o

2.3.4.1.2, Fonaments

La interpretacidé que es suggereix (Moses i col,, 1975;

Pathak i Hsu, 1979; Jhanwar i Chaganti, 1980) é&s que la
plata tenyeix selectivament els complexos sinaptinémics,
degut a la geva naturalesa proteica, i els fa diferencia

bles de la cromatina poc tenyida que els envolta, La tin

/cié dels CS amb AgNO, seria deguda principalment a les

3
~preparacions de plata que es dipositen en les proteilnes

que formen part dels elements laterals del complex,

2.3.4.2, Tincid convencional

Les preparacions obtingudes per la metodologia descrita
en ltapartat 2,3,3.2, es tenyeixen segons la técnica clag

sica per a la identificacié cremosdmica,

2.3.4.2,1, Metodologia

La ténica consisteix a cobrir les preparacions amb solucid
de Giemsa, al 10% en tamp® SUrensen, durant 10 min, Segui-

-dament es renten amb aigua de lvlaixeta,

Després d'aquesf tractament els cromosomes meidtics que-
den tenyits homogéniament, cosa que ens permet estudiar-ne

la morfologia, longitud, el nombre, etc,
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2,3.4.2,2, Fonaments

|
Sembla que, degut a la cirrega positiva del colorant Giem

sa, aquest interacciona amb els grups fosfdrics del DNA,

2,3.5, Técniqueslfotogréfiques

/a/

2,3.5.1. Micfofotografia

|

Les preparacions sbén analitzades i fotografiades amb el

microscopi dptic,

Els nuclis a estudiar es localitzen a pocs augments 1 si
€s consideren interessants per a la seva andlisi es foto

grafien amb lrtobjectiu d'immersid de 100x augments,
La font de 1lum és un 1lum de tungsté de 100 W,

En les ocasions en qué calgui augmentar el contrast s'uti

litzen filtres dtinterferéncia de 560-570 nm,

El temps d'exposicié, podem controlar-lo obrint o tancant

el diafragma, segons el grau de tincid de les preparacions,

Les pel,licules fotogradfiques utilitzades per nosaltres

son de les dites "lentes",

COPEX PAN 12 DIN AGFA-GEVAERT
PANATOMIC X 16 DIN XODAK
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2.3.5.2; Técniques de revelat

Aquestes tenen lloc a la cambra fosca, 1 dintre de tancs

de revelat,
~ Els reactius 1 temps utilitzats sbn els segllents:

- Revelador/Agfa 1:19 (revelador: aigua), temps de reve..

lat: 7-10 min, segons la temperatura ambient,

~ Bany dtatur (acdtic al 5%), temps: 1 min, a fi i efec~

te draturar les funcions del revelador,

- Fixador Agfa 1:4 (fixador: aigua), temps de fixacid:

10 min,

~ Rentat amb aigua corrent durant 30 min,

—~ Rentat amb humectant Photofld (kodak) a 1119 en aigua

durant 5 min,

- Assecat a 1'aire o amb assecador,

2,3.5,3, Técniques de positivat

Es duen a terme a la camara fosca i en cubetes de revelat,

El temps d'exposicié, aixi com 1'obertura del diafragma
en el positivat, dependra de la qualitat del negatiu, de
“la seva gensibilitat i també de la sengibilitat del paper

a utilitzar,

El temps de revelat (revelador Agfa 1:9) t& un minim (imin)

i un maxim (2 min) al voltant del qual stha draconseguir
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la imatge buscada,
La resta de la técnica &s mecdnica i consisteix en:

~ 1 min de bany dratur
—~ 30 min de rentat amb aigua corrent

~ 5 min de rentat amb humectant Photofld (xodak)

I

—~assecat i esmaltat, -

Els papers fotogrdfics que s'han fet servir en aquest:

treball soén:

AGFA#/EVAERT Brovira-BS] no 2
AGFAPGEVAERT Brovira..BN1 ne
AGFﬁ_GEVAERT Brovira~BH1 no 4 !




