli, o bé, associats a les espermatides en desenvolupament (Lam. XLIV — Fig. B).

Als estadis VII i VIII s'observen algunes cel-lules de Sertoli més fosques que presenten un
contingut d’organuls molt similar al de les cel-lules de Sertoli clares; el reticle
endoplasmatic d’aquestes cel-lules més fosques, pero, mostra unes cisternes molt dilatades
1 els mitocondris sén lleugerament allargats o esferics (Lam. XXIV — Figs. A i B). La
diferent electrodensitat entre ambdos tipus cel-lulars és conseqiiencia del contingut en

ribosomes.

La presencia de cel-lules germinals, sobretot espermatides madures, a I’interior del
citoplasma de les cel-lules de Sertoli revela la seva participacié en I’eliminacié de les

cel-lules germinals degeneratives (Lam. XX VI — Fig. F).
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2.2.2.2. Les cellules germinals

No es van trobar diferencies entre els tres mascles porcins pel que fa a la ultraestructura
dels diferents tipus de cel-lules germinals al llarg dels diferents estadis del cicle

espermatogenic.

Les cel-lules germinals s6n basicament de tres tipus: les espermatogonies, els
espermatocits i les espermatides (Fig. 2, vegeu pag. 113). A mesura que les cel-lules
germinals es divideixen i esdevenen diferents tipus cel-lulars, es desplacen des de la regi6

basal fins a la regi6 apical de I’epiteli seminifer.

Figura 2. Seqiiencia de diferenciacié que té lloc durant 1’espermatogenesi en porci. No totes
les etapes de I’espermiogenesi estan representades, siné que queden resumides amb una
fletxa discontinua. A, espermatogonia Ag; A, espermatogonia A;; A,, espermatogonia A,;
A;, espermatogOnia Aj; In, espermatogonia intermedia; B;, espermatogonia Bj; B,,
espermatogonia B,; PL, espermatocit preleptote; L, espermatocit leptote; Z, espermatocit
zigote; P, espermatocit paquite; II, espermatocit secundari; RS, espermatida arrodonida; ag,
granul acrosomic; S, espermatozoide; cd, gota citoplasmatica.
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Les diferents generacions de cel-lules germinals es mantenen unides mitjancant ponts
citoplasmatics (Lam. XXXIII — Fig. B2; Lam. XXXIV — Fig. A; Lam. XXXVIII - Figs.
A1-A3), el que fa que les cel-lules germinals en el mateix grau de desenvolupament
apareguin agrupades. Les cel-lules germinals presenten nombrosos porus nuclears en la
regié de 1'embolcall nuclear propera al pont citoplasmatic (Lam. XXXIII — Fig. B2). La
membrana plasmatica de la regié del pont citoplasmatic presenta un engruiximent notable

(Lam. XXXIII - Fig. B2).

¢ Les espermatogonies

Les espermatogonies son cel-lules immadures que es localitzen al compartiment basal de
I’epiteli seminifer, unides a la lamina basal mitjancant hemidesmosomes. Les
espermatogonies han estat classificades en quatre modalitats en funcié de les
caracteristiques nuclears i citoplasmatiques i, de la relaci6 que mantenen amb la lamina
basal: les espermatogoOnies de reserva, les espermatogonies A, les espermatogonies

intermedies i les espermatogonies B (Fig. 2, vegeu pag. 113).

Les espermatogonies de reserva o Ag son cel-lules allargades, d’uns 17 x 5 um, amb 1’eix
major orientat paral-lel a la lamina basal (Lam. XXVII — Fig. A). En aquestes cel-lules, la
superficie de contacte amb la lamina basal €s molt gran. El nucli allargat (d’uns 15 x 4 wm)
mostra un perimetre irregular. L'eucromatina és finament granular i distribuida
homogeniament, amb petites masses heterocromatiques associades a I'embolcall nuclear.
El nucleol és poc visible i se situa a prop de I'embolcall nuclear. El citoplasma d'aquestes
cel-lules esta poc desenvolupat i conté: mitocondris, generalment formant agregats
juxtanuclears, abundants poliribosomes 1 algunes vesicules disperses de poca

electrodensitat.

Les espermatogonies A es subdivideixen en tres tipus: les espermatogonies Aj, les

espermatogonies A; i les espermatogonies As (Fig. 2, vegeu pag. 113).

Les espermatogonies A; son cel-lules molt electrodenses de forma allargada (d’uns 17 x 7
um) i, amb 1’eix major orientat paral-lel a la lamina basal, de manera que, la superficie de
contacte amb la lamina basal és molt gran (Lam. XXVII — Fig. B). El nucli, d’uns 12 x 5
wm, també té forma allargada i un nucléol prominent situat a prop del seu centre.

L'eucromatina és granular amb petites masses heterocromatiques disperses pel
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nucleoplasma. El citoplasma d'aquestes cel-lules esta més desenvolupat que el de les
espermatogonies Ag i, conté nombroses cisternes de reticle endoplasmatic i abundants
lisosomes, mitocondris disposats al citoplasma perinuclear formant petits agregats i,

abundants ribosomes que confereixen al citoplasma una elevada electrodensitat.

Les espermatogonies A, també es disposen sobre la lamina basal amb 1’eix major orientat
paral-lel respecte d’aquesta (Lam. XXVIII — Figs. A 1 B). Malgrat que la superficie de
contacte amb la lamina basal és molt amplia, s'observen diversos punts de separacié (Lam.
XXVIII - Fig. A). Aquestes cel-lules presenten en les seves fases inicials forma allargada
(d’uns 17 x 10 wm), pero, a mesura que es van diferenciant van prenent una forma més
isodiametrica (d’uns 13 x 12 um). El nucli, menys allargat que el de les espermatogonies
Aj (d’uns 12 x 6,5 um) presenta escasses per0 profundes invaginacions que, fins i tot,
poden donar lloc a petits 1obuls nuclears (Lam. XXVIII — Fig. B). L'eucromatina és
finament granular, amb petites masses heterocromatiques disperses pel nucleoplasma i,
associades a l'embolcall nuclear. Aquestes cel-lules presenten un nucleol molt prominent.
El citoplasma conté: mitocondris, generalment formant agregats, cisternes de reticle

endoplasmatic, algunes vesicules de poca electrodensitat i abundants poliribosomes.

Les espermatogonies Aj presenten forma d'oval a conica, d’uns 14 x 7 pum i d’uns 17 x 8
um, respectivament (Lam. XXIX — Figs. A i B). Aquestes cel-lules encara mantenen el
contacte amb la lamina basal. El nucli arrodonit, amb un diametre d’entre 6 i 7 pum,
presenta un nucleol poc desenvolupat disposat a prop del perimetre nuclear. L'eucromatina
€s granular amb petites masses heterocromatiques associades a I'embolcall nuclear i
disperses pel nucleoplasma. El citoplasma conté: mitocondris dispersos o que formen petits

agregats, cisternes de reticle endoplasmatic, petites vesicules i abundants poliribosomes.

Les espermatogonies intermedies o espermatogonies In son cel-lules arrodonides, d’uns 7,5
um de diametre, unides a la lamina basal (Lam. XXX — Fig. A). El nucli rodd, amb un
diametre d'uns 5 wm, presenta eucromatina granular distribuida homogeniament i, un
nucleol prominent situat a prop de I’embolcall nuclear. El citoplasma conté: mitocondris,

algunes cisternes de reticle endoplasmatic i ribosomes.

Les espermatogonies B han estat subdividides en dues tipologies: les espermatogonies B; 1

les espermatogonies B, (Fig. 2, vegeu pag. 113).

Les espermatogonies B; sén cel-lules petites 1 allargades (d’uns 10 x 7 um) unides a la

lamina basal (Lam. XXX — Fig. B). El nucli allargat, d'uns 7 x 4 um, és electrodens i conté
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nombroses masses heterocromatiques associades a l'embolcall i, també, disperses pel
nucleoplasma i, un o dos nucleols molt prominents. El citoplasma d'aquestes cel-lules
presenta: un reticle endoplasmatic molt desenvolupat constituit per cisternes lleugerament
dilatades, mitocondris dispersos, vesicules de mida variable i abundants poliribosomes que

li confereixen una elevada electrodensitat.

Les espermatogonies B, (Lam. XXXI — Figs. A 1 B) s6n ultraestructuralment molt similars
a les espermatogonies B;. Les dimensions cel-lulars també sén semblants a les de les
espermatogonies B; (d’uns 10 x 7 wm) pero, el nucli adopta una forma esferica amb un
diametre d'uns 6 x 5 um i el nucleol é€s molt poc visible. Aquestes cel-lules perden
progressivament el contacte amb la lamina basal (Lam. XXXI — Fig. B); en el moment en

que la separacio €s total les espermatogonies B, entren en mitosi.

¢ Els espermatocits

Els espermatocits sén cel-lules que intervenen en el procés de meiosi, en el qual s’hi
distingeixen dues divisions anomenades meiosi I i meiosi II. En la meiosi I hi estan
implicats els espermatocits primaris, mentre que en la meiosi II hi intervenen els
espermatocits secundaris. De les dues divisions que experimenta un espermatocit en

resulten quatre cel-lules haploides, les espermatides.

Meiosi I: espermatocit primari preleptote — leptote — zigote — paquite —
diplote — diacinesi (final de I’etapa profase I) — la metafase — la anafase
— la telofase — 2 espermatocits secundaris.

Meiosi II: 2 espermatocits secundaris — 2a metafase — 2a anafase — 2a
telofase — 4 espermatides.

Abans que els espermatocits primaris entrin en la profase reben el nom de preleptotens. Els
espermatocits preleptotens han perdut completament el contacte amb la lamina basal (Lam.
XXXII — Figs. A1 B) i es localitzen en el compartiment basal de 1'epiteli seminifer o en
transit cap al compartiment adluminal. Aquestes cel-lules presenten una forma oval (d’uns
12 x 7 wm) amb un nucli arrodonit o oval (d’uns 7 x 5 wm) constituit per eucromatina

granular. El citoplasma conté: un aparell de Golgi perinuclear, un reticle endoplasmatic
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molt desenvolupat, alguns mitocondris dispersos, vesicules de mida 1 electrodensitat
variable 1 abundants poliribosomes. A mesura que els espermatocits preleptotens es van
diferenciant, incrementa l'electrodensitat del nucli i la del citoplasma (Lam. XXXII — Figs.
A 1 B). El nucli, més gran 1 arrodonit (d'uns 7-8 um de diametre) o oval (d'uns 9 x 5 um),
presenta petites masses heterocromatiques associades a l'embolcall nuclear i un nucleol. El
citoplasma conté: un aparell de Golgi molt desenvolupat que es disposa a prop del nucli,
cisternes de reticle endoplasmatic, vesicules de mida variable i baixa electrodensitat,

alguns mitocondris dispersos i poliribosomes.

La profase I es divideix en 4 fases successives, anomenades: leptote, zigote, paquite i

diplote (Fig. 2, vegeu pag. 113).

