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RESUMO

O epitélic de revestimento do epididimo do hamster dourado Mesocricetus
auratus foi estudado nas regides de segmento inicial, cabsca, corpo e cauda distal. As
analises hisiolégicas permititam identificar células principais, basais, claras, halo e
delgadas formando o epiiélic de revestimenio epididimario. As célules principais
predominaram na constiluicdo do epitélio epididimario, apresentando contribuicdo
relativa de 67,8% a 74,9% em sua formacdo. Células claras estavam presentes apenas
na cauda distal, enquantc que as células delgadas ndo ocorreram apenas na cauda
epididimaria. As analises morfométricas mostraram que a altura epitelial variou ac longo
do ducto epididimaric, sendo que a maior aliura ocorreu no segmento inicial (46,4 um) e
a menor, na cauda distal (12,6 uym). As andlises bioguimicas mostraram que as enzimas
lactato desidrogenase e fosfatase alcalina apresentaram maior stividade na cauda
epididimaria. A malor conceniracio de proteinas totais ocorreu no segmento inicial com
redug@o progressiva ao longo dos segmentos tubulares mais distais. Entre as células
principais, claras e basais da cauda distai foram observados grandes espacos
interceluiares, preenchidos com restos de membrana, estruiuras semelhantes a figuras
de mielina, vesiculas, compos multivesiculares ou material floculento. A observacio
destes espagos entre as células epiteliais da cauda distal sugere que ha ocorréncia de
transcitose na cauda epididimaria do hamster dourado, com possivel passagem de 4gua,
enire oulras substéncias, a partir do IGmen. A transcitose, possivelmente, influencia a
formagio do microambiente luminal epididimaric. Os achados permitiram inferir gue as
regides de cabeca e corpo do epididime estdo envolvidas com as atividades iniciais de
maturagao dos espermatozéides e a cauda, além de armazenar os espermatozdidas,
deve ser o principal sitio para aguisico do potencial de fertilizacao.

Palavras-chave: Epididimo, morfologia, analises bioquimicas, morfometria.



ABSTRACT

The epididymis epithelium of the Golden hamster Mesocricetus auratus was
studied at the initial segment, caput, corpus and distal cauda regions. The histological
analyses identified principal, basal, clear, halo and narrow cells forming the epithelial
fining of the epididymis. The principal cells predominated in the epididymis epithelium,
contributing from 67.8% to 74.8% in its constitution. Clear cells were present only in the
distal cauda, while the narrow cells did not appear only in the epididymal cauda. The
morphometric analyses showed that the height of epithelial cells varied along the
epididymal duct; the highest were observed at the initial segment (46.4 pm) and the
lowest in the distal cauda (12.8 um). The biochemical analyses showed that the laciate
dehydrogenase and alkaline phosphatase were more activite in the epididymis cauda.
The highes! concentration of total proteins was verified in the initial segment with
progressive reduction along the more distal segments. Among the principal, clear and
basal cells of the distal cauda large interceliular spaces were observed, being filled with
membrane remains, struciures like myelin figures, vesicles, multivesicular bodies or
flocculent material. The observation of these spaces among the epithelial cells of the
distal cauda suggested that franscytosis occurred in the epididymal cauda of the Golden
hamster, with possible transit of water and other substances from the lumen.
Transcylosis possibly influenced the formation of the epididymis luminal
microenvironment. From these observations it can be deduced that the caput and corpus
regions of the epididymis were related to specific activities of spermatozoa maturation
and the cauda, besides storing of spermatozoa, could be the main site to acquise of the
fertilization ability.

Key words: Epididymis, morphology, biochemical analyses, morphometric.



INTRODUCAO GERAL

Hamsters sdo roedores da familia Cricetidae, cujas 54 espécies ¢ variedades sio
caracterizadas em 5 géneros diferentes. Trés destas espéeies, de 3 géneros diferentes, sfo muito
utilizadas em pesquisas biomédicas ¢, ainda, s#o populares como animais de adormo ¢ estimacio.
Assim sendo, 0 Mesocricefus auratus, cujas variedades sio o hamster dourado e o hamster
champanha, tem sido a espécie de hamster mais extensivamente usada como animal de laboratério.

Estudos sobre a via espermética do hamster dourado enfocando, em conjunto, rede
testicular, ductos eferentes e ducto epididimério nfo se encontram na literatura. No entanto, foram
realizados estudos isclados sobre o epididimo, abordando a sua histologia e estrutura no hamster
dourado (Nicander e Glover, 1973). H4 relatos abordando estudos histolégicos, ultra-estruturais,
citoguimicos ¢ da composigdo do fluido epididimério (Johnson & Howards, 1977; Magy ef al,
1982} realizados em outras variedades e espécies de hamster, assim como hé descricio da prépria
histologia regional epididiméria no hamster champanha (Vicentini, 1985; Vicentini e Orsi, 1987,
Vicentini e Orsi, 1989; Vicentini e al., 1990).

Conhece-se que os espermatozdides produzidos nos tabulos seminiferos de mamiferos sdo
conduzidos dos testiculos & wretra masculina através do sistema de ductos condutores de
espermatozoides originados a partir do testiculo para serem liberados durante a gjaculagdo. Este
sistemna de ductos condutores € formado, seqilencialmente, pela rede testicular, dictulos eferentes,
ducto epididimario e ducto deferente. Os espermatozéides liberados pelos tibulos seminiferos sio
maturos € ac transitarem por este sistema de ductos, principalmente pelo ducto epididimaric,
adquirem capacidade de fertilizar os obcitos. Logo, os ductos da via espermatica nfio sio condutos
meramente passivos, mas representam um sistema dinidmico que influencia o microambiente no
qual o3 espermatozéides se encontram, sendo estes submetidos a alteragdes fisiologicas,
bioquimicas e morfolégicas relacionadas com a sua maturagiio (Setchell ef al. 1994).

O epididimo ¢ formado por um ducto Unico longo e enovelado. Anatomicamente, o
epididimo de mamiferos ¢ dividido nas regiSes de cabega, corpo e cauda. Estudos histologicos
permitiram observar diferengas regionais caracteristicas na estrutura do epitélio epididimario de
varias espécies de mamiferos (Robaire e Hermo, 1988). Talvez, primeiramente Benoit (1926}
introduziu o conceito de segmento inicial, caracterizando-o como uma regifio do ducto
epididimério localizada entre os dictulos eferentes e a cabeca do epididimo. Em cobaios, Laurent
{1933) adicionou uma zona secretéria e uma zona de reserva; Nicander (1957, 1958) propds uma

subdivisao do epididimo em 6 a 8 regibes epididimarias diferentes, a qual poderia ser usada para
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coelhos, cavalos, touros e carneires. Em ratos, Reid ¢ Cleland {1957) também apresentaram uma
divisio histologica epididimédria em 6 zonas diferentes, enquanto Holstein (1969) descreveu 8
regides histologicamente distintas no epididime humano.

O epitélio tubular epididimério € colunar e pseudoestratificado, sendo que geralmente ha 5
tipos celulares epiteliais caracteristicos que o constituem: as células principais, basais, claras, halo
e delgadas (Robaire e Hermo, 1988; Setchell e o, 1994; Serre e Robaire, 1998). Dentre esias, as
mais abundantes sdc as células principais, que estio envolvidas em processos de absorgdo de
fluido luminal e secrecio de substincias como proteinas, do epitélio para o lamen epididimal
(Hamilton, 1975). As células principais do epididimo sdo muito ativas em sintese protdica porque
possuem reticulo endoplasmatico granular ¢ complexo de Golgi bem desenvolvidos (Liu ef al,
1961).

As células basais sfo encontradas em menor nimero, comparativamente as celulas
principais, porém estfio presentes ao longo de todo o epitélio de revestimenmio do ducto
epididimario. As funcdes deste tipo celular nfio estio, contudo, muito bem definidas. Estudos
histoguimicos demonstrando esterase nfo-especifica nas células basais, permitiram sugerir o
envolvimento destas celulas em atividades macrofégica e de degradagio intracitoplasmatica de
substancias (Suzuki e Glover, 1973). Trabalhos recentes, demonstrando a presenca de enzimas
associadas & via de sintese das prostaglandinas, sugeriram que as células basais, através da
secrecdo de dnions, tomam parte ativa na formaciio do fluido intraluminal epididimario (Wong er
al., 1999).

As células halo sio consideradas como linfécitos intra-epiteliais ou macréfagos, proposta
essa corroborada afravés de estudos ultraestruturais e imunohistoquimicos (Hoffer ef ai., 1973;
Dym e Romrell, 1975; Wang e Holstein, 1983; Nashan ef o/, 1989).

As células claras localizam-se, principalmente, no epitélio da cauda do epididime, tendo
sido relacionadas as atividades de absorgio de fons salinos e proteinas presentes no fluido fuminal
epididimario (Flickinger er al, 1978). Células delgadas ndo t8m um significado funcionsl
totalmente esclarecide; € possivel que tenham capacidade de reabsorgiio e acidificacdo do fluide
epididimario (Martinez-Garcia ef od., 1995).

A presenga dos diferentes tipos celulares no epitélio epididimério de mamiferos varia
regionalmente, sendo gue determinadas células ocorrem com maior fregiiénciz em alguns
segmentos do que em outros. O epitélio epididimério ¢ caracterizado nfo 56 pelos diferentes tipos

celulares que o constituem mas também por diferencas da altura epitelial e dos didmetro tubular e
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luminal a0 longo do seu comprimento, conforme varios relatos publicados (Robaire e Hermo,
1988, Setchell er al., 1994; Serre ¢ Robaire, 1908) .

Estudos feitos sobre as células epididimérias em microscopia eletrdnica de transmissio
mostraram que elas possuem organelas citoplasmaéticas envolvidas na sintese de proteinas ¢ de
outras substincias (Nicander, 1965; Hamilion, 1971: Robaire ¢ Hermo, 1988). A presenga do
complexo de Golgi bem desenvolvido é uma caracteristica conhecida das células principais do
epitélio epididimario de mamiferos e toma parte ativa na formacio de muftos lisossomos presentes
et seus citoplasmas (Nicander e Glover, 1973).

As atividades metabdlicas variam ao longo das diversas regifes do ducto epididimério,
criando desta forma microambientes intraluminais nos quais os espermatozdides sofrem
maturagdo. Evidéncias de endocitose de fase fluida foram observadas em todes os segmentos
epididimarios, no entanto esta atividade parece ser mais intensa no segmento médic do que no
segmento inicial e, ainda, parece ser inconstante no segmento terminal de mamiferos como o
coelho, rato ¢ hamster {Nicander e Glover, 1973; Hermo ef o, 1994

O segmento terminal do hamster dourado, normalmente, parece nfo ter atividade
metabélica notdvel quando comparado acs demais segrentos epididimarios, uma vez que as
atividades de suas células podem ser influenciadas por fatores diferentes daqueles que atuam sobre
as células do restante do epitélio do ducto epididimério (Nicander ¢ Glover, 1973). Vitale-Calpe ¢
Aoki (1970) relataram que no hamster as células principais do segmento terminal tornam-se mais
altas, 1 hora apss ¢ coito & que aparentemente o complexo de Golgi torna-se menor ¢ os granulos
eietrondensos desaparecem. Assim sendo, parece que a fregiidncia de gjaculacio seria um dos
fatores que influenciam as atividades do segmentoc terminal, mas ndo dos demais segmentos
epididimarios (Vitale-Calpe ¢ Aoki, 1970).

O epididimo ¢ capaz de absorver 4gua e liquidos, bem como fons sédio e cloreto; sendo
estes Bitimos absorvidos assim que o fluido luminal passa dos testiculos para os dictulos eferentes
¢, destes para o epididimo (Scott er @i, 1963; Robaire ¢ Hermo, 1988). Atividades de absorgiio
ocorrem nas porgdes proximais do epididimo, onde o epitélio transfere fluido do limen para o
intersticio tubular e absorve material particulado do lmen epididimal. O material absorvido pelas
céluias principais do epitélio epididimdrio é transferido para corpes multivesiculares e,
presumivelmente, € digerido por enzimas proteoliticas e hidroliticas lisossomais, caracterizando-se
um processo de digestdo heterofégica (Robaire ¢ Hermo, 1988),

Secregio € outra fung@io atribuida ao epitélio epididimario, que € capaz de secretar no

limen tubular uma variedade de substincias, entre elas jons salinos, pequenas moléculas
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orgénivas, proteinas e glicoproteinas (Flickinger, 1983; Robaire ¢ Hermo, 1988; Setchell ef al.,
1994). Por exemplo, estudos dos padrdes eletroforéticos de bandas protéicas, obiidas de diferentes
segmentos do epididimo do rato, deram evidéncias de ocorréncia de secregdo de proteinas (Olson e
Hinton, 1985). Também, o aumento dz densidade do material luminal deve reflatir 2 secrecdo de
proteinas no segmento inicial e cabega do epididimo (Robaire & Hermo, 1988). H4 mais proteinas
nos fluidos dos ductos epididimario e deferencial do que no fluido testicular {Scott et al., 1963). O
padréo de proteinas presentes no fluido epididimério altera-se ao longo do ducto do epididimo e ha
padrfes caracteristicos de polipeptidios e glicoproteinas sintetizados e secretados em segmentos
tubulares especificos (Olson ¢ Hinton, 1985).

As enzimas fosfatases 4cida e alcalina apresentam localizagdes histoguimicas distintas no
epitélio epididimério, segundo Nicander (1957, 1958). Nestes estudos a fosfatase alcalina, presente
na fragio microssomal, reagiu positivamente nos estereocilios em todo o epididimo, enquanto que
a fosfatase acida lisossomal reagiu fortemente apenas nos dois segmentos epididimérios Proximais
de coelho, cavalo, touro ¢ carneiro (Nicander, 1957; 1958).

Atividades de fosfatase alcaling foram detectadas em testiculos, dictulos eferemtes,
epididimos ¢ ductos deferentes (Alsum e Hunter, 1978). A maior atividade das células basais
epididimarias foi detectada no corpo e na cauda proximal. Moniem e Glover ( 1972} localizaram
fosfatase alcalina em gotas citoplasmaticas de espermatozéides de cameiro e de coelho. Contudo,
ndo localizaram atividades histoquimnicas similares da fosfatase alcalina em epididimos do hamster
© rato, a despeito dos altos niveis desta enzima notados no fluido epididimério (Moniem e Glover,
1972). Foi sugeride que a fosfatase alcalina tem participagiio em processos de defosforilagdo
realizados pela ¢élula principal ¢ no transporte de grupos fosfato entre o fluido epididimario e os
espermatozoides, assim estando envolvida na maturacio de espermatozdides (Monlem e Glover,
1972).

A auséncia de agucares redutores e a baixa concentragiio de 4cidos graxos de cadeia curta
no contedido do fluido epididimario de carneiro, suscita 2 questio do tipo de substrato para o
metabolismo dos espermatozdides. Logo, as condicdes metabélicas no epididimo devem ser
aerbicas, ¢ se 0s espermatozdides estdo quiescentes pelo menos metabolismo basal ocorre, com o
objetivo de mantér a integridade dos mesmos. Acido lactico, em altas concentragdes, foi
encontrado no fluido luminal da cabega e cauda epididimais, podendo ser um possivel substrato
para ¢ metabolismo dos espermatozdides (Scott ef al., 1963).

O ducto epididimério propicia microambientes complexos ¢ indispensdveis 4 maturacfio e

sobrevivéncia dos espermatozéides, além se ser um sitio de estocagem dos espermatozdides,
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sendo, portanto, fundamental no processo reprodutivo. Embora vérios estudos tenham abordado o
dacto epididimario de mamifercs, ele apresenta caracteristicas varidveis de acordo com 2 espécie
estudada. Também em um mesmo ducio epididimario, variagdes regionais sio encontradas, visto
que hé diferentes tipos celulares em seu epitélic de revestimento que variam em sua distribuicio e
caracteristicas morfoldgicas, de acordo com a regifio epididiméria estudada. Assim, justifica-se,
neste trabaiho, definir as caracteristicas morfoldgicas nas diferentes regifes do epitélio de
revestimento do  ducto epididiméric do hamster dourade e estabelecer correlagles
morfofisiologicas a partir dos dados obtidos das analises bioquimicas. Tais informacdes obtidas,
poderdo dar suporte em estudos futuros sobre a aglo de determinadas drogas sobre o epitélic de

revestimento epididimario e, conseqliente, a interferfneia das mesmas em processos reprodutivos.



PROPOSICOES E OBJETIVOS

I — Realizar estudos morfoldgicos no epitélio de revestimento das regifes segmento inicial,
cabega, corpo & cauds distal do ducto epididimério do hamster dourado Mesocricerus auratus. Os
estudos morfoldgicos incluem andlises histoldgicas e morfométricas realizadas em microscopia de

huz, bem como analises ultra-estruturais do epitélio de revestimento epidimério do hamster.

2 ~ Realizar analises bioguimicas dos tecidos epididimarios das regibes segmento inicial, cabega,

corpo e cauda distal do hamster dourado.

Logo, os objetivos deste trabalho, com base no exposto em proposi¢des, foram: determinar
as variagDes regionais das caracteristicas estruturais, morfométricas, ultraestruturais e bioguimicas
que ocorrem no segmento inicial, cabega, corpo e cauda distal do ducto epididimério do hamster
dourado Mesocricetus auratus, bem como estabelecer as possiveis correlagdes morfofisiolégicas

dos eventos observados ao longo do ducto.
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12 Artigo: Elaborado conforme normas do periédico "Anatomia, Histologia, Embryvologia"

Estudo morfolégico ¢ morfométrico de epitélio epididimério do hamster dourads

Mesocricefus auratus

Céliz C. L. Beu"?, Antonio M, Orsi”*, Raquel F. Domenicon

" Centro de Ciéncias Médicas e F armacéuticas, Universidade do Oeste do Parana, Cascavel, PR

* Departamento de Biologia Celular, Instituto de Biologia, Universidade de Campinas, Campinas,
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* Departamento de Anatomia, Instituto de Biociéneias, Universidade Estadual Paulista, Botucatiy,
SP

* Faculdade de Ciéneias da Saude, Universidade de Marilia, Marilia, SP

Resumo. Os estudos realizades no epididimo do hamster dourado mostraram que as diferentes
regides do Orgdo podem ser definidas com base em critérios morfoldgicos, bem como através de
andlises morfométricas. O segmento inicial apresentou estereocilios longos e a luz tubular
freqlientemente vazia, sendo provavelmente uma regific de transito rapido de espermatozdides. No
segmento inicial a altura do epitélio, com valor médio de 46,38 pm, foi 2 maior comparativamente
a altura epitelial das demais regides epididimarias. Outra caracteristica observada no segmento
inicial foi o maior nimero de células delgadas presentes neste segmento. Os segmentos de cabega
¢ corpo do epididimo apresentaram pequenas diferengas nos valores médios de altura epitelial com
32 pym e 34,85 um em média, respectivamente quando comparados entre si. Os valores médios
cbtidos para os difmetros tubulares foram de 175,73 um para a cabega e de 261,93 pm para o
corpo epididimarios. As caracteristicas observadas nos segmentos de cabega e corpo, tais como o
grande nimerc de espermatozdides presentes na luz tubular e o citoplasma supranuclear das
células principais rico em vactolos, sugerem o envolvimento destas regiGes em processos de
maturaglo de espermatozodides com intensa atividade metabdlica epididimal. A cauda distal foi o
segmento gue apresentou epitélio mais baixo com valor médio de 12,6 um dentre todes os

segmentos estudados e a luz tubular estava muito aumentada. A ocorréneia de células claras
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exclusivamente no epitélic da cauda epididimal foi outra caracteristica marcante observada no

ducto epididimério do hamster dourado.

Palavras-chave: Epididimo, morfometria, morfologia, absorciio, secrecio, maturaclio de

espermatozdides, estocagem de espermatozdides.

Sumumary. Studies of the Golden hamster's epididymis showed that different regions of the organ
conld be defined on the basis morphological criteria, as well as through morphometric analysis of
some tubular parameters. The initial segment showed long apical microvilli and the tubular lumen
was seen frequently empty suggesting of rapid transit of spermatozoa. Also in the initial segment 2
tall pseudoestratified columnar epithelium was noted, with 46.38 um of height on the average.
Another typical feature of the initial segment of hamster's epididymis was the presence of the
highest number of narrow cells. The caput and corpus epididymidis showed a small difference
between their respective epithelial cell heights which were 32.0 um in the first and 34.85 um in
the second segment. These values were smaller than the value observed for the initial segment, as
previously reported. The average values taken for the tubular diameters were respectively
175.73pm for the epididymal caput and 261.93 um for the epididymal corpus. Morphological
characteristics observed in caput and corpus epididymidis, such as the great number of
spermatozoa inside the tubular lJumen and occurrence of a great number of vacuoles present in the
supranuclear cytoplasm of principal cells, suggested relationships of these cells to spermatozoa
maturation and a high metabolic activity of the epithelium compartment. The distal cauda of the
hamster’s epididymis showed the lowest epithelial height of 12.6 um, comparatively to the other
epididymidis regions of the Golden hamster. Hitherto the most siriking feature verified in this

organ was the occurrence of clear cells present only in the cauda epithelium.

Key words: Epididymis, morphometry, morphology, cellular absorption, secretory function,

spermatozoa maturation, spermatozoa siorage.

INTRODUCAQD
A divisdo do ducto epididimario de mamiferos em regides histologicas distintas € baseada

em pardmetros morfométricos como variagBes de altura epitelial & dos difmetros tubular e luminal
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{(Ramos e Dym, 1977, Goyal, 1985; Orsi er al., 1985: Serre ¢ Robaire, 1998), ¢ presenca de
diferentes tipos celulares que constituem o epitélio de revestimento epididimaric. Glover e
Nicander (1971} propuseram que o epididimo de mamiferos poderia ser dividido em trés regifes
principais, o0s segmentos: inicial (Benoit, 1926), médio ¢ terminal. Flickinger er al. (1978
consideraram no hamster dourado a presenga das regifes de segmento inicial, cabega, corpo, cauda
proximal e cauda distal.

Micander (1958) estudando a histologia regional do epididime em touro, cavalo & carneiro
descreveu 6 zonas histologicamente definidas, sendo trés delas localizadas na cabega, duas no
corpo e, uma na cauda (Nicander, 1958). Holstein (1969) descreveu oito regides histolégicas no
epididimo humano. As regides epididimdrias atribufram-se diferentes fungdes quanto acs
espermatozides & medida que eles transitam ao longo do compartimento luminal do ducio. As
regides inicial ¢ média tém sido relacionadas com a maturacio ¢ emissio de espermatozdides,
enquanto que 2 regifio terminal € airibuida 2 fimgfio de estocagem de espermatozdides até o
momento da ejaculagho (Setchell er af, 1994). Os tipos celulares presentes no epitélio de
revestimento epididimario do rato albino s&o as células principais, basais, claras, halo ¢ delgadas
(Robaire e Hermo, 1988; Adamali ¢ Hermo, 1996; Serre e Robaire, 1998). Todos estes tipos
celulares variam na porcentagem relativa em que contribuer para 2 constituicdo do epitélio de
revestimento em cada um dos segmentos epididimérios, sendo que as células principais
apresentam a maior porcentagem relativa na constituigio do epitélio em todos os segmentos do
epididimo do rato (Serre e Robaire, 1998). As células principais epididimarias estio envolvidas em
processos de absorgio de fluido luminal e secreciio, sendo ativas na sintese protéica {Liu ef al.,
1991, Setchell er al, 1994). As células basais com participa¢do relativamente expressiva na
constituicdo do epitélic epididiméric sdo encontradas em todas as regides epididimarias (Robaire e
Hermo, 1988; Setchell ef al., 1994; Serre e Robaire, 1998). A estas c¢élulas foi atribuida a funcio
de protecao epitelial, atuando contra choque eletrofilico ou atuando como macréfagos (Veri ef el.,
1993; Yeung e Cooper, 1994). Mais recentemente, foi relatado que as células basais atuam
ativamente na formagio do fluido luminal, secretando a prostaglandina E (PGE), substancia que
influencia na secrego de fons salinos e de dgua no lamen epididimario {Wong ef ol., 1999).

As células claras ocorrem apenas nas regides de cabega, corpo ¢ cauda do epididimo do
rato albino (Robaire e Hermo, 1988; Serre e Robaire, 1998). Células claras também foram
identificadas no epitélio epididimério do camundongo (Robaire e Hermo, 1988) ¢ do gamba (Orsi,
1980; Orsi ef al., 1980} No entanto, estas células nfio foram observadas no epitélio epididimario

de toure (Goyal, 1985), porco (Orsi ef al., 1985) e macaco Rhesus (Ramos e Dym, 1977). As



12

células claras foi proposto que poderiam atuar captando componentes luminais presentes no ducto
epididimario (Flickinger ef al., 1978; Moore ¢ Bedford, 1979a) e na eliminagio dos contelidos das
gotas citoplasmaticas liberadas durante trinsito dos espermatozdides ac longo do epididimo
{Hermo ef al., 1988; Serre e Robaire, 1998). Células deigadas s¥o encontradas no epitélio
epididimdrio de rate exclusivamente no segmento inicial & podem estar envolvidas na degradacio
de proteinas endocitadas (Robaire ¢ Hermo, 1988; Serre e Robaire, 1998}, Células halo sfo
encontradas no epitélio de revestimento de todo o ducto epididimério (Robaire e Hermo, 1988;
© Setchell er al, 1994; Serre & Robaire, 1998). Estas células 8m sido observadas no epitélio de
revestimento do ducto epididimério de todos os mamiferos nos quais o epididimo foi estudado,
sendo notavelmente similares em todas essas espécies (Robaire e Hermo, 1988). Células halo tém
sido referidas como linfécitos intraepiteliais, afirmacioc esta feita com base em estudos
ultragstruturais e imnunohistoquimicos (Hoffer er /., 1973; Dym e Romrell, 1975 Je

O ducto epididimario ¢ uma parte do sistema de ductos excretores do testiculo de extrema
importéncia para a maturagfo, sobrevivéncia e manutengic dos espermatozdides intraluminais,
Visto que ¢ uma estrutura fundamental na fertilidade masculina e apresenta caracteristicas
marcantes e varidveis, o objetivo deste trabalho foi estudar e padromizar as caracteristicas
morfologicas ¢ morfométricas do epitélio epididimario do hamster dourado em microscopia de luz

e eletrénica.

MATERIAL E METODOS

Hamsters dourados, Mesocricetus quratus, adultos, provenientes do Biotério Central da
UNESP, Campus de Botucatu, SP, foram utilizados. Os animais foram mantidos em condigdes
controladas de luz e temperatura, com 4gua e comida fornecidas “ad libitum”. Foram sacrificados
mediante saturaclio anestésica por éter etilico. Os epididimos de 5 hamsters foram imediatamente
coletados, reduzidos em segmento inicial, cabega, corpo e cauda distal e fixados por 24 horas em
solucdc de Bouin. Apos fixagio, os tecidos foram lavados em alcoo! 70% e submetidos a rotina
histoiogica. Os fragmentos foram desidratados em séries alcodlicas ascendentes, diafanizados em
xileno (Merck® Brasil) ¢ incluidos em Paraplast Plus™ {(Oxford Labware, St. Louis, USA).
SecgOes de Tum foram coradas com H/E, tricromicos de Masson e Mallory, Azan-Hendeinhain-
Mallory, examinadas ¢ documentadas em microscopio Olympus BH-2.

Os epididimos de 2 outros hamsters foram coletados, apds perfusio com soluclo fixadora

de MacDowell, pH 7.3, 0,1M, via o ventriculo cardiaco esquerdo. Apds coleta, os epididimos
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foram seccionados em segmento inicial, cabega, corpo e cauda distal e mantidos no mesmo fixador
por 4 h a 4°C. Em seguida, os tecidos foram lavados em tampio fosfato de sédio pH 7.4, 0.1M,
desidratados em series alcodlicas ascendentes e incluidos em historesina (Historesin Leica Jung,
Alemanha). Secgles de 3 pm foram coradas com azul de toluidina 0,1%/fucsina basica 4,5%
{AT/FUC) e hematoxilina/floxina B (H/F) ¢ examinadas em microscépio Zeiss (Alemanha),

As andlises morfométricas foram realizadas em secges de 7 pm incluidas em Paraplast
Plus™ e coradas com H/E. Seceles histologicas epididimais de 3 animais foram examinadas,
sendo que foram utilizadas 10 [8minas de cada epididimo para as mensuracBes. As mensuragdes
foram feitas utilizando ocular micrométrica em microscépio Olympus BH-2 (Japao).

A distribuicdo relativa dos diferentes tipos de células nos quatro segmentos epididimarios,
designados para os estudos, fol estimada por contagem das células nas secefies do tibulo, sendo
feitas contagens em 10 secgbes por epididimo e por animal em cada um dos segmentos. Os valores
obtidos das contagens de células foram corrigidos, com base em trabalho prévio {Amann, 1962),
azplicando-se formula especifica cujo resultado forneceu o valor corrigido do nimero de células
contadas.

Os epididimos de outros 2 hamsters foram wutilizados para anilises 2 microscopia
eletrdnica de transmissdo. Os fragmentos de tecidos coletados foram fixados em glutaraldeido a
2,5% em tampéo fosfato de sodio 0,1M (pH 7,3) a 4°C por 2 horas. As amostras foram pés-fixadas
em tetréxido de dsmio a 1% no mesmo tampdo, desidratadas em acetona e incluidas em Araldite
{(Polysciences, USA). Secgdes ultrafinas foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de
chumbo. As telas com os cortes foram analisadas em microseépio eletrbnice de transmissio
Phiflips CEM 160

As analises estatisticas utilizaram delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos ¢ trés repeti¢Ses. Os dados foram submetidos 4 andlise de variincia (ANOVA) ¢ os

valores médios obtidos foram analisados pelo teste t de Tukey a 5%.

RESULTADOS

Os resultados obtidos dos estudos morfométricos realizados nas regides de segmento
inicial, cabega, corpo e cauda distal do epididimo do hamster dourado s3o mostrados na tabela 1 e
nas figuras 1, 2 e 3. Os resultados da porcentagem relativa de cada tipo celular na constituigio do
epitelic shc apresentados na tabela 1. As andlises dos dados morfomséiricos de altura média do

epitélio mostraram que 2 altura do epitélio diminui da porgdio proximal para a porcdo distal do
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ducto (Fig. 1), sendo que a maior altura epitelial ocorre no segmento inicial (46,38 0,24 ym)ea
menor, na cauda do epididimo (12,60 £ 0,12 pum, Fig 1). Em relacfo aos dados morfométricos
obtidos a partir das mensuragdes do didmetro médio luminal, observou-se que hé aumento notavel
deste didmetro da porgfo proximal para a distal do ducto epididimério (Fig. 2). O menor didmetro
médio luminal ocorre no segmento inicial (100, 36 = 1,88 pm), e o maior na cauda distal (530,65 +
11,42 pm, Fig. 2). Bm relagio ao difmetro médio tubular, observou-se que o menor didmetro
ocorre na cabega (175,73 £ 1,95 um) e o maior didmetro na cauda distal do epididimo (556,96 = _
11,02 um, Fig.3).

O epitélio de revestimento do epididimo do hamster dourado pode ser caracterizado como
pseudoestratificado colunar e estereociliado, sendo constituido por diferentes tipos celulares como
as células principais, basais, halo, delgadas e claras (Figs. 4 e 5). A distribuiciio relativa dos
diferentes tipos celulares que formam o epitélio varia ao longo das diferentes regides epididimdrias
(tabela 1). As células principais, embora estejam presentes em todas as regides do epididimo,
apresentam maior contribuiglo relativa na formaglio do epitélio na cauda distal, enquanto que as
células delgadas estdo presentes em maior nGmero no epitélio do segmento inicial do epididimo
(tabela 1). Dois tipos celulares do epitélio de revestimento epididimario podem ser destacados por
serem encontrados restritos 4s regies epididimdrias. Esse € o caso das células claras, gue ocorrem
apenas no epitélio da cauda e das células delgadas ausentes na cauda e presentes no epitélio das
demais regides do ducto epididimario do hamster dourado.

No segmento inicial epididimal do hamster as células principais sdo altas, com nficleos
ovoides ou arredondados e localizados, predominantemente, no 1/3 basal do citoplasma celular
{Figs. 4 e 6). No citoplasma supranuclear das células principais é possivel observar uma regiac
clara, a qual tem sido caracterizada como correspondente & zona de Golgi (Figs. 6 e 9). As células
principais do epitélio epididimal das regides de cabega ¢ corpo apresentam niicleo arredondado,
freglientemente localizado no 1/3 basal do citoplasma (Figs. 7 e 8). Em algumas destas células, os
micieos estdo dispostos 4 meia altura do apice citoplasmético (Figs. 7 e 8), neste caso sendo
denominadas como células apicais. O citoplasma supranuclear das células principais apresenta um
grande nimero de vaclolos (Figs. 7 ¢ 8).

Na cauda distal, as ¢élulas principais sZo predominantemente cGbicas baixas tendo nicleo
oval, com localizag8o basal no citoplasma celular (Figs. 5 e 9). Na regifio supramuclear das células
principais deste segmento pode-se notar também a existéneia da zona de Golgi (Fig. 9), porém nio

tdo nitida quanto aquela observada nas células principais dos demais segmentos.
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As células basais apresentam niicleo ovalado e algumas vezes arredondado no segmento
inicial, cabega e corpo do epididimo (Figs. 4, 7 e 8). As células basais do epitélio de revestimento
da cauda sfo pavimentosas e localizam-se, como nos demais segmentos, adjacentes 3 rnembrana
basal tubular (Figs. 52 9}

As células halo s8o pequenas, apresentam nicleo denso, arredondado ou ovalado estando,
freqientermente, circundado por uma esireita faixa de citoplasma (Figs. 4, 7 ¢ 8). Estas células
podem ser observadas em diferentes alturas do epitélio ao longo do ducto epididiméario, podendo
estar localizadas desde uma posigo justabasal (Fig. 4 e 8) até proximo ao épice epitelial (Fig, 7).

Células delgadas, presentes em malor nimerc no segmento inicial (Tab. 1), sdo
caracterizadas por apresentar nicleo alongado e, geralmente, estreitado (Figs. 4, 6 e 10), 0 gual se
localiza apicalmente no epitélio do ducto (Figs. 4, 7 ¢ 10). Observagdes feitas em microscopia
eletrfnica de transmisséo mostraram que o citoplasma das células delgadas ¢ mais eletrondenso do
que aquele das células principais adjacentes (Figs. 12 e 13). No citoplasma supranuclear das
células delgadas podem ser visualizados vesiculas, vactiolos com conteddo claro & vactiolos com
restos de membrana, corpos lisossomais e mitoeOndrias (Figs. 12, 13 e 14). O citoplasma
infranuclear aparentemente se liga 4 membrana basal por fina trave citoplasmética (Figs. 10e il)e
algumas vezes parece nio maniér nenhuma conex@o com a membrana basal (Figs. 4 ¢ 6).

As células claras sdo ciibicas baixas e aparentam ter a mesma altura gue as células
principais ¢ aparentam superar as células principais, em termos comparativos, com relagio a
largura (Figs. 5 e 9). As observacdes realizadas em microscopia de luz de secgBes histolégicas
incluidas em Paraplast Plus™, mostram que o citoplasma das células claras tem aspecto hialino
{Fig. 5). As observacOes feitas em secgOes incluidas em historesina mostram que o citoplasma
deste tipo celular € repleto de vaclolos e grinulos de tamanhos diversos. Estes Gltimos parecem
ser de natureza lisossomal (Fig. 9).

O aspecto do contelido luminal apresentou caracteristicas diferentes ao longo do ducto
epididimério. No segmento inicial, o limen geralmente aparece vazic ¢ com longos estereocilios
projetados para ¢ seu interior (Figs. 4 e 6), enquanto que o limen da cauda distal encontra-se
repleto de espermatozdides e com estereocilios muito curtos (Fig. 9), comparativamente ao

observado no segmento inicial.
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Tabela I - Distribuigbes relativas (% do total = desvio padriio) dos diferentes tipos celulares no

epitélio das regiles de segmento inicial, cabega, corpo e cauda distal do epididimo do hamster

dourado:

Tipos celulares

Hegibes epididimarias  Principal Basal Halo Delgada Clara
Segmento inicial 67,846 11,0606 17,046 4,0+0,2 -
Cabeca 73,1+ 1,6 11,812  122+06 2.9%0,9 -
Corpo 72,6 £2,1 L4209 147+x20 1,2+04 -
Cauda distal 749+18 12,516  56+1,2 - 6,9+ 1,2
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Fig. 1 — Altura média epitelial { pm) das regi Ses segmento inicial, cabeca, corpo ¢ cauda distal do

epididimo do hamster dourado. As barras representam as médias % desvio padrio; mesmas letras

indicam que os valores nfic diferem significativamente, p <0,05.
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Fig. 2 - Dimetro médio luminal ( pm) das regi Ses segmento inicial, cabega, corpo e canda distal
do epididimo do hamster dourado. As barras representam as médias + desvic padrio; mesmas

letras indicam que os valores ndo diferem significativamente, p < 0,05.
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Fig. 3 ~ Didmetro médio tubular { um) das regi Ses segmento inicial, cabeca, corpo e cauda distal
do epididimo do hamster dourado. As barras representam as médias = desvio padrio; mesmas

ietras indicam que 0s valores nfo diferem significativamente, p <0,05.
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Figs. 4¢3 - Fotomicrografias do segmento inicial (em4)e da cauda distal (em 5) do
epididimo do hamster dourado, mostrando: células principais (P), basais (B), delgadas (D),
halo (H) e claras (C), estereocilios (estrela) e espermatozoides na luz do tibulo (asterisco).
AT em4 e H/E em 5. 100x.



Figs. 6 - 9 - Fotomicrografias do segmento inicial (6), cabega (7), corpo (8} ¢ cauda distal
(9) do epididimo do hamster dourado, mostrando: células principais (P), basais (B),
delgadas (D), halo (H) e clara (C), vesiculas no citoplasma supranuclear (cabegas-de-seta),
zona de Golgi (Z), estereocilios (asteriscos pequenos) e espermatozoides (asteriscos

grandes) na luz do tibulo. AT/F em 6eATem7, §e9. 100x.

i%
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Figs. 10 e 11 - Fotomicrografia do segmento inicial (10) e eletromicrografia do corpo (11)

do epididimo do hamster dourado. Em 10 sio indicados: célula principal (P), trave
citoplasmatica da célula delgada (setas), zona de Golgi (Z) ¢ estereocilios (estrelas). Em 11
sio indicados: niicleo da célula delgada (N), citoplasma das células principais (P), complexo

de Golgi (G) e trave citoplasmatica na regifo infranuclear da célula delgada (setas). AT,
100xem 10e1950xem 11.
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Figs. 12 - 14 - Eletromicrografias da cabega do epididimo do hamster dourado, mostrando:

células principais (P), células delgadas (D), vesiculas {cabecas-de-seta), mitocOndrias (M),
yactolos (asteriscos), corpos densos (seta), luz tubular (estrela). Fig. 14 mosira detalhe da

regidio apical da célula delgada da Fig. 13. 2650xem 12 ¢ 13 ¢ 11500x em 14.



DISCUSSAC

A variag3o observada de alturas epiteliais a0 Jongo do epididimo do hamster dourado foi
uma das caracteristicas que deram suporte 2 divisdo do ducto epididimario em regifes. Os
resultados obtidos neste trabalho mostraram que a altura maxima do epitélio ocorreu no segmento
inicial, enquanto que a menor altura epitelial ocorreu na cauda distal, o que é concordante com o
que foi relatado para o gambé (Orsi, 1980), o bovine (Orsi er al., 1984: Goval, 1985}, o suino {Orsi
et al., 1985), o rato (Serre ¢ Robaire, 1998) e o gerbilo (Domeniconi, 2004). No entanto, estas
observagbes foram, comparativamente, diferentes daquelas feitas no epididimo do macaco Rhesus
{(Alsum e Hunter, 1978) no qual a maior altura epitelial ocorreu na cabega distal, enquanto que no
ducto epididimaric do marsupial Honey possum 2 maior altura epitelial ocorreu no segmento
terminal do epididimo e a menor no segmento inicial (Cummins er af., 1986).

Algumas caracteristicas do epitélio de revestimento do epididimo do hamster dourado
foram descritas em dois relatos anteriores (Nicander e Glover, 1973; Flickinger ef al., 1978}, os
quais abordaram estudos feitos em microscopia de luz e microscopia eletrfnica de transmiss3o.
Nicander ¢ Glover {1973} descreveram o epitélic de revestimento das regides denominadas
segmentos inicial, medio e terminal do ducto epididimario ¢ neste relato a altura epitelial das
regies estudadas foi comparada, sem estudos morfoméiricos, com base apenas nas observagles
feitas em microscopia de luz. O relato feito por Flickinger et al. (1978) apresentou dados
morfométricos sobre 2 altura do epitélio do segmento inicial, cabeca, corpo e cauda do epididimo,
cujos dados relatives 2 altura das regides de cabega e corpo discordaram dagueles obtidos neste
estudo, visto que para aqueles autores a altura do epitélio da cabeca era maior que & do corpo,
enquanto nossas observagfes mostraram que a altura do epitélio do corpo foi maior do que a da
cabega. Os dados obtidos de estudos morfométricos realizados no epitélio epididimario do hamster
champanha (Vicentini e Orsi, 1987) sfo, em linhas gerais, concordantes com os resultados agui
obtidos, resguardadas as peculiaridades especificas de ambas variedades do Mesocricetus auratus.

Os dados obtidos de didmetro luminal mostrando didmetro do corpo maior do que ©
correspondente da cabeca sfo compardveis aqueles observados no macaco Rhesus {Alsum ¢
Hunter, 1978). No entanto, no bovino (Goyal, 1985) € no rato (Serre e Robaire, 1998) o didmetro
luminal da cabega foi maior que o do corpo epididimal. Os maiores didmetros luminal e tubular
encontrados na cauda epididiméria, caracterizando uma luz tubular bastante aumentada,
provavelmente estariam relacionados 4 funcgo de estocar espermatozéides, realizada pela cauda do

epididimo. Embora os relatos, citados anteriormente, tenham abordado a estrutura do ducto
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epididimario do hamster dourado, nenhum deles apresentaram dados morfométricos relativos aos
difmetros tubular e luminal do ducto epididiméric nesta espécie como se fez neste estudo.
Sendo o epididimo do hamster mais "padronizado” do que o do camundonge (Nicander e
Glover, 1573), foi importante aqui estabelecer parfmetros de estudos morfométricos deste ducto
para estudos posteriores de possiveis alteragSes morfol6gicas ou histofisiolégicos do epididimo.

As células tipicas do epitélio de revestimento do epididimo, ou seja, as células principais,
basais, halo, claras e delgadas foram observadas no epididimo do hamster dourado.
Diferentemente das observagbes feitas para o hamster dourado, no hamster champanha foram
descritas apenas as células principais, basais, claras e apicais comstituindo o epitélic de
revestimento epididimdrio (Vicentini, 1985; Vicentini e Orsi, 1987, Vicentini et al, 1990).
Nicander e Glover (1973) denominaram as células halo presentes no epitélic epididimério de
pequenas células claras e, as células claras foram denominadas de células colunares claras
vacuolizadas por estes aufores.

Embora as células principais, basais, halo, claras e delgadas estejam presentes no epitélic
epididimario do hamster dourado, alguns tipos celulares como as células claras e delgadas ndio
foram observados em todas regides. Células claras estavam presentes apenas na cauda
epididimaria do hamster dourado diferindo do que fol relatado para o gerbilo, no qual as células
claras foram observadas em todos os segmentos epididimérios (Domeniconi, 2004). Células
delgadas estavam ausentes na cauda epididiméria do hamster dourado, enquanto que no gerbilo
este tipo celular ndo foi encontrado em nenhum dos segmentos epididimérios (Domeniconi, 2004).
No rato, células delgadas foram observadas apenas no segmento inicial, enquanto que as células
claras foram observadas pa cabega, corpo ¢ cauda do epitélio epididimario (Serre e Robaire, 1998),

Ne bovino (Goyal, 1985) ndo foram relatadas células delgadas no segmento inicial,
enquanto que as ¢élulas claras no foram encontradas em nenhum dos segmentos epididimérios de
bovinos (Goyal, 1985), suinos (Orsi ef ol., 1985) e macacos (Ramos e Dym, 1977).

Estudos abordandc o desenvolvimento dos tipos celulares presentes no  epitélio
epididimério (Sun e Flickinger, 1979), bem como analises das caracteristicas ultraestruturais,
histoquimicas e imunohistoquimicas (Palacios er al., 1991; Adamali ¢ Hermo, 1996}
demonstraram que as células principais e delgadas s3o tipos celulares distintos nfo sé quanto 2
morfologia bem como em relagiio & fungfio que cada uma destas células exerce. As células
delgadas atribui-se um papel de absorgio de eletrdlitos, degradagiio de protefnas endocitadas e
acidificaciio do contedde luminal com base em estudos imunohistoquimicos demonstrando a

presenca de anidrase carbdnica (Adamali ¢ Hermo, 1996). Enguanto que s células principais sZo
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atribuidas como principais fungSes absorgio de fluido juminal e secrecdo, sendo ativas na sintese
protéica (Liu ef al., 1991, Setchell ef al., 1994, Serre & Robaire, 1998).

Poucos estudos abordaram 2 contribuigBio de cada um dos tipos celulares na constituicio
do epitélio de revestimento das regies epididimdrias. No rato (Serre e Robaire, 1998), as células
principais coniribuiraim com a maior porcentagem relativa no segmento inicial, constituindo cerca
de quase 70% da populagic celular do epitélic desta regifo epididimiria. Estas observagdes
diferiram dos resultados obtidos neste estudo, uma vez que as células principais estavam presenies
em maior porcentagem relativa na cauda distal, onde contribufam com 74,9% da populacio celular
desta regido. As células halo foram encontradas em maior porcentagem no segmento inicial do
epitélio epididimario do hamster dourado, diferindo das observacfes feitas no epididimo do rato
{Serre e Robaire, 1998), posto que as células halo estiveram presentes em menor nimero no
segmento inicial e em maior niimero na cabeca do epididimo do rato. As células delgadas
estiveram presentes em maior porcentagem no epitélio do segmento inicial do hamster dourado,
contribuindo com 4,0%, no rato, estas célules contribuiram com cerca de 5% da populagiio celular
ativa do segmento inicial (Serre e Robaire, 1998). As células claras foram observadas em maior
porcentagem relativa na cauda do epididimo do rato (Serr¢ e Robaire, 1998), contribuindo com
quase 20% da populagdo celular nesta regifio. No hamster dourado a contribuigfio deste tipo celular
foi de apenas 6,5%.

A célula clara foi um tipo celular peculiar e que despertou a atenciio pelas caracteristicas
que apresenta. As células claras observadas neste estudo diferiram daquelas descritas para o
hamster champanha (Vicentini e Orsi, 1989). No hamster champanha (Vicentini e Orsi, 1989)
estas céiulas foram descritas como células alongadas, colunares e com micleo alongado, enguanto
que as células claras observadas no hamster dourado foram tipicas células baixas clbicas.

As células claras exibiam um tipo celular conspicuo que gerou controvérsias quanto
defini¢io de suas fungBes. Moore ¢ Bedford (1979a e b) relataram que as células claras eram
capazes de captar grandes quantidades do marcador “horseradish peroxidase” e, também
observaram vesiculas em forma de C possivelmente envolvidas em endocitose na regido apical do
citoplasma das células claras do epididimo de rato (Moore e Bedford, 19792 e b). Ainda com
relacdo as células claras, foi relatado que elas sfio ricas em anidrase carbénica, um componente
enzimatico do epitélio concernente a atividade de absorgio {(Cohen ef 4l 1976), indicio gue
suportaria a hipdtese formulada por Flickinger ef al. (1978) de que as célaias claras devam estar
envolvidas com a absorcfo de fons salinos e de proteinas presentes no fluido luminal da cauda do

epididimo.
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As células claras foi atribuida a capacidade de captar componenies luminais e de
reconhecer e internalizar a gota citoplasmatica liberada pelos espermatozdides ou os seus
remanescentes (Moore e Bedford, 1979a; Clermont e Hermo, 1985; Robaire e Hermo, 1988,
Hermo er al., 1988). Ouira atividade atribuida as células claras foi a espermiofagia; logo, a
presenga delas estaria relacionada 4 capacidade de eliminar espermatozdides alterados da huz do
thbulo epididimério (Moore e Bedford, 197%a).

As caracteristicas morfométricas e histolégicas do epididimo do hamster dourado
pareciam indicar que o segmento inicial era uma 4rea provével de trimsito rapido de
espermatozoides, uma vez que este segmento, freglientemente, apareceu com o Himen vazio ou
com poucos espermatozdides. Fol sugerido que nessa regific possa ocomrer secregio de
macromoléculas (Viotto ef af., 1988). Estudos realizados em camundongos estimaram que na
regidio proximal do epididimo, os espermatozdides eram transportados dez ou mais vezes mais
rapidamente do que 1ia regifio distal do drgio (Abe e Takano, 1988), sugerindo-se que absorgdo de
fluido luminal testicular seria a principal fungfo do segmento inicial {Abe e Takano, 1988).

O epitélio das regifes de cabega e corpo epididimérios do hamster dourado apresentou o
citoplasma supranuclear de células principais rico em vacliolos, sugerindo a ocorréneia de
atividade metabdlica intensa e de processos de absorcfio e de secregfio celulares. Estas atividades
de absorgHo e secreglo realizadas pelas células epiteliais epididimarias seriam fundamentais para
a manutengdc dos espermatozdides, uma vez gue a condensacdo do DNA dos espermatozdides
torna-os limitados em sua capacidade biossintética (Fouchécourt et al., 2000). Assim uma das
principais fungdes das regifes de cabeca ¢ corpo do epididimo do hamster dourado seriz a de
garantir 2 viabilidade dos espermatozobides.

As regifes de cabega e corpo do epididimo do hamster dourado também estariam
envolvidas nas atividades inicias do processo de maturag8o, uma vez que foi usual a observacio de
uma grande concentrac3o de espermatozodides na luz destas regifes. No hamster champanha, a
regido de corpo  fol caracterizada como regific de trinsito e inter-relagBes troficas para o
amadurecimento dos espermatozdides (Vicentini, 1985; Vicentini e Orsi, 1987; Vicentini ez al.,
1990). No gerbilo (Domeniconi, 2004} foi sugerido que o inicio do processo de maturacéio ocorre
no segmento inicial, j& que foi observado um grande niimero se espermatozéides nesta regido. Esta
afirmac@io foi feita com base nos resultados obtidos de reacBes histoenzimaticas (Domeniconi,
2004) diferentemente do observado nesie estudo.

Durante o processo de maturagio, os espermatozdides sofrem remodelagem pos-testicular

de sua membrana, podendo ocorrer alteragiio em lipidios, perda ou modificagio de glicoproteinas ¢
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incorporagdo de novas glicoproteinas (Fouchéeourt et al, 2000). Estudos irmunohistoguimicos
mostraram que glicoproteinas especificas sfio secretadas em regides imediatamente distais ao
segmento inicial no rato (Lea ef al., 1978), no coelho e no hamster (Moore, 19800, Abe ¢ Takano
(1988} observaram no epididimo de camundongo, gue material PAS-positivo estava presenie na
luz tubular e em inclusBes das células epiteliais do segmento corrgspondente a0 corpo
epididimario. Estes autores, com base em suas observagdes, afirmaram gue glicoproteinas
epididimérias eram produzidas na csbega proximal & seu excesso era absorvido no COrpo
epididimaric (Abe ¢ Takano, 1988).

A passagem dos espermatozdides através da cabega epididiméria seria essencial para a
aquisi¢do do potencial de fertilizacBio, embora o sitio de aquisigiic do potencial possa variar em
algumas espécies (Robaire e Hermo, 1988). Os segmentos de cabega e corpo seriam os sitios
epididimarios onde a maturacio dos espermatozdides efetivamente ocorreu em eqiiinos (Orsi ef
al., 1981}, suinos {Ursi ef al., 1985), no gato (Viotio ef al., 1988) e na maioria dos mamiferos
(Waites, 1980; Setchell et al., 1994).

A presenga de células claras apenas na cauda do epididimo, possivelmente, ¢ um
indicative de que o sitio no qual os espermatozéides efetivamente adquirem seu potencial para
fertilizar obcitos € a cauda do epididimo no hamster dourado. A hipétese de que a cauda
epididiméria € o sitio no qual os espermatozéides adquirem seu potencial de fertilizacfio ¢
concordante com os relatos feitos para o hamster sirio (Horan e Bedford, 1972}, rato (Dyson ¢
Orgebin-Crist, 1973), camundongo (Hoppe, 1975) e homem (Hinrichsen e Blaquier, 1980).

A cauda distal € a regifio epididimaria do hamster dourado envolvida na estocagem dos
espermatozoides até o momento da ejaculaglo, uma vez que o limen esteve grandemente
aumentadc e repleto de espermatozdides em todas as preparacdes estudadas. Além das
observages quanto ao didmetro luminal e presenga de espermatozéides, ha evidéncias 2 partir de
observagles realizadas no camundongo de que a passagem de espermatozdides na cauda é muito
lenta {(Abe e Takano, 1988). No bovino zebu (Orsi ef al., 1984) foi sugerido que a parte proximal
do segmento terminal (cauda proximal) ¢ a principal regifio de estocagem, uma vez qus a parte
distal se encontrava vazia, sugerindo-se que a mesma fosse uma grande 4rea de peristalse para
esvaziar as partes proximais a ela (Orsi ef al., 1984). No hamster champarnha, além do papel de
estocagem foi atribuido ao segmento terminal um papel secretor, com base em observacdes

histoguimicas (Vicentini, 1985; Vicentini ¢ Orsi, 1989).
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Regional biochemical analysis of total proteins and LDH in the epididymis of Gelden

hamster

Summary ~ The aim of this study was to determine the relative concentration of total proteins and
lactate dehydrogenase (LDH) in homogenates of regions of the Golden hamster epididymidis,
including the initial segment, caput, corpus and distal cauda epididymidis. The concentration of
total protein measured by the photocolorimetric method (reported as units per 180 mg tissue)
decreased from the initial segment to the cauda epididymidis, with the difference between the two
regions being significant. This observation seems to be closely related to an increased synthesis
and secretion of proteins to the lumen in the proximal segments of the epididymal duct, mainly in
the initial segment, as proposed for other rodents. LDH activity was higher in the initial segment
and distal cauda epididymidis than in the caput and corpus, although no significant differences in
mean values were observed. The high LDH activity observed in the initial segment and cauda
epididymidis was probably related to an expressive metabolic activity of the epithelium in these
regions. This metabolic activity is important to guarantee the survival of the sperm stored in the
cauda epididymis. The lower LDH activity noted in the caput and corpus epididymidis might be
related to a progressive reduction of the glycolysis in initial maturation of spermatozoa, mainly in

the corpus epididymidis.

Key words: proteins, lactate dehydrogenase, epididymis, Golden hamster, biochemistry.

Entroduciion

The various components of the epididymal fluid comprised glycoproteins and proteins,
including enzymes such as lactate dehydrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.27). Most proteins presented
in the epididymal fluid were synthesized and secreted by the lining epithelium of the epididymal
duct and were located in specific epithelial regions (Dacheux et al. 1989, Syntin et al. 1996).
Moreover, there were proteins associated with the surface of intraluminal spermatozoa (Dacheux
& Paquignon, 1980, Jones et al. 1983, Dacheux et al. 1989). Epididymal proteins had two major
roles; one consisted of regulation of the structural and functional integrity of the epididymal

epithelium, while the other was related to a direct action on spermatozoa in order to proiect them
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and promote their maturation during epididymal transit (Jones et al. 1983, Robaire & Hermo,
1988, Syntin et al. 1996). Possibly, proteins interact with spermatozoa changing their membrane
properties in different ways, and could be absorbed by the spermatozoal surface or modify
preexisting compounds on the plasma membrane through the action of proteases,
glucosaminidases or glycosyltransferases (Syntin ef al. 1996).

The development of sperm motility possibly required changes in the metabolic mechanism
which supplies energy for flagellar movements. One of the most specific parts of this metabolic
mechanism is the LDH (Vermouth et al. 1986). LDH iscenzyme, LDH-X or C,, specific to the
testes and epididyme of various mammalian species (Blanco & Zinkhan, 1963), showed unigue
catalytic properties (Blanco et al. 1976). LDH was a highly specialized enzyme and was related to
metabolic processes of energy supply for sperm motility and survival (Gerez de Burges et al.
1978). According to Storey & Kaney (1977), LDH played a role in the pyruvate-lactate shuitle
system, transferring reducing equivalents from the cytosol to mitochondria.

In view of the importance of proteins and LDH in the process of sperm maturation and
metabolism, the aim of this study was to determine the presence and concentration of total proteins
and LDH in the initial segment, caput, corpus and distal cauda of epididymis of adult Golden

hamsters.

Materials and Methods

Biochemical analysis for the determination of total proteins and LDH (E.C. 1.1.1.27)
activity was performed on epididymal tissue samples from 14 adult Golden hamsters
(Mesocricetus aquratus) obtained from the Central Animal House of UNESP, Botucatu Campus.
The rodents were maintained under a 12-h light/dark cycle at a controlled temperature, with water
and food available ad libirum. The animals were sacrificed with an ethyl ether overdose, and the
epididymes were collected and divided into the initial segment, caput, corpus and cauda distal. The
epididymal tissues were weighed and frozen until the time for the biochemical analysis. Three
samples of each epididymal regions were used for biochemical analysis, with each sample
weighing on the average 135 mg. The samples were homogenized in 5 ml sodium phosphate
buffer, pH 7.4 with a Potter-Elvehjem homogenizer (Curtin Matheson Scientific, Houston, TX,

USA) using a Teflon® pestle. The homogenates obtained were centrifuged in a refrigerated
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centrifuge at 10,000 rpm for 15 min at 4°C, and the resulting supernatants were used for the
biochemical determinations.

Total proteins were determined in 50 pl supernatant of each sample by colorimetric
method using the CELM kit for total protein (Modern Laboratory Equipment Company, S0
Paulo, Brazil). Absorbance was read with a specirophotometer at 540 nm. The results wers
reporied as mg protein per 100 mg tissue.

LDH was determined in 15 ul supernatant of each sample using the CELM kit (Modern
Laboratory Eguipment Company), 2 UV method optimized for the determination of LDH. LDH
activity was determined at 25°C and absorbance at 340 nm was read after 1, 2 and 3 minutes with
an ELISA microplate reader (Bio-tech Instruments, Inc., Winooski, VT, USA} LDH activity was
reported as units per 100 mg tissue (U/100 mg tissue).

Statistical analysis consisted of a completely random design, with four treatments and
three replicates. The data were submitted to analysis of variance (ANOVA) and mean values were

compared by the 5% Tukey test.

Resulis

Analysis of the results showed a decline in total protein concentration along the epididymal
segments. The highest concentration was observed in the initial segment (11.8 = 4.12 mg
protein/100 mg tissue) and the lowest concentration in the cauda epididymidis (5.1 + 0.48 mg
protein/100 mg tissue), with the difference being significant. Intermediate and similar total protein
concentrations were observed for the caput and corpus epididymidis (7.4 + 0.83 and 7.0 + 2.39 mg
protein/100 mg tissue, respectively), with no significant differences between these two regions or
between the caput, corpus and distal cauda epididymidis or between initial segment, caput and
corpus epididymidis (Graph 1).

The highest LDH activity was observed in the cauda epididymidis (7.88 = 0.60 U/100 mg
tissue), while the lowest activity was found in the corpus epididymidis (4.70 = 2.28 U/100 mg
tissue). Intermediate values were observed for the initial segment (7.38 + 0.61 U/100 mg tissue)
and the caput epididymidis (6.11 &+ 1.27 U/100 mg tissue) (Graph 2). Statistical analysis showed
no significant differences in mean LDH activity between the epididymal segments studied.
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Graph 1 - Total protein concentration in different regions (initial segment, caput, Corpus
and distal cauda) of the Golden hamster epididymidis. Data were reported as mean % SD.
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Graph 2 — Lactate dehydrogenase in different regions (initial segment, corpus, corpus and
distal cauda) of the Golden hamster epididymidis. Data were reported as mean = SD. The same

letters indicated that the values did not differ significantly one from the other {Tukey test, 5%).



Discussion

The epididymal epithelium synthesizes and secretes numerous proteins, with synthesis and
secretion varying in accordance with the epididymal region (Syntin ot al. 1996). These regional
variations were confirmed in the present study showing differences in total protein sxpression in
the epididymal duct of the Golden hamster.

An invesligation comparing rabbit, rat, dog, sheep, monkey and humans (Riar et al, 1973)
demonstrated that in only two of the species studied, ie., dog and man, were total protein
concentrations lower in the caput epididymidis than in the cauda. In raf, rabbit and sheep, the
highest total protein concentration was observed in the proximal and distal corpus and the lowest
levels in the cauda epididymidis (Riar ef al. 1973). The results, in this last investigation, indicated
that absorption of fluid deriving from the festis is higher in the caput epididymidis and that
testicular fluid contributes to the high protein content found in this region (Riar et al. 1973),

Furthermore protein content was high in the epididymal plasma obtained from the caput
epididymidis of bulls and even higher in the proximal corpus (Crabo, 1965). The data obtained
with studies of rabbit and sheep (Riar ¢t al. 1973) and possibly of bull (Crabo, 1965), suggested
that the resorption area extended to or exceeded the limits of the proximal corpus (Riar et al.
1973). In golden hamster, the highest total protein conecentration was observed in the initial
segment, an area of intense seminal fluid absorption in rodents (Robaire & Hermo, 1988).

The number and concentration of proteins presented in the epididymal luminal fluid
changed along the organ (Dacheux & Paquignon, 1980). Electrophoretic analysis detected few
commeon proteins secreted in several points along the epididymis, indicating that its epithelium
secreted regionalized components into the tubuler lumen (Syntin et al. 1996). The proximal
portion of the epididymis is the most active region in terms of protein secretion, in agreement with
the present results. In swine, the high synthesis activity of the proximal epididymidis was related
to secretion of only two main components which account for 34.5% and 31.4% of total proteins
secreted by this organ (Syntin et al. 1996). In contrast, in rodents, which probably include the
hamster, an elevated number of proteins was secreted into the luminal fluid (Robaire & Hermo,
1988).

Autoradiographic studies on protein synthesis in mice have showed a higher activity in the
initial segment, as also observed here for the hamster, with 2 progressive decline of synthesis in
the middle and terminal epididymal segments (Kopeeny & Pech, 1977). In bulls (Lavon et al.
1971) and rats (Jones ¢t al. 1983), a decrease in spermatozoal protein content was observed during

epididymal maturation, with total protein levels resulting from the balance between synthesis and
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degradation of proteins. Previous studies regarding the presence of proteins in rat spermatozoa
during epididymal transit (Vermouth et al. 1986) confirmed the evident predominance of protein
degradation in spermatozoa during their progression through the epididymal duct and we agree
with this affirmation based on the present resulis,

Our resulls were in agreement with those reported by other authors (Kopeeny & Pech,
1977), showing a higher total protein concentration in the initial segment and 2 progressive
reduction along the more distal tubular segments. The results obtained showed intense epithelial
activity of protein synthesis in the proximal regions of the epididymal duct. Moreover, different
patterns of protein degradation or resorption could be suggested, with most proteins secreted by
the epididymal epithelium being rapidly degraded or resorbed after secretion. In swine, most
proteins found in fluid in vivo probably did not resuit from abundant secretion by the different
regions but rather correspond fo less degraded or less resorbed proteins (Syntin et al. 1996). The
hamster, a rodent, similarly to the rat (Olson & Hinton, 19835) and mouse (Robaire & Hermo,
1988), possibly secrets a larger number of proteins through the epididymal epitheliumn which are
incorporated into the seminal fluid.

Studies on the activity and function of dehvdrogenases in the epididymal duct suggested
that they acted on the process of glycolysis, which played an important role in epididymal
metabolism (Delhon & Lawzewitsch, 1994). LDH had been related to the fertility of mature
human spermatozoa due to its role in energy metabolism (Blanco, 1980), since low LDH levels
were associated with a partial or total reduction in sperm concentration and motility (O°Flaherty et
al., 2002}

Histochemical studies of epididymal LDH demonstrated species-specific variations in the
epithelial reactivity observed in the different epididymal regions. Intense sperm LDH activity was
detected in the cauda epididymidis of most species {Allen & Slater, 1961; Blackshaw & Samisoni,
1967; Tingari & Moniem, 1979). An observation consistent with sperm storage atiributed to this
epididymal region (Delhon & Lawzewitsch, 1994), which may explain the marked LDH activity
observed here in the distal cauda of the Golden hamster epididymis.

A study on rats {Vermouth et al. 1986) showed that the transit of spermatozoa through the
epididymis was accompanied by a reduction of LIH activity from the caput to the corpus, and was
not significant compared to the cauda epididymidis. The changes in LDH reported for the rat
{(Vermouth et al. 1986) were suggestive of a reduction in the capacity of spermatozoa to oxidate

glucose while they matured. Similarly, a decline in tissue activity could be noted in epididymal
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homogenates of the Golden hamster from the initial segment to the corpus, with the corpus
representing the regions of initial activities of sperm maturation.

A reduction in the oxidative utilization of glucose in mature spermatozoa compared io
testicular utilization has been demonstrated in sheep and bull (Voglmayr, 197%; Dacheux &
Paguignon, 1980). The profile of LDH reduction resembled that observed for glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (Ford & Harrison, 1983). Since both enzymes were integrated in the
Embden-Meyerhoff pathway, a decrease in their activities was correlated with Jower glycolysis in
the spermatozoa (Ford & Harrison, 1983}

The results showed that, in Golden hamster, the LDH activity gradually decreased from
the initial segment to the corpus epididymidis, and increased in the cauda. These resulis were in
agreement with those reported for other species (Zinkham et al. 1964). LDH was found to be the
most active dehydrogenase in the camel epididymidis when compared {0 succinate dehvdrogenase,
glutamate dehydrogenase and glucose-6-phosphate dehydrogenase, with higher LDH activity
being observed in the distal segment (Tingari & Moniem, 1979). These findings suggested the
importance of glycolytic pathways in the mammalian epididymis. The higher LDH activity
observed in the terminal segment (cauda} of the hamster epididymis indicated a highly metabolic
activity of the lining epithelium to provide energy for sperm survival, consistent with the function

attributed to the cauda epididymidis as a storage site for spermatozoa (Tingari & Moniem, 1979).
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Biochemical analysis of alkaline phosphatase in regions of the epididymis of the

Golden hamster (Mesocricetus auratus)

Abstract ~ The present study was carried out to determine alkaline phosphatase (ALP; E.C.
3.1.3.1) activity 1in homogenates obtained from different regions of the Golden hamster
epididymis (initial segment, head, body and tail}. No significant differences in mean ALP activity,
reported as unit/100 mg tissue, were observed between the initial segment (0.92 + 0.28 U/100 mg
tissue), head (1.07 : 0.67 U/100 mg tissue) and body {(0.77 + 0.23 U/100 mg tissue) of the
epididymis. However, mean ALP activity was significantly higher in the epididymal tail (8.94 =
0.40 U/100 mg tissue) compared to the other segments. The results suggest that ALP plays a
significant role in the tail of the Golden hamster epididymis by to supply the androgens necessary
to maintaining epithellal integrity, and probably acts on the transport of substances between the
luminal fluid and spermatozoon membrane. Thus, the high concentration of ALP in the epididymal
tall indicates the importance of this enzyme in the metabolism and maintenance of stored

spermatozos, influencing normal reproductive physiclogy.

Key words: epididymis, biochemistry, alkaline phosphatase, Golden hamster.

Introduction

The epididymis is part of the excretory duct system of the testis and represents an
important structure for the maturation and storage of spermatozoa. Although consisting of a single
duct, the epididymis has shown regional differences in histological, biochemical and histochemical
studies conducted on various mammalian species [1-8]. Secretion and absorption activities of the
epididymal epithelial lining cells create inside the tubular lumen an adequate intraluminal
microenvironment for the maturation of spermatozoa [9].

The epididymal luminal fluid is composed of various biochemical substances. Among
thern are phosphatases, enzymes that catalyze the hydrolysis of phosphoric acid esters, releasing
phosphate ions [8]. Alkaline phosphatase (ALP; E.C. 3.1.3.1) is a dephosphorylation enzyme that
is active in many tissues and organs, including bone, liver, kidney, intestine, lung, and placenta.

Variable levels of ALP have also been detected in the seminal fiuid of different mammalian
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species such as man, buffalo, pig and sheep [10], with the probable involvement of ALP in
glycolytic reactions and the formation of fructose [11].

Histochemical studies on ALP from various mammalian groups species such as dog
{5,123, rabbit [13], sheep [14] and bull {157 have shown different activities of this enzyme along
the epididyrmal segments,

The site of ALP formation has been determined in some species and seems to depend on
the species studied. Biochemical investigations [16] demonstrated that ALP activity levels in
normal stallions are significantly higher in the testis and in the epididymis than in any other tissue
of the reproductive tract of these animals. Data obtained in the same study [16] support the
statement that ALP activity is not uniform in the epididymis but is concentrated at extremely high
ievels in the lumen of the epididymal {ail.

In view of the importance of the activity of ALP in the epididymis for the maturation of
spermatozoa, the objective of the present biochemical study was to determine ALP activity along

the epididymal duct in the initial segment, head, body and tail of the adult Golden hamster .

Materials and metheods

Biochemical analysis for the determination of ALP kinetics was performed on epididymal
tissue samples from 14 young adult Golden hamsters (Mesocricetus auratus, 60 days old) obtained
from the Central Animal House of UNESP, Botucatu Campus. The animals were maintained under
a 12-h light/dark cycle at a controlled temperature, with water and food available ad libitum. The
animals were sacrificed with an anesthetic overdose of ethyl ether. Next, the epididymis was
collected and divided into the initial segment, head, body and distal tail [9]. The epididymal tissues
were weighed and frozen until time for the biochemical analysis. Three samples of each
epididymal region were used for biochemical analysis, with each sample weighing on average 135
mg. The samples were homogenized in 5 mL sodium phosphate buffer pH 7.4 with a Potter-
Elvehjem homogenizer (Curtin Matheson Scientific, Houston, TX, USA) using a Teflon® pestle.
The homogenates obtained were centrifuged in a refrigerated centrifuge at 10,000 rpm for 15 min
at —4 °C, and the resulting supernatants were used for the biochemical determinations.

ALP was determined in 3 pl supernatant of each sample using the CELM alkaline
phosphatase kit (Modern Laboratory Equipment Company, Sic Paulo, Brazil). Kinetic analysis of

ALP was carried out at 25 °C and absorbance at 405 nm, read after 1, 2 and 3 min with an ELISA
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microplate reader (Bio-tech Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). The results are reported as
unit per 100 mg tissue (U/100 mg tissue).

Statistical analysis consisted of a completely random design, with four treatments and
three replicates. The data were submitted to the analysis of variance (ANOVA) and mean values

were compared by the 5% Tukey test.

Resulls

The results of the biochemical analysis of ALP activity in the epididymal regions of the
Golden hamster are shown in Fig. 1. The lowest ALP activity was observed in the epididymal
body (0.77 + 0.23 U/100 mg tissue), while the highest activity was detected in the tail {894 =0.40
U/100 mg tissue). Intermediate values were observed in the initial segment (0.92 + 0.28 U/100 myg
tissue) and in the head (1.07 = 0.67 U/100 mg tissue). Statistical analysis revealed a significant
difference in mean ALP activity between the tail and the other epididymal segments, while no

significant differences were observed between the initial segment, head and body.
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Fig. 1. Alkaline phosphatase activity in the different regions (initial segment, head, body and tail)
of the Golden hamster epididymis. Data are reported as means + SD. The same letters indicate that

the values did not differ significantly from one another (Tukey test, p < 0.05).

Discussion

ALF of mammals are ectoenzymes bound to the plasma cell membrane through
phosphatidylinositol glycan anchors [17]. These enzymes are glycosylated and possesses variable
amounts of sialic acid, which is responsible for their electrophoretic mobility [18]. ALP catalyzes
the hydrolysis of monophosphate esters and is mainly a plasma membrane enzyme located on the
absorptive or secretory surface of cells. ALP is found in various organs but tends to be
biochemically unique in each tissue [19].

High ALP activity can be detected in absorptive epithelia such as those of the intestine and
proximal convoluted tubules of the kidneys. Due to the reactivity of these epithelia to ALP, a
relationship between ALP activity and the transport of fluid across the plasma membrane has been
postulated [15]. Other proposals have suggested that ALP plays a role in the transport of sugars
and other organic molecules across membranes, and also assists in the transport of molecules

between the principal cells and capillaries of the subepithelial connective tissue [20]. These
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considerations support the results obtained in the present study on ALFP activity in the hamster
epididymis, which showed that the principal cells of the epididymal epithelium are directly
involved in the process endoCytosis, protein secretion and absorption, and apparent transluminal
transport of different substances between the interstitium and tubular lumen [9,21,22].

Another hypothesis suggests a possible role of ALP in androgen transfer between the
peritubular interstitium and the seminiferous tubules [23]. The epididyvmis receives 2 double
androgen hormone supply through the luminal fluid and the peritubular blood vessels, and it has
been postulated that maintenance of the integrity of the lining tubular epithelium is dependent on
intraluminal androgens [15]. Thus, it is expected that the enzymatic activity of ALP present in the
luminal borders and in the basement membrane of the epididymal epithelium supplies the
epithelium with the androgens necessary for maintaining epithelial infegrity [15]. This thesis
supports the present observations, since the epithelium of the epididymal tail, a storage region for
epididymal spermatozoa, is theoretically submitted to a higher pressure due to the large volume of
luminal content and the strong emission of spermatozoa during the process of sperm gjaculation
[241.

The sites of ALP formation in the male reproductive tract have been determined for some
species, and there seem to be species-specific variations. In dogs, most ALP is produced in the
epididymis [25]. In rabbits, it has been shown that the testis, epididymis, deferent duct and the
ampulla of vas deferens synthesize significant amounts of ALP [13], while in bulls most ALP
originates from the seminal vesicles and, to a lesser extent, from the testes and epididymis [26]. In
stallions [16], most ALP was found to originate from the seminal plasma and not from the
spermatozoa, an observation made on the basis of the analysis of non-processed ejaculates and
spermatozoon-free ejaculates [16]. This finding agrees with studies on human sperm in which ALP
activity was lower in isolated spermatozoa compared to the higher activity observed in seminal
plasma [27]. In the Golden hamster, strong expression of ALP production was observed in the
epididymis, in agreement with the present biochemical results and with histochemical observations
recently reported for the this same species [7].

ALP has been demonstrated in various mammalian species; its distribution, however,
shows species-specific variations. In this respect, ALP was observed at very high concentrations
(> 10,000 U/} in the epididymal fluid of dogs, while only small amounts of ALP were detected in
the prostate and testis [28]. In the dog, histochemical analysis has shown ALP activity in epithelial
cells of the head, body and tail, emphasizing a higher reactivity in the last segment [12], in

agreement with the ALP activity characterized here for the epididymal tail of the golden hamster.
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ALP reactivity was also demonsirable in the seminiferous tubules, although the reaction in the
testes was less intense than that observed in the epididymis. Observations made on the rabbit
epididymis [13] agree with those reported for dogs but differ from the results obtained for other
species. The results regarding general epididymal ALP activity in the hamster are in accordance
with those reported for rabbits [13] and dogs [12].

In humans, ALP reactivity has been found to be weak in the epididymal epithelium, while
in goats ALP activity decreased during the transport of epididymal spermatozoa {14]. These
findings disagree with the present results showing a weak reaction in the initial segment, head and
body and a marked increase in the epididymal tail, thus revealing a parallelism between an
increase in the activity of this enzyme and the transport of epididymal spermatozoa.

The location of ALP in the epididymal epithelium has also been found to differ between
species. In the dog, ALP activity was detected in the tuminal border of epithelial cells and also in
stereocilia, but not in the basement membrane [12]. In contrast, in swamp buffalos intense activity
was observed along the basal region of the epithelium throughout the epididymis, while in the
luminal border reactivity was only detected in zone II of the epididymal head [8]. Observations
made on bulls showed strongly positive reactions in the stereocilia and apical border of zones I to
111, in the basement membrane and in peritubular smooth muscle cells along the epididymis [15].
Positive ALP reactivity in epididymal stereocilia has also been reported for sheep and bulls [29],
hamsters [30] and rabbits [31], but not for rats [32]. In Guinea pigs, ALP reactivity was only
observed in the basement membrane of the epididymal epithelium [20]. The studies on swamp
buffalos [8] and bulls [15], in which strongly positive reactions were demonstrated in the proximal
regions of the epididymis, differ from the present investigation in which ALP activity in the
epididymal duct was higher in the distal part, i.e., at the distal tail.

Histochemical studies on the epididymis of the camel have shown a positive reaction in
subepithelial connective tissue, blood vessels and stereocilia, with subepithelial and vascular
reactions being common fo almost all species [33]. The location of ALP in stereocilia and
subepithelial connective tissue is consistent with a possible function of active transport between
vascular structures and epithelial cells on the one hand, and between epithelial cells and luminal
content on the other [6].

In some species, ALP reactivity has been detected in the epididymal lumen and in
cytoplasmic droplets of spermatozoa. In Rhesus monkeys [4], ALP activity was higher in the
lumen than in the epididymal epithelial lining, with the most intense reaction being observed in the

region of the body. ALP activity has been demonstrated in cytoplasmic droplets of sheep and
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rabbit spermatozoa [34]. However, no positive reaction was observed in hamster or rat
spermatozoa despite the high levels of the enzyme in epididymal plasma [34]. The location of ALP
in cytoplasmic droplets of spermatozoa raises the hypothesis that ALP catalyzes
dephosphorylation and the transport of phosphate groups between the luminal fluid and
spermatozoa and, consequently, is involved in the maturation of spermatozoa in the epididymis
[341.

Our results showed that ALP activity was highest in the distal tail, while it was low in the
other regions (initial segment, head and body}. These findings are in contrast to a previous study
{7} conducted on some mammals including the hamster, which showed no ALP activity in the
initial segment, head and body, and maximum and moderate activity in the proximal and dista] tail,
respectively. The present results also disagree with those reported for sheep, rabbits and rats in that
same study [7], with moderate activity being observed in the initia] segment and head of the sheep
epididymis, and no activity in the body or tail. In the raf, no activity was detected in any of the
segments, while in the rabbit 21l segments showed reactivity to ALP, with activity being observed
in the head, strong reactions in the initial segment, body and proximal tail, and a2 moderate reaction
in the distal tail [7], observations that also contrast with those obtained in the present biochemical
study.

The histochemical observations of ALP activity in cytoplasmic droplets of mammalian
spermatozoa, including the hamster [34], confirmed that the strongly positive reaction
demonstrated in the tail of the hamster epididymis derive from cytoplasmic droplets. The
hypothesis raised on the basis of studies conducted on Rhesus monkeys [4] disagrees with the
statement following the analysis of ALP in cytoplasmic droplets [34], since, according to Moniem
e Glover [34], ALP is sequesiered in cytoplasmic droplets and released into the lumen during
maturation and, therefore, the stronger positive reaction detected in the epididymal fumen would
originate from the cytoplasmic droplets and not from the Hning epithelinm. However, the
cytoplasmic droplet is endocytosed by clear cells along the trajectory of spermatozoa through the
epididymal lumen [9], and is theoretically not present in the lumen of the epididymal tail. In
conclusion, the biochemical results obtained in the present study, together with the histochemical
findings of previous investigations obtained for cytoplasmic droplets of mammalian spermatozoa
[34], support the hypothesis that in the hamster epididymis ALP is secreted by the epididymal
epithelium and accumulates in the epididymal tail, and is essential for the metabolism and

maintenance of stored spermatozoa and, consequently, for normal reproductive physiology.
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Resumo

O ducto epididimério ¢ a parte do sistema de ductos excretores do testiculo capaz de armazenar os
espermatozéides ¢ promover a sua maturacio. O epididimo ¢ formado pelas regies de segmento
inicial, cabega, corpo e cauda. A principal funcio da cauda do epididimo é o armazenamento dos
espermatozdides, no entanio esia regifio provavelmente estd envolvida em outros papéis
funcionais. G objetivo deste trabalho foi estudar as caracteristicas estruturais do epitélio de
revestimento da cauda do epididimo do hamster dourado, que possam indicar a ocorréncia de
outras atividades além do armazenamento de espermatozdides. Os resultados mostraram que a
porcentagem relativa dos tipos celulares presentes na cauda do epididimo, ou seja, as células
principais, ¢laras, basais ¢ halo constituiram 74,9%, 6,9%, 12,5% ¢ 5,6%, respectivamente. Foram
observados grandes espagos intercelulares, entre as membranas plasmaticas das células principais
e dos outros tipos celulares. Estes espagos intercelulares estavam preenchidos por corpos
multivesiculares, figuras de mielina, restos e espirais de membranas ou material floculento. As
células claras tinham a maior parte do citoplasma, os % basais preenchida por lisossomos e, no %4
apical numerosos vacliclos ¢ vesiculas estavam presentes. As células principais apresentaram no
citoplasma supranuclear complexos de Golgi, mitocondrias, corpos multivesiculares, vesiculas e
vacuolos. As observagBes realizadas neste trabalho permitiram inferir que as células claras devem
atuar ativamente em processos absortivos e endocitdticos; possivelmente deve haver passagem de
agua do Mimen para o espago intersticial através do epitélio. Outro processe que pode ocorrer na
cauda do epididimo do hamster dourado ¢ aquele de transporte entre as células epiteliais

adjacentes denominado de transcitose.
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Palavras-chave: Epididimo, compartimento epitelial, transcitose, papéis fisiolégicos, hamster

dourado.

Summary

The ductus epididymidis of the Golden hamster, as in other mammals, is part of the excwrrent duct
system of the testis with the histophysiologic roles of maturation and storage of spermatozos,
which oceur inside its luminal compartment. So, the main function of the epididymis cauda is the
storage of spermatozoa, however this specific region exerts other morphophysioclogic roles. Based
on this information, this study was made to investigate structural features of the cauda
epididymidis epithelivm, which could to indicate other roles taking place in the cauda besides
spermatozoa storage. It was shown that the relative percentage of cell types present in cauda lining
epithelium were: 74.9% of principal cells, 6.9% of clear cells, 12.5% of basal cells and 5.6% of
halo cells. Characteristically, large intercellular spaces were seen betwesen the lateral plasma
membranes of adjacent principai cells or between these cells and other epithelium cell types.
These intercellular spaces were frequently filled with multivesicular bodies, myelin figures, scrolls
and debris of membranes or flocculent dense material. Clear cells had the most part of their
cytoplasm filled with lysosomes present in the basal three quarters of the cytoplasm. Numerous
vacuoles and vesicles of different shapes and sizes filled the complementary one guarter of the
apical cytoplasm. The observations here made suggest that clear cells could act in processes of
endocytosis and fluid-phase endocytosis as well as water transfer from the epididymal lumen to
the interstitium through the epithelium compartment. Moreover, another process that may occur at
the cauda epididymidis of Golden hamster is active transport between adjacent epithelial cells,
called transcytosis.

Key words: Epididymis, epithelium compartment, transcytosis, physiclogic roles, Golden

hamster,

Introducio

Estudos feitos sobre ¢ epididimo de mamiferos mostraram que este érgio pode ser
dividido em regides distintas, com base nas caracteristicas morfolégicas ¢ morfométricas do seu
epitélio de revestimento. Vérias divisGes foram propostas e uma das mais utilizadas é a gue divids

o 6rgho em segmento inicial, cabega, corpo e cauda (Serre e Robaire, 1998).
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O ducto epididimério ¢ um dos componentes do sistema de ductos condutorss de
espermatozlides, portanto, o transporte de espermatozdides é uma das fungSes atribuidas ao
epididimo. N#o sendo um mero ducto transportador de espermatozdides, no lamen epididimal os
espermatozsides sdo submetidos 2 microambientes regionais complexos e variados enquanto sio
transportados 20 longo do ducto epididimario, sofrendo maturagio e adquirindo a capacidade
potencial de fertilizaglio dos odcitos (Robaire & Hermo, 1988). Além destas fungBes, o epididimo
também armazena os espermatozéides que sho armazenados na cauda epididiméria até o momento
da emisso e posterior gjaculagio (Hib et al., 1982).

O epitélio de revestimento tubular epididimério ¢ caracterizado por apresentar alguns tipos
celulares distintos em sua constituicio ao longo do ducte epididimério. As atividades
desempenhadas pelas células deste epitélio sio responsdveis pela criacio dos microambientes
regionais nos quais os espermatozdides sofrern maturacho. As caracteristicas destas células
epiteliais, observadas em nivel ultraestrutural, indicam gue ha ocorréncia de atividades secretéria &
absortiva no epitélio epididimério (Robaire ¢ Hermo, 1988).

Os estudos que abordaram as regides epididimérias indicaram que fungdes ou atividades
funcionais especificas podem ocorrer, predominantemente em determinados segmentos tubulares e
que, também, estas funcBes podem ser espécies-especificas (Robaire e Hermo, 1988; Setchell ¢t
al., 1994). Assim, foi sugerido que a principal fungfio do segmento inicial é a absorg¢do de fluido
{Abe e Takano, 1988}, enquanto que para a cauda, o segmento terminal do epididimo, foi
atribulda, como fungio principal, o armazenamento dos espermatozdides, podendo ocorrer ainda
atividade absortiva nesta regifio (Robaire ¢ Hermo, 1988). Com relagio 2 cauda do epididimo,
também foi verificado, em algumas espéeies como o rato (Blandau e Rumery, 1964; Dyson e
Orgebin-Crist, 1973) e o camundongo (Pavick, 1974; Hoppe, 1975), que a cauda é o sitio
aproximado em que os espermatozdides adquirem o seu potencial para fertilizar os obeitos,
enquanto que no coelho (Bedford, 1966), porco (Holtz & Smidt, 1976) e carnsiro {Fournier-
Delpech et al., 1977}, este sitio € encontrado no corpo do epididimo.

Sendo a cauda do epididimo uma regifio envolvida, muito provavelmente, em outros
papéis funcionais, além do armazenamento de espermatozéides, o objetivo deste trabalho foi
estudar, nesta regifio epididiméria em hamster dourado, as caracteristicas estruturais do epitélio
tubular que possam indicar a ocorréncia de outros processos ou atividades, além da j4 claramente

estabelecida fungo de armazenamento de espermatozdides.



Materizis e métodos

Neste estudo foram utilizados os epididimos de 7 hamsters dourados, Mesocricetus
auratus, adultos com 60 dias de idade, provenientes do Biotério Central da UNESP. Os animais
foram mantidos em condigBes controladas de luz e temperatura e receberam agua ¢ comida ad
libitum. Apds sacrificio dos animais, os epididimos foram coletados e reduzidos para obiencio do
segmento terminal {cauda distal do epididimo) e imediatamente fixados.

As amostras teciduals, provenientes da cauda epididiméria de 3 animais, foram fixadas por
24 horas em soluglo de Bouin. Apds fixadas, as amostras foram lavadas em sdlcool 70% &
submetidas & rotina histoldgica para inclusfo em Paraplast Plus™ (Oxford Labware, 81. Louis,
USA) Seceles de 7 um foram coradas com H/E 2 utilizadas parz anélises morfoméiricas. As
andlises morfornétricas foram feitas utilizando 10 lminas de cada epididimo dos 3 animais. As
mensuragbes de altura epitelial das células principais foram feitas com o use de ocular
micrométrica em microscopio Olympus BH-2, na objetiva de 40x.

A distribuicBo relativa dos diferentes tipos celulares na canda epididimaria foi estimada
por contagem das células em diferentes secgBes do ducto. As contagens foram feitas em 10
secebes por epididimo de cada animal. O resultado bruto obtido a partir das contagens foi
corrigido, aplicando-se a formula proposta por Amann (1962}, mostrada abaixo, cujo resultado

forneceu o valor corrigido do niimero de células contadas nos cortes histolégicos.

° corrigido de tipo de célula= n® total de tipo de célula espessnra do corte
e5pessura F@ 1 ADP %
L2 4

docorte +

sendo:

AD: didmetro medio do nficleo de 10 células

As analises ao nivel de microscopia eletrénica de transmissdo utilizaram materiais de
cauda epididimaria de outros 4 animalis. Os fragmentos de tecidos coletados foram fixados em
glutaraldeido a 2,5% em tamplo fosfato de sodio 0,1M (pH 7,3) a 4°C por 2 horas. As amostras

foram pés-fixadas em tetrOxido de Gsmio a 1% no mesmo tampdo, desidratadas em acetona e
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inciuidas em Araldite (Polysciences, USA). Seccdes ultrafinas foram contrastadas com acetato de

uranila e citrato de chumbo. As telas com os cortes foram analisadas em microscdpio eletr8nico de
transmissfo Phillips CEM 100,

Besuliadaes

O epitélio de revestimento da cauda do epididimo do hamster dourado apareceu baixo e,
predominantemente constituido por células ciibicas baixas (Figs. la e 1b), cujo valor médio de
altura epitelial foide 12,6 £ 0,12pm.

Os tipos celulares presentes nesta parte do ducto epididimdrio foram as células claras,
basais, halo e principais (Fig. 1), sendo que estas Gltimas predominaram, constituindo 74,9% da
populagdo celular do ducto, enquanic as células claras, basais e halo constituiram,
respectivamente, 6,9%, 12,5% e 5,6% das células presentes no revestimento epitelial da cauda
epididiméria. A Juz da cauda do epididimo esteve constantemente repleta de espermatozdides
(Figs. 1a e 1b).

A observacio em microscopia eletrdnica de transmissio mostrou 2 presenca de grandes
espagos intercelulares dispostos entre as células epiteliais da cauda epididimaria. Os espagos
intercelulares observados ocorreram entre as membranas laterais das células principais, claras ¢
basais adjacentes (Figs. 2 e 3). Na superficie basal do epitélio, as células mantinham contatos
através de prolongamentos citoplasmaticos laterais (Figs. 2, 4a e 4b), sendo que alguns destes
prolongamentos adjacentes, aparentemente, nfo mantinham contato entre si (Fig. 4a).

As células principais apareciam mais eletrondensas do que as células basais ¢ as células
claras (Figs. 2, 3 e 9a). O niicleo das células principais era irregular e denteado, localizando-se na
regido basal do citoplasma (Fig. 2). A superficie apical das células principais tinha um grande
niimere de estereocilios projetados para o Kimen tubular (Figs. 2 e 5). No citoplasma supranuclear
foram observadas mitocOndrias, complexos de Golgi, vesiculas, corpos multivesiculares e
lisossomos (Figs. 5, 6 ¢ 7). A regifo apical continha mitocdndrias, reticulo endoplasmatico rugoso,
cisternas e vesiculas revestidas por membrana e corpos multivesiculares (Figs. 6 ¢ 8). No
citoplasma infranuclear puderam ser observados mitocsndrias, reticulo endoplasmatico Tugoso e
lisossomos (Fig. 4b).

O citoplasma das células claras mostrou-se, predominantemente, ocupado por corpos

eletrondensos, semelhantes a lisossomos, ocupando os % basais do citoplasma (F ig. 3). Estes
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corpos lisossomais estavam gradativamente aumentados de tamanho desde a regido apical para a
regifio basal do citoplasma e, alguns destes lisossomos aparentemente superaram o nicleo, guanto
ao tamanho (Fig. 3). Os lisossomos menores, ocuparam o % apical do citoplasma (Figs. 3 e 9a). O
citoplasma apical aparecia altamente vacuclizado, sendo que os numerosos vactiolos, vesiculas e
corpos multivesiculares eram de tamanhos variados e sems conteGdos eram, geralments,
eletronlucentes (Figs. 9a ¢ 9b). Os vactolos maiores continham material fino e floculento (Figs. 9a
& 9b}. Na superficie luminal, poucos estereocilios projetavame-se desta para & huz tubular (Figs. 9a e
9b). Um grande nimerc de vesiculas revestidas por membrana foram observadas apicalmente;
estas tinham tamanhos e formas variadas, notando-se vesiculas ovais, tubulares ¢ em forma de C
(Fig. 9b).

As extremidades citoplasméticas apicais entre células principais e entre células claras e
principais adjacentes estavam unidas por complexos juncicnais de membrana tipicos, constituidos
por jungbes de oclusio, de aderéncia ¢ desmossomos (Figs. 8 e 10). Os espagos intercelulares
apareciam eletronlucentes e seus contetidos eram varidveis (Figs. 2, 3. 4 e 8). No interior destes
espagos foram observados corpos mulfivesiculares, material fino e floculento, restos de
membranas, estruturas semelhantes a corpos de mielina e expansGes do contetido citoplasmatico
na superficie ndo citoplasmética dos espagos intercelulares (Figs. 4, 5, 8, 11 e 13¢). Referente
ainda aos espagos intercelulares, foi usual a observagiio de projegdes citoplasmaticas interdigitadas
de celulas adjacentes dirigidas para os espagos intercelulares (Fig. 11d).

Adjacentes aos espagos intercelulares, foram observadas mitocdndrias, corpos
multivesiculares, complexos de Golgi, lisossomos e vesiculas (Figs. 6, 7, 8 e 11). Algumas
vesiculas estavam muito préximas aos espagos intercelulares agregando-se as membranas
plasmaticas delas delimitantes (Fig. 12). Outro possivel processo de agregacsio, foi a observagio
de endossomos gue aparentemente se fundiam, via os plasmalemas adjacentes, aos espacos
intercelulares (Figs. 13a ¢ 13b), bem como eram vistos corpos multivesiculares, lisossomos e

endossomos coalescentes entre si nas adjacéncias dos espagos intercelulares (Fig. 13



Figs. 1a e 1b - Fotomicrografias da cauda do epididimo do hamster dourado. Sio
indicados: célula principal (P), célula clara (C), célula basal {B), célula halo (H)e

espermatozéides no limen epididimario (asterisco), F/F. x400.
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Figs. 2 e 3 - Eletromicrografias da cauda do epididimo do hamster. S#io indicados: célula
principal (P), nicleo da célula basal (B}, nicleo da célula clara (C), lisossomos (L), espago
intercefular (estrela), vaciiolos (v), prolongamento citoplasmatico lateral na superficie basal

do epitélio (seta) ¢ estereocilios no limen epididimario (*). x1950 em 2 e x870 em 3.



Figs. 4a ¢ 4b — Eletromicrografias da regifio basal do epitélio da cauda epididimaria do
hamster. So indicados: nicleo da célula principal (P), espago intercelular (EI),
proiongamento citoplasmatico lateral na superficie basal do epitélio (*), reticulo

endoplasmatico rugoso (cabega-de-seta), lisossomo (L) e corpo multivesicular no

espaco intercelular (estrela). x1950 em 4a e x3400 em 4b.
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Figs. 5 e 6 — Eletromicrografias de células principais {em 5) e da regifio supranuclear ¢
apical de uma célula principal (em 6) da cauda do epididimo do hamster. Sao indicados:
espago intercelular (EI), corpos multivesiculares (estrelas), complexos de Golgi (G),

mitocdndrias (M) e estereocilios no limen epididimario (*). x1950 em 5 e x4600 em 6.
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Figs. 7 ¢ 8 - Eletromicrografias das regides supranuclear ¢ apical de uma célula principal
(em7) e da regifio apical de duas células principais (em 8) da cauda epididimaria do
hamster dourado. Sdo indicados: espago intercelular (EI), complexos de Golgi (G},
vesiculas (cabega-de-seta), lisossomo (L), corpos multivesiculares (estrelas), mitocOndrias

(M), reticulo endoplasmético (seta), complexo juncional (CJ). x3400 em 7 ¢ x8400 em 8.



Figs. 9a e 9b — Eletromicrografias das regides apicais do epitélic da cauda epididimaria do
hamster. S#o indicados: célula clara (C), lisossomo (L}, vachiolo (v) e estereocilios (estrela).
9a: célula principal (P) e espago intercelular (EI); 9b: vesicula em forma de C (seta

longa), corpo multivesicular (*), vesicula (cabeca-de-seta). x3400 em 9a e x8400 em 9b,



Fig. 10 - Eletromicrografia da regidc apical de duas células principais da cauda do
epididimo do hamster dourado. Sao indicados: complexo juncional (CJ), vesicula

(cabeca-de-seta) e estereocilio (estrela). x8400.
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Figs. 11a, 11b, 1i¢, 11d - Eletromicrografias do epitélio da cauda epididimaria do hamster
dourado. S&o indicados: célula principal (P) e espago intercelular (EI). 11a: ndcleo da célula
basal (B), hisossomo (L), vesiculas (estrela), corpo multivesicular (*) e figura de mielina
(seta) no espago intercelular; 11b: mitocondrias (M), complexo de Golgi (G) ¢ espiral de
membranas no espago intercelular (seta); 1lc: brotamento citoplasmatico no €spacgo
intercelular (seta); 11d: complexo de Golgi (G) ¢ projecfio da membrana plasmatica
lateral para 0 espago intercelular (seta). x6300 em 1la, x8400 em b, x4600 em llc e
x3400 em 11d.



Fig. 12 - Eletromicrografia da regifio basal do epitélio da cauda epididimaria. Sdo
indicados: niicleo da célula basal (B), célula principal (P), espago intercelular (EI),

complexo de Golgi {(G) e vesicula fundindo-se com espaco  intercelular
(cabeca-de-seta). x6300.
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Figs. 13a, 13b e 13¢: Eletromicrografias de células principais do epitélio da cauda
epididimaria do hamster dourado. S&o indicados: espaco intercelular (ED}, lisossomo (L.},
corpo multivesicular (estrela), eadossomo (E) e complexo de Golgi (G). 13ae I3b:
endossomo confluindo em espaco intercelular (seta); 13¢c: brotamento citoplasmaético no

espago intercelular (cabega-de-seta). x4600 em 13a e 13b, x3400 em 13c.
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Diiscussio

As células claras s80 um dos tipos celulares que formam o epitélio de revestimento do
ducto epididimério de alguns mamiferos {Robaire ¢ Hermo, 1988). No entanto, este tipe celular
nfo estd presente ao longo de todas as regides do epididimo do hamster dourado. No rato, as
células claras foram encontradas na cabega, corpo e cauda (Serre ¢ Robaire, 1998), diferindo das
observaces feitas no epididimo do hamster dourado cujas células claras estavam presentes apenas
ua cauda epididiméria e ausentes nas demais regifies (Beu et al., 2001). A presenca e a distribuicio
das celulas claras no epididimo parecem ser espécie-especifica, porque embora estas células
estivessem presentes nos epididimos do rato e do hamster, nfio foram encontradas em nenhum dos
segmentos epididimarios do bovino (Goyal, 1985), do porco (Orsi et al, 1985) e do macaco
{Ramos e Dym, 1977

As observagbes quanto 4 contribuigBio dos tipes celulares na constituicAo do epitélio da
cauda epididimal, mostraram que ha diferencas espécie-especificas em relagio ao rato e ao
hamster. No rato, as células principais contribuiram com pouco mais que 50% da populagio
celular na constituicio do epitélio da cauda (Serre ¢ Robaire, 1998), enquanto que no hamster,
contribuiram com 74,9%. Referente as células claras, também foram observadas diferencas; no
rato constituiram cerca de 20% da populacdo celular do epitélio da cauda {Serre e Robaire, 1998)
&, no hamster apenas 6,9%, segundc as observagdes feitas neste trabalho.

As células claras t8m gerado controvérsias quanto 2 definicdo de suas funcBes. Estudos
utilizando marcadores celulares demonstraram que estas células foram capazes de captar grandes
quantidades de marcadores (Moore ¢ Bedford, 1979a). Também foi demonstrado que as células
claras sdo ricas em anidrase carbbnica (Cohen et al., 1976), um componente enzimdtico do
epitélio, concernente 2 capacidade de absorggo, indicio que suporta a hipotese de que as células
claras podem estar envolvidas em absorgiio de {ons salinos e proteinas presentes na cauda do
epididimo (Fiickinger et al., 1978).

Vesiculas em forma de C, observadas na porgio apical das células claras do epididimo do
rato, possivelmente estariam emvolvidas em endocitose (Moore e Bedford, 1979a; 1979b).
Vesiculas similares, relatadas nas células de Leydig em ratos, eram responsaveis por endocitose
adsorptiva (Hermo et al., 1985). Esta atividade endocitética foi muito maior nas células claras do
que nas células principais adjacentes, particularmente na cauda do epididimo de roedores (Moore e
Bedford, 1979%a; 1979b; Robaire ¢ Hermo, 1988). As caracteristicas ultra-estruturais das células

claras, observadas no epididimo do hamster, como o grande nGmero de vesiculas, vactolos,
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vesiculas em forma de C e Hsossomos, caracterizam que elas devem atuar ativamente nos
processos absortivos e endocitdticos, concordantemente com os relatos feitos para o rato {(Moore e
Bedford, 1979a; 1579b; Robaire e Hermo, 1988,

Observagio de células claras, apenas no epitélio da cauda do epididimo do hamster,
permitiv inferir que o sitio no qual os espermatozéides adquirem seu potencial de fertilizacio nesta
espécie € a cauda do epididimo. As células claras foi atribuida 2inda 2 capacidade de eliminacio
da gota citoplasmatica liberada pelos espermatozdides na luz tubular (Robaire ¢ Hermo, 1988;
Setchell et al., 1994). Isto porque se sabe que o local da liberagio da gota citoplasmatica pelos
espermatozdides indica o sitio onde eles se tornam potencialmente aptos para fertilizar os odeitos
{Robaire ¢ Hermo, 1988). Esta hipdtese justificaria a presenca deste tipo celular apenas na cauda
do epididimo, uma vez que ¢ na cauda proximal que os espermatozdides do hamster efetivamente
iriciam a liberacfo da gota citoplasmética, conforme as observaces agui feitas.

Outra atividade atribuide as células claras foi a espermiofagia. Assim sendo, 2 presenca
destas c€lulas na cauda do epididimo seria consistente com a capacidade de eliminar
espermatozéides alterados da luz do tibulo epididimério segundo Moore ¢ Bedford {19792}, papel
funcional este que, no entanto, mereceria novos estudos, visto gue neste trabalho ndo foram vistas
células claras "endocitando” espermatozéides.

Um destaque para um papel morfofuncional das células claras, reportado para o epitélic da
cauda epididimaria no hamster dourado da variedade champanha, foi a consideragio de possivel
ocorréncia de secrecio de glicoconjugados nesta regi#o epididiméria (Vicentini e Orsi, 1989), Esta
afirmaggo foi feita com base em estudos histoquimicos em microscopia de luz comparando
observagdes feitas nesta dimensdo com outras obtidas em microscopia eletrpica de transmissdo
onde estruturas subcelulares foram comparadas com os granulos PAS-positivos, sugerindo-se
correspondéncia entre eles no trabatho citado. Para tanto, houve embasamento inclusive em
trabalhos anteriores (Scott et al., 1963; Martan, 1969; Risley, 1970; Kopecny e Pech, 1977).

Apesar desta altima consideragdio, transcorridos aproximadamente 15 anos do 0ltimo
relato (Vicentini e Orsi, 1989), a partir de outros relatos feitos com base em re-estudos da
populagdo celular do epitélio epididimdrio do rato albino e de outros mamiferos (Hermo et al.,
1994), os conceitos morfofuncionais para as células claras mudaram no sentido de caracterizi-las
como elementos celulares voltados especificamente para processos de endocitose de fase fluida
{pinocitose) e de endocitose adsorptiva (fagocitose), papéis funcionais com os quais se concorda

neste trabalho, tendo em vista as observagdes ultra-estruturais aqui realizadas.
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As células epiteliais da cauda do epididimo do hamster dourado estavam firmemente
unidas enfre si, em seus polos apicais, através de complexos juncionais de membrana tipicos,
apresentando entre si espacos intercelulares. Conhece-se que os elementos estruturals dos
complexos juncionais propiciam forte aderéncia entre célules adjacentes e servem de barreira de
permeabilidade. Esta dltima fungio ¢ atribuide principalmente 4s juncdes de oclusiio,
caracteristicamente presentes em epitélios que delimitam compartimentos que $8m composigio
guimica distinta (Ross st gl., 1993},

No epididimo, os complexos juncionais de membrana t8m a sua importdneia enfatizada
por serem Os sitios da barreira hemato-epididimaria. A primeira evidéncia morfolégica para a
existéncia da barreira, mostrou a existéncia de extensas jungdes "tight" entre as células principais
adjacentes do epididimo de rato (Friend e Gilula, 1972). Posteriormente, foi demonstrado que nem
os capilares nem as células midides peritubulares eram eficazes em bloguear a passagem do
marcador lantdnio, enquanto que os complexos juncionais tipicos foram efetivos em bloguear a
passagem deste marcador (Hoffer e Hinton, 1984).

Vérias evidéncias mostraram que a barreira hemato-epididimérie, & estavel e existe
funcionalmente devido as grandes diferencas existentes na concentragdo de compostos orgénicos e
inorgnicos enire o fluido luminal e o sangue (Robaire e Hermo, 1988). A estabilidade da barreira
propicia a criagio de um ambiente altamente definido, onde muitos fons e moléeulas sio
seletivamente excluidos ou concentrados (Robaire e Hermo, 1988). Aparentemente, esta barreira
se faz conspicua no ducto epididimal de hamster, mostrando-se fechada e funcionalmente eficaz
em face da integridade e constincia dos complexos juncionais dos plasmalemas das células
epiteliais adjacentes.

Espagos intercelulares presentes entre as células epiteliais do epididime do hamster
dourado mostraram-se caracteristicos de epitélios ativamente envolvidos no transporte de Hquidos,
ou seja, no movimento de lguidos saindo do lamen em diregio ao tecido conjuntivo subjacente,
passando através do epitélio. Assim, espagos intercelulares, similares a estes encontrados no
epitelio epididimaric do hamster dourado, foram observados no epitélio intestinal (Gonnella e
Neutra, 1984; Ross et al., 1993), bem como em outros epitélios onde lquidos sio transportados
ativamenie como no epididimo (Robaire e Hermo, 1988). As células epiteliais intestinais, unidas
por complexos juncionais que separam o limen intestinal do espago intercelular, estiio organizadas
de forma a atuarem no transporte de liquidos. Entre as células intestinais, os espacos intercelulares
muitas vezes estdo dilatados, principaimente, durante o transporte de Hquidos (Ross et al., 1993).

Nos espagos intercelulares do epitélio intestinal, a presenca de projecdes da membrana plasmatica
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lateral, interdigitadas entre si, ¢ um indicio da ocorréncia de processos de transporte de 4gua e ions
salinos (Junqueira e Carneiro, 2004).

As observagBes, realizadas neste trabalho, mostraram que sspagos intercelulares, similares
aqueles presentes emtre as células epifeliais intestinais (Gonnella e Neutra, 1984; Junqueira e
Carneiro, 2004), também ocorreram entre as células epiteliais adjacentes da cauda do epididimo.
Os espacos intercelulares na cauda do epididimo estavam dilatados ¢ & semelhanca do gue foi
descrito para as células intestinais (Junqueira e Carneiro, 2004), também apresentaram projecBes
de membrana voltadas para os espagos intercelulares. A existéneia destes €spacos no epitélio da
cauda epididimal, permite sugerir que hé passagem de dgua a partir do lamen, através do epitélic
da cauda do epididimo, uma vez que na cauda epididimaria 2 concentracio de espermatozdides
estd grandemente aumentada,

O mecanismo responsavel pela absorgiio de 4gua no epididimo de rato € 2 difusio passiva
(Wong et al., 1978). Neste processo, o carreador para o transporte de 4gua, na cauda do epididimo,
¢ o lon sédio (Wong et al., 1978). Os resultados obtidos a partir de estudos das concentracles ds
sédio, potdssio, cloreto e fosfato presentes no fluido luminal do epididimo de rato, mostraram que
hé decréscimo da concentragiio do fon sddio na cauda epididimal a0 se comparar a concentragio
deste ion nos segmentos proximais epididimérios (Robaire ¢ Hermo, 1988). Esses dados reforgam
a hipdtese que o fon sodio, além de atuar como molécula direcionadora, é absorvido pelo epitélio
epididiméario (Wong et al., 1978). No intestino, a absor¢io de 4gua envolve o transporte de sédio
do lamen intestinal para as células epiteliais e, posteriormente, para os espacos intercelulares. O
aumento na concentragdo de sddio no espaco intercelular retira 4gua da célula epitelial por
osmose, e por sua vez, da luz intestinal (Ross et al., 1993). E possivel gue na cauda do epididimo
do hamster dourado, 0s espagos intercelulares dilatados ocorram devido 4 alta absorgio de dgua
carreada pelos fons sodio.

Os espagos intercelulares observados na cauda do epididimo do hamster dourado sio
similares aos espagos observados em epitélios onde ocorre transcitose. Transcitose € o transporte
de cargas macromoleculares de um lado a cutro de uma célula, dentro de um carreador revestido
por membrana (Tuma ¢ Hubbard, 2003). Este processo € uma estratégia usada por organismos
multicelulares para mover seletivamente material entre dois ambientes diferentes, enquanto
mantém composi¢des distintas entre estes ambientes (Tuma ¢ Hubbard, 2003). Esse processo de
transporte celular foi observado no epitélio da tGnica coridide, nas células epiteliais intestinais, em

células epiteliais glandulares, em hepatdcitos e nas células foliculares da gléndula tiredide
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{Herzog, 1983; Tuma e Hubbard, 2003), parecendo ocorrer também nas células epididimais
conforme nossas observagdes.

Embora transcitose tenha sido descrita em células de varios epitélios, ha poucos relatos na
literatura sobre a ocorréneia deste processo mo epitélio do sistema de ductos excretorss do
testiculo. Entretanto, a ocorréneia de transcitose foi relatada nas células epiteliais da rede testicular
de rato (Morales et al,, 1984) ¢ nas células epiteliais do ducto deferente de rato (Hermo e De Melo,
1987). As evidéncias aqui apresentadas, sugerem que ¢sie processo também deve ocorrer nas
células epiteliais da cauda do epididimo do hamster dourado, Além dos espagos indercelulares, a
ocorréncia de elementos vesiculares em continuidade com as membranas plasmaéticas laterais
suportariam a presenga de transcitose. Assim, observagGes similares a estas foram relatadas para as
celulas epiteliais envolvidas em transcitose no ducto deferente do rato (Hermo e De Melo, 1987).

A natureza das vesiculas envolvidas em transcitose nas eélulas epiteliais da rede testicular
néo fol determinada (Morales et al., 1984). Em relacdo as células epiteliais do ducto deferente do
rato, possivelmente o processo de transcitose era seletivo porque ferritina nativa nfo foi
encontrada nas vesiculas endocitéticas (Hermo & De Melo, 1987). Sugeriu-se que o epitélio do
ducto deferente estaria envolvido no transporte de “ligantes” especificos do Mimen deferencial para
o espago do tecido conjuntivo subepitelial ou para os vasos sangiiineos (Hermo e De Melo, 1987),

hipotese que deve ser considerada também para o epltélio epididimal do hamster dourado.
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CONCLUSOES GERAIS

i — O progressivo aumento dos difmetros tubular e luminal da cabega para a cauda do epididimo,
sendo estes didmetros marcadaments maiores na canda em relaglio 45 outras regifes, corrohoram 2
conclusdo de que 2 cauda ¢ efetivamente a regifio de estocagem dos espermatozdides em trinsito

pelo epididimo,

2 ~ A variagio de altura do epitélic de revestimento do ducto epididimério nesta espécie com
diminui¢fo relativa da cabeca, nela incluso o segmento inicial, para a cauda epididimaria ocorrs
como significado de uma compensagiic também relativa ao aumento progressivo do didmetro
luminal do segmento inicial parz a cauda. O elevado valor de altura epitelial notada na porgfio
proximal do epididimo do hamster ademais poderia estar relacionado ao papel morfofuncional af
caracterizado, concernente principalmente 3 ocorréneia de endocitose de fase fluida, tipicamente

observada no segmento inicial.

3 — Existe uma proporgfio relativamente maior de células principais presentes na populacio celular
do epitélio de revestimento do ducto epididimario do hamster dourado; hd um relativo aumento do
valor medio do niimero das células principais do segmento inicial parz a cauda epididimaria; um
valor médio equilibrado, ou nfio muito diferente, de mitmero das células basais nos quatro
segmentos investigados; uma diminuigdo do valor médio numérico das células halo e das células
delgadas entre o segmento inicial e o corpo epididimario; menor nimero relativo de células halo
presentes no epitélio da cauda; auséneia de células delgadas na populagio celular do epitélio da
cauda e presenca de células claras apenas no epitélio da cauda epididimaria. O aumento da
proporgio das células principais ¢ basais nos segmentos distais ocorre como compensacio da

diminui¢io da proporg@o dos demais tipos celulares,

4 — A aparéncia do contetido luminal do ducto epididimério do hamster dourado mostrou
caracteristicas diferentes ao longo de sua extens3o, aparecendo freqlientemente vazio e com longos
estereocilios projetados em seu interior mo segmento inicial; moderamente preenchido por
espermatozoides e com estereocilios e esfoliagdes celulares no corpo, e repleto de espermatozdides
e com estereccilios muito curtos observados na luz da cauda epitidimaria. Estas caracterizagdes
depbem favoravelmente 4s caracteristicas histofisiologicas das regides tubulares, quanto ao

trinsito rapido de espermatozéides observados nos segmentos proximais do ducio; trinsito mais
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lento na parte média tubular visando o inicio do processo de habilitaggo dos espermatozéides
predominantemente notado no corpo epididimario, e, enfim parada relativa do fluxo intraluminal
do fluido seminal junto com os espermatozbides na regifo da cauda objetivando estocagem destas

células.

5 — Ag caracieristicas morfolbgicas das células principais do ducto epididimaric do hamster, como
a presenga da zona de Golgi supranuclear, suporta 2 afirmagiio de que ocorre um processo
secretorio de protefnas com diminuigiio da secrecio do segmento inicial para g cauda distal. Esta
caracterizagio tem suporte nas anlises bioguimicas do epididimo de hamster em que a proporgdo

relativa de proteinas totais apareceu menor na cauda epididimaria desta especie.

6 — As células basais, desprovides de superficie luminal, foram observadas em todas as regilbes
tubulares epididimérias do hamster dourado, porém seu papel morfofuncional ndo pode ser
esclarecido com base nas observagBes aqui realizadas. Células halo foram também notadas em
todas as regides epididimarias do hamster, concluindo-se que devem atuar como linfdcitos

intraepiteliais com base nas observagBes histoldgicas realizadas.

7~ Células delgadas, presentes em maior proporgio relativa no segmento inicial, devem exercer
elevada atividade metabolica. Assim, a sua auséncia na cauda epididiméria depde a favor de ser a
cauda uma regiio em que as atividades metabolicas diminuem em detrimento de ser um sitio

“mais passivo” de estocagem dos espermatozdides.

8 - A despeito desta conclusio, por outro lado, a cauda epididimal do hamster mostrou elevada
atividade bioquimica de fosfatase alcalina, levando 4 conclusio de que hi alta atividade absgortiva
no epitélio tubular desta regifo, bem como transferéncia ativa de andrégenos entre o intersticio e o

Hamen tubular epididimaérios.

9 — As celulas claras, presentes apenas no epitélio tubular da cauda epididimaria, exercem
predominante papel endocit6tico, conclusio feita a partir de observagBes das caracteristicas

morfoldgicas destas células.
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