79

o

RESULTATS
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3.1, Caracteritzacié dels nuclis profasics i cindtica dels

complexos sinaptindmics

3.1.1, Identificacié dels estadis de la profase

A partir dels individus—control estudiats (normozoospér_

mics de fertilitat coneguda) i dels individus infértils
amb comportament meidtic normal, stha dut a terme la des
Cripcié i caracteritzacid dels: estadis de 1a profase me:id
tlca mltJangant l'anéllsl amb microscopi Optic de 1a for

macibé, morfologia i evolucid dels complexos sinaptinémics,

3.1.1,1, Leptotd

Les cél .lules en aquest estadi bPresenten un nucli d'aspec
te dens, mida relativament petita i forma arrodonida, A
ltinterior del nucli s'observen dipdsits de plata sense .
cap distribucié especifica i 1a preséncia de Pragments
petits i dlscontlnus La longitud draquests fragments é&s
variable en totes les c&l .dules estudiades, perd en cap
©as no corresponia a complexos sencers (fig, 17). E1 nom-

bre exacte de fragments per nucli era impossible de deter

“minar, degut a la seva petita mida, perd &s sempre supe..

rior a 23, cosa - que 1mp11ca que els inicis de formacid se

rien a diferentes zones, 1 no tan sols un dels extrems,

Ltaspecte general dels nuclis Corresponia a un inici de
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Figura 17.- Espermatdcit humd en estadi de leptoté.,
Els fragments de CS a l'interior del nucli
sbn perfectament visibles al microscopi Optice



g2

lraparicié dels elements laterals, fins i tot en algunes
ja es veurien petits trogos de CS formats, que respectiva
ment serien representats pels fragments prims i més grui

Xuts observats a 1'interior dels nuclis en aquest estadi,

3.1.1,2, Zigoté

= =

|

| engruixit que les leptoténiques i tenen un aspecte menys

Les cél,lules en aquest estadi presenten el seu nucli més

dens,

En un estadi zigoténic primerenc (fig, 18), a 1'interior
del nucli trobem fragments, més llargs i generalment ali-
niats, perd a mida que 1'estadi avancga, els fragments apa
reixen més ben formats i el nucli bresenta l'aspecte de

un cabdell d'elements laterals junt amb trocos de CS, Es

pot observar una polaritat cap a una zona de la membrana,
aix{i com 1a formac16 asincrdnica dels complexos; elements
laterals que encara no estan del tot formats i preséncia

de trogos de Cs,

En els zigoteés tardencs ja sén visibles alguns CS sencers
(fig. 19), perd també hi troben dtaltres amb zones on els
elements laterals sén continus perd sense completar el

Seu aparellament; aquestes zones es van reduint a mida que

1restadi de zigoté avanca,

En dgeneral, els CS presenten, doncs, un aspecte incomplet

perd ja estan individualitzats i ben estructurats,

El parell XY no pot ésser diferenciat de 1a resta drele..

ments; en-alguns nuclis s'observa una zona més densament
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Figura 18.— Nucli zigoténic primerenc d'espermatdcit humd

aspecte de cabdell.

vist amb microscopi Optice. S'Observa la polaw
ritat dels CS, encara incomplets, a la zona
inferior~dreta del nucli. Els CS presenten
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Figura 19.~ Espermatdcit humd en zigotd tardenc. Les flet-
Xes assenyalen les zones amb elements laterals
dels complexos sinaptinémics sense aparellar.
Cap formacié peculiar no distingeix el parell
XY
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tenyida, perd no es pot afirmar que sigui la regid de la

vesfcula sexual,

Ltaspecte general dels nuclis zigoténics, podem definir.
1o com el que correspon al deéenvolupament dels elements
laterals fins a la seva total formacid i alhora el seu
aparellament fins a formar el-complex sinaptinémic com
a ﬁal;

o

3.1.1.3, Paquite

|
Aquest estadi es caracteritza pel total aparellament dels
elemenfs laterals dels complekos sinaptinémics; per'tant,
les c&l,lules paquiténiques presenten al seu nucli els
cdmplgxos sinaptinémics totalment formats (figs. 20, 21),
Apareixen com un element tnic, ja que la resolucit del mi
croscopi Optic no permet observar la preséncia de ltele-
ment central i dels filaments transversals, perd el seu

gruix permet identificar-lo com a doble,

En espermatdcits humans paquiténics podem obgervar-hi 23
CS corresponents a ltaparellament dels 22 bivalents auto—

sdmics i el parell XY,

Els 22 CS autosbmics apareixen individualitzats, poden

ésser seguits en tota la seva 1ongitud i s6n facilment me

surables, Ocasionalment presenten una modificacid dels ele

ments laterals, amb lraspecte d'un punt més densament te-
nyit, que st'interpreta com la regié del cinetocor (figs,

20, 21), cosa que permet realitzar el cariotipat dels CS
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7 Figura 20¢=

Espermatdcit paquiténic humd vist amb micros—
copi Optice. Poden &sser identificars 23,XY
elements i en alguns d'ells sbn visibles els
cinetocors (fletxes).
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Flgura 21e~ Espermatdcit paqulténlc humd vist amb microge

copi Optic. En la major part dels 22 elements

antosdmics es diferencien els cinetocor
(fletxes) ..
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F.9

atenent-nos a la longitud i posicid del cinetocor (veure

3,3.).

Tenint en compte que, com hem;definit, l'estadi de paqui-
t& &saquell en el qual 1'aparé11ament cromosdmic es COfi-
pleta i la formacid dels CS &s total, qualsevol alteracid
en el comportament meidtic que afecti 1l'aparellament C1O.-
mosbmlc serd detectable en aquest estadl degut a la pre-

sénc1a d'anoﬁalles en els CS,

En l'eSPécie humana, el paquité és lrtestadi de még llarga
/ durada (16 dies, Heller i Clermont, 1964), i per tant cal
tenir en compté que en aquest estadi té lloc tota una se-
quéncia dtesdeveniments que queden reflectits a les Mol .

fologies dels CS§,

A mida que el paquit® progressa, els CS autosdmics es con

densen; 1 per tant en un paquité tardenc els CS apareixen
més densos, més curts 1 tenyits més foscos que en estadis

anteriors,

A'qualsevollestadi de paquité la vesicula sexual apareix
clarament diferenciada de la resta de CS ja que els eixos
del parell XY sén molt més gruixuts en comparacid amb els
autosdmics i presenten disposicions caracteriétiques que
els identifiquen, Al microscopi Optic és diffcil avaluar
la mida de la regid de complex sinaptinémic entre XY;
malgrét tot, sembla quevés‘méxima en els estadis de paquité

primerenc,

Tot al llarg del paquité, el parell XY va presentant can-
vis progressius, stobserven estructures associades als
seus eixos i disposicions caracteristiques similars a les

descrites al microscopi electrdnic per Solari (1980), Ba.-
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sicament, amb la resolucid que ens ofereix el microscopil
dptic es poden agrupar les conformacions XY observades en

quatre tipus:

Tipus A: Es caracteritza per pfésentar els elxos no apare
llats amb aspecte lineal, benjdefinits 1 amb poques 1 pe-
tites modificacions, Podem identificar el petit fragment

de CS entre X 1 Y; aquesta regid acostuma a aparéixer menys

)
tenyida i segse modificacions dels elements laterals,

En algunes cél,lules, la regid terminal del X es situa prop
/ de la terminal del Y i dbna com a resultat una configura-

cibé en anell (fig, 22a),

Tipus B: Les excrecéncies dels eixos no aparellats sén molt
més accentuades i abundants, i sén més nombroses a iteix
del X, La regid del CS és molt més curta i dificil dri-
dentificar, Tamb® sbn ffeqﬁents les estfactures Anellades

similars a les descrites en el tipus A (fig, 22b),

Tipus C: Els eixos comencen a fendre's, les excrecdncies
tenen aspecte dthaver—se desintegrat, cosa que dbna 1lloc
a petites particules que encobreixen els eixos i en fan

dificil la identificacid, No és visible tampoc cap CS en~
tre X 1 Y i en dgeneral tota la vesicula té 1l'aspecte d'un

cabdell dens i embullat (fig, 22c¢),

Tipus D: Aquesta conformacid es caracteritza per 1'abseén-

cia total d'excrecéncies als gixos, que apareixen comple-

tament esfilagarcats 1 fesos  perd d'aspecte ﬁitid, Tam
- - - —-—poc no es distingeix cap tipus de formacid de CS entre

els eixos,

En general presenta 1'aparenca d'una formacld en xarxa

(fig, 22d),
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Figura 22.~ Configuracions succesives del parell XY al llarg
de paquité observades amb microscopi dptic:

a) tipus A: paquit® primerenc, diferenciem 1'eix

X 1 el Y i el petit fragment de com=
plex sinaptin®mic entre ells (CS)

b) tipus B: paquité mitj2, els eixos presenten
excrecéncies i comencen a fendrefs
paquité mitja~tardenc, els eixos
apareixen entortolligats sobre ells
mateixos '
d) tipus D: paquité tardenc, eixos completament

fesos, prims i també& amb aspecte en-

tortolligats

<) tipus C
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Els quatre tipus descrits de morfologies de ltaparellament
XY es desenvolupen de forma seqliencial tot al,llafg del
paquité, Aixi doncs, al microscopi Optic, la formacid del

complex sinaptindmic entre X 1 Y es detecta com mdxima en

~les primeres etapes del paquitd® (tipus A) i posteriorment

es ddéna una desinapsi progressiva del parell XY (tipus B
i C) fins arribar al final del paquité en qué ja no exis-
teix CS entre els cromosomes sexuals, o és minim, i éls
eixos apareixen esfilagarcats perd clarament associats

formant la [tfipica vesicula sexual (tipus D).

E1l grau de cbndensacié observat en els CS autosdmics i el
tipus de c?nformac16 que presenta el parell XY, poden &gser
utilitzats com a Index de valoracié temporal, cosa que per

met deduir acuradament l'estadi de qualsevol nucli paqui-

ténic (primerenc, mitjd o tardenc); dada que tindrd impor

tancia a 1'hora de valorar les pogsibles formacions anor-

mals de CS8 en individus infértils,
3:.1.1.4, Diploté

Les c&l,lules en estadi de diplotd es caracteritzen per
presentar al seu nucli complexos sinaptinémics amb aspec-
te fragmentat (fig., 23)., E1 nombre i mida dels fragments
és molt variable perd, a mida que el diplote avanca, es

fan més nombrosos i més petits,

Als inicis del diplotd, onm la fragmentacié no és total,
podem veure~hi encara CS llargs, individualitzats 1 ben

formats, No hi ha vesicula sexual perd si uns elements
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Figura 23.- Egspermatdcits humans a 1l'estadi de diploté,

Els fragments correspondrien a la disgregaci®

dels CSe
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tenyits de forma mé&s. intensa i que podien correspondre a

les restes dels eixos del parell XY,

Els nuclis diploténics més aVaﬁgats ja tan sols presenten
petits fragments de CS en eljéeu interior i el nucli apa~
reix amb aspecte granulds, En certa manera aquests nuclis
en els estadis finals de diploté recorden els 1ept0w-zigo-.
té@ic“;'peré la seva mida és més gran, lraspecte de la
cf&matina és/menys granulosa i preéenten menys dipdsits

de plata al seu interior,

En cap dels nuclis estudiats hem vist la separacid del com
plex en elemen%s laterals individualitzats 1 la seva pPOS-
terior degradacid, Degut a la curta durada de l'estadi de
diploté en 1'espdcie humana, sembla &sser que t& lloc la
disgregacié progressiva i ésincrbnica dels complexos Si-
naptindmics sencers sense veure's la prévia separacié dels

elements laterals,

3.1.2, Freqtidncia d'estadis profasics

En els individus normozoocpérmics estudiats com a control
es podien observar figures meidtiques en tots els estadis
de profase (veure 3,1,1,); perd amb proporcid molt dife-

rent,

Un total deﬂ346 profases d'aquest grup d'individus varen

ésser estudiades en detall (taula IV), L'estadl de paqui-
té era,en general, el mé&s nombros (47,4%) seguit del de
zigoté (31,8%). Molt més escassos eren els nuclis que es

presentaven en ltestadi de leptoté (18,2%) 1 tan sols en
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Total cdl,lules Leptotd® Zigotd Paquitd® Diplotd

!

346 | 65 110 164 7

| 18,8% 31,84 47,44 2%

Taula IV: Distribucid drtestadis de profase en els indi-

Vidus control estudiats,




rares ocasions stobservaren figures diploténiques (o),
Per terme mitja la relacié. entre els estadis de zigote/

paquité era de 1/1,5,

Totes les c&l, lules estudiades en estadi de paquité en els
individus control presentaven els complexos sinaptindmics
ben formats; en cap cas no stha detectat la presénc1a
d'anomalles d'aparellament multlvalppts 0 univalents i
el parell XY/apar61X1a sempre associat adoptant qualsevol

de les dlsposicions caracteristiques descrites (3.1.1.3.).