Els espermatocits leptotens sén cel-lules en transit cap al compartiment adluminal de
I’epiteli seminifer (Lam. XXXIII — Fig. B1). En un estadi inicial, aquestes cel-lules
presenten un nucli molt electrodens, constituit per una eucromatina granular i algunes
masses heterocromatiques associades a I'embolcall i un nucléol prominent unit al perimetre
nuclear (Lam. XXXIII — Fig. A). En un estat més avancat, augmenta el volum cel-lular
(d’uns 15 x 9 um) i nuclear (d’uns 8 x 7 wm) i, els cromosomes apareixen com a fibres
unides a l'embolcall nuclear mitjancant plaques (Lam. XXXIII — Fig. B1; Lam. XXXIV —
Fig. A). El citoplasma conté: un reticle endoplasmatic rugés molt desenvolupat format per
cisternes primes disposades a prop del nucli, algunes cisternes de reticle endoplasmatic llis,

vesicules de poca electrodensitat, poliribosomes i mitocondris formant grans agregats.

Els espermatocits zigotens sén cel-lules rodones, d’uns 16 um de diametre, situades al
compartiment adluminal de l'epiteli seminifer (Lam. XXXIV — Fig. B; Lam. XXXV - Fig.
A). El nucli rodd, d’uns 10-11 um de diametre, esta constituit per fibres cromosdomiques
unides a l'embolcall nuclear i un nucleol disposat a la periferia. El citoplasma és poc
electrodens i presenta un reticle endoplasmatic molt desenvolupat constituit per cisternes

molt primes, petits mitocondris i algunes vesicules disperses.

Els espermatocits paquitens son les cel-lules més grans de la linia germinal (20 x 13 wm)
(Lam. XXXV - Fig. B; Lam. XXXVI — Fig. A). El nucli rod6 (d'uns 8,5 um de diametre)
es caracteritza per la preséncia dels complexos sinaptinemals (Lam. XXXVI - Fig. B1), el
nucleol és petit i es disposa al centre nuclear. El citoplasma conté: petits mitocondris i

algunes vesicules, cisternes de reticle endoplasmatic menys desenvolupades que en els
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espermatocits zigotens 1 homogeniament disperses pel citoplasma; sovint, les cisternes de

reticle endoplasmatic s'organitzen formant capes concentriques (Lam. XXXVI - Fig. B2).

Els espermatocits secundaris (Fig. 2, vegeu pag. 113) sén cel-lules arrodonides molt més
petites que els espermatocits paquitens (Lam. XXXVII — Fig. A). Presenten un diametre
cel-lular d’aproximadament 15 wm i un nucli rodé d’uns 10 wm de diametre, que conté una
eucromatina finament granular amb petites masses heterocromatiques associades a
I'embolcall nuclear i també disperses pel nucleoplasma. El citoplasma presenta: un aparell
de Golgi molt desenvolupat que es disposa a prop del nucli, cisternes de reticle
endoplasmatic rugés i llis, alguns mitocondris i un gran nombre de vesicules de mida i
electrodensitat variable. Aquestes cel-lules entren a la segona divisié meidtica sense

duplicar el seu contingut genetic.

Entre les diverses generacions d'espermatocits s'estableixen unions de tipus desmosomes i

unions estretes (Lam. XXXII — Fig. B).

2.2.2.3. Les espermatides i I’espermiogenesi

Les espermatides joves tenen una morfologia arrodonida amb un diametre d’entre 10 1 12
pum. El seu nucli esferic, d’uns 5 um de diametre, presenta una posicié central (Lam.
XXXVII - Fig. B). El contingut d'organuls d'aquestes cel-lules és molt similar al dels
espermatocits secundaris. Les espermatides experimenten una scrie de transformacions

complexes que donen com a resultat la formacié dels espermatozoides.

En el Capitol 1 d’aquest treball s’ha dividit I’espermatogenesi de porci en 8 estadis d’acord
amb el metode de la morfologia tubular, el qual es basa en els segiients parametres: (1) la
composicié de cel-lules germinals de ’epiteli seminifer, (2) la fase meiotica dels
espermatocits i, (3) els canvis nuclears i acrosomics que experimenten les espermatides. La
reorganitzacio i modificacié del nucli i de I’acrosoma de les espermatides no van poder ser
estudiats al microscopi Optic, el que va fer que les espermatides fossin designades, en un
principi, com a espermatides en fase d’elongacié. L’estudi dels 8 estadis de 1’epiteli
seminifer al microscopi electronic de transmissié ha permes analitzar 1 descriure amb detall
els canvis morfologics que experimenten les espermatides al llarg del procés

d’espermiogenesi.
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Encara que, durant I’espermiogenesi tingui lloc una transformacié morfologica gradual de
les espermatides, €s necessari establir una serie de distincions per tal de dividir en passos
I’espermiogenesi. En porci, I’espermiogenesi s’ha dividit en 9 passos que vénen
determinats per 9 tipus diferents d’espermatides. Les caracteristiques que defineixen

aquests 9 tipus d’espermatides es descriuen a continuacio.

Espermatides en el pas 1 (Lam. XXXIX — Figs. A-F). Aquestes espermatides presenten un
nucli esferic i un sistema acrosomic (granul acrosomic més vesicula acrosomica) forca

visible.

Espermatides en el pas 2 (Lam. XL -Figs. A-F; Lam. XLI - Fig. A). Aquestes
espermatides presenten un nucli esferic, com en el pas 1, i un granul acrosdmic clarament

visible dins la vesicula acrosdmica en contacte amb el nucli.

Espermatides en el pas 3 (Lam. XLI — Figs. B 1 E; Lam. XLIII — Figs. A i F). Aquestes
espermatides tenen un nucli esferic, com en els passos 1 1 2, per0, presenten un acrosoma
en forma de caputx6 que cobreix la meitat del nucli. En aquest pas de I’espermiogenesi les

espermatides s’orienten a 1’atzar.

Espermatides en el pas 4 (Lam. XLI — Figs. C, D i F; Lam. XLII — Figs. A-D; Lam. XLIII
— Figs. B-E; Lam. XLIV — Fig. A). En aquest pas, les espermatides s'incorporen dins dels
elements citoplasmatics o criptes de les cel-lules de Sertoli amb els acrosomes orientats cap
a la lamina basal. Les espermatides es polaritzen i la major part del citoplasma es disposa
al pol distal de les cel-lules. Els nuclis presenten una forma oval i contenen una

eucromatina granular distribuida irregularment.

Espermatides en el pas 5 (Lam. XLIV — Fig. B). Aquestes espermatides tenen un nucli
cilindric que presenta una cromatina amb un grau de condensacié superior respecte del pas

anterior. Els acrosomes, a més, presenten una projeccio apical molt prominent.

Espermatides en el pas 6 (Lam. XLIV - Figs. C-F; Lam. XLV - Figs. A-C). Aquestes
espermatides presenten un nucli cilindric o en forma d’espatula i pla 1, una cromatina en un
estat més avancat de condensacié. Els acrosomes mostren una projeccié apical molt

prominent, com en el pas 5.

Espermatides en el pas 7 (Lam. XLV — Figs. D-F; Lam. XLVI — Figs. A i D). Aquestes
espermatides presenten un nucli en forma d’espatula i un acrosoma amb una projeccid

apical en forma de ganxo.
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Espermatides en el pas 8 (Lam. XLVI — Figs. B, C, E i F; Lam. XLVII — Figs. A-C,E 1 F;
Lam. XLVIII — Figs. A-F; Lam. XLIX - Figs. A, B i E). Aquestes espermatides presenten
un nucli i un acrosoma plenament diferenciats. La beina mitocondrial de la peca intermedia

es comenga a acoblar en aquest pas.

Espermatides en el pas 9 (Lam. XLVII — Fig. D; Lam. XLIX — Figs. C, D, Fi G). Aquestes
espermatides presenten un nucli i un acrosoma com en el pas 8. La beina mitocondrial de
la peca intermedia s’acaba d’acoblar en aquest pas i, les cues queden lliures al lumen dels

tabuls seminifers.

La Taula 1 mostra la composici6 cel-lular, descrita en el Capitol 1 del present treball i, els
diferents tipus d’espermatides presents en cada un dels estadis del cicle de 1’epiteli

seminifer.

TAULA 1. Composicié cel-lular dels diferents estadis del cicle espermatogenic en
mascles porcins sans de la raca Landrace*

Estadis
I 1I 111 v A% VI VII VIII
A A A A A A
In In In B B
B B B
PL
L L
P Z Z Z Z Z Z
P P P P
D Telofase I
Anafase I
11 1I 11
Telofase II
Anafase II
RS
ES 1 ES 2 ES 3
ES 4 ES 5 ES 6 ES 6/7 ES 6/7 ES 7/8 ES 8 ES 9

S
*Les cel-lules adjacents a la lamina basal se situen a la part superior de la Taula, mentre que, les ceél-lules més properes al lumen
tubular se situen a la part inferior de la Taula. A, espermatogonies A; In, espermatogonies intermedies; B, espermatogonies B;
PL, espermatocits preleptotens; L, espermatocits leptotens; Z, espermatocits zigotens; P, espermatocits paquitens; D,
espermatocits diplotens; II, espermatocits secundaris; RS, espermatides arrodonides; ES, espermatides en fase d’elongacid; S,
espermatozoides.
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Al Capitol 1 d'aquest treball s'ha estimat la durada de cada un dels estadis del cicle
espermatogenic, d'acord amb aquestes dades l'espermiogenesi dels mascles porcins
Landrace té una durada total d'uns 14 dies.

L’espermiogenesi comenga a I’estadi VI, immediatament després que es formin les
espermatides arrodonides. Aquestes cel-lules presenten una forma esfeérica i un nucli també
esferic localitzat al centre de la cel-lula. Les espermatides mantenen aquesta forma durant
la fase Golgi (passos 11 2) i la fase caputxé (passos 3 1 4) (Lam. XXXIX - Figs. A, C, E i
F; Lam. XL - Figs B, C i E; Lam. XLI — Fig. A). Durant aquestes dues fases, el centriol
distal inicia el creixement de I’axonema. La migracié del parell de centriols des de la
periferia cel-lular cap al nucli té lloc en aquestes fases (Lam. XXXIX — Fig. F), alhora que,
també es produeix una invaginacié de la membrana plasmatica al llarg de I’axonema, amb
la qual cosa es forma un estret compartiment citoplasmatic al voltant d'aquest i
I'anomenada fossa caudal (Lam. XLIV — Fig. A). Aquest compartiment citoplasmatic es pot
subdividir en dues regions: el compartiment periaxonematic proximal i el compartiment
periaxonematic distal. El compartiment periaxonematic proximal €s la porcié envoltada pel
lobul citoplasmatic, aix0 fa que I’axonema estigui limitat per una doble membrana, la
membrana propia del compartiment i la del lobul citoplasmatic (Lam. XLIV — Fig. A; Lam.
XLV - Fig. D; Lam. XLVI - Figs. A, B i E). El compartiment periaxonematic distal és la
porcié de citoplasma periaxonematic lliure de 1obul citoplasmatic i, per tant, esta limitat
simplement per una tinica membrana que correspon a la membrana del compartiment (Lam.
XLVI - Fig. D; Lam. XLVII - Fig. A).

A la fase acrosomica (passos 5-7) el nucli s’allarga, es condensa i perd la seva posicio
central. Aquest canvi en la posicié nuclear provoca que la major part del citoplasma flueixi
cap al pol de la cel-lula oposat al nucli, on adopta una forma de 10bul allargat que s’estén i
envolta la cua en formacid. Aixi, en les espermatides allargades, existeix Unicament una
petita porcié de citoplasma al voltant del nucli, mentre que, la major part del citoplasma es
troba dins el 10obul citoplasmatic (Lam. XLIV — Fig. E; Lam. XLV - Fig. A).

Al comengament de la fase de maduracié (passos 8 1 9), com a resultat de la migraci6 de
I’anell del flagel al llarg de ’axonema, el compartiment proximal periaxonematic perd la
seva demarcacié (Lam. XLVIII — Figs. C i D). En aquest moment, es produeix un rapid
augment del gruix de les fibres denses al llarg de I’axonema (Lam. XLVI — Fig. B; Lam.

XLVIII - Figs. C 1 D) 1 un contacte directe dels mitocondris amb les fibres denses al llarg
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de I’esbds de la peca intermedia de la cua, és a dir, entre la peca de connexi6 i 1’anell del
flagel (Lam. XLVIII — Figs. C 1 D; Lam. XLIX — Figs. A i B). En el pas 9 de la fase de
maduracio, el 1obul citoplasmatic migra cap a la regié del cap de I’espermatida i, en una
fase més tardana del pas 9 es despren, la qual cosa produeix el cos residual (Lam. XLVII —
Fig. A; Lam. L — Fig. F). Una petita porcié romanent de citoplasma de I’espermatida es
queda unida a la regi6 de la peca de connexid, i constitueix la gota citoplasmatica
caracteristica dels espermatozoides joves. Els ponts citoplasmatics que connecten les
espermatides en desenvolupament es mantenen fins al pas 8 de I’espermiogenesi (Lam.

XLVIII - Figs. A1C).

A continuacié es descriu I’evolucié dels diferents elements citoplasmatics al llarg del

procés espermiogenic.

¢ El nucli i I’embolcall nuclear

El nucli de les espermatides de nova formacié presenta una eucromatina granular
distribuida homogeniament, amb escasses masses heterocromatiques i un petit nucleol
situat a prop de I’embolcall nuclear (Lam. XXXVIII — Fig. Al). L’aparenca de la cromatina
no canvia gaire durant la fase Golgi i la fase caputx6 (passos 1-4). Els primers signes de
condensaci6 de la cromatina es comencen a observar al final de la fase caputxd (pas 4),
amb ’aparicié d’escasses i petites masses heterocromatiques disperses pel nucleoplasma
(Lam. XLI — Figs. C i F; Lam. XLII - Fig. A; Lam. XLIII — Fig. D; Lam. XLIV - Fig. A).
En els passos successius (passos 5-7), I’eucromatina esdevé progressivament més granular
amb abundants i petites masses heterocromatiques disperses pel nucleoplasma (Lam. XLIV
— Figs. B-F; Lam. XLV - Fig. A). La condensaci6 de la cromatina s’inicia a la part més
apical del nucli, per sota de I’area ocupada pel sistema acrosOmic i, progressa en sentit
distal i des de la periferia cap al centre nuclear (Lam. XLV - Figs. A, C i E). La
condensaci6 de la cromatina fa que aquesta experimenti una reduccié de volum i, com a
conseqiiencia d’aquesta retraccid nuclear, apareix en la regié postacrosomica del nucli
(passos 6 1 7) un espai entre la cromatina i I’embolcall nuclear (Lam. XLV — Figs. E i F;
Lam. XLVI - Figs. A i C). Les masses grolleres d’eucromatina granular es van condensant
gradualment (Lam. XLVI — Figs. C i E) fins a constituir una massa densa amb petites

cavitats o vactols (Lam. XLVI — Fig. F; Lam. XLVII — Fig. F). Aquests vacuols

99



2. Ultraestructura testicular

desapareixen en el pas 9 de I’espermiogenesi i la cromatina esdevé una massa densa
homogenia (Lam. XLVII — Fig. D). El nucleol no desapareix fins al pas 3 de la fase
caputxo (Lam. XLI - Fig. B).

Durant I’espermiogenesi, I’embolcall nuclear de les espermatides experimenta una serie de
modificacions en diferents regions, algunes d’aquestes modificacions son caracteristiques
estructurals permanents de I’espermatozoide.

Al domini subacrosomic, al llarg dels passos 2-6, la membrana nuclear interna esta
associada a una fina linia de material dens (Lam. XL — Fig. F; Lam. XLV — Fig. B; Lam.
XLVI - Fig. A). Al domini postacrosomic, a la zona ocupada per la fossa d’implantacié
que envolta el capitulum en desenvolupament de la peca de connexié (pas 2), hi ha una
linia de material dens adherida a la membrana externa de I’embolcall nuclear que rep el
nom de placa basal (Lam. XLIII — Figs. D i F). La placa basal és I’estructura que uneix la
peca de connexi6 amb el nucli.

Al llarg de les fases Golgi i caputxd, algunes zones de I’embolcall nuclear de la regi6
postacrosdmica exhibeixen un aspecte altament desorganitzat; aquestes zones corresponen
a punts de dissoluci6 i reabsorcié de membranes (Lam. XXXVIII — Fig. Al; Lam. XXXIX
—Fig. F; Lam. XL — Fig. A; Lam. XLI — Fig. F; Lam. XLIII — Fig. A).

El nucli de les espermatides en fase acrosomica 1 en fase de maduracié presenta al seu
extrem distal unes evaginacions molt pronunciades de 1’embolcall nuclear que contenen un
espai lliure de cromatina. Aquestes evaginacions reben el nom de cossos laminars i,
presenten un gran nombre de porus nuclears que permeten I’intercanvi de substancies entre
el nucleoplasma 1 el citoplasma de I’espermatida (Lam. XLV — Fig. F; Lam. XLVI - Fig.
C; Lam. XLII — Fig. A). Els cossos laminars experimenten una forta regressio al final de
I’espermiogenesi, tot i aix0, els espermatozoides madurs de porci presenten petits

excedents de membrana a la regi6 distal del nucli (Lam. XLIX — Fig. C).

e L’aparell de Golgi i el sistema acrosomic

L’aparell de Golgi esta altament relacionat amb el sistema acrosomic en desenvolupament
durant la fase Golgi (passos 11 2) i, en el primer pas de la fase caputxé (pas 3). A I'tltim
pas de la fase caputx6 (pas 4) o al comencament de la fase acrosomica (pas 5), ’aparell de
Golgi es dissocia del sistema acrosomic i se situa al mig del 1obul citoplasmatic (Lam. XLI

— Figs. CiD).
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L’aparell de Golgi mostra dues regions principals: el cortex i la medul-la. El cortex esta
constituit principalment per saculs interconnectats i fortament empaquetats i, la medul-la
esta formada pel conjunt de vesicules recobertes i no recobertes presents a les proximitats
del cortex (Lam. XXXIX — Figs. B i D; Lam. XL — Figs. BiF).

Els primers saculs de la cara convexa (cis) de I’aparell de Golgi sén més dilatats. Per sobre
la cara cis s’observen diverses cisternes de reticle endoplasmatic que es disposen envoltant
I’aparell de Golgi (Lam. XXXIX — Figs. B i1 D; Lam. XL - Fig. F).

Els ultims saculs de la cara concava (trans) de I’aparell de Golgi mostren un lumen més
dilatat, o bé, es troben més separats del cortex (Lam. XXXIX - Figs. B i D; Lam. XL - Fig.
F). La cara trans de 1’aparell de Golgi té una aparenca més fragmentada que la cara cis, ja
que, esta formada per petits tibuls i vesicules.

A les regions entre els saculs s’hi observen nombrosos tibuls de tipus anastomosat o
ramificat que connecten els apilaments de saculs entre si. En aquestes regions també es
poden apreciar petites vesicules (Lam. XL — Fig. B).

Durant I’espermiogenesi, 1’aparell de Golgi experimenta grans canvis. En el pas 1, els
dictiosomes o saculs son petits i les regions entre saculs sén predominants (Lam. XXXIX —
Figs. A-D). Aquests saculs apilats estan implicats en la formacié de la vesicula
proacrosomica. En els passos 2 1 3, el cortex de 1’aparell de Golgi presenta uns saculs més
extensos i1 uns espais entre saculs més reduits (Lam. XL — Fig. B). Durant tots aquests
passos (passos 1-3), I’aparell de Golgi esta activament involucrat en la formacié del
sistema acrosomic. Al final de la fase caputxd o en les successives fases acrosomica 1 de
maduracid, ’aparell de Golgi esta format, gairebé exclusivament, per saculs apilats i, la
resta de vesicules i tibuls associats desapareixen o sén molt poc prominents (Lam. XLI —
Figs. CiD).

A la fase Golgi i a I'inici de la fase caputxé €s molt freqiient observar cossos
multivesiculars (Lam. XLI — Fig. F; Lam. XLII — Figs. E i F). Aquestes estructures se
situen sempre molt proximes a 1’aparell de Golgi (Lam. XXXIX — Fig. F; Lam. XL - Fig.
B). Al final de la fase caputxd, quan les espermatides es polaritzen, els cossos
multivesiculars se situen, com la resta d’organuls, al pol distal de la cel-lula (Lam. XLI -
Fig. F).

El sistema acrosomic és un organul limitat per membrana que es troba fortament adherit a
la superficie del nucli de I’espermatida i de I’espermatozoide. Des del punt de vista
estructural, al sistema acrosomic es poden diferenciar dues regions: el granul acrosomic i la

vesicula acrosomica (Lam. XLI — Fig. A). Durant I’espermiogenesi, es poden distingir tres
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periodes de formacio i evoluci6 del sistema acrosomic. A la fase Golgi hi ha la formacié de
nombroses vesicules proacrosomiques en la cara trans de I’aparell de Golgi (Lam. XXXIX
— Figs. E i F); aquestes vesicules presenten al seu interior un nucli de material dens que
formara el granul acrosomic. Les petites vesicules proacrosomiques es van fusionant les
unes amb les altres fins a formar una gran vesicula que estableix contacte amb 1’embolcall
nuclear (Lam. XXXIX — Figs. E 1 F; Lam. XL - Figs. B-F). La vesicula acrosomica
s’engrandeix fins assolir el seu volum maxim al final de la fase caputxd; aquest fet és
conseqiiencia de la fusié de vesicules addicionals procedents de la cara trans de 1’aparell de
Golgi amb la membrana acrosomica externa (Lam. XL — Figs. C i1 F). Alhora que la
vesicula acrosomica creix, va adoptant una forma aplanada sobre la superficie del nucli. El
granul acrosdmic en la fase caputxd esdevé més dens i passa a tenir una forma hemisferica
ja que s’adhereix fortament a la membrana acrosomica interna, aquesta adhesié provoca, a
més, una profunda depressié en 1’embolcall nuclear (Lam. XLI — Figs. B, C i1 F). El granul
acrosomic es manté al llarg de I’espermiogenesi i constitueix 1’acrosoma propiament dit; la
resta del sistema acrosoOmic conté un material de baixa densitat que constitueix el caputx6
(Lam. XLI - Figs. A, B i E; Lam. XLIV — Figs. B i C). El caputxé també es manté al llarg
de I’espermiogenesi i a I’espermatozoide. Durant la fase de maduracio, el granul acrosomic
1 el caputx6 experimenten una elevada condensacié (Lam. XLVI — Fig. C; Lam. XLVII —
Figs. BiD).

