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RESUMO

No epitélio epididimério do gerbilo (Meriones unguiculatus) foram caracterizadas
quatro regides distintas: segmento inicial (81), cabeca, corpo e cauda, os quais sdo formados
pelas células principais, basais, apicais, halo e claras em todas estas regides estudadas,
exceto no corpo epididimario. Células claras sdo encontradas no Sl do epididimo do gerbilo,
porém ndo sdo observadas na mesma regifo epididimaria do rato. O epitélio epididimario
mostrou-se alto desde o SI até o corpo epididimario, sem diferencas significativas de altura
epitelial entre os trés segmentos. O epitélio epididimario mostrou-se mais baixo na cauda
como conseqgiiéncia do grande didmetro Jluminal desta regiio de estocagem de
espermatozoides. Marcante basofilia nicleo-citoplasmatica das células P do corpo
epididimario, delgado e retilineo, foi observado nesta espécie. As enzimas estudadas em
geral mostraram forte expressividade nas regides mais proximais do epididimo. As
reatividades da fosfatase alcalina e da ATPase foram fortes também na cauda do ducto
epididimario. A SDH revelou baixa atividade em todas as regides do epitélio, exceto no
Himen epididimario. As enzimas foram correlacionadas com papéis histofisiolégicos, como
endocitose, secregdo, absorcdo e tramsporte ativo caracterizados ultraestruturalmente.
Células claras sdo encontradas predominantemente, na cauda do epididimo, possuindo um
rico aparelho endocitético. Células principais também foram relacionadas a processos
endocitoticos bem como com secregfio protéica. Células colunares escuras do corpo
epididiméario mostraram um “sistema endocitoplasmético™ de pequenos canais formados pela
coalescéncia de vesiculas, aparentemente relacionadas com a absorgfo de dgua e endocitose
de fase fluida.
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ABSTRACT

Epididymidis epithelium of the gerbil (Meriones unguiculatus) was focused in four
distinct regions e. g., initial segment, caput, corpus and cauda of the epididymis in which
were characterized five cell types: principal, apical, basal, halo and clear cells. These cells
were not will characterised only in the thin and straight epididymal corpus that showed
columnar (principal) cells highly basophilic. Clear cells were viewed mainly in the initial
segment and cauda epididymidis although they were not observed in rat’s epididymidis initial
segment. The epididymal epithelium since the caput until the corpus was high and showed
low weight in the cauda epididymis. The lower epithelium at the caudal level probably
compensate the great luminal diameter noted in this region. Concerning at the oxidative
enzymes studied, such as the alkaline and acid phosphatases and ATPase, they showed
intense reactivity in the proximal segments of the duct. Alkaline phosphatase and ATPase
also revealed high activity in the cauda epididymidis, but SDH showed low reactivity
throughout epididymal epithelium, in all the regions, except inside the tubular Jumen at
spermatozoa storage level. Enzymatic activities were correlated to functions of endocytosis,
secretion, absorption and active transport of substances, characterised by ultrastructural
observations and interpretations. Clear cells were the main cells related to phase fluid
endocytosis a function also related to principal cells. Principal cells apparently were
predominantly reported to proteic secretion. Columnar dark cells of the corpus seemed to be
related to active and passive absorption of water.
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INTRODUCAO GERAL

O gerbilo, Meriones unguiculatus, é um roedor da familia Cricetidae, subfamilia
Gerbillinae, sendo nativo das regiGes desérticas da Mong6lia e do Nordeste da China. Trata-
se de um animal relativamente docil, caracterizado pelo comportamento monogimico e por
mecanismos fisiolégicos de conservagio da dgua corpdrea. Apresenta ciclos alternados de
vigilia e repouso durante o dia e a noite, embora seja mais ativo no periodo noturno (RICH,
1968; HARKNESS & WAGNER, 1993). Tem sido crescentemente utilizado em pesquisas

laboratoriais, desde que foi introduzido no Ocidente a partir da América do Norte, Assim
sendo, tem se revelado um bom “modelo biolégico”, em pesquisas biomédicas e biologicas
(RICH, 1968; HARKNESS & WAGNER, 1993)

Estudos sobre a morfologia e histofisiologia do ducto epididimario do gerbilo nfo
foram encontrados na literatura ao alcance. Todavia, alguns outros estudos sobre a via
espermitica deste roedor foram achados. Destacam-se a descriciio do desenvolvimento pds-
natal do testiculo, com base na evolugio do epitélioc seminifero (NINOMIYA &
NAKAMURA, 1987); estudos sobre algumas caracteristicas estruturais e histoquimicas do
ducto deferente (ORSI et al. 1999, 2000); e, descri¢io do ciclo do epitélio seminifero no
gerbilo (SEGATELLI et al., 2000, 2002).

O epididimo é um ducto tnico e grandemente enovelado, considerado um espago para
a maturagio e estocagem de espermatozdides. Os espermatozéides permanecem no sistema
de ductos excretores do testiculo de mamiferos, com énfase ao ducto epididimério,
previamente 3 emissdo e ejaculagho, quando soffem algumas pequenas modificagbes
morfologicas, fisiologicas e bioguimicas associadas com a sua maturagdo e aquisicio da
capacidade de fertilizag8o. Assim sendo, se aceita que os ductos excretores do testiculo nfo
s30 meramente condutos passivos, mas representam um sistema dinimico que influencia o
microambiente luminal e os espermatozdides que nele se encontram estocados (ROBAIRE
& HERMO, 1988; SETCHELL et al.,, 1994).

O epitélio epididimario regula a passagem de moléculas para dentro ou para fora do
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limem epididimario, contribuindo assim com a formagfo do fluido luminal e com as
alteragbes deste microambiente ao longo do epididimo. Os espermatozoides ficam expostos
a continuas mudancas deste fluido, fator necessério para a sua sobrevivéncia e maturagio
(HINTON & PALLADINO, 1995).

A distribuico de substéncias, no epididimo de mamiferos, varia consideravelmente nas
diferentes espécies. Algumas destas substincias sfic detectadas histoquimicamente no
epididimo de mamiferos (MONIEM, 1980). Estudos morfologicos aliados & histoquimica
permitem correlacionar a estrutura com a fungio do epididimo, possibilitando desta forma, a
divisdio descritiva do epididimo em diferentes regiGes (ADAMS, 1983).

Concernente aos estudos de reatividade enzimatica foram observadas variacBes
espécie-especificas e ainda, regifio-especificas na localizagio de diversas enzimas ao longo
do epididimo, em diferentes espécies (MONIEM & GLOVER, 1972; MONIEM, 1980;
ADAMS, 1983).

A fosfatase 4cida (FoAc) é uma enzima lisossomal associada com absor¢do e quebra
de compostos sob condigdes 4cidas (DE DUVE, 1963). Esté envolvida no catabolismo de
substncias, previamente absorvidas do Nimem do ducto epididimirio (NICANDER, 1965;
MONIEM & GLOVER, 1972). Atualmente, se conhece que a fungdo hidrolitica da FoAc
est4 ligada aos processos de digestdo autofigica e heterofagica dos lisossomas de ductulos
eferentes (ORSI et al., 1998) e do ducto epididimario (HERMO et al., 1988).

A reatividade da fosfatase alcalina (FoAl) foi demostrada em diferentes niveis do
epitélio epididimério, variando entre as espécies ja estudadas. Possivelmente, esta enzima
esteja envolvida em processos de transporte de glicideos e outras moléculas organicas,
através de membranas. A localizaciio da FoAl na membrana basal do ducto epididimério de
cobaia, indica uma provavel fungdio desta enzima no transporte de moléculas entre as células
principais e os capilares subepiteliais (ADAMS, 1983).

A atividade enzimatica da ATPase no epididimo de mamiferos estd associada ao
processo bioquimico de quebra do ATP, visando produgio de energia para transporte ativo
de substincias entre a parte apical do epitélio ¢ a luz epididiméria, ou vice-versa (HOLT,
1980; MONIEM, 1980). Esta enzima através de estudos mais recentes foi imunolocalizada
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na membrana plasmética ou na membrana de revestimento de vesiculas apicais presentes em
Hamen tubular, que € acidificado visando a quiescéncia dos espermatozodides intraluminais
{(BROWN et al,, 1997).

Segundo HOLT et al (1980), a succinato desidrogenase {SDH) estaria envolvida em
considerdvel atividade metabdlica, a qual pode estar associada com a produgfc de substratos
para os espermatozodides. Por outro lado, no epididimo de gato, de modo geral, a SDH deu
atividade fraca ao longo do epididimo (VIOTTO et al,, 1986). Por ser uma enzima com
papel relevante no ciclo de Krebs poderia se especular que a sua reatividade fraca no epitélio
epididimério decorreria do predominio de glicélise anaerébica no epididimo (FOUQUETT et
al,, 1969).

O ducto epididimario € dividido macroscopicamente em cabega, corpo e cauda, porém
diferencas histoldgicas regionais ou segmentares caracteristicas, e talvez espécie-especificas,
foram descritas na estrutura do epitélio epididimério em diferentes mamiferos (ROBAIRE &
HERMO, 1988). BENOIT (1926) caracterizou, pela primeira vez, a parte inicial do ducto
epididimario, seqilente aos dictulos eferentes, como o segmento inicial, uma regifio
histologica com caracteristicas comuns a uma série de mamiferos; descrita nos trabalhos
anteriormente citados e praticamente em todas as publicagSes mais recentes sobre o
epididimo de mamiferos.

Os termos cabega, corpo e cauda usados, em anatomia macroscdpica, para regides
diferenciadas do epididimo de mamiferos, parecem ser inadequados para estudos
comparativos de metabolismo; caracteristicas bioquimicas e funcionais do ducto
epididimario, uma vez que atividades especificas das células de revestimento tubular, tais
como endocitose, transcitose, secrecio e absor¢do, caracterizadas, por exemplo, nas células
principais (HAMILTON, 1975; ROBAIRE & HERMO, 1988), parecem estar mais ou
menos restritas a regides ou segmentos definidos do ducto.

Virias publicagbes consideraram a histologia regional do epididimo compreendendo o
segmento inicial, e a cabega como regiGes envolvidas, predominantemente, com absorgéo de
fase fluida do liquido seminifero; o corpo (segmento médio), relacionado com habilitag@io de
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fertilizaciio (maturagio) dos espermatozoides, e, a cauda com suas partes proximal e distal,
destinadas a estocagem dos espermatozodides no ducto epididimario (ROBAIRE &
HERMO, 1988).

