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" Tinguém se engane a si mesmo:
se alguém dentre vis se tem por sdbio
neste séenlo, faga-se estulto para sg

tornar sab.o.

Porque a sabedoria deste mun-—
do & loucura diante de DEUS; porquan-

to estd escrito:

Ele apanha os sabios na pro-

pria astiucia deles.
E outra vez:

0 Senhor conhece 0s pensamen—
tos dos sabios,
que sao pensamentos vaos'.

I Corintios 3:18-20.

" Porque o Senhor da a sabedo -
ria; da sua boca vem a inteligéncia e

0 entendimento.

Porquanto a sabedoria entrara
no teu coragao e a inteligéneia sera

suave a tua alma®.

Proverbios 2:6.10.
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A caracterizagaoc morfo-funcional das c&lulas in-
tersticiais do testiculo & motivo de controvarsias (STIEVE,1930;
'HOOKER, 1944; MONTAGNA & HAMILTON, 1951; BATILLIE, 1961; MANCINI
et al., 1963}). Nao obstante tais desacordos, especialmente quan—
to & caracterizagfio citoguimica desta heterogdnea populagao celu
lar, ac nivel da microscopia Optica, passou-se a analisar a ul-
traestrutura celular ao microscdpioc eletrdnico. A auséncia de ba
se histofisiolOgica segura e capaz de identificar os diferentes
tipos celulares do intersticio do testiculo, decorre possivelmen
te, do uso de técnicas histoguimicas inadequadas para este estu-

do, conforme sugere BAILLIE (1961).

S8ao conhecidos dois padrdes etirios para as célu-
las do intersticio do testiculo: o fetal e o pds-natal, este al-

timo constituido de dois perlodos, o pré-plibere e o pibere. Anm-



bos os padroes foram caracterizados em diversas espécies animais,
tais comg: no coz=lho {ALLEN, 1904: GONDOS et gg., 19755 noc porco
(BASCOM & OSTERUD, 1927}, no touro {HOOXER, 1944), no rato
{ROOSEN*-RU(NGE & ANDERSCN, 1959), no camundongo {BAILLIE, 1961},
no hamster (GONDOS szt gl., 1974) e no homem (GILLMAN, 1948 ;
SNIFFEN, 1950; MANCINT et EE.‘E." 1963} .

Apés a puberdade, no intersticio do testiculo ha
varios tipos de células qualificados de acordo.com algumas carac
teristicas morfoldgicas, citoquimicas e funcionais (STIEVE,1930).
Dentre estes tipos celulares, os mastbcitos, os macrofagos e as
células de Leydig sio melhor caracteriziveis. Os demais sio, pru
dentemente, dencminados cé&lulas “"tipo fibroblasto® ou fusiformes,
O que evidencia a grande dificuldade na sua caracterizacgdo. Den
tre estas tamb@m estdo colocadas células com os caracteres de se
cretoras, cuja morfologia & bastante heterog@nea, em uma mnesna
espécie animal (SNIFFEN, 1950; MANCINI ¢t al., 1963), Tamb8m per
tencem a este grupo, fibroblastos verdadeiros {STIEVE, 1930 ;
HOOKER, 1944), celulas de Leydig imaturas (MONTAGNA & HAMILTON,
1951 ; MANCINI et g}_., 1952; FAWCETT & BURGOS, 1960; MANCINI et

al., 1963) e células mesenguimais (HOOKER, 1944; CHRISTENSEN &

FAWCETT, 1961; GONDOS et al., 1975).

Ha mais de setenta anos tentou~se caracterizar a-

través da morfologia e da afinidade tintorial, as cé&lulas inters



ticiais do testiculo, e classifica-las em diferentes tipos. As-
sim, foram descritas cé&lulas com niicleo excéntrico, tendo o cito
plasma perinuclear condensado e o citoplasma periférico vacuoliﬁ
zado em um dos tipos e filamentoso em outro no terceiro tipo sao
incluidos cé&lulas semelhantes &s anteriorass, diferindo apenas pe
la presencga de granulos citoplasmiticos acidbfilos {WHITEHEAD ,

1905},

SNIFFEN (1950) assinala, no intersticio do testi-
culo pos—~puberal os seguintes tipos de células:

a) Células peqguenas, que foram denominadas de ca-
lulas de Leydig imaturas as quais s3o poligonais, com fina granu
lagdo aciddfila no citoplasmas;

b) Células poligonais de tamanho mddio, com cito -
plasma granular, as vezes, contendo grinulos grosseiros;

¢} Células de tamanho mé&dio, com abundincia de
grinules grosseiros, frequentemente, reunidos em grumos, aldm de
granulos de pigmento estao presentes no citoplasma, em relativa
quantidade; sao comuns vactolos que, ocasionalmente, aparecem em
nimero tal que dio ao citoplasma uma aparencia espumosa; estas
células seriam c&lulas de Leydig em degeneracio;

d) Celulas grandes ou células de Leydig maduras
com citoplasma finamente oranular ao redor do nilcleo e uma zona
periférica clara, contendo goticulas, vaciolos e granulos grosse

iros e de -pigmento,



e) Cé&lulas fusiformes pequenas, na maioria das ve
zes com © citoplasma rapleto de pigmento, as guais foram inter -

pretadas como ceélulas e¢m involugao.

TILLINGEER et ﬁi' (1955) adotaram a mesma classi-
ficagio de SNIFFEN (1950), Uma classificacdo mais simples consi-
dera dois tipos celulares: as células fusiformes pequenas e as
grandes, arredondadas ou poligonais, as quais seriam rotuladas ,
respectivamente, de formas imaturas, ou jovens, e formas maduras
das celulas de Leydig (FAWCETT & BURGOS, 1960). As células de
Leydig jovens apresentam nlcleo oval e homogeneamente basdfilo ;
o citoplasma € P.A.S. negativo., As cé&lulas de Leydig maduras mosg
tram niicleo arredondado e vesicular, menos basofilo; o citoplasg~
ma & espumoso, e fraca, ou hoderadamente, P.A.S. positivo. -Alé@
digso, sao consideradas as células de Leydig em degeneragao, gue
apresentam nlcleo vesiculoso ou crenado; o citoplasma &, frequen

temente P.A.S. positivo; algumas vezes o niicleo & picndtico e o

clitoplasma escasso (CLEGG, 1965).

O estudo citoldyico e citoquimico das c&lulas de
Leydig, realizado por MANCINI et al. (1963), permitiu separar di
versos tipos de fibroblastos (com diferentes graus de maturacdo),
dés cé&lulas de Leydig, assim como estabelecer varios tipos entre

estas Qiltimas. Consideraram as seguintes células "tipo fibroblas

to” -



a) Fibroblasto A: com nicleo redondo, cromatina
palida e um pequeno nucléoio; citoplasma escasso, basSfilo e com
prolongamentos, gue ndo contém lipideé e reage negativamente ao
P.A.S., as reagdes para mucopolissacarideos e para o Acido ascor
bico.

b) Fibroblasto B: de forma arredondada ou ovalada,
com prolongamentos citoplasmaticos curtos e numerosos; exibe fra
ca basofilia perinuclear e reage negativamente aos testes histo-
quimicos citados; o nficleo apresenta delgada.carioteca, cromati-
na finamente granular e um pequeno nucléolo;

c) Fibroblasto C: exibe niicleo com éarioteca es-
ressada, cromatina grosseira e nucléolo, as v8zes, circundado =
por uma vesicula clara; o citoplasma perinuclear & granﬁlar £i-
no, basdfilo e apresenta pequena quantidade de lipides e vitami-
na C; apresenta prolongamentos.

d) Fibroblasto D; & semelhante ao fibrdcito do te
cido conjuntivo. Apresenta as variedades Dy, com nlicleo pilido,
cromatina em finos granulos e, frequentemente, um pequeno nuclég

lo; e, D2, com nlcleo alongado e cromatina compacta.

Descreveram ainda dois tipos de c&lulas de Leydigqg,
o fetal e o adulto, ambos com tres sub-tipos distintos. No tipo
fetal consideram:

1) C&lulas pequenas e bem delimitadas, cujo ni-

cleo contém cromatina granular fina e pequeno nucldolo: o cito -



plasma & fracamente aciddfilo, comumente com numerosos granulos
e nmoderada basofilia perinuclear. *

2) Célulasrmaiores e poliédricas, com nlicleo dota
do de cromatina espessa e nucléolo proeminente; o citoplasma e
fracamente acidbfilo e contém peguenos grinulos perinucleares ;
alguns vacﬁolos'localizam—se na periferia da célula;basofilia.fgg
ca, goticulas de lipides e colesterol sio detectadas, por todo
o citoplasma; granulos P.A.S., positivos resistentes i amilase
salivar. e ao clorofdrmio-metanol, sio ocasionalmente encontra -
dos:

3) 0 terceiro sub-tipo engloba a maior c&lula des
ta série; .apresenta niicleo picndtico; no citoplasma n3o hi gra-
nulos, nem acidofilia, enquanto gue os vaclolos perifériéos sa0
grandes e numercsos; a basofilia & fraca e a quantidade de 1ipi~

des e colesterol & pequena.

As células de Leydig do tipo adulto apresentam os
seguintes sub-tipos:

1} Cé&lulas com forma poligonail ou arredondada, ci
toplasma finamente granular e aciddfilo; o niicleo &, geralmente,
peguenco, com carioteca espessa e cromatina abundante, alam de
grande nucléolo; o citoplasma apresenta basofilia perinuclear,
coticulas de lipides, reagao positiva para o colesterol e para
a vitamina C, além de reagir, moderadamente, quando s3o usadas

técnicas para algumas enzimas, tais como: lipase, 3~B~0l-desidro



genase, citocromo-~oxidase, desidrogenase succinica, esterase e
leucil-aminopeptidase. Por outro lado, nio apresentam .fosfatase
acida, 5-nuclectidase, fosfamidase, glicose-6~-fosfatase, fosfo-
rilase e fosfate alcalina.

2) Células grandes, poliddricas, com citoplasma -
menos aciddfilo que as do tipo anterior e com péquenos vaciolos
periféricos; nlicleo com carioteca espessa e um ou dois nucléoclos;
no citoplasma h& forte sudanofilia e reagdo positiva para o co-
lesterol; basofilia e reac3o para o &cido ascBrbico de pequena
intensidade; o conteudo enzimico & o mesmo que o da célula do
sub~tipo anterior; pigmentos e granulos P.A.S. positivos, resis—
tentes 4 diastase e ao clorofdrmio-metanol, 3s vdzes, estio pre~
sentes,

3) 0 Gltimo sub~tipo engloba células maiores, com
niicleo picndtico ou, com a carioteca compactada; citoplasma par-
cial ou totalmente vacuolizado; h3 lipides no citoplasmar,mas as
demais reagoes histoquimicas citadas ddo resultado negativo, ou

fracamente positivo.

Além destes tipos, foram assinaladas cBlulas em

virios graus de degeneragdo, bem como formas de transic3o.

Cabe ressaltar, no tecido intersticial do testicg

lo um tipo especial de c&lula, cuja caracteristica principal é a

argentofilia, por isso denominada célula argentdfila do tecido



intersticial do testicule {HADLER & GONCALVES, 1965a).As cdlulas
aigenﬁéfilas apresentam prolongamentos gue se relacioném com Os
~das cé&lulas vizinhas de nrodo qua constituem uma rede situada no
intersticio dos tibulos, em cujas malhas estio situadas as célu-
las de Leydig. As c¢élulas argentdfilas coram-se pelo azul de
Alcian, apds oxidagdo pelo permanganato de potissio em meio Aci-~
do. Em trabalhos posteriores, HADLER et al. (1968}moétraram gue
a coloragao pelo azul de Alcian, apds oxidacdo pelo permanganato
de pgtéssio em meio acido, indica a presenca de A%~3-hidroxi-es—

terdide, dentre os quais estd o colesterol.

Os fatos expostos mostram discordancias quanto &
classificagao das células do tecido intersticial do testiculo,re
lacionadas, principalmente, com os critérios adotados pelos di -
versos autores. Sintetizando os resultados dos trabalhos gque fo=-
ram anteriormente citados, devem ser considerados os seguintes
tipos celulares, no intersticio do testiculo:

1) MastOcitos: facilmente caracteriziveis através
de suas propriedades citoguimicas.

2} Macrdofagos: ou células argentdfilas, gue podem
ser bem definidas, através da argentofilia e da atrocitose.

3) Células fusiformes, do tipo fibroblasto, cujos
caracteres morfoldgicos quando ndo correlacionados com outras
propriedades histoguimicas e funcionais, sio insuficientes para

a sua identificacao precisa.



4) Celulas secretoras, ou de Leydig, caracteriza-
das pela reatividade histoquimica, que revela a presenca de lip&

des, esterdides, vitamina C e diversas enzimas.

O emprego de novas técnicas histoguimicas podera
propiciaxr novos elementos para a caracterizacao dos tipos celula
res do tecido intersticial do testiculo. Levando em considerégﬁo
esta possibilidade, empreendemos o presente trabalho, optando re
lo estudo dos tipos celulares em uma espécie animal de nossa fau
na, que se caracteriza pela abundancia de células intersticiaié
no testiculo. Portando, a finalidade deste trabalho & a de procu
rar estudar, através de reagles histogquimicas que caracterizam
os A®~3-hidroxi-esterdides e A“—3~ceto-esteréides,reagéo do fer-
ricianeto férrico, todas aliadas i reagdo do P.A.S, e & argento-
filia, os tipos celulares do tecido intersticial do testiculo do

gamba (Didelphis azarae).




IT. MATERIAL E METODOS
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Foram utilizados testiculos de 10 gambas (Didel-

phis azarae, TEMMINCK, 1825) adultos jovens, obtidos no periodo

compreendido entre os meses de julho a setembro, colhidos da se~
guinte maneira: apds o sacrificio do animal, efetuado por concus
sao cerebral, ou inalagﬁé com eter etilico, os testiculos foram
retirados e colocados em uma das seguintes solugoes fixadoras:
formalina a 10%, liquido de Bouin, formol-cilcio {(sclucdo de for
malina a 15%, contendo 3% de cloreto de cidlcio anidro), ou for -
mol-salina {solugao de NaCl a 0,9%, 90 ml e formol neutro,l0 ml).
Duas horas apds o inicio da fixag@o, os drgdos foram dissecados,
isolados dos tecidos adjacentes e novamente imersos no fixador '
por mais duas horas. Findo esse prazo, foram efetuadas pequenas’
incisuras na albuginea, de modo a permitir melhor penetracao do
fixador no interior do testiculo e, por fim, os drgios foram re-

cortados e os fragmentos, outra vez, merqulhados no fixador. O



tempo total de fixagdo variou entre 48-72 horas.

As pecas fixadas nas solucdes de formalina a l0%,
ou liquido de Bouin, ou formol-cileio, ou formol-salina, destina
ram~se a inclusio em parafina e foram cortadas com 6um de espes-
sura; algumas pegas fixadas em formol-c3lcio foram usadas para

microtomia de congelaggo e seccionadas na espessura de 10um.,

Para o estudo histologico geral, em cortes do ma-
terial incluido em parafina foram realizadas as seguintes colora

gOes histoldgicas: hemalume~-eosina e tricrdmico de Masson.

Para o estudo histogquimico foi processada uma das
seguintes reacgoes, em cortes de material incluido em parafina:
01) Evidenciacgdo de grupos redutores:
a) Reagdo do ferricianeto £&rrico, segundo
ADAMS (1956).
b) Tratamento pelo reativo de Schiff, durante
10 minutos, seguido de trés banhos en solu
Gao de bissulfito de sddio a 0,5%, com
trds minutos de duragao cada banho; lava -
gem em Agua e montagem.
02) Blogueio de grupos sulfidrilos {S-H): os cor-~
tes histoldgicos foram tratados, previamente, por solugao aguosa

saturada de bicloreto de mercirio, durante 6 ou 42 horas, a tem-



peratura de 679C, e submetidos a reacdo do ferricianeto farrico.

03) Evidenciacdo de grupos vic-glicélicés, pala
reacao do P.A.S. Foi efetuada segundo a tdcnica de McMANUS (1945),
modificada por HOTCHKISS (1948); contraste nuclear pelo hemalunme.

64) Verificagaoc da presenga de glicog@nio: cortes
histologices foram, previamente, submetidos 3 digestio enzImica
e em segulda, foi efetuada a reagdo do P.A.S., empregando-se pa-
ra tal f£im:

a) Amilase salivar, durante 45 minutos, & tem
peratura ambiente.

b) Solugao aquosa a 1% de taka-diastase, du -
rante 30 minutos, A temperatura de 379C,se
gundo PEARSE (1961).

05) Extragao de lipides, efetuada pelas seguintes
tecnicas:

a) Cortes histoldgicos foram tratados por so-
lugao de desoxicolato de sddio a 2%, duran
te 8 horas, a temperatura de 479C.

b) Cortes histoldgicos foram tratados por mis
tura de clorofdrmio-metanol (1:1), durante

6 horas, & temperatura de 479C.

Apds a extrag@o foi feita a reagido do P.A.S.

06) EBvidenciacao de substancias basdfilas: Foi

usada solugao de azul de toluidina a 0,1% e azul de Alcian 0,5%,



em solugdo tampao de &dcido oxalico-oxalato de sddio 0,1M, em pH
4,5. 0 tempo de coloragdo foi de duas horas para o azui de Alci-
an e de 15 minutos para © azul de toluidina.

07} Deteccgaoc de grupos a—-amino: efetuada pela tég
nica da ninhidrina-Schiff, ou aloxana~-Schiff, conforme YASUMA &
ICHIKAWA (1953).

08) Evidenciac@c de lipides:

a} Lipides totais, foram demonstrados pela
técnica do negro de Sudan B, solucac satu-
rada em alcool 6096, conforme LISON(196G);

b) Esterdides:

b.1l. Colesterol livre e compostos afins
(A*-3-hidroxi~esterdides), conforme
HADLER et al. (1968): oxidacido dos cortes
histoldgicos por acido peracético, prepara
do conforme GREENSPAN (1946), modificado
por LILLIE (1954), durante duas horas, a
temperatura ambiente; lavagem en agua, du-
rante 10 minutos e coloragdo por  solugido
de azul de Alcian a 1%, em pH 0,5 {(solugdo
em stO4 2N),rdurante duas horas. Contras-
te de fundo opcional pelo reativo de Schiff,
conforme item 01, b,

b.2. Colesterol esterificado: tratamaento

dos cortes histoldgicos por solugao de KOH,



0,1M, durante 6 horas, 3 teﬁperatura de
479C; coloragao conforme item 09,b.1.

b.3., Vitamina D, conforme HADLER & SILVEI~
RA (1977): oxidagao dos cortes histoldgi-
Cos por mistura de partes iguais de solu -

cao de KMnO 0,038N e NaOH 0,125N, duran

4
te 20 minutos; descoramento dos cortes por‘
solugdo de bissulfito de sddio a 52 (30 a
60 segundos); lavagem em Aagua, durante 55—
10 minutos e colorag@o por solugdo de azul
de Alcian a 1%, pH 0,5 (solugdo em HZSG4
2N), durante duas horas,.Contraste de fundo
opcional com reativo Schiff, conforme Item
01,b.
b.4. A“;cheto—esteréides;
b.4.1. Técnica de HADLER & SILVEIRA -
(1977) : oxidagao dos cortes histolSgi
cos por acido fosfomolibdico a 2%,
durante 20 minutos; lavagem prolonga-
da em agua amoniacal e coloracio por
solugac de azul de Alcian a 1%,pH 0,5
{solugao em Hy S0, 2N); contraste de
fundo por eosina a 0,5%, durante 5 mi
nutos.

b.4.2. Reativo de Draggendorf, modifi
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cado por SKIPSKI et al. (1962), que
consiste de: solucdo A: l,?é. de sub-
nitrato de biémuto, 100ml de &cido a~
cético a 20%; solucio B: 40g. de iode
to de potéassio, 100ml de agua distila
da; no momento de uso misturar: 4 ml
da solucao A,.lml da solucdao B e 15ml
de &cido acético a 20%. O reativo de
Draggendorf, usado na evidenciacao de
colina, foi testado guanto 3 seletivi
dade em modelos de papel de filtro,ve
rificando-se que revela colina livre,
ndo revela colina ligada, e evidencia
tamb&m alguns hormdnios, dentre os
guais os A*-3-ceto-esterdides. Este
reativo fol aplicado a cortes histolé
gicos por HADLER & ZITI (1977), de
acordo com a técnica descrita a se-
guir: coloragao pelo reativo de
Draggendorf, durante 40 minutos, lava
gem rapida em acido acé&tico a 0,5% ,
lavagem rapida em iodeto de potissio a
0,5% em acido acético a 20%, lavagem
rapida em acide acético a 0,5%, lava-

gem em agua distilada, desidratacao e



montagem;

b.5. Testoterona e estrogenos, conforme a
técnica de Liebermann-Buchardt, vari-
ante de LEWIS & LOBBAN (1961).

¢} FPosfolipides: |

c.l, Técnica do acido fosfomolibdico-tio -

glicdlico (AFMTG), conforme HADLER & ZITI

{1969Db) .

c.2. Reagdo da hidroxilamina-prata, confor

me HADLER & ZITI (1969b).

09) Demonstracao de vitamina E, conforme a t2cni-
ca de HADLER & SILVEIRA (1977): oxidagdo dos cortes histoldgicos
por acido perfdrmico, recentemente preparado, durante duas ho-
ras; lavagem em agua e coloragi3o por solugdo de azul de Alcian a
1%, em pH 0,5 (solugéo em.stO4 2N) , durante duas horas. Contrasg
te de fundo opcional com reativo de Schiff, conforme Item 01,b.

10) Evidenciagéo do grupo sulfato, conforme
HADLER et al. (1970).

11) Demonstragao do grupo fosfato , conforme
HADLER et g_}_. (1877).

12) Evidenciacgao do iecn férrico, pela reacdc do

azul da Prissia, conforme HADLER et al. (1965b).

13) Detecgao topoquimica de catalasas: realizada
em material seccionado por microtomia de congelagio; foi efetua-

da a demonstragao da atividade cataldsica, conforme técnica de



HADLER e¢ al. (1969a), estudada quanto 3 especificidade por SIL-

VEIRA (1974},

14) Com a finalidade de melhor correlacionar a re
atividade histoguimica doé diferentes tipos zelulares do tecido
intersticial do testiculo, foram feitas as seguintes reagoes his
toquinicas, em sequéncia:

a) Vitamina D + P,A.S.
b) A®-3-hidroxi-esterdides + P.A.S.
c) Vitamina E + P.A.S.

15) Argentofilia: efetuada conforme técnica de

RIO HORTEGA {1919}, modificada por HADLER (1962).

Além disso, a argentofilia apds descoloracgio pelo
lugol, foi seguida da reacao do P,A.S. + hemalume, o que permi -
tiu correlacionar.os resultados das duas tecnicas. Com esta fina
lidade, cortes histoldgicos foram impregnados pela prata; foi es
colhido um.caméo e fotografado; a prata precipitada feoi removi-
da, por tratamento com a seguinte solucdo: iddo 1,09, iodeto de
potassio 2,09 e Agua distilada 100ml. No mesmo corte histoldgico
fol efetuada a reagdo do P.A.S. e contraste nuclear pelo hemalu-

me. Fol fotografado o mesmo campo gque o fora na argentofilia.
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Os resultados fornecidos pela reagao do P.A.S.,em
cortes histoldgicos de testiculos de gambis adultos jovens, dis-
tinguir dois grupos de células: cé&lulas P.A.S. positivas, espar-
sas, situadas entre c&lulas P.A.S. negativas. As primeiras S30
geralmente, células grandes,globosas, poliédricas ou irregulares,
com niicleo grande, globoso ou alongado, central ou excéntrico,
com cromatina em finos gr3nulos, de tamanho uniforme, nio aderen
tes & carioteca e homogeneamente distribuidos; os nucléolos (um
ou dois) s&o bem proeminentes; o citoplasma & abundante, apresen
ta-se corado em rosa e, geralmente, contém material granular

reativo ac P.A.S.

As células P.A.S. positivas apresentam distribui-
QSO em rede, no tecido intersticial do testiculo (Figura 1). As

células P.A.S. negativas ogcupam as malhas da rede.



A morfologia dos granulos P.A.S. positivos, pre -
sentes no citoplasma, se apresenta como fina granulacao, ou gré—
nulagao grosseira e esfdrica os quais caracterizam dois sub-ti-
pos de c&lulas (Figura 2)}. As células dotadas de granulagdo po-
dem apresentar varios graus de vacuolizagao no citoplasma.As gra
nulagdes podem estar situadas difusamente, em todo o citoplasma,

ou ocupar um dos polos da cé&lula, permanecendo o outro livre de

granulos,

Tentativas para determinar a natureza do material
P.A.S. positivo, efetuadas através dos pré-tratamentos com a ami
lase salivar, diastase, desoxicolato de sddio e metanol~cloro-
formio, revelaram, apds estes pré~tratamentos, apenas ?equena ai.
minuig¢do da intensidade da reacdo, sem haver remocio do material
P.A.S. positivo. Dentre os pré-tratamentos, o com desoxicolato -
de sb6dio foi o que mais afetou o material P.A.S. positivo, entre
tanto ele nao removeu as granulacdes. A amilase salivar e a dias
tase ndo promoveram extragio do material P.A.S. positivo. A acao
do clorofbérmio-metanol & menor quando comparada com a do desoxi-
colato de s&dio. Estes resultados revelam gue o material P.A.S,
positivo ndo & constituido por glicogénio, nem por lipides 1i-

vres ou fracamente ligados com proteinas.

As reagdes da ninhidrina-Schiff e da aloxana-

Schiff, que apresentam fraca intensidade na generalidade das cé-



lulas do tecido intersticial, sd&o mais intensas em granulactes -
gque possuem as mesmas caracteristicas morfoldgicas dos granulos
P.A.S5. positivos. Este resultado revela que as referidas granula

cdes contém proteinas,

A reagao do ferricianeto férrico revela granulos
gue se coram em azul, os quais sao grosseiros e semelhantes aos
granulos P.A.S. positivos grosseiros.Esta reatividade n3o & afe-
tada pelo bloqueio com o bicloreto de mercirio. Estes resultados
revelam que estes granulos contém uma substincia redutora, desti
tuida de grupos sulfidrila. Esta subst@ncia redutora & Schiff ne

gativa.

A técnica do negro de Sudan B mostra que granulos,
semelhantes aos P.A.S. positivos, principalmente, os granulos -
grosseiros, sao sudandfilos. A referida semelhanca diz respeito
tanto & morfologia gquanto & disposicdo dos grdnulos no interior
da célula, e, tambem, a forma das c&lulas que os contém., Os re-
sultados fornecidos pelo negro de Sudan B, revelam a presenca de

lipides nos referidos granulos.

As reagOes para demonstragao de vitamina D, de to
coferol e de colesterol e compostos afins, apresentam-se positi-

vas em cé&lulas esparsas, dispostas em rede. A reagao positiva o-

corre em granulos finos situados dentro do citoplasma. Atraves



de coloragses duplas (vitamina D + P.A.S., tocoferol + P.,A.S. e
A°-3~hidroxi~esterdides + P.A.S.) foi possivel demonstrar, no ci
toplasma de uma mesma célula, ao lado de gra@nulcos finos tocofe
rol positivos, ou vitamina D positivos, ou AS~3~hidroxi*esteréi—
des positivos, granulos P.A.S. positivos grosseirss (Figura 3).
Esses resultados revelam que as mesmas células que contém materi
al P.A.5. positivo contém colesterol e substancias afins, vitami

na D e togcofearol,

A impregnacao argéntica revela a presenca de cé-
lulas argent&filas, com corpo volumoso e irregular, que apresen
tam prolongamentos, Estes elementos celulares dispdem-se em rede,
semelhante aquela formada pelas células P.A.S. positivas (Figu -
ras 4 e 5). Quando se efetua a impregnacgao argentica e o corte -
histoldgico, apds ser fotografado (Figura 6) & descorado por so
lugao de lugol e submetido & reac8o do P.A,S. e novamente foto-
grafado, no mesmo campo microscopico (Figura 7), a comparacao das
duas figuras revela que as cé&lulas argentdfilas sio P.A.S. posi-
tivas. No entanto, sao frequentes células P.A.S. positivas que
nio sao argentofilas. Desta maneira, foi possivel demonstrar dois
tipos de células: c&lulas argentdfilas e P.A.S. positivas e cdlu

las nao argentdfilas P.A.S. positivas,

Por outro lado, a reagao do ferricianeto férrico,

& fortemente positiva em c&lulas que t&m as seguintes caracteris



ticas morfoldgicas: nlicleo grande, esférico ou ligeiramente elip
tico, cromatina granular fina e uniformemente dispersa, © que
confere aspecto palido ac nlcleo; pequeno nucl@olo bem visivel
citoplasma com contornos nitidos, geralmente amplo e livre de
qualquer inclusao ou pigmento. Estas células reunem as caracte =
risticas morfoldgicas das cé&lulas de Levdig (Figura 8)e, de acor
do com o volume do citoplasma, podem ser agrupadas nos seguintes
sub-tipos:

1) Células grandes, com citoplasma amplo, finamen
te granular e homogeneamente reativo ao ferricianeto férrico (cé
lula A, figura 8), que as vézes apresentam vacliolos no citoplas-
-ma {célula C, figura 8).

2) Ceélulas menores, citoplasma restrito a um halo
perinuclear e homogeneamente reativo ao ferricianeto férrico (c@

lula B, figura 8).

O pré~tratamento pelo bicloreto de merclirio de ==
monstra pequena diminuicao da intensidade da reaci3o, nos dois

sub~tipos de células anteriormente descritas (Figura 9).

0s lipides, demonstrados pelo negro de Sudan B ,
sao abundantes nas c&lulas com as caracteristicas das células
de Leydig, sendo, no entanto, mais sudandfilas as celulas gran—-

des.

As reacgoes para demonstrar A"-esterdides s3o posi



tivas nas células de Leydig. Assim, a reacio do acido fosfomolib
dico-azul de Alcian mostra resultados semelhantes aos da reacgao
do ferricianeto férrico, evidenciando os mesmos sub-tipos celula
res (Figura 10). 0 tratamento com ¢ reativo de Draggendorf apre
senta resultados positivos nas c&lulas com as caracteristicas -~
morfoldogicas das células de Leydig. O reative de Draggendorf de-
monstra a estrutura finamente granular do citoplasma das celulas
que tém as caracteristicas das células de Leydig ou produtoias
dos esterdides hormonais (Figura 11), Imagens semelhantes Sa0
fornecidas pela reagao de Liebermann-~Buchardt, variante de
LEWIS & LOBBAN (1961), embora haja prejulizo na interpfetagao dos

resultados desta reacao, devido a difusdo que ocorre.

Os resultados fornecidos pelas reacoes do decido

fosfomolibdico~-tioglicdlico e da hidroxilamina~-prata s3o positi-
- - » - 3

vos apenas nas celulas com as caracteristicas morfoldogicas das

células produtoras de esterdides hormonais, mostrando a presenca

de lipides dotados de colina.

A reagao para demonstrar atividade catalisica re-
velou~se intensamente positiva nas células com as caracteristi -
cas de produtoras de hormdnios e negativa nas demais células do

tecido intersticial do testiculo (Figura 12).

As reacOes da benzidina, usadas na demonstragao



de grupos sulfato e fosfato, mostraram-se negativas=em todos  os
tipos de c&lulas do tecido intersticial do testiculo. Igualmente
negativo & o resultado da reacao do azul da Prissia, para demnons
trar o Ion férrico. A coloracgio por soluclo de azul de toluidina

revelou resultados negativos nas células intersticiais do testi-

culo.
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Figura 2.
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Figura 3.

Figura 4.
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Figura 6.
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-Figura 7. P.A.S, + hemalume 204 x
Celulas P.A.S5. positivas. Mesma ldmina e mesmo cam-
po da figura 6, apds remogdo da prata com solucdo -
de lugol. A maioria das células sio P.A.S., positi =

vas.

Figura 8. " Reagao do ferricianetq féerrico 512 x
Celulas ferricianeto férricé positivas; algumas exi
bem citoplasma amplo (A), outras tém o citoplasma -
resprite a um halp perinuclear (B} e, outras, ain-

da, com citoplasma ample e vacuolizado {C}.



Figura 7.

Figura 8.
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Figura'B.

Figura 10.

HgCl, + reagio do ferricianeto férrico : 512 x
ApOs tratamento com bicloreto de mercliirio, .a guente,

as células intersticiais ainda s3o positivas ao fer

‘ricianeto férrico.

E?ido fosfomolibdico~azul de Alcian + eosina 330 x
Céiulas intersticiais cuja morfologia & semelhante
aquela evidenciada pela reagdo do ferricianeto fér-
rico; algumas cont citéplasma amplo e outras com ci-

toplasma vacuclizado,



Figura 9.

Figura 10,
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Figura 11.

Figura 12.
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Os resultados obtidos nas células intersticiais
do testiculo de gambids, com os testes histoquimicos correlacio
nados com as caracteristicas morfoldgicas e com a argentofilia ,

apresentados por essas celulas, permitem caracterizar, basicamen

te, dois grupos celulares que sio:

1) C&lulas dispostas em rede, em cujas malhas es-—
tao situadas as células de Levdig e gue reagem positivamente a
reacac do -P.A.S., a qual além de corar o citoplasma,-demonstra a
presenga de granulos de varias dimensdes, constituidos por, pro-
vavelmente, glicolipoproteinas; os granulos reagem positivamente
com as reagoes histoquimicas para demonstrar colesterol e subs -
téncias afins, vitamina D e tocoferol; estas células apresentam,
ainda, a propriedade de serem argentofilas, mas n3o em sua tota-—

lidade, o gue permite classificd-las em dois grupos, ou seja:



células P.A.S. positivas argentdofilas e células P.A.S. positivas
ndoc argentofilas.

2) Células com a morfologia das clissicas cdlulas
de Leydig e que apresentam as seguintes reagOes histoguimicas po
sitivas: reagdao do ferricianeto férrico, gque revela a presenca
de substancias redutoras; reagao com o reativb de Draggendorf e
com acido fosfomolibdico-azul de Alcian, que revelam a presenga
de A4%-esterdides; reagio do &cido fosfomolibdico-tioglicdlico e
da hidroxilamina~prata, gue assinalam a presenca de lipides con-
tendo colina; reacao para atividade catali3sica. Estas c8lulas ,
conforme os resultados histoguimicos contém A*-esterdides e por

isto foram consideradas produtoras de hormdnios.

As células produtoras de hormdnios formam uma po-
pulacao homogeénea e estao dispostas em grupos, circunscritos pe-

las c8lulas n3c produtoras de hormdnios.

Estes resultados mostram que, no tecido intersti-
cial do testiculo do gambi, existe uma rede celular de cdlulas -
argentdfilas, cuja argentofilia ?ermite correlaciona-las com os
macrofagos, ou células reticulares, descritos no tecido intersti
cial de varias espécies de mamiferos por HADLER & GONCALVES
(1965a) . A argentofilia, atribuida 3 presenca de ferro ionizavel

{HADLER e col., 1964; LUCCA, 1968), define células pertencentes

ao sistema argentdfilo de MARSHALL {1956) e que se relacionam



com as formas Jjovens das células de Leydig, conforne sugerem
HADLER & GONCALVES (1965a). Estas células s3o, também, P.A.S. po
sitivas, uma vez que o tratamento apenas pelo reativo de SCHIFF

fornece resultado negativo.

Nossos resultados revelam a presencga de células
P,A.S. positivas ndao argentdfilas, sugerindo que o cariter “"ar -
gentofilia" & perdido pela célula, durante sua evolucdo. Como
consequéncia, a célula se transforma em um elemento ainda P.A.S.
positivo, dotado de granulos citoplasmiticos de natureza, pro -
vavelmente, glicolipoproteica, granulos estes que contém coleste
rol e substancias afins, vitamina D e tocoferol. Estas células
contém um precursor dos hormdnios esterdides testiculares, que &
0 colestercl, anteriormente, apenas essa substancia fora assina-
lada nestas c@lulas (MONTAGNA & HAMILTON, 1951; MONTAGNA, 1952;
LONG & ENGLE, 1952, ICHIRCQ, 1969). Por este motivo, pode-se ad-
mitir gue sejan precursoras das células de Leydig, ou seja

das células produtoras de hormdnios esterdides.

Células P,A.S. positivas foram assinaladas no te-
cido intersticial do testiculo por MONTAGNA & HAMILTON, (1952),
BAILLIE, {1960}, MANCINI fi gi. {1963}, NTIEMI & TKONEN, (1963} ,

CLEGG, (1965) e LIVNI & YAFFE, (1974), os guais descreveram va-

riagdes guanto ao nimero, ao tamanho e a intensidade da  reacido

do P,A.S. nos granulos, relacionados com o grau de maturidade ce



lular (MONTAGNA & HAMILTON, 1951; ROOSEN-RUNGE & ANDERSON 1959;
ABDEL-RAQUF ¢t al.,1975), Foram assinaladas, tamb&m, em algu~
mas espécies animais, variacgdes sasonais da reatividade ao P.A.S.

(WISLOCKI, 18949; ABDEL-RAOQUY et al., 1975).

A natureza do material P.A.S. positivo, granular,
foi interpretada como sendo granulos de zimogénio (WHITEHEAD,
1904, 1905, 1956, 1908, 1912) ou de lipase (WHITEHEAD, 1912) ,
lipidica (RASMUSSEN, 1917; MONTAGNA & HAMILTON, 1951, glicidica
(LILLIE, 1950) ou glicoproteica (BAILLIE, 1960). Nossos resulta-

dos sugerem ser glicolipoproteica a natureza dessas granulacgoes.

A infludncia dos lipides na positividade da rea-
¢ac do P,A.S. nestes grinulos deve ser considerada, pois embora
tenhamos usado material incluido em parafina, eles se coraram re
lo negro de Sudan B. Convém salientar que a positividade & rea=-
g¢ao do P.A.S. ndo & devido a presencga de glicogdnio [(teste da a-
milase salivar e diastase negativos). Estes resultados estioc de
acordo com WISLOCKI (1949), para quem nZo hd glicog®nio nas célu
las intersticiais do testiculo de mamiferos. Os pré- tratamentos
por desoxicolato de s6dio e clorofdrmio-metanol sugerem que o0s
granulos P.A.S. positivos contenham um componente lipIdico forte

mente unido a protelnas.

Nossos resultados mostram ainda, que existem celu



las, nas quais um polo & desprovido de grinulos e o outro & rico
em granulos P,A.S. positivos. Este fato & favérével ao que foi
admitido por ROOSEN-RUNGE & ANDERSON (1959), segundo os quais as
células P.A,S. positivas perderiam o material granular e trans-—
formar-se~iam em celulas com caracteristicas das produtoras -

de hormonios.

A reagao do ferricianeto férrico, classicamente
empregada para mostrar grupos redutores, mostrou-se fortemente
positiva nos dois sub~tipos de c&lulas intersticiais com as ca-
racteristicas morfoldgicas das cBlulas produtoras de hormdnios
{c@lulas de Leydig). Esta reacao & igualmente positiva nos granu
los grosseiros contidos no citoplasma de algumas células com as
caracteristicas das cglulas P.A.S. positivas, ndo produtoras de
hormdnios. A positividade, & reacio do ferricianeto-férrico tan-—
to das cé&lulas de Leydig, guanto dos granulos das células P.A.S.
positivas,mantém-se mesmo apds o tratamento com o bicloreto de
rmercirio, a quente, sugerindo que nio s3o os grupos sulfidrilas
05 malores responsaveis por aquela reatividade. BENNET (1940) su
gere que © grupo responsavel por esse carater redutor, & o grupo

ceto,

Estes resultados sugerem que no interior do cito-

plasma das células P.A.S. positivas, dotadas de grinulos grossei

ros, surgem granulos ferricianeto férrico positivos, o gque pare-



ce constitulr uma etapa na evolug@o celular. A célula n3o argen-
tofila PL.A.S. positiva adguiriria grinulos que passariam a rea-

gir positivamente com a reagao do ferricianeto férrico.

Pases funcionais diferentes, durante a evolugao
das cé&lulas intersticiais, sfo sugeridas, tamb@m, pelos testes
histoquimicos que revelam A°-3-hidroxi-esterdides. Assim, & pos
sivel verificar, em cdlulas submetidés ds reagdes gue evidenciam
colesterol e substidncias afins, seguidas pelo tratamento com o
P.A.S., gue algumas apresentam granulos positivos para ambos 0s
testes. Estes resultados sugerem que as células P.A.S.positivas,
inicialmente destituidas de granulos, adquiram, durante a evolu-
gdo, granulagles gue passam a conter A°-3-hidroxi-esterdides ,
provavelmente colestercl, Esta substancia & precursora dos i
esterdcides com atividade hormonal, os guais somente sao encontra

dos nas fases sucessivas da evolucdo celular.