L’aportacié de material al sistema acrosomic s’atura al final de la fase caputxd, quan

I’aparell de Golgi se separa de I’acrosoma en desenvolupament (Lam. XLI — Figs. C i D).

¢ El reticle endoplasmatic

El reticle endoplasmatic experimenta grans modificacions estructurals durant
I’espermiogenesi. A la fase Golgi (passos 11 2) 1 en el primer pas de la fase caputxd (pas
3), el reticle endoplasmatic esta format per petites cisternes que es distribueixen
homogeniament per tot el citoplasma (Lam. XXXIX — Figs. A-F; Lam. XLI — Figs. A i E).
En algunes ocasions aquestes cisternes s’apilen intensament (Lam. XLII — Figs. C i D). La
xarxa de cisternes de reticle endoplasmatic s’estén a través dels ponts que uneixen les
espermatides de la mateixa generacié (Lam. XXXVIII — Fig. Al). En aquests punts de
connexié intercel-lular és freqiient observar cisternes de reticle endoplasmatic o lamel-les

anellades disposades transversalment (Lam. XXXVIII — Figs. A2 i A3).
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En I’dltim pas de la fase caputx6 (pas 4) i durant la fase acrosomica (passos 5-7), el
citoplasma de les espermatides conté un reticle endoplasmatic molt desenvolupat, que
experimenta les segiients modificacions: (1) per la banda interna del manchette, format per
microtibuls, les cisternes formen llargs tibuls o lamines amb unions laterals que corren
adjacents 1 paral-leles a aquests microtibuls (Lam. XLVI — Fig. A); (2) al llarg del
compartiment periaxonematic proximal, el reticle endoplasmatic forma un “revestiment”
constituit per cisternes de tipus tubular (Lam. XLVI — Fig. B); (3) en la porcié intermedia
del 1obul citoplasmatic, a prop de la cua en formacid, el reticle endoplasmatic s’organitza
en forma de roseta, aquesta disposicié rep el nom de cos radial (Lam. XLI — Fig. F; Lam.
XLII - Figs. A i B; Lam. XLIII - Fig. B).

A la fase de maduracid, el reticle endoplasmatic entra en regressid, de manera s'observen
molt poques cisternes al citoplasma residual alliberat de les espermatides en el pas 9
(espermiacid) (Lam. L — Fig. F; Lam. XLII — Fig. A).

Algunes cisternes de reticle endoplasmatic estan associades a ribosomes, perO aquests
també es troben lliures al citoplasma en forma de poliribosomes, els quals sén
particularment abundants en la fase acrosomica.

Les espermatides en el pas 7 de la fase acrosomica i en el pas 8 de la fase de maduracio,
presenten al citoplasma una estructura anomenada cos reticulat formada per un material
electrodens que es disposa formant filaments gruixuts (Lam. XLVIII - Fig. A). El cos

reticulat desapareix en el pas 9 de la fase de maduracio.

¢ Els centriols i la formaci6 de la peca de connexié

Al citoplasma de les espermatides arrodonides (Estadi VI) hi ha un parell de centriols
disposats en angle recte un respecte de I’altre i, localitzats molt a prop de la membrana
plasmatica. A la fase Golgi, els centriols migren de la periferia cel-lular cap al nucli 1
arrosseguen amb ells la membrana plasmatica (Lam. XXXIX — Fig. F). Simultaniament, un
dels dos centriols inicia la formaci6 de I’axonema. A la fase caputxd, els centriols
s’associen amb la fossa d’implantacié que s’uneix a I’embolcall nuclear mitjancant la placa
basal (Lam. XLIII — Fig. B). A la zona de la fossa d’implantaci6 i del centriol proximal,
s’observa un material electrodens que es disposa envoltant ambdues estructures (Lam.
XLIII — Figs. E i F). A partir del centriol proximal es formen el capitulum i la peca de

connexiod 1, a partir del centriol distal es forma 1’axonema (Lam. XLIII — Figs. A, Ei F;
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Lam. XLVI — Figs. A i1 F). El creixement de 1’axonema es completa al final de la fase
caputx6 (Lam. XLIII — Fig. F).

Al llarg de la fase acrosdmica, es produeix una acumulacié progressiva de material
electrodens entre els triplets microtubulars i la superficie externa d’ambdds centriols.
Aquest material esdevé confluent i, juntament amb el capitulum, forma les columnes
estriades (Lam. XLVI - Fig. F; Lam. XLVII - Fig. E).

Durant la fase caputxd, una estructura coneguda com a adjunt centriolar sorgeix de
I’extrem del centriol proximal i assoleix la seva longitud maxima en els dltims passos de la
fase acrosomica (Lam. XLIII — Fig. E). Aquesta estructura és una extensio dels 9 triplets de
microtibuls centriolars. A D'extrem de 1’adjunt centriolar s’observa un material
lleugerament electrodens (Lam. XLIII — Fig. E). A la fase de maduraci6, 1’adjunt es dissol,
amb la qual cosa queda inicament el centriol proximal disposat en un angle de 45° respecte
de I'eix longitudinal de I’espermatida (Lam. XLVI — Fig. F). El material electrodens que
forma les columnes estriades és continu amb les fibres denses que es desenvolupen al llarg
de I’axonema (Lam. XLVI — Fig. F).

El manchette és una estructura formada per microtibuls molt caracteristica de la fase
acrosomica (Lam. XLIV — Figs. B-F), tot i que, en els dltims passos de la fase caputxd ja és
visible (Lam. XLIV — Fig. A). Aquesta estructura, considerada responsable de la forma
nuclear, s’estén des de la part inferior del sistema acrosomic fins al 1obul citoplasmatic
(Lam. XLIV — Figs. C i E). El manchette es disposa en forma de piramide truncada
aplanada 1, esta inserit en una estructura en forma d’anell anomenada anell nuclear.
Aquesta estructura, situada a una petita distancia de I’extrem distal de la vesicula
acrosomica, esta associada a la membrana plasmatica i es disposa envoltant el nucli (Lam.
XLIV - Figs. Ei F; Lam. XLV - Fig. A; Lam. XLVI - Figs. E i F; Lam. XLVII - Fig. E).
Aixi doncs, el manchette envolta la fossa d’implantacid, la peca de connexié en
desenvolupament 1, una part de I’axonema del compartiment periaxonematic proximal
(Lam. XLIV - Figs. C, Ei F; Lam. XLV - Figs. A, C, D1 F; Lam. XLVI - Figs. A-F). Les
parets d’aquest manchette estan constituides per nombrosos microtibuls que corren
paral-lels els uns respecte dels altres i respecte a 1’eix longitudinal de 1’espermatida. El
microtibuls estableixen entre ells ponts d’unié (Lam. XLVI — Figs. B 1 E). La dissoluci6
del manchette es produeix durant el passos 8-9 de I’espermiogenesi, la qual cosa coincideix
amb la rapida migracié de I’anell del flagel al llarg de I’axonema (Lam. XLVII — Fig. A;
Lam. XLVII - Figs. Ci D; Lam. XLIX — Figs. A i B). L’anell nuclear persisteix fins al pas
9 on esdevé I’escotadura circular (Lam. XLVII - Fig. D).
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El cos cromatoide i I’anell del flagel sén dues estructures diferents des del punt de vista
morfologic, pero, al llarg de I’espermiogenesi s’associen momentaniament. El cos
cromatoide s’observa en la fase Golgi, en la fase caputxdé i en els passos inicials de la fase
acrosomica, habitualment, a les proximitats de 1’aparell de Golgi (Lam. XL - Figs. A i F;
Lam. XLII — Figs. C i D). A l'inici de I’espermiogenesi el cos cromatoide €s petit i
irregular i, esta constituit per un material electrodens granular (Lam. XL — Figs. A i F). Cap
al final de la fase caputxd, el cos cromatoide es mou cap al pol distal del nucli i es disposa
al voltant del centriol distal i de la part proximal de I’axonema (Lam. XLIII — Figs. B, C, E
1 F). L’anell del flagel és una estructura en forma d’anell constituida per un material
electrodens finament filamentds que esta estretament associat amb la membrana plasmatica
(Lam. XLIV - Figs. A i E; Lam. XLV - Fig. D; Lam. XLVI — Figs. A i F; Lam. XLVII —
Fig. E). A I'espermatozoide madur, I’anell del flagel esdevé I’anell de Jensen, el qual
marca el limit entre la peca intermedia i la peca principal i, impedeix el pas dels
mitocondris de la peca intermedia a la peca principal (Lam. XLIX — Fig. G). La formaci6
de I’anell del flagel s’inicia en el pas 1 de la fase Golgi, a les proximitats de la membrana
plasmatica que envolta el centriol distal a partir del qual deriva I’axonema (Lam. XLIV —

Fig. A).

e Les fibres denses

Les fibres denses, considerades 1’element citoesqueletic majoritari de la cua dels
espermatozoides, es troben distribuides al llarg de la peca intermedia i del primer ter¢ de la
peca principal, en nombre de 9, una per cada doblet de microtibuls de 1’axonema (Lam.
XLIX - Fig. D). El gruix i el diametre de les fibres denses son maxims a la zona limit amb
la peca de connexi6 i, es van reduint al llarg de les dues peces segiients (Lam. XLVIII —
Figs. A-F). Les fibres denses nimero 3 i 8 de la peca principal son substituides pels eixos
longitudinals de la beina fibrosa. Les fibres denses comencen a formar-se en el pas 6 de la
fase acrosomica (Lam. XLIV — Fig. E). Durant els passos 7-9, les fibres denses augmenten
de longitud i de diametre en direccié distal (Lam. XLV - Figs. A i D; Lam. XLVI -Figs. A
1 E; Lam. XLVII - Fig. A), malgrat tot, és en els passos 8 1 9 on les fibres denses de 1’esbds
de la peca intermedia experimenten un major creixement de gruix (Lam. XLVI — Fig. B;

Lam. XLVIII - Figs. Ci D).
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e I.a beina fibrosa

La beina fibrosa és una estructura complexa constituida per eixos longitudinals que corren
paral-lels i adjacents als doblets microtubulars nimero 3 i 8 i, per nombroses costelles
transversals que uneixen els eixos longitudinals (Lam. XLIX - Figs. F i G). El
desenvolupament de la beina fibrosa té lloc en sentit distal-proximal, és a dir, que la
formaci6 d’aquesta part de la cua comencga per la seva part més distal. El desenvolupament
dels eixos longitudinals es produeix des del pas 2 al pas 8. La formacié de les costelles es
produeix en canvi al llarg de les fases acrosomica i de maduracié (passos 5-8). Aixi doncs,
I’acoblament de la beina fibrosa €s un procés que s’estén des del pas 2 al pas 8 de
I’espermiogenesi.

A la fase caputxd, apareix una estructura tubular complexa i transitoria, anomenada cos
fusiforme. Aquesta estructura ocupa part de I’esbds de la peca intermedia i esta constituida
per microtibuls disposats ortogonalment respecte de 1'axonema i formant multiples capes
(Lam. XLIX - Fig. E). La desaparici6 del cos fusiforme es produeix al mateix temps que es
forma la beina mitocondrial i s'ha completat, també, el desenvolupament de la beina fibrosa

(passos 819).

¢ Els mitocondris

Els mitocondris de les espermatides arrodonides es caracteritzen perque I’espai de dins les
crestes €s molt dilatat i conté un fluid transparent als electrons, mentre que, la matriu
mitocondrial t€ un volum condensat i reduit (Lam. XXXVII — Fig. Al; Lam. XXXVII —
Fig. B). Aixi doncs, I’espai de dins les crestes €s volumetricament més important que
I’espai que ocupa la matriu. A les fases Golgi i caputxd, els mitocondris de les
espermatides son esferics 1 es distribueixen, majoritariament, a la periferia del citoplasma
(Lam. XXXIX — Figs. A-F; Lam. XL - Fig. B; Lam. XLI — Fig. E). A la fase acrosomica,
el citoplasma s’estén al llarg de I’axonema i els mitocondris no canvien massa la seva
estructura, encara que, sembla que incrementen en nombre (Lam. XLIV — Fig. E). En el pas
8 de la fase de maduraci6, I’anell del flagel descendeix per I’axonema; i, com a
conseqiiencia, el compartiment proximal periaxonematic desapareix i els mitocondris tenen
accés directe a les fibres denses (Lam. XLVIII - Figs. C 1 D; Lam. XLIX — Figs. A1 B). Els
mitocondris migren des del citoplasma periferic, entren en contacte amb les fibres denses i,

rapidament, es disposen un al costat de 1’altre de manera helicoidal al llarg de 1’esb6s de la
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peca intermedia. En els passos 8 1 9, els mitocondris s’allarguen i presenten forma de mitja
lluna (Lam. XLIX — Figs. A 1 B). Aquest canvi de forma ve acompanyat per una perdua del
fluid transparent als electrons de D'interior de les crestes, el volum de les quals ara
s’aproxima al volum de la matriu (Lam. XLVIII — Figs. C i D; Lam. XLIX — Figs. A i B).
Molts mitocondris no intervenen en la formaci6 de la peca intermedia de la cua, tot i aixo,
experimenten els mateixos canvis estructurals que els mitocondris que acaben formant part
de la peca intermedia. Aquests mitocondris sobrants sén descartats dins el cos residual al

final de I’espermiogenesi (Lam. L — Fig. F).

Una de les caracteristiques histologiques de 1’epiteli seminifer és 1’agrupacié de les
espermatides en desenvolupament dins del citoplasma apical de les cel-lules de Sertoli.
Aquesta relacié tan intima entre les espermatides i les cel-lules de Sertoli s’estableix en els
passos 5-6 1 es manté fins a I’espermiacié (Lam. XLIV — Figs. B-F; Lam. XLV - Figs. B-
F; Lam. XLVII — Figs. B, C i D; Lam. XLVIII — Figs. A, C i D). Durant les dltimes dues
fases de l’espermiogenesi, es produeix la invaginacié cap al lobul citoplasmatic de
perllongaments de la cel-lula de Sertoli (Lam. XLVIII — Fig. B). Algunes d’aquestes
invaginacions apareixen associades a una xarxa de cisternes de reticle endoplasmatic de
I’espermatida subjacent a la membrana plasmatica; aquesta xarxa es disposa resseguint el
perllongament de la cel-lula de Sertoli. Majoritariament, pero, els perllongaments de les
cel-lules de Sertoli, no apareixen associats al reticle endoplasmatic.

Gairebé al final de I’espermiogenesi, la membrana plasmatica del cap de les espermatides
madures emet estretes projeccions tubulars que son invaginades com una massa en forma
de disc cap al citoplasma de les cel-lules de Sertoli; a aquestes masses se les anomena
complexos tubulobulbars i serveixen per retenir les espermatides a la superficie de 1’epiteli
seminifer (Lam. L - Figs. A-D). La desaparicié d’aquestes estructures es produeix just
abans de I’alliberament de les espermatides al lumen del tibul seminifer.

Al final de I’espermiogenesi es produeix un altre tipus d’interaccid entre les cel-lules de
Sertoli i les espermatides que permet a les espermatides madures (pas 9) alliberar-se del
citoplasma sobrant. La cel-lules de Sertoli ancoren els 1obuls citoplasmatics, mentre que,
els caps de les espermatides madures es mouen cap al lumen tubular. Aquest citoplasma
residual conté mitocondris, gotes lipidiques, algunes vesicules, cossos granulats i1
ribosomes (Lam. XLVII — Fig. A; Lam. L — Fig. F). El citoplasma residual s'allibera de la

peca de connexi6 al final del pas 9, deixant una petita porcié de citoplasma romanent unida
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a la peca de connexid. El citoplasma residual és fagocitat per les cel-lules de Sertoli i,
després lisat per la fusié amb lisosomes.

A la superficie apical de les cel-lules de Sertoli, es formen unes invaginacions anomenades
criptes; cada cripta conté una espermatida en procés de maduracié (Lam. XLV - Figs. C i
E; Lam. XLVII — Figs. B-D). La uni6 de les espermatides a les criptes es manté mitjangant
unions especialitzades, designades com a complexos ESER (Lam. XLVII — Fig. B; Lam. L
— Fig. C). Els complexos ESER es desenvolupen al citoplasma apical de les cel-lules de
Sertoli i, estan constituits per una cisterna de reticle endoplasmatic disposada a prop i
paral-lela a la membrana plasmatica de I’espermatida; entre la cisterna de reticle 1 la
membrana de la cel-lula de Sertoli es localitza una capa de material electrodens.

A T'epiteli seminifer s'observen nombroses cel-lules que presenten signes de degeneracio.
Aquestes cel-lules soén, majoritariament, espermatogonies i espermatides en els primers
passos de l'espermiogenesi (Lam. LI - Figs. A-E). Normalment, les cel-lules germinals
degeneratives son fagocitades per les cel-lules de Sertoli (Lam. XXVI — Fig. F), pero, en el
cas que aquestes cel-lules progressin, donaran lloc a espermatozoides amb algun tipus de
malformacio, la qual cosa pot provocar problemes de fertilitat. Les malformacions de les
espermatides en desenvolupament, en la majoria de casos, es donen en el desenvolupament

d’dnicament un component cel-lular, tal com 1'acrosoma, el nucli o la cua.

108



2. Ultraestructura testicular

DISCUSSIO

El present estudi posa novament de manifest 1’extraordinaria complexitat de
I’espermiogenesi. Aquesta complexitat és conseqiiencia de les multiples transformacions
que experimenten el nucli 1 els organuls citoplasmatics de les espermatides fins a convertir-
se en espermatozoides. Curiosament, a excepcid dels mitocondris, cap dels organuls
cel-lulars estandards, com el reticle endoplasmatic, 1’aparell de Golgi o els centriols,
formen part de l’espermatozoide madur; si bé, totes les estructures observades a
I’espermatozoide deriven d’aquests organuls. El sistema acrosomic és elaborat pel sistema
reticle endoplasmatic-aparell de Golgi; 1’axonema deriva del centriol distal; els elements
citoesqueletics de I’espermatozoide, com les fibres denses, la beina fibrosa i I’anell del
flagel, sén el resultat d’una elevada activitat de biosintesi a nivell dels poliribosomes.
L’elevat grau d’originalitat d’aquest procés de diferenciaci6é cel-lular fa que no tingui
equivalent en cap altre tipus cel-lular. El nucli de les espermatides, com a resultat d’un
mecanisme altament controlat de condensacié de la cromatina i de disposicié de
I’embolcall nuclear, esdevé compacte alhora que adopta una determinada forma, la qual és
especifica d’especie. Entre el nucli i el sistema acrosomic s’estableix una associacié molt
estreta, similar a la que s’estableix entre el parell de centriols i I’embolcall nuclear en els
primers passos de I’espermiogeénesi. Ambdos casos constitueixen exemples excepcionals
d’associacio entre el nucli i els organuls cel-lulars. Les modificacions estructurals dels
mitocondris, aixi com llur desplacament cap a i al voltant de la peca intermedia de la cua
de I’espermatozoide en formacid, no té cap equivalent en cap altre tipus cel-lular. Per
ultim, destacar que 1’evoluci6 i/o la formacié dels components citoesqueletics com el
manchette, els anells nuclear i del flagel, les fibres denses i la beina fibrosa son

caracteristiques especifiques de les espermatides.
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Entre les espermatides en desenvolupament i les cel-lules de Sertoli també s’estableix una
estreta relacid, aquesta relacié es pot considerar com un cas excepcional d’interacci
cel-lular. Tots els esdeveniments citologics que tenen lloc durant 1’espermiogenesi
pressuposen ’existeéncia d’'una multitud de mecanismes reguladors, tant de tipus bioquimic
com fisicoquimic. Aquest fet, ofereix un ampli camp d’investigacié tant per a la biologia

cel-lular com per a la biologia molecular.

En mamifers, 1’espermiogeénesi €s un llarg procés de diferenciaci6 cel-lular. L’ds
d’elements traca radioactius i de tecniques d'autoradiografia van fer possible determinar
que I’espermiogenesi dura aproximadament 20 dies en rata (Clermont 1 col., 1959) i 24
dies en humans (Heller i Clermont, 1964). Aquests temps sOn forca representatius de la
durada de I’espermiogenesi en la majoria d’especies de mamifers (Clermont, 1972). En el
present treball, s’ha estimat, a partir de la freqiiencia relativa dels estadis del cicle de
I'epiteli seminifer, que 1’espermiogenesi de porci dura uns 14 dies; aquesta durada no és
significativament diferent a les descrites per altres autors (Swierstra, 1968; Franca i
Cardoso, 1998), per tant, aix0 valida el metode emprat per a determinar la durada de

I’espermiogenesi.

Aixi doncs, I’espermiogenesi €s un procés que té una durada limitada 1, a on cada pas de
diferenciacié de les espermatides té una durada fixa especifica d’especie (Clermont i
Harvey, 1965). Aquests temps, pero, es poden veure afectats per factors extracel-lulars com
I’estres, la llum, la temperatura, I’estat sanitari, I’edat, les hormones o els factors de
creixement (Suda i col., 1992; Dadoune i Demoulin, 1993; Gnessi i col., 1997; Yazawa i
col., 1999; Gottreich i col., 2000; Mackay, 2000; Veeramachaneni, 2000; Mariani i col.,
2002). Sota aquestes condicions, es produeixen anomalies en 1’espermiogenesi i en el
procés de meiosi que experimenten els espermatocits (Gottreich i col., 2000; Sprando i
col., 2000). Aquestes alteracions es manifesten en una reducci6 del nombre
d’espermatides, la qual cosa provoca una disminucié considerable de la produccid
espermatica. El nombre d’espermatides de I’epiteli seminifer juntament amb el diametre
tubular es consideren marcadors de I’activitat espermatogenica (Yazawa i col., 1999;

Gottreich i col., 2000; Sprando i col., 2000).

En la diferenciacié de les espermatides hi estan involucrats, simultaniament, diversos
sistemes cel-lulars. El reticle endoplasmatic, I’aparell de Golgi, els mitocondris, el complex
centriolar axonematic i el nucli experimenten transformacions estructurals i bioquimiques

al mateix temps. Tots aquests processos s’integren i es coordinen a fi de produir
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espermatozoides normals. En el present treball, es descriu 1’evolucié de cada organul
citoplasmatic al llarg de I’espermiogenesi de porci, pero, s’ha de tenir en compte que tots

aquests processos haurien de ser visualitzats d’una manera integrada.

L’espermiogenesi €s un fenomen que implica nombroses espermatides, les quals es
mantenen unides entre si mitjancant ponts citoplasmatics. Aquesta caracteristica no és
propia unicament de les espermatides, ja que, les espermatogonies i els espermatocits
també la presenten; aix0 fa que el nombre d’espermatides associades sigui molt gran
(Fawcett i col., 1959; Dym i Fawcett, 1971; Weber i Russell, 1987). La unié de les
espermatides del mateix clon mitjancant els ponts citoplasmatics contribueix a la
sincronitzacié de la seva evolucid, la qual cosa fa que, en una determinada regié de
I’epiteli seminifer aparegui un nombre molt elevat d’espermatides en el mateix grau de

desenvolupament.

La diferenciaci6 de les espermatides no €s estructural o funcionalment independent del seu
entorn. De fet, el desenvolupament d’aquestes cel-lules esta intimament relacionat amb les
cel-lules de Sertoli (Bardin i col., 1994). En el present treball, s’han descrit les associacions
estrictament estructurals que existeixen entre les espermatides en desenvolupament i les
cel-lules de Sertoli, pero, s’ha fet escassa referencia a les interaccions funcionals que

s’estableixen entre ambdds tipus cel-lulars.

Per tant, en aquest treball s’han examinat detalladament els canvis que experimenta cada
organul o complex citoplasmatic al llarg de 1I’espermiogenesi. Els resultats indiquen que els
diferents passos de desenvolupament de les espermatides al llarg de I’espermiogenesi es

mantenen constants entre els tres mascles porcins Landrace estudiats.

Encara que, durant I’espermiogenesi tingui lloc una transformacié morfologica gradual de
les espermatides és necessari establir una serie de distincions per tal de dividir en passos
aquest procés. L’espermiogenesi de porci s’ha dividit en 9 passos d’acord amb els canvis
observats al nucli i al sistema acrosomic en desenvolupament (Leblond i1 Clermont,1952;
Clermont, 1954; Clermont 1 Leblond, 1955; Suswillo i Watson, 1990; Dadoune i Demolin,
1993; Clermont i col., 1993). Tot i que s’utilitza el mateix criteri per a totes les especies, el
nombre de passos varia entre especies i entre els investigadors d’una mateixa especie. Aixi
doncs, I’espermiogenesi s’ha dividit en 19 passos en rata, 17 en hamster, 14 en mones, 8 en
humans, 15 en bens 1, 9 en porc i toro (Suswillo 1 Watson, 1990; Clermont i col., 1993;

Dadoune i Demolin, 1993). Malgrat que el nombre de passos en que es divideix
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I’espermiogenesi de les diferents especies estudiades varii, les caracteristiques propies de

cada una de les fases de I’espermiogenesi son comunes.

Les caracteristiques de 1’espermiogenesi i dels espermatozoides de diferents especies,
sobretot en rata, han estat ben descrites (Oko i Clermont, 1990; Clermont i col., 1993; de
Kretser i Kerr, 1994; Eddy i O’Brien, 1994), pero, existeixen molts pocs estudis que
analitzin I’espermiogenesi en porci. Suswillo 1 Watson (1990) van realitzar un estudi
comparatiu de I’espermatogenesi i de I’espermiogenesi en porci i en bovi utilitzant talls
semifins de testicle tenyits amb blau de toluidina. Per tant, el present estudi aporta noves
dades sobre les transformacions ultraestructurals que experimenten les espermatides al

llarg del procés espermiogenic de porci.

El patré de condensacié de la cromatina de les espermatides en desenvolupament al llarg
de I’espermiogenesi descrit en aquest treball, €s molt similar al descrit en bens i en rates
(Loir i Courtens, 1979; Loir i Lanneau, 1984; Oko i Clermont, 1990; Suswillo i Watson,
1990; Eddy i O’Brien, 1994; de Kretser i Kerr, 1994). A les espermatides de rata
(Meistrich i col., 1978) i be (Loir i Lanneau, 1984), al mateix temps que es produeix la
condensacié de la cromatina, tenen lloc dues modificacions en la composicié de les
nucleoproteines basiques. La primera modificacié consisteix en la substitucié de diverses
histones especifiques de testicle, les quals estan presents tant als espermatocits com a les
espermatides arrodonides, per dues (rata) o vuit (be) proteines basiques especifiques de les
espermatides. Aquesta substitucié té lloc gradualment durant el periode d’allargament
nuclear i condensacié de la cromatina. La segona modificacié és també gradual i, implica
la substitucié de les proteines basiques especifiques de les espermatides per una o més
proteines basiques especifiques dels espermatozoides (les protamines). Aquestes proteines
son especialment riques en residus d’arginina i de cisteina; els residus de cisteina s’uneixen
entre si mitjancant ponts disulfur, fet que contribueix a la condensacié i estabilitzacié de la
cromatina. El procés de condensaci6 de la cromatina i de les proteines que hi intervenen ha
estat ampliament estudiat, pero, encara queda resoldre quin o quins factors, probablement

de tipus genetic, determinen la forma del nucli de cada especie (Clermont i col., 1993).

Malgrat que les protamines se sintetitzen al final de I’espermiogenesi (Hecht, 1988, 1990),
la sintesi dels RNA missatgers s’atura cap al final de la fase caputxé (Monesi, 1965;
O’Brien i Bellvé, 1980). Aquest fet fa pensar que, els RNA missatgers que codifiquen per
les protamines s’emmagatzemen en el citoplasma de les espermatides abans de ser activats

i traduits. Aquesta situacid es repeteix per a les proteines citoesqueletiques, ja que,
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aquestes se sintetitzen a la fase acrosomica i es dipositen a la fase de maduracié (Oko 1

Clermont, 1989).

L’embolcall nuclear de les espermatides de porci a les fases acrosomica i de maduraci6
presenten en el seu extrem distal els anomenats cossos laminars. Aquests excedents de
membrana també apareixen a les espermatides de la majoria d’especies de mamifers
(Franklin, 1968; Fawcett 1 Phillips, 1969; Phillips, 1970). Aquest fragment d’embolcall
nuclear experimenta una forta regressio al final de I’espermiogenesi, malgrat tot, una petita
porcié es manté en la majoria d’espermatozoides de diferents especies de mamifers

(Zamboni i Stefanini, 1970; Clermont i col., 1993; Bonet i col. 2000).

L’aparell de Golgi intervé activament en la formacio del sistema acrosomic durant les fases
Golgi i caputx6. Quan es produeix la dissociacié del sistema acrosomic, al final de la fase
caputx0, I’aparell de Golgi es localitza al 1obul citoplasmatic com la resta d’organuls de
I’espermatida. Diversos estudis han demostrat que, tot i la nova localitzacié de 1’aparell de
Golgi, ’activitat estructural 1 funcional d’aquest organul es manté (Clermont i Rambourg,
1978; Clermont i Tang, 1985). Eddy i O’Brien (1994) van suggerir que, en aquesta situacid
un possible desti de les proteines sintetitzades per I’aparell de Golgi era la membrana
plasmatica, ja que, aquesta experimenta importants canvis bioquimics durant

I’espermiogenesi.

Diversos estudis estructurals, citoquimics i funcionals han demostrat que I’aparell de Golgi
glicosila i segrega les proteines que constitueixen el sistema acrosomic (Bennett, 1984,
1988; Clermont i col., 1990; Smith, 1990), pero, existeixen molt poques dades sobre el
significat funcional de la relacié de 1’aparell de Golgi amb els cossos multivesiculars i amb

el cos cromatoide.

Els cossos multivesiculars, els quals son especialment abundants a les espermatides
d’algunes especies com el toro (Barth i Oko, 1989), es disposen molt a prop de 1’aparell de
Golgi durant els primers passos de I’espermiogenesi; més tard, es localitzen al pol distal
del nucli, a prop del parell centriolar. La presencia de fosfatasses acides dins els cossos
multivesiculars indiquen el seu possible origen lisosomal (Tang i col., 1982), pero, la seva

funci6 encara és incerta.

L’aparell de Golgi també contribueix a la formacié del cos cromatoide quan aquest es troba
a les proximitats de 1’aparell de Golgi durant la fase Golgi (Thorne-Tjomsland i col.,

1988).
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El sistema acrosomic és ric en glicoproteines (Allison i Hartree, 1970; Clermont 1 col.,
1981), 1 esta composta majoritariament per enzims hidrolitics 1 fosfatasses acides (Thorne-
Tjomsland i col., 1988). Diversos estudis citoquimics realitzats amb lectines han demostrat
que, la distribucié d’aquests enzims hidrolitics no és homogenia, siné que, a dins del
sistema acrosomic existeixen diferents compartiments quant a contingut (Bennett, 1988;

Thorne-Tjomsland i col., 1988; Abou-Haila 1 Tulsiani, 2000).

Al llarg de I’espermiogenesi, el reticle endoplasmatic de les espermatides en
desenvolupament experimenta grans canvis estructurals, la qual cosa suggereix que aquest
organul contribueix de manera molt activa en la diferenciacié de les espermatides. La
disposici6 del reticle endoplasmatic al citoplasma de les espermatides de porci al llarg del
cicle espermiogenic, és molt similar a la descrita per a altres especies de mamifers (Dym i
Cavicchia, 1978; Hermo i col., 1979; Clermont i col., 1990, 1993). Tot i aixo, a les
espermatides de porci, el reticle endoplasmatic no presenta algunes associacions tipiques
de les espermatides de rata. En rata, el reticle endoplasmatic apareix sovint associat a
material citoplasmatic electrodens, a aquest complex se’l coneix com a cos granulat
(Clermont i col., 1990) i intervé en la formacié de les fibres denses i la beina fibrosa. El
cos radial, format per cisternes de reticle endoplasmatic disposades en forma de roseta, esta
normalment associat a lamel-les anellades a les espermatides de rata (Dym i Cavicchia ,
1978). Clermont i col. (1990) van descriure que, a les espermatides de rata, alhora que el
reticle endoplasmatic es dissol al final de la fase de maduracid, apareix I’anomenat cos
reticulat que desapareix al final de I’espermiogenesi. La naturalesa i la funcié d’aquesta

estructura son encara desconegudes.

Les etapes de formacié de tots els elements que configuren la cua de I’espermatozoide de
porci s6n molt similars a les descrites en altres especies de mamifers (Phillips, 1974; Oko i
Clermont, 1990; Clermont i col., 1993). A les espermatides de rata, el centriol proximal i el
seu adjunt experimenten una regressio total a la fase de maduracid, la qual cosa genera una
cavitat buida en la porci6é proximal de la peca de connexié (Irons, 1983). En canvi, en
porci, el conjunt format pel centriol proximal i el seu adjunt presenten una regressio
parcial, ja que, en I’espermatozoide madur s’observa el centriol proximal disposat en un

angle de 45° respecte de 1’eix longitudinal del gameta (Bonet i col., 2000).

Tant en rata com en porci, el material electrodens que forma les columnes estriades és
continu amb les fibres denses (Clermont i col., 1993; Bonet i col., 2000). Segons diversos

estudis immunocitoquimics, les columnes estriades, la placa basal i el capitulum contenen
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proteines que també formen part de les fibres denses, fet que suggereix un origen comu per

a totes aquestes estructures (Oko, 1988; Clermont i col., 1990).

L’axonema de les espermatides de rata, com de les espermatides de porci, es desenvolupa a
partir del centriol distal per addicié d’o i B tubulines a ’extrem distal dels doblets de

microtibuls. El creixement de I’axonema s’atura al final de la fase caputx6 (Oko i

Clermont, 1990).

El manchette és una estructura caracteristica de la fase caputxd que esta formada per
microtibuls disposats paral-lels els uns respecte dels altres i respecte de 1’eix longitudinal
de I’espermatida (Hermo i col., 1991). Aquesta estructura és la responsable de la forma del
cap de l'espermatozoide la qual €s especifica d’especie (Cole i col., 1988; Abou-Haila i
Tulsiani, 2000), pero, a més, se li atribueixen altres funcions com la creacié de corrents
citoplasmatics que ajuden a la redistribuci6 1 disposicié dels organuls cel-lulars dins el
lobul citoplasmatic de les espermatides en desenvolupament. Aquesta hipotesi es veu
reforcada pel fet que, s’ha observat que els moviments citoplasmatics sén especialment
importants en la fase acrosomica, coincidint amb el maxim desenvolupament del

manchette (Clermont, 1967).

La distribucié i la morfologia del cos cromatoide de les espermatides de porci al llarg de
I’espermiogenesi sén molt semblants a les descrites en rata (Susi i Clermont, 1970;
Parvinen 1 Jokelainen, 1974). La composicié del cos cromatoide €és encara poc coneguda,
pero, el seu contingut de RNA suggereix que podria actuar com a portador d’informacié
(Hecht, 1990). Es pensa que el cos cromatoide també contribueix a la formacié de I’anell

del flagel (Susi i Clermont, 1970; Thorne-Tjomsland i col., 1988).

L’anell del flagel presenta una gran variabilitat entre especies pel que fa a la grandaria i a
I'estructura interna, pero, per a una determinada especie es manté constant (Fawcett i

Phillips, 1970).

Les fibres denses so6n elements citoesqueletics presents a tots els espermatozoides de totes
les especies de mamifers, encara que, la mida 1 la forma son especifiques d’especie
(Fawcett, 1970, 1975; Olson i Sammons, 1980; Bonet i col., 2000). En general, el gruix i el
diametre de les fibres denses son maxims a la zona limit amb la peca de connexié i es va
reduint al llarg de les dues peces segiients. Al final de la fase acrosomica i durant la fase de
maduracid, les fibres denses augmenten de longitud i, sobretot, de diametre en direccid

distal. L’augment de gruix de les fibres denses es produeix simultaniament al
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desplacament, en direcci6 distal, de I’anell del flagel fins a la regié que limita les peces
intermedia 1 principal de la cua de I’espermatozoide. El desplacament de I’anell del flagel
provoca la desaparicié del compartiment periaxonematic proximal i, permet que moltes
proteines contingudes en el 1obul citoplasmatic de les espermatides tinguin accés directe a

les fibres denses (Clermont i col., 1993).

L’aparenca de la beina fibrosa varia entre especies (Fawcett, 1975; Clermont 1 col., 1993),
pero, en general, esta composta per dos eixos longitudinals que corren paral-lels al llarg
dels doblets de microtibuls nimeros 3 i 8 i, per nombroses columnes transversals que
uneixen els dos eixos longitudinals (Oko i Clermont, 1990). El desenvolupament de la
beina fibrosa es produeix en sentit distal-proximal i s’estén des de la fase Golgi fins a la
fase de maduracié (Oko i Clermont, 1989; Clermont i col. 1990), tot i que, la maxima
produccid6 i acoblament de les proteines propies de la beina fibrosa té lloc, majoritariament,

a la fase de maduraci6 (Clermont i col., 1990).

L’evolucié que experimenten els mitocondris al llarg de I’espermiogenesi de porci és
comparable a la descrita per a diverses especies de rosegadors (André, 1962; Otani i col.,
1988). En rata, a diferencia de porci, els mitocondris de les espermatides apareixen
associats a un material electrodens finament granular durant la fase acrosomica (Clermont 1
col., 1993). Al llarg del cicle de I’epiteli seminifer, els mitocondris de les cel-lules
germinals de rata experimenten grans canvis morfologics, de manera que, s’observen com
a minim tres tipus diferents de mitocondris (Seitz i col., 1995). Les espermatogonies i els
espermatocits preleptotens i leptotens presenten mitocondris amb crestes normals, mentre
que, els espermatocits paquitens i les espermatides joves presenten mitocondris molt
condensats i gairebé cap cresta; els mitocondris dels espermatocits zigotens tenen un

aspecte intermedi (Seitz i col., 1995).

Entre les cel-lules de Sertoli i les espermatides s’estableixen importants relacions
estructurals que sén de vital importancia per al correcte desenvolupament de les
espermatides. Una d’aquestes interaccions €s la disposicid de les espermatides en
desenvolupament dins d’unes invaginacions en forma de cripta de les cel-lules de Sertoli
(Amlani i Vogl, 1988), la qual cosa permet un rapid i eficient intercanvi de substancies
entre ambdods tipus cel-lulars. D’acord amb diversos estudis immunocitoquimics que
utilitzen el microscopi electronic, aquesta disposicié de les espermatides es podria veure
afavorida per diversos elements citoesqueletics del citoplasma de les cel-lules de Sertoli

(Hermo i col., 1991; de Kretser i Kerr, 1994). Un altre tipus d’interaccid, observada en un
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gran nombre d’especies (Morales i Clermont, 1982; Vogl 1 col., 1985; Clermont 1 col.,
1993), és I’emissio de perllongaments citoplasmatics per part de les cel-lules de Sertoli cap
al lobul citoplasmatic de les espermatides subjacents. En rata i en porci, algunes d’aquestes
invaginacions apareixen associades a una xarxa de cisternes de reticle endoplasmatic
situada dins el citoplasma de I’espermatida subjacent; aquesta xarxa es disposa a prop de la
membrana plasmatica de 1’espermatida i ressegueix els perllongaments citoplasmatics que
emet la cel-lula de Sertoli. Aquestes invaginacions, després de la seva formacio,
experimenten una escissid, de manera que es generen vesicules de doble membrana que
engloben porcions de citoplasma de la cel-lula de Sertoli (Clermont 1 col., 1993). En una
fase més avancgada, es produeix una autolisi a I’interior de les vesicules i, aquestes passen a
tenir una Unica membrana. Aquestes observacions suggereixen que, 1’associacié entre el
reticle endoplasmatic i els perllongaments citoplasmatics de les cel-lules de Sertoli sén un
mecanisme per alliberar petites molecules de les cel-lules de Sertoli dins les espermatides
(Morales i Clermont, 1982). Per contra, els perllongaments citoplasmatics de la cel-lula de
Sertoli no associats al reticle endoplasmatic no mostren ni escissio ni autolisi, la qual cosa
suggereix que la seva funcié és acomodar les espermatides en desenvolupament dins les

cel-lules de Sertoli (Clermont i col., 1993).

A les etapes finals de I’espermiogenesi, la membrana plasmatica del cap de les
espermatides madures emet estretes projeccions tubulars que, sén invaginades com una
massa en forma de disc al citoplasma de les cel-lules de Sertoli; aquestes masses reben el
nom de complexos tubulobulbars. Aquests complexos retenen les espermatides fins al
moment de ser alliberades al lumen del tdbul seminifer; després de I’espermiacid, els
complexos tubulobulbars es dirigeixen cap a la base de la cel-lula de Sertoli (Vogl i col.,

1983; Wrobel i Schimmel, 1989; Pawar i Wrobel, 1991).

Les interaccions estructurals que s’estableixen entre les espermatides en desenvolupament i
les cel-lules de Sertoli, no només tenen una funcié de suport, siné que, a més, modulen
I’expressié genica 1 la funcid secretora de les cel-lules de Sertoli. En aquest sentit, les
espermatides joves actuen secretant factors solubles, mentre que, les espermatides madures
modulen la funcié secretora de les cel-lules de Sertoli mitjancant els canvis que
experimenten durant 1I’espermiogenesi i, mitjancant la fagocitosi dels cossos residuals per

part de les cel-lules de Sertoli (Jégou, 1991, 1992).

Les cel-lules de Sertoli experimenten canvis de forma i de contingut d’organuls al llarg del

cicle de I’epiteli seminifer. Les variacions en la forma cel-lular sén conseqiiencia de les
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transformacions estructurals i1 de la mobilitzacié6 de les cel-lules germinals del
compartiment basal al compartiment adluminal. Aquesta capacitat d’adaptacidé és
conseqiieéncia, basicament, de la presencia de nombrosos filaments intermedis distribuits
homogeniament pel citoplasma de les cel-lules de Sertoli (Lacy, 1960; Diertert, 1966). En
humans, la variaci6 de la morfologia de les cel-lules de Sertoli al llarg del cicle
espermatogenic no és tan evident com en altres especies de mamifers (Kerr i de Kretser,
1981). Les variacions en el contingut d’organuls es produeixen, majoritariament, en relacié

amb les espermatides en desenvolupament (Ueno i Mori, 1990).

El reticle endoplasmatic 1lis de les cel-lules de Sertoli no es disposa seguint cap patrd
morfologic general, ja que, pot presentar forma vesicular, tubular i/0 de cisternes
fenestrades o lamelars (Lofts, 1972; Dym, 1973; Schulze, 1974, 1984; Kerr i de Kretser,
1981; Baccetti i col., 1983; Ploen i Ritzén, 1984; Jegéu, 1992). En porci, bovi i ovi, el
reticle endoplasmatic 1lis forma grans masses compactes que apareixen al voltant de les
espermatides en desenvolupament (Schulze, 1974; Schulze, 1984; Wrobel i Schimmel,
1989; Pawar i Wrobel, 1991). En les cel-lules de Sertoli d’alguns remugants, s’han
observat nombroses capes concentriques de reticle endoplasmatic 1lis que, es disposen
englobant gotes lipidiques o porcions de citoplasma. En rata, s’ha demostrat que el reticle
endoplasmatic de les cel-lules de Sertoli experimenta canvis ciclics de forma d’acord amb

el cicle espermatogenic (Olvik i Dahl, 1981).

Pel que fa a les gotes lipidiques que s’observen al citoplasma de les cel-lules de Sertoli, es
creu que deriven del procés de fagocitosi, tant de les cel-lules germinals degeneratives com
del citoplasma residual de les espermatides madures. Per tant, el contingut de gotes
lipidiques de les cel-lules de Sertoli varia d’acord amb I’estadi del cicle de I’epiteli
seminifer (Lacy, 1960; Schulze, 1974; Fawcett, 1975; Kerr i de Kretser, 1975; Kerr i col.,
1984). Diversos estudis han demostrat que, en situacions d’aturada parcial de
I’espermatogenesi o, sota condicions patologiques, es produeix un augment de les gotes
lipidiques (Lofts, 1972; de Kretser i Kerr, 1983; Lincoln, 1989), perd, quan es restableix
I’espermatogenesi, les inclusions lipidiques desapareixen gradualment. Bergh (1981), va
descriure que I'increment de gotes lipidiques al citoplasma de les cel-lules de Sertoli de

testicle ectopic de rata precedia la fase de degeneraci6 de les cel-lules germinals.

A més de fagocitar les cel-lules germinals degeneratives, les cel-lules de Sertoli eliminen el
citoplasma residual de les espermatides madures. Aix0 explica que el nombre de

fagolisosomes de les cel-lules de Sertoli augmenti considerablement després que es
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produeixi I’espermiacid. Aquests fagolisosomes s’acaben desintegrant a la regi6 basal de

les cel-lules de Sertoli (de Kretser i Kerr, 1994).

Ueno i col. (1991) afirmen que, en rata, I’aparell de Golgi de les cel-lules de Sertoli
presenta diferents localitzacions intracel-lulars d’acord amb I’estadi del cicle de I’epiteli
seminifer, pero, sobretot, en funcié de la presencia d’espermatides madures. Durant la fase
de maduracio6, I’aparell de Golgi de les cel-lules de Sertoli se situa al citoplasma apical a fi
de proporcionar a les espermatides algunes glicoproteines necessaries per al seu
desenvolupament (Ueno i col. 1991). En porci, no s’han observat diferéncies en la posicié

d’aquest organul al llarg del cicle espermatogenic.

Les cellules de Leydig no presenten variacions estructurals al llarg del cicle
espermatogenic, malgrat aixd, no es pot afirmar que aquestes cel-lules no manifestin
diferencies funcionals en relaci6 a 1’espermatogenesi. Seran necessaris estudis addicionals
per tal d'aclarir aquest aspecte. S’ha demostrat que, diverses condicions patologiques, com
la criptorquidia (Lugg i col., 1996) o I’edat (Bara, 1969; Christensen i Fawcett, 1969; Lalli
i Clermont, 1975; Hermo i col. 1985; Chiwataka 1 col. 1991), alteren la funcid secretora de

les cel-lules de Leydig.

El condrioma i el reticle endoplasmatic de les cel-lules de Leydig presenten un aspecte
molt desenvolupat, fet que es correlaciona amb la seva implicaci6 en el procés
d’esteroidogenesi. Les crestes dels mitocondris de les cel-lules productores d’esteroides
presenten una gran variabilitat de formes (Prince, 1999). Aquesta diversitat, posa de
manifest el desconeixement que es té sobre com es relacionen les estructures subcel-lulars 1

I’activitat esteroidogenica.
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CONCLUSIONS

® De la morfologia i la morfometria del testicle

1. Els testicles del mascle reproductor porci raca Landrace (varietat anglesa), de 330,80 *
19,99 g de pes cada un, estan envoltats per una capsula de 2.375,13 + 246,68 um de

gruix.

2. La capsula testicular es divideix en tres capes: la tinica vaginalis, la tdnica albuginia i
la tinica vasculosa. La tdnica vaginalis constitueix 1'1,82 = 0,78 % de la capsula i esta
composta per una linia externa de cel-lules mesotelials i una linia interna de teixit
conjuntiu dens. La tdnica albuginia representa el 37,31 + 3,27 % de la capsula i esta
constituida per un teixit conjuntiu dens. La tdnica vasculosa ocupa el 64,26 + 4,40 %

de la capsula i és de teixit conjuntiu lax.

3. El percentatge de parenquima testicular ocupat pels tubuls seminifers i pel teixit
intersticial en mascles reproductors porcins sans de la raca Landrace (varietat anglesa)

ésdel 72,44 + 2,12 % 1 del 27,46 + 2,12 %, respectivament.

4. Els tibuls seminifers, de 226,23 + 18,08 wm de diametre, estan intensament recargolats

i compostos per la lamina propia i I'epiteli seminifer.

5. La lamina propia té un gruix mitja de 4-4,5 um i esta constituida per la lamina basal i

dues linies de cel-lules peritubulars. La linia de cel-lules en contacte amb la lamina
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basal la formen cel-lules de tipus mioide, mentre que, la linia més externa esta formada

per fibroblasts.

6. Els resultats obtinguts indiquen que les caracteristiques morfologiques i
morfometriques dels testicles i, especialment, dels marcadors testiculars, no difereixen
entre els mascles reproductors porcins estudiats, ni entre el testicle dret i esquerre. Per
tant, la caracteritzaci6 exhaustiva d'aquests parametres en els mascles porcins sans
contribuira a millorar la identificacié de les alteracions testiculars sota condicions
patologiques. Un profund coneixement de les -caracteristiques testiculars i,
especialment, dels marcadors testiculars en mascles porcins sans, pot ser de gran utilitat

per a la identificaci6 de les alteracions testiculars sota condicions patologiques.

® Del cicle de l'epiteli seminifer

1. La secci6 transversal d'un tdbul seminifer mostra un unic estadi.

2. La durada total del cicle espermatogenic en porci s'ha estimat en uns 9,6 dies i la

longitud total en uns 4.672,7 um.

3. Elcicle de l'epiteli seminifer del mascle reproductor porci de la raca Landrace (varietat
anglesa) ha estat dividit en 8 estadis d'acord amb el metode de la morfologia tubular.
L'associaci6 cel-lular, l'al¢cada de 1'epiteli seminifer, la freqiiencia relativa i la durada
de cada estadi sOn caracteristiques que serveixen per a definir cada un dels estadis del

cicle de 1'epiteli seminifer.

4. La relacié mitjana entre I’epiteli seminifer i el lumen valida per a qualsevol estadi del
cicle espermatogenic dels mascles reproductors porcins de la raca Landrace (varietat

anglesa) és de 5,04.
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5. L'area mitjana d'un tdbul seminifer tallat en seccidé transversal és de 41.598,158 *

7.376,401 umz, si es considera que la secci6 és circular i, el diametre teoric d’un tibul

seminifer és de 230,44 + 1,49 um.

6. Els estadis premeiotics (Estadis I, II i1 III) representen el 31,9 % del cicle
espermatogenic i es caracteritzen per la presencia, principalment, de cel-lules en les
fases inicials de la meiosi I. Les primeres etapes de la meiosi no afecten els parametres
morfometrics de l'epiteli seminifer, ja que, els valors obtinguts per 1'alcada de 1'epiteli
seminifer, la freqiiencia relativa, la longitud i la durada d'aquests estadis s6n molt

variables.

7. Els estadis meiotics (Estadis IV i V) representen el 16,4 % del cicle espermatogenic i
estan constituits, principalment, per cel-lules en un estat avangat de la meiosi I i/o
cel-lules en meiosi II. Les ultimes fases de la meiosi I 1, també, de la meiosi II tenen
lloc rapidament, la qual cosa fa que les freqiiencies relatives dels estadis meiotics i,

conseqiientment llur durada, siguin més baixes.

8. Els estadis postmeiotics (Estadis VI, VII i VIII) representen el 50,6 % del cicle
espermatogenic. L'esdeveniment més important que té lloc en aquests estadis és la fase
de maduracié de l'espermiogenesi. A la fase de maduraci6 les espermatides
experimenten diverses modificacions morfologiques i estructurals que donen lloc,
finalment, als espermatozoides. La complexitat d'aquests processos fa que els estadis

postmeiotics presentin valors més grans de freqiiencia relativa, longitud i durada.

® De l'espermiogenesi

1. L'espermiogenesi del mascle reproductor porci de la raca Landrace (varietat anglesa)
s'ha dividit en 9 passos que vénen definits per 9 tipus diferents d'espermatides. El
criteri emprat per a la classificacié es basa en les modificacions que experimenta el

nucli i el sistema acrosomic al llarg del cicle espermatogenic.
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La fase Golgi inclou els passos 1 i 2 de l'espermiogenesi, la fase caputxé els passos 3 i

4, la fase acrosomica els passos 5-7 i la fase de maduraci6 els passos 81 9.

La durada de l'espermiogenesi en porci s'’ha estimat en uns 14 dies.

Les caracteristiques propies de cada una de les fases de I'espermiogenesi sobn comunes

a totes les especies de mamifers estudiades fins al moment.

La diferenciaci6 de les espermatides implica, simultaniament, diversos sistemes
cel-lulars. El reticle endoplasmatic, 1'aparell de Golgi, els mitocondris, el complex
centriolar axonematic i el nucli experimenten transformacions estructurals i
bioquimiques de manera simultania. Tots aquests processos s'integren i es coordinen a

fi de produir espermatozoides normals.

A excepcidé dels mitocondris, cap dels organuls cel-lulars estandards, com el reticle
endoplasmatic, l'aparell de Golgi o els centriols, formen part de I'espermatozoide
madur. Pero, totes les estructures observades a l'espermatozoide madur deriven

d'aquests organuls.

El sistema acrosomic és elaborat pel sistema reticle endoplasmatic-aparell de Golgi;
I'axonema deriva del centriol distal; els elements citoesqueletics de 1'espermatozoide
com les fibres denses, la beina fibrosa i 1'anell del flagel s6n el resultat d'una elevada

activitat de biosintesi a nivell dels poliribosomes.

El nucli de les espermatides, com a resultat d'un mecanisme altament controlat de
condensaci6 de la cromatina 1 de disposicié de 1'embolcall nuclear, esdevé compacte

alhora que adopta una determinada forma que és especifica d'especie.

Entre el nucli i el sistema acrosomic s'estableix una associacié molt estreta, similar a la

que s'estableix entre el parell de centriols i I'embolcall nuclear en els primers passos de
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10.

11.

l'espermiogenesi. Ambdds casos constitueixen exemples excepcionals d'associacid

entre el nucli i els organuls cel-lulars.

L'evolucié i/o la formacié dels components citoesqueletics com el manchette, els anells
nuclear i del flagel, les fibres denses i la beina fibrosa son caracteristiques especifiques

de les espermatides.

Entre les espermatides en desenvolupament i les cel-lules de Sertoli s'estableix una
relaci6 molt estreta, aquesta relaci6 es pot considerar com un cas excepcional
d'interacci6 cel-lular. Aquesta interaccié no només serveix per ancorar les espermatides
en desenvolupament a l'epiteli seminifer, sin6 que també actua com un mecanisme

regulador de I'espermiogenesi.
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