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Abstract.

Study of the acrosome hamster's spermatozoon at different

levels of the epididymis using phosphotungstic acid.

Our paper deals with the variations produced in the

acrosome of hamster's spermatozoon at different epididymal

levels (caput, corpus and cauda) and vas deferens. The

study has been carried out using different techniques based

on phosphotungstic acid (PTA).

We have observed the different affinity of the

acrosome for the PTA, a¿cording to the pH of the reacting

medium and the epididymal level being studied. In this way,

at the caput level, labelling in the marginal apical

segment, principal segment and equatorial segment of the

acrosome is detected (pH dependent). In the corpus there is

no affinity in the apical segment; labelling in the

principal and equatorial level is observed (pH dependent) .

At the other above mentioned levels, no labelling is

observed in the acrosome.

The pH dependent affinity of different substrates for

the PTA is discussed and the formers related with acrosomic

maturation.

Keywords: Acrosome, epididymis, hamster's spermatozoon,

maturation, phosphotungstic acid.
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El terme maduració descriu un conjunt de canvis morfo-

lògics i bioquimics que tenen lloc en l'espermatozoide

durant el seu pas per el conducte epididimal (Bedford, J.

I

L'acrosoma de diferents espècies presenta variacions

M. (1975, 1979), Olson G. E. (1982».

en el tamany, forma, i/o en l'estructura interna. Fawcett

D.W. & Hollenberg (1963) van ésser els primers en demostrar

canvis importants en l'acrosoma del conill d'indies; també

l'acrosoma de xinxilla presenta marcades alteracions (Faw-

cett D�W.& Philips D.M., 1969); en altres especies com el

tants (Bedford J. M.& Millar R. P.,1978, Jones et al,

conill, elefant i mono, aquests canvis no són tant impor-

1974) .

I

Holt (1919), uti1itza l'àcid fosfotungstic per a la

tinció dels acrosomes de cinc espècies de mamifers i demos-

de tinció diferents entre espermàtides madures i esperma-

tra la heterogeneïtat entre elles. Observa també afinitats

tozoides del caput (Holt, 1979a). Flèchon (1976), Morstin

(1975), Stockert et al. (1975), Courtens (1978), utilitzan

l'àcid fosfotungstic per a determinar diferents substrats,

proteïnes, glicoproteïnes, polisacàrids, en els acrosomes

de conill, brau, moltó, verro i alguns rossegadors.

El nostre estudi intenta demostrar amb l'us del PTA

les posibles variacions en l'acrosoma de hamster durant la
-

maduració, aixi com determinar la naturalesa dels substrats

utilitzant el poliàcid a diferents pH.
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Material i Mètodes

Hamsters mascles éren anestesiats amb pentabarbital

sòdic i mostres d'espermatozoides éren extretes de cada un

dels diferents nivells de l'epididim (caput, corpus i cau-

da) i dels vasos deferents (Fig.1).

vas

deferent

Fig.1. Representació es

quemàtica dels diferents

segments d� l'epididim i

vasos deferents. (Robaire
B.& Hermo, 1988).

I· Les mostres eren fixades amb glutaraldehid (2.5%)

paraformaldehid (2%)- tampó fosfat 0.2M durant 2h, seguida-

ment eren rentades amb tampó fosfat O.lM, deshidratades i

incloses en Araldita (Durcupan, ACM).

temperatura ambient. Rentats amb 1.25N HCI.

Els talls fins obtinguts dels diferents nivells es

tractaven amb cada una de les següents solucions:

1. PTA al 1% en HCI (1 N), pH<l, durant 40' a

(Tècnica de Courtens, 1978)

2. PTA al 1% aquós, pH=1-2, durant 40' a tempera-

tura ambient. Rentats amb aigua.

3. PTA al 1% aquós, pH=3-7 amb K CO , 0.2M),
2 3

durant 40'. Rentats amb aigua.

Les observacions van ser realitzades amb un microscopi
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Philips 200 i a 60 Kv.

La terminologia utilitzada per a descriure les dife

rents regions de l'�spermatozoide és la propossada per

Fawcett, D. W. (1975). L'acrosoma presenta el segment api

cal, que és la regió que s'extén per devant del marge

anterior del nucli; el segment principal que es sitúa a

nivell de la meitat anterior del nucli i finalment el

segment equatorial, on el gruix de l'acrosoma decreix i

presenta una major densitat. (Fig.2).

Resultats

Mitjançant l'us del PTA podem observar variacions de

tinció en les tres regions acrosòmiques abans assenyalades.

Espermatozoides extrets del caput presentaven tinció en el

marge del segment apical de l�acrosoma a tots els pH uti

litzats pH<1-7 (Fig. 3, 5, 7), el segment principal.se�ns.

tenyia també a tots els pH (Fig. 3, 5, 7), però a pH

compresos entre 1-2, observavem una variació de tinció que

venia donada per una zona central que no presentava afini

tat al PTA (Fig. 5); el contrastat normal amb acetat d'ura

nil i citrat de plom ens permet assenyalar que aquesta zona

es corresp6n a una banda central menys electrodensa del

segment principal (Fig. 2). Finalment el segmerit equatorial

només presenta afinitat al PTA a pH=1-2 (Fig. 5).

A nivell d'espermatozoides de la regió del corpus�

observem que no hi ha tinció de la part apical de l'acroso

ma a cap dels pH utilitzats (Fig. 4, 6, 8). El segment

principal presenta el mateix tipus de tinció que els esper-
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matozoides de la regió del caput, observem doncs també la

zona central no tenyida-quan utilitzem el PTA a pH=1-2

(Fig. 6). El segment equatorial presenta tinció a tots els

pH utilitzats (Fig. 4, 6, 8).

A nivell de cauda i vasos deferents no observem tinció

de l'acrosoma.

Discussió.

Els resultats demostren que durant la maduració de

l'espermatozoide de hamster es presenta una redistribució o

modificació quimica del contingut acrosòmic. Observem dife

rencies de tinció entre espermatozoides pertanyents al cap

i corpus, i una manca de tincio a nivell d'espermatozoides

del cauda i deferent; la total desaparició de material PTA

positiu és de dificil explicació,· supossem que el material

s'ha extret de l'acrosoma o bé que s'ha perdut la seva

afinitat de tinció (Holt,1975).

El PTA ha estat utilitzat per diversos autors (Flè

chon, 1975, 1976; Stockert et al., 1975; Courtens, 1978;

Holt,1979), per a detectar diferents substrats, proteics,

glicoproteics i polisacàrids. L'ambigüetat de tinció del

PTA és evident; estudis realitzats per Silverman, LL. &

Glick, D. (1969), Scott (1971), Quintarelli et al.

(1971a,b), indiquen que el poliàcid interactúa amb els

grups carregats positivament de les proteines; semble ser

però, que el PTA té una afinitat pH depenent i quan s'uti

litza en solucions fortament àcides, els grups hidroxils

poden protonar-se i comportar-se de forma catiònica, tenint
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Els resultats obtinguts utilitzant diferents pH «1-7)

lloc una interacció iònica entre el poliàcid i els grups

hidroxils corresponents als polisacàrids (Hayat, 1970;

Quintarelli et al. 1971).

ens demostren que l'afinitat de tinció del PTA és pH depe-

nent; la tècnica però, no. és suficienment sensible com per

a determinar, donats els resultats, la naturalesa del

substrat a un pH determinat.
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Fig. 2. Dues seccions del cap de l'espermatozoide de hams
ter on podem distingir:

A- Acrosoma
Aa- Segment apical.
Ab- Seg. principal.
Ac- Seg. equatorial.

B- Espai subacrosòmic.
c- Nucli.
D- Membrana cel.lular.

A- x 32.600 : B- x 67.300.



Fig.3. Esquema del

cap de l'espermatozoide
de hamster indicant les
zones PTA positives a

pH<l, d'espermatozoides
pertanyents al caput de
l' epididim. (x 45.800).

c@M)

Fig. 4. Esquema de
les regions de l'acro
soma tenyides amb PTA a

pH<l d'espermatozoides
extrets del corpus de

l'epididim. (x 23.800).
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Fig. 5. Esquema de les

regions de l'acrosoma
de hamster tenyides amb
PTA a pH= 1-2, d'esper
matozoides extrets del

caput de-l'epididim. (x
66.000) •

Fig. 6. Esquema on

s'indiquen les regions
tenyides amb PTA a

pH=1-2 en l'acrosoma
d'espermatozoides del

corpus de l'epididim.
(x 46.600).
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Fig. 7. Esquema del cap
de l'espermatoz�ide de
hamster, on s'assenya
len les regions de l'a
crosoma tenyides amb
PTA a pH=3-7. (x
61.300) .

Fig. 8. Esquema de les

regions de l'acrosoma

tenyides amb PTA pH=3-7
d'espermatozoides ex

trets del corpus de

l'epididim. (x 58.80Q)
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