I

3.1.3, Identificaci6 i carlotlpat dels complexos sinapti-

némics
m

Tal com hem indicat en apartats anteriors, en els nuclis
en estadi de paquitd els complexos Sinaptinémics es pre..
senten de forma individualitzada, permetent-nos la seva

identificacié i cariotipat,

Mitjangant la tdcnica d'extensié i tincid argéntica empra
da per nosaltres en aquest treball, els CS paquiténics
presenten una tincié de tipus uniforme, Les regions del
cinetocor apareixen com una petita modificaciéd dels ele-
ments laterals i en alguns casos poden també identificar.-

se les plaques terminals d'algunsics,

_Els criteris emprats”per ltordenacié dels CS en un cario-

tip s6n la mida dels complexos i 1la posicid relativa del
cinetocor, La.identificacid individual dels complexos és
diffcil i els cariotips aixi obtinguts ens ofereixen una

informacid similar a 1la dels cariotips mitdtics obtinguts
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amb técniques classiques de tincid, sense bandes,

Tenint en compte aquests criteris, els complexos poden

ésser ordenats en diferents grups (fig, 24), Per a cada

grup, les dades considerades sén;

Grup A:

Grup B:

Grup D:

Grup E:

Grup F:

Grup G:

Comprén els CS ntmero 1, 2 i 3, Format pels tres

complexos Sinaptinémicé de més longitud ordenats

segons la seva mida,

|

Inclou els CS 4 i 5, Presenten longitud menor que
lranteriorment considerat com a nimero 3 i la po-
sicié del cinetocor é&s clarament submetacéntrica

en tots dos,

: Format pels CS 6 al 12, Grup de dificil caracte-

ritzacid® que no permet quasi mai la total identi-
ficacidé en particular de cada CS, Es presenten or
denats en funcib de la seva longitud i quasi sem-

pre s'obtenen per eliminacid dels altres grups,

Comprén els CS 13, 14 i 15, S6n complexcs de mida
intermédia,facilment detectables per 1la posicid
acrocéntrica del cinetocor i ordenats en funcid

de la seva mida,

Format pels CS 16 al 18, S6n els tres CS metacédn-
trics i submetacéntrics, de mida gran respecte a

la resta dels no identificats encara,

Comprén els CS 19 i 20, Sén complexos quasi meta-

céntrics i de mida petita,

Tnclou els CS 21 i 22, S6n ficilment identifica-
bleé,‘en ser els dos Unics complexos de mida peti

ta i amb el cinetocor en posicid acrocéntrica,
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Parell

XY

Indiscutiblement 1ltelement de més facil carac
teritzacid en qualsevol nucli paquiténic, Pre
senta qualsevol de les disposicions tipidques

descrites a 3.,1.1,3,
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Figura 24.- Cariotip dels CS paquiténics humans analitgzats

amb microscopi Optic. Ordenats per grups ate~
nint-nos a la posicid del cinetocor i a la
longitud relativa dels bragos (compareu fige
13 1 14),
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3.2, Estudi de CS en individus infértils

i

L'estudi dels complexos sinaptinémics al llarg de la pro-
fase T meidtica s'ha dut a terme a fi i efecte dtobtenir
informacié acurada de 1t'aparellament cromosémic en indivi
dus infértils, aixi com intentar detectar anomalies en 1a
sinapsi de bivalents que podrien'ésser directament implin

cades en certs tipus dr'infertilitat masculina d'origen
l}/,

4 P . : e

E1l nombre de divisions estudiades depenia dels individus

cromosdmic,

analitzats,| perd el fet de treballar amb 'cél,lules en eS-

tadi de profase ens ha ofert la posibilitat drestudiar

centenars de nuclis per preparacid (fig. 25).

En tots els casos, les dades presentades sdn comparatives
respecte a les descrites per als individus..control (veure

3.1.).

Els resultats obtinguts en la série dr'individus infértils

estudiada per - nosaltres queden reflectits a la taula V,

A efectes de descripcid, hem dividit els individus infér-

tils en dos grups:

— Individus infértils amb cariotip mitdtic normal

~ Individus infértils portadors d'anomalies cromosdmiques
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Figura 25.—~ Aspecte que presenta una zona d'una preparacid
de bidpsia testicular humana tractada per a
1l'estudi de CS, observada amb microscopi Optic
a petit augment (x10).

Les fletxes assenyalen tots els nuclis paquité
nics que presenten complexos sinaptinémics. -




