UNA NUOVA COLORAZIONE ISTOCHIMICA DELLE CELLULE GERMINALI MASCHILI. Sali d’argento e sale aureo per l’esame dello sperma di coniglio.  
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     Negli ultimi decenni, molti Autori hanno descritto la presenza di zone argirofile nell' area post acrosomia​le di spermatozoi in diverse specie di Mammiferi mediante tecniche di microscopia elettroni​ca, Importanti tra l'altro so​no i lavori di Fawcett, D. W. (1970), Peterson, R. N. (1982), Koeller, J. K. (1978), Fawcett, D.W. and Philips, D.M. (1969, a), Philips, D.M. (1977, a, b) Philips, D.M. (1980), Czakèr, R. (1985, C). 

   L’autore della presente nota descrive una metodica di istochimica che permette l'evidenziazione di zone argi​rofile nelle cellule germinali di coniglio su strisci di liquido spermatico. Oltre a ta​le colorazione, l’autore ha allestito una diversa basata sull'azione impregnante del cloruro d'oro e sull'effetto foto-chimico dato dai raggi solari. A tal proposito Cour​tens, J. L. et all. (1982), ha segnalato la presenza di proteine coniugate (glico pro​teine) e di proteine semplici a livello della membrana plasmatica degli spermatozoi aventi stretta affinità all'oro colloidale. 
   L’autore ritiene che entrambe le metodiche, quella che utilizza i sali d'argento e quella che fa uso di un sale aureo, siano valide per l'allestimento di strisci di liquido spermatico nei quali si vogliano evidenziare sper​matozoi e alcune loro particolarità strutturali. La metodica basata sull'azione dei sali d'argento che sfrutta l'argirofilia di certe zone della coppa post acrosomiale, può essere utilizzata anche su sezioni istologiche di segmenti di testicoli. 
   Le due metodiche di colorazione – la argirofola e quella con sale aurico - evidenziano la morfologia ed alcune strutture degli spermatozoi e permettono di avanzare queste ipotesi: 
· Le proteine argirofile del setto e della coppa post acrosomiale avrebbero se​quenza lineare perpendicolare rispetto all'asse longitudinale della testa dello spermatozoo. 

• Tali proteine formerebbero striature tra loro parallele. 

• La presenza di legami interproteici spiegherebbe la disposizione lineare. 

· La calicina sarebbe una di queste proteine evidenziata da alcuni Autori con me​todiche di immunoistochimica come Sousa, M. and Azevedo, (1972). 
Studi recenti
La struttura e l'ultrastruttura di spermatozoi di bovino su sezioni ultrafini so​no state riportate e descritte con l'apporto di nuovi particolari, nei lavori di Blom, E., Birch - Andersen, A.: Nord Veterinaermed, 17: 193 (1965), Fawcett, D.W. (1970), Peterson, R.N. (1972, a), Koehler, l K. (1970, a), Czsaker, R. (1985, c), Nicander, L., Blane, A. (1966): Z. Zellenforsch Microsk. Anat., 72: 496. James, M.D. et all. (1974), Clegg, E.D. et all. (1975) hanno visto che una soluzione a base di acido fosfotunghistico al 10% e di acido cromico pure al 10%, colora selettivamente ed in modo differente sia l'acrosoma, sia le membrane pIa​smatiche di eiaculato spermatico di suino. Gli Autori su menzionati hanno dato informazioni sulla morfologia di tali cellule e introdotto nuove tecniche. Alcuni filoni di ricerca hanno gettato le basi per ulteriori studi. Una disposizione lamellare, di strati paralleli di materiale nucleare, mediante tecniche di birifrangenza e di diffrazione a raggi X è stata evidenziata da Wilkins, M. H. F., Randall, L.T. (1983): Biochem. Biophys. Acta, l0: 192. Dettagli strutturali come la lamina post acrosomiale densa e la lamina densa intramembranosa, son stati descritti da Belford, J.M. (1968 e 1970). Secondo Sidhu, K.S. e Guraya, S.S. (1980, a; 1985, a) la coppa post - nu​cleare (o post acrosomiale) sarebbe avvolta da una membrana di mucopolisaccaridi solforati. Altri Autori come Fawcett, D.W. (1977 e 1979), Oko, R.J. (1976) affer​mano che la lamina densa post acrosomiale è fatta di materiale amorfo. Blom, E., Birch - Andersen, A. (1965); Nicander, L., Blane, A. (1966) hanno evidenziato la presenza di pori e di sub unità fibrillari regolarmente distribuiti nella zona post acrosomiale di spermatozoi bovini. Tale zona è stata .indicata anche col termine di lamina densa post acrosomiale. Pedersen, H. (1970 b; 1972 a, c) afferma che le membrane acrosomiali del​l'area posteriore (il segmento equatoriale) sono pentalaminari nella scimmia ed in alcuni altri primati. Pedersen ha rilevato in questa regione un sistema di strutture circolari concentriche e regolari distanziate l'un l'altra da uno spazio di 17 μm. Welck, I.E. ed O'Rand, M.G. (1985, a, b) hanno messo in evidenza in tali membrane, nel coniglio e nel topo, la presenza della proteina filamentosa ACTI​NA. Belford, J.M. (1975,1979) e Jones, R.C. (1981 e 1983) hanno sottolineato sot​to vari aspetti, l'importanza rivestita dalle membrane acrosomiali nella maturazio​ne degli spermatozoi. La metodica istochimica descritta da Krimer, D.B. ed Espon​da, P. (1978) basata sull'utilizzo di sali d'argento, mette in evidenza una spiccata argirofilia nella regione post acrosomiale, in particolare a livello delle membrane della coppa sotto nucleare (o post acrosomiale). Viceversa la regione acrosomiale sembrerebbe del tutto priva di positività . Sreejith K. Et all. (2007) descrivono la disposizione dei nano tubuli aventi affinità per i Sali di argento all’interno delle cellule germinali maschili.  
Materiale e metodi 

   L’autore ha utilizzato dodici conigli maschi di età puberale e post puberale per la presente ricerca. Strisci di liquido spermatico sono stati fissati mediante CYTO ​PREP SPRAY (FISCHER SCIENTIFIC, Co) e tenuti in stufa a 37°C per un tempo di 10 minuti. E’ stato usato il cloruro d'oro per l'allestimento di una metodica di colorazione molto semplice e rapida. Ho utilizzato invece il nitrato di argento per una seconda diversa, metodica di colorazione che a mio avviso permette la ricezion3e di una maggiore ricchezza di particolari.
COLORAZIONE A (al cloruro d'oro) 

Questa colorazione è eseguita in parte al buio ed in parte alla luce. Si compone di cinque passaggi fondamentali. 

1. I vetrini prelevati dalla stufa sono sciacquati in acqua distillata per cinque mi​nuti. E' importante che l'acqua distillata sia riscaldata alla temperatura di 37°C. 

2. Immersione in una soluzione di oro colloidale (cloruro d'oro) all' 1 % al buio per dieci minuti. La soluzione deve essere mantenuta riscaldata a 37°C. 

3. Lavaggio in acqua distillata acidulata con due mI. di CH3COOH (acido aceti​co). Eseguire due cambi ed esposizione alla luce per sessanta minuti. Durante l'esposizione solare i vetrini rimangono nell' acqua acidulata. La la sol. acidulata non deve scendere al di sotto di una certa temperatura. La temperatura consigliata può oscillare dai +25 ai+ 40°C. 

5. Lavaggio in acqua distillata a temperatura ambiente. 

6. Si può eseguire la disidratazione nella serie degli alcoli, xilolo e chiusura erme​tica con un vetrino copri oggetto. I vetrini possono essere anche fotografati di​rettamente èvitando disidratazione ed il successivo passaggio in xilolo. 

   Le cellule germinali maschili presentano colorazione tendente al viola nelle regioni post acrosomiali (coppa post nucleare). La maggiore positività si riscontra a livello della giunzione testa-collo che assume una tonalità molto scura. L'acrosoma ha tinta rosea pallida e il flagello è scuro così co​me la zona del collo che come si sa è piena di mitocondri. 

COLORAZIONE B (All'argento colloidale).

    Per l'esecuzione di questa colorazione istochimica si usano due soluzioni che sono distinte in soluzioni di base e soluzioni di lavoro. 

A Soluzione di base tamponata (Sol. A). 

Una soluzione di 0.1 M di (2-4-6) Colloidina è preparata nel seguente modo. 

Si sciolgono 6.5ml di colloidina in circa 450 mI di acqua distillata. La soluzione è filtrata per rimuovere particelle solide. Si aggiunge ac. nitrico al 10% (PN) quanto ne è sufficiente per ottenere il pH a 7.2. Il volume è quindi portato a 500 con aggiunta di acqua distillata. Questa soluzione può essere conservata a lun​go a +4°C. 

Soluzione tampone diluita (Sol. B). 

Per ottenere la soluzione per lavorare si prendono 88 cc di acqua distillata. 

A questa si aggiungono 4 cc di AgN03 (nitrato di argento) all' 1 % ed 8 cc di solu​zione A. 

Cioè: 


88 cc di H20 dix 
+ 


4 cc di AgN03 all' 1 % 
+ 

 8 cc di soluzione tamponata (sol. A)      =
—————————————————

100 cc di soluzione tamponata diluita 

    Soluzione di sviluppo (sol. C di base). 

Venti grammi di sodi o solfito (Na2S03. 7H20) e di 4.75 gr di borace sono sciolte in circa 400 cc di acqua distillata mediante riscaldamento a 50°C. Dieci grammi di gelatina a lamine si aggiungono a questa soluzione finchè il tutto si scioglie e si omogeinizza a caldo. Il volume totale è portato infine a 500 cc aggiun​gendo acqua distillata. 

    Soluzione di sviluppo di lavoro (Sol. D). 

Per ottenere una soluzione di lavoro si prelevano 95cc di soluzione di svilup​po (sol. C di base) a cui si aggiungono 5cc di idrochinone al 2% mescolando im​mediatamente. La temperatura della soluzione non dev’essere inferiore ai 25°C. Al momento dell 'utilizzo, per accelerare la reazione istochimica, si aggiungono 1-2 cc di AgN03 all' 1 % (mescolando il tutto). Dentro questa soluzione di sviluppo sono posti i vetrini con gli strisci di liquido spermatico e vi sono mantenuti per cir​ca cinque minuti a 40°C. 

Ricapitolando, l'esecuzione della colorazione istochimica di cellule germina​li maschili su strisci di liquido spermatico comprende i seguenti passaggi. 

1. Gli strisci di liquido spermatico sono subito fissati con un fissativo spray in un ambiente non troppo freddo. La temperatura ottimale dovrebbe ag​girarsi intorno ai +25, + 30°C o anche di più. 

2. I vetrini sono messi ad asciugare in stufa a +38°C per dieci minuti. 

3. Lavaggio dei vetrini in acqua distillata riscaldata a +40°C. 

4. Immersione dei vetrini nella soluzione di lavoro diluita (So1.8) previamente ri​scaldata a 40°C. In tale soluzione i vetrini rimangono per un periodo di 30 mi​nuti, ad una temperatura di 40°C. 

5. Lavaggio in acqua distillata a 40°C. 

6. Immersione dei vetrini in una sol. di sviluppo (e di lavoro) cioè in so​luzione D dove i vetrini rimangono per cinque minu​ti alla temperatura di oltre 25°C (tra i 25 ed i 35°C). 
   La colorazione come si vede, richiede un tempo di esecuzione che si aggira a circa cento minuti (110 minuti circa se si considera il tempo di permanenza dei ve​trini in stufa). La parte più difficoltosa di questa colorazione consiste nell'allesti​mento delle soluzioni di base, in particolare la soluzione A che deve avere un pH di 7.2. Alterazioni della concentrazione idrogenionica di questa soluzione compro​mettono la riuscita della metodica. Allestite le soluzioni di base con​servabili a lungo in frigorifero, la colorazione è semplice e rapida. Im​portante è inoltre mantenere una temperatura elevata dei vetrini durante i vari pas​saggi (intorno ai 40°C). Nell 'ultimo passaggio, quello nella soluzione di sviluppo, la temperatura può scendere a 25-35°C. 

   Una volta colorati, i vetrini sono lavati in acqua distillata a temperatura am​biente (consigliabile effettuare due passaggi), disidratati nella serie degli alcoli, im​mersi in xilolo e sigillati in un vetrino coprioggetto. Gli strisci possono essere foto​grafati anche direttamente, prima di essere sigillati con un vetrino copri oggetto ed in questo caso non si eseguono i passaggi nella serie degli alcoli e xilolo. 

   Con la presente metodica istochimica la zona post acrosomiale si colora in marrone scuro e presenta due bande, separate da una striscia bianca incolore. Le due zone positive corrispondono la prima, al segmento equatoriale e la seconda al​la parte inferiore della coppa post-acrosomiale (zona delle striature parallele) cioè alla lamina densa post acrosomiale e giunzione testa collo. Come detto, il tratto compreso tra il segmento equatori aie e la lamina densa post acrosomiale è negativo ed appare chia​ro, incolore. 

   Il flagello e la zona del collo appaiono pure debolmente colorati con to​nalità tendenti al nero. Invece l'acrosoma nella sua interezza è negativo. Le micro​fotografie eseguite con la metodica istochimica dimostrano le diverse zone positive alla colorazione argentica (zone argirofile). Con questa metodica argirofila si pos​sono eseguire anche colorazioni su sezioni istologiche di preparati di testicolo. In questo caso i pezzi di testicolo di circa I cm3 sono fissati in liquido di Bouen, dis​idratati in alcool, passaggio in xilolo ed inclusione in paraplast. Le sezioni istologi​che di 4-5 micron di spessore sono colorate secondo la metodica al nitrato 
d'argen​to sopra descritta. Le cellule germinali ma​schili nei vari periodi di maturazione oltre agli spermatozoi le cui teste, tranne l'a​crosoma, sono intensamente colorate di nero. L'acrosoma, là dove appare evidente colorazione azzurrina. 

   Gli spermatociti di primo e secondo ordine e gli spermatici hanno il corpo cromatoide intensamente colorato in arancione o in marrone. Il citoplasma di tali cellule ha colorazione giallo paglierina. Il nucleo è negativo (è incolore) ed il nucleolo dove appare è colorato intensamente, con tinta nerastra. 

    Gli spermatozoi presentano, come detto, la coppa sotto nucleare e le mem​brane acrosomiali colorate intensamente di nero. La coda (il flagello) è anch'esso positivo ai sali di argento e si presenta con un alone scuro, allungato, sporgente nel lume dei tubuli seminiferi contorti. 
	
	SCHEMA DI COLORAZIONE (ALL'ORO CLORURO) A 

	l. 
	STUFA per circa IO minuti a 37°C. 

	2. 
	LAVAGGIO in acqua distillata a 37°C. 

	3. 
	IMMERSIONE in oro cloruro all'l% al buio per lO minuti a 37°C. 

	4. 
	LAVAGGIO in acqua acidulata con 2cc di acido acetico (due cambi). 

	5. 
	ESPOSIZIONE dei vetrini immersi nella sol. acidulata al sole per un'ora. 

	6. 
	LAVAGGIO in acqua distillata. 

	7. 
	DISIDRATAZIONE e xilolo. 

	
	SCHEMA DI COLORAZIONE ALL' ARGENTO (COLORAZIONE B) 

	l. 
	FISSAZIONE CON UNO SPAY FISSATIVO. 

	2. 
	STUFA per dieci minuti a 38°C. 

	3. 
	LAVAGGIO in acqua distillata (riscaldata a 40°C) 

	4. 
	SOLUZIONE TAMPONE DILUITA (sol. B) a 40°C per 30 minuti. 

	5. 
	LAVAGGIO in acqua distillata a 40°C. 

	6. 
	SOLUZIONE DI SVILUPPO (SOL. D). Tempo di permanenza 5 min. 

	7. 
	LAVAGGIO in acqua distillata a temperatura ambiente. 

	8. 
	DISIDRATAZIONE, xilolo e montaggio con vetrino copri oggetto. 


    Come precisato, è importante mantenere gli strisci a temperatura ambiente che non sia troppo rigida. Il liquido spermatico a contatto con una temperatura troppo bassa, tende a diventare sempre più impermeabile all'azione sia dei sali di impregnazione, sia anche all'azione degli anticorpi (metodiche di immunoistochimica). 

Riassunto
   Sono state allestite due metodiche che permettono l' evidenziazione delle cel​lule germinali maschili. Nella prima colorazione (colorazione all'oro c1oruro o co​lorazione A) abbiamo utilizzato l'oro colloidale come elemento d'impregnazione in soluzione acquosa all' 1 %. 

La seconda colorazione (colorazione B) è una metodica istochimica argirofi​la con argento nitrato come agente d'impregnazione. Entrambi le metodi​che hanno facilità d'impiego e tempo di allestimento breve. 
La metodica argirofila (colorazione B) offre maggiori dettagli per quanto concerne l' evidenziazione di particolari a livello della coppa post-nuc1eare (o post-acrosomiale). Questa tecnica può essere usata anche nell' allestimen​to di preparati istologici di testicoli nei quali permette una chiara differenziazione dei vari elementi cellulari. In entrambi le metodiche occorre evitare sbalzi eccessivi di temperatura che possono comprometterene la riuscita. In particolare è da evitare l’eposizione dei vetrini a temperature rigide. 

Autore: Giuseppe Costantino Budetta, Med. Vet., Professore associato presso la Fac. di Agraria di Palermo. Articolo pubblicato. 
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