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RESUMO

A regionalizagio do epididimo de bitalos das ragas Mediterrinea (Me),
Murrah (Mu) e mesticos Me x Mu foi estudada entre as idades de quatro a trinta ¢ seis
meses. Os animais foram agrupados em duas faixas etdrias: pré e pos-piberes e os
epididimos foram divididos em 7 sub-regides denominadas de A a G. Cada sub-regiio foi
analisada sob microscopia de luz ¢ eletrOnica de transmissdo. A microscopia de luz inclui
técnica de rotina para coloragio com Hematoxilina € Eosina, histoquimica com PAS ¢
andlise morfométrica para didmetros de tibulo e limen e alturas de epit€lio e estereocilios.
A microscopia eletronica foram analisados os aspectos ultraestruturais dos tipos celulares
do epitchio epididimdrio e ductos eferentes. Ao longo do epididimo, & microscopia de luz,
observou-se em ambas as faixas etdrias, c€lulas Principais (P), Basais (B), Apicais (A) e
leucdcitos intraepiteliais (LI). Figuras mitdticas no terco apical do epitélio também estavam
presentes, sendo mais numerosas nas sub-regides B e C, principalmente em butalos pré-
ptberes. A anilise histoquimica revelou a exist€ncia de atividade secretdria a partir dos 5
meses de idade, principalmente na sub-regido A, a qual contém os ductos eferentes e nestes
a atividade se torna cada vez maior com o amadurecimento do animal. Através da andlise
morfométrica, observou-se que os bafalos em pré-puberdade ji possuem bem definidas as
variagdes dos didmetros tubular € luminal e das alturas de epitélio e estereoecilios, que se
mostraram semelhantes ao observado nos animais pés-puberes. Os didmetros tubular ¢
luminal s@o crescentes entre as sub-regides A ¢ G, enquanto as alturas de epitélio e
estreocilios apresentam um comportamento contrdrio; mais, em ambos os aspectos
morfométricos existe uma diferenca significativa (p<(),05), considerando-se as sub-regioes
entre as faixas etarias. Os aspectos ultraestruturais do epitélio em pré e pds-piberes, ndo
mostraram diferenca entre A e P; as células B se assemelharam a células de reserva enquanto
LI se assemelharam a linfécitos e macrdfagos. As células P apresentaram caracteristicas
secretdrias ¢ absortivas que variaram de intensidade entre as sub-regides, especialmente nos
bifalos pd-spiberes. O animal de quatro meses de idade ji apresentou grande atividade
epitelial nas sub-regides da cauda (F ¢ G) ¢ na sub-regido G, possui volumosas estruturas
paracristalinas intracitoplasmaticas e intranucleares, também observadas nas sub-regides E, F
¢ G dos animais poOs-piberes. Estas estruturas estio associadas possivelmente ao
armazenamento de proteinas.



SUMMARY

The zonation of the buffalo epididymis of Mediterranea (Me), Murrah (mu)
breeds and croosbreed Me x Mu was studied in 4 to 36 month old animals. These buffalos
were classified in two groups, the animals which have not reached puberty (sexually
immature) and animals (mature animals) and their epididymis was divided in 7 subregions
called A to G. each subregion was analysed with and transmission electron microscopy.
Light microscopy included routine staining with Hematoxilin & Eosin (HE), histochemistry
with PAS and morphometric analysis for tubular and luminal diameters and height of
epithelium and stereocilia. Throughout the epididymary tubule it was observed with light
microscopy that tubules of all ages have Principal cell (P), basal cell (B), Apical ceell (A)
and intraepithelial leukocytes (LI). Mitotic figures in the apical region of the epithelium are
also found and are more numerous in the B and C subregions, specially in buffalos between
5 and 9 months of age. Histochemical analysis revealed the existence of secretory activity
from the 5th month of age, principally in the A subregion, where the activity increases with
sexual maturation. Morphometric analysis supports the idea that the buffalos which have not

reached puberty already havee weell determined diameters and height variations of the
tubule, lumen, epithelium and stereocilia. These variations were similar to that observed in
butfalos atter puberty. Tubular and luminal diameters increase from the A to G subregions
while the height of epithelium and stereocilia diminish. However, in both morphometric
features a significant difference (p<0.05) was verified between the subregions of the animals
sexually immature and animals after puberty. Ultraestructural features of the epididymary
epithelium in both age ranges reveal no differences among the A and P cells; B cells appear
to be reserve cells, while LI are similar to lymphocytes and macrophages. In P cells
ultrastructural features suggestive of sccretory and absorptive activities were found in
varying intensities in all subregion, specially in buffalos after puberty. The 4 month old
animal already had an accentuated epithelial activity in its caudal subregions (F and G). The
G subregion had large cytoplasmic and intranuclear paracristalline structures, similar to that
observed in E, F and G subregions of buffalos after puberty. These structures are probably
associated protein storage.
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INTRODUCAO

O epididimo € o Unico 6rgdo acessério do aparelho reprodutor masculino
comum a todos os mamiferos, aves e répteis (HAFEZ, 1980), visto que durante o
desenvolvimento embriondrio destes, deriva da parte sexual do mesonéfron (a qual origina
os ductos Eferentes) ¢ do ducto de Wolff que origina o tibulo epididimério propriamente
dito, (CRABO, 1965).

Em mamiferos o epididimo € organizado como um longo tibulo, altamente
convoluto, alcangando um comprimento estimado em 2, 6, 50 ¢ 64 metros no rato, no
homem, em bovinos e em suinos, respectivamente (BROOKS, 1983). As convalugdes deste
tabulo estdo encerradas numa extensdo da tanica albuginea, de tal modo que o 6rgio
apresenta anatomicamente trés regides definidas como: cabeca, corpo € cauda.

De modo geral, a cabega € plana e esté localizada préximo ao pélo anterior
do testiculo, no qual estd conectada pelos Dictos Eferentes. A cabeca se afila no estreito
corpo que percorre a superficie dorsal do testiculo, alargando-se novamente com a
formagdo da cauda volumosa. Esta se encontra ligeiramente conectada proximo ao pdlo
testicular posterior, sendo a regido epididimdria onde o tdbulo se torna gradualmente
desespiralado até 4 fusao com o ducto Deferente (MARTAN, 1969).

Em virtude de suas caracteristicas embriondrias, o epididimo apresenta, em
iermos, caracteristicas fisiologicas relativamente similares ao rim, particularmente nas
atividades de absorcéo ¢ secregio, devido ao fato de ambos apresentarem absorc¢io de Nat
¢ dgua e secretarem K+ (CRABO, 1965; BROOKS, 1983). Estes processos realizados
pelas células do epitélio epididimério, promovem as modifica¢des morfofisiolGgicas finais s
etapas de especializagdo ¢ maturagio dos espermatozdides.

Estas modificacOes incluem alteragbes estruturais e fisico-quimicas que
ocorrem principalmente nas regides da cabega e do corpo do epididimo ¢ podem ser
mediadas pelos fldidos epididimarios que banham o espermatozdide durante sua travessia
(BROWDER ez alii., 1991).

As alteraghes estruturais compreendem: a migragio de uma pequena
quantidade de citoplasma residual, denominado "gota citoplasmitica”, que permanece ligada
a regido do colo do espermatozoide apds a espermiagio ¢ se movimenta em diregio a
regiao da pega intermedidria de onde € removida do espermatozdide; a diminuicio do
comprimento da peca intermedidria; mudancas no nivel de condensacido do acrossoma;

altera¢bes na forma nuclear € na textura da cromatina ¢ na estrutura de algumas organelas



caudais como mitocondrias; além do desenvolvimento da capacidade, inerente ao
espermatozoide, de manter a motilidade progressiva (GANGULI, 1979; SHARMA et alii,
1979; BROWDER, 1991; AUGER & DADOUNE, 1993).

As alteragbes  fisico-quimicas envolvem mudangas das caracteristicas
metablicas da c€lula espermdtica e da natureza da superficie da membrana plasmatica
devido & adigio de novas proteinas, bem como a modificacio, perda e/ou redistribuigio de
outras pré-existentes ¢ de carboidratos especificos da superficie do espermatozdide
(GANGULY, 1979; OLSON & ORGEBIN-CRIST, 1983; BROWDER et afii., 1991).

Outra tungdo importante do epididimo € quanto ao armazenamento dos
espermatozoides, que permanecem na regido da cauda, dentro de um microambiente
nutritivo que os mantém vidveis a fertilizacdo durante virios dias, numa condicio de
quiescéncia prévia a ejaculagio (GANGULI, 1979; BROOKS, 1983).

De acordo com  HANSSON & TRYGSTAD (1974) ¢ SUN &

FLICKINGER (1979), estas fungbes estariam intimamente relacionadas ao desempenho
especitico das células do epitélio epididimario que parecem ser andrégeno-dependentes.

O conhecimento das fungdes basicas do epididimo em relagdo ao transporte €
ao armazenamento dos espermatozoides tem sido enriquecido por muitos autores ha muito
tempo; porém, o marco inicial para o crescimento da importincia funcional deste 6rgio
surgiu em 1897, através de um estudo descritivo das caracteristicas morfoldgicas do epitélio
epididimdrio de cdes, realizado por HAMMAR. Segundo este autor, os aspéctos
biométricos e celulares sugeriram a existéncia de diferencas regionais ao longo deste tibulo
(NICANDER,1958).

A partir disto, indmeros estudos morfoldgicos foram realizados em virias
espécies, principalmente em mamiferos, constituindo-se assim uma literatura espécie-
especifica sobre a compartimentalizagio deste drgao em zonas ou sub-regites distintas.

Por outro lado, devido ao diversificado nimero de sub-regides encontradas
em diferentes animais, tornou-se dificil uma comparacio entre as mesmas. Trabalhos
anteriormente realizados em cavalos, carneiros, bovinos e suinos, mostraram que a por¢io
inicial da regido da cabega do epididimo € composta por tortuosos dictos eferentes, que
estabelecem conexdo entre o testiculo € o préprio tibulo epididimério; enquanto que em
camundongos, ratos ¢ coelhos a cabega do epididimo é quase totalmente formada pelo
tabulo epididimédrio (CRABO, 1965; MARTAN, 1969).

Outrossim, alguns aspéctos foram estabelecidos com relagio as diferencas

estruturais entre as virias sub-regiGes na maioria dos mamiferos, como: 0 aumento gradual



do didmetro do tibulo epididimério, da extremidade cranial & caudal; a diminuicio da altura
dos estereocilios ¢ das c€lulas epiteliais colunares; além de variagdes na quantidade de
células musculares lisas que circundam o tdbulo.

Posteriormente, estas mudangas regionais na morfometria do tdbulo,
associadas aos defalhes citoldgicos do seu epitélio de revestimento foram relacionados, por
varios autores, & variagdo da intensidade secretoria especifica de cada regido anatGmica ou a
diferentes fases de um ciclo secretério celular ao longo do tibulo (NICANDER, 1958;
MANEELY, 1959).

Assim, a segmentagdo regional do epididimo deixou de ser baseada nos
dados biométricos gerais do seu epitélio para se fundamentar na distribui¢o, morfologia e
caracteristicas  citoquimicas dos seus tipos celulares, numa tentativa de se
compartimentalizar cada evento do processo fisiolégico de maturagio espermatica e

caracterizar seu mecanismo entre as espécies,

Estudos comparativos realizados por NICANDER (1958) com bovinos,
equinos e carneiros, subdividiram o epididimo destas espécies em 6 sub-regides especiticas,
distribuidas entre suas 3 regides anatdmicas. Esta subdivisio foi baseada em aspectos
morfométricos €, principalmente, na caracterizagio citoquimica e distribui¢io das células
cpiteliais colunares Principais, das células Basais e dos linfocitos intraepiteliais, sendo que a
localizagdo e a frequéncia destes tipos celulares variam entre os mamiferos.

OSMAN & FAHMY (1970), GOYAL & DHINGRA (1975a, b, ¢) ¢
RASTOGI er alii (1982), descreveram 6 sub-regides no epididimo de bubalinos ¢ ABDOU
et alii.(1985) caracterizaram nesta mesma espécie, 8 sub-regides diferentes. De posse destas
citacoes de literatura especifica sobre as diferengas regionais do epididimo de bubalinos
verificamos que os autores utilizaram como metodologia observacoes 4 microscopia de luz.

Assim, objetivando ampliar os conhecimentos sobre este drgio nesta espécie,
reexaminamos suas caracteristicas estruturais ¢ descrevemos os aspéctos ultraestruturais
dos seus tipos celulares em diferentes faixas etdrias. Desta forma, os resultados foram
relacionados ac amadurecimento sexual dos animais, as caracteristicas espermaticas
inerentes aos bubalinos ¢ 2 fisiologia do 6rgio.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. INTRODUCAO:

1.1. ASPECTOS GERAIS SOBRE A HISTOLOGIA DO EPITELIO
EPIDIDIMARIO:
1.1.1. DUCTOS EFERENTES:

A porgdo inicial da cabega do epididimo ou toda esta, de acordo com a
espécie de mamifero, ¢ formada pelos ductos Eferentes testiculares (DE), os quais
apresentam sua extremidade anterior em contato com a por¢do superior do Mediastino (a
rede testicular ou refe festis) ¢ na sua extremidade posterior se unem para formar um dnico
ducto, o tibulo epididimario (ROSS,1993).

Os DE, em nimero de 8 a 20 ¢ com cerca de 15 a 20 cm de comprimento

sao altamente enovelados € penetram na tinica albuginea passando do testiculo para o
epididimo (ROSS, 1993).

O seu epitélio de revestimento € pseudoestratificado cilindrico, formado pela
alternincia de células cilindricas altas e células cibicas, que conferem um aspecto irregular
ao contorno luminal onde, nas reentrincias, observa-se um epitélio simples cubico ou
prismatico, enquanto nas elevagoes de diversos formatos aparecem c€lulas prismaticas altas
(ROSS, 1993).

Os tipos celulares presentes no cpitélio englobam células ciliadas geralmente
cilindricas altas, onde a intensa atividade dos seus cilios ajuda no transporte dos
espermatozoides ao epididimo ¢, células ndo-ciliadas com microvilos em sua superficie lvre.
Este tipo celular parece participar ativamente do processo de endocitose, pois possui
invaginagdes canaliculares em sua borda apical e contem vesiculas micropinociticas,
corpusculos membranosos densos, provaveis lisossomos e outras estruturas associadas a
este processo.

Existem ainda outros tipos celulares, menos frequentes, como as células
Basais (B), (arredondadas ¢ com pouco citoplasma e organelas sendo consideradas como
celulas de reserva), Linfécitos Intraepiteliais (ILI) ¢ Macrdfagos (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1990; ROSS, 1993).

Os DE sido envolvidos por fina camada de células musculares lisas em arranjo
circular, que se tornam mais numerosas & medida que se aproxima o tibulo epididimario e

provavelmente ajudam no movimento do conteddo da luz em direcio ao epididimo. O



tecido conjuntivo intersticial frouxo que separa os dictos, contem ainda numerosos vasos
sanguineos ¢ linfaticos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990; ROSS, 1993).

O epitélio dos DE juntamente com a porgao inicial do epitélio epididimério
teria, dentre outras, a fungdo de absorver mais de 90% do fldido que deixa a Rete
testis (CRABO, 1965; ROSS, 1993)

1.1.2. TUBULO EPIDIDIMARIO:

O tibulo epididimario possui um epitélio prismatico pscudoestratificado,
constituido por dois tipos celulares basicos: Células Principais (P) e células Basais (B), estas
altimas semelhantes as do DE. Outros tipos celulares foram descritos: Células Apicais (A),
c€lulas Claras ¢ c€lulas Halo; sendo estas altimas identificadas como linfocitos intraepiteliais
{(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990; ROSS, 1993).

As células P sdo de presenga continua ¢ numerosa ao longo do tibulo,

porém, morfologicamente seu tamanho ¢ sua forma mudam através do drgio (DOUGLASS
et al1991). Estas células sio geralmente cilindricas altas ¢ sua superficie luminal €
recoberta por microvilos iméveis, longos ¢ delgados, chamados estereocilios. A altura
destas células varia de 60 a 80 um, no segmento inicial e diminui até geralmente 4 metade
desta altura, na regido da cauda (ROSS, 1993).

Devido a sua notdvel altura na porgio inicial do tibulo ¢ & tortuosidade
deste, em alguns locais a luz tem aparéncia irregular, podendo-se observar "ilhas" de
epit€lio dentro do lumen, causadas pelas curvas fechadas do tdbulo nos locais em que a
parede epitelial foi cortada de um lado deste (ROSS, 1993).

As células P possuem nicleo oval, alongado e situados a uma distincia
moderada da ldmina basal (LB). Considera-se que estas c€lulas tenham atividade absortiva
devido a presenca em geral de numerosas invaginagdes nas bases dos estereocilios, de
vesiculas revestidas, de corpisculos multivesiculares e de possiveis lisossomos no
citoplasma.

Por outro lado, as células P apresentam caracteristicas secretdrias, como
numerosas cisternas de reticulo endoplasmdtico granular (REG) em torno do nicleo ¢
esparsos no citoplasma apical; localizagio basal do reticulo endoplasmdtico agranular

(REA) ¢ volumoso complexo de Golgi de localizagio supranuclear (DOUGLASS, 1991;
ROSS, 1993).



As células B se localizam na base do epitélio, apoiando-se sobre a ldmina
basal sendo de estrutura simples, com poucas organelas, citoplasma de coloragio palida ¢
ntcleo esférico.

O epitélio epididimdrio € circundado por uma lamina prépria delgada e por
cclulas musculares lisas que, em geral, apresentam orientagio circular em torno do tdbulo
nas regides da cabeca ¢ do corpo; porém, nesta segunda regido, pode-se encontrar feixes de
células musculares dispostas longitudinal ¢ obliqguamente.

Na regido da cauda ocorre um niimero de camadas progressivamente maior
até que, na porg¢do inicial do ducto deferente ¢ ao longo deste, os feixes musculares se
organizam em trés camadas: longitudinal interna, circular média e longitudinal externa.

Estas diferencas no nimero e na disposicio das camadas musculares ao
longo das regitdes estariam associadas com as diferengas na atividade muscular de cada

regiao. A cabega ¢ o corpo apresentariam contragbes peristalticas ritmicas ¢ espontineas,

enquanto que na regido da cauda o niumero de contragdes seria menor, porém mais intensos
(ROSS, 1993).

1.1.3. DUCTO DEFERENTE:

O Ducto Deferente (DD) se inicia como continuagio direta do tdbulo
epididimdrio, na forma de um tubo muscular de parede espessa que sai da bolsa escrotal ¢
atravessa o canal inguinal como componente do corddo espermdtico. No anel inguinal
profundo, penetra na pelve € s¢ une a vesicula seminal para formar o ducto ejaculador que
penetra na prostata e se abre na uretra.

Sua parede ¢ extremamente espessa devido 4 grande quantidade de misculo
liso, o qual se conirai quando o ducto € dissecado, levando 4 formagdo de dobras ou pregas
longitudinais do seu epitélio de revestimento, projetadas em diregio ao limen e causando a
este um aspecto irregular. Seu epit€lio € pseudoestratificado cilindrico, podendo conter
estereocilios; possui células Basais ¢ Principais semelhantes as observadas no epididimo
(ROSS, 1993).

2. TIPOS CELULARES E SUAS RELACOES COM A REGIONALIZACAO DO
EPIDIDIMO:

O nimero exato de regides, sub-regides ou zonas existentes no epididimo
pode ser espécie-especifico ou variar dentro de uma mesma espécie, de acordo com o
critério de delimitacio anatdmica ou classificacio nominal utilizados pelos autores ¢, ainda,

baseado na distribui¢io ¢ frequéncia de tipos celulares como: células Basais (B), células



Principais (P), células Claras (C), células Estreitas (E), células Holdcrinas (H) ¢ leucdcitos
intraepiteliais, presentes em praticamente todas as espécies de mamiferos, como no homem,
roedores, alguns ruminantes ¢ em alguns répteis. Os principais herbivores ruminantes como
bovinos, ovinos € caprinos; omnivoros como 0s suinos ¢ herbivoros nao-ruminantes como
08 equinos sio aqui, especialmente abordados, por estarem mais proximos de uma
comparacao enire bifalos, material deste trabatho.

Ja foram descritas, na controvertida literatura especifica, 5 sub-regides em
camundongos (ABE et alii., 1983; ABE & TAKANO, 1988); hamsier (VICENTINI,
1987); rato gigante africano (OKE et alii., 1988); homem (NISTAL er alii., 1990); caprinos
(GOYAL & WILLIAMS, 1991) ¢ em bovinos (ABDEL-RAOUF, 1960). Em tforno de 6
sub-regides foram descritas em marsupiais, equinos, bovinos, carneiros, bifalos, suinos e
camelos (JONES er alii., 1984; NICANDER, 1958; LOPEZ et alii, 1989: GOYAL, 1985;
NILNOPHAKOON, 1978; RASTOGI et alii, 1982; GOYAL & DHINGRA, 1975

WROBEL et alii., 1974; TINGARI & MONIEM, 1979); 7 sub-regites em pred (HOFFER
& GREENBERG, 1978); 8 sub-regides em ratos (TURNER, 1991), gatos (VIOTTO et
alii., 1988), bufalos (ABDOU ez alii., 1985) ¢ 9 sub-regides no rato (HERMO et alii.,
1981).

Apesar do variado nimero de sub-regiGes entre as espécies, 0s autores
concordam que a transi¢do entre as sub-regides € gradual existindo uma justaposigio de
caractéres morfolOgicos entre duas sub-regides adjacentes € que as modificacdes estruturais
(histolégicas e citologicas) sio de natureza variada, principalmente ao longo do
comprimento da cabega, quando comparadas aquelas ao longo das regides do corpo e da
cauda (GOYAL & DHINGRA, 1991).

Deste modo, torna-se dificil uma comparagdo entre as sub-regides de
diferentes espécies, por isso restringiremos nossa revisio a algumas espécies de ruminantes
¢ incluiremos alguns detalhes que ndo se podem deixar de ressaltar em outras espécies como
por exemplo no homem e em répteis, limitando-nos a considerar os limites anatdmicos
(cabega, corpo e cauda) que embora tenham um valor questiondvel entre os autores, tornaré

mais facil a compreensdo da complexidade deste drgio entre as espécies.

2.1. TIPOS CELULARES NOS DUCTOS EFERENTES:
SINGH & DHINGRA (1971), observaram que em bifalos adultos o epitélio

das sub-regitGes da cabega varia de colunar simples a pseudoestratificado, enquanto nas sub-

regides do corpo € da cauda existe um epitélio pseudoestratificado tipico.



GOYAL & DHINGRA (1975a, b, ¢), observaram que o segmento inicial da
cabega do epididimo de bufalos entre 1 e 19 meses estava formado por ductos
eferentes(DE). O e¢pité€lio destes ductos, em animais de 1 a 8 meses, possuia células
colunares simples com poucas células cuboidais entremeadas, ocorrendo uma inversio
entre 11 e 19 meses, com predominincia de células cuboidais ¢ poucas células colunares,
onde os estereocilios estariam ausentes em todos os estigios de desenvolvimento.

Células Basais (B) também foram referidas por GOYAL & DHINGRA
(1975a, b, ¢) no DE de bufalos, onde estariam ocasionalmente presentes; o limen dos
ductos eferentes apresentavam um contorno irregular nos diferentes planos de secgio,
devido & variagio na altura das células.

Estes autores, através da reacdo de PAS efetuada em DE de bifalos entre 11

¢ 19 meses, detectaram pequenas particulas intensamente PAS-positivas disttribuidas pelo
citoplasma das c€lulas P, sendo mais abundantes na zona apical destas c€lulas. Reagdo com

intensidade semelhante foi observada no endotélio de vasos e resposta PAS-positiva
moderada da ldmina basal, borda luminal, células musculares lisas ¢ tecido conjuntivo foi
também encontrada.

De modo semelhante, os DE de camelos adultos apresentaram células
colunares ciliadas alternando com células colunares baixas nao-ciliadas (SINGH &
BHARADWALI, 1980). Em bovinos adultos, VICENTINI et alii. (1984) observaram a
presenga de células ciliadas que sdo predominantemente cilindricas com nicleo ovdide e
cromatina densa, possuindo também estereocilios ¢ células nao-ciliadas de localizagio
predominantemente na metade basal do epitélio, que sdo ciibicas com nicleo de formato
estérico a quadrangular ¢ cromatina dispersa. Além destas células, descreveram pequenos
linfécitos intraepiteliais (LI), com ndcleo estérico e picndtico e citoplasma croméfobo
circundando regularmente o nucleo conferindo uma imagem negativa de halo. Estes LI
toram associados com a possivel segregacio de antigenos antiespermaticos.

GOYAL er alii. (1992) também descreveram em DE de caprinos, a presenga
de c€lulas ciliadas € ndo-ciliadas, linfocitos ¢, ainda, macréfagos intraepiteliais. Contudo,
classificaram as células nfo-ciliadas em irés tipos com morfologia e distribuicio varidveis
entre as cxtremidades proximais (intratesticulares) e distais (transi¢io para o tibulo
epididimario) dos DE, sendo que estas c€lulas se diferenciariam gradativamente do tipo T ao
i1, ao longo do comprimento dos DE.

A extremidade proximal seria exclusivamente revestida pelo tipo 1 de células

nao-ciliadas que carece de grinulos e vactolos; os segmentos médio e distal estariam



predominantemente revestidos pelos tipos II e III, apresentando também um pequeno
namero de células do tipo 1. O tipo II possuiria grinulos citoplasméticos densos,
homogéneos, corando positivamente com PAS e cosina e o tipo III seria caracterizado pela
presenga de vactiolos de aspecto vazio que nido se coram com eosina nem reagem ao PAS.

Estes autores sugerem que as células do tipo I estariam geneticamente
programadas para permanecerem indiferenciadas na por¢ao inicial dos DE, ou para se
diferenciarem nos tipos Il e 1II nos segmentos médio ¢ distal e, em adicio, o fldido
testicular e seus componentes (espermatozdides, proteinas carreadoras de andrégenos =
ABP, testosterona, etc.) também possuiriam um importante papel na diferenciagio destas
células ndo-ciliadas.

GOYAL (1985) ja havia observado ao longo dos ductos eferentes presentes
na por¢ao inicial do epididimo de bovinos adultos, provdveis grinulos secretérios, densos,
homogéneos ¢ PAS positivos, presentes em células ndo-ciliadas, as quais referiram como

células do tipo 1. Outro aspecto ultraestrutural dos DE, descrito por GOYAL (1985), foi a
presenga de esteras/vactolos no lumen, sendo relacionadas a processos secretorios efou
absortivos.

JONTE & HOLSTEIN (1987), descreveram o epitélio dos DE do epididimo
humano com trés meses de idade apresentando células prismaticas com prolongamentos
apicais de citoplasma que se projetam para o limen, quase o obstruindo. Estas células
apresentariam na sua zona supranuclear: complexo de Golgi, mitocéndrias e particulas
eletrondensas. As células ciliadas seriam similares, porém com uma densa camada de cilios
na sua superticie, projetando-se para o lamen.

WYSTUB er alii. (1989a) caracterizaram, nos DE de suinos, um epitélio
colunar simples formado por células P com microvilos em sua superticie além de protrusdes
apicais semelhantes a "bolhas” de citoplasma que estariam erupcionando para o limen e por
c€lulas ciliadas com cilios protrudentes para o limen.

Também em suinos, STOFEL et alii. (1991), relataram que o epitélio dos
DE seria composto por células P, células ciliadas e elementos celulares, os quais seriam
considerados como c€lulas B e também leucéceitos mononucleares. As células P, possuem
um apareltho endocitico pouco desenvolvido, envolvendo escassas vesiculas cobertas e nio-

cobertas ¢ endossomos.

Estes autores ndo observaram evidéncias de formagio de grinulos
secretdrios pelo complexo de Golgi, muito embora tenham observado corpos circundados

por membrana nas zonas supra- ¢ infranucleares, com conteddo granular com intensidade de



coloragdo varidvel, que poderiam ser grinulos secretdrios. Estes corpos, porém, estavam
ausentes na zona proximo i borda apical, ndo tendo sido observada sua exocitose.

MANIMEKALAI & AKBARSHA (1992) relataram que o segmento inicial
da cabega do epididimo de lagartos, correspondente & regido dos DE, secreta dois tipos de
granulos glicoprotéicos, intensamente PAS positivos, que seriam liberados por processo
apocrino onde as c€lulas permancceriam  intactas (grinulos pequenos densamente
empacotados) ou por necrose (grandes grinulos armazenados em vacdolos de periferia
croméfoba e que aumeniam o volume da célula). Ambas as secre¢des se misturariam com
os espermatozoides no lamen.

STOFFEL et alii. (1991) descreveram ainda a presenga de corpos fortemente
osmiofilicos prevalecendo no ter¢o basal das células epiteliais, sugerindo que sejam
vesiculas armazenadas e possiveis lisossomos. Além disso, consideraram a presenga de

protrusoes citoplasmaticas apicais nos DE de suinos, como sendo artefatos de técnica, ¢ ndo

como evidéncia de secregio apocrina como sugerido por GOYAL & WILLIAMS (1988)

€M Caprinos.

2.2. TIPOS CELULARES NO TUBULO EPIDIDIMARIO:
2.2.1. CELULAS BASAIS (B):

GOYAL & DHINGRA (19754, b, ¢), trabalhando com bifalos entre 1 € 19
meses, subdividiram a cabeg¢a do epididimo em trés sub-regides, onde a sub-regido |
conteria os DE, a transi¢do entre os ducios eferentes ¢ o tdbulo epididimdrio e a porgio
inicial deste. Dentre estas 3 sub-regides, nos animais entre 1 e 4 meses de idade, o epitélio
do tiibulo epididimério seria simples, colunar baixo, com poucas células B na por¢ao inicial
¢ mais numerosas na transi¢io para o corpo do epididimo, enquanto o epitélio é
ligeiramente pseudoestratificado aos 7 ¢ 8 meses € completamente diferenciado de 13 a 19
meses.

As celulas B sdo morfologicamente semethantes em bufalos entre 1 ¢ 19
meses, possuem citoplasma levemente eosinofilico, especialmente vacuolizado préximo ao
nucleo, o qual € esférico ou oval, levemente basofilico. Com ¢ amadurecimento do animal
este tipo celular se torna mais numeroso nas sub-regides da cauda e apresenta ao longo das
regides do epididimo, pequenas particulas de glicogénio PAS positivas..

SINGH & DHINGRA (1971) haviam observade gue em bufalos estas células
possuem nucleo esférico ou piramidal com cromatina densa, além de pequenas vesiculas

lipidicas ¢ material PAS positivo na zona supranuclear, sugerindo este material como uma
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possivel fonte de energia prontamente disponivel para a atividade secretdria da célula.
Vesiculas lipidicas, em células B ao longo do epididimo, foram posteriormente citadas em
camelos adultos, por SINGH & BHARADWALJ (1980) ¢ entre as células B da cabega e do
corpo do epididimo durante o desenvolvimento pds-natal de bifalos por PAL &
BHARADWAIJ (1986, 1989), sendo que estes dltimos autores também observaram a
presenca de grinulos PAS positivos nestes tipos celulares.

Além disto, SINGH & DHINGRA (1971} observaram a presenga de poucas
células B na cabega € um aumento gradual nas sub-regides do corpo, do mesmo modo que,
WYSTUB et alii.(1989b) observaram que em suinos as células B seriam achadas somente
nos segmentos iniciais, referentes & cabeca e ao corpo. Por outro lado, PAL &
BHARADWAJ (1986), reportaram que, em bifalos, estas células seriam mais numerosas no

corpo, entre recém-nascidos ¢ pOs-puberes, enquanto BILASPURI (1991) estudando
epididimo de bufalos sexualmente maduros, entre 7 a 8 anos, observou maior nimero de

células B na porgio final do corpo e também nas sub-regides da cauda. Semelhante
observagio jd havia sido feita por NILNOPHAKOON (1978) em carneiros adultos.