Anteriormente, GLOVER & NICANDER (1971) consideraram as areas do epididimo
relacionadas com maturagfio dos espermatozdides nos segmentos inicial e médio {corpo), e
estocagem dos espermatozdides no segmento terminal (cauda epididiméria). Porém,
ORGEBIN-CRIST & OLSON (1984), com base em trabalhos sobre diferentes mamiferos,
caracterizaram a regifio de maturacfo dos espermatozdides epididimarios indo da parte distal
do corpo para a parte proximal da cauda‘epididimé.ria, embora no sagili a maturagfo
ocorreria nos segmentos proximais do ducte (MOORE, 1981),

Tendo em vista estas consideragcBes, os nossos estudos sobre a morfologia e
histoquimica do epididimo do gerbilo foram realizados utilizando-se o modelo histolégico
regional adotado por ROBAIRE & HERMO (1988).

No epitélio colunar e pseudoestratificado do epididimo de mamiferos, geralmente, se
observam 6 tipos celulares distintos, as células principais, basais, claras, halo, delgadas e
apicais (HAMILTON, 1975; ROBAIRE & HERMO, 1988). O tipo celular mais abundante
no epitélio epidididrio é a célula principal estando envolvida em processos de absorgio,
secregdo (NICANDER & MALMQVIST, 1977), endocitose e transcitose (ROBAIRE &
HERMO, 1988). Absorciio de fluido luminal; secrecSio de alguns produtos (proteinas;
glicoproteinas; etc) e atividades endocitdticas parecem ser as principais fungGes atribuidas a
este tipo celular (HAMILTON, 1975; FLICKINGER, 1983, 1985; COOPER et al, 1987,
ROBAIRE & HERMO, 1988; HERMO et al, 1992, 1994).

A capacidade de simtese protéica, ou glicoprotéica, ativa das células principais do
ducto epididimario, antes caracterizada, decorre de possuirem reticulo endoplasmético
rugoso (RER) e complexo de Golgi bem desenvolvidos (LIU et al., 1991; HERMO et al,
1994). Além disso, os autores, mediante estudos em que fizeram marcagio de moléculas,
demonstraram que estas podem ser transportadas através das células, sugerindo que as
células principais sio capazes de incorporar aminoacidos (LIU et al,, 1991).

As células basais tém sido encontradas em todas as regiSes do epitélio epididimério,
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atuando como possiveis elementos de estabilizag@o do epitélio epididimario (HAMILTON,
1975), ou ainda foi sugerido que elas participariam de um processo de renovagéio celular do
epitélic agindo possivelmente como “células tronco” (SHARMA et al.,, 1986). Segundo
YEUNG & COOPER (1994), as células basais desempenham papel de protecio no epitélio
epididimario, sendo comparadas a macréfagos.

As células halo t€m sido consideradas como linfocitos intra-epiteliais ou macréfagos,
proposta decorrente dos estudos ultra-estruturais e imunohistoquimicos de alguns autores
(HOFFER et al, 1973; DYM & ROMRELL, 1975; WANG & HOLSTEIN, 1983;
NASHAN et al., 1989).

As células claras localizam-se, principaimente, na cauda do epididimo, ocorrendo
também em menor quantidade nos outros segmentos tubulares (ROBAIRE & HERMO,
1988). Tém sido objeto de controvérsia quanto & sua funcdo. Aparentemente, estariam
envolvidas na secrecfio de glicerilfosforilcolina (MARTAN & RISLEY, 1963; MARTAN,
1969). Por outro lado, as células claras sfio ricas em anidrase carbonica, uma enzima
relacionada com processos de absor¢do celular, em nivel epitelial (FLICKINGER et al.,
1978). As células claras, aparentemente, poderiam estar envolvidas, também, na absorgio
de ions e proteinas presentes no fluido da cauda do epididimo, onde sfo mais NUMETosas.
Por outro lado, as células principais sfo mais ativas na absorgfio de fluido e outras
substéncias npele dissolvidas nas regiGes proximais do epididimo (FLINCKINGER et al,
1978).

As células apicais tém caracteristicas morfoldgicas e citofisiolégicas complexas, e até
certo ponto confusas. Seriam células ricas em mitocondrias segundo MARTINEZ-GARCIA
et al. (1995), ou seriam células aparentadas as células principais, em termos
morfofuncionais, segundo MOORE & BEDFORD (1979).

O termo “células apicais ricas em mitocOndrias™ foi atribuido a outros tipos celulares,
tais como as células claras e a um subgrupo de células principais. Além disso, algumas
células apicais tém sido designadas com os termos de células holdcrinas, céhilas escuras e
células “narrow” (delgadas escuras), especialmente quando apresentam citoplasna com
elevada eletrondensidade. Assim foram apresentadas, também, como sendo talvez uma
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populagdo a parte das células usuais do revestimento epitelial epididimario (LUDERS, 1976;
VIOTO et al., 1996).

Apesar da grande confusdo existente sobre este tipo celular, MARTINEZ-GARCIA et
al. (1995) relataram que a célula apical rica em mitocdndrias é um tipo bem definido,
presente no epididimo da maioria dos mamiferos e com significado funcional ndo totalmente
esclarecido. Entre suas possiveis fungdes, se citariam a capacidade de reabsorgdo e
acidificaco do fluido epididimario, segundo os autores.

Os tipos celulares podem variar regionalmente, sendo que algumas células aparecem
com maior freqiiéncia em alguns segmentos do que nos outros. As variagdes ocorrem nfo s6
quanto ao tipo celular, mas também, em outras caracteristicas como a altura epitelial que,
geralmente, diminui da cabeca para a cauda epididiméria, e os didmetros tubular e luminal
que freqiientemente mostram comportamento regional oposto ao da altura epitelial, de
acordo com os diferentes estudos anteriormente citados.

Com base principalmente nas caracteristicas ultraestruturais das células do epitélio de
revestimento epididimario do rato albino (HAMILTON, 1975; ROBAIRE & HERMO,
1988; HERMO et al, 1992; HERMO et al., 1994), algumas caracteristicas das regides
histoldgicas do epididimo sfo sumariadas a seguir;

O segmento inicial tem epitélio muito alto e contém poucos espermatozodides no
lamen. As células principais mostram estereocilios apicais longos, gotas lipidicas, poucos
tibulos e canaliculos curtos invaginando o citoplasma apical. No citoplasma apical veém-se
também vesiculas ¢ pequenos vactiolos, com conteido de baixa eletrondensidade. No
citoplasma supranuclear o complexo de Golgi e estruturas associadas séio bem
caracteristicos. Outros tipos de células presentes neste segmento incluem células basais,
halo, células delgadas (“narrow cells™), possiveis precursoras das células claras, e algumas
células apicais ricas em mitocondrias (HAMILTON, 1975; ROBAIRE & HERMO, 1988;
HERMO et al., 1994; SERRE & ROBAIRE, 1998).

Na cabeca do epididimo, células principais altas revestem o limen, no qual se
observam mais espermatozoides. Pequenas vesiculas de superficie plana ou revestidas estdo
presentes. Nesta regifio € caracteristica a presenga de grandes vactiolos claros, vesiculas
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grandes e corpos multivesiculares apicais presentes no citoplasma das células principais.
Células basais e halo sSio notadas, assim como células claras com um bem desenvolvido
aparelho endocitético no citoplasma apical (ROBAIRE & HERMO, 1988; HERMO et al,,
1994; SERRE & ROBAIRE, 1998).

No corpo do epididimo, na parte média do segmento médio, geralmente o epitélio
tubular é mais baixo do que na cabega epididimaria. As organelas das células principais nfio
tém grandes variacSes aquelas ja descritas. Na cauda epididimaria, ou segmento terminal, a
altura epitelial ¢ menor do que a dos segmentos anteriores, tendendo a forma ciibica. Células
claras grandes sdo evidentes, e especia]meﬁte numerosas na por¢do distal da cauda. A
superficie apical destas células contém poucos estereocilios, mas exibe longos processos
sinuosos; sua extremidade apical é quase inteiramente ocupada por vesiculas, vactolos,
tabulos e invaginacdes da membrana plasmatica apical, notando-se também corpos
multivesiculares palidos e densos e lisossomas secundarios (ROBAIRE & HERMO, 1988;
HERMO et al., 1994).

As células epididimarias de mamiferos possuem complexo sistema de endomembranas
para sintese protéica, necessaria para a producSio de enzimas lisossomais ou de outras
substdncias (HAMILTON, 1975; ROBAIRE & HERMO, 1988; HERMO et al., 1994). A
presenca de complexos de Golgi bem desenvolvidos € caracteristica do citoplasma
supranuclear de células principais epididimarias de mamiferos, participando da formacio de
lisossomas e de atividades secretorias destas células (NICANDER & GLOVER, 1973;
HERMO et al, 1994).

A presenca de “vias intracitoplasmaticas” para endocitose, transcitose e secregfo nas
células principais epididiméarias de mamiferos foi caracterizada, e ilustrados os mecanismos
ultraestruturais e citofisiologicos de sua ocorréncia (ROBAIRE & HERMO, 1988; HERMO
et al., 1994). ‘

Concernente a capacitagio (habilitacdo de fertilizagdo) dos espermatozoides no
epididimo de mamiferos, destacam-se algumas modificagSes na sua morfologia, durante o
seu transito ao longo da uz tubular, bem como a sua interagdo com o citoplasma apical das
células epiteliais epididimérias feita através de processos de endocitose, secrec@o e absorcdo
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de fase fluida do liquido testicular. Modificacdes morfologicas dos espermatozdides
epididimarios podem estar associadas a alteragdes bioquimicas ¢ fisiologicas intraluminais da
membrana plasmatica destas células, concernentes & natureza e & estrutura da propria
membrana, bem como ao acréscimo ou supressdo de substdncias (proteinas, fons salinos,
etc.), na membrana plasmatica, inter-relacionadas & fisiologia das células epiteliais
epididimarias (ROBAIRE & HERMO, 1988).

A secrecio ¢ outra fungio atribuida ao epitélio epididimirio de mamiferos.
Especialmente, as células principais sfo capazes de secretar no limen epididimario alguns
ions salinos, pequenas moléculas orgénicas, proteinas e glicoproteinas, sendo estas secregdes
necessarias para ocorrer a maturacio espermatica. O epididimo € capaz de captar da
circulagfio, transportar € secretar através de seu epitélio, substincias tais como carnitina,
inositol e agtcares. Outras substincias, tais como a glicerilfosforilcolina (GPC) e
glicoproteinas sfio sintetizadas e secretadas pelo epitélio epididimario (FLICKINGER, 1983;
1985; SETCHELL et al., 1994).