Deve ser destacada a presenga de catalase nas cé-
lulas produtoras de hormdnios, fato gue estd de acordo com BLACK
& BOGART (19273), que estabeleceram que as enzimas dos peroxisso-—
mos, em c@&lulas produtoras de esterdides, estariam envolvidas -
com: 1) Sintese de piridina-nucleotideos, necessirios para a ati
vidade de desidrogenases e hidrolases, envolvidos na conversao -
do colesterol em hormdnios; 2) Liberagao do colesterol a partir

de seus ésteres; 3) Transporte intracelular dos esterdides.



PATELLI (1969) mostrou que, no ovario da rata, ha
correlagao entre a atividade catal@sica 2 a producio de hormdni-
os esterdides. Esta correlacado & depreendida dos seguintes fatos:
as estruturas ovarianas gue contém maior quantidéde‘&e hormbnios
{corpo 1lteo gravidice) s3o as que apresentam maior atividade ca
talasica e vice-versa. Nossos resultados confirmam a realacao da
atividade cataldsica com a sintese de hormdnios esterdides, pois
assinalam a presenca da enzima nas cé&lulas produtoras de hormdni
os. Alédm disso, os resultados mostram que as catalases ocorrem
nas células que contén A"-esterdides e estio ausentes nas célu-
las gque cont@m A°-3-hidroxi-esterdides. Isto sugere que as cata-
lases possam estar relacionadas, direta ou indiretamente, com a

sintese do A"“-esterdides a partir do colesterol.

As reagoes histoquimicas que evidenciam radicais
sulfato e fosfato nao foram importantes na caracterizacao histé
quimica das células intersticiais do testiculo, enquanto a colo=-
racgao por solugao de azul de toluidina teve como principal fina-
lidade identificar os mastocitos, que nao foram encontrados no

tecido intersticial do testiculo de gambis, por nds estudado.

0s resultados discutidog sugerem a possibilidade
de se estabelecer a evolucao das células do tecido intersticial

do testIiIculo, através da reatividade histoquimica, da argentofi-

lia e dos caracteres morfoldgicos. A evolugdo sugerida & a se-



guinte:
células P.A.S. positivas - argentdfilas
células P.A.S. positivas - nao argentdfilas

{(granulagao fina) colestercl; vitamina D; tocoferol
positivo positivo positivo

células P.A.S. positivas

(granulagao grosseira) ferricianeto férrico positivo

células de LEYDIG:ferricianeto férrico positivo:

At-3-ceto-esterdideas



V. RESUMO E CONCLUSOUJES
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0 estudo histoguimico das células intersticiais
do testiculo do gambd permitiu demonstrar a presenga de dois gru
pos celulares: 1) células P.A.S, positivas e,2) cdlulas P.A.S.ne

gativas,

A metodologia empregada permitiu, ainda, caracte-
rizar, histoguimicamente, cada grupo celular e distingui-los um
do outro; assim, as células P.A.S. positivas s3o argentdfilas, a
loxahaHSchiff e ou ninhidrina~S5chiff positivas; reagem positiva-
mente aoc colesterol e substincias afins & vitamina D e ao técofg
rol; gquando dotadas de granulacao grosseira, esta & ferricianeto
férrico positiva., As c&lulas P.A.S. negativas reagem positivamen
te ao reativo de Draggendorf e 3cido fosfomolibdico-azul de
Alcian, com o ferricianeto férrico, 3 hidroxilamina-prata e ao

acido fosfomolIbdico-tioglicdlico, ao negro de Sudan B e A cata-



lase,

A reatividade histoquimica permite caracterizar -
no citoplasma das células.do primeiro grupo, uma substancia de
natureza glicolipoproteica, A°-3-hidroxi-esterdides vitamina D e
tocoferol enguanto no citoplasma das celulas do segundo grupo
sao evidenciadas substdncias redutoras, lipides e 1Ipides que

contém colina A%-3-ceto-esterdides e catalase,

Ante o exposto, foi possivel estabelecer que além
do colesterol, a vitamina D e o tocoferol s30, também, encontra-—

dos no citoplasma das células P.A.S. .

Evidenciou-se que, a exemplo de outros locais, no
testiculo a catalase tem participacgidc nos processos metabdlicos

de elaboracac dos esterdides.

Além disso, foi possivel demonstrar gue todas as
células argent6filas sdo P.A.S. positivas, e que hi cdlulas que

sao P.A.S. positivas e ndo sao argentdfilas.

. Finalmente, mediante a correlacao dos resultados
histoquimicos aliada & morfologia e i argentofilia, foi possivel
estabelecer uma evolugao das c&lulas intersticiais, quanto & rea

tividade histoquimica, a qual corresponde 3 evolucdo funcional.



Em primeiro lugar, aparecem no intersticio testicular P.A.S. po-
sitivas com granulos citoplasmaticos finos, que se transformam -
em granulos grosseiros ainda P.A.S. positivos, mas gque adguirem-—
outras caracteristicas, tais como: positividade ao ferricianesto
férrico, A aloxana~Schiff e ou ninhidrina-Schiff, e ao negro de
Sudan B. A granulagao P,A.S. positiva & também argentdfila, Esta
granu agﬁo deéaparece do citoplasma e a célula torna-se P.A.S.ngl

gativa; estigio que & confirmado pelo achado de c&lulas com  um

pclo renleto destes granules e o outro livre dos mesmos.

Ainda nas células P.A.S. positivazs de granulos
grosseiros sio detectados grdnulos de colesterol e substl@ncias a
fins, vitamina D 3 assinalando o inicio da sintese dos esterdi-
des com atividade hormonal, além dos quais esta presente também

o tocoferol.

A transformacao total das células P.A,S. positi -
vas em c@lulas P,A.S. negativas implica em mudanga no carater -
histogquimico. Assim, histoguimicamente, a c8lula torna-se reati-
va as reagoes que revelam os A'-3~ceto-esterdides, tais como:
reagao do ferricianeto férrico, acido fosfomolibdico-azul de
Alcian e ao reativo de Draggendorf , além da positividade &  de-
monstracao topoquimica da catalase. Estas células correspondem -

ds células de Leydig maduras.
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