GOYAL & DHINGRA (19754, b, ¢) relacionaram o aumento progressivo do
nimero destas células com o aumento do namero de células P submetidas & mitose,
sugerindo que as células P originariam as B, baseando-se nas hipGteses de autores por ¢les
citados como, CARMON & GREEN (1952) em carneiros, YAO & EATON (1954) em
caprinos € em bovinos por ABDEL-RAOUF (1960).

SHARMA et alii. (1986) analisando o epididimo de caprinos, sugeriram que
as c€lulas B, de nucleo esférico, condensado e citoplasma eosinofilico homogéneo, teriam o
papel de repor células mortas e células eliminadas do epitélio.

As c€lulas B aparecem no epididimo de suinos durante o seu
desenvolvimento  pds-natal, segundo WROBEL & FALLENBACHER (1974), nos
segmentos da cabega e da cauda, na terceira semana de idade, ¢ sdo mais numerosas na sub-
regido tinal da cauda.

KUMAR et alii (1981), através de estudos ultraestruturais do epididimo de
suinos adultos, observaram que as células B provavelmente nio estariam envolvidas nas
atividades secretGrias e absortivas do epididimo, devido ao seu escasso citoplasma,

complexo de Golgi ¢ reticulo endoplasmatico rugoso pouco desenvolvidos e, 2 auséncia de

vaciiolos e vesiculas. Contudo, ao observar a presenga de raros vactolos autofagicos nestas

células, sugeriram atividade fagocitica.
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2.2.2. CELULAS PRINCIPAIS (P):

SINGH & DHINGRA (1971) observaram que as células P, ao longo do
epididimo de bufalos, possuiam nuacleo alongado e citoplasma finamente granular ¢
acidofilico, contendo um material fortemente PAS positivo concentrado na drea do
complexo de Golgi (supranuclear} ¢ uma reagio moderadamente positiva através do
citoplasma e¢m direcdo a ldmina basal também positiva, assim como nos estereocilios.
Algumas c€lulas, particularmente na regido da cauda pareceriam enturgecidas com material
PAS positivo, aspecto este gue representaria uma fase secretéria destas células P.

GOYAL & DHINGRA (19754, b, ¢) observaram que em biifalos, as células
P t€m citoplasma levemente acidofilico na porgdo inicial do tdbulo e ndicleo oval
apresentando distribuicio difusa da cromatina ao longo das sub-regides da cabega, sendo
que os nucleos ocupam quase toda a altura do epitélio nos bifalos entre 1 ¢ 4 meses. Com o

avango da idade, os nucleos ficam mais proximos 4 ldmina basal € a zona citoplasmdtica

apical torna-se bem definida e ligeiramente mais clara.

Ja nos bifalos entre 7 ¢ 8 anos, os nicleos aparentam ser iguais aos de
animais jovens € a localizagdo varia entre as sub-regides, assim como também varia a
coloragédo do citoplasma destas células P. Estes nicleos podem se localizar no tergo inferior
do epit€lio, proximo a limina basal, nas regides da cabega e cauda; ainda na regiio da
cabega e do corpo estao ligeiramente abaixo da metade do epitélio e no tergo médio do
epitélio (BILASPURI, 1991).

GOURANTON ef alii (1979) relataram a presenca de inclusdes cristaloides
encontradas em ambos, nicleo e citoplasma de células P, na cauda do epididimo de cies. As
inclusoes citoplasmadticas s&o mais numerosas que as intranucleares, contudo, ambas
apresentam estrutura similar ¢ uma constitui¢do proteica. A(s) proteina(s) se organizariam
em filamentos, num arranjo de camadas sobrepostas perpendicularmente com angulo de 90°
entre si.

Nas secgdes, quando estas inclusdes sio cortadas transversalmente mostram
um aspecto fusiforme; ndo foram observados circundados por membrana e estavam livres
no citoplasma sem qualquer relagdo em particular com uma organela especifica nem
associados com microtibulos.

VICENTINTI et alii (1985), através do estudo ultraestrutural da cauda do

epididimo de gatos sexualmente maduros, também relataram inclusdes alongadas de

natureza possivelmente cristalina no citoplasma de células P.

12



LANDIM ¢ ALVARENGA (1988) descreveu a presenca de inclusoes
cristaldides nos nicleos e citoplasma de células P da cabeca do epididimo de bafalos de 3
anos de idade. Estas estruturas foram observadas tanto 4 microscopia de luz quanto em
microscopia eletrnica, sendo positivas em reacdes de PAS e Azul de Bromofenol.

Em microscopia eletrOnica, as inclusdes intranucleares, possuem forma
hexagonal com filamentos finos estreitamente emparelhados ou formas alongadas ou curvas,
formadas por filamentos espessos e paralelos. As inclusdes intracitoplasméticas sdo maiores,
geralmente paranucleares € acompanhando a curvatura do nuicleo. Ambas as estruturas
estariam associadas a microfilamentos.

LOPEZ et alii. (1989) observaram no nicleo das células P da cauda do
epididimo ¢ ductos deferentes de equinos adultos, proeminentes inclusdes esféricas elétron-
densas, circundadas por uma membrana e, ainda, estruturas cristalinas ndo circundadas por

membrana, formadas por uma periodicidade de linhas paralelas elétron-densas separadas por

uma zona clara.

Inclusdes na matriz mitocondrial de células P foram descritas por LANDIM
¢ ALVARENGA (1989), em epididimo de bufalos adultos. Segundo esta autora,
mitocOndrias muito alongadas, estreitas ¢ sem cristas tipicas, conteriam inclusdes densas,
semelhantes a bastdes densos, correndo longitudinalmente na matriz mitocondrial.

GOYAL & DHINGRA (1975a, b, ¢) relataram que o citoplasma das células
P apresentaria um grande ndmero de grinulos PAS positivos concentrados principalmente
na regio supranuclear, sendo que na regido inicial do epididimo haveria menos material
reativo que nas demais, enquanto as regides da cauda seriam levemente mais positivas que o
restante, em todos os estagios pds-natais (bufalos de 1 a 4 meses, de 8 a 12,5 meses ¢ de 18
a 19 meses). Ainda nestas faixas etdrias, a lamina basal ¢ a borda luminal estavam
intensamente positivas em todas as regides, o tecido conjuntivo levemente positivo e o
endotélio de vasos moderadamente positivo, enquanto o lmen nio apresentou material
PAS positivo. Estes autores limitaram-se a concluir que a localizagio de carboidratos,
mucopolissacarideos acidos ¢ lipideos, principalmente na zona apical das células epiteliais,
indicaria uma fungdo secretdria ou fornecimento de nutrientes aos espermatozdides, nos
ultimos estagios de seu desenvolvimento,

RASTOGI et alii. (1982) mostraram a presenga de grinulos PAS positivos

nas células P ao longo do epididimo de bdfalos, estando em concentragio mdxima no
segmento médio da regifio da cabeca. Ao longo do corpo, estes grinulos seriam observados
a0 mesmo tempo nas zonas infra- ¢ supranucleares das células €, no segmento inicial da
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cauda estariam na regido apical do epitélio. Na porgio distal da cauda, tais grinulos foram
observados somente na musculatura circundante.

Grianulos PAS positivos foram relatados nas c€lulas P no trecho entre a
cabega até a transigio entre¢ o corpo ¢ a cauda do epididimo de zebuinos adulios por ORSI
et alii.(1985) ¢ por WYSTUB et alii.(1989b), que observaram em suinos as c€lulas P ao
longo do orglo, possuindo grinulos intracitoplasmaticos e sinais de secre¢do apdcrina
proximo ao lamen;

Segundo ABDOU et alii.(1985), estudando animais entre 3 semanas pés-
parto € 4 anos de idade, as cé€lulas P de bufalos adultos apresentariam vacuolos claros no
citoplasma supranuclear, podendo ser demonstrados ao longo de todo o oOrgio sendo
abundantes na sub-regido inicial do tdbulo, porém nido seriam observados nas sub-regides
finais da cauda. Estes vaciolos claros poderiam representar possivelmente sinais de

secrecao.
Com resultados semelhantes, em animais adultos, BILASPURI (1991)

observou que vesiculas apicais e vaciolos levemente corados diminuiam da primeira para a
ultima sub-regido. O citoplasma vesicular destas células P apresentava dreas apicais,
proximas a4 borda luminal, densamente coradas em relagdo 4 zona supranuclear, ¢ que
poderia estar relacionado com sintese de proteinas.

PAL & BHARADWAJ (1986) analisando o desenvolvimento pds-natal do
epitélio da cabega do epididimo de butalos, observaram que as c€lulas P, em recém-
nascidos, possuiam um citoplasma infranuciear claro, com fraca reagio PAS positiva e, por
outro lado, um citoplasma supranuclear finamente granular de natureza eosinofilica. Em
animais pré-ptberes, estas c€lulas apresentaram borda apical com estercocilios e vesiculas
secretorias, citoplasma  supranuclear finamente granular ¢ mais cosinofilico, zona
infranuclear fracamente corada e vacuolizada ¢ uma reacio geral ao PAS fracamente
positiva. Os animais piberes apresentaram células P fracamente eosinofilicas, com pequenos
grinulos PAS positivos ¢ goticulas de lipidios. Nos animais pos-piberes, estes grinulos
PAS positivos mostram uma reagdo moderada ¢ um maior nimero de grinulos de lipidios,
no citoplasma supra e infranuclear.

SHARMA et alii.(1986), rclataram a presenca de mucopolissacarideos
neutros ¢ glicogénio na forma de grandes globulos PAS positivos aderidos & borda dos
estereocilios, em epididimo de caprinos.

PAL & BHARADWAIJ (1989) observaram que, no epitélio da regido do
corpo, as células P de bifalos pré-piberes possuiam vesiculas secretorias, citoplasma
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supranuclear granular ¢ eosinofilico € zona infranuclear altamente vacuolizada, enquanto os
animais piliberes apresentavam atividade secretdria visivel, onde as c€lulas epiteliais
mostravam diferentes caracteristicas de coloracdo durante as varias fases de secregio. O
citoplasma estava menos vacuolizado ¢ basofilico antes da expulsio dos produtos
secretorios € se tornou relativamente mais vacuolizado e levemenie eosinofilico depois da
SECTECAO.

NICANDER & MAILMQVIST (1977) relataram que as células P do
segmento inicial do epididimo de coelho e suinos adultos, possuem um abundante reticulo
endoplasmatico rugoso e indicios da formagio de pequenos vactiolos no complexo de Golgi
com conteudo opaco e, ainda, indicios de esvaziamento de contetido para o lamen do
tabulo. Estes aspectos representariam atividade de secre¢do merderina de um material

particularmente proteiniceo.
NICANDER (1979), estudando a ultraestrutura das c¢lulas P da regido da

cabega do epididimo de carneiros, observou que os estereocilios sdo longos, numerosos e
delgados ¢ nfio estavam associados ao fendmeno pinocitico (corpos multivesiculares e
corpos densos). No centro destes estereocilios, existe ainda numerosos filamentos tinos em
direcao ao citoplasma apical. Este autor observou ainda a presenca de vesiculas picndticas
cobertas, proximo a borda apical, indicando a absor¢ao de macromoléculas do limen, ao
invés de 4gua. Concomitantemente, observou a presenga de corpos multivesiculares € outras
estruturas lisossomais, sugerindo a digestao destas macromoléculas.

Segundo este autor, a histologia classica geralmente interpretava vaciolos e
granulos, presentes no terco citoplasmdtico apical das células P do epitélio epididimirio
como estruturas secretdrias, enquanto a citologia moderna, interpreta estruturas secretdrias
como sendo vacuolos picnoticos € lisossomos.

Por outro lado, indicios de secre¢io merdcerina, ou secregdo microvesicular,
também foram observadas nestes animais por NICANDER (1979), onde vesiculas parecem
surgir do complexo de Golgi por brotamento de sua superficie interna ¢ avangar rumo 2
superficie da célula, sem evidéncias de um mecanismo de concentragio. Estas vesiculas sdo
diferentes das vesiculas pinociticas claras, também presentes nesta regiio, por conterem
pequenas quantidades de material floculento.

Material semelhante também foi observado nas cisternas dilatadas do Golgi.

Estas vesiculas ndo foram observadas em outros niveis do citoplasma abaixo da area do

Golgi, mas sdo muito numerosas no centro desta drea e no tergo citoplasmatico apical,
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proximo a borda luminal. NICANDER (1979) observou ainda, o acimulo de mitocondrias
no tergo basal destas células P, ao longo da regido da cabega,

LOPEZ et alii. (1989} estudando epididimo de equinos, observaram que as
células P da regido da cabega mostram uma intensa reagdo PAS positiva ¢ suas zonas supra-
¢ infranucleares, entre as regides da cabega e do corpo, possuem respectivamente uma
abundincia de complexo de Golgi ¢ um desenvolvido RE rugoso, além de um grande
nimero de mitocOndrias e agrupamentos de numerosos grinulos elétron-densos
circundados por membrana e de diferentes tamanhos. Estes aspectos podem estar
relacionados & produgio de produtos secretorios dcidos e glicoproteinas.

KUMAR et alii (1981), descreveram a ultraestrutura das células P de suinos
adultos, sugerindo que o epitélio seria capaz de exercer atividade secretdria devido 2
presenga de um complexo de¢ Golgi bem desenvolvido, reticulo endoplasmatico rugoso e de

vesiculas ¢ vactolos de vérios tamanhos préximos as cisternas do Golgi. Além disso,

observaram bolhas secretorias e certos conteudos luminais semelhantes aos presentes
nestas.

GOYAL (1985) observou que as células P de todas as sub-regides do
epididimo de bovinos sexualmente maduros entre 2 e 3 anos, possuem aspecto
ultraestrutural caracteristico de atividade absortiva, tal como invaginagio da membrana
citoplasmdtica apical, vesiculas cobertas e pinociticas ¢ vaciiolos subapicais.

VENDRELY & DADOUNE (1988) sugeriram uma fungio secretéria para
as c€lulas P do epididimo humano, ao observarem sigificativa variacdo na quantidade de
algumas organelas, entre a cabega, o corpo ¢ a cauda. Estas c€lulas possuem uma grande
quantidade de vesiculas cobertas na regido da cabeca sugerindo grande atividade no
processo de endocitose mediada por receptores, assim como, um complexo de Golgi duas
vezes mais desenvolvido nesta regido do que nas demais, sugere uma grande atividade
secretdria relacionada a sintese de proteinas glicosiladas, principalmente na porgao inicial da
cabeca.

Apesar destas evidéncias, estes autores ndo encontraram diferengas com
relagio ao reticulo endoplasmatico (RE) rugoso, entre as trés regides do epididimo, muito
embora este tipo de RE esteja relacionado 4 sintese de proteinas.

MARENGO & AMANN (1990), ao observarem o aspecto ultraestrutural

das células P, ao longo do epididimo de carneiros adultos, relataram que o terco apical das

células P do segmento inicial do epididimo ou proximal da cabega contem um desenvolvido

reticulo endoplasmdtico rugoso tibulo-cisternal e tibulo-lamelar, complexe de Golgi
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associado a numerosas vesiculas claras; enquanto mitocéndrias e vesiculas densas estariam
concentradas no tergo basal destas células, no corpo do epididimo.

GOYAL & WILLIAMS (1991) sugerem que as c€luals P de caprinos,
principalmente na regido da cabega estariam envolvidas preferencialmente no transporte €
digestdo de materiais particulados (proteinas, por exemplo: ABP- proteina ligante de
androgeno, ¢ carboidratos), seguida por difusio passiva de dgua através da membrana
plasmatica.

MORALES & CAVICCHIA (1991), descreveram a liberagio de protrusdes
citoplasmaticas apicais de células P ao longo do epididimo de gatos adultos, sugerindo ser
um processo de secre¢do apderina, onde a parte apical da célula, protrusiona-se, dilata-se ¢
destaca-se da célula . As protusdes apicais por eles descritas, possuem vesiculas e tibulos ¢
ocasionalmente, membranas concéntricas numa configuracdo semelhante a4 bainha de

mielina ¢ outras organelas, como mitocOndrias, estio ausentes,

Estes autores também observaram esférulas livres no lamen, denominando-as
de esferas apdcrinas, contendo principalmente vesiculas ¢ membranas lisas concéntricas
semelhantes aquelas presentes nas protusdes. As estérulas se moveriam passivamente ao
fongo do tabulo, visto que sio observadas ao longo do epididimo, mesmo em sec¢des onde
as c€lulas ndo apresentam em atividade secretoria.

Estas eférulas apresentam ocasionalmente, um conteddo homogéneo,
finamente granular ou mostrando tibulos arranjados em espiral. Estas estruturas seriam
diferentes das gotas citoplasmadticas dos espermatozoides por serem muito maiores € por
ndo apresentarem secgOes de flagelos, que geralmente estio localizadas diametralmente
opostas dentro da gota citoplasmatica.

MORALES & CAVICCHIA (1991) descreveram ainda, a presenga de
microvesiculas extracitoplasmaéticas localizadas entre 0s estereocilios ou no limen,

As células P de suinos adultos, possuem numerosas estruturas que BRIZ er
alii. (1993) denominaram de "unidades secretdrias”. Estas sio observadas na zona
citoplasmdtica supranuclear, sendo cada unidade constituida por grinulos de secrecio
elétron densos, cobertos por mais de oito camadas de cisternas de reticulo endoplasmatico,
com mitocOndrias intercaladas. Proximo ao citoplasma apical os grinulos se tornariam
maiores ¢ menos elétron-densos.

TINGARI & MONIEM (1979) descreveram a presenga de um grande
nimero de vaciolos citoplasmaticos no segmento proximal do corpo € menos numerosos ao

longo do corpo e da cauda do epididimo de camelos. Descreveram também, "grandes

17



espagos” circundados por membrana observados na parede do tibulo, na porgio distal do
corpo.

SINGH & BHARADWAIJ (1980) estudando o epitélio epididimédrio de
camelos, relataram a presenca de "glandulas vesiculares intraepiteliais” observadas nas sub-
regifes da cabeca ¢ do corpo, circundadas por células cibicas simples ou células
pavimentosas ¢ com lumen ocasionalmente preenchido por uma massa secretoria
intensamente PAS positiva. Estas estruturas segundo estes autores estariam ausentes em
ruminantes, até entio.

No epitélio epididimario de homens entre 19 e 60 anos, foram observadas no
corpo e na porgo inicial da cauda, "escavacOes”, consistindo de muiltiplas cavidades
intraepiteliais que variam em tamanho ao longo do epididimo expandindo-se em diregio ao
limen, parecendo ter origem no espago intercelular das células P ¢ B, bem como entre

células P adjacentes.(PALACIOS et alii, 1993)

As cavidades menores estavam circundadas por células semelhantes 3s
células P exceto na superficie basal da cavidade que estava suportada por células epiteliais
baixas, que & microscopia eletrOnica, consistiam de células B e P com poucos microvilos.
Com o crescimento da cavidade, as c€lulas proximas a lamina basal aumentam em tamanho
tornando-se semelhantes &s células P apresentando as vezes longos estereocilios e as células
da por¢io superior da cavidade tornam-se clbicas, com poucos estereocilios € nicleo
picndtico. O lamen da cavidade contem secrecio eosinofilica semelhante ao observado no
limen do tibulo epididimario (PALACIOS et alii, 1993).

DICHEVA & DANEV (1985), caracterizando a histogénese do epitélio
epididimario em bufalos entre 1 e 36 meses, reportaram a presenga de "cistos glandulares”,
08 quais aparecem na cauda do epididimo aos 3 meses em mestigos, aos 6 ¢ 9 meses em
animais puros, permanecendo presentes em todos, até a fase adulta. Estas estruturas seriam
semelhantes aquelas em camelos, descritas por TINGARI & MONIEM (1979).

PAL & BHARADWAJ (1986) observaram que o epitélio da cabega do
epididimo de bufalos pré-piberes, frequentemente apresenta "cistos intraepiteliais”, os quais
aparecem como estruturas vacuolizadas ou algumas vezes contendo massa eosinofilica,

intensamente PAS positiva. Estas estruturas teriam frequéncia aumentada gradativamente na

puberdade ¢ na pds-puberdade.
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2.2.3. CELULAS APICAIS (A), CELULAS CLARAS(C) E CELULAS
HOLOCRINAS:

Enquanto SING & DHINGRA (1971) E GOYAL & DHINGRA (19754, b,
¢) reportaram somente a presenga de células P ¢ B em bufalos, ABDOU et alii.(1985) ¢
BILASPURI (1991), demonstraram que estes animais também possuem células Apicais.
Estas células com nucleo basofilico apical localizado proximo ao limen, existem ao longo
do epididimo sendo mais frequentes na cabeca (ABDOU et alii., 1985) ou presentes nas
sub-regides da cabega ¢ corpo e ausentes nas sub-regides da cauda (BILASPURI, 1991),
assim como observado em suinos (WYSTUB erf alii.,1989b).

Estes autores, porém, nada sugeriram quanto a fungdo que estas células
Apicais desempenhariam no epitélio, mas SHARMA et alii. (1986) ao descrever a presenca

destas em caprinos, sugeriram que seriam c€lulas velhas sendo extruidas do epitélio durante

o curso normal de seu ciclo.

KUMAR et alii (1981), observou que em suinos, as células A se localizam
apenas na cabega ¢ possuem nucleo estérico ou ovdide, ocasionalmente apresentando
invaginagdo da membrana, cromatina frouxa € um nucléolo. Possuem pouco citoplasma,
sendo mais volumoso proximo ao limen ¢ comparando 4 quantidade de citoplasma sugere
uma abundincia de mitocOndrias.

Células A ricas em mitocOndrias, presentes no epididimo humano foram
descritas por PALACIOS et alii. (1991). Segundo estes, estas células se originam das
células B, juntamente com as células P sendo funcional ¢ estruturalmente diferentes destas
ultimas, pois possuem abundantes enzimas oxidativas, vdrias citoqueratinas ¢ proteinas
receptoras de estradiol.

Estas células sdo mais numerosas na regido da cabega ¢ possuem funcio
desconhecida, onde os autores concordam com a hipdtese de COHEN et al. (1976), por
eles citados, de que possivelmente estas células teriam um papel na acidificagio do meio
intraluminal, semelhante as células ricas em mitocOndrias presentes nos ductos coletores
renais de mamiferos.

PAL & BHARADWALJ (1989) descreveram a presenga de células colunares
Estreitas, como uma terceira populagio de células além das células P ¢ B, na regido do

corpo do epididimo de bifalos em pré-puberdade. Estas células conteriam um citoplasma

mais eosinofilico e nicleo estreito e alongado, densamente corado.
Além das células Apicais, BILASPURI (1991), descreveu a presenca de
c€lulas Estreitas, com largura menor que das células P ¢ citoplasma de coloragio escura, ¢
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células Claras, com torma esférica e citoplasma ndo corado. Estes dois tipos celulares
estariam presentes na cabega do epididimo; contudo ABDOU et alii.(1985) observou a
presenca de células Claras "pleomdrficas” na sub-regido distal do corpo ¢ nas sub-regides da
cauda, localizadas basalmente no epitélio ou entremeadas s células P, nos niveis mais altos
do epitélio. SHARMA et alii. (1986) descreveram a presenga de células Claras também em
caprinos, possuindo um citoplasma vacuolizado em torno de um pequeno nacleo estérico,
cuja frequéncia aumenta da cabega para a cauda.

ORSI et alii. (1979) observaram a presenga de células Holdcerinas no
epididimo de carneiros. Estas células seriam identiticadas como claras ¢ apicais, delgadas,
de nacleo basofilico quando coradas em HE e, quando maduras, apresentariam um fino
pedanculo de conexdo com a lamina basal. Segundo estes autores as células Basais seriam

suas precursoras, possuindo citoplasma escasso ¢ de forma irregular, geralmente alongado ¢
desprovido de superticie luminal; o longo ¢ixo celular estaria paralelo a limina basal, sobre

a qual a célula repousa. Estas células B quando ativadas comecam a se alongar, 0s nacleos
migram de uma posigio basal para a superficie apical definitiva.

As células Claras seriam entio um estigio de evolucdo das células
Holocerinas, sendo relativamente grandes, localizadas no tergo basal, com citoplasma
croméfobo em HE e PAS e com nucleo ovoide de cromatina flocular ¢ um nucléolo bem
cvidente. As células Apicais, como estigio terminal do ciclo secretdrio das células
Hol6erinas, apresentariam citoplasma apical relativamente volumoso ¢ arredondado e
citoplasma basal delgado, semelhante a um pedianculo que s une 4 imina basal, levando ao
aspecto claviforme destas células. Seus ndcleos teriam posicido predominantemente apical
com forma varidvel entre periforme e oval ou irregularmente alongado, com cromatina
muito densa. Neste estdgio estariam aptas a secretarem seus granulos PAS positivos para o
limen. A microscopia eletronica, teriam um grande ndmero de mitocondrias.

Em suinos, células Claras e células Estreitas seriam estigios de
desenvolvimento de um mesmo tipo celular que participa do processo de secregio holdcrina
que ocorre em células sem estereocilios, mas muito semelhantes as células P. As células
Claras, a microscopia eletronica, sdo caracterizadas pela presenga de abundantes elementos
vesiculares e grinulos de secregio elétron-licidos liberados por um processo apéerino. As
células Estreitas seriam caracterizadas por um citoplasma altamente vacuolizado.
Remanescentes destes tipos celulares e células somadticas, mononucleadas e com escasso
citoplasma granular, podem ser obervadas no limen, mais frequentemente na regido da
cauda. (BRIZ et alii. 1993).
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BRIZ et alii. (1993) propdem que as células B amadurecem para uma célula
colunar com granulos secretérios os quais se fundirdo no citoplasma apical quando a célula
se torna uma célula Clara, que secreta seus grinulos por secregao apocrina ¢ finalmente
regressaria para a forma de uma célula Estreita degenerada. Com isto as c€lulas B teriam o
papel de renovar a populagdo de células epididimdrias, seguindo o estimulo para

substituicio das células que realizam secrecao apdcrina.

2.2.4. LEUCOCITOS INTRAEPITELIAIS:

Células com halo presentes ao longo do epididimo de bufalos adultos com
idade de 2 anos foram descritas por RASTOGI er alii. (1982) . Estas células seriam
proviveis leucdcitos intracpiteliais. GOYAL (1985) relatou a presenca de linfocitos
intraepiteliais ¢ possiveis macréfagos, no epitélio epididimario de bovinos adultos, assim

como BILASPURI (1991) também relatou a presenga de linfocitos no epididimo de buafalos

adultos € BRIZ er alii. (1993) em suinos adultos.

3. ASPECTOS MORFOMETRICOS DO TUBULO EPIDIDIMARIO:

GOYAL & DHINGRA (1975a, b, ¢) notaram que entre 1 ¢ 19 meses, a
quantidade de tecido conjuntivo aumenta ao longo de virias sub-regides, do mesmo modo
que aumentaria os didmetros tubular ¢ luminal ac longo do 6rgao, além do nimero de
camadas de células musculares lisas peritubulares, que mostraria um aumento gradual entre
as sub-regides da cabega e do corpo, mas um rapido aumento entre as sub-regides do corpo
¢ da cauda. Estas caracteristicas haviam sido observadas apenas em bufalos adulios por
SINGH & DHINGRA (1971) que ressaltaram o fato de nao terem observado camadas
musculares longitudinais em quaisquer regides do epididimo.

Posteriormente, os parimetros acima citados por GOYAL & DHINGRA
(1975a, b, ¢) foram também observadas em biifalos numa faixa etdria mais ampla, entre 21
dias ¢ 4 anos de idade, por ABDOU et alil. (1985), que discordaram destes apenas no
comportamento da camada muscular entre o corpo € a cauda, por ndo terem notado nestes
ultimos, uma mudanga brusca.

NILNOPHAKOON (1978) estudando o desenvolvimento pds-natal de
epididimo de carneiros; , DICHEVA & DANEV (1985) através do desenvolvimento pds-
natal de bufalos, SHARMA er alii. (1986), desenvolvendo estudos em epididimo de
caprinos adultos; BILASPURI (1991) em bubalinos adultos, demonstraram que o
comportamento da morfometria de tibulo, ldmen e camadas de células musculares
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peritubulares seria semethante ao concluido por GOYAL & DHINGRA (1975a, b, ¢).
Enquanto BRIZ et alii. (1993), em suinos adultos, observaram diferengas apenas nos
didmetros de tabulo e limen, 0s quais sdo maiores na regiao da cabega.

GOYAL & DHINGRA, (19754, b, ¢) observaram que em bifalos entre 1 ¢ 8
meses 0 epit€lio € simples colunar alto, com poucas c€lulas B na porgdo inicial da cabega,
diminuindo sua altura na por¢ic média da cabega ¢ aumentando sua altura na terceira regifio
da cabega, tornando-se pscudoestratificado ao longo do o6rglo, apresentando um rdpido
declinio entre as sub-regides da cauda, sendo que este comportamento da altura epitelial ao
longo do epididimo se mantem semelhante at€ os 19 meses.

RASTOGI et alii. (1982) em bufalos de 2 anes de idade, DICHEVA &
DANEYV (1985) em bifalos entre 3 ¢ 15 meses, BILASPURI (1991) em bifalos adultos ¢
BRIZ et alii. (1993) em suinos adultos, descreveram o comportamento da variagio das
alturas do epitélio ¢ estereocilios, que diminuem desde as sub-regides da cabega a cauda, €

atingem alturas médximas do epitélio e estereocilios entre os segmentos médio e distal da
cabeca, concordando com SINGH & DHINGRA (1971). DICHEVA & DANEV (1985)
ressaltaram que o epitélio cpididimario de bdfalos apresentou um desenvolvimento
completo de suas caracteristicas morfométricas aos 12 meses em bafalos mesticos e 15
meses em bufalos de raca pura.

ABDEL-RAOUF (1960) observou a presenca de espermatozdides no limen
epididimario de bovinos aos 8 meses de idade ¢ com o amadurecimento do animal a porgdo
inicial da cabega conteria poucos espermatozdides. A concentragdo destes seria crescente
em dire¢io a cauda. DICHEVA & DANEV (1985) relataram que os primeiros
espermatozdides luminais aparecem aos 12 meses em bubalinos mestigos e aos 15 meses em
bubalinos da raga Murrah.

BILASPURI (1991), observou um aumento sistematico da concentrag¢io de
espermatozoides no lamen entre a sub-regido inicial da cabeca ¢ a final da cauda do
epididimo, onde as primeiras duas sub-regibes conteriam raros e muito poucos
espermatozoides respectivamente sugerindo nestas, uma grande atividade de absorgio do
fldido testicular. Os dados morfométricos e de concentragio espermdtica relatados por
BILASPURI (1991) seriam semelhantes aos achados de ABDOU et alii.(1985) em touros
bubalinos.
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4, HISTOGENESE E DIFERENCIACAO DO EPITELIO EPIDIDIMARIO:

ABDEL-RAOUF (1960), descrevendo o desenvolvimento do epitélio
epididimario em bovinos entre 1 ¢ 18 meses, mostrou o aparecimento de pequenos
estereocilios dispersos na superficic do epit€lio epididimario da cauda ja aos trinta dias de
nascimento e entre 2 ¢ 9 meses jd se observavam nicleos em atividade de divisdo mitética
nos ter¢os basal e apical € que o nimero de células B aumentava a partir dos 4 meses.