Algumas hipGteses foram propostas para explicar 0 movimento do material secretado
no lamen epididimério ou ducto-eferencial, pelas células epiteliais. Assim, poderia haver a
existéncia de uma comunica¢do intermitente entre o RE apical e 0 compartimento luminal
(HOFFER et al.,1973). Vesiculas revestidas por membrana carreariam o produto secretdrio
do complexo de Golgi para o citoplasma apical (FLICKINGER et al. 1978; ORSI et al.,
1998). Granulos citoplasméaticos apicais estariam envolvidos em processo merderino de
secrecdo (NICANDER & MALMQVIST, 1977).

Em vista destas informaces, 0 objetivo do presente trabalho foi estudar e descrever a
histologia, histoquimica e ultraestrutura do ducto epididimirio do gerbilo, visando
estabelecer as caracteristicas fundamentais do seu epitélio de revestimento tubular. Os
resultados obtidos foram confrontados com desérigées anteriores da histologia regional do
epididimo de mamiferos, com énfase no rato albino laboratorial (vide ROBAIRE & HERMO
1988, HERMO et al., 1994 para referéncias gerais).
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OBJETIVOS

» Estudar em microscopia de luz as caracteristicas histologicas segmentares e dos
diferentes tipos de céhulas do epitélio de revestimento do ducto epididimario, do gerbilo
Meriones unguiculatus.

» Realizar estudos histomorfométricos do ducto epididimario, enfocando-se a altura do
epitélio; didmetro tubular e didmetro luminal.

»~ Inferir os aspectos morfofuncionais do epididimo do gerbilo, através de estudos
histoquimicos de algumas enzimas, como a ATPase, fosfatase acida, fosfatase alcalina e
succinato desidrogenase.

# Descrever a ultra-estrutura em microscopia eletrénica de transmissfo, dos diferentes
tipos celulares do epitélio de revestimento do ducto epididimario, dando maior énfase as
células principais, € as caracteristicas diferenciais entre as regiGes epididimérias do
gerbilo.
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Introducio

A fosfatase 4cida (FoAc) e a fosfatase alcalina (FoAl) mostraram localizagdes distintas
no epitélio epididimario de alguns mamiferos. Assim sendo, a FoAl reagia positivamente nos
estereocilios de tode o epididimo, enquanto que a FoAc reagia fortemente nos dois
segmentos epididimarios proximais, Jocalizados na cabega epididimaria de alguns mamiferos,

19,20

como o coetho, cavalo, touro e carneiro™ . Estes resultados foram similares as descri¢bes

feitas no epididimo de outros mamiferos, destacando-se os roedores laboratoriais™ ' .
A FoAc usualmente esta associada a absorc3o e quebra de compostos sob condicdes
4cidas, nos lisossomos’, estando também envolvida no catabolismo de substincias,

previamente absorvidas do limen do ducto epididimério™*

. Atualmente, se conhece que a
funcfio hidrolitica da FoAc estd ligada aos processos de digestdo autofagica e heterofigica
dos lisossomos, os quais estdo presentes principalmente no citoplasma apical de células
epiteliais dos dictulos eferentes™ e do ducto epididimario'"", justificando a sua atividade
enzimatica na parte apical do epitélio tubular destes ductos da via espermatica™.

A sugestdo proposta de que o segmento inicial € a principal regifio epididimaria
associada a reabsorgiio de fluido seminal'’ fora antes sugerida® > ' pelas reagdes distintas
para adenosina trifosfatase (ATPase) e fosfatase alcalina pa margem estereociliosa do
segmento inicial. Ademais, um ciclo ativo de 4cido tricarboxilico poderia ser esperado para
possibilitar a formacio de quantidades significativas de ATP, para ser utilizado no transporte

presenga de tal atividade de transporte € indicada por uma intensa reagio ATPase positiva e
moderada atividade fosfatase alcalina ao longo da margem luminal do epitélio no segmento
inicial' . ‘

A atividade histo-enzimatica da ATPase no epididimo de mamiferos também esta
associada ao processo bioquimico de quebra do ATP, visando producdo de energia para
transporte ativo de substincias entre a parte apical do epitélio e a luz epididimdaria, ou vice-
versa'* ** . A ATPase, através de estudo mais recente foi imunolocalizada na membrana
plasmatica ou na membrana de revestimento de vesiculas apicais presentes em células do
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epitélio epididimario, sendo considerada transportadora de prétons H' para o liimen tubular,
visando acidificar o ambiente luminal e desta forma mantém a quiescéncia dos
espermatozéides intraluminais’,

Reacdes enzimaticas intensas foram notadas para 2 succinato desidrogenase (SDH) ¢
esterase nfo-especifica, no segmento terminal epididimario do elefante, sendo indicativas de
que a SDH estaria envolvida em considerdvel atividade metabdlica, a qual poderia estar
associada com a produgdio de substratos para os espermatozodides™ . Por outro lado, no
epididimo de gato, de modo geral, a SDH deu reatividade fraca ao longo do epididimo™ .
Por ser a SDH uma hidrolase com papel relevante no ciclo de Krebs poderia se especular
que a sua reatividade fraca no epitélio epididimério decorreria do predominio de glicolise
anaerébica no epididimo’ .

Estudo de localizagfio histoquimica das enzimas: fosfatase alcalina (FoAl), fosfatase
acida (FoAc), ATPase e SDH, relacionadas ao metabolismo epididimério, foi aqui realizado
com o objetivo de precisar a distribuicio destas enzimas nas diferentes regides do epididimo
do gerbilo® e inferir os possiveis aspectos morfofuncionais dos diferentes segmentos

epididimarios.

Material e Método

Para estudos histoquimicos de atividades enzimaticas no epididimo de gerbilo
(Meriones unguiculatus), foram obtidos fragmentos adequados do segmento inicial (SI),
cabega, corpo e cauda de ambos os epididimos de 7 gerbilos adultos e sexualmente maduros,
com idade de 90 dias. As regides foram coletadas a fresco e congeladas em n-hexana,
previamente resfriada em nitrogénio liquido. Estes materiais foram acondicionados em
freezer a -80°C. Cortes histologicos de 9um foram obtidos em micrétomo criostato (Jung-
Leica CM 1800, Alemanba) & temperatura de —20°C e submetidos as reagOes enzimaticas
para pesquisas de localizagfio e reatividade das enzimas: ATPase, fosfatases dcida e alcalina
(FoAc e FoAl, respectivamente) ¢ succinato desidrogenase (SDH) ». Os pardmetros de
coloraciio tissular (intensidade de reagBes), utilizados para documentar as respectivas
reatividades enziméticas foram convencionados como sendo de atividades: intensa (4), forte
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(3), moderada (2), fraca (1) e negativa (0).

Resuitados

As localizagGes histoquimicas e as reatividades do apice e da base do epitélio
epididimério e da membrana basal (MB) do ducto epididiméario do gerbilo sfo sumariadas na
tab. 1, sendo as reatividades analisadas nas regiSes histologicas pré-estabelecidas’,

A enzima FoAl mostrou reatividades intensa no SI (Fig.1A) e forte na cabeca
epididimaria (Fig.2A). No SI a reagdo foi itensa na porcdo mais apical do epitélio
epididimario e englobando o citoplasma supranuclear e apical das células principais (P) e
talvez também das células apicais. A margem estereociliosa apical mostrou reatividade entre
fraca e negativa. A membrana basal exibiu reatividade forte; ¢ o contetido luminal
apresentou reatividade heterogénea, notando-se atividade enzimatica forte em alguns pontos
dispersos do contetdo presente na luz tubular (Fig.1A).

No epitélio de revestimento da cabeca epididimaria a atividade da FoAl foi forte
também pa por¢o apical, aparentemente tendo a mesma localizago histoquimica observada
no SI, porém a margem apical de estereocilios na cabecga apresentou reatividade igualmente
forte, diferentemente do SI, onde os estereocilios tiveram reatividade negativa. O contetido
luminal, com caracteristicas mais homogéneas, mostrou reatividade média e a membrana
basal tubular exibiu uma reatividade forte (Fig.2A).

A atividade da FoAl no corpo epididimario foi de fraca a negativa no epitélio tubular,
sendo negativa no contetido huninal e na membrana basal Na cauda epididimaria a
reatividade da FoAl, de modo geral, foi negativa, exceto em nivel da membrana basal fubular
em que foi média (Fig.3A). Logo, se pdde observar que a atividade da FoAl diminuiu
gradualmente do SI em dire¢io ao corpo e cauda epididimérios. Verificou-se que a atividade

gerbilo, englobando o SI ¢ a cabega epididimaria.
Na porgdo proximal do epididimo do gerbilo a enzima FoAc mostrou atividades
intensa no citoplasma supranuclear e apical ¢ moderada no citoplasma basal das células do

URICAMP
BIZILIOTECA CENTRAL
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Possivelmente a reatividade intensa ocorreu preponderantemente no citoplasma das células
P. Porém ndo se pdde descartar as células apicais e claras impossiveis de se caracterizar
histoguimnicamente nos preparados enzimoldgicos. Os nucleos celulares nio apresentaram
reaciio enzimatica ¢ a evidenciacio de atividade moderada basalmente foi retratada por
alguns pontos dispersos de reatividades forte ou intensa. A reatividade da membrana basal &
FoAc foi negativa em ambas as regibes analisadas assim como © contetdo luminal da cabega
epididiméria, e 0 contetdo luminal do SI mostraram pontos focais de reatividade moderada
a FoAc.

A atividade da FoAc no corpo epididimario observou-se, novamente, ser de fraca a
negativa. Na cauda epididiméria a FoAc voltou a mostrar reatividade intensa na por¢éo
apical e entre forte e moderada na porgdo basal do epitélio tubular (Fig.3B). A membrana
basal tubular deu rea¢fio negativa 4 FoAc, a qual mostrou atividades entre fraca e negativa
no contetdo intraluminal da cauda epididiméria (Fig.3B). Observou-se que a atividade da
FoAc foi intensa em praticamente toda a margem apical do epitélio epididimario do gerbilo,
desde o SI até a cauda, exceto no corpo epididimario onde se observou reagdo entre fraca e
negativa.

A enzima ATPase deu reatividades intensa na porgdo apical e fraca na porgdo basal do
epitélio epididimario do SI, nfio mostrando atividade po terco meédio basal do epitélio
tubular, no qual os nicleos das células P foram observados, conforme as observagbes
preliminares que se fez de histologia epididiméria regional no gerbilo®. A membrana basal
tubular assim como o conteido luminal mostraram reatividades fracas ou negativas (Fig.1C).
Na cabeca epididimaria a reatividade tubular geral 4 ATPase foi forte na parte apical do
epitélio tubular, ¢, também pa estreita faixa do citoplasma basal das células epiteliais. A
membrana basal exibiu reaciio forte e o conteido luminal ndo apresentou reacdo a ATPase
(Fig.2C).
todas as regides analisadas. Na cauda, a atividade da ATPase mostrou-se forte em nivel
apical e também no estroma peritubular do epitélio de revestimento tubular. A membrana
basal tubular mostrou reatividade forte e no contefido huninal viu-se atividade entre fraca e
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negativa para 3 ATPase (Fig.3C). Notou-se que a regifio apical do epitélio epididimario
mostrou reatividade de ATPase em todos os segmentos epididimarios, exceto no corpo,
onde a reatividade enzimdtica foi entre fraca e negativa. A intensidade da reagdo 3 ATPase
dimimuiu do S para a cabeca e cauda epididimarias.

A enzima SDH, de modo geral, mostrou atividade predominantemente fraca no
epitélio de revestimento do ducto epididimério do gerbilo em todas as regides consideradas.
No SI uma reago enzimdtica moderada foi vista basalmente (Fig.1D) e no corpo
epididimario ndo houve reatividade 4 SDH. Tanto na cabega (Fig.2D) como na cauda
(Fig.3D) epididimarias, notaram-se reagles entre fraca e negativa para a SDH. De modo
- mais especifico no epitélio epididimario do SI foi observada reatividade moderada 2 SDH,
~ sendo essa reag30 mais constante na regifio basal. Nas demais regifes histologicas esta
reacfio diminuin de intensidade tornando-se mais fraca e mais dispersa. Verificou-se
reatividade intensa de SDH apenas no conteiido luminal, formado predominantemente por
espermatozdides (Fig.1D, 2D e 3D).

Tabela 1. Localizacdes histoquimicas e reatividades do dpice e da base do epitélio
epididimario e da membrana basal (MB) do ducto epididimario do gerbilo, nas regides
histolégicas pré-estabelecidas®. Botucatu, 2004

Regides segmento inicial Cabega Corpo Cauda
Epididime
Epiték‘o ) Epﬁéll 10 Epitélio Epltéh 10

Reages 4pice base MB  dpice Base MB  Apice Base MB  Apice Bame MB
FoAl 4 0 3 3 0 3 1 i 0 0 0 2
FoAc 4 2 0 4 2 [+ | 4] 0 4 3 0
ATPase 4 i 1 3 3 3 1 i 1 3 1 1
SDEE 1 2 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0

(FoAl) fosfatase alcaling; (FoAc) fosfatase dcida; (ATPase) adenosina trifosfatase; (SDH) succinato desidrogenase
(4) reaco intensa; (3) reagio forte; (2) reaciio moderada; (1) reaciio fraca e (0) reacio negativa
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Legendas

Figura 1 — Reatividades enziméticas no SI do ducto epididimério do gerbilo as enzimas
FoAl (A, 200x); FoAc (B, 200x); ATPase (C, 200x); e, SDH (D, 200x), sendo indicadas
reaches: intensa (rosaceas), forte (estrelas), heterogénea (*), fraca (cabeca de seta),
moderada (seta).

Figura 2 — Reatividades enzimaticas, na cabega do ducto epididimério do gerbilo as enzimas
FoAl (A, 400x); FoAc (B, 200x); ATPase (C, 200x); e, SDH (D, 400x), sendo indicadas

reacGes: forte (estrelas), homogénea (esfera), intensa (rosaceas).

FoAl (A, 200x); FoAc (B, 200x); ATPase (C, 200x); e, SDH (D, 200x), sendo indicadas
reacGes: moderada (seta), intensa (rosiceas), forte (estrelas), fraca (cabega de seta).
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Discussio

A reatividade da FoAl no epididimo do gerbilo permitiu observar que esta enzima estd
concentrada na porgdo proximal do ducto epididimario deste roedor, a qual englobac Slea
cabeca epididimaria®. Foi observada principalmente na porgio apical do epitélio de
revestimento tubular, englobando o citoplasma supranuclear e apical das células P e apicais®.
Estas observacOes sdo, até certo ponto, similares aquelas caracterizadas no epididimo de
algumas outras espécies de marmiferos, embora no rato e no cobaio as células P nio
mostraram reatividades para esta enzima® ‘%, Por outro lado, & semelhanca das observacdes
anteriores, feitas no rato e em outros mamiferos’ e no cobaio’, a membrana basal tubular
epididimaria do gerbilo mostrou reatividade predominantemente forte & FoAl, cujo
significado histofisiologico € a mediacfio enzimética que a FoAl exerce entre as células
epiteliais e os capilares do estroma peritubular, no transporte de agticares e outras moléculas
orgénicas'.

Por outro lado, tendo em vista que a FoAl catalisa e hidrolisa ésteres de monofosfato,
sendo predominantemente uma enzima da membrana plasmitica com localizacio em
superficies adsortivas ou secretérias de células”, poder-se-ia inferir que os segmentos .
proximais do epididimo do gerbilo estariam envolvidos ativamente com estes papéis
funcionais marcantes. Inclusive apoiaria esta tese a observacio de atividades enziméticas
fortes de outras enzimas hidroliticas neste segmento, exceto a SDH. As atividades
endocitdticas, secretorias e de absorgdio, se relacionam a atividades metabdlicas dos
compartimentos epitelial e luminal do epididimo™ ' > %, Como conseqiiéncia, apoiariam
também uma possivel habilitacio de fertilizacdo dos espermatozdides epididimarios do
gerbilo nos segmentos proximais do ducto, embora esta tenda a ocorrer mais em nivel do
segmento distal (cauda) no epididimo de roedores® %2 |

A atividade da FoAl na cauda epididiméria do gerbilo foi negativa, exceto ao nivel da
membrana basal, resultado que apoia, talvez, a tese proposta de habilitacdo de fertilizacio
dos espermatozdides ao nivel dos segmentos proximais do epididimo nesta espécie. Estes
segmentos proximais precedem o delgado corpe epididimario®. Comparativamente ao
hamster em que se verifica a habilitagio de fertilizacdo dos espermatozdides na cauda
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epididimaria proximal®”%, a reatividade da FoAl na cauda epididiméria do hamster foi
notada de forma intensa, sendo confirmada com recente investigacio bioquimica de
atividade da FoAl, intensa na regido da cauda epididimaria daquele roedor”.

Quanto 4 atividade da FoAc notou-se que foi intensa em praticamente toda a porgao
apical do epitélic epididimarioc do gerbilo, exceto no corpo epididimério uma regigo
notoriamente com baixa reatividade histo-enzimética no gerbilo, conforme as observagdes
aqui feitas. A intensa reagdo apical da FoAc estd associada com atividade lisossrmica™' '
# sendo esta uma observagiio que implica ocorréncia de processos ativos de absorgéo e
endocitose de fluido fuminal'®" 122 No citoplasma basal das células epiteliais epididimérias
do gerbilo a reatividade da FoAc foi negativa, sendo este resultado similar ao observado em
outros estudos sobre a atividade desta enzima no ducto epididimario de outros mamiferos'®.
Contudo, a distribuicio de reatividade da FoAc nas células do epitélio epididirnario, nos
diferentes segmentos, mostrou caracteristicas espécie especificas, como se pode verificar
anteriormente® '*'%

Concernente 3 atividade da ATPase no epitélio epididimério do gerbilo esta foi
verificada na porg¢io apical do epitélio tubular em todos as regides epididimais, exceto no
corpo que mostrou atividade entre fraca e negativa. Esta reatividade, intensa no SI e forte na
cabeca e cauda epididimarios do gerbilo, expressa o papel enzimatico da ATPase em termos
de transporte ativo de hidrogénio livre do citoplasma apical das células epiteliais para o
lmem epididimario, visando a sua acidificagio’. A acidificacio intraluminal visa a
manutencio da quiescéncia dos espermatozdides no ducto do epididimo, prevenindo a
ativagiio prematura das enzimas acrossomais™ °.

Sabe-se que a ATPase transportadora de prétons H estd localizada principalmente em
células claras e delgadas’, sendo a quantidade de céhlas claras prevalentes na cauda
lado, de modo geral a ATPase através da quebra de ATP produz energia para transporte
ativo entre a parte apical do epitélio e o limem epididimario, ou vice-versa'™ %, tese com a
qual concordamos com base nas observagdes aqui feitas. Quanto & reatividade forte de
ATPase notada na parte basal do epitélio epididimario do gerbilo ¢ na membrana basal da
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cabeca e cauda epididimais, talvez a ATPase esteja envolvida em transporte ativo entre o
epitélio e o tecido conjuntivo subepitelial'®,

A reatividade da SDH foi predominantemente fraca no epitélio de revestimento do
ducto epididimario do gerbilo em todas as regiGes analisadas, sendo este resuitado similar a0
descrito para o epididimo do gato”. Esta desidrogenase associada as mitocondrias
desempenha papel relevante no ciclo do 4cido citrico sendo a sua atividade caracterizada nas
células do epitélio seminifero™ 7, Assim sendo, esta enzima mostrou reatividade intensa no
conteudo Juminal do epididimo de gerbilo predominantemente formado por espermatozoides
que possuem grande quantidade de mitocOndrias em nivel das pecas médias. Sugeriu-se
ainda que a atividade da SDH poderia contribuir na marcagio das células apicais ricas em
mitocdndrias do epitélio epididimario®.

Resumo

Neste estudo verificou-se, principalmente, que a expressdo tissular da fosfatase alcalina
esteve presente nas regides proximais do epididimo de gerbilo. As reatividades da fosfatase
acida e da ATPase foram intensas (fortes), na maioria das regides do epididimo
caracterizadas, marcadamente ao nivel do citoplasma apical das células do epitélio tubular,
exceto no corpo epididimario wmn delgado istmo de conexio da cabega a cauda epididimérias
nesta espécie, com notéria hiporeatividade enzimética a praticamente todas as enzimas aqui
estudadas. A succinato desidrogenase (SDH) mostrou também fraca atividade em todas as
regides, e estruturas do ducto epididimdrio do gerbilo, exceto no compartimento
intraluminal onde se verificou atividade SDH-intensa nos espermatozdides estocados no
limen. As reagbes enziméticas caracterizadas foram correlacionadas com alguns papéis
histofisiologicos tais como a mediag8o enzimdtica das fosfatases ¢ ATPase em processos
como endocitose, secregéo, absbrg.ﬁo e processo de transporte ativo das células do epitélio
tubular. Uma possivel marcagio especifica de mitocOndrias da peca média dos
espermatozbides intratuminais pela SDH foi sugerida, com embasamento em processos
metabdlicos das mitocondrias. _

Palavras Chaves: Histoquimica. Hidrolases. Epididimo. Gerbilo.
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Summary

This study mainly showed that alkaline phosphatase expression had been present in the
proximal regions of the epididymidis ductus of the gerbil which comprised the initial segment
and proximal caput. The reactivities of acid phosphatase and ATPase were strong in the
proximal and distal regions of the epididymidis ductus at the level of the apical cyvtoplasm
and epithelium, except at the corpus level, a very thin isthmus located between the caput and
cauda epididymidis, and as a general rule a low enzymatic reactive region of the epididymis
of gerbil. SDH revealed also low activities in all the regions and regional structures of the
duct, except into the luminal content formed by storaged spermatozoa, prior on the cauda
level. The enzymes presented in the epididymis were correlated to some histophysiological
roles such as the enzymatic mediation of endocytosis, secretion, absorption and active
transport concerning to phosphatases and ATPase and a possible mitochondrial role of SDH
could occur at the spermatozoa level in which the middle pieces were formed by a great
amount of mitochondria.

Key Words: Histochemistry. Hydrolasis. Epididymis. Gerbil
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2° Artigo: Histologia Regional do Epididimo do Gerbilo:

Observacdes em Microscopia de Luz

Resumo

Este estudo tem como objetivo descrever a histologia regional do epididimo do gerbilo ao
nivel de microscopia de luz, com base nas observacdes morfologicas e morfométricas. Os
principais resultados obtidos comparativamente com a histologia epididiméaria de outros
roedores, principalmente o rato albino, foram presenca de células epiteliais claras no
segmento inicial (SI), as quais nfio foram observadas na mesma regifo do epididimo do rato
albino; ocorréncia de todos os tipos celulares do epitélio epididimario na cabeca do
epididimo; marcante e total basofilia niicleo-citoplasmética das células principais (P) do
corpo epididimario delgado e retilineo nessa espécie; e, grande quantidade de células claras
na cauda epididimdria com intensa granulacdo PAS-positiva em seus citoplasmas.
Aparentemente as cé€hulas claras, assim como em outros roedores, estariam relacionadas
principalmente com endocitose de materiais particulados (fagocitose), desde o limen tubular
para o citoplasma das células P. O epitélio epididimario mostrou-se alto desde o SI até o
corpo epididimério sem diferencas significativa entre os segmentos, ou seja, entre o SI,
cabega e corpo. O epitélio mostrou-se baixo na cauda epididimaria como conseqiiéncia do
grande didmetro luminal desta regido, relacionando-se com estocagem de espermatozdides.

Abstract

This study aimed to describe the epididymidis regional histology of the gerbil at light
microscope level, on the base morphological and morphometric observations. The main
results obtained comparatively to the epididymidis histology of other rodents, mainly the
albino rat, were presence of epithelium clear cells at the initial segment which were not
observed in the same region of the albino rat epididymis, occurrence of all the epithelium cell
types in the caput epididymidis, an over all basophilic pattern of the principal cells of the thin
and straight corpus epididymidis and great amount of clear cells in the cauda epididymidis
with intense PAS-positive granulation in their cytoplasm. Apparently clear cells as in other
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rodents had been related mainly with endocytosis of particulate materials (phagocytosis)
from the tubular lumen to the cytoplasms of principal cells. Epididymidis epithelium was
high since the initial segment to the distal corpus epididymidis, without significative
difference among the three segments, and lower in the cauda as a consequence of the great

huminal diameter of this region related to spermatozoa storage.

Introducio

No epitélio colunar ¢ pseudoestratificado, do epididimo de mamiferos, geralmente, se
observam 6 tipos celulares distintos, as células principais, basais, apicais, claras, halo e
delgadas (HAMILTON, 1975; ROBAIRE & HERMO, 1988). Os tipos celulares podem
variar regionalmente, sendo que algumas células aparecem com maior freqiiéncia relativa,
em alguns segmentos do que nos outros, de acordo com os estudos citados. Diferengas
regionais especificas foram notadas entre os diferentes tipos celulares principalmente para a
sintese e secrecdo de proteinas (HERMO et al., 1992b; IGDOURA et al.,, 1995; MORALES
et al., 1996). Na cauda epididimaria como um todo (regides proximal e distal) notam-se
muitas células claras com fungdo predominantemente endocitotica (ROBAIRE & HERMO,
1988, SERRE & ROBAIRE, 1998).

As variagGes regionais ocorrem ndio s6 quanto ao tipos celulares, mas também em
outras caracteristicas como o didmetro luminal que, aumenta progressivamente das regides
proximais para as regibes mais distais do epididimo. Da mesma forma que o diimetro
luminal torna-se maior, a altura do epitélio diminui da cabec¢a para a cauda epididiméiria,
mostrando comportamento regional oposto entre os pardmetros (SERRE & ROBAIRE,
1998).

Face ao exposto o objetivo deste trabatho ¢ caracterizar histologicamente as regibes
epididimarias e os diferentes tipos de células epiteliais epididimarias no gerbilo, bem como
caracterizar parametros morfologicos diferenciativos entre as regides histologicas tais como:
altura do epitélio, difimetro tubular e difmetro luminal epididiméarios nesta espécie.
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Material ¢ Métodos

Fragmentos do segmento inicial, cabeca, corpo e cauda epididimais de 2 gerbilos
(Meriones unguiculatus), adultos (90 dias), foram fixados em solugfio de Bouin, seguindo-se
rotina de inclus@o histologica em Histosec (Leica, Alemanha). Cortes histologicos de Sum
foram corados com HE, trictomico de Masson ¢ PAS/H, para estudos histoldgicos e
histoquimicos.

Pequenos fragmentos obtidos das 4 regides epididimarias retirados de 10 outros
gerbilos, foram fixados em McDowell “overnight™ a 4°C. A rotina histolégica foi feita com
inclusfio em resina histologica (Historesin, Leica, Alemanha). Cortes de 2um obtidos foram
 corados com hematoxilina/floxina B, azul de toluidina a 0,5% e fucsina 4cida a 1%. Este
material foi destinado para estudos morfométricos, sendo as mensuragbes feitas nas 4
regides histologicas de ambos os epididimos, totalizando 10 antimeros. Utilizando-se 5
laminas, com 3 cortes histoldgicos de cada regido caracterizada, foram feitas 30 medidas
aleatdrias das variaveis: altura do epitélio epididimario desde a base até a extremidade apical
de estereocilios das células principais; didmetro tubular e didmetro luminal das regiGes
epididimarias.

As mensuracdes foram feitas com auxilio de um Sistema de Analise de Imagens KS-
300 (Zeiss, Alemanha). Os dados obtidos foram tratados estatisticamente pelo programa de
estatistica SIGMA (EUA). Para cada pardmetro avaliado, foi utilizada andlise de varifincia
com os tratamentos no esquema fatorial, onde foram comparadas as diferentes regiGes.
Também foi verificada a correlagiio linear de Pearson (ZAR, 1996) entre os pardmetros:
altura de epitélio, difmetro tubular e didmetro luminal,

Resultados

O segmento inicial (SI), no epididimo do gerbilo, mostrou contornos regulares do
ducto e da iz tubular, a qual estava freglientemente preenchida por espermatozdides. Os
micleos das células principais (P) colocaram-se no tergo médio-basal do epitélio, sendo
ovoidais, eucromaticos ¢ com um a dois nucléolos evidentes (Fig.1). O citoplasma apical
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aparece como uma faixa extensa e homogeneamente eosintfila em HE (Fig.1), verificando-
se granulaggo fortemente PAS-positiva no citoplasma apical da maioria das células P (Fig.2).

Os niicleos das células basais e halo tendem a se dispor junto & parte basal de células P
adjacentes. As céhulas claras tém nicleos mais arredondados mostrando uma extensa faixa
de citoplasma hipocorado, disposta ao redor do nicleo (Fig.1) e que pode se estender
apicalmente até as adjacéncias da borda apical de estereocilios (detalhe Fig.1). Nesta borda o
glicocalice das células P se faz evidente ao PAS. As células apicais tém ntcleos dispostos
apicalmente, relativamente aos nicleos das células P, tendo formatos entre arredondado e
ovoidal e sendo morfologicamente similares as células P. Os granulos PAS-positivos, antes
caracterizados, podem se estender ao citoplasma apical, estando mais dispersos e também
adjacentes aos nicleos de algumas células apicais (Fig.2).

Os nucleos de células basais e de células apicais aparecem com maior fregiiéncia na
cabega epididimaria (Fig.3), relativamente ao SI. PreparagSes delgadas coradas com
hematoxilina/fucsina, mostraram extensa area hipocoravel no citoplasma apical das células P
(Fig.4). A luz tubular desta regifo também apresentou espermatozdides em seu interior, em
menor quantidade do que no SI (Fig.3 e 4). A reatividade a0 PAS nesta regifio foi baixa,
observando-se apenas alguns granulos PAS-positivos esparsos no citoplasma apical (Fig.5).

O corpo epididimario do gerbilo nfo apresentou o enovelamento tubular tipico das
outras regifes tubulares (Fig.10). Os micleos das células P eram mais irregulares,
aparecendo alongados e baséfilos relativamente as regides precedentes, e dispondo-se na
parte média do epitélio. A borda apical de estereocilios foi bastante evidente e na luz tubular
se observaram fluido e nficleos de células descamadas provenientes provavelmente do
préprio epitélic epididimirio. Nucleos de células basais foram observados em grande
quantidade em posicdo adbasal, assim como niicleos de céhulas apicais com elevada basofilia
foram também observados (Fig.6).

O epitélio da cauda epididiméria do gerbilo mostrou céhulas P baixas com miicleos
baséfilos e com formas irregulares e variadas, estando localizados adbasalmente. A estreita
faixa de citoplasma supranuclear apareceu homogeneamente eosinéfila com estereocilios
curtos na borda apical (Fig.7). A luz tubular estava preenchida por grande quantidade de
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material, predominando espermatozodides (Figs.7 e 8). Células claras foram evidentes nesta
regifio, aparecendo intercaladas entre células P adjacentes, e tendo nucleos ovalados,
hipocorados, dispostos basalmente ¢ com nucléolo evidente. O citoplasma apical das células
claras apareceu também palidamente corado, devido ao grande niimero de vactiolos
supranucleares (Fig.8). A reacfio de PAS mostrou que as células claras apresentaram uma
grande quantidade de material granular supranuclear fortemente PAS-positivo, que se
dispunha circundando uniformemente o nicleo e avangando em diregio ao citoplasma
apical. A reacdo PAS-positiva marcou também o glicocalice das células P e a borda de
estereocilios (Fig.9).

Os resultados da andlise estatistica foram mostrados nas tabelas a seguir, onde
constam 0s pariametros: altura epitelial, didmetros tubular e luminal; para cada uma das
quatro regibes estudadas e, ainda, a correlacio existente entre os pardmetros considerados.

Tabela 1 - Médias aritméticas * desvio padrfio dos parimetros avaliados, segundo as
regides preestabelecidas do epididimo do gerbilo (Meriones unguiculatus):

Pardmetros
Regides Altura de epitélio Didmetro tubular DiAmetro luminal
epididimarias (um) (nm) (nm)
Segmento inicial - 40.5 (£ 3.5 1304 (£ 7.2)a 66.1 (+6.4)a
Cabega 35.5(x2.7a 141.7 (9.7 89.4 (+8.3)a
Corpo 383 (2.5 136.4 (+ 14.9)a 86.8 (£ 13.7)a
Cauda 153 & 1.9b 367.6 (£ 33.3) 3304 (+35.2)b

Para cada parimetro avaliado, médias aritméticas de regides seguidas de mesma letra ndo diferem
significativamente (p<0.05).
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Tabela 2. Correlagéo linear de Pearson (ZAR, 1996) entre os pardmetros avaliados:

Diametro tubular Didmetro luminal
Aliura do epitélio -0.86 -0.89
Digmetro tubular 0.997

P<0.01

As regiGes SI, cabega e corpo do epididimo do gerbilo, caracterizaram-se por
- apresentar epitélio pseudoestratificado colunar alto, mostrando valores médios
estatisticamente semelhantes para cada um dos pardmetros considerados. J4 a cauda do
epididimo apresentou didmetros tubular e luminal significativamente maiores, e, altura
epitelial siginificativamente menor, quando comparada &s demais regides (Tabela 1).

Com a anilise da correlagdo linear de Pearson realizada entre os parametros: altura do
epitelio e didmetros tubular e luminal, foi possivel afirmar que a altura do epitélio
epididimario do gerbilo, apresentou-se inversamente proporcional aos didmetros tubular e
luminal. Ao contrario, os didmetros tubular e luminal mostraram correlacio diretamente
proporcional entre si (Tabela 2).
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Legendas

Fig.1-3: Fotomicrografias do segmento inicial (1 e 2) e da cabecga (3) do ducto epididimario
do gerbilo, sendo indicados: contetdo huminal (*); células basal (b), halo (h), principal (p),
clara (¢} e apical (a); glicocélice (seta); granulos PAS-positivos (cabega de seta). HEem 1 e
Hematoxilina/Fucsina, H/F, no detalhe; PAS em 2; e, H/E em 3, 400x em todas as fotos.

Figs.4-6: Fotomicrografias da cabeca (4, H/F e 3, PAS, 400x) ¢ do corpo (6, H/F, 400x) do
ducto epididimario do gerbilo, sendo indicados: contetido luminal (*), células basal (b), halo
(h), principais {(p) e apicais (a); area clara citoplasmdtica apical (seta delgada); grinulos
PAS-positivos (cabeca de seta); borda apical de estereocilios (seta); esfoliaghes celulares (seta
branca) no conteddo luminal.

Figs.7-9: Cauda epididimaria (7 e 8, H/F, 9, PAS, 400x), sendo indicados: contendo luminal
(*); células principal (p), clara (c); borda apical de estereocilios (seta); glicocalice (seta
delgada); granulos PAS-positivos (cabegas de seta).

Fig.10: Preparagio macroscopica do epididimo do gerbilo, fixado em solugfio de Bouin,
mostrando as regibes anatdmicas de cabega (cb), corpo (cp) extremamente delgado e cauda
(cd), 4x.
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Discussio

Em microscopia de luz, o SI epididimério do gerbilo apresentou os mesmos tipos
celulares descritos para o rato albino compreendendo as células principais (P), basais, apicais
e halo (REID & CLELAND, 1957; HAMILTON, 1975; ROBAIRE & HERMO, 19388:
SERRE & ROBAIRE, 1998). O SI do gerbilo mostrou também células claras, que ndo
foram caracterizadas no SI do rato pelos autores citados e que as identificaram apenas no
corpo ¢ na cauda epididimérios. Células delgadas, identificadas por ROBAIRE & HERMO
(1988), e SERRE & ROBAIRE (1998) no SI de ratos, nfo foram identificadas no ducto
epididimario do gerbilo.

Na cabega epididiméria, assim como nas demais regides do ducto epididimario do
gerbilo as células P s&o as predominantes em nimero, o que tem sido uma caracteristica
propria do epitélio epididimério de mamiferos (ROBAIRE & HERMO, 1988). Todos os
tipos celulares epiteliais epididimarios foram observados na cabeca epididimaria do gerbilo,
aparentando haver maior freqiiéncia relativa de niicleos de células basais e apicais neste
segmento, do que no SI. Esta observagdio difere da afirmativa anterior de HAMILTON
. (1975), de que a célula apical estaria presente apenas no SI do rato albino, embora células
apicais tenham sido identificadas também em todas regides epididimarias do rato marrom
(SERRE & ROBAIRE, 1998).

As caracteristicas morfologicas basicas observadas nos diferentes tipos celulares do
epitélio epididimério do gerbilo nio mostraram diferencas significativas daquelas descritas
pelos autores anteriormente citados. De forma marcante, o delgado e retilineo corpo
epididimdrio do gerbilo (Fig.10), caracteristicamente diferente desta regiio em outros
roedores (ROBAIRE & HERMO, 1988), mostrou elevada basofilia micleo-citoplasmatica
das células P, nfio observada nas outras regides epididimarias do préprio gerbilo e nem
caracterizada em outros mamiferos (SETCHELL et al., 1994).

As células basais que foram consideradas elementos estabilizadores da estrutura
epitelial epididimaria (HAMILTON, 1975), parecem ter origem extratubular no epididimo
de camundongo considerando-se a hipdtese de serem mondcitos, recrutados a partir do
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sangue que irriga o epididimo (HOLSCHBACH & COOPER, 2002), e com possivel papel
imunolégico (YEUNG et al., 1994). Porém as células halo, aqui também observadas, ¢ que
efetuariam este papel segundo diferentes autores (ROBAIRE & HERMO, 1988). Para
FLICKINGER et al. (1997), os linfocitos T imuno-detectados no epitélio epididiméario de
ratos corresponderiam as células halo.

Na cauda se destacam as células claras, também presentes em outras regides como o
SI, as quais mostraram granulagio apical intensamente PAS-positiva que poderia
corresponder a absor¢do e endocitose de material particulado, talvez de natureza
glicoprotéica, com apoio tedrico em descric;ées anteriores (MOORE & BEDFORD, 1979;
ROBAIRE & HERMO, 1988; HERMO et al., 1992 a).

O epitélio epididimédrio pseudoestratificado do gerbilo foi caracterizado como alto nas
trés primeiras regiGes estudadas, tornando-se significativamente mais baixo na cauda do
epididimo. Estes dados concordam com as observagdes feitas no epididimo do rato marrom
jovem (SERRE & ROBAIRE, 1998). Segundo ROBAIRE & HERMO (1988) o didmetro
luminal epididimario se torna mais dilatado distalmente e a altura epitelial decresce, sendo
esta uma peculiaridade da cauda epididimiria que é o segmento de estocagem dos
espermatozoides. O epitélio de revestimento da cauda epididimaria no gerbilo, assim como
nos outros roedores, mostrou-se baixo sugerindo um aspecto compensativo para a dilatagio
luminal e tubular nesta regifio de estocagem dos espermatozdides.
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3° Artigo:

“Ultrastructure of the epididymal epithelium of the gerbil

{(Meriones unguiculatus)”

Introducio

O tipo celular proporcionalmente mais abundante no epitélio epididimario € a célula
principal, estando envolvida em processos de absorgio, secre¢dio micromerdcerina
(NICANDER & MALMQVIST, 1977), endbcitose, e transcitose (ROBAIRE & HERMO,
198R). Absorgdo de fluido luminal, secrecio de alguns produtos como proteinas e
glicoproteinas e atividades endocitoticas parecem ser as principais funcdes atribuidas a este
tipo celular (FLICKINGER, 1983; 1985; ROBAIRE & HERMO, 1988; HERMO et al.,
1992; HERMO et al., 1994),

A capacidade de sintese protéica, ou glicoprotéica, ativa das células principais do
epitélio epididimario decorre de possuirem reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e
complexo de Golgi bem desenvolvidos (LIU et al., 1991; HERMO et al,, 1994). LIU et al.
(1991) demonstraram que proteinas podem ser transportadas através das c¢élulas epiteliais,
sugerindo que as células principais sfo0 capazes de incorporar aminodcidos. De modo similar,
fora caracterizada autoradiograficamente uma via secretoria para glicoproteinas no
epididimo de camundongo albino (FLICKINGER, 1985).

As células epididimarias de mamiferos possuem complexo sistema de endomembranas
para sintese protéica, necessiria para a producdo de enzimas lisossomais e de outras
substancias (HAMILTON, 1975; ROBAIRE & HERMO, 1988; HERMO et al., 1994). A
presenga de complexos de Golgi bem desenvolvidos é caracteristica do citoplasma
supranuclear de células principais epididimérias de mamiferos, participando da formagdo de
lisossomos e de atividades secretdrias destas células (NICANDER & GLOVER, 1973;
HERMO et al, 1994). Assim sendo, a presenca de “vias intracitoplasmaticas™ para
endocitose, transcitose e secregdo nas células principais epididimarias foi caracterizada, e
ilustrados os mecanismos ultraestruturais e morfofuncionais de sua ocorréncia (ROBAIRE
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& HERMO, 1988; HERMO et al., 1994).

Concernente 2 habilitacfio de fertilizagiio dos espermatozéides no epididimo destacam-
se algumas modifica¢Ses em sua morfologia, durante o transito ao longo da luz tubular, bem
como a sua interagdo com o citoplasma apical das células epiteliais feita através de
processos de endocitose, secrecfio e absor¢do de fase fluida do lguido seminal
Modificagbes morfologicas dos espermatozoides epididimarios estariam associadas a
alteragbes bioquimicas e fisiologicas intraluminais de suas membranas plasmaticas,
concernentes a natureza e estrutura da propria membrana, bem como ao acréscimo ou
supressdo de substiincias como proteinas e fons salinos na membrana plasmética inter-
relacionadas a fisiologia das células epiteliais epididimarias (ROBAIRE & HERMO, 1988).

A secrecio € outra fungdo atribuida ao epitélio epididimirio de mamiferos.
Especialmente as células principais sdo capazes de secretar no limen epididimério alguns
ions salinos, pequenas moléculas orgénicas, proteinas e glicoproteinas, sendo estas secregdes
necessarias para ocorrer a maturagdo espermitica. O epididimo € capaz de captar da
circulacdo, transportar e secretar através de seu epitélio, diferentes substincias orgénicas
(FLICKINGER, 1983; 1985; SETCHELL et al., 1994).

Algumas hipiteses foram propostas para explicar o movimento do material secretado
no lmen do epididimo ou dos ductos eferentes, pelas células epiteliais. Assim, haveria
existéncia de uma comunicacfo intermitente entre o RE apical e o compartimento luminal
(HOFFER et al.,1973). Vesiculas revestidas por membrana carreariam o produto secretorio
do complexo de Goigi para o citoplasma apical (FLICKINGER et al. 1978; ORSI et al.,
1998). Grénulos citoplasmaticos apicais estariam envolvidos em processo merdcrino de
secregdio (NICANDER & MALMQVIST, 1977).

A caracterizagdo ultraestrutural do epitélio epididimério reflete suas principais fungGes
exercidas no conteddo luminal (ROBAIRE & HERMO, 1988; HERMO, et al., 1992;
ARRIGHI et al,, 1993). Em vista dessas informacBes o objetivo deste trabalho é descrever
as caracteristicas ultraestruturais do epitélio epididimirio do gerbilo nas regides do
segmento inicial, cabeca, parte média do corpo e cauda distal, caracterizando os seus
diferentes tipos celulares, com maior énfase nas células principais e claras.
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Materiais e Métodos

Estudos em microscopia eletrdnica de transmissio (MET) foram feitos nos epididimos
de 5 gerbilos (Meriones unguiculatus) adultos, com idade de 90 dias. Fragmentos do
segmento inicial, cabeca, corpo e cauda do epididimo foram coletados a fresco e fixados em
Karnovsky, durante 3 horas a 4°C. Em seguida foram submetidos a rotina de MET. Os
cortes ultrafinos obtidos (60 a 80nm) foram contrastados com citrato de chumbo e acetato
de uranila e analisados em microscopio eletrdnico de transmissdo Philips CEM 100
(Holanda), junto ao Centro de Microscopia Eletrénica do Campus de Botucatu, UNESP.

Resultados

das células P contém a maior parte das organelas citoplasmaticas, predominando
mitocOndrias e estruturas lamelares e vesiculares do reticulo endoplasmético rugoso (RER).
As cisternas lamelares do RER aparecem longas e dilatadas coexistindo com cisternas
vesiculares deste reticulo, tendo grande quantidade de ribossomos aderidos e livres que
formam polissomos (Fig.1). No citoplasma supranuclear observam-se alguns corpos
eletrondensos, corpos multivesiculares com conteado variado e corpos mielinicos envoltos
por endomembranas, os quais podem se fundir (Fig.2). O aparelho de Golgi das células P é
pouco evidente, sendo os seus dictiossomos interrelacionados com abundantes cisternas
adjacentes do RER. Nas adjacéncias do complexo de Golgi-RE se observam alguns corpos
eletrondensos, corpos multivesiculares palidos, mitocondrias e vesiculas revestidas e de
superficie lisa (Fig.3).

Em algumas células P o citoplasma infranuclear mostrou o RER tendo caracteristicas
circunferenciais quando as lamelas adquirem um padrio espiralado. Na parte central das
“espirais” (scroll), visualiza-se geralmente, uma formagio vesicular do préprio RER. Estas
lamelas circunferenciais estio associadas com mitocondrias, observando-se também
polissomos adjacentes e alguns grénulos eletrondensos presentes na estrutura lamelar. As
lamelas e vesiculas do RE se aproximam e aparentemente se inter-relacionam com as
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membranas plasmaticas de células adjacentes (Fig.4). Em algumas observagdes, notam-se
relagOes similares das lamelas com o envoltorio nuclear e com interdigitacdes de membranas
plasmiéticas adjacentes.

Na cabega epididimaria do gerbilo as células P mostraram intensa reticulacio e
vesiculagio do citoplasma supranuclear, Neste se fizeram evidentes lamelas alongadas e com
extremidades dilatadas do RER (Fig.5), coexistindo com cisternas vesiculares deste reticulo,
observando-se também mitocdndrias e grande quantidade de polissomos adjacentes (Fig.6).
Outras formagdes observadas sSio vesiculas revestidas com diferentes dimensdes, corpos
multivesiculares e lisossomos (Figs.5 e 6). No citoplasma basal das células principais
predomina 0 RER do tipo lamelar, havendo aposicéio das membranas plasmaticas laterais de
células adjacentes que mostram acentuadas ondulagbes (Fig.7).

No citoplasma apical das células P observa-se também grande quantidade de vesiculas
claras de superficie plana, algumas com dupla membrana, possuindo diferentes dimensdes e
formas; coexistindo com vesiculas pequenas e revestidas. Na luz tubular entre os
estereocilios apicais se nota grande quantidade de vesiculas e vacliolos, estando alguns
muito proximos da membrana plasmatica apical na qual aparentemente, se fundem,
verificando-se também cavéolas neste nivel vistas entre os estereocilios (Fig.8). .

No epitélio da cabega epididiméria s&o visualizadas ainda, as células apical, basal e
halo. As células apicais se colocam em posicdo elevada na estrutura epitelial tubular,
localizando-se entre as células P circunjacentes. Apresentam micleos grandes, ovoidais e o
citoplasma mostra escassez de organelas, predominando mitocéndrias e lamelas ndo muito
proeminentes do RER. As células basais fazem interdigitacbes de membranas plasmaticas
com as células P suprajacentes, localizando-se junto 4 membrana basal tubular da qual se
separam por estreita faixa de citoplasma infranuclear (Fig.9). A célila bhalo posiciona-se
também basalmente na estrutura epitelial, mostrando miicleo arredondado com expressiva
quantidade de heterocromatina, e citoplasma claro e com poucas organelas dentre as quais
predominam lisossomos (Fig.10).

O epitélio do corpo epididimério ultraestruturalmente apresenta células cohumares
(principais) com citoplasma muito eletrondenso. As células tém grande quantidade de
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vesiculas e vactolos citoplasmaticos, com um padrio coalescente, especialmente ao nivel
dos citoplasma perinuclear, aparentemente dificultando a visualizac8o adequada dos limites
intercelulares. Algumas destas células (tipo I), apresentam niicleos grandes e posicionados
apicalmente, sendo preenchidos por matriz nuclear escura (Fig.11).

Outras células colunares (tipo II), tém niicleos menores, posicionados basalmente e
com o mesmo padréio de matriz nuclear das células do tipo 1. As células do tipo II
aparentemente, sofrem uma significante invaginagio do citoplasma apical, formando uma
extensa area clara supranuclear que arrasta para o seu interior a borda de estereocilios
apicais. Os estereocilios apicais constituem wma borda extensa e continua no citoplasma
apical, proeminando na luz tubular (Fig.11).

Junto a borda apical de estereocilios de células do tipo I observam-se estruturas
vesiculares e vacuolares, com formas complexas e dimensdes variadas, que aparentemente,
contém partes da fase fluida do liquido seminal. Algumas destas vesiculas de menor tamanho
se aproximam muito da membrana citoplasmitica apical, dotada de expressiva quantidade de
cavéolas, aparentando ocorréncia de processo de endocitose de fase fluida. Evidéncias de
endocitose podem ser observadas pela presenga de endossomos, e estruturas subcelulares
relacionadas, presentes no citoplasma supranuclear (Fig.12). Ambos os tipos de células
colunares (I e II), apresentam goticulas de lipidios em posi¢io basal e presenca de grande
quantidade de vesiculas e vaciolos coalescentes entre si, que se estendem ao longo do
citoplasma perinuclear e alcangam o citoplasma infranuclear até os limites da membrana
basal (Figs.11).

O epitélio -epididimdrio na cauda € caracterizado pela presenca de expressiva
quantidade de células claras, que coexistem com as células P (Fig.13), e, também presenca
de células escuras. O micleo das células escuras é irregularmente denteado e preenchido por
matriz nuclear escura e homogénea. O citoplasma mostra complexa reticulacdo e
vesiculagio, notando-se expansGes citoplasmaticas laterais delgadas. Essas sfo envoltas por
membrana plasmética, sendo irregularmente digitiformes; posicionam-se latero-basalmente e
avancam para o citoplasma da célula P (Fig.14). As células P tém caracteristicas
ultraestruturais similares as descritas no SI e cabega epididimaria.
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O citoplasma das células claras é preenchido por grande quantidade de vesiculas e
corpos multivesiculares, com contetido heterogéneo, notados em posicdes supranuclear,
perinuclear e infranuclear, sendo adjacentes a lisossomos. As membranas plasmaticas entre
as células adjacentes tém grande interdigitagio, havendo reforgos apicais por jungdes intimas
(Fig.13).

A borda apical das células P e claras, na cauda epididimaria, ¢ circundada por grande
quantidade de estereocilios longos, que se projetam na luz tubular fazendo contato com
secgbes de espermatozdides intraluminais (Fig.15). No citoplasma supranuclear das células
claras ha evidéncias ultraestruturais marcantes de ocorréncia de endocitose de fase fluida, e
provavelmente também de endocitose adsortiva, caracterizando-se cavéolas na membrana
plasmética apical junto aos estereocilios, presenca de vesiculas e corpo multivesicular palido,
fusfio de estruturas vesiculares entre si ¢ formagfio de grandes corpos multivesiculares
palidos (Fig.16).
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Legendas

Figs.1-4: Ultraestrutura de células P do SI epididiméric do gerbilo, com detathes do
citoplasma supranuclear, sendo apontadas cisternas lamelares e vesiculares dilatadas do RER
(ER), mitocondria (m) e polissomos (asterisco), em 1 (57.500x); corpos multivesiculares de
contetido heterogéneo (estrela maior); corpo mielinico (seta espessa), em 2 {42.000x); Golgi
{G), vesiculas (cabegcas de setas), corpos multivesiculares pélidos (estrela menor) e
lisossomos (estrela branca) em 3 (23.000x). Detalhe do citoplasma infranucelar de céhulas P,
sendo indicados RER (ER) com lamelas circunferenciais (seta espessa), polissomos (seta),
lisossomos (cabegas de seta), mitocondrias (m), em 3 (17.000x).

Figs.5-8: Ultraestrutura do citoplasma supranuclear de células P da cabeca epididiméaria,
sendo apontados 0 RER (ER), com extremidade lamelar dilatada (seta espessa), polissomos
(seta delgada), mitocOndrias (m), corpos multivesiculares denso (estrela menor) e palido
(estrela maior), vesiculas variadas (cabeca de seta) e lisossomos (estrela branca), 31.500x
em 5 e 57.500x em 6. Citoplasma basal de célula P, mostrando lamelas do RER (ER) e
ondulacdo (seta espessa) da membrana plasmdtica de células adjacentes em 7 (23.000x).
Citoplasma apical de células P evidenciando cavéolas (seta), vesiculas variadas (cabega de
seta) e vactiolos intraluminais (v) em 8 (17.000x).

Figs.9-12: Ultraestrutura da célula basal (B), interdigitando sua membrana plasmitica (seta
delgada) com a membrana plasmética de uma célula principal (P) adjacente, em 9 (17.000x).
Célula halo (H) subjacente a célula principal (P), sendo indicado um lisossomo (cabega de
seta), em 10 (23.000x). Ultraestrutura de células P do tipo I (P) e do tipo II (P*) do epitélio
do corpo epididimario, mostrando a borda apical de estereocilios (estrela), vesiculas apicais
(seta branca), vesiculas coalescentes no citoplasma perinuclear (asteriscos pequenos) e
vaginagdo citoplasmadtica apical (estrela maior), em 11 (3.250x). Detalhes do limen e
citoplasma apical de células P, evidenciando vacholos (asteriscos grandes), cavéola (seta) e
endossomo (seta espessa), em 12 (13.500x).
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Figs.13-14: Ultraestrutura de células P da cauda epididiméria do gerbilo, com nucléolo (1),
interdigitag@o de membranas plasmaticas (seta), célula clara (C) com grande quantidade de
vesiculas, corpos multivesiculares e lisossomos (13, 5.750x). Célula escura (E) com reticulo
endoplasmatico (ER), vesiculas adjacentes e expansGes citoplasmaticas (cabega de seta);
célula midide sendo indicada na limina prépria (my) (14, 9.750). Em 15 (17.000x), sio
apontados corpos eletrondensos (estrela branca), e corpos multivesiculares (estrela menor),
vesiculas (seta delgada), borda de estereocilios (estrela maior), em contato com um
espermatozoide (asterisco) intraluminal Detalhe do citoplasma apical de células claras,
sendo indicadas cavéolas (seta espessa) e corpos multivesiculares palidos (circunferéncia),
em 16 (42.000x).
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Discussao ‘

O citoplasma supranuclear das células P do epididimo do gerbilo foi caracterizado pelo
marcante desenvolvimento do RER no segmento inicial (SI), apresentando cisternas
lamelares e cisternas vesiculares. Cisternas vesiculares presentes nas células P do SI
epididimério do rato, foram caracterizadas como cisternas dilatadas do RE que tém poucos
ribossomos aderidos (HERMO et al., 1994), mas aparentemente teriam funcfo similar s
cisternas lamelares em termos de sintese protéica. Assim sendo, proteinas secretadas pelo
RER de células epididimarias poderiam ser‘ liberadas diretamente no lamen epididimario
(HOFFER et al., 1973), assim como hd evidéncia de secregdio protéica no epididimo feita
pela via normal de secrecgo (NICANDER & MALMIQVIST, 1977).

A secreciio de proteinas talvez passasse diretamente através do complexo de Golgi,
antes de ser liberada no Himen tubular, mas estudos autoradiograficos, com isdtopos
marcados, mostraram os gréos de prata inicialmente sobre 0 RER e sucessivamente sobre o
complexo de Golgi; superficie celular apical e limen tubular (FLICKINGER, 1979; 1981;
HERMO et al, 1994). Aparentemente, nas células P do gerbilo, em decorréncia das
observagdes ultraestruturais aqui feitas, quanto a disposigdo e inter-relagSes do Golgi-RER,
a passagem de proteinas (vesiculas densas de secregfo), se faz através do Golgi com
exocitose na membrana citoplasmatica apical.

A presenca de lamelas circunferenciais e dilatadas do RER, observadas no citoplasma
infranuclear de células P do SI, as quais estdo associadas com mitocOndrias, polissomos
adjacentes e granulos eletrondensos presentes na estrutura lamelar, sugerem também sintese
de material protéico. De modo comparativo, a ocorréncia de RER circunferencial, com
material eletrondenso inter-relacionado, fora caraterizada em células P do epididimo do
porco doméstico (BRIZ et al., 1993), e em células P do ducto deferente do préprio gerbilo
(ORSI et al., 1999), demonstrando o seu papel na sintese e secre¢dio de material protefnico.

A presenca de lisossomos, corpos multivesiculares com contetido variado e corpos
mielinicos envoltos por endomembranas parece se relacionar as fimgSes de absorcdio e de
digestdes aumtofigica e heterofigica, conforme foram descritas em outros estudos
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epididimdrios (HAMILTON, 1975; ROBAIRE & HERMO, 1988). Os corpos mielinicos
tém sido caracterizados como decorréncia de processos autofdgicos, heterofigicos e de
origem secretora em outros tipos celulares (SANT’AGNESE & JENSEN, 1989).

As inter-relacSes observadas entre as lamelas do RER com o envoltério nuciear e
membrana plasmatica caractetizariam sitios privilegiados de translocagfio protéica (NISTAL
et al, 1980). Além disso, as interdigitacSes de membranas plasméticas laterais adjacentes
sugeririam aumento de superficie de contato e de permuta de substincias entre as céhulas
(STEFANINI et al, 1999). Notou-se junto as interdigitagbes, formadas entre algumas
células P do SI, vesiculas de transcitose, um processo também caracterizado por ROBAIRE
& HERMO (1988) em células P do epididimo do rato.

Observagdes ultraestruturais nas células P da cabega epididiméria do gerbilo foram
similares as relatadas nas célilas P da mesma regifio do epididimo de rato albino,
correlacionando-as com atividade de secregdo protéica (ROBAIRE & HERMO, 1988;
HERMO et al, 1992; 1994). Atividade de endocitose, semelhante a descrita no rato
(HERMO et al., 1994), foi observada também no citoplasma apical das células P da cabeca
sugerem um aparente predominio do processo de endocitose de fase fluida (pinocitose), em
detrimento da endocitose de material particulado (fagocitose), na cabega epididimaria do
gerbilo.

A presenga intraluminal de vactiolos e vesiculas pélidos, dispostos entre os
estereocilios apicais de algumas células, talvez significasse uma grande retencfio de fluido
nesta regifio que poderia ser removido por endocitose, ou absorgdo. Esta proposicio é feita
com base em afirmagio de que a cabeca epididiméria influenciaria a composicio da fase
fluida ¢ do contetido luminal dos espermatozdides (ARRIGHI et al., 1993).

A célula apical, presente no epitélio da cabega epididimaria do gerbilo, mostrou-se
ultraestruturalmente discreta, com predomfnio citoplasmético de mitocondrias e lamelas
esparsas e pouco desenvolvidas do RER. Esta célula foi caracterizada no SI do epididimo do
rato (ADAMALI & HERMO, 1996), e em todas as regibes do epididimo do cdo
(SCHIMMING & VICENTINI, 2001). A célula basal atuaria como um elemento de
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considerada também como uma possivel fase de diferenciagdo da populagio celular
epididimaria, conforme discussfio recente de BRIZ et al. (1993). A célula halo tem sido
descrita como um leucécito intraepitelial, exercendo papel ativo na barreira imunologica dos
ductos espermaticos (WANG & HOLSTEIN, 1983; SERRE & ROBAIRE, 1998).

O padrio celular do epitélio de revestimento do corpo epididimario do gerbilo é
totalmente diferente daquele descrito para outros roedores, com énfase no rato albino
(HAMILTON, 1975; ROBAIRE & HERMO, 1988; HERMO et al., 1994; SERRE &
ROBAIRE, 1998), tendo em vista a ocorréncia de células colunares (principais) com
citoplasmas e nicleos dotados de grande eletrondensidade. Ademais, dois tipos de células
colunares (I e II) foram caracterizados no epitélio desta regifio com base na dimensio ¢
posicio nuclear. O tipo II caracterizou-se pela presenca de invaginacBes apicais que
arrastavam oS estereocilios, representando absorgio de grande volume de fluido
intraluminal, ou ainda, poderiam representar cortes obliquos de pregas epiteliais, semelhante
as dobras encontradas no revestimento interno do estdmago (fovéolas géstricas), vide
YOUNG & HEATH (2001), ou na uretra peniana (PINHEIRO, et al,, 2003). O citoplasma
de ambos os tipos celulares mostrou abundante vesiculagio e vacuolizacfo, em todos os
niveis, cujos vactolos e vesiculas assumem um padrio progressivo de coalescéncia,
aparentando formar “corredores” para transporte de fase fluida entre o Kimen tubular e o
intersticio epididimario.

No epitélio da cauda epididimiria do gerbilo, além das células P prevalentes em
mimero, foram encontradas algumas células escuras e muitas células claras. As células
escuras mostraram intensa osmiofilia e caracteristicas ultraestruturais diferenciadas dos
demais tipos celulares. Aparentemente, nfio correspondem as células delgadas escuras
(“narrow cells”), caracterizadas principalmente no SI do epididimo do rato (ROBAIRE &
HERMO, 1988; SERRE & ROBAIRE, 1998), e que foram consideradas como possiveis
precursoras das c€lulas claras (ADAMALI & HERMO, 1996).

As caracteristicas ultraestruturais das células claras, observadas no epitélio da cauda
epididimaria do gerbilo, reafirmam a sua fungfio priméria de atividade endocitética. Essa é
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proporcionalmente maior do que o papel endocitético também exercido pelas células P,
conforme relatos anteriores (MOORE & BEDFORD, 1979; HERMO et al,, 1994). A
atividade endocitdtica das células claras foi caracterizada pela presenca marcante de grande
quantidade de caveolas, vesiculas e vaciiolos, com diferentes formas e dimensdes, e corpos

multivesiculares palidos (grandes vacuolos), inicialmente observados no citoplasma apical.
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v

CONCLUSOES GERAIS

O epitélio epididimério do gerbilo apresenta células principais, basais, apicais,
claras, halo e escuras.

Os resultados obtidos nos estudos de histoquimica e morfologia do epididimo do
gerbilo, sugerem que a capacitagio dos espermatozdides inicialmente ocorre nos
segmentos mais proximais do ducto epididimérios deste roedor e se completa na
cauda do epididimo;

O complexo sistema de endomembranas verificado nas células principais do
segmento inicial, cabeca e cauda do epididimo do gerbilo, evidencia um
envolvimento destas regies na sintese e secrecdo de proteinas;

O segmento inicial epididimario esta relacionado, ainda, com absorcgio e digestdes
autofigica e heterofigica;

A cabega epididimaria € uma regifo de grande retengfo de fluido, influenciando a
composicio da fase fluida e do contetddo luminal do meio em que se encontram 0s
espermatozodides;

HA um aparente predominio de endocitose de fase fluida nas células claras e
principais da cauda epididimaria do gerbilo. Nesta regifio ha também estocagem de
espermatozoides;

O corpo epididimério do gerbilo mostrou-se como uma regifio enzimaticamente
pouco ativa. Possivelmente, nesta regifio ocorram processos de endocitose de fase
fluida e absorgfo passiva de fluido testicular;

O epididimo do gerbilo, portanto, apresemta diferencas regionais marcantes que
podem ser consideradas espécie-especificas.
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