A superticie das c€lulas P, em bafalos, ndo contem estereocilios entre 1 ¢ 4
meses, aparecendo aos 7 meses, idade onde surgem também nuacleos mitoticos de células P,
proximos a zona de transigio com o corpo do epididimo e das células B € P no corpo.
(GOYAL & DHINGRA, 19754, b, c).

DICHEVA & DANEV (1985) ressaltaram que o epitélio inicia o processo de
pseudoestratificagio, em bifalos com 1 més de idade, na regido do corpo. JONTE &
HOLSTEIN (1987) observaram que a superficie das células P em individuos com 3 meses

de idade, apresentava-se geralmente lisa ¢ sem uma borda de estercocilios desenvolvida;
apesar de que na maijoria das c€lulas aparecia um dnico ¢ pequeno estereocilio localizado
centralmente .

Para descrever o processo de transformacio do epitélio de um estigio jovem
para um estagio adulto, ABDEL-RAOUF (1960) sugeriu que este ocorreria através de duas
etapas onde a primeira seria 0 aumento da altura do epitélio e a segunda a diferenciagio de
simples para pseudoestratificado. Os dois processos comegariam ao nascimento, mas seriam
completados em diferentes idades e em regides diferentes; ou seja, nao ocorreriam em todo
o O6rgio ao mesmo tempo. Assim, dentro de uma mesma regido, a diferenciagio para um
epitélio pseudoestratificado seria completada antes que a altura caracteristica do epitélio de
um adulto fosse alcangada.

Para ABDEL-RAOUF (1960), a diferenciagio do epit€lio colunar para
pseudoestratificado seria devida ao aparecimento das células B, as quais seriam
desenvolvidas a partir das c€lulas colunares, o que estaria evidente no surgimento de dois
tipos de divisdes mitdticas no epitélio, onde no primeiro tipo, o nicleo das células colunares
s¢ moveria em direcdo a borda apical e resultaria em duas céluas colunares e no segundo
tipo, a divisdo ocorreria proximo 4 1dmina basal, originando células Basais.

Segundo ABDEL-RAOUF (1960) o processo de diferenciacao do epididimo
em bovinos, deu-se por completo aos 8 meses, enquanto que o aumento da altura epitelial
continuaria at€é os 13 meses de idade. Ambos os processos comecgariam na cauda ¢

seguiriam de modo ascendente em diregdo a cabega, sendo que a diferenciagio comecaria e
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estaria praticamente completa antes da presenga de espermatozdides no tibulo seminifero e
antes de existir qualquer possibilidade de passagem de uma substincia celular, proveniente
dos testiculos, através do epididimo.

Assim, através das observagdes dos dados de morfometria associados aos
aspectos histolégicos, ABDEL-RAOUF (1960), em bovinos, ¢ concordando com este,
NILNOPHAKOON (1978), em carneiros, sugeriram que o desenvolvimento do epiiélio
epididimario, do periodo pds-natal até a fase adulta destes animais, teria um padrao
ascendente (da cauda para a cabega), que provavelmente estaria relacionado ao
desenvolvimento pré-natal do epididimo a partir dos ductos de Wolft, onde um pronunciado
crescimento longitudinal ocorre na regizo do ducto de Wolff que esta situada anteriormente
ao ligamento inguinal. Esta porcdo desenvolve o epididimo. A porgdo remanescente {inicial)
desenvolveria os ductos eferentes. Deste modo a por¢do abaixo do ligamento inguinal ji

estaria em um estdgiio mais avangado de maturagio do que a parte anterior que esid s¢

desenvolvendo longitudinaimente.

MARTAN (1969), ao descrever o desenvolvimento do epitélio epididimario
de ratos, propds que todas as c€lulas que ndo sio estereociliadas, chamadas por outros
pesquisadores, como as c€lulas B, Apicais e Claras (células diferentes das c€lulas P), seriam
passos consecutivos do desenvolvimento de um tipo de célula com secrecdo holderina.
Neste processo a célula acumularia material secretdrio (provavelmente glicerilfosforilcolina-
GPC), desintegraria in situ ou no limen ¢ seria reposta por uma c€lula jovem do mesmo
tipo.

O ciclo das células Holdcrinas comecgaria com a ativacgao das células B, que
sao alongadas com nicleo paralelo 4 1Amina basal. Este nicleo se tornaria oval ou esférico
ap0s a ativacio € o eixo maior do nicleo, entio triangular, torna-se perpendicular 4 lamina
basal;. A célula se¢ estenderia para o lamen, tornando-se colunar, cilindrica com niicleo
basal. Durante o processo de maturagio, o nacleo migraria para 0 meio da célula ¢ esta
assumiria uma forma de clava, com o nicleo localizado adjacente a haste citoplasmatica que
liga a c€lula a Jamina basal.

A cé€lula aumentaria de volume, o nacleo migraria para o tergo apical ¢ o
material contido na célula rompe para o limen numa massa irregular. O ndcleo torna-se

picndtico ou enrrugado, rumando & borda apical do epitélio, onde se fragmenta € escapa

para o limen. A célula Holdcrina, entdo exaurida, seria substituida por uma célula B ativada

que eventualmente cresce ¢ empurra 0s remanescentes citoplasmaticos da célula Holdcrina



para o ldmen. Algumas células Holdécerinas ndo se desintegrariam in situ, mas no lamen, ao
gscaparem para este.

Deste modo, figuras mitéticas observadas no tergo apical do epité€lio seriam
das células estereociliadas, ou seja, das células P e as células B se submeteriam a divisdo
mitética no ter¢o basal do epitélio, abaixo do nivel dos nicleos das células P, reabastecendo
as células Holdcrinas eliminadas.

WROBEL & FALLENBACHER (1974), sugeriram que as células B derivam
das células Principais e o epididimo possuiria uma progressio de desenvolvimento disto-
proximal, ou seja, um comportamento de diferenciagdo ascendente em direcio ao testiculo,
semelhante ao sugerido por ABDEL-RAOUF (1960).

SUN & FLICKINGER (1979) sugeriram que, em ratos, as principais
mudangas nas células do epitélio durante o crescimento pods-natal seriam devidas a

influéncia de andrdgenos plasmaticos. Deste modo, o epididimo estaria citologicamente ¢m

um estigio avangado de diferenciacio, onde as diferencas regionais ¢ todos os tipos
celulares de adultos estariam presentes antes da chegada dos espermatozdides ¢ esie evento
teria muito pouco efeito sobre o epitélio. O segmento inicial do epididimo seria o primeiro a
completar sua diferenciacio, em comparacio s outras sub-regides, talvez pelo fato de que
esta seria a primeira regido a entrar em contato com o tluido luminal.

Estes mesmos autores se basearam na estrutura de varios tipos celulares ¢
suas sequéncias de aparecimento, para proporem um modelo de diferenciagio celular
denominado "two-cell-option”, onde em certo ponto , células em diferenciacdo teriam opgio
de seguir um dentre dois mecanismos de diferenciagio. Assim sendo, células indiferenciadas
se diferenciariam em células Bstreitas ou Colunares. As primeiras se diferenciariam em
células Claras, no corpo ¢ na cauda e permaneceriam como células Estreitas na cabega. As
células Colunares originariam c€lulas P ¢ B ao longo das diferentes regides, sendo que as
células P poderiam originar c€lulas Apicais no segmento inicial da cabeca.
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MATERIAL E METODOS

1L.OBTENCAO DO MATERIAL:

Os epididimos foram obtidos através da castracio de 15 bifalos com faixa
etaria entre 4 ¢ 36 meses, sendo seis da raca Mediterrinea(Me), trés da raga Murrah(Mu) e
seis mesticos Me x Mu, provenientes respectivamente das cidades de Registro, Sarapui ¢
Pirassununga, do Estado de Sio Paulo.

Considerando-se¢ a idade destes animais, os classificamos inicialmente em
duas faixas etérias: Pré-puiberes (4 a 9 meses) e pds-ptberes (18 a 36 meses)

Ap6s o procedimento da castragio, os cpididimos foram separados dos
testiculos ¢ dissecados. Considerando-se os limites anatdmicos das regites do epididimo

(cabega, corpo e cauda); este foi seccionado em 7 sub-regides e estas em fragmentos de

aproximademente 10mm X 0,4mm, com o aproveitamento de toda a extensdo do 6rgdo. As
sub-regites toram definidas como: Sub-regides A, B e C, situadas na regido da cabega; sub-

regioes D ¢ E, pertencentes ao corpo ¢ sub-regides F ¢ G, constituintes da cauda.(Fig. 1).

2. MICROSCOPIA DE LUZ:
2.1. FIXACAO:

A fixacdo para a microscopia de luz ocorreu durante 24 horas, em solugio
fixadora de Formol- Etanol- Acido Acético (10% de Formaldeido, 85% Etanol 80¢ ¢ 5% de
Acido Acético Glacial P.A.), segundo KEMPINAS (1988).

2.2. PROCESSAMENTO E INCLUSAO:

O material foi desidratadc em concentragbes crescentes de Etanol;
diafanizado em dois banhos de Xilol ¢ incluido em Parafina, de tal modo que a face para
corte em micrétomo compreendesse o plano de relagdo anatdmica entre o epididimo e o

testiculo, aproveitando-se deste modo, todo o comprimento do 6rgéo.

2.3. MICROTOMIA E COLORACAO:

Os cortes entre 5 ¢ 6 yum de espessura foram realizados em micrétomo 820
SPENCER MICROTOME/AMERICAN OPTICAL CORPORATION; sendo distendidos
previamente em solugiio de Etanol 70% e em seguida em banho-maria histolégico a 60° C.
Posteriormente foram fixados em laminas albuminizadas de dimensdes 26 x 76mm, que



foram entdo colocadas em estufa & temperatura entre 58°C e 60°C, durante 24 horas,
objetivando a suficiente distensdo e fixacgio dos cortes.

Apés a desparafinizagio e hidratagdo dos cortes, utilizou-se o método de
coloragio pela Hematoxilina Delafield & Eosina Aquosa (H & E), segundo BANCROFT et
alii, (1990). O método histoquimico para carboidratos foi feito através da reagio com
Acido Peridédico de Schiff (P.A.S.), segundo BANCROFT et alii, (1990).

Para cada sub-regido de cada animal foram destinadas duas liminas: uma
para CONTROLE, na qual nio se realizou a oxidagio pelo Acido Periddico precedente ao
tratamento com o reativo de Schiff. A segunda {imina foi destinada a realizaciio de todas as
etapas da reagio de P.A.S. Em ambas as liminas, os nicleos foram contrastados com
Hematoxilina Delafield.

As ldminas coradas em H&E e P.A.S. foram analisadas em microscépio de
luz, binocular ZEISS ¢ fotomicrografados em fotomicroscépios ZEISS-OPTOPHOTO III

(liminas coradas com H&E, sendo usadas obletivas de 10X e 40X, esta ultima,
planacromdtica de imersio) e ZEISS AXIOPHOTO, para ldminas destinadas a reagdo com
PAS, sendo usadas objetivas de aumentos 20X, 40X ¢ 100X (imersio).

2.4. ANALISE HISTOLOGICA:
A. Extensdes do Plasma Epididimal:

Com a finalidade de constatar o grau de normalidade e maturagio sexual dos
animais enire 18 ¢ 30 meses, provavelmente em fase de atividade sexual, foram realizadas
extensdes do conteudo luminal da regido da cauda do epididimo, sendo coradas pelo

método de Williams.

B. Hematoxilina & Eosina:

A andlise dos cortes corados em H&E, teve como finalidade o
reconhecimento e caracterizagdo dos diversos tipos celulares constituintes do epitélio,
considerando-se aspectos nucleares como a forma, o grau de condensacio da cromatina;

localizaghio ¢ frequéncia dos tipos celulares no epitélio, ao longo das sub-regides.
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C. Histoquimica:

Utilizou-se a reacdo de PAS, com a finalidade de observar a atividade
secretdria do epit€lio ¢ a presenca de aclcares neutros. Durante a andlise destes cortes,
considerou-s¢ o grau de resposta ao método nas dreas ¢ estruturas relacionadas ao epitélio
dos ductos Eferentes ¢ tabulo epididimario.

Como pardmetros de avaliagio, adotou-se o termo ‘"intensa ou
acentuadamente positiva” para referir dreas coradas em magenta; "moderadamente positiva"
as dreas em roseo € "levemente positiva" as dreas em tons claros de réseo. Considerou-se

também a reatividade geral de cada sub-regiao, nas duas faixas etdrias.

2.5. ANALISE MORFOMETRICA:
Em cada animal foi realizado o estudo morfométrico dos cortes corados pela
H&E, através de uma Ocular Micrométrica-OSM MICRONAL - OLYMPUS de escala

mével e aumento 16X, para objetos de 90nm a 1,6mm, com a qual se obteve de cada sub-
regido: dez medidas dos diimetros dos Dictos Eferentes (DE) e do Tibulo Epididimario
(TEp); dez medidas dos didmetros do limen dos DE ¢ TEp e, de ambos, dez medidas das
alturas do epit€lio ¢ dos estercocilios { nos DE ¢ no TEp).

Os parimetros utilizados para obtengdo dos dados morfométricos foram os
seguintes:
-DIAMETRO DOS DUCTOS E TUBULO: Em objetiva de 10X, selecionou-se dez secgoes
transversais, de onde se determinou em cada sec¢do, o didmetro médio entre as medidas dos
didmetros maior ¢ menor, sendo que para a obtengdo destes foi considerada a delimitacio
da ldmina basal. (Fig. 17 B).
-DIAMETRO DO LUMEN: Em objetiva de 10X, utilizou-se 0 mesmo método citado
acima para obtengio do didmetro médio dos lamens; contudo foi considerado como
delimitacio, a extremidade apical dos estercocilios nos DE e no TEp. (Fig. 17 B).
-ALTURA DOS EPITELIOS: Em objetiva de 40X, selecionou-se dez secgdes longitudinais
dos DE ¢ TEp onde, em cada uma destas, foi mensurada a altura em trés pontos aleatério,
considerando-se como limites, a limina basal ¢ a borda apical do epitélio de onde emergem
0s cstereocilios, A altura média de cada seccdo foi obtida entre essas trés medidas

aleatdrias. (17 A).

-ALTURA DOS ESTEREOCILIOS: Em objetiva de 40X, dez sec¢des entre longitudinais e
transversais dos DE ¢ TEp foram selecionadas para se obter a altura média entre trés

medidas aleatérias em cada seccdo. Para mensuracdo das medidas foram considerados
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aqueles que estavam distendidos €, como limites, a borda apical do epitélio ¢ a extremidade
luminal dos estereocilios.(Fig. 17 A).

A partir da obtengio das médias morfométricas individuais, obteve-se
também a média populacional de cada sub-regido em ambas as faixas etarias e o intervalo de
confianca destas médias das mensuracdes.

Em ambas as médias foram aplicadas andlise estatistica descritiva e andlise de
variancia, por meio do programa estatistico SPSS-PC, afim de se avaliar o comportamento
das dimensdes mortelégicas do Orgdo entre as sub-regides, dentro de uma mesma faixa

etdria, e entre as sub-regides para duas faixas etdrias.

3. MICROSCOPIA ELETRONICA:
3.1. OBTENCAO DO MATERIAL:
Dos 15 animais castrados, obtivemos um bom aproveitamento da fixagdo do

material para microscopia eletrdnica em apenas 3, sendo um animal da raca Murrah com 4
meses de idade proveniente da cidade de Sarapui; um animal da raca Mediterrinea, com 26
meses de idade, proveniente da cidade de Registro ¢ um animal de 36 meses, da raca
Murrah, oriundo da cidade de Sarapui.

Seccionou-se cada sub-regiio em virios fragmentos de 2 mm?, separados em
dois grupos onde cada grupo foi submetido a um fixador diferente e apds 60 minutos de
fixagdo todos os fragmentos foram reduzidos a 1 mm? de espessura.

3.2. FIXACOES:

Utilizou-se dois tipos de fixaco:
- Glutaraldeido 3% em tampdo Cacodilato de Sédio 0,1M |, pH 7.4 ¢ Sacarose 0.1M,
segundo GLAUERT (1975).
- Glutaraldeido 3% - Acido Picrico 0,01%, no mesmo tampado.

Estes fixadores foram utilizados para dois grupos de fragmentos destinados a
analise de rotina em microscopia eletrdnica de transmissio, sendo que a fixacio transcorreu
por 24 horas.

3.3. PROCESSAMENTO E INCLUSAO:

Ap6s a fixagho, os dois grupos de fragmentos foram submetidos a0 mesmo

protocolo de processamento, descrito abaixo:
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1. Lavagem em tampao Cacodilato de Sddio (descrito acima), fazendo-se 3 trocas de
tampao com duracdo de 60 minutos cada;

2. Pés-fixagio em Tetréxido de Osmio 1% + Ferricianeto de Potdssio 0,8% (McDONALD,
1984), em mesmo tampdo, durante 2 horas;

3. Lavagem em tampio e em Agua destilada;

4. Desidrata¢do em série Etandlica:

- Etanol 42% (15 minutos)

- Etanol 75% (15 minutos)

- Etanol 95% (3 banhos de 15 minutos cada)

- Etanol Absoluto (3 banhos de 10 minutos cada)

- Etanol Absoluto - Acetona P.A. ( 5 minutos)

- Acetona P.A. (2 banhos de 5 minutos cada)

5. Embebigio em resina Epon 812 - Acetona (1:1), "overnight”,

6. Inclusdo em resina Epon 812 (GLAUERT, 1975). Os fragmentos foram incluidos de
modo a se deixar a face de tdbulos e ductos, em cortes transversais, paralela a superticie de

corte no ultramicrotomo,

3.4. ULTRAMICROTOMIA E CONTRASTACAO:

Os cortes semi-finos de 1 um de espessura foram obtidos com navalhas de
vidro, em ultramicrétomo LKB ULTRATOME 111 ¢ contrastados com Azul de Toluidina
1% - Bérax 1% a pH 10 (BANCROFT et alii, 199()). Embora fragmentos do epididimo de
todos os animais tenham sido fixados também para microscopia eletrénica, os melhores
resultados de fixacio dos tecidos foram obtidos com material fixado em Glutaraldeido 3% -
Acido Picrico 0,01%, no mesmo tampio.

Apds a selecdo da melhor drea de tecido, onde os tibulos e ductos
estivessemn em seccao transversal, os blocos foram trimados para a realizacio dos cortes
ulfrafinos e espessura varidvel enire 600 e 680 am e colocados em telas de cobre de
100Mash.

Fez-se entdo a contrastagdo com Citrato de Chumbo 0,2% (VENABLE &
COGGESHALL, 1965) ¢, posteriormente, em Acetato de Uranila 2%. A andlise foi feita em
microscGpio eletronico de transmissio ZEISS EM-902, onde foram fotografados aspectos

celulares em aumentos variando entre 3000 e 20000X.
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RESULTADOS

1. MICROSCOPIA DE LUZ:

ApOs a analise dos aspéctos histologicos, histoquimicos e morfométricos das
7 sub-regides ao longo do epididimo de cada animal, entre 5 € 30 meses (159 ¢ 900 dias),
observou-se um comportamento repetitivo de dados entre alguns individuos de idades
diferentes, o que permitiu seleciona-los em dois grupos:

- Animais na faixa etdria de 5 a 9 meses(159 a 278 dias) de idade: os quais ndo
aprcsentavam atividade espermatogénica e compreendiam animais de 159 dias; 173 dias;

216 dias; 244 dias e 278 dias, aproximadamente 5, 6, 7, 8 ¢ 9 meses, respectivamente.

- Animais na faixa etdria de 18 a 30 meses (540 a 900 dias) de idade: os quais possuiam
significativa atividade espermatogénica observada nos cortes histologicos de amostras
testiculares e presenga de espermatozdides ao longo do epididimo € em maior concentragio

nas sub-regides F ¢ G da cauda.

Este segundo grupo compreende um animal de 540 dias de idade; quatro
animais de 900 dias (aproximadamente 18 e 30 meses, respectivamente) e;
excepcionalmente, um animal de 258 dias (8 meses), que se assemelhou histoldgica e
morfometricamente aos animais de 18 e 30 meses, sendo que seus aaspectos morfologicos

estdo demonstrados nas Figs. 9 ¢ 10.

Assim, os resultados das andlises histologica e morfométrica serdo
demonstrados a seguir, de acordo com a faixa etdria dos animais ¢ em cada sub-regido do

epididimo.



1.1. ANALISE HISTOLOGICA:

1.1.1. Animais na faixa etiria de 5 a 9 meses (159 a 278 dias) de idade:

SUB-REGIAO A:

Esta sub-regido se apresenta formada pelos ductos Eferentes, que possuem
um epitélio baixo, cilindrico simples, considerando-se a disposicio dos nucleos das células
Principais. Este epitélio se constitui basicamente por células Principais (P) ¢ Basais (B) (Fig.
3.A). As primeiras apresentam nicleo oval adjacente a lamina basal, ocupando 2/3 da altura
do epitélio ¢ distribuidos regularmente num mesmo nivel, como observado na Fig. 3.A .

Por entre as células P e ocupando o tergo basal do epitélio, encontram-se
cclulas B, cujos nucleos sao esféricos e menores do que os nicleos das células P; porém,

apresentando um grau semelhante de condensagdo da cromatina, levemente frouxa (Fig,
3.A).

Menos frequente que as células B, observam-se células mais volumosas que
as c€lulas P, que possuem citoplasma cromofobo ¢ nicleo esférico também volumoso ¢ de
cromatina mais frouxa que nos dois tipos celulares anteriores (Figs. 3.A, 3.A1).

Em animais com 244 ¢ 278 dias, observou-se no tergo basal do epitélio, a
presenca de c€lulas semelhantes a Linfécitos, menores que as células B e entremeadas a
estas, apresentando nucleo esférico ¢ cromatina bastante condensada (Fig. 3.A). Nestes
mesmos animais, raramente foram observadas figuras mitticas, as quais foram tipicamente
encontradas no tergo apical do epitélio em animais entre 159 ¢ 216 dias de idade.

Nos animais entre 159 ¢ 278 dias, o lidmen dos ductos Eferentes se
apresentou vazio ¢ possuindo um contorno regular (Fig. 2A). A borda luminal do epitélio
apresentou poucas projecdes ciliares, dispersas ¢ ténues que se tornaram mais numerosas a
partir dos 216 dias de idade(Fig. 3.A).

Contornando estes ductos, observou-se o maximo de trés camadas circulares
de células de aspecto semelhante as células musculares lisas (Fig. 3.A). No tecido
conjuntivo intersticial foi possivel observar a presenga de poucas fibras coldgenas, grande
quantidade de fibroblastos e vasos sanguineos de pequeno calibre. Nas secgdes feitas desta
sub-regido verificou-se, em termos proporcionais, que a drea ocupada pelos ductos
Eferentes apresentou-se menor, quando comparada com a drea preenchida por tecido
conjuntivo.

SUB-REGIAO B:
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A partir desta sub-regido foi somente observada a presenca do Tubulo
epididiméario (Fig. 2.B). Este se apresentava revestido por um epitélio cilindrico simples
baixo, constituido por células P, células B ¢ uma populagdo heterogénea de células Apicais
(A).

Os nucleos das c€lulas P sdo semelhantes aos observados na sub-regido A ¢
estio também adjacentes a lamina basal, arranjados num mesmo nivel de altura ¢ ocupando
2/3 da altura do epitélio (Figs. 2.B, 3.B1, 3.B3); porém, em algumas secgdes do tibulo,
estes nicleos ocupavam alturas diferentes dentro do epitélio, sugerindo o inicic do processo
de diferenciacio para um epitélio paseudoestratificado, caracteristico de animais adultos
(Figs. 3.B, 3.B2, 3.B4).

As células B apresentaram as mesmas caracteristicas observadas na sub-
regiao A, contudo podemos observar em termos de frequéncia populacional, que estas

c€lulas estdo em maior numero na sub-regido B (Figs. 3.A ¢ 3.B).

No tergo apical do epitélio epididimario de animais com 150 dias de idade,
foram observadas numerosas figuras mitéticas; porém, estas ndo foram encontradas no
epit€lio do animal com 216 dias, embora tenbam sido novamente observadas com
frequéncia em animais com 244 e 278 dias (Figs 3.B1, 3.B2).

Nestes animais de 244 e 278 dias foi possivel observar também no tergo
apical do epitélio, uma populacio de células com niicleo de formato varidvel entre oval ¢
periforme, com cromatina geralmente frouxa e células cujo citoplasma ¢/ou nicleo estavam
projetados em dire¢do ao limen. Esses tipos celulares foram considerados como células
Apicais (Figs. 3.B3, 3.B4).

O limen, com delimitagdo regular e formato esférico, estava geralmente
vazio nesta faixa etiria de 159 a 278 dias de idade, excetuando-se poucas secges tubulares
onde se encontrou pouca quantidade de material amorfo ou, ainda, aglomerados celulares
(Fig.2.B). Projegoes citoplasmdticas semelhantes a estereocilios estavam distribuidas de
modo disperso € pouco frequente entre animais de 159 ¢ 216 dias ¢ se tornaram mais
numerosas a partir dos 244 dias de idade(Figs. 3.B a 3.B4).

Na zona peritubular, observamos a distribuicio concéntrica de células
musculares lisas dispostas em 4 ou 5 camadas (Fig.2.B). O tecido conjuntivo intersticial,
comparado a sub-regido A, apresentou menor quantidade de fibroblastos e maior nimero de

feixes de fibras coldgenas. Ainda em comparagio a esta sub-regido A, as seccoes tubulares
aparentaram ocupar maior 4rea em relacdo ao tecido conjuntivo (Fig.2.B).
SUB-REGIAO C:
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O epitélio do tibulo estd mais alto que na sub-regido anterior ¢ apresentou-
se constituido por c€lulas B, células P ¢ uma pequena populagio de células Apicais (Fig.
3.C). As células B estavam mais frequentes que na sub-regido A; porém, menos que na sub-
regido B e mantiveram as mesmas caracteristicas morfolGgicas destas sub-regides anteriores
(Figs. 3.C, 3.C3).

Os nicleos das céluias P também apresentam uma localizagio adjacente a
limina basal do epitélio sendo que na grande maioria das secgdes do tibulo, o epitélio ja
apresentou arranjo tipico de epitélio pseudoestratificado, principalmente em animais entre
244 ¢ 278 dias de idade, conforme observado na sub-regido B (Figs. 3.C, 3.C3).

Em um pequeno namero de células P ¢ A de animais com 216 ¢ 244 dias,
pudemos observar a presenga de inclusdes intranucleares, filamentares ou cilindricas,
extremamente basofilicas, que se dispunham de maneira a acompanhar o eixo maior do
niicleo (Fig 3.C3).

As c€lulas A, apresentaram nucleo predominantemente oval, com grau de
condensagdo varidvel da cromatina ¢ volume nuclear semelhante ao das células B. Nesta
faixa etdria foram encontradas poucas figuras mitéticas no tergo apical do epitélio (Fig.
3.C2).

Em animais a partir de 216 dias de idade foram encontradas algumas células
semelhantes a Linfdcitos Intraepiteliais, localizadas proximas 4 lamina basal (Fig. 3.C). No
tergo apical do epitélio, observou-se com rara frequéncia, pequenas estruturas vacuolares,
vazias ¢ bem delimitadas, apenas nos animais de 159 e 173 dias de idade (Fig.2.C).

Em todos os animais desta faixa etdria, o ldmen epididimdrio apresentou
forma estérica regular e vazio, com maior nimero de estereocilios , em relagio & sub-regio
B (Fig. 2.C). J4 nos animais a partir de 216 dias foram observadas além dos estereocilios,
pequenas estruturas vesiculares proximas & borda luminal e preenchidas por material
ligeiramente eosinofilico(Figs. 3.C ¢ 3.C1).

Tanto o padrao caracteristico do tecido conjuntivo, como a distribuigio das

cinco camadas de c€lulas peritubulares, apresentaram-se similares aos observados na sub-
regiao B (Fig. 2.C).
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SUB-REGIAO D:

O epitélio se apresentou em transicio entre cilindrico simples e cilindrico
pseudoestratificado nos animais de 159 ¢ 173 dias, onde os niicleos das células P ji sc
mostravam relativamente afastados da 1dmina basal, mas ainda preenchendo 2/3 da altura
do epitélio, enquanto que nos animais a partir de 216 dias, os nicleos das células P, embora
ocupando o tergo intermedidrio do epitélio, encontravam-se dispostos em alturas diferentes
(Fig. 2.D).

Em todos os animais desta faixa etiria, as células B, de ntcleos esféricos e
cromatina frouxa, apresentavam-se em maior nimero que nas sub-regides anteriores. Foi
também observado nesta sub-regido, células com nicleos esféricos menores e picndticos,
semelhantes a LinfGcitos Intraepiteliais (Fig. 4.D).

As células A se encontravam em nimero e¢ morfologia aparentemente
semelhante ao da sub-regido C (Figs. 4.D ¢ 4.D2). Nesta sub-regido, tanto as células A, P e

B cxibiam inclusOes intranucleares cilindricas alongadas, extremamente basofilicas,
acompanhando o eixo maior dos nicleos; diferente do observado na sub-regido C, na qual
estas inclusdes estavam mais evidentes nas células A (Fig. 4.D2).

Poucas figuras mitéticas, em fase final de divisdo, foram encontradas nesta
sub-regido, nos animais entre 159 e 278 dias de idade (Fig. 4.D1).

Em secgOes transversais e longitudinais do tibulo de animais com 216 e 244
dias, observou-se estruturas vacuolares vazias, localizadas acima e/ou abaixo do ntcleo das
c€lulas P, sendo bem delimitadas e, por vezes, com volume maior que o nacleo destas
células.

O limen geralmente vazio, de formato esférico e regular, apresentou
distribuicdo uniforme ¢ frequente de estercocilios (Figs. 2.D1, 4.D, 4.D1) e em raras
secgOes continha pequena quantidade de material amorfo eosinofilico ou aglomerados
celulares, como observado na figura 2.D1.

Semelhante 3s sub-regides anteriores, encontrou-se em torno de 5 camadas
de células peritubulares entre os animais desta faixa etdria. O tecido conjuntivo intersticial
apresentou uma frequéncia de feixes de fibras coldgenas e fibroblastos semelhante s sub-
regides B e C (Figs.2.D ¢ 2.D1).
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SUB-REGIAO E:

Com relagio & localizagio dos ntcleos das células P, estes ocupam
efetivamente o tergo médio do epitélio e dispostos em niveis ligeiramente diferentes, como
um tipico epitélio pseudo-estratificado. O tibulo apresentou ainda, uma diminui¢gio do
nimero de células A, comparando-se as sub-regides anteriores (Figs. 2.E, 4.E).

Outro aspecto marcante desta sub-regido foi o acréscimo do ndmero de
células B em relacio as sub-regides anteriores. Seus nicleos se apresentaram distribuidos de
modo uniforme, lado a lado, acompanhando toda a extensdo da limina basal nas secgdes
transversais € longitudinais do tibulo (Figs. 2.E, 4.E).

No tergo apical, préximo a borda luminal do epitélio, observou-se uma faixa
citoplasmatica ligeiramente mais eosinofilica que no restante da célula. Nesta sub-regido as
figuras mitdticas presentes no tergo apical, mostraram-se pouco frequentes nos animais de
159, 173 ¢ 278 dias e ausentes nos animais de 216 ¢ 244 dias.

Nesta sub-regido podemos também observar, como na sub-regido D, a
presenga de estruturas vacuolares em animais partir de 216 dia de idade; porém, aquui
localizados enire os nicleos das células B ¢ nicleos das células P (Figs. 2.E, 4.E).

As secgdes do tdbulo, mostraram um limen regular ¢ uma distribuigio
homogénea de estereocilios, além de material amorfo eosinofilico em algumas secgoes (Fig.
2.E). O tecido conjuntivo aparentemente ndo variou de aspécto em relagio ao observado
nas sub-regies B, C e D; entretanto nos pareceu haver um discreto aumento do namero de

camadas de c€lulas peritubulares, para em torno de 5 a 6 camadas (Fig.2.E).

SUB-REGIAO F:

O epitélio de revestimento do tubulo nesta sub-regido, apresentou-se com
aspecto semelhante ao da sub-regido E, no concernente aos tipos celulares bem como suas
distribuigdes; porém, os nicleos das células P se apresentavam préximos da imina basal em
fun¢io da diminuicio da altura do epitélio (Figs. 2.F, 2.F1).

Observou-se ainda, uma presenga discreta de Linfécitos Intraepiteliais,
encontrados proximo 4 lamina basal. As inclusdes nucleares basofilicas foram observadas
mais nitidamente nas células B, com aspécto semelhante ao observado nas células B da sub-

regido D, embora nesta dltima essas inclusdes também tenham sido observadas nas células P
e A (Figs. 4.F, 4.F2).
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No tergo basal foram observadas numerosas estruturas semelhantes a
vactolos, com circunferéncia bem delimitada, ja observadas na sub-regido E, apresentando-
se vazias ou contendo material semelhante a restos celulares (Figs. 2.F1, 4.F1, 4.F3).

Com pouca frequéncia observou-se figuras mitdticas no tergo apical do
epitélio (Fig. 4.F2). Nesta drea foi possivel notar, no animal de 244 dias, uma faixa
citoplasmdtica ligeiramente mais eosinofilica delimitando a borda luminal do epitélio (Fig.
4.F1).

O Himen do tubulo epididimdrio manteve o mesmo lormato, tornando-se
gradualmente mais amplo proximo aos limites com a sub-regido G (Fig. 2.F1; enquanto os
estereocilios estavam vizivelmente mais baixos (Figs. 4.F, 4.F1 ¢ 4F2). Estes estercocilios
foram vistos em contato com estruturas vesiculares de conteudo levemente cosinofilico ¢
granular, no animal de 244 dias de idade.

Pudemos observa que em média, sete camadas de células peritubulares

circundavam as secgdes tubulares e o aspécto do tecido conjuntivo permaneceu inalterado.

SUB-REGIAO G:

Nesta faixa etdria, esta sub-regiio € caracterizada pela sua curta extensao,
apresentando um trajeto pouco sinuoso, o que dificultou a obtengio de secgdes transversais
do tibulo. Caracterizou-se também por conter o segmento final do tabulo epididimario
propriamente dito (Fig.2.G); uma zona tubular de transi¢io entre o tibulo epididimério € ¢
dicto Deferente (Figs. 2.G1, 2.G2) bem como a por¢lio inicial deste altimo(Figs. 2.G2,
2.G3).

Neste segmento final do tdbulo epididimario, o epitélio se apresentou mais
baixo que na sub-regido I e aparentemente ndo foram observadas variacbes no aspécto dos
tipos celulares até os limites com a zona tubular de transigdo. Os nucleos das células P se
apresentaram novamente adjacentes 4 lamina basal, semelhante ao observado na sub-regiio
A (Fig. 5.G).

Na zona do epitélio epididimdrio propriamente dito, observou-se a presenca
de uma fajxa citoplasmatica apical mais eosinofilica ¢ a borda luminal apresentou uma

superficie regular ¢ sem indicios de secregao (estruturas vesiculares) proximo aos pequenos

estereocilios (Figs. 5.G, 5.G3).

Ainda nesta zona antecedente a transi¢do com o ducto Deferente, observou-

se nesta faixa etdria, um pequeno namero de figuras mitéticas no tergo apical do epitélio
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(Fig.5.G4); enquanto que no ter¢o basal foram encontradas estruturas vacuolares
semelhantes as observadas na sub-regido F (Fig. 5.G3).

A zona de transigio epitelial, caracterizou-se por um aumento da altura do
epitélio ¢ a formagio de papilas epiteliais em dire¢iio ao limen, com discreta invaginagio da
lamina basal acompanhando esta projegio do epitélio (Figs. 2.G1, 2.G2).

No animal com 244 dias de idade, observaram-se estruturas vacuolares
proximas i lamina basal, contornadas por pequenas céhulas e geralmente situadas na base de
papilas epiteliais da zona tubular de transi¢do (Fig. 5.G7).

Ainda nesta zona ¢ assim como no epitélio do ducto Deferente sdo também
encontradas células B, P, A e linfocitos intracpiteliais, com aspectos morfolégicos
semelhantes aos descritos nas sub-regides anteriores (Figs. 5.G1, 5.G2).

As papilas epiteliais estavam bem desenvolvidas no ducto Deferente, levando

ao aspécto estrelado do seu limen (Figs. 2.G3, 5.G2). Ainda nesta zona de transi¢io, bem

como nas secgOes da porgdo inicial do dicto Deferente, foi possivel observar grande
quantidade de estruturas vesiculares com conteudo eosinofilico ¢ levemente granular, em
intimo contato com os estereocilios (Figs. 5.G1, 5.G6); bem como uma massa amorfa,
acentuadamente eosinofilica, visualizada a partir do terco apical, em estreitas dreas por entre
as c€lulas P, at€ a superficie luminal do epitélio (Figs. 5.G1, 5.G2, 5.G5, 5.G8).

No concernente as camadas de células musculares lisas, pudemos observar a
presenga de no minimo 8 camadas de células musculares lisas contornando o tdbulo
epididimario ¢ o ddcto Deferente. O tecido conjuntivo intersticial caracterizou-se por
apresentar poucos fibroblastos e grande quantidade de fibras colagenas (Figs. 5.G, 5.G3).
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1.1.2. Animais na faixa etdria de 18 a 30 meses de idade:

SUB-REGIAO A:

Assim como observado nos animais da faixa ctdria de 5 a 9 meses de idade,
esta sub-regido estava constituida pelos dictos Eferentes, os quais possuem um epitélio
simples, colunar baixo, composto por c€lulas P com seus nacleos ovais e alongados ¢
células B de nacleos esléricos € volume menor que das células P (Fig. 7.A).

Embora os nicleos das primeiras estejam ocupando a metade basal do
epit€lio ¢ organizados paralelamente entre si, o citoplasma destas células apresentou alturas
diferentes na zona da borda luminal, causando ao lamen destes ddctos um contorno
ondulado (Figs. 6.Ale7.A).

Nestes animais havia uma frequéncia escassa de mitoses no terco apical,

assim como de linfécitos intraepiteliais. O limen apresentou  poucos ¢ dispersus

espermatozoides € uma frequente presenca de material amortfo ¢ eosinofilico em contato
com os cilios (Fig. 6.A1).

Na borda luminal do epitélio foram encontradas pequenas granulagOes
cosinofilicas refringentes, sendo liberadas para o limen e, ainda, estruturas vesiculares
adjacentes aos cilios (Figs. 7.A, 7.A1).

Assim como na ftaixa etiria de 159 a 278 dias de idade, observou-se em
média 3 camadas de c€lulas musculares lisas peritubulares, contudo o tecido conjuntivo
frouxo apresentou grande quantidade de fibras coligenas em relagio ao ntmero de

fibroblastos ¢ vasos sanguineos de pequeno calibre (Figs. 6.A, 6.A1).

SUB-REGIAO B:

Tal qual analisado nos animais da faixa etiria anterior, as secgOes
encontradas nesta sub-regifio pertenciam apenas ao tdbulo epididimario. Este possuia um
epitélio colunar simples, pseudoestratiticado extremamente mais alto que o epitélio dos
ductos Eferentes (Figs. 6.A2, 6.B, 6.B1).

Os nicleos das células P estavam localizados no tergo basal, organizados
tipicamente como num epitélio pseudoestratificado ¢ com caracteristicas morfolégicas
semelhantes as da sub-regido A (Fig. 7.B).

Da mesma forma, as células B apresentaram os mesmos aspéctos observados

naquelas células B dos dictos Eferentes, contudo estavam em maior nimero (Fig. 7.B).
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Nesta sub-regido haviam células A numerosas, assim como tipos celulares
cujos nicleos € fragmentos citoplasméticos estavam sendo liberados para o lmen. Ainda no
tergo apical, foram observadas com rara frequéncia a presenga de figuras mitéticas (Figs.
6.B1,7.B, 7.B1, 7.BZ, 7.B3).

Ao longo das secgdes do tibulo epididimdrio nesta sub-regiio, ndo foi
observada a presenga de espermatozdides no limen, que apresentou contorno estrelado
devido a formagio de cstruturas semelhantes a papilas epiteliais (Figs. 6.A2, 6.B, 6.B1), as
quais sio distintas daquelas observadas na zona de transigio epitelial entre o epididimo € o
dacto Deferente, reteridas nos animais da faixa etiria de 159 a 278 dias ¢ também
encontradas nesta faixa etdria, como serd descrito posteriormente.

Os estereocilios estavam distribuidos homogeneamente ¢, em contato com a
exitremidade luminal destes, observou-se em algumas secgdes um material amorfo

eosinofilico de consisiéncia finamente granular (Figs. 7.B1, 7.B3).

Cerca de 4 camadas de células musculares lisas peritubulares estavam

presentes € o tecido conjuntivo aparentou possuir mais fibras coligenas que na sub-regido
A.

SUB-REGIAO C:

As células P apresentaram ntcleos ovais, situados ligeiramente acima do
terco basal do epitélio ¢ com a distribui¢io tipica observada na sub-regido anterior (Figs.
7.C, 7.C1). As c€lulas B, de morfologia semelhante aquelas presentes na sub-regiio B,
estavam mais numerosas ¢ localizadas sobre toda a extensdo da ldmina basal (Fig. 7.C).

Encontrou-se uma populagio de células A de nicleo oval ou periforme,
situadas no ter¢o apical, com seus ndcleos acima dos nicleos das células P; foram também
observadas ao mesmo nivel destas células A (Fig. 7.C), células de nicleos com formatos
entre esférico ¢ periforme ¢ cromatina densa, com citplasma e/ou nicleos projetados ao
limen (Fig. 7.C1).

Nio foram encontradas figuras mitdticas nesta sub-regido, contudo, nos
animais de 900 dias, observou-se um ntmero maior de Linfécitos Intraepiteliais em
comparacio a sub-regido B (Fig. 7.C). Pequenas estruturas vacuolares, pouco frequentes
foram encontradas proximo a limina basal, vazias ou contendo material semelhante a restos

celulares (Figs. 7.C, 7.C1).
O limen apresentou formato estérico sendo preenchido por compacta massa
de espermatozoides, na maijoria das secgdes do tdbulo (Fig. 6.C). Em média 5 camadas de
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células musculares lisas contornavam as secgOes tubulares € o tecido conjuntivo intersticial

manteve 0 mesmo aspécto observado anteriormente.

SUB-REGIAO D:

Todos os aspéctos relacionados aos tipos celulares, figuras mitéticas, limen
e conteudo luminal, células peritubulares ¢ tecido conjuntivo estavam semelhantes aos
observados na sub-regido C; porém, observou-se discreta diminuicio da altura do epitélio,
mas a localizagdo dos nucleos das células P, manteve-se no tergo médio do epitélio. Além
disto, observou-s¢ uma discreta faixa citoplasmdtica mais eosinofilica na borda luminal do

epitélio, em algumas secgdes do tibulo (Figs. 6.D, 7.D, 7.D1).

SUB-REGIAO E:
Em comparagio 2 sub-regido D, apenas se observou uma discreta variagio

no aspécto mortolégico relacionado & diminuigdo do nimero de células encontradas no

terco apical e & auséncia da faixa citoplasmatica mais eosinofilica (Figs. 6.E, 7.E).

SUB-REGIAO F:

O epit€lio, discretamente mais baixo, nio apresentou variagbes quanto ao
aspécto das cé€lulas P ¢ B; porém, um nimero maior de linfécitos intraepiteliais foi
localizado nos tergos basal € medial(Figs. 8.F, 8.F1, 8.F2); além de inclusdes intranucleares
nas c€lulas B (Fig. 8.F2).

Novamente foram encontradas figuras mitéticas no tergo apical, todavia com
rara frequéncia; um namero maior de células A ¢ notdvel diminuigio da populagio de
c€lulas que migram em direcio ao lamen (Figs. 8.F1, 8.F2.).

Estruturas vacuolares, esféricas ¢ bem delimitadas foram frequentemente
encontradas no tergo basal do epitélio € algumas vezes no tergo médio; enquanto uma borda
citoplasmatica apical mais eosinofilica foi observada (Figs. 8.F, 8.F1, 8.F2).

A massa de espermatozdides observada no limen, aparentou estar menos
compacta que nas sub-regides anteriores (Fig. 6.F). As células musculares lisas
encontravam-se formando 6 camadas em torno das sec¢bes tubulares, enquanto o tecido

conjuntivo permaneceu sem alteragdes visiveis.

41



SUB-REGIAO G:

O epitclio bem mais baixo apresentou a borda apical mais eosinofilica que
nas sub-regites anteriores (Fig. 8.G). Nao foram observadas figuras mitéticas ao longo das
secgOes; enquanto foi notado maior niimero de estruturas vacuolares adjacentes d lamina
basal ¢ um discreto aumento em numero das células A (Figs. 8.G, 8.G3).

Observou-se ainda, uma pequena frequéncia de células com citoplasma
cromofobo e nucleos geralmente ovais, alongados, com cromatina levemente condensada,
situados ao nivel das células P (Figs. 8.GS, 8.G6).

O ldmen amplo ¢ de formato esférico apresentava contorno regular (Fig.
6.G) at€ a regido de transigio epitelial entre o tdbulo epididimario ¢ o ddcto Deferente
(Figs. 6.G1, 6.G2), onde seu contorno se tornou ondulado devido & formagao de papilas

semelhantes s descritas nesta mesma sub-regido em animais da faixa etiria anterior.

O limen se tornou gradualmente estreito 4 medida que 0 tabulo epididimz’zrio

se¢ fusiona com a porgdo inicial do dicto Deferente €, nesta, adquire um formato estrelado
em fungao das projegOes das papilas epiteliais (Figs. 6.G2, 8.G1, 8.G2).

Na regido de transicdo € na porcdo inicial do dicto Deferente foi possivel
observar, adjacente a borda apical ¢ em contato com a massa descondensada de
espermatozoides, estruturas vesiculares com conteiido eosinofilico finamente granular (Figs.
8.G1 a 8.G4). Em algumas secgdes foi possivel notar a relacio destas estruturas com
proje¢Oes da borda citoplasmatica apical das células. A liberagio de material amorfo
eosinotilico pelas células A foi observada nesta zona de transicio (Fig. 8.G3).

Observou-se 0 minimo de 7 camadas de células musculares envolvendo o
tubulo epididimario e mais de 7 camadas na regido do dacto Deferente. O tecido conjuntivo
aparentou estar em menor proporgdo com relagio as secgdes tubulares, além de uma menor

quantidade de fibroblastos ¢ maior quantidade de fibras coldgenas.
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1.2. ANALISE HISTOQUIMICA:

Apesar da fixagdo dos tecidos ter sido realizada em solucio fixadora de
Formol-Etanol-Acido Acético, as laminas destinadas ao controle para a reacdo de P.A.S.
ndo apresentaram qualquer indicio de positividade ao reativo de Schiff nas 7 sub-regides
dos animais das duas faixas etarias, sendo que os nuicleos, a limina basal ¢ a borda luminal
enire as sub-regides foram visualizadas devido a coloracdo apenas com a Hematoxilina
(Figs. 11.Aa11.G e 14.A a 14.G2).

Por outro lado, ocorreu reacio positiva em todas as liminas destinadas 2
reagio integral, nas 7 sub-regides do epididimo sendo que, cada sub-regido apresentou, em
seu aspecto geral, um grau de positividade diferente em ambas as faixas etarias.

Nos animais na faixa etdria de 159 a 278 dias de idade, observou-se que a

sub-regido A estava levemente positiva nos animais de 159, 173, 216 ¢ 278; ¢

moderadamente positiva no animal de 244 dias. Neste animal a sub-regido B se apresentou

intensamente positiva, enquanto nos demais animais estava moderadamente positiva. A sub-
regido C nos 5 animais desta faixa etdria também estava moderadamente PAS-positiva.

A sub-regido D estava levemente positiva nos animais de 173, 216 ¢ 244 dias
¢ moderadamente positiva nos animais de 159 e 278 dias. Nos animais de 159, 173 ¢ 278
dias, a sub-regido E reagiu moderadamente e,levemente positiva nos animais de 216 ¢ 244
dias. A sub-regido F se apresentou moderadamente positiva nos animais de 159 ¢ 173 dias;
levemente positiva nos animais de 244 ¢ 278 dias ¢ intensamente positiva nos animais de
216 dias; enquanto a sub-regiio G se apresentou intensamente positiva nos animais de 216
¢ 278 dias, moderadamente positiva nos animais de 159 ¢ 173 dias ¢ levemente positiva no
animal de 244 dias.

Nos animais na faixa etaria de 540 a 900 dias, a reagio ao P.A.S. foi leve na
sub-regido B, moderado nas sub-regides A, D ¢ E e intensa nas sub-regioes C, F ¢ G.

O animal de 258 dias, o qual apresentou histologicamente atividade
espermatogénica ¢ massa de espermatozdides ao longo de epididimo, teve reacio
moderadamente positiva nas sub-regides A, B,C e D, levemente positiva nas sub-regices E
¢ F ¢ intensamente positiva na sub-regido G.

A seguir serdo descritos em cada sub-regido, os aspectos da reagio com o

Acido Periddico/Schiff de cada sub~regiz"10 em ambas as faixas etdrias.
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1.2.1. Animais na faixa etdria de 5§ 2 9 meses de idade:

SUB-REGIAQO A:

A lamina basal dos vasos sanguineos de pequeno calibre e do epitélio dos
ductos eferentes, bem como o espago entre as células musculares lisas que contornam os
ductos, apresentou-se levemente PAS-positiva em animais de 159 ¢ 273 dias, intensamente
positiva no animal de 244 dias ¢ moderadamente positiva nos demais animais (Figs 12.A ¢
12.A1).

O epitélio dos ductos eferentes, em todos os animais desta faixa etdria,
apresentou-se levemente positivo. Nos animais de 173 ¢ 278 dias foram observadas algumas
celulas, P.A.S. negativas, na regido do ter¢o basal do epitélio, apresentando um formato
estérico sendo estas células semelhantes aos provaveis linfécitos intraepiteliais observados,

nesta mesma sub-regido, em cortes corados pela H&E. Outro pequeno ndmero de c¢élulas

P.A.S. negativas, apresentaram um formato semelhante ao das células P, porém com nficleo
oval mais volumoso que destas (Fig. 12.A1).

A borda apical do epitélio, evidenciou-se¢ como moderadamenic PAS-
positiva nos animais de 244 ¢ 278 dias de idade. No animal de 244 dias, notou-se a presenga
de pequenas granulagdes refringentes, intensamente positivas, aparentemente sendo
liberadas ao lamen em pequeno nimero ou, ainda, dispersas pelo ldmen (Fig.12.A1)

O tecido conjuntivo, mais propriamente as dreas eniremeadas aos
fibroblastos, apresentaram reacio levemente PAS-positiva nos animais de 159, 216 ¢ 278

dias € moderadamente positiva nos animais de 173 e 244 dias.

SUB-REGIAO B:

A limina basal do tdbulo epididimdrio e dos vasos de pequeno calibre estava
moderadamente PAS-positiva em animais de 173, 216 ¢ 278 dias; intensamente positiva no
animal de 244 dias ¢ levemente positiva no aniaml de 159 dias.

O espago entre as cflulas musculares lisas que circundam as secgbes do
tubulo, apresentou-se levemente PAS-positivo no animal de 173 dias ¢ moderadamente
positivo nos demais animais. O tecido conjuntivo estava levemente PAS-positivo no animal

de 159 dias ¢ moderadamente positivo nos outros animais (Figs. 12.B a 12.B2).

O epitélio epididimério se apresentou, de um modo geral, levemente PAS-
positivo, bem como os estereocilios, apresentando discretos tipos celulares destacados
dentre a uniformidade de reagdo das células do epitélio. A borda apical, regido de onde
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emergem os estereocilios, apresentou-se moderadamente positiva nos animais de 159, 173 ¢
278 dias; ¢, intensamente PAS-positiva no animal de 244 dias. Foi observado ainda, que nos
animais de 159 ¢ 173 dias, o tergo apical do epitélio se encontrava moderadamente PAS-
positivo em relagio aos tergos médio ¢ basal (Figs. 12.B1 a 12.B2).

Nesta faixa etdria observou-se uma discreta presenca de maierial
intraluminal, de aspecto semelhante a pequenos ginulos, levemente positivos e/ou P.A.S.
negativos. O animal de 244 dias, possuia pequenos grinulos refringentes, intensamente
positivos, localizados no limen em contato com a extremidade luminal dos estereocilios ¢
presentes também, no epitélio, em pequenos grupos, logo acima do ndcleo de algumas
cclulas B; estavam presentes também entre o ndcleos das células P acompanhando o eixo
maior destes e, no ter¢o apical do epitélio, em pequenos aglomerados imediatamente

adjacentes a borda apical do epitélio.

SUB-REGIAO C:

A limina basal dos vasos e do epitélio epididimério, assim como a borda
apical deste, variaram de moderadamente PAS-positivas nos animais de 159, 173 ¢ 244 dias
a intensamente PAS-positivas nos animais de 216 e 278 dias. Por outro lado, o espaco entre
as c€lulas musculares lisas que contornam o tdbulo epididimirio estava moderadamente
PAS-positivo em todos 0s animais.

Assim como observado nas sub-regides anteriores, o epitélio apresentou
reagdo geral ao P.A.S,, levemente positiva sem qualquer diferenciagio de tipos celulares ,
sendo que no animal de 159 dias, observou-se uma faixa citoplasmética préxima 4 borda
apical, correspondente a metade superior do terco apical do epitélio, com reagio
moderadamente positiva. De modo semclhante, no animal de 173 dias, todo o terco
citoplasmatico apical reagiu de forma moderadamente positiva (Figs. 12.C ¢ 12.C1).

A reagdo dos estercocilios variou de levemente PAS-positiva nos animais de
159, 216 e 278 dias a moderadamente positiva nos demais animais. Nos animais de 159, 173
¢ 278 dias, as fibras do tecido conjuntivo apresentaram reagio levemente positiva €, nos
outros animais, moderadamente positiva.

Dentro do limen foram observadas estruturas vesiculares contendo pequenas
granulagbes moderadamente PAS-positivas no animal de 173 dias; material amorfo

moderadamente positivo no animal de 159 dias ¢ levemente positivo no animal de 244 dias e
pequenos grinulos intensamente PAS-positivos no animal de 278 dias de idade (Fig.
12.C1).
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SUB-REGIAO D:

A lamina basal de vasos ¢ do epitélio se apresentou levemente PAS-positiva
no animal de 173dias ¢ moderadamente positiva nos demais animais, enquanio o espago
existente entre as células musculares lisas estava levemente positivo nos animais de 173,216
¢ 244 dias € moderadamente positivo nos animais de159 ¢ 278 dias.

O epitélio e seus estereocilios, também nesta sub-regido, apresentou reacio
PAS-positiva leve em todos os animais; porém, no animal de 173 dias foi observada em
algumas secgOes, uma faixa citoplasmdtica apical equivalente 4 metade apical do tergo
citoplasmatico apical, moderadamente positiva (Fig. 12.D).

O tecido conjuntivo estava moderadamente PAS-positivo no animal de 159
dias ¢ levemente positivo nos demais .O contetido luminal amorfo observado em poucas
secghes tubulares dos animais de 159, 244 ¢ 278 dias, apresentou-se levemente positivo,

enquanto nos demais animais nio se observou a presenga de material intraluminal. Nio

tforam observadas células diferenciadas nem grianulos ao longo das secgdes do epitélio, nesta
sub-regido (Fig. 12.D).

SUB-REGIAO E:
Todas as caracteristicas observadas nesta sub-regidio foram semelhantes

aquelas presentes na sub-regifo D, referentes a cada animal desta faixa etdria (Fig. 12.E).

SUB-REGIAO F:

Nos animais de 244 ¢ 278 dias, esta sub-regifo apresentou uma resposta
levemente PAS-positiva geral A reagio, sem qualquer evidenciagio de células ¢ estruturas
do epitélio ¢ intersticio (Fig. 13.F).

A lamina basal de vasos ¢ do tibulo, 0 espago entre as células musculares ¢ a
borda apical do epitélio, variaram de moderadamente PAS-positivos nos animais de 159 ¢
173 dias, a intensamente PAS-positivos no animal de 216 dias.

O tergo apical do epitélio, nestes 3 animais, apresentou-se moderadamente
PAS-positivo em relagdo aos tergos médio e basal que estavam levemente positivos. No
animal de 216 dias, algumas secg¢des ao longo do tdbulo apresentaram o epitélio
moderadamente PAS-positivo (Fig. 13.F).

Quando presente, o conteddo amorfo das estruturas vacuolares intraepiteliais
adjacentes a limina basal, apresentou reagio varidvel entre levemente positiva e negativa ao

P.A.S., nestes cinco animais,
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Em algumas secgbes, o lamen apresentou pequena quantidade de material
amorfo intensamente PAS-positivo no animal de 216 dias ¢ nos demais animais, estruturas
vesiculares preenchidas por pequenos grinulos, cuja reacao ao PAS variou de levemente

positiva 4 negativa (Fig. 13.F).

SUB:REGIAO G:

Nas sec¢des do tibulo epididimério propriamente dito, notou-se que a limina
basal € 0 espaco entre as ¢€lulas musculares lisas, variou de intensamente PAS-positivo nos
animais de 216 ¢ 278 dias, a moderadamente positivo nos demais.

O tergo apical do epitélio e sua borda apical variaram de intensamente PAS-
positivos nos animais de 216 e 278 dias, sendo que nestes os estereocilios também estavam
intensamente positivos; a moderadamente positivo nos demais animais, onde os estereocilios

estavam levemente positivos. Os tergos citoplasmaticos médio ¢ basal estavam levemente

positivos nos 5 animais (Fig. 13.G).

A presenga de material amorto intraluminal foi observada em algumas
secgoes, sendo moderadamente PAS-positivo nos animais de 158, 173 ¢ 216 dias ¢ variando
de moderado a intensamente positivo entre as secgdes tubulares do animal de 278 dias.
Neste animal, também foram observados pequenos grinulos refringentes, intensamente
positivos, entremeados ao material amorto (Figs. 13.G ¢ 13.G1).

Nesta faixa etdria, em algumas estruturas vacuolares intraepiteliais, foi
possivel notar a presenga de uma pequena quantidade de material amorfo levemente PAS-
positivo, assim como todo a intersticio.

Nas secgoes do tabulo epididimdrio referentes & transicio para o epitélio do
ducto deferente, observou-se que o epitélio, nos cinco animais, reagiu de forma levemente
positiva ao PAS. Nas dreas das papilas epiteliais foram observadas células estreitas
destacadas por uma reacio moderada a intensamente PAS-positiva, assim como a borda
apical do epitélio nestas mesmas areas, nos animais de 159, 173, 216 e 278 dias de idade
(Figs. 13.G2 ¢ 13.G3).

No lamen foi observada a presenca de material amorfo e/ou de estruturas
vacuolares semelhantes as descritas em sub-regides anteriores, com resposta varidvel entre

intensa ¢ moderadamente PAS-positiva nos animais de 173 e 216 dias ¢ levemente positiva

nos demais animais (Fig. 13.G2).
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No animal de 216 dias, notou-se ainda que nesta zona de transi¢io, o epitélio
estava moderadamente PAS-positivo nos tergos apical ¢ médio e levemente PAS-positivo
no tergo basal.

Nesta faixa etdria, os estereocilios ¢ o tecido conjuntivo s¢ apresentavam
levemente positivo, sendo que os estereocilios estavam moderadamente positivos nas dreas
das papilas epiteliais. A lamina basal € o espago entre as c¢élulas musculares lisas se
apresentaram moderada e levemente positivos, respectivamente(Figs. 13.G3 ¢ 13.G4).

Na zona do epitélio do ducto Deferente propriamente dito, as caracteristicas
da resposta ao P.A.S. assemelharam-se as observadas na zona de transi¢io, em todosa os

cinco animais.

1.2.2. Animais na faixa etdria de 18 a 30 meses:

SUB-REGIAO A:

A lamina basal dos vasos sanguineos e tubulos eferentes estava fortemente
PAS-positiva, assim como a regido da borda apical do epitélio, de onde emergem os cilios;
porém, estes se encontravam levemente positivos. A drea citoplasmética localizada acima e
abaixo dos nacleos das células Principais apresentou uma reago levemente positiva (Figs.
15.Ae 15A1).

Destacaram-se positivamente ao PAS dois tipos de granulagdes: granulagoes
pequenas, moderadamente positivas, distribuidas com frequéncia ao longo das secgdes,
situadas nos tergos basal e apical do epitélio, logo acima e abaixo dos niicleos das células
Principais sendo encontradas também como conteddo de estruturas vesiculares vistas no
lamen (Fig. 15.A2).

O segundo tipo envolve granulagdes maiores, refringentes, fortemente PAS-
positivas, que se¢ encontravam aglomeradas em dreas intraepiteliais, ocupando regides
equivalentes & altura do epitélio e situadas de modo disperso dentro das secgdes dos
tubulos. Estas granulagGes também se apresentaram sendo liberadas para o limen com lesio
da superficie do epitélio (Figs. 15.A1 ¢ 15.A2).
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SUB-REGIAO B:

O espacgo entre as células peritubulares, a {imina basal de vasos e do ducto
epididimério ¢ a borda apical do epitélio, mais propriamente na regido de onde emergem os
estereocilios sdo dreas que estavam intensamente PAS-positivas ao longo das secgoes, nesta
sub-regifio (Figs. 15.B ¢ 15.B1).

Além destas dreas, também reagiram de forma intensamente PAS-positiva, o
citoplasma de todas as c€lulas Apicais, estreitas faixas citoplasmaticas por entre as células
Principais ¢ a regido da borda apical do epitélio de onde emergem os estereocilios.

A regido citoplasmdtica supranuclear ao longo de todo o epitélio estava
levemente PAS-positiva, assim como pequenas granulaghes localizadas na borda luminal do
epitélio (Fig. 15.B1).

SUB-REGIAO C:

A limina basal dos vasos e secgbes do ducto epididimdrio estava
intensamente PAS-positiva. O espago entre as células peritubulares estava moderadamente
positivo (Fig. 15.C).

A regido da borda apical onde emergem os estereocilios, bem como os
mesmos estavam intensamente PAS-positivos. A faixa citoplasmatica acima dos niicleos das
células Principais estava moderadamente positiva, enquanto a faixa citoplasmatica abaixo
dos nucleos destas células estava levemente PAS-positiva (Fig. 15.C1).

Pequenas granulagOes intensamente PAS-positivas, menores que as
observadas na sub-regiio A foram observadas na extremidade luminal dos estereocilios.
Outrossim, granulagdes maiores ¢ refringentes, intensamente PAS-positivas, localizavam-se
no limen, na regido entre os estercocilios ¢ a massa de espematozéides e também
entremeadas nesta.

Nesta sub-regiio ndo foram observados citoplasmas diferenciados
positivamente ao PAS, por entre os citoplasmas das células Principais, assim como células
Apicais positivas (Fig. 15.C1).
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SUB-REGIAO D:

Reagdo intensamente PAS-positiva foi observada na 1dmina basal de vasos e
das seccoes do ducto ¢ no espago entre as células musculares lisas, tal qual observado nas
sub-regides anteriores (Figs. 15.D e 15.D1).

A faixa citoplasmatica apical, acima dos nicleos das células Principais e a
borda apical, onde emergem os estercocilios ¢ estes, estavam moderadamente PAS-
positivos, assim como pequenas granulagdes refringentes entremeadas aos espermatozéides.

O tergo citoplasmadtico basal, estava levemente PAS-positivo, enquanto
pequenas granulagdes refringentes localizadas entre as células Basais e adjacentes 2 limina
basal ¢, ainda, dentro de alguns vactiolos basais, reagiram de forma intensamente positiva ao
PAS..

SUB-REGIAO E;

Igualmente as sub-regides anteriores, o espago entre as células musculares
lisas, a limina basal dos vasos de pequeno calibre ¢ do ducto epididimario estava
intensamente PAS-positiva (Fig. 16.E).

As faixas citoplasmdticas acima e abaixo dos ndcleos das células Principais
estavam levemente positivas, enquanto a borda apical, os estereocilios € poucos citoplasmas
entremeados as células Principais estavam moderadamente PAS-positivos (Fig. 16.E1).

Nas estruturas vacuolares adjacentes a liminas basal, observou-se a presenca
de material amorfo ¢/ou pequenas granulagtes refringentes, intensamente PAS-positivas.
Granulagbes semelhantes também foram observadas associadas aos espermatozéides (Fig.
16.E1).

SUB-REGIAO F:

A lamina basal de vasos ¢ do ducto epididimdrio ¢ o espago entre as células
musculares lisas estavam intensamente PAS-positivos, assim como toda a faixa
citoplasmética logo acima dos niicleos das células Principais, borda apical, estereocilios e
pequenas granulagdes refringentes por entre os espermatozoides (Fig. 16.F).

Ao longo do epitélio, os tercos citoplasmaticos médio e basal, estavam

moderadamente PAS-positivos; por outro lado, em algumas secgdes observou-se que o

epit€lio estava em toda a sua extensio moderadamente PAS-positivo (Figs. 16.F ¢ 16.F1).
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O conteudo intensamente PAS-positivo das estruturas vacuolares adjacentes
4 limina basal variou de pequenas granulagdes refringentes a uma massa amorfa com
material picnético (Fig. 16.F1).

Granulagbes semelhantes ¢ intensamente PAS-positivas, além de estruturas
vesiculares de conteddo moderadamente positivo foram observadas em contato com a

massa de espermatozdides (Fig. 16.F1).

SUB-REGIAO G:

Em todas as secgdes do ducto, observou-se uma reagio intensamente PAS-
positiva de sua lamina basal ¢ das cé€lulas musculares lisas, bem como da lamina basal de
vasos sanguineo distribuido pelo tecido (Figs. 16.G a 16.G2).

Na regido do segmento do ducto epididimério propriamente dito, toda a

faixa citoplasmatica acima dos nuacleos das c€lulas Principais ¢ 0s ¢stereocilios estavam

moderadamente positivos. Os ter¢os medial e basal do epitélio estavam levemente positivos.
O contetdo amortfo das estrauturas vacuolares basais estava intensamente positivo; enquanto
as protusdes citoplasmaticas, em direcio ao lamen, possuiam um conteudo levemente
positivo (Figs. 16.G1 a 16.G2).

No segmento de transicio entre o ducto epididimario ¢ o ducto deferente, a
faixa citoplasmética acima e abaixo dos ntcleos das células Principais estava levemente
positiva; porém, a borda citoplasmatica apical estava intensamente positiva, assim como
algumas c€lulas diferenciadas por entre as c€lulas Principais (Figs. 16.G2 a 16.G3).

As estruturas vacuolares basais apresentaram conteddo amorfo e/ou
granulaghes pequenas intensamente positivas sendo estruturas granulares semelhantes a
estas, observadas entremeadas aos espermatozéides (Figs. 16.G2 ¢ 16.G3).

Relacionadas aos espermatozdides ¢ em contato com os estereocilios,
observou-se estruturas vesiculares de conteado finamente granular moderadamente positivo
(Fig. 16.G3).

Na regifo inicial do ducto deferente, as faixas citoplasmaticas acima e abaixo
dos nicleos das células Principais estavam levemente positivas. O contetdo das estruturas
vacuolares intraepiteliais estava semelhante ao observado na zona de transi¢io. Poucas e

estreitas c€lulas com citoplasma moderadamente positivo foram observadas em destaque,

por entre as células Principais, principalmente nas dreas das papilas epiteliais (Fig. 16.G4).
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1.3. ANALISE MORFOMETRICA:

Apds as analises estatisticas descritiva e de variancia, observou-se que existe
uma diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias populacionais dos parfimetros
analisados nas sub-regides dentro de uma mesma faixa etaria (Tabs. 1,2, 3¢ 4).

Da mesma forma, as anilises estatisticas revelaram a existéncia de diferenga
significativa (p < 0.05) entre as duas faixas etdrias, a0 comparar-se cada sub-regiio em
relagdo aos diametros de ductos eferentes ¢ tabulo epididimdrio, didmetros do lamen desies,
alturas de seus epitélios e estereocilios (Grafs. 1 e 2 ¢ Tab. 5).

Embora estatisticamente diferentes, as duas faixas etdrias apresentaram
comportamentos semelhantes de variagio dos aspectos morfométricos ao longo das sub-
regides do epididimo, onde os didmetros dos ductos Eferentes e tdbulo epididimério, bem
como de seus limens, apresentaram um crescimento progressivo entre as sub-regides A, B

e C,

Este crescimento manteve-se discreto € quase estabilizado ao longo das sub-
regiGes D ¢ E, tornando-se novamente progressivo nas sub-regides F ¢ G.

De¢ modo contrdrio, as alturas dos epitélios ¢ estereocilios, crescem
progressivamente entre as sub-regides A, B ¢ C (na cabega). Nas sub-regides do corpo (D ¢
E) epididimario, a altura do epitélio mantém um discreto crescimento nos animais entre 159
e 278 dias ¢ inicia uma discreta diminuigio nos animais entre 540 e 900 dias. Por outro
lado, a altura dos estereocilios se mantém estivel nas duas faixas etarias.

Nas sub-regides da cauda cpididimaria, em ambas as faixas etdrias, as alturas
de epitélios e estereocilios declinam progressivamente até a zona de transi¢io com o ducto

Deterente, quando o epitélio mostra-se mais alto,
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2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO:
2.1. Animal de 4 meses de idade:

SUB-REGIAO A:

O epitélio se apresentou constituido por poucas células ciliadas ¢ células nio-
ciliadas, mais numerosas (Figs. 18.A1 ¢ 18.A2).

A populagio de células P apresentou nicleos ovais, volumosos e regulares
com cromatina frouxa ou nucleos ovais estreitos com longas invaginagoes da membrana
nuclear levando a formas irregulares dos niicleos, com cromatina um pouco mais densa.
Ambos 0s tipos de nicleos possufam um ou mais nucléolos (Figs. 18.A1 a 19.A3).

Esta populagio de células P possui células com citoplasma escuro e células
com citoplasma claro; porém, ambas podem apresentar numerosos cilios (Figs. 18.Al a

19.A4).

As c€lulas ndo ciliadas podem apresentar a borda luminal lisa, com pequenas
microvilosidades, com discretas protusdes citoplasméticas ou, ainda, descontinua,
aparentando estar eliminando fragmentos citoplasmaticos para o limen (Figs 18.A1, 18.A2 ¢
19.A3).

As clulas P, de modo geral, apresentam poucas organelas membranosas,
ressaltando-se que as células ciliadas apresentam grande quantidade de mitocondrias na
porgao apical do citoplasma proximas aos cilios (Figs. 19.A5 e 19.A6).

Néo foram observados leucdcitos intraepiteliais, enquanto foram identificadas
com rara frequéncia, células B, com nicleos esféricos e citoplasma escuro com poucas
organelas (Fig. 18.A2).

SUB-REGIAO B:

As c€lulas P, diferente da sub-regifo anterior, apresentam uma "densidade"
uniforme de seu citoplasma e possuem a borda apical lisa, com pequenas microvilosidades
ou com protusdes citoplasmaticas discretas.

Estas células possuem grande quantidade de Complexos de Golgi na regido
supranuclear ¢ algumas estruturas vacuolares de diferentes tamanhos ao longo do seu
citoplasma, desde o tergo basal até o apical (Figs. 21.B4 ¢ 21.B5). Sio também observados,
grande quantidade de ribossomos ou polirribossomos livres ¢ associados a algumas lamelas
do reticulo endoplasmatico.



O nicleo das células possui forma oval e alongada, com cromatina frouxa e
um ou mais nucléolos. Em alguns nicleos observa-se longas invaginagoes da membrana
nuclear acompanhando o ¢ixo longitudinal do ndcleo, enquanto a maioria das células
apresentou pequenas invaginagoes da membrana nuclear, com orientagdes em diferentes
sentidos (Figs.20.B1 « 21.B35).

Proviveis células Apicais, menores que as células P sio observadas no tergo
apical do epitélio, com nucleos pequenos de formato variando entre esférico ¢ oval; porém,
0s aspectos de citoplasma e da cromatina sio semelhantes aos observados nas células P,
embora ndo tenham sido vistas invaginagdes da membrana nuclear (Figs. 20.B1, 21.B4 ¢
21.B5).

Leucécitos intraepiteliais estio presentes, sendo encontrados adjacentes 2
limina basal (Fig. 20.B2 ¢ 20.B3). Poucas células B sdo observadas nesta sub-regido, com
nicleos estéricos ou piramidais, de cromatina de aspecto semelhante ao das células P ¢

pouquissimas organelas (Fig. 20.B1).

SUB-REGIAO C:

Os nicleos das células P sio visivelmente maiores, ovais, alongados, de
aspecto semelhante aos observados na sub-regido B; porém, com invaginagdes longitudinais
maiores ¢ na maioria das células e hd ainda, pequenas invaginagdes nucleares de orientacoes
variadas (Figs. 22.C1, 22.C2, 24.C7 ¢ 24.C9).

As c€lulas P possuem grande quantidade de Golgi na zona supranuclear ¢ de
ribossomos livres predominantemente na zona infranuclear (Figs. 22.C1, 24.C8, 25.C12).
Possuemn ainda, uma quantidade moderada de mitocndrias, pequenas estrutaras vacuolares
a0 longo da c€lula, REG ¢ actimulos de grinulos semelhantes a glicogénio na zona
infranuclear (Figs. 22.C1, 24.C10, 25.C12).

As células P apresentam também pequenas estruturas vacuolares distribuidas
ao longo do citoplasma, mais concentradas entre a zona infranuclear e a limina basal: estas
estruturas apresentam um contedo finamente granular (Figs. 24.C9, 24.C7, 25.C12).

A borda luminal das células apresenta-se lisa, com diminutas microvilosidades
ou com pequenas protrusdes citoplasmdticas (Fig.23.C5). Associadas 4 borda e/ou is

protusdes observa-se estruturas vesiculares preenchidas por material de densidade

semelhante & do citoplasma das células epiteliais, ou ainda, contendo material menos denso
juntamente com particulas granulares ou simplesmente vesiculas vazias delimitadas por
membranas (Figs. 23.C3, 23.C4).
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As células Apicais, menores que as c€lulas P e situadas no tergo apical do
epit¢lio, apresentam o citoplasma com densidade semelhante as células P; porém, com
menos organelas, possuindo poucas organelas membranosas como Golgi € REG vistas na
zona supranuclear (Figs. 23.C5 ¢ 25.C11); assim como pequenos agrupamentos de material
particulado semelhante ao glicogénio.

Os nicleos destas células, embora menores ¢ de forma variavel entre oval ¢
periforme, assemelham-se aos nicleos das células P na densidade de compactacio da
cromatina, na presenga de um a dois nucléolos ¢ pequenas invaginagdes acompanhando o
eixo longitudinal do nicleo.

Estas células aparentarn ser ciliadas; porém, diferente das células ciliadas dos
ductos eferentes (sub-regiio A), pois apresentarn um dnico cilio por célula (Figs. 23.C3,

23.C4, 23.C5 e 25.C11).

As células B apresentam um formato triangular, citoplasma mais denso que o

das células P ¢ contendo poucas organelas. O seu nicleo ¢ geralmente estérico com
cromatina mais densa que das c¢élulas P ¢ geralmente apresentam uma pequena invaginagio
da membrana nuclear (Fig. 25.C13).

Leucécitos intraepiteliais sio observados proximos ou adjacentes 3 lamina
basal, com seu citoplasma claro, escasso, contendo algumas vezes proviaveis lisossomos
densos. O nicleo € esférico de volume menor que o das células B ¢ a cromatina bastante
eletrondensa (Figs. 23.C6 € 25.C14).

SUB-REGIAO D:

A borda apical apresenta diminutas microvilosidades e algumas células
apresentam um unico cilio (Figs. 26.D1 ¢ 26.D2 com detalhe). As células P apresentam na
sua zona supranuclear, complexo de Golgi ¢ REL e na zona infranuclear, pequena
quantidade de REG e algumas estruturas vacuolares. O nicleo destas células é oval
alongado, com um a dois nucléolos, cromatina levemente condensada e possui invaginagoes
do seu envolucro, acompanhando o seu eixo longitudinal; assim, os aspectos gerais destes
nucleos sdo semelhantes aos observados na sub-regido anterior (Figs. 26.D1 a 26.D3),

Nicleos presenies no terco apical se assemetham aos das células P, contudo

pertencem a c€lulas aparentemente mais curtas cujo citoplasma embora apresente a mesma

densidade citoplasmatica das células P, contem poucas organelas. Estas células

provavelmente 530 células Apicais (Fig. 26.D1).
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As células B estio sobre a lamina basal, com formato ligeiramente esférico ou
oval, possuindo pouco citoplasma com densidade ligeiramente maior que das células P ¢
pouquissimas organelas. O formato do ndcleo acompanha a forma da célula, possui
geralmente um nucl€olo, sua cromatina apresenta densidade semelhante 4 das células P ¢ a
membrana nuclear possui pequenas invaginagdes (Fig. 26.D4).

Leucdcitos intraepiteliais foram encontrados em pequena quantidade e sio

semelhantes aos descritos nas sub-regides anteriores .

SUB-REGIAO E:

A borda apical do epitélio estd mais diferenciada que na sub-regido D, com
estereocilios ¢ pequenas protrusdes citoplasmadticas, sendo que algumas células apresentam
um tnico cilio por entre os estereocilios (Fig. 27.E1).

Um pequeno nimero de estruturas vesiculares sio observadas no tergo apical

das c€lulas P, juntamente com numerosos ¢ desenvolvidos complexos de Golgi ¢ REL (Fig.
27.E2). Seus nicleos, pouco variam em aspecto morfolégico quando comparados aos
nucleos das c€lulas P da sub-regido D, porém, aparentam possuir um nimero menor de
invaginaghes da membrana nuclear. A zona infranuclear de algumas células P apresenta
pequena quantidade de estruturas vacuolares (Fig. 27.E4).

As células B, localizadas adjacentes & ldmina basal sfo geralmente
triangulares ou ovais e de aspectos semelhantes ao descrito nas sub-regides anteriores,
contudo, algumas apresentam pequenos vaciiolos vazios ou contendo material de densidade
similar & do seu citoplasma. Leucécitos intraepiteliais estdo presentes em pouca quantidade

sem aparentes alteragGes no seu aspecto morfoldgico (Figs. 27.E3 e 27.E4).

SUB-REGIAO F:

Diferente do observado na sub-regido E, a borda apical possui em algumas
secgOes estereocilios desenvolvidos €, em outras, uma borda apical relativamente lisa com a
discreta presenca de um tnico cilio em algumas células. O ldmen apresentou pequeno
namero de ndcleos volumosos, ovais ou esféricos, de cromatina frouxa, aparentemente sem

nucléolo ¢ qualquer indicio de contorno citoplasmatico (Figs. 28.F1 a 28.F3).
O tergo apical das células P mostra pouco ndmero de complexos de Golgi ¢

alguns aglomerados de pequenos vaciolos e/ou vesiculas também observados ao longo do
citoplasma, desde a zona infranuclear ¢ em pequenos fragmentos citoplasmdticos na borda
apical, entre o0s estereocilios(Figs. 28.F1 ¢ 28.F5).
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Os nicleos das células P ndo mostram variagdes morfoldgicas quando
comparados as sub-regides D e E. As c€lulas B possuem localizagio semelhante as
observadas nas sub-regiGes anteriores. Seu citoplasma tem densidade similar 4 das células P
¢ seu nucleo € estérico, oval ou triangular. Os leucdcitos intracpiteliais eram pouco
trequentes (Fig. 28.F4).

SUB-REGIAO G:

A borda apical das células P apresenta pequenos estereocilios e/ou protrusdes
citoplasmdticas contendo em geral organelas membranosas, principalmente reticulo
endoplasmitico (Figs. 29.G1 ¢ 29.G3).

As c€lulas P se apresentam menores, porém com a mesma proporgio de
organelas membranosas visiveis principalmente na zona supranuclear. Contudo possuem um

ndmero maior de pequenas estruturas vacuolares ao longo do seu citoplasma

principalmente entre a zona infranuclear e a 1dmina basal (Figs. 29.G2).

Estruturas vacuolares volumosas sdo observadas pouco acima da limina basal
contendo material eletrondenso de tamanhos e formas varidveis ¢, algumas vezes, pequenos
nicleos de cromatina densa de aspectos semelhantes ao observados em linféeitos
intraepiteliais descritos anteriormente (Fig. 29.G2).

Materiais densos sio também observados ao longo do citoplasma, sugerindo
material secretério. O nucleo das células P, embora de volume menor ¢ semelhante ao
observado em outras sub-regides, contendo cromatina frouxa, um {nico nucléolo e
invaginagGes da membrana nuclear (Figs. 29.G2 ¢ 30.G5).

Contudo foi observado em algumas células P, a presenga de estruturas
intracitoplasmaticas volumosas compostas por longos feixes de finos filamentos arranjados
paralelamente num aspecto paracristalino acompanhando o eixo longitudinal do nicleo e
situados geralmente lateral a este. Esta estrutura paracristalina intracitoplasmatica (EPC) foi
observada sempre na forma alongada acompanhando a forma do nicleo mesmo em seccoes
transversais das c€lulas P, sendo ligeiramente mais densa que o citoplasma € a espessura de
cada filamento € menor que a espessura da membrana plasmitica e ndo se¢ apresenta
delimitada por membrana (Figs. 30.G5,30.G6, 31.G10, 31.G12 ¢ 32.G14).

Estes filamentos estio alinhados a uma distdncia regular entre si ¢ cada

filamento parece estar formado por pequenas subunidades espagadas numa periodicidade
menor que a distincia entre os filamentos. Por serem volumosas, estas EPC parecem

relacionadas a organclas membranosas como RE ou a estruturas vesiculares (Fig.32.G13).
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Geralmente estas células P que apresentam EPC também apresentam
estruturas paracristalinas intranucleares (EPN), estas sdo contudo, menos volumosas, nas
formas longas ¢ curvas ou pequenas ¢ hexagonais, com arranjo paracristalino de filamentos
semelhante ao observado no citoplasma ¢ também ndo se apresentam delimitados por
membrana (Figs. 30.G4, 30.G7, 30.G8, 31.G9 ¢ 32.G13).

Células presentes no tergo apical, assemelham-se as células P na  densidade
do citoplasma ¢ da cromatina, possuindo invaginacdes da membrana nuclear € um a dois
nucléolos (Fig. 29.G3).

As clulas B, acompanhando seus nicleos, tém forma triangular ¢ sio pobres
em organelas ¢ seus nicleos apresentam cromatina frouxa de densidade semelhante 4 das
células P, possuindo em média um tanico nucléolo e discretas invaginagdes da membrana
nuclear (Figs. 29.G2 ¢ 32.G15).

Leucdcitos  polimorfonucleares ¢  linfécitos  tipicos sdo  observados

entremeados as c€lulas P, no tergo basal do epitélio (Figs. 29.G2 e 32.G15). Na zona de
transicdo entre o tibulo epididimédrio € o ducto deferente foram observadas, no citoplasma
de algumas células P, estruturas ou organelas alongadas, cilindricas, delimitadas por dupla
membrana e contendo geralmente 2 estruturas filamentares de densidade e espessura
semelhante a uma crista membranosa, tais estruturas lembram mitocondrias com cristas
longitudinais (Figs. 30.G5, 30.G6, 31.G10 ¢ 31.G11).

2.2. Animais de 18 a 36 meses de idade:

SUB-REGIAQ A:

O epitclio apresenta grande quantidade de estercocilios € algumas células
apresentam um Gnico cilio. A borda luminal das células apresenta ainda protrusdes
citoplasmdticas contendo grande quantidade de RE. Os estereocilios possuem intima
associago com pequenas vesiculas delimitadas por uma membrana ¢ encerrando material
tinamente granular (Figs. 33.A1, 33.A2, 33.A4 ¢ 33.A5).

No limen ¢ possivel observar, proximo aos estereocilios, pequenas massas

citoplasmaticas contendo organelas membranosas e pequenos vactolos ¢, ainda, nicleos

esféricos e volumosos de cromatina bastante frouxa e com descolamento da membrana
nuclear externa (Fig. 33.A3).
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As células P possuem grande quantidade de mitocOndrias nas zonas supra e
infranucleares, RE e Golgi na zona supranuclear, associados com estruturas vesiculares
contendo material finamente particulado, aglomerados de grinulos densos, esféricos,
observados nas zonas infra e supranucleares (Figs. 34.A6 a 34.A9 e 35.A12 a 36.A15).

O nacleo das células P se apresentam ovais ¢ com cromatina frouxa, um a
dois nucléolos ¢ poucas ou nenhuma invaginacio da membrana nuclear (Figs. 34.A7, 34.A9,
35.A11).

Observou-se a presenga de linfécitos intraepiteliais bem delimitados em
espagos intercelulares, com citoplasma escasso ¢ claro formande um halo em volta do
nucleo pequeno, geralmente estérico e de cromatina bastante condensada. Alguns linfocitos
apresentam numerosas estruturas semelhantes a lisossomos (Figs. 34.A10, 36.A15 e
36.A16).

As células B sdo arredondadas, com poucas organelas no seu citoplasma de

densidade ligeiramente maior que das células P. O nicleo apresenta-se esférico com
cromatina ligeiramente mais condensada que a do nucleo das células P e com discretas

invaginagdes da membrana nuclear (Fig. 36.A16). Nio foram observadas células apicais.

SUB-REGIAO B:

O epitélio mostra-se composto por células com citoplasma de densidade clara
¢ entremeadas a estas algumas células com citoplasma de densidade escura e, ainda, células
com citoplasma de densidade intermedidria a estas, ¢ outras com citoplasma bastante
vacuolizado ¢ eletron-transparente, sugerindo células em degeneracio (Figs.37.B1 a37.B3 ¢
38.BS5).

As c€lulas epiteliais apresentam estercocilios bastante desenvolvidos e nio
foram encontrados indicios da presenca de cilios. Na borda apical é possivel observar
grandes protusdes citoplasmaticas, fragmentos citoplasmdticos adjacentes aos estercocilios e
com densidade variada, contendo numerosas vesiculas com material finamente particulado ¢
discretas organclas membranosas e algumas mitocOndrias. Nesta drea observou-se também,
células de citoplasma claro, fragmentando-se em direcio ao limen com liberagio de
numerosas ¢ pequenas vesiculas de densidade varidvel e algumas mitocondrias (Figs. 37.B1
a 37.B3).

O terco citoplasmdtico apical das células epiteliais apresenta-se repleto de
pequenas vesiculas contendo material de densidade varidvel, préximo a borda apical,

semelhantes as observadas nas protusGes citoplasmaticas ¢ nos fragmentos citoplasmaticos
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presentes no Himen (Figs. 37.B1 a 37.B3). Logo abaixo desta drea, observa-se grande
quantidade de organelas como complexos de Golgi ¢ Reticulo Endoplasmitico bem
desenvolvidos ¢ algumas células possui numerosas mitocondrias na zona supranuclear (Figs.
37.B4 ¢ 38.B5).

O nicleo das células P apresenta cromatina bastante descondensada, um a
dois nucléolos e discretas ou nenhuma invaginagio da membrana nuclear. Numerosas
mitocOndrias podem ser observadas na zona intranuclear destas células (Figs. 38.B5 a
38.B9).

As c€lulas B sdo geralmente piramidais com nucleo oval de densidade da
cromatina semelhante & das c€lulas P e apresentam com pouca frequéncia uma pequena
invaginagio na membrana nuclear. Linfécitos intraepiteliais foram raramente observados
{(Figs. 38.B7 a 38.B9).

SUB-REGIAO C:

O epitélio se apresenta constituido por células com densidade homogénea nio
tendo sido observadas células mais elétron-densas como na sub-regidio B (Figs. 39.C1 ¢
40.C5)

Os estereocilios sio visivelmente mais longos que na sub-regido B ¢
entremeadas a esies observa-se volumosas protusdes citoplasmdticas semelhantes as
descritas na sub-regido anterior; porém, contendo maior quantidade de reticulo (organelas
membranosas). Observa-se ainda, fragmentos citoplasmaticos contendo grande quantidade
de vesiculas de tamanho variado e geralmente elétron-transparentes ou contendo pequena
quantidade de material particulado (Figs. 39.C1 a 39.C3).

No Iimen, adjacente a borda apical, observam-se pequenas estruturas
vesiculares semelhantes as observadas dentro das protusdes e fragmentos citoplasméticos.
(Figs. 39.C1 e 39.C3). Estruturas vesiculares semelhantes sio também observadas no tergo
citoplasmatico apical, entre a zona supranuclear e a borda citoplasmatica apical das células
Principais (Figs. 39.C1, 39.C3, 39.C4 ¢ 40.C7) .

As c€lulas P possuem aparentemente menor quantidade de Complexo de
Golgi na zona supranuclear do que o observado na sub-regiio B; porém, estes se

apresentam bem desenvolvidos sendo possivel observar as proximidades, estruturas

vesiculares contendo material de densidade semelhante 4 do citoplasma, ou ainda, material
particulado ¢létron-denso (Figs. 39.C1 e 40.C7). Existe uma grande quantidade de células
com numerosas vesiculas no tergo apical enquanto se observa um menor nimero de células
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com muitas mitocOndrias € outras com reticulo endoplasmitico bem desenvolvido, neste
terco (Figs. 39.C3, 40.C5 € 40.C9).

Ao longo do citoplasma da maioria das células P € possivel observar grinulos
clétron-densos contendo estruturas elétron-licidas, cilindricas, sugerindo um arranjo
cristalizado (Figs. 39.C4, 40.C7 a 40.C9).

Grande quantidade de mitocdndrias sdo observadas na zona infranuclear
juntamente com um retiiculo endoplasmdtico bem desenvolvido na maijoria das células P. O
nucleo das células P apresenta cromatina frouxa e alguns apresentam invaginagdes da
membrana nuclear acompanhando o eixo longitudinal do nicleo; um a dois nucléolos sio
observados ao longo do micleo (Fig. 39.C4 ¢ 40.C5).

As c€lulas B possuem morfologia semethante ao observado na sub-regido B,
assim como o0s leucéeitos intraepiteliais observados no tergo basal, préximos 4 ldmina basal

¢ as células B. O mucleo destes apresenta cromatina densamente empacotada ¢ poucas

organelas. Adjacente aos limites destas células, observa-se pequenas dreas elétron-ltcidas,
delimitadas por membranas que provavelmente representam o espago intercelular (Fig
40.C6).

SUB-REGIAO D:

As c€lulas P apresentam densidade citoplasmética uniforme; porém, com rara
frequéncia sdo observadas c€lulas com citoplasma escuro (Fig. 42.D9). A borda apical
aparenta possuir maior niimero de protusdes citoplasméticas em comparagio as sub-regides
anteriores. Estas protusdes apresentam organelas membranosas como  reticulo
endoplasmdtico ¢ um menor nimero de vesiculas elétron-transparentes (Figs. 41.D1 a
41.D3).

Adjacentes a borda apical, entremeadas ou ndo aos estereocilios, observa-se
no lamen um material particulado, restos de membrana e pequenas vesiculas elétron-
transparentes contendo material particulado (Figs. 41.D2 ¢ 41.D3).

Ainda no lamen, observa-se aparentemente um major ndmero de fragmentos
citoplasmaticos entremeados aos espermatozdides ¢ contendo reticulo endoplasmatico,
vesiculas densas e claras. Estas Gltimas mais numerosas e algumas contendo material amorfo

de densidade semelhante a do citoplasma das células epiteliais. Estes fragmentos

citoplasmaticos sdo diferentes dos observados nas sub-regites B e C, sendo mais ricas em

organelas e granulos (Figs. 41.D2 ¢ 41.D4).
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Nucleos observados no terco apical possuem densidade de condensamento da
cromatina semelhante ao observado nas células P ¢ seu citoplasma aparenta ser pobre em
organelas (Fig. 41.D5).

No ter¢o citoplasmdtico apical das células P, observa-se RE desenvolvido,
numerosos complexos de Golgi € algumas células com pequenas vesiculas claras proximas a
borda apical (Fig. 42.D8).

O nucleo das c€lulas P apresentam uma profunda invaginagio da membrana
nuclear acompanhando o eixo longitudinal do nicleo sendo possivel observar ao longo
deste, um a dois nucléolos (Fig.42.D6).

Ao longo do citoplasma das células P observam-se grinulos densos,
diferentes daqueles observados na sub-regido anterior, sendo mais volumosos no tergo basal
onde se¢ apresentam em diferentes fases de compactagio (Figs. 42.D6, 43.D11 € 43.D13).

Um grande nimero de mitocondrias sio observadas no terqo basal associadas

a um reticulo endoplasmatico bem desenvolvido (Figs. 42.D7, 42.D9 e 42.D10). Leucdcitos
intraepiteliais polimorfonucleares sio observados no tergo basal, com poucas organelas e
pequenas vesiculas densas (Figs. 43.D12 e 43.D13).

As céluals B sido esféricas ou triangulares, com escassas organelas e a
densidade do citoplasma e da cromatina ¢ semelhante ao observado nas células P (Fig.
43.D13).

SUB-REGIAO E:

As c€lulas epiteliais possuem densidade semethante ndo havendo a presenga
de c€lulas escuras como nas sub-regides B ¢ D.

A borda apical exibe longas e volumosas protushes citoplasmaticas, onde a
maioria possui um estrangulamento préximo ao complexo juncional. Estas protusdes contém
grande quantidade de lamelas membranosas semelhantes ao reticulo endoplasmitico e um
grande nimero de diminutas vesiculas, preenchidas por material de densidade similar 4 do
cittoplasma das células epiteliais. Estas protusdes sdo semelhantes is observadas na sub-
regido C e diferentes daquelas presentes nas sub-regioes A, B ¢ D (Figs. 44.E1 ¢ 44.E2).

O tergo citoplasmitico apical possui grande quantidade de pequenas
cstruturas vesiculares elétron-lucidas sendo que algumas encerram um material particulado.
Estas estruturas sio observadas em menor nimero, adjacentes aos estereocilios e ao longo

do citoplasma das células P. Também ao longo deste, observam-se grinulos elétron-densos
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similares aos presentes na sub-regiio D, contudo ndo foram observadas aglomeragoes de
granulos volumosos no tergo basal (Figs. 44.E1 a 44.E3).

Estruturas vacuolares volumosas sdo observadas no ter¢o basal contendo
fragmentos citoplasmaticos ou ainda, material particulado ¢ pequenas vesiculas (figs.44.E4 ¢
45.E5).

As c€luals P, de um modo geral, aparentam possuir menor ntmero de
mitocondrias ¢ complexos de Golgi quando comparadas aquelas da sub-regiio D. Todavia,
existe um reticulo endoplasmadtico bastante desenvolvido e aparentemente associado a
grandes estruturas cristaléides que acompanham o contorno nuclear em cortes transversais
de células P, chegando a praticamente envolver toda a circunferéncia deste (Figs. 45.ES a
45.E8).

Estas estruturas cristaldides possuiam um aspecto semelhante ao jd descrito

anteriormente para estruturas similares, presentes no citoplasma das células P da sub-regiio
G do animal de 4 meses de idade (Figs. 45.E5 a 45.E10).

O nicleo das células P aparenta possuir um aspecto morfoldgico semelhante
ao das c€lulas P da sub-regido anterior, contudo possui um volumoso nucléolo ¢ pequenas
estruturas de formato cilindrico ou hexagonal, de densidade semelhante A das estruturas
cristaldides intracitoplasmaticas, sujerindo que estas estruturas intranucleares também sejam
cristaléides (Figs. 44.E3, 45.E5 ¢ 45.E6).

As cflulas B possuem formato triangular bem como seus nicleos. A
membrana nuclear exibe uma longa invaginac¢io semelhante is observadas em células P. Os
demais aspectos sdo semelhantes aos ji descritos nas sub-regides anteriores. Leucécitos
intraepiteliais,  provavelemnte linfdcitos, sio observados no tergo basal, contendo
volumosos grinulos densos juntamente com escassas organelas (Fig. 44,E4).

SUB-REGIAO F:

As células P sdo baixas, possuem grande quantidade de pequenos
estereocillios, Golgi e vesiculas possivelmente provenientes deste, no seu tergo apical (Figs.
46.F1 a 46.F3 ¢ 47.F53).

Observa-se a presenga de células com citoplasma claro, aparentemente

liberando pequenas estruturas vesiculares contendo material finamente granular (Figs. 46.F1

a 46.F3). Existem ainda, células com citoplasma um pouco mais denso também
apresentando tais vesiculas (Fig.46.F1 ¢ 46.F2).
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Entremeadas a estas duas variagbes celulares existe uma "terceira”, cujo
citoplasma se apresenta escuro (bastante eletrondenso) apresentando vesiculas e lamelas de
organelas membranosas. Estas células, bem como as células de citoplasma de densidade
mediana, emitem com frequéncia protusdes citoplasmdticas para o limen.(Figs. 46.F1, 46.F2
¢ 47.F5 a 47.F7).

No limen ¢ possivel observar por entre os espermatozoides, fragmentos
citoplasmdticos cuja densidade se assemelha a das células P (Fig. 46.F4).

No ter¢o basal das células P sdo observados numerosos grinulos densos
sugerindo material secretério, tanto nas células de citoplasma escuro quanto nas demais
cé€lulas P (Figs.47.F6 e 49.F15).

O niicleo das células P é oval, apresenta cromatina frouxa, em média um
nuciéolo € numerosas ¢ longas invaginacGes da membrana nuclear sem obedecerem a um

padrio direcional. Algumas das células P apresentam estruturas paracristalinas

intracitoplasmdticas (EPC) e intranucleares (EPN) semelhantes dquelas descritas no animal
de 4 meses de idade, porém, aparentemente mais desenvolvidas (Figs.47.F5, 47.F7, 47.F8 ¢
48.F9 a 48.F14).

Leucocitos sdo observados no tergo basal, com aspecto semelhante aos j4
descritos anteriormente. As células B variam sua forma entre esféricas, triangulares ¢ ovais,
sendo acompanhandas em sua forma, pelos seus ndcleos. Apresentam pouquissimas
organelas ¢ a densidade de seu citoplasma e da cromatina se assemelha ao observado nas
células P (Figs. 49.F15 ¢ 49.F16).

SUB-REGIAO G:

Na zona do tdbulo epididimério propriamente dito, a borda luminal das
células P apresenta pequenos estereocilios ¢ longas protrusdes citoplasmaticas, ambas as
estruturas pertencentes a células com citoplasma claro ¢ escuro. As protrusdes das células
claras parecem liberar pequenas estruturas vesiculares contendo material finamente granular,
enquanto as protrusdes das células escuras apresentam grande quantidade de organelas
membranosas ¢ grandes estruturas vesiculares (Figs. 50.G1 e 50.G2).

A borda apical das células P da porgio inicial do ducto deferente apresenta
apenas estereocilios, ndo apresentando mais protrusdes citoplasmaticas (Fig 50.G3).

Ambas as regides (tbulo epididimirio e ducto deferente) apresentam no
tergo apical das c€lulas P, grande quantidade de vesiculas provavelmente provenientes do
Golgi. No limen da zona do tibulo epididimédrio, observa-se grande quantidade de
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fragmentos citoplasmaticos, com estruturas membranosas ou vesiculares contendo material
particulado e, ainda, pequenas vesiculas adjacentes aos estereocilios (Figs. 50. G1 a2 50.G4 ¢
51.G7).

As ¢€lulas P possuem grande quantidade de mitocondrias ao longo de seu
citoplasma ¢ menor quantidade de grinulos densos situados préximo a ldmina basal.
Algumas c¢€lulas P de ambas as zonas fubulares possuem estruturas paracristalinas
intranucleares semelhantes as descritas na sub-regido anterior (Figs 51.G5, 51.G8 ¢ 52.G9).

Na zona de transi¢do foram observadas estruturas membranosas cilindricas ¢
delimitadas por dupla membrana, contendo em seu interior duas lamelas dispostas
longitudinalmente, semelhantes as descritas nesta mesma sub-regifio, no animal de 4 meses
(Fig.52.G12).

Proximo & lamina basal, observa-se também, estruturas vacuolares, linfocitos

intracpiteliais ¢ células B (Figs.52.G11, 53.G13 ¢ 53.G14). Estas dltimas sdo semelhantes as

ja descritas anteriormente; além disso, algumas células no tergo basal, provavelmente células
P, apresentam vacuolos contendo membranas e particulas densas semelhantes is vistas
durante a degeneracdo celular (Figs.52.G10, 52.G11, 53.G13).
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DISCUSSAO

1. SUB-REGIAO A:

Esta corresponde praticamente a drea preenchida pelos ductos eferentes no
epididimo de bubalinos jovens e adultos. Entre os animais pré-piberes (4 a 9 meses) ¢ pds-
puberes (18 a 30 meses), observa-se uma diferenciacio do epitélio cilindrico simples em
colunar baixo, composto em ambas as faixas etdrias, por células P ¢ B e linfocitos
intracpiteliais. Estes dados sdo semclhantes is observagdes feitas em bafalos adultos por
SINGH & DHINGRA (1971) e em bifalos entre 1 e 19 meses, por GOYAL & DHINGRA
(1975a, b, ¢).

Como foi observado em Artiodictilos adultos, tais como camelos SINGH&
BHARADWAJ (1980), bovinos (VICENTINI et alii., 1984 ¢ GOYAL, 1985), em suinos
(WYSTUB, 1989a) ¢ em caprinos (GOYAL ez alii., 1992), a ultraestrutura dos DE revelou

a existéncia de duas populagdes de células P, ciliadas e ndo-ciliadas, em bubalinos.

J4 & microscopia de luz, identificamos a diferenca de desenvolvimento da
borda apical. Assim, os animais entre 5 ¢ 9 meses, apresentam um pequeno nimero de
estruturas semelhantes a estereocilios, enquanto nos animais entre 18 ¢ 30 meses estes sio
hastante numerosos;

Semelhante ao observado pelos autores acima, as células ndo-ciliadas sdo
mais numerosas. No bifalo de 4 meses estas células possuem borda tuminal lisa ou com
pequenos microvilos, que sio bastante desenvolvidos ¢ numerosos, semelhantes a
estereocilios, nos bifalos entre 18 ¢ 30 meses, Por outro lado, GOYAL & DHINGRA
(1975a, b, c¢) relataram a auséncia de estereocilios durante todos os estigios de
desenvolvimento de bufalos entre 1 ¢ 19 meses.

E interessante que as c€lulas ciliadas sdo menos frequentes e possuem varios
cilios aos 4 meses, aparentemente um tdnico cilio aos 18 meses e novamente numerosos
nos animais com 30 meses. O f{nico cilio observado no animal de 18 meses pode ser
devido a uma variagdo individual deste animal, além disso, devemos considerar que a
amostragem para um trabalho de microscopia eletronica € pequena. A presenca destas
c€lulas logo nas primeiras fases de amadurecimento sexual de mamiferos de grande porte,

s6 havia sido referida até entdo, por JONTE & HOLSTEIN (1987), em DE de meninos

com 3 meses de idade.
Estas células possuem grande quantidade de mitocOndrias associadas a estes
cilios o que pode significar, segundo ROSS et alii (1993), um fornecimento de energia 2



motilidade destas estruturas, que teriam o papel de movimentar a massa de
espermatozéides.

GOYAL & DHINGRA (19754, b, ¢) demonstraram que em DE de bufalos,
na faixa etdria entre 11 ¢ 19 meses de idade, existem pequenas particulas PAS positivas nas
células epiteliais ¢ que a resposta ao PAS aumentava de intensidade com o avango da idade,
levando-os a concluir que o epitélio destes ductos apresenta atividade secretéria, bem como
fungdo absortiva, devido & presenga de vaciiolos apicais nas células cuboidais ¢ de células P
com citoplasma levemente corado.

Do mesmo modo, nossas observagdes mostram que o epitélio, j4 em animais
entre 5 ¢ Y meses, pode possuir uma pequena atividade secretdria revelada pela presenca de
poucas ¢ pequenas granulagoes PAS positivas. Em bufalos entre 18 ¢ 30 meses estas
estruturas sio abundantes ¢, embora de tamanho varidvel, mais volumosas. Formam
aglomeragdes que acompanham toda a altura do epitélio ¢ aparentam ser liberadas ao

lamen, através de processos de secrecio muito semelhantes aos descritos em DE de
lagartos por MANIMEKALAI & AKBARSHA (1992). Nestes animais existern dois tipos
de grinulos de glicoproteinas, intensamente PAS positivos, que seriam liberados por
processo apocrino onde as células permaneceriam intactas (grinulos pequenos densamente
empacotados) €, por necrose (grandes grinulos armazenados em vactolos de periferia
cromoéfoba e que aumentam o volume da célula).

A ultraestrutura do epitélio dos DE do animal de 4 meses nio indicou a
presenga de grinulos secretdrios densos ou de vesiculas picndticas. Contudo, certas
caracleristicas como a presenga de protrusdes citoplasmdticas, a fragmentacio do
citoplasma juntamente com a liberagio de pequenas vesiculas ¢létron-transparentes para o
lamen, além do aspecto altamente invaginado da membrana nuclear e a presenga de
nucléolos bem desenvolvidos, indicam grande atividade metabdlica destas células, que
poderia ser de secregio, jd nesta idade. Detalhes da ultraestrutura dos DE de espécies
ruminantes em pré-puberdade nio foram encontrados na literatura, para fornecermos uma
possivel confirmagio de dados.

Na faixa etiria de 18 a 36 meses, numerosos grinulos elétron-densos
formando aglomerados no tergo basal e apical da célula epitelial destes ductos. Além desses,
complexo de Golgi ¢ RE bem desenvolvidos associados a vesiculas de diferentes graus de
densidade ¢ numerosas mitocOndras, confirmam os resultados de PAS, sugestivo de
atividade de sintese e secrecdo para esta sub-regido. GOYAL (1985) descreveu a presenca
de c€lulas ndo-ciliadas do tipo IT no DE de bovinos, com grinulos densos PAS positivos e,
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GOYAL et alii. (1992) descreveram células nao-ciliadas dos tipos I, 11 ¢ Il em DE de
caprinos. Relacionaram a presenca e tipos de granulos PAS positivos com atividade
secretoria, descartando a possibilidade destes grinulos serem formados como resultado da
absorgdo de flaido luminal, pois, se assim fosse, nio apresentariam aspecto homogéneo
apds a reacdo com PAS.

Estes autores sugerem ainda que as células P dos DE, estariam envolvidas
com a sintese de esterdides devido, aos seus aspectos ultraestruturais, como a presenca de
gotas de lipidios e reticulo endoplasmaitico liso bem desenvolvido.

Observamos velumosas protusoes contendo apenas grande quantidade de RE
bem desenvolvido na borda citoplasmatica apical e nfio foi flagrada a liberacio dos granulos
densos para ¢ lamen. Apesar disto nido descartamos a hipdtese de que estas estruturas
possam significar atividade secretéria. A presenca de vesiculas elétron-transparentes

aparentemente vazias ¢ outras contendo material finamente granular adjacente 3 borda

apical e entremeadas aos estereocilios, também nos leva a sugerir que exista um outro tipo
de secregao diferente daquela contida nos granulos densos, ou ainda, que durante a
liberacao destes granulos, seu contetido elétron-denso seja facilmente dissolvido no ldmen,
talvez pela propria diferenca de pH.

Esferas e vactiolos intraluminais em DE de bovinos adultos foram citadas por
GOYAL (1985), € embora nio tenha exclarecido suas origens, afirma ndo serem artefatos
de técnica, por ter usado diferentes métodos de fixagio, sempre com os mesmos resultados
¢, por raramente t€-las observado nas demais regides do epididimo. Sugere que estas
estruturas estariam envolvidas em processos de endocitose, exocitoses ou em ambos.
Concordaram com este, GOYAL & WILLIAMS (1988) ¢ WYSTUB et alii (1989a),
quando observaram protusQes apicais semelhantes 4 "bolhas" citoplasmaticas no epitélio de
DE de caprinos e suinos, respectivamente.

Para STOFFEL er alii. (1991), embora nio excluam a atividade secretéria do
epitélio, estas protrusdes seriam artefatos por vérias razdes: 1- a membrana plasmdtica
destas protrusdes apicais estava descontinua; 2- o conteddo ndo possui organelas
preservadas, mas um material amorfo e floculento ¢ 3- s¢ estas "bolhas” foram liberadas
para o limen a absorg¢iio simultinea de cerca de 90% do tluido luminal vindo do testiculo

pode ser questionada..

Nossas observagoes da borda apical destes ductos, em bufalos entre 4 e 36
meses, nos leva a discordar das suposi¢des de STOFELL er alii. (1991), por ndo termos

encontrado os aspectos descritos por eles. Nio se pode descartar o fato de que a maioria
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destes aspectos sugestivos de atividade secretéria, associados & presenca de fragmentos
citoplasmdticos ¢ niicleos sem citoplasma, solios no limen, possa representar também
atividade de renovagio epitelial por fragmentagio e descamacio celular ¢ uma concomitante
reposigio celular. Estes conceito € reforcado pela presenca de figuras mitoticas, em ambas

as faixas etdrias.

2. SUB-REGIAO B:

Contém o segmento inicial do tdbulo epididimdrio em ambas as faixas
ctarias e, embora aparentemente se apresentasse cilindrico simples nos animais de 5 a 6
meses, sua diferenciagio para pseudoestratificado ji estava iniciada aos 4 meses de idade ¢
completa aos 9 meses. Nossos dados diferem de GOYAL & DHINGRA (19754, b, ¢), que
observaram em bufalos um epitélio ligeiramente pseudoestratificado entre 7 ¢ 8 meses € a
diferenciagio para pscudoestratificado s teria se completado entre 13 € 19 meses.

PAL & BHARADWAJ (1986) analisando o desenvolvimento pds-patal do
epitélio da cabeca do epididimo de bufalos observaram que o epitélio, em recém-nascidos,
possuia fraca reacdo PAS positiva,assim como, animais pré-puberes. Os animais puberes
apresentaram pequenos grinulos PAS positivos. Nos animais pos-puberes, estes granulos
PAS positivos mostram uma reagio moderada , no citoplasma supra ¢ infranuclear.

Nossos dados da microscopia de luz, diferem destes autores com relagio aos
pré-piberes, pois demonstramos, entre 5 ¢ 9 meses, atividade de liberacio de células,
consideradas como células A, para o limen ¢ esta atividade se torna maior entre 18 ¢ 30
meses. PAL & BHARADWAJ (1986) ndo observaram nada semelhante em bufalos, mas
estas células sd3o evidenciadas pela reacdo de PAS, em ambas as faixas etdrias e, embora
estejam mais frequentes na regiao da cabega, a microscopia eletrOnica, o animal de 4 meses,
possuia um epitélio aparentemente pouco ativo neste aspecto, ndo tendo sido observada a
extrusio de células para o limen, apesar da presenca de ntcleos no tergo apical € pequenas
protusdes citoplasmaticas.

Isto pode ser devido 4 idade do animal podendo esta atividade ter inicio apos
os 4 meses de idade, pois entre 18 ¢ 36 meses, a ultraestrutura mostrou grandes protusées
apicais ¢ uma considerdvel atividade de liberagio de fragmentos citoplasmaticos. para o
limen, que poderiam ser provenicntes das células A, embora ndo tenhamos observado

nacleos celulares sendo extruidos para o limen, ou relacionadas a estas estruturas.
SINGH & DHINGRA (1971) ¢ GOYAL & DHINGRA (19753, b, ¢) nio
reportaram a presenca de c€lulas A no epité€lio epididimério de bifalos. Nossos dados estio
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de acordo com ABDOU ez alii.(1985) e BILASPURI (1991), no concernente & frequéneia
destas c€lulas ao longo das regides do epididimo de bufalos, onde células A seriam mais
numerosas na regiao da cabega, diminuindo sua frequéncia em direcio a cauda. Porém, vale
ressaltar que as observagdes destes autores se referiam apenas a bifalos adultos ¢ nossos
dados para animais entre 5 € 30 meses sdo similares .

ObservagOes semelhantes 4s nossas, ainda com relagdo a frequéncia deste
tipo celular, foram feitas por WYSTUB er alii. (1989b) em suinos adultos e, por
PALACIOS er alii. (1991) em homens adultos, mas 4 excessdo destes Gltimos, todos os
demais autores supracitados ndo relacionaram quaisquer fungdes a estas células A. Para
PALACIOS er alii. (1991) as células A, ricas em mitocdndrias, poderiam ser descritas
como "Holdcerinas", apenas pelo tato de que estas sdo liberadas para o ldmen; porém, nio
estariam envolvidas na secregio de glicoproteinas, mas na acidificagio do meio intraluminal.

A liberagio destas células A para o limen, pode significar fases do ciclo

secretorio de células holéerinas se considerarmos a evidenciagio de estreitas células PAS
positivas entre as células P e a propria reagio PAS positiva destas células A, em ambas as
faixas etarias.

Contudo € interessante ressaltar que esta provavel atividade secretéria tem
inicio ainda na pré-puberdade e provavelmente nido dependeria apenas da influéncia
hormonal nesta fase, mas se intensificaria a partir da puberdade devido a agio de hormdnios
€ até mesmo com o advento da chegada dos espermatozdides.

Esta atividade secretoria pode levar a um alto indice de renovagido cpitelial,
visto que esta € a sub-regiio onde mais se observam figuras mitéticas, preferencialmente na
faixa etdria de 5 a 9 meses, visto que sio raras as mitoses observadas nos animais pds-
puberes.

As c€lulas P do animal de 4 meses possuem complexos de Golgi na zona
supranuclear, longas invaginagdes da membrana nuclear, nucléolos bem evidentes ¢
pequenas granulagoes semelhantes a um acimulo de glicogénio no terco basal, como
indicios de atividade de sintese, inclusive de glicogénio ¢ seu armazenamento. Outrossim, a
presenga de estruturas vacuolares elétron-transparentes ao longo destas células, sendo mais
volumosas no tergo basal do epitélio, sugere uma atividade de absorcio de fluido luminal.

As cflulas P desta sub-regifo, em animais em pos-puberdade, mostram
participagiio aparentemente muito maior em processos de secrecdo, do que em processos
absortivos. Devido a localizagio do nicleo no ter¢o basal (embora nio esteja altamente

invaginado nem apresentando nucléolos evidentes) e, ainda, pela grande quantidade de
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complexos de Golgi no terco apical e de mitoctndrias associadas a RE bem desenvolvido na
zona infranuclear. GOYAL & DHINGRA (1975a, b, ¢) observaram em bdfalos, que os
nticleos das células P ocuparn quase toda a altura do epitélio pra animais entre 1 ¢ 4 meses.
Com o avango da idade, os nicleos ficam mais proximos a ldmina basal. JA nos bufalos entre
7 € 8 anos, BILASPURI, (1991) observou que a localizagio dos ndcleos varia entre as sub-
regides ¢ podem se localizar, na regido da cabega, no tergo inferior do epitélio, proximo &
lamina basal ¢ ainda ligeiramente abaixo da metade do epitélio ou no ter¢o médio. Assim,
pelas nossas observagdes, esta localizagio nuclear pode estar relacionada a grande
quantidade de organelas desenvolvidadas na zona supranuclear que estariam associadas 2
fungdo secretdria, deste modo, isto levaria & localizagio destes niicleos no tergo basal do
epitélio.

Apesar de nio serem observados granulos densos ao longo desta sub-regido,

a atividade secretoria seria representada pelo material particulado, observado dentro de

pequenas ¢ numerosas vesiculas, presentes nas protusdes citoplasmdticas ¢ na zona
citoplasmdtica logo abaixo da borda apical. Microvesiculas extracitoplasmaéticas localizadas
entre os estereocilios ou no ltmen do epididimo de gatos adultos, foram relacionadas por
MORALES & CAVICCHIA (1991) a um processo de secregiio merderina tipico, enquanto
protrusdes ¢ esferas citoplasmaticas seriam um processo de secre¢io apdcrina; porém, no
epitélio epididimaério de gatos ndo existem diferengas regionais ultraestruturais considerando
este o tipo de secre¢io apderina. O que ocorreria, segundo estes autores, seria uma
flutuagio do processo secretdrio ao longo do drgéo.

A presenga de provaveis "grinulos" intraluminais pequenos e com
intensidade de reagio ao PAS variando de fevemente a intensamente positivos, entre 5 € 9
meses, podem ser origindrios da sub-regido A e/ou serem fragmentos citoplasmdticos desta
mesma sub-regido B, pois também sio observados adjacentes a borda apical. Enquanto as
pequenas "granulagGes” levemente PAS positivas, observadas na borda apical do epitélio
nos animais entre 18 e 30 meses, podem ser as vesiculas elétron-licidas contendo material
particulado observadas & microscopia eletronica.

PAL & BHARADWAJ (1986) analisando o desenvolvimento pos-natal do
epit€lio da cabega do epididimo de bifalos, nido relataram a presenca destes grinulos
intraluminais, enquanto SHARMA et alii. (1986), relataram a presenga de
mucopolissacarideos neutros € glicogénio na forma de grandes glébulos PAS positivos

aderidos & borda dos estereocilios, em epididimo de caprinos.

3. SUB-REGIAO C:
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Nesta, o epitélio epididimario ja se apresenta pseudoestratificado aos 4 meses
de idade. Células A, P ¢ B estio presentes em ambas as faixas etdrias.

As células A, embora semelhantes as observadas na sub-regido B, sio menos
numerosas em ambas as faixas etdrias ¢ ndo sdo evidenciadas pela reacio com PAS. De
modo geral, quase nao toram observadas diferengas significativas entre células P ¢ A, visto
que ambas apresentaram densidade citoplasmdtica e nidcleos semelhantes, incluindo a
presenga de longas invaginagOes da membrana nuclear. Porém, algumas destas células A
aparentam possuir um unico cilio, fato observado no animal de 4 meses ¢ esta estrutura,
apesar de unitaria, poderia ter funcio semelhante as células ciliadas dos ductos eferentes
presentes na sub-regido A, relacionada ao movimento do contetdo luminal.

JONTE & HOLSTEIN (1987) relataram a presenca de um unico estereocilio
em cclulas ao longo do epididimo de meninos de 3 meses de idade, contudo ndo sabemos se

estes se referiam a uma estrutura ciliar, por estarem usando um critério de denominagdo

diferente e, ainda assim, ndo comentaram qualquer func¢ao para esta estrutura.

Deste modo € pouco provavel que as células A observadas nesta sub-regido
tenham um papel semelhante aquelas da sub-regido B, no que se refere a uma possivel
tfungdo secretdria, podendo ser células P em descamagdo por estarem em senescéncia. O
pequeno namero de mitoses observadas no tergo apical pode também estar relacionado a
reposicio destas células. O qué entdo estaria de acordo com a hipotese de SHARMA et alii.
(1986), onde as células A, em caprinos, seriam células P sendo eliminadas do epitélio por
terem atingido o seu tempo de vida.

As células P, embora apresentern um aspecto semelhante aquelas das sub-
regides anteriores, revelam-se & microscopia de luz, aparentemente sem atividade secretéria
nos animais entre 5 ¢ 9 meses ¢, em animais entre 18 ¢ 30 meses, preenchidas por grinulos
PAS positivos bem menores do que aqueles observados nos ductos eferentes. RASTOGI er
alii. (1982) mostraram que grinulos PAS positivos nas células P estariam em concentragio
maxima no segmento médio da regido da cabega do epidiimo de bifalos durante seu
amadurecimento sexual.

Contudo a ultraestrutura do epitélio do animal de 4 meses mostra que existe
uma pequeno acumulo de glicogénio, armazenado no terco basal da célula. Nos animais
pds-piberes, os granulos PAS positivos aparentam ter uma composigio especifica e
diferente dos grinulos dos ductos eferentes, pela presenga marcante, dentro destes grinulos,
de estruturas de arranjo cristalino elétron-transparentes, que ainda nio tinham sido citadas

na literatura.
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LOPEZ et alii. (1989) observaram grinulos PAS positivos no epididimo de
equinos adultos e, juntamente com demais aspectos das células P da regido da cabega, como
intensa reagio PAS positiva de suas zonas supra- € infranucleares, abundincia de complexo
de Golgi, um desenvolvido RE rugoso ¢ grande nimero de mitocdndrias ¢ agrupamentos de
numerosos grinulos elétron-densos, sugeriram a produgio de produtos secretérios acidos €
glicoproteinas.

NICANDER (1979), estudando a ultraestrutura de células P da regido da
cabega do epididimo de carneiros, observou que numerosos filamentos finos,dentro de
estereocilios, seriam semelhantes a filamentos de actina e poderiam estar envolvidos num
mecanismo de motilidade. Estes estereocilios teriam ainda a fungio de aumentar
consideravelmente a pequena drea da superficie apical das células P, pois também estariam
associados aos processos pinociticos.

Concordando com este autor, em relagdo a esta segunda funcdo dos

estereocilios, nos bufalos pos-puberes, a presenga de longos estereocilios nesta sub-regido
poderia significar entdo uma grande atividade absortiva. Esta hipotese seria reforgada pela
presenga de numerosas estruturas vesiculares elétron-transparentes do tergo citoplasmatico
apical, adjacente a borda luminal. Porém, as demais caracteristicas como: RE ¢ complexo de
Golgi desenvolvidos, numerosas mitocOndrias, grandes protusdes citoplasmaticas contendo
RE, fragmentos citoplasmaticos contendo numerosas vesiculas com conteddo particulado e
vesiculas semelhantes a estas presentes no ldmen préximo 3 borda apical sugerem grande
atividade secretéria (paralela 3 absortiva) por mecanismos semelhantes aos da sub-regido B.
Isto seria semelhante ao observado no epididimo de coelhos € suinos adultos
onde, segundo NICANDER & MALMOQVIST (1977) que descreveram aspectos como:
abundante reticulo endoplasmdtico rugoso, formagao de pequenos vacuolos no complexo
de Golgi com contetido opaco e, ainda, indicios de esvaziamento de contetdo para o lamen
do tdbulo, os levaram a sugerir que existe uma atividade de secrecio merdcrina de um
material particularmente proteindceo. Indicios de secrecdo merdcrina, ou secregio
microvesicular, também foram encontradas em carneiros, por NICANDER (1979).
Protusdes citoplasmdticas apicais ¢ estruturas semelhantes a "bolhas”
citoplasmadticas, as quais tém sido consideradas representativas do fendmeno de secregdo
apocrina, por MORALES & CAVICCHIA (1991), foram raramente observadas por este
altimo autor, na regifio da cabega do epididimo de carneiros, principalmente apés fixacao
por "freeze-drying" ou por perfusio vascular, o que levou NICANDER (1979) a supor que
poderiam ser artefatos. Para KUMAR et alii (1981), a presenga de bolhas secretorias ¢ a
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presenca de certos conteudos luminais semelhantes aos presentes nestas, sugeriu a eles
atividade de secregiio apderina em células P de suinos adultos.

GOYAL (1985) observou que as células P de todas as sub-regides do
epididimo de bovinos sexualmente maduros entre 2 ¢ 3 anos, possuem aspecto
ultraestrutural caracteristico de atividade absortiva. Porém, a predominfincia de grandes
vactolos com conteddo floculento ¢ corpos multivesiculares nas células P do corpo e da
cauda sugere que nestas regioes, estas c€lulas podem estar envolvidas preferencialmente no
transporte ¢ digestao de material particulado (proteinas e carboidratos) do ldmen.

NICANDER (1979) sugeriu ainda, que o actmulo de mitocéndrias no terco
basal destas c€lulas P, ao Jongo da regido da cabega, serviria como um grande suprimento
de energia necessirio para os processos de transporte entre estas células € o tecido
conjuntivo; apesar de ndo terem sido observados, por ele, extensivos "dobramentos” da

membrana plasmédtica adjacente a limina basal, como presente nos tGbulos renais. Esta

atividade filtradora atribuida ao epididimo nos perece pouco provavel por ndo existirem as
estruturas, nem a circulagcdo sanguinea semelhante a renal; talvez este autor esteja levando
em consider¢ao, a origem embriondria do epididimo.

Embora algumas células A e P, nos bifalos pré e pds-piberes, tenham
apresentado a microscopia de luz longas inclusdes intranucleares filiformes e extremamente
basofilicas, nao foram observadas quaisquer estruturas sugestivas de inclusdes
intranucleares 4 microscopia eletronica, onde nos parece mais vidvel a possibilidade de que
¢stas inclusodes observadas em cortes histoldgicos sejam artefatos da técnica de coloragio
com Hematoxilina & Eosina. Deste modo, seriam provavelmente depdsitos de Hematoxilina
nas longas invaginacdes da membrana nuclear, associados & heterocromatina que margeia
estas invaginagdes, observadas em cortes ultrafinos. Estas estruturas ndo foram

mencionadas por outros autores, seja em buifalos ou em outros ruminantes.

4. SUB-REGIOES D e E:

As sub-regidGes 1) ¢ E, em ambas as faixas etdrias, ndo apresentaram
quaisquer diferenca morfolégica significativa entre si, quando analisadas 3 microscopia de
luz. Ambas as sub-regides sio compostas por células A, P ¢ B. No entanto, existe um
menor numero de células A e, entre 5 ¢ 9 meses, de figuras mitdticas no tergo apical,
comparando-se as sub-regides iniciais do tibulo epididimério (sub-regides B e C).

Ainda em comparagdo com estas sub-regides da cabega, o niimero de células

B parece se tornar maior durante o amadurecimento destes animais. Nos animais entre 18 ¢
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30 meses, torna-se evidente a presenca de estruturas vacuolares no tergo basal, nestas sub-
regides D e E.

Sem diferenciar sub-regides, e apenas através da microscopia de luz, PAL &
BHARADWAJ (1989) haviam observado evidéncias de atividade secretédria no epitélio da
regifo do corpo do epididimo de bifalos, onde as células P, em pré-piberes, possuiam
vesiculas secretdrias, citoplasma supranuclear granular ¢ eosinofilico e zona infranuclear
altamente vacuolizada, enquanto os animais puberes apresentavam atividade secretdria
visivel, onde as células epiteliais mostravam diferentes caracteristicas de coloragdo durante
as varias fases de secrecdo, Também em bifalos, RASTOGI et alii. (1982) haviam mostrado
a presenga de grinulos PAS positivos nas células P ao longo do corpo.

Em nosso estudo, a reagdo com PAS sugere uma discreta presenca de

aglceares neutros ¢/ou glicoproteinas, sem diferengas entre estas sub-regides do corpo,

principalmente entre os animais pos-puberes, onde se observam alguns grinulos positivos

ao longo do epitélio; sem evidenciacio de células especificas. Julgando-se estes aspectos,
parece que as sub-regides D ¢ E, apresentam, em ambas as faixas etirias, pouca atividade
celular em relacdo A sintese e secre¢do ¢, ainda, absorcio, durante o desenvolvimento sexual
destes bubalinos. No entanto, aspectos ultraestruturais refutam estas hipGteses, mostrando
diferencas marcantes entre as sub-regices D ¢ E, §d no animal de 4 meses de idade.

As sub-regites D ¢ E, semelhante a sub-regido C, apresentam células com
um unico cilio, todavia, a sub-regido D possui borda apical relativamente lisa, sem
protustes, apenas diminutos microvilos. Enquanto a sub-regiao E, possui uma borda apical
bastante diferenciada, com esterecilios relativamente longos, também em células com cilio.
A sub-regido E deste animal possui também, numerosos complexos de Golgi em
comparagdo a sub-regido D; mas praticamente nenhum indicio da presenga de material de
secregio foi observado nestas sub-regides, principalmente na sub-regifio E.

Provavelmente neste animal de 4 meses, a sub-regiio E se encontra num
estdgio de diferenciagio mais adiantado que a sub-regido D, de acordo com a hipdtese de
um processo de diferenciagio ascendente do epitélio epididimario, como observado em
bovinos por ABDEL-RAOUF (1960) ¢ ABDOU et alii. (1985) e em carneiros, por
NILNOPHAKOON (1978).

A presenga de uma estrutura ciliar, nas sub-regides deste animal de 4 meses,

pode estar relacionada com a movimentagdo do contetido luminal ¢, possivelmente, com o

amadurecimento do animal € desenvolvimento das camadas musculares responsaveis pelo
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movimento peristdltico do tdbulo, estes cilios percam sua fungio e sejam eliminados do
epitélio, numa fase posterior do processo de diferenciagio.

Outrossim, nos animais pos-piberes, diferengas mais evidentes sio
encontradas entre as sub-regiGes D ¢ E e entre estas ¢ as sub-regides iniciais do tdbulo
epididimario (B e C). Ambas as sub-regides D ¢ E possuem atividades secrctdrias e
absortivas. A sub-regiao D possui numerosas mitocondrias associadas a RE bem
desenvolvido, assim como grande quantidade de complexo de Golgi; sio aspectos
semelhantes a sub-regido C. Porém, aglomerados de grinulos de densidade e volume
diferentes no tergo basal, ¢ grinulos elétron-densos ao longo das células P, sugerem uma
diferenga de produto secretdrio entre estas dltimas sub-regites.

Novamente estes grinulos nao sio observados sendo extruidos para o limen,
mas pequenas vesiculas contendo material particulado entremeadas aos estereocilios sio

observados juntamente com protusdes € fragmentos citoplasméticos. Do nosso ponto de

vista, sdo tipicos desta sub-regido D e provavelmente representam o modo de secregio
destes granulos, como sugerido por NICANDER (1979), apesar de ainda nio estar clara
para nos, a sequéncia de acontecimentos deste mecanismo.

A sub-regiio E possui grandes protusdes citoplasmdticas apicais
entremeadas aos estereocilios, assemelhando-se aquelas observadas na sub-regidio C,
contudo, parece conter grande quantidade de RE com estrutura lamelar ¢/ou tubular.
Somados a estas estruturas, a presenga de grinulos densos semelhantes aos da sub-regifo
D, também sugerem atividade secretdria para esta sub-regido. MARENGO & AMANN
(1990), ao observarem o aspecto ultraestrutural das c€lulas P, ao longo do epididimo de
carneiros adultos, relataram um RE tibulo-lamelar na porgio proximal do corpo do
epididimo, enquanto seria tibulo-cisternal no restante do corpo. Sugeriram que o segundo
arranjo estaria envolvide no transporte de dgua ¢ sédio (Na+) .

As estruturas vesiculares elétron-transparentes, de pequeno volume,
encontradas na zona citoplasmadtica abaixo da borda apical ¢ na zona de estreitamento
destas protusdes, podem estar também associadas ndo sé a processos secretdrios, como
também aos absortivos.

As volumosas estruturas vacuolares observadas no tergo basal do epitélio,

em microscopia de luz, possuem grande nimero de diminutas particulas ¢, a julgar pela

suntuosidade de seu volume dentro do epitélio, nos parece resultar mais da absor¢io de

grande quantidade de substincias do limen, do que serem originadas pela "aglomeragio”
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de material secretorio que possivelmente fosse extraido durante o processamento
histologico, levando ao aspecto observado de vaclolos vazios ou cistos.

Estruturas vacuolares semelhantes as observadas por nés ja foram descritas
em camelos, TINGARI & MONIEM (1979), onde observaram numerosos vaciolos
citoplasmaticos e "grandes espacos” circundados por membrana observados na parede do
tabulo, na porgao distal do corpo. Propuseram entio, que estas estruturas conteriam
material reabsorvido do limen devido ao excesso de fliidos e material "estranho”, o qual
deixa os testiculos juntamente com os espermatozdides. "Glindulas vesiculares
intraepiteliais” foram descritas nas sub-regides do corpo epididimario, por SINGH &
BHARADWAJ (1980), também em camelos, como estruturas que acumulam massa
secretoria, PAS positivas. Semelhantes estruturas foram também descritas
por DICHEVA & DANEV (1985), que observaram a presenga de "cistos glandulares”, os
quais aparecem na cauda do epididimo de bafalos jd aos 3 meses ¢ PAL & BHARADWAJ

(1986) observaram "cistos intraepiteliais” no epitélio da cabega do epididimo de bufalos pré-
piberes, mas nio indicaram qualquer fungio para estas estruturas.

Segundo VANDRELY & DADOUNE (1988), as cavidades intraepiteliais
observadas no corpo do epididimo de homens entre 19 ¢ 60 anos, teriam funcio relacionada
com suas atividades. Sao estes: 0 aumento na troca de substincias metabdlicas com o fluido
testicular através de um aumento na superficie exposta ao limen do tiibulo; a formagio de
sitios para renovagao de células epiteliais e/ou o colapso do lumen epididimario devido a
diminuicdo do nmero de espermatozdides.

Qutra caracteristica desta sub-regido E que foi somente observada em
microscopia ¢letrOnica, € a intrigante presenga de estruturas paracristalinas, cilindricas e
consideravelmente volumosas, localizadas no citoplasma de algumas células P desta sub-
regifo E. Menos volumosas porém, ndo menos surpreendentes, sio as estruturas
paracristalinas observadas dentro do nicleo destes tipos celulares, com formato cilindrico
ou hexagonal.

Ambos aparentam possuir o mesmo tipo composi¢io quimica, visto que
possuem praticamente o mesmo arranjo em feixes de filamentos, emparelhados com
distincia periddica entre si. Estes filamentos ora sio contfnuos ora sdo formados por

diminutas sub-unidades sequenciadas num intervalo precisamente regular. Considerando-se

estas caracteristicas morfolégicas nos parece proviavel uma constitui¢io proteica, visto que
as estruturas paracristalinas citoplasmaticas (EPC) também sdo vistas associados a lamelas

membranosas, semelhante a reticulo endoplasmatico.
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GOURANTON et alii (1979) ao descreverem inclusdes cristaléides
intranucleares e intracitoplasmaticas de células P, do epitélio da cauda do epididimo de cies
relataram que as inclusbes citoplasmadticas sdo mais numerosas que as intranucleares ¢
ambas apresentam estrutura similar, consistindo de camadas sobrepostas de filamentos
paralelos, onde estas camadas formam um 4ngulo de 90° entre si. Assim, estes filamentos
nio seriam formados por sub-unidades, mas os diminutos pontos elétron densos observados
seriam cortes transversais das camadas de filamentos perpendiculares. Estes autores,através
de técnicas de digestdo enzimdtica com pronase sugeriram que estas inclusdes sio
compostas por proteinas, ndo sendo possivel entretanto, especificar que tipo de proteinas
seria.

Inclusoes alongadas de natureza possivelmente cristalina foram encontradas

no citoplasma de c€lulas P, por VICENTINI er alii (1985), na cauda do epididimo de gatos
adultos, mas nao foram feitas descrigbes mais detalhadas. LANDIM ¢ ALVARENGA

(1988) também relatou a presenga de inclusdes cristaldides nos ndcleos e citoplasma de
células P do epididimo de bifalos, com 3 anos de idade, que apresentaram aspectos
semelhantes as EP descritas por nds, sendo positivas em reacbes de PAS ¢ Azul de
Bromofenol, sugerindo serem compostas por proteinas Acidas. Ambas as estruturas,
intranucleares ¢ citoplasmadticas, estariam ainda, associadas a microfilamentos, sugerindo
este autor, que estes microfilamentos originariam tais incluses € que estas teriam um papel
de sustentagao tanto no nicleo como no citoplasma.

Porém, este autor afirmou que estas EP estdo presentes na regifo da cabega
do epididimo, 0 que para nds parece ser invidvel e, provavelmente, um erro de identificagao
de regifo, por termos feito detalhadas andlises ao longo de todo o 6rgdo e por nossos dados
terem sido obtidos em animais desde 4 meses até 3 anos de idade (provenientes de
localidades distintas), onde constatamos a existéncia destas estruturas, ji aos 4 meses de
idade, na sub-regido final do corpo e nas sub-regides da cauda., Por outro lado, nio
observamos relagio destas estruturas com elementos do citoesqueleto.

LOPEZ et alii. (1989) observaram estruturas cristalinas, apenas no nucleo
das células P da cauda do epididimo e ductos deferentes de equinos adultos, formadas por
uma periodicidade de linhas paralelas elétron-densas separadas por uma zona clara. Estes

autores concordam com a teoria de HAMILTON er alii. (1966), por eles citados, de que

materiais cristalinos citoplasmaticos sio lipoproteinas armazenadas para serem utilizadas
durante periodos de demanda destas substincias durante a maturagio dos espermatozdides

armazenados nesta regiao.
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Embora ndo acreditamos que sejam lipoproteinas, concordamos que sejam
proteinas cristalizadas, tanto no citoplasma quanto no nicleo. Esta poderia ser uma forma
de armazenamento de alguma(s) substincia(s) presentes no grande volume de liquido
absorvido do ldmen e armazenadas nas estruturas vacuolares observadas nas sub-regides D
¢ E, onde esta absorcio causaria a maior condensacio da grande massa de
espermaiozoides, observada a partir da porgio final desta sub-regido E. Estas EP poderiam,
ainda, ser substratos ou enzimas que serviriam como reserva para a atividade celular.

As EPC por serem observadas acompanhando o formato nuclear em cortes
transversais, praticamente contornando-o como um "anel” e, ainda, em cortes longitudinais,
acompanhando todo comprimento nuclear nos leva a pensar que estas estruturas poderiam
estar envolvendo ou cobrindo todo o volume do nidcleo, mas sem uma funcgio de
sustentagdo, como sugerido por LANDIM ¢ ALVARENGA (1988).

Quanto as EP intranucleares, acreditamos que realmente possuam dois

formatos diferentes, cilindricas ¢ hexagonais; ndo nos parece provivel que a primeira seja
precursora da segunda, nem que tenham origens diferentes, mas certamente estio

relacionadas com as EPC,

5. SUB-REGIAO F:

Em ambas as faixas etarias, a sub-regido F pouco difere das sub-regides do
corpo, incluindo as respostas ao PAS, a excessio dos aspectos morfométricos do tibulo
observados j4 em microscopia de luz. RASTOGI er alii. (1982), também em bifalos,
mostraram a presenga de grinulos PAS positivos na regiao apical do epitélio no segmento
inicial da cauda.

Grinulos PAS positivos foram relatados nas células P no trecho entre a
cabega ¢ a transicio entre o corpo e a cauda do epididimo de zebuinos adultos por ORSI et
alii.(1984) ¢ por WYSTUB et alii.(1989b), em suinos, onde estes dltimos autores
observaram grinulos intracitoplasmaticos e sinais de secreciio apderina préximo ao limen.
Contudo, em nossas observagdes & microscopia de luz, as evidéncias de atividade secretéria
nesta sub-regido inicial da cauda do epididimo de bifalos estavam muito discretas.

A ultraestrutura desta sub-regifo no bufalos de 4 meses ji demonstra

caracteristicas proprias, onde existem segmentos tubulares em que ndo hi uma

diferenciagdo da borda apical, a qual estd praticamente lisa, apresentando esporadicamente

uma tnica estrutura ciliar caracteristica.
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Em contraste, em outros segmentos se observa uma borda bastante
diferenciada em comparagdo & sub-regido E. A observagio de nicleos dentro do espago
luminal pode significar que estes tenham vindo de outra sub-regido, como por exemplo da
regido da cabega, onde as evidéncias de uma possivel descamagao celular sdo maiores.

O epitélio em si, aparenta estar em discreta atividade absortiva visto que
associadas a zona citoplasmatica logo abaixo da borda apical estdo numerosas vesiculas
elétron-transparentes. Qutrossim, a nio ser por um nucléolo evidente, as demais organelas
ndo refletem qualquer outra atividade significativa no epitélio.

Os bifalos entre 18 ¢ 30, possuem uma marcante atividade secretdria em seu
epitélio desta sub-regido, pois apesar de nio se ter observado um RE bem desenvolvido, sdo
observadas protusOes citoplasmdticas, um nidmero aparentemente maior de células liberando
pequenas vesiculas elétron-transparentes com material finamente particulado, numerosos

complexos de Golgi ¢ a presenga de granulos densos diferentes dos observados nas sub-

regides anteriores em formato ¢ densidade. Estes fatos nos levam a crer que esta sub-regiao
ndo estd envolvida apenas no armazenamento de espermatozdides. Visto que existem
poucos dados sobre a ultracstrutura das sub-regides da cauda do epididimo de ruminantes,
torna-se dificil para nés fazermos comparagoes.

Inclusbes nucleares basofilicas foram observadas em células B de animais
pré-puberes, enquanto os animais pos-pliberes nio mostraram tais inclusdes. Embora nio se
tenham observado na ultraestrutura das células B, longas invaginactées da membrana
nuclear, acreditamos que estas estruturas (vistas em cortes de parafina) sejam um artefato,
pois os animais pés-puberes niio as apresentaram a microscopia de luz ¢, no entanto, tal
como observado na ultraestrutura da sub-regido E, EPC ¢ EPN estio também presentes em
c€lulas P desta sub-regido I' e aparentemente numa frequéncia bem maior.

Além disso, o mucleo destas células se mostra bem mais invaginado que na
sub-regido anterior. Estas estruturas sio extremamente semelhantes aquelas da sub-regido E
¢, por vezes, foram observadas nas estruturas paracristalinas intranucleares cilindricas ¢
hexagonais, regides desorganizadas, que podem sugerir uma drea de descompactacio ou de
compactacio.

Suas composigdes ¢ fungdes provavelmente s3o as mesmas ¢ por serem

aparentemente mais numerosas ¢ volumosas nos leva a acreditar ainda mais na relagio com

a compactagio dos espermatozdides, os quais sdo ainda mais numerosos no limen das sub-
regides da cauda ¢ também com a presenca de grandes estruturas vacuolares no tergo basal

do epitélio, que ja & microscopia de luz nos parecem estar, aqui, em maior ndmero que nas
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sub-regides do corpe. No concernente a frequéncia destas estruturas  vacuolares,
DICHEVA & DANEV (1985) haviam feito observacdes semelhantes em bufalos, assim
como TINGARI & MONIEM (1979), em camelos. Ao contririo, estas estruturas
vacuolares ndo foram observadas na cauda do epididimo dos bufalos analisados por
ABDOU et alii. (1985) e estavam em pequena quantidade na regifio da cauda do epididimo
de bufalos estudados por BILASPURI (1991).

6. SUB-REGIAO G:

Dados gerais da microscopia de luz revelaram que a sub-regido G se
apresenta bastante ativa ¢ diferenciada entre 5 ¢ 9 meses, visto que em cortes corados em
H&E € possivel notar uma faixa citoplasmatica apical bastante cosinofilica, a aparente
liberagdo de material amorfo (presente em algumas células) para o ldmen, assim como a

presenga de estruturas vesiculares eosinofilicas no lamen.

Estes mesmos aspectos sdo ressaltados por uma reacio positiva ao PAS e
todos estes, sem excessio, s30 novamente observados entre 18 € 30 meses ¢, obviamente de
forma bem mais intensa, embora estruturas granulares propriamente ditas, nio tenham sido
observadas por nds, como relataram RASTOGI er alii. (1982), sobre a presenga de
granulos PAS positivos somente na musculatura circundante da porgio distal da cauda do
epididimo de bafalos. Outros autores, como GOYAL & DHINGRA (1975 a) ¢ ABDOUL
et alii (1985), também observaram em bifalos, a presenga de grinulos PAS positivos no
epit€lio da regido da cauda, mas sem fornecer detalhes de uma sub-regido especifica.

A ultraestrutura deste epitélio aos 4 meses jd mostra, nesta idade, uma
caracteristica peculiar de um epitélio desenvoivido, diferenciado ¢ em plena atividade, pois
todas as caracteristicas de um epitélio com atividade secretéria, anteriormente discutidas,
sao aqui também observadas, inclusive a presenga de grinulos densos.

Estas caracteristicas de atividade secretéria sao certamente mais evidentes
nos animais pés-puberes € bem semelhantes as observadas na sub-regido F, desta mesma
faixa etdria; porém, novamente as caracteristicas dos grinulos densos sio bem diferentes,
sendo maiores ¢ de densidade mais variada, formando grandes aglomerados, principalmente
no ter¢o basal, sugerindo uma certa diferenga entre esta sub-regiio G ¢ a sub-regiﬁo F.

Deste modo, a sub-regiio G, ndo faz apenas um armazenamento passivo de

espermatozoides, mas provavelmente também secreta substincias a serem utilizadas por

cstes.
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A provivel atividade absortiva deste epitélio aos 4 meses ¢ também em
bufalos entre 18 e 30 meses fica relacionada & presenca das estruturas vacuolares
principalmente no tergo basal do epitélio, observadas tanto 4 microscopia de luz, quanto
microscopia eletrbnica, principalmente nas sub-regides do corpo ¢ da cauda.

Surpreendentemente, neste animal de 4 meses foram observadas em células
P, estruturas paracristalinas intranucleares ¢ intracitoplasmaticas com aspecto e,
provavelmente, composigdo semelhante Aquelas estruturas paracristalinas observadas a
partir da sub-regiao E dos animais entre 18 ¢ 30 meses. Porém, as estruturas intranucleares
possuiam apenas um formato alongado, cilindrico ou curvo, inclusive com 4reas menos
organizadas como também foram vistas em pds-piiberes.

Este fato resguarda a nossa hipdtese de que estas estruturas estejam

associadas a processos absortivos do epitélio, visto que este animal de 4 meses ainda nio

possui atividade espermatogénica, logo, a associagdo da origem destas estruturas

paracristalinas com a presenca de espermatozdides nos parece distante, bem como, com
alguma influéncia hormonal que o epitélio epididimdrio certamente sofre a partir da
puberdade.

Tais estruturas também foram observadas nesta sub-regido em animais entre
18 € 30 meses. Contudo, nos pareceu que sdo menos frequentes que nas sub-regido E ¢ F
dos butalos desta faixa etdria e, além disso, seriam mais frequentes, em ambas as formas
hexagonais ¢ cilindricas, no niicleo das células P que em seu citoplasma.

Outro aspecto interessante observado nesta sub-regido, nio somente no
animal d¢ 4 meses, mas também em animais entre 18 ¢ 30 meses foi a presenca de estruturas
cilindricas membranosas, formada por dupla membrana ¢ uma dupla de estruturas
membranosas semelhantes a cristas. Existe uma semelhanca de tais estruturas com
mitocondrias com cristas longitudinais, contudo sua fungio nos parece obscura.

Ocorréncia semelhante ja havia sido relatada em bifalos, por LANDIM ¢
ALVARENGA (1989), que descreven em epididimo de animais com 3 anos de idade, a
presenga de mitocdndrias modificadas com inclusbes em sua matriz; porém, nio
especificou o segmento epididimario.

Esta autora afirmou que as inclusdes seriam formadas por modificagdes das
ctistas mitocondriais que crescem longitudinalmente formando bolsas achatadas que

posteriormente colapsam e a partir de entdo as mitocdndrias sé seriam reconhecidas pela
duplas membranas envoltorias. Além disto, o aspecto cristaldide destas inclusdes estaria

relacionado a0 aumento da quantidade de certas protefnas ao longo da crista ¢ ao aumento
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na produgio de ATP. A associagio de figuras formadas por lamelas concéntricas, figuras
mielinicas ¢ grinulos densos de contornos irregulares, nas regides circunvizinhas a estas
mitocondrias modificadas, estaria relacionada ao alto metabolismo destas células ¢ a

produgio de glicogénio. Nio encontramos evidéncias que suportem estas hipdteses.

7. CELULAS BASAIS (B):

Semelhante ao observado por BILASPURI (1991), as células B do
cpididimo de bafalos sdo mais numerosas em direcio as sub-regides da cauda. Enquanto,
SINGH & DHINGRA (1971) ¢ PAL & BHARADWAJ (1986), afinmaram que nestes
animais seriam mais numerosas na regido do corpo. Outrossim, em WYSTUB er alii.
(1989b) verificaram em suinos, a auséncia destas células na regido da cauda ¢ em carneiros,

NILNOPHAKOON (1978), relataram uma frequéncia destas células semelhante aos nossos
dados.

As cé€lulas B, ao longo de todas as sub-regides, variaram o seu formato desde
estérico a piramidal nos bufalos de 4 a 36 meses. Sdo c€lulas de aparentemente pouca
atividade, pois em geral no foram observados indicios de atividade secretoria, absortiva ou
ainda, fagocitdria. Segundo KUMAR ez alii. (1981), as células B de suinos adultos nio
possuiriam atividade secretoria ou absortiva, pois, semelhantes as nossas observacoes,
também encontraram poucas organelas. Contudo, para estes autores, estariam envolvidas
em atividades fagociticas, por terem observado vactiolos autofigicos em seu citoplasma.

Raramente foram observamos pequenas vesiculas de densidade semelhante a
do citoplasma destas c€lulas, mas acreditamos que provavelmente estio relacionadas ao seu
proprio metabolismo, visto que nenhuma atividade foi evidenciada pela reacdo com PAS.
Qutro aspecto relevante foram as discretas invaginagbes da membrana nuclear, as quais
também eram pouco frequentes, mas ndo foram mencionadas em outros estudos
ultraestruturais destas c€lulas, como por KUMAR er alil. (1981) em suinos ou GOYAL
{1985} em bovinos.

Diferente de nossos resultados, outros estudos em bufalos, abrangendo
idades entre 1 mes ¢ 3 anos, feitos por SINGH & DHINGRA (1971), GOYAL &
DHINGRA (1975a, b, c), SINGH & BHARADWAJ (1980) ¢ PAL & BHARADWAIJ
(1986, 1989), relataram a reagiio PAS positiva de estruturas como grinulos ou particulas de

glicogénio ¢, ainda, a presenca de vesiculas lipidicas no citoplasma destas células B.
As cclulas B, em ambas as faixas etirias, ndo foram observadas em quaisquer

aspectos morfologicos que sugerissem possiveis fases de diferenciacio, relacionando-as s
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células secretoras holdcrinas, como sugerido por MARTAN (1969) ¢ ORSI et alii. (1979),
ou ainda s células P, como sugerido por PALACIOS et alii. (1991).

GOYAL & DHINGRA (1975a), baseados na hipétese de ABDEL-RAOUF
(1960) em bovinos, sugeriram que em bifalos estas células se originariam de células P;
porém, acreditamos que hd uma possibilidade de serem células de origem diferente das
células P e terem um papel de células de "reserva” do epitélio, diferenciando-se em células
P, como foi sugerido por SHARMA et alii. (1986) em caprinos. Mas qualquer que seja a
sua tendéncia & diferenciagio, este processo deve ocorrer num curto espago de tempo, pois
como foi referido antes, ndo observamos tal acontecimento durante a analise dos 15
animais.

O fato de ndo se ter observado figuras mitdticas no terco basal do epitélio
nas duas faixas etérias, pode significar que estas células possuem uma fase de multiplicagio

intensa ¢ depois ficariam quiescentes até receberem um estimulo a diferenciagdo. Visto que,

ndo nos parece plausivel a idéia de que células B possam migrar para o terco apical para
entrarem em mitose; assim, as figuras mitdticas do tergo apical podem indicar a divisdo de

células P.

8. LEUCOCITOS INTRAEPITELIAIS:

RASTOGI et alii. (1982) citaram a presenga de células Halo ao longo do
epididimo de bifalos, assim como BILASPURI (1991), que as denominou linfocitos, os
quais seriam mais frequentes na cauda do epididimo de bifalos. GOYAL (1985) havia feito
observagbes semelhantes em bovinos, classificando estas células como linfécitos e
macrofagos, mas estes autores nada afirmaram sobre a fungdo destas células, que foram
observadas no epitélio de animais adulios.

Leucocitos intracpiteliais foram também observados, por nés, ao longo das
sub-regides do cpididimo, em ambas as faixas etdrias. Pelo aspecto - ultraestrutural,
possivelmente sio linfécitos e macréfagos, como sugerido por GOYAL (1983).
Concordamos com a hipitese de BRIZ et alii. (1993), de que estas células podem estar
relacionadas & presenga de substincias antigénicas no flaido luminal; mas, para nés, nao
estariam obrigatoriamente relacionadas aos espermatozoéides, pois estes leucocitos também
estdo frequentemente relacionados aos grandes vactolos basais, em ambas as faixas etdrias;
deste modo podem estar também associados & morte de células epiteliais ¢ 4 retirada de

restos celulares.
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GOYAL (1985) relatou a presenga de linfécitos intraepiteliais, ao longo do
epididimo de bovinos adultos, com nicleo heterocromatico e um pélido citoplasma com
poucas organelas. Além destes, observou a presenca de possiveis macrdfagos, com nucleo
pleomoérfico € eucromdtico, invariavelmente encontrados no tergo basal do epitélio,
contendo grinulos heterogéneos fortemente PAS positivos.

BILASPURI (1991) também relatou a presenga de lintdeitos no epididimo de
bufalos adultos ¢ ressaltou que a frequéncia destes aumenta entre a sub-regido final da
cabega e a sub-regido inicial do corpo, porém, o nimero ¢ maior na sub-regido final da
cauda, que apresenta também macrofagos. Ambos os tipos de leucocitos estavam proximos
a regido basal do epitélio.

BRIZ et alii. (1993) sugerem que as células estéricas, basofilicas,
observadas em diferentes niveis entre as células epiteliais e no tecido conjuntive do

epididimo de suinos, seriam leucocitos que migram do intersticio para o limen epididimario.

9. CELULAS CLARAS (C), ESTREITAS(E) E HOLOCRINAS:

Células E foram descritas em bufalos por PAL & BHARADWAJ (1989) ¢
por BILASPURI (1991), como células diferentes das células P, por serem mais estreitas e
mais densamente coradas. BILASPURI (1991) também descreveu células C, sendo esféricas
¢ cromoéfobas, assim como ABDOU et alii. (1985), também em bifalos e, em caprinos
SHARMA et alii.(1986). Todos estes autores classificaram estes tipos celulares como
populagoes diferentes das células P.

Acreditamos que em nosso trabalho, de acordo com a descri¢do feita por
estes autores, as c€élulas E podem ser as c€lulas evidenciadas com cosina ¢ pelo PAS, nas
sub-regides B e G, em ambas as faixas etdrias, ¢ 4 ultraestrutura, seriam as células escuras
ou bastante elétron densas também observadas nestas sub-regides. Enquanto, as células C
teriam sido somente observadas com rara frequéncia & microscopia de luz, na sub-regido G
de animais pos-puberes, ¢ a microscopia eletronica, como as células de citoplasma bastante
elétron-transparente contendo numerosas estruturas vesiculares, as quais foram vérias vezes
observadas sendo liberadas para o limen, nas sub-regides B, Fe G.

Do nosso ponto de vista, estes "tipos" celulares sdo variagdes do estado

metabdlico de células P, onde estas participariam ativamente do processo de secregio

merderina, apresentando um aspecto de células C e, por outro lado, estariam participando
de um processo de secre¢io holdcrina, adquirindo um aspecto de células E, densamente
cosinofilicas e/fou PAS positivas.
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Esta suposigéo, seria diferente daquela feita por ORSI et alii. (1979) ¢ BRIZ
et alii. (1993), onde estes tipos celulares seriam fases do ciclo de uma célula Holdcrina
diferente das células P. Ambos concordam com o seu desenvolvimento a partir da ativagio

de células B.

10. MORFOMETRIA:

O aumento progressivo dos diimetros de tdbulo e limen, ao longo do
cpididimo, entre as sub-regides da cabega a cauda s&o observados em praticamente todas as
espécies estudadas ate agora, principalmente de ruminantes. Nota-se também, o decréscimo
da altura do epitélio e estereocilios entre os ductos eferentes e o segmento final do tabulo
epididimério.

Especificamente em bifalos, nossos dados foram semelhantes aos de

DICHEVA & DANEV (1985) ¢ de BILASPURI (1991). Visto que o comportamento das

variagbes dos aspectos morfométricos sio semelhanies em ambas as faixas etdrias,
respeitando-se as devidas proporgoes, € 6bvio que estes sejam intrinsicos ao érgao. Assim,
o aumento crescente dos didmetros em dire¢lo a cauda ¢ propicio ao acimulo de grande
massa de espermatozdides nesta sub-regido; enquanto, o decréscimo das alturas de epitélio

¢ estereocilios estd relacionado com as fungdes absortivas ¢ secretdrias destes.

11. HISTOGENESE E DIFERENCIACAO:

Segundo ABDEL-RAOUF (1960), durante o desenvolvimento do epitélio
epididimario em bovinos entre 1 ¢ 18 meses, a diferenciacdo j se iniciaria aos 30 dias com o
aparecimento de pequenos estereocilios dispersos na superficie do epitélio epididimério da
cauda. A presenga de estereocilios em bifalos entre 1 ¢ 4 meses, ndo foi observada por
GOYAL & DHINGRA (19752). Em bdfalos, com um mes de idade se iniciaria, na regido
do corpo, a diferenciagio para epitélio pseudoestratificado, segundo DICHEVA & DANEV
(1985).

Nossas observagdes diferem destes autores provavelmente, por termos
analisado apenas um bufalo de 4 meses, como limite inferior de idade. Este mostrou a
presenca de um cilio entre as sub-regides A ¢ E, estercocilios nas sub-regides E a G ¢ um
epitélio pesudoestratificado nas sub-regides de A a G. Talvez numa fase anterior estas
estruturas presentes na borda apical do epitélio ndo estejam desenvolvidas, como o
observado por GOYAL & DHINGRA (1975a) ¢ a pseudoestratificacio do epitélio tenha
inicio aos 30 dias como observado por DICHEVA & DANEV (1985).
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Por outro lado, GOYAL & DHINGRA (1975a) 80 observaram a presenga de
figuras mitdticas no epitélio epididimario de butalos a partir de 7 meses de idade, ao passo
que nés observamos em animais com 5 meses, numerosas figuras mitdticas nas sub-regites
B ¢ C ¢ menos frequentes nas demais sub-regides, principalmente na cauda.

Assim, estes nossos dados aqui referidos, além daqueles que demonstram as
possiveis atividades secretorias e absortivas observadas 3 microscopia eletrfnica na sub-
regido G do animal de 4 meses, levam a crer na hipdtese de ABDEL-RAOUF (1960), sobre
a diferenciacio ascendente do epitélio colunar para pseudoestratificado estereociliado no
sentido da regido da cauda & cabega ¢, deste mesmo modo, ocorreria a prépria
especializagio celular. Este padrio de diferenciaciio seria também semelhante em carneiros,
segundo ¢ WROBEL & FALLENBACHER (1974) ¢ NILNOPHAKQON (1978). Quanto
aos modelos de histogénese ¢ diferenciagio propostos, em ratos, por MARTAN (1969) ¢
SUN & FLICKINGER (1979), achamos que ndo se aplicam aos nossos resultados.

Porém, nio concordamos com ABDEL-RAOUF (1960} sobre o fato de que
esta diferenciagio epitelial seria devido ao aparecimento das c€lulas B, que seriam
desenvolvidas a partir das c€lulas colunares, pois como ja discutimos antes, ¢élulas B seriam
tipos celulares diferentes destes.

Outrossim, segundo ABDEL-RAQOUF (1960} o processo de diferenciagio
em bovinos, deu-se por completo aos 8 meses enquanto que nos bifalos analisados por nés,
este se deu aos 9 meses. Ainda segundo este autor, 0 aumento da altura epitelial continuaria

até a puberdade, o que para nds parece provivel ocorrer também em bufalos.
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CONCLUSOES

1. A diferenciagio do epitélio epididimario de cilindrico simples para pseudoestratificado
estereociliado, inicia-se antes dos 4 meses de idade, na regido da cauda, mais propriamente
na sub-regido G. Esta diferenciagio seria ascendente no dérgdo, ocorrendo no sentido da
cauda para a cabega.

2. Na sub-regidao G, também pode ter infcio a especializagho das células Principais,
provavelmente um pouco antes dos 4 meses de idade e certamente atinge as células da
regido da cabega aos 5 meses, de acordo com os dados da reaciio com PAS,

3. As células Basais, possivelmente sio células de reserva do epitélio, cuja fase de
multiplicagdo teriam inicio antes dos 4 meses ¢ as fases de ativagio ¢ desenvolvimento para
c€lulas Principais aconteceria ao longo de toda a vida do animal; porém num curto intervalo
de tempo, sendo dificil flagrar tais processos.

4. Os aspectos morfométricos do tibulo e do epitélio epididimdrio sdo inerentes a estes e
esto relacionados com a especializagio do epitélio em cada sub-regido.

5. As células epiteliais do epididimo possuem um periodo de vida bem determinado,
responsdvel por uma constante renovagio da parede tubular, onde ao fim deste periodo sio
climinadas do epitélio por fragmentacio de seu citoplasma e/ou extrusdo da célula inteira.
Este processo de renovacdo pode estar ou nido associado a um ciclo secretorio holderino,
principalmente nos animais da faixa etiria de 18 a 30 meses.

6. Existe atividade secretdria em todas as sub-regides e esta se dd por mecanismos
apéerinos, holdcrinos ¢ merderinos e acreditamos que todos estes sejam realizados por
células Principais que se especializam de acordo com a fungio desempenhada por cada sub-
regido.

7. Existem diferencas entre as sub-regides dentro das regides da cabega, corpo ¢ cauda;
visualizadas através dos aspectos secretérios e absortivos, representados pelas estruturas
vesiculares, granulares ¢ vacuolares.

8. As volumosas estruturas vacuolares ndo sdo artefatos de técmica resultantes de uma
provavel extragio de material secretério €, provavelmente, sio caracteristicas morfoldgicas
deste tecido, onde ocorre o acimulo de substincias absorvidas do limen.

9. No hd evidéncias morfoldgicas que apoiem as hipdteses encontradas na literatura de que
a atividade absortiva do epitélio seja maior no segmento da cabega, em comparagio 4 cauda.
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Ao contrdrio, acreditamos ser maior na cauda, onde hd maior empacotamento da massa de
espermatozdides ¢ maior nGmero de vactiolos intraepiteliais.

10. Os ductos eferentes presentes na sub-regiio A ¢ referidos pela literatura como
responsdveis por grande absor¢io de liquido testicular, nos apresenfaram caracteristicas de
um epitélio altamente secretor.

11. As estruturas paracristalinas intracitoplasmaticas ¢ intranucleares tém origem fisioldgica
normal e localizagio especifica dentro do 6rgdo, surgindo inicialmente na sub-regido G,
como observado no animal de 4 meses de idade e, limitam-se as sub-regides E, F ¢ G, na
tase sexualmente madura dos bubalinos. O aparecimento destas estruturas ndo estd
diretamente associado aos estimulos hormonais testiculares sobre o epitélio, tipicos da
puberdade; mas o aumento de suas frequéncias ¢ volumes pode estar relacionado a estes
estimulos ¢/ou a maior atividade do epitélio nesta fase.

12. O epididimo de bubalinos possui 7 sub-regides, pois nosso critério de delimitagdo foi
baseado em toda a extensdo do dérgdo, abrangendo os limites anatomicos da cabeca, do
corpo ¢ da cauda e isto foi confirmado pelos aspectos estruturais ¢ ultraestruturais
discutidos neste trabalho. Qutrossim, estes bufalos possuem aspectos morfoldgicos comuns
as espécies ruminantes, contudo, também possui algumas caracteristicas que lhes sdo
proprias.
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FIGURA 1. Representacic esquemitica do epididimo esquerdo de bifalos entre 18 e 30 meses
de idade. Em A, relagio anatémica do epididimo (E) com o testiculo (T), funiculo espermitico
(FE) e ducto deferente (DD). Em B, aspecto do epididimo apds a separagio do testiculo, onde se
destacam as regides anatomicamente definidas (CABECA, CORPO e CAUDA). As selas
indicam a presenga de dois grandes septos da tinica albuginea que foram utilizados como limites
para demarcagdo de sub-regides na cabega ¢ na cauda. Em C, as linhas pontilhadas delimitam as
sub-regides que foram demarcadas para os estudos de microscopia de luz e eletrGnica. As sub-

regifes foram denominadas de A a G e DD representa a porco inicial do ducte deferente.
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FIGURA 2. Aspecto geral da microscopia de Iuz do epididimo ao longo de suas sub-regides,
em animais entre 5 a 9 meses de idade. Notar a auséncia de espermatozéides no ldmen. As letras
de A a G correspondem as sub-regiGes caracterizadas neste trabalho. As pontas de setas indicam
os limites das camadas de c€lulas musculares lisas com o tecido conjuntivo. Coloragio feita com
Hematoxilina & Eosina (H&E).

SUB-REGIOES DA CABECA: Em A, aspecto geral dos ductos eferentes. Animal de 9 meses
(m); aumento final 80X. Em B, porgio inicial do tibulo epididimario propriamente dito, asterisco
indica contetido luminal amorfo. Animal de 5m; 400X. Em C, sub-regido final da cabeca. Notar
o dumento evidente da aitura epitelial. Seta indica estrutura vacuolar intraepitelial. Animal de
Tm; 400X,

SUB-REGIOES DO CORPO: Em D, aspecto geral do tibulo. Animal de 9m; 400X. Em DI, o
asterisco destaca a presenca de fragmentos epiteliais ("ilhas epiteliais") e a seta indica uma
estrutura vacuolar no tergo basal do epitélio. Animal de 7m; 400X. Em E, asterisco indica
contetido luminal amorfo eosinofilico ¢ seta indica uma estrutura vacuolar no terco basal. Animal
de 9m; 400X.

SUB-REGIOES DA CAUDA: Em F e F1, indicam respectivamente um visivel aumento do
didmetro do tibulo dentro da mesma sub-regido e a auséncia de material intraluminal. Apimal
de Sm e 8m respectivamente; ambas apresentam aumento final de 400X, Em G, notar a visivel
diminuicdo da altura do epitélio, aumento da espessura das camadas de células musculares e dos
didmetros tubular e luminal. Animal de 8m; 250X. Em G1, porgdo final do tibulo epididimario
e inicial da zona de transi¢do entre este ¢ o ducto deferente. Notar a presenca de conteiido
luminal eosinofilico (*) e a presenca de papilas epiteliais (p) na zona de transicio. Animal de
8m; 250X. Em G2, porgio final da zona de transigdo e inicial do ducto deferente (seta). Notar
a presenca de material intraluminal eosinofilico (*) na zona de transigéo e de papilas epiteliais
(p) ma porgio inicial do ducto deferente. Animal de 7m; 250X. Em G3, corte transversal da
porciio inicial do ducto deferente. Notar o aspecto estrelado do limen e a diminuicio de seu

didmetro. Animal de 8m; 250X
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FIGURA 3. Aspectos gerais do epitélio das sub-regiées da cabega. Coloragio feita com
Hematoxilina & Fosina (H&E). As letras A, B e C designando as micrografias, correspondem as
respectivas sub-regides. Os componentes celulares estio designados pelas letras P = células
Principais, B = c€lulas Basais, L = leucécitos intraepiteliais, M = camadas de células musculares
lisas e E = estereocilios. Em A, aspecto do epitélio de um ducto eferente. Notar a escasséz de
estereocilios ¢ auséncia de contetido luminal (*). Setas indicam o limite da limina basal. (C)
indica a presenca de células Claras no epitélio. Animal de 9m; 1600X. Em Al, detalhe de uma
célula Clara (C). Notar o niicleo volumoso e cromatina bastante descondensada 9m; 1700X. Em
B, aspecto geral do epitélio e suas células. Notar a presenca de estereocilios. Animal de 8m;
1600X. Em B1, notar a presenca de figuras mitéticas (Mi) no tergo apical: Préfases. Animal de
5m; 1400X. Em B2, figuras mitéticas (Mi) no terco apical. Inicio de anifase i esquerda e
um micleo entrando em préfase i direita. Animal de 9m; 1915X. Em B3 e B4, diferentes
aspectos de células Apicais (A). Animais de 5m, 1400X e de 9m, 1700X, respectivamente. Em
C, aspecto geral do epitélio da sub-regido C e seus componentes celulares. Notar a presenga de
pequenas estruturas vesiculares eosinofilicas (Ve) entremeadas aos estereocilios (E). Animal de
9m, 1600X. Em C1, detalhe do terco apical, onde se observa a relacdo de uma célula Apical (A)

com grandes estruturas vesiculares (Ve) sendo projetadas do epitélio para o limen. Animal de9m;

1400X. Em C2, notar a presenca de figuras mitéticas no terco apical (Mi): Préfases. Animal de

Sm; 1700X. Em C3, notar a presenga de niicleos entre os tercos médio e apical, contendo longas

inclusoes basofilicas (setas) acompanhando o eixo longitudinal dos niicleos ¢, ainda, estruturas

vesiculares eosinofilicas (Ve) proximas aos estereocilios (E). Animal de 7m; 2240X.
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FIGURA 4.  Apectos gerais do epitélio das sub-regides do corpo e sub-regido inicial da cauda.
Coloragio feita com Hematoxilina & Eosina (H&E). As letras D, E e F designam as respectivas
sub-regides; M = camadas de células musculares lisas; B = células Basais; L = leucdcito
intraepitelial; P = células Principais; A = células Apicais e E = estereocilios. Em D, aspecto geral
do epitélio da sub-regido D e seus componentes celulares. Animal de 9m; 1600X. Em D1, detalhe
de figuras mitdticas (Mi) no tergo apical do epitélio. Animal de Sm; 2240X. Em D2, (setas)
indicam a presenga de inclusdes intranucleares basofilicas em células Basais (B), Principais (P) ¢
Apicais (A). Animal de 8m; 2880X. Em E, aspecto geral do epitélio na sub-regido E e seus
componentes celulares. Notar a presenga de volumosas estruturas vacuolares intraepiteliais (V) no
tergo basal. Animal de 9m; 1600X. Em F, aspecto geral do epitélio na sub-regido F da cauda.
Seta indica a presenca de discreta inclusdo intranuclear basofilica em células Basais. Notar o
aspecto de estruturas vacuolares (V) no terco basal. Animal de 8m; 1600X. Em F1, detalhe de
estruturas vacuolares (V) contendo material picnético (*). Animal de 7m; 1792X Em F2, detalhe
de inclusdes intranucleares basofilicas em células Basais (setas) e figura mitética apical (Mi):
Metafase. Animal de 8m; 2240X. Em F3, detalhe de estruturas vacuolares nos tercos epiteliais
basal e médio. Notar que as estruturas vacuolares no terco médio contem restos celulares e

leucécitos (1). Animal de 8m; 2880X






FIGURA 5. Aspectos gerais do epitélio e seus componentes celulares na sub-regiio G. M =
camadas de células musculares lisas; B = células Basais; P = células Principais; A = células
Apicais e L = leucdcitos intraepiteliais. Em G, aspecto do epitélio na porcao terminal do tibulo
epididimdrio propriamente dito. Animal de 7m; 1600X. Em G1, aspecto epitelial da zona de
transi¢do entre o tdbulo epididimirio ¢ o ducto deferente. Notar a presenca de estruturas
vesiculares eosinofilicas (Ve) no limen. Animal de 7m; 1280X. Em G2, aspecto epitelial da
porgdo inicial do ducto deferente e seus componentes celulares. Notar as projegées do epitélio
para o limen, chamadas papilas epiteliais (ponta de seta). Animal de 7m; 1280X Em G3, detalhe
da presenga de estruturas vacuolares (V) no tergo basal e da faixa citoplasmitica apical mais
eosinofilica (seta) . Porgdo final do tibulo epididimario prorpiamente dito. Animal de 7m; 850X.
Em G4, presenca de figura mitStica (Mi) no terco apical: Metifase. Animal de Sm; 2960X Em
GS, detalhe do tergo apical da Fig.G1. Notar a liberagdo de massa amorfa eosinofilica (pontas de
setas) do epitélio para o limen. (A) céluals Apicais. 7m; 2048X Em G6, detalhe de estruturas
vesiculares eosinofilicas (Ve) presentes no limen. Animal de 5m; 3040X. Em G7, detalhe de
volumosa estrutura vacuolar presente na zona de transi¢do entre o tibulo epididimirio ¢ o ducto
deferente. Animal de 8m; 2560X. Em G8, detalhe do tergo apical do epitélio da Fig. 5G2. Notar

a liberagéio de material amorfo bastante eosinofilico do epitélio para o limen (pontas de setas).

Animal de 7m: 3072X.






FIGURA 6. Aspectos gerais das sub-regiées ao longo do epididimo de animais entre 18 e 30
meses. Coloragio feita com Hematoxilina & Fosina (H&E). As letras de A a G indicam as
respectivas sub-regides. Pontas de setas indicam os limites entre as camadas de células
musculares lisas e o tecido conjuntivo. Asteriscos indicam a presenca de conteido luminal. Em
A, aspecto geral dos ductos deferentes. Notar o contorno irregular do limen. Animal de 30m:;
225X. Em Al, notar a escasséz de conteiido luminal. Animal de 18m; 360X. Em A2, a sub-
regido A apresenta, além dos ductos eferentes (Ef), a porcio inicial do tibulo epididimério
propriamente dito (Ep). Animal de 30m; 360X. Em B, notar o ldmen estrelado do tibulo
epididimdrio e a altura epitelial, com localizagio dos mnicleos das células Principais no terco
basal. Animal de 18m; 225X. Em B1, detalhe da transigdo entre as sub- regides B e C. Notar a
visivel diminui¢io da altura do epitélio. Animal de 30m; 225X. Em C, visivel diminuicdo da
altura do epit€lio na sub-regido C propriamente dita, em relagio a sub-regidio B. Notar a
localizagdo dos miicleos das células P no ter¢o médio do epitélio e a escassa presenca de estruturas
vacuolares (V). Animal de 30m; 225X. Em D e E, aspectos similares do tibulo entre as
respectivas sub-regiGes do corpo. Animal de 18m, Aumentos 213X e 225X, respectivamente. Em
F, notar o aumento do didmetro tubular e¢ luminal e aumento da frequéncia de estruturas

vacuolares no epitélio da sub-regido inicial da cauda. Animal de 30m; 225X Em G, aspecto geral

da sub-regido final da cauda. Porcio do tibulo epididimério propriamente dito. Notar a presenca
de estruturas vacuolares (V). Animal de 30m; 225X Em G1, detalhe da zona de transicdo entre o

tibulo epididimario ¢ o ducto deferente, apresentando estruturas vacuolares (V). Animal de 18m;

225X Em G2, aspecto geral da porgo inicial do ducto deferente. Animal de 18m; 225X.






FIGURA 7. Aspectos gerais do epitélio das sub-regiées da cabeca (A, B e C) e do corpo (D e

E) e seus componentes celulares: M = camadas de células musculares lisas; B = células Basais; P

= células Principais; A = células Apicais ¢ E = estereocilios. Coloragio feita com Hematoxilina &
Eosina (H&E). Em A, aspecto geral do epitélio dos ductos eferentes. Notar a presenca de
estruturas vesiculares (Ve), proximo aos estereocilios. Animal de 30m; 1600X. Em Al, detalhe
da presenca de estruturas granulares eosinofilicas, refringentes, sendo liberadas do epitélio para o
limen (ponta de seta) e estruturas vesiculares (Ve) préximo aos estereocilios. Animal de 30m;
2560X. Em B, aspecto geral do epitélio da sub-regido B, porgio inicial do tibulo epididimario.
Notar a localizagdo dos nicleos das células Principais (P) no terco basal do epitélio e a presenca
de células Apicais sendo extruidas para o limen. (ponta de seta). Animal de 18m; 1000X. Em
B1, detalhe do tero apical. Notar a extrusio de uma célula que se encontra na borda apical
(ponta de seta). Notar ainda, a presenca de pequenas estruturas vesiculares eosinofilicas (Ve)
entremeadas aos estereocilios. Animal de 18m; 2560X. Em B2, detalhe do terco apical. As.
células Apicais (A) se encontram em provaveis diferentes fases de extrusdo para o limen (pontas
de setas). Animal de 30m; 2960X. Em B3, detalhe do terco apical. Notar uma provivel célula
apical na borda luminal sendo eliminada do epitélio. Notar também a presenca de material

eosinofilico (*) adjacente aos estereocilios (E). Animal de 18m; 2850X. Em C e C1, aspecto

geral do epitélio e componentes celulares na respectiva sub-regido C. Notar a presenca de

estruturas vacuolares (V) contendo material picnético ¢ massa eosinofilica (em C: animal de 30m;

1600X) ou aparentemente vazias (em Cl: animal de 18m; 2240X). Em D, aspecto geral do

epitélio ¢ seus componentes celulares . Notar a presenga de figura mitética no terco apical (Mi):

Profase ¢ , ainda, de células Apicais (A) sendo extruidas para o limen. Animal de 18m; 1950X.
Em D1, notar a presenca de estruturas vacuolares (V) préximo a limina basal e ao longo da
altura do epitélio contendo material levemente basofilico. Animal de 18m; 750X. Em E, aspecto
geral do epitélio da sub-regido final do corpo. Notar a semelhanca com a sub-regido D e a

presenca de figura mitética (Mi) no tergo apical. Animal de 30m; 1640X.






FIGURA 8. Aspecto geral do epitélio nas sub-regides da cauda (F e G) e seus componentes
celulares: M = camadas de células musculares lisas; B = células Basais; P = células Principais; A
= células Apicais, E = estercocilios ¢ L = leucdcitos intraepiteliais. Coloragio feita com
Hematoxilina & Fosina (H&E). De F a F2, aspectos gerais do epitélio na sub-regido F. Notar os
diferentes aspectos e volumes das estruturas vacuolares (V), contendo material basofilico
picnético e/ou amorfo eosinofilico (setas) ou aparentemente vazias. Animais de 30m; 1600X,
1760X e 1840X, respectivamente. Em G, aspectos do epitélio na sub-regido final da cauda. Notar
a presenga de estruturas vacuolares (V); a associagdo de leucdcitos intraepiteliais a estas e a
visivel diminuigdo da altura dos estereocilios em comparagdo a sub-regido F. Animal de 30m;
1600X. Em G1, aspecto do epitélio na zona de transicio entre o tdbulo epididimdrio e o ducto
deferente. Notar a grande quantidade de estruturas vesiculares eosinofilicas (Ve) associadas aos
estereocilios e aos espermatozdides (Es). Animal de 18m; 1000X. Em G2, aspecto epitelial na
porgdo inicial do ducto deferente. Notar o aspecto das volumosas estruturas vacuolares (V) ¢ seu

conteddo picndtico associado a massa eosinofilica (seta). Notar ainda, a associacio de estruturas

vesiculares (Ve) adjacentes a4 borda apical de uma papila epitelial e a proximidade de
espermatozoides (Es). Animal de 30m; 1280X. Em G3, detalhe do epitélio na porcio final do

tibulo epididimario propriamente dito. Notar a extrusio de massa amorfa eosinofilica, do epitélio

para o limen (pontas de setas). Animal de 30m; 1920X. Em G4, detalhe da borda apical da Fig.

G 1. Notar o contetido eosinofilico finamente granular das estruturas vesiculares (pontas de setas)

adjacentes a borda apical ¢ aos espermatozoéides (Es). As setas indicam massa amorfa eosinofilica
também associada & borda apical do epitélio. Animal de 18m; 1550X. Em G5, notar a presenca

de trés células claras (ponta de seta), menos eosinofilicas, entre as células Principais (P). Animal

de 18m; 850X. Em (6, detalhe das células claras da Fig. GS. Animal de 18m; 3650X.






FIGURA 9.  Aspecto geral do tibulo epididimirio de um animal de 258 dias
{Aproximadamente 8 meses). Coloragdo feita com Hematoxilina & Eosina (H&E). As letras de A
a G correspondem as respectivas sub-regides. As pontas de setas indicam o limite das camadas de
células musculares lisas (M). Observe a semelhanga com os aspéctos gerais do epididimo em
animais em pés-puberdade (18 a 30 meses) demonstrados na Fig. 6. Notar a presenca de
espermatozéides no limen (*), entre as sub-regiées D ¢ G e a presenca de papilas epiteliais (p)

na sub-regido G, semelhantes aquelas presentes no epitélio da porcio inicial do ducto deferente

em G1. Aumentos finais: A= 250X e de B a G1= 400X.
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FIGURA 10. Aspectos gerais do epitélio e seus componentes celulares ao longo das sub-regides
do epididimo no animal de 258 dias. Coloracio feita com H&E. M = camadas de células
musculares lisas; B = células Basais; P = células Principais; A = células Apicais ¢ E =
estereocilios. Em A, aspecto do epitélio dos ductos eferentes e a liberagio de massa amorfa para o
limen (ponta de seta). 1600X. Em B, segmento inicial do tibulo epididimario, na sub-regido B.
1600X. Em C, aspecto epitelial da sub-regido C. 1600X. Em Cl1, detalhe do terco apical do
epitélio. Notar a presenca de figura mitética (Mi): Telofase; e a liberagio de massa amorfa
eosinofilica em diregiio ao limen (pontas de setas). 2720X. Em D ¢ E, aspecto geral do epitélio
nas sub-regies do corpo. Notar a presenca de espermatozéides (*) na Fig. 10.D e de estruturas
vacuolares (V) no terco basal na Fig. 10.E. Ambas 1600X. Em E1, detalhe do tergo basal da Fig.
10E. Notar a presenga de leuccitos intraepiteliais (L), célula Basal com inclusio basofilica
intranuclear (ponta de seta) e volumosa estrutura vacuolar (V) adjacente a uma célula Basal.
2640X. Em F, aspecto epitelial da sub-regido F. Notar a diminuicdo da altura epitelial. 1600X.
Em G, epitélio da sub-regido G, préximo 2 zona de transigdo com o ducto deferente. 1600X. Em
G1, aspecto Aspecto geral do epididimo dos animais pré-paberes, submetidos a reagdo com PAS.
Notar variagio da reagio PAS positiva ao longo das sub-regides. Os cortes também foram

corados com hematoxilina. As letras de A a G correspondem s respectivas sub-regides. M =

camadas de células musculares; I.b = limina basal. Em A, aspecto geral dos ductos eferentes.

Notar a reacdo positiva na regido da lamina basal, borda apical e intersticio (880x). Em Al,

detalhe de um ducto eferente mostrando a presenga de pequena quantidade de material positivo

no terco apical de algumas células e proximo aos estereocilios (pontas de seta). Seta indica célula

PAS-negativa. (2200x). Em B, aspecto geral da reagdo positiva na porcdo inicial do tibulo
epididimério. Notar a presenca de estreitas células PAS positivas no epitélio e a reagdo nas
camadas musculares. (440x). Em B1 e B2, detalhe da presenca de células intensamente PAS
positivas no epitélio. Notar a intensidade de reagdo na limina basal do tibulo e dos vasos. Ble
B2 = 880x). Em C, aspecto geral da reago positiva na sub-regido C. (440x). Em C1, detalhe do
epitélio mostrando a presenga de material intraluminal PAS-positivo. (880x). Em D ¢ E, aspectos

da reago positiva nas sub-regides do corpo. Notar a semelhanca de reacdo entre estas duas sub-
regides. (D e E = 440x).






FIGURA 11. Aspecto geral do epididimo de animais pré-piberes (entre 5 e 9 meses) ao longo
de suas sub-regides. Seccdes controle para reagio com PAS, coradas com hematoxilina. As letras
de A a G correspondem 2s respectivas sub-regides. A a G = 440x. Pontas de seta = lamina basal

e borda apical; M = camadas de células musculares; P = células Principais.
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FIGURA 12. Aspecto geral do epididimo dos animais pré-piiberes. Notar existéncia e varia¢do
da reagio PAS positiva ao longo das sub-regies. Os cortes também foram corados com
hematoxilina. As letras de A a G correspondem as respectivas sub-regides. M = camadas de

células musculares; Lb = limina basal. Em A: aspecto geral dos ductos eferentes. Notar a reagio
positiva na regido da limina basal, borda apical e intersticio (880x). Em Al, detalhe de um ducto
eferente mostrando a presenca de pequena quantidade de material positivo no terco apical de
algumas células (pontas de seta) e proximo aos estereocilios (seta). (2200x). Em B, aspecto geral
da reagdo positiva na porgio inicial do tibulo epididimario. Notar a presenga de estreitas células
PAS positivas no epitélio e a reagdo das camadas musculares. (440x). Em B1 e B2, detalhe da
presenga de células intensamente PAS positivas no epitélio. Notar a intensidade de reacdo na
limina basal do tibulo e dos vasos. (B1 ¢ B2 = 880x). Em C, aspecto geral da reagdo positiva na
sub-regido C. (440x). Em C1, detalhe do epitélio mostrando a presenca de material intraluminal
positivo. (880x). Em D e E, aspectos da reagdo positiva nas sub-regides do corpo. Notar a

semelhanca de reagdo entre estas duas sub-regides. (D e E = 440x).






FIGURA 13. Aspectos gerais nas sub-regides da cauda submetidas i reacdo com PAS. As letras
F ¢ G equivalem 3s respectivas sub-regiGes. V = vactiolos basais; ba = borda apical; Lb = limina
basal; E = estereocilios; P = células principais. Em F, observar a reagio geral do epitélio sem
evidenciagdo dos tipos celulares. Notar a presenga de pequena quantidade de material PAS-
positivo proximo aos estereocilios (asterisco). (440x). Em G e G1, aspectos do epitélio na por¢io
final do tibulo epididimario propriamente dito. Notar a intensidade de reacdo na limina basal e
camadas de células muscularaes lisas, a faixa citoplasmatica apical de reacio mais intensa que o
restante do citoplasma (pontas de seta) e a presenca de material intraluminal positivo (asteriscos).
(G = 440x ¢ G1 = 880x). Em G2 ¢ G3, zona de transigio para o ducto defernte. Notar a
presencga de material intraluminal PAS-positivo (asterisco) (G2), estreitas células PAS-positivas
destacadas na drea das papilas epiteliais (setas), e o tero basal levemente positivo (G3). (G2 =
440x e G3 = 880x). Em G4, secgéio do segmento final do tibulo epididimario propriamente dito
e do segmento inicial do ducto deferente. Notar a borda apical PAS positiva, assim como a
presencga de material positivo no limen do segmento do tibulo epididimario (asterisco) e células
PAS-positivas diferenciadas na drea das papilas epiteliais (setas) no segmento do ducto deferente.

(440x).






FIGURA 14. Aspecto geral do epididimo ao longo de suas sub-regiées em animais pés-plberes
(18 a 30 meses) . Secgdes controle para a reacdo com PAS coradas apenas com hematoxilina. As
letras de A a G correspondem s tespectivas sub-regides. P = células Principais; M = camadas de

células musculares; Lb = limina basal; ba = borda apical. Asteriscos = limen, V = estruturas

vacuolares. A, B e G1 = 880x, C a G ¢ G2 = 440x.
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FIGURA 15. Aspecto geral do epididimo ao longo de suas sub-regides A e D em animais pos-
pliberes (18 a 30 meses), submetidos A reaciio do PAS. As letras de A a D indicam as respectivas

sub-regides. Em A até A2, aspectos dos ductos eferentes. Notar a presenca de grinulos

intensamente positivos ao longo do epitélio e sendo liberados ao limen (pontas de seta) ou
presentes nestes (pontas de setas). (A = 440x, Al = 880x e A2 = 2200x). Em B e B1, segmento
inicial do tibulo epididimério. Notar a intensidade de reagio da borda apical; a presenga de finas
granulagdes (gr) proximas aos estereocilios (E) e de estreitas células intensamente PAS positivas
(pontas de setas) entre as células principais. (B = 440x, B1 = 880x). Em C e Cl1, notar a
intensidade de reagdo da massa de espermatozoides no limen (asterisco), a rea¢do mais intensa
do tergo citoplasmdtico apical em relagio ao tergo basal; a presenga de granulagbes positivas ao
longo do citoplasma das células principais (pontas de setas) e préximas aos estereocilios e
espermatozdides (gr). (C = 440x ¢ Cl1= 1000x). Em D e D1, aspectos da reagdo positiva na sub-
regido inicial do corpo. A ponta de seta indica um aglomerado de grinulos no terco basal,
proximo i lamina basal (D = 440x ¢ E = 880x)
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FIGURA 16. Aspecto geral do epididimo nas sub-regides de E a G, em animais pos-piiberes

(18 - 30 meses), submetidos i reagio PAS. As letras de E a G indicam as respectivas sub-regides.
M = camadas de células musculares; Lb = 1Amina basal, ba = borda apical; Bs = espermatozéides;

E = estereocidios; P = c€lulas Principais. Em E e E1, aspectos da reacdo na sub-regido final do
corpo. Notar a semelhanga com a sub-regiio D (Fig. 15D e 15D1). Pontas de seta (em El)
indicam a presenga de material positivo no interior de estruturas vacuolares. (E = 440x ¢ E1 =
800x). Em F e F1, aspectos da reagdo na sub-regiio inicial da cauda. Notar a presenca de
estruturas vacuolares (v), vesiculares (Ve) e pequenas granulagdes intensamente positivas no
limen (pontas de setas). (F = 440x e F1 = 880x). Em G e G2, aspectos do segmento final do
tabulo epididimério propriamenete dito. Notar a limina basal intensamente positiva ¢ uma zona
diferenciada acima do niicleo das células Principais e a presenca de protrusdes citoplasmaticas, de
contetdo levemente positivo, em diregdo ao limen. (G = 440x, G1 e G2 = 880x). Em G3, zona
de transi¢do do tibulo epididimirio com o ducto Deferente. Notar a presenca de células
diferenciadas entre as células Principais (pontas de seta), estruturas vacuolares (v) de contetiido
positivo e estruturas vesiculares (Ve) no limen. (880x). Em G4, segmento inicial do ducto
deferente. Notar as faixas citoplasmiticas supra e infranucleares levemente positivas e estreitas

células PAS-positivas diferenciadas (pontas de setas) nas dreas das papilas epiteliais. (440x).






FIGURA 17. Representagio esquemitica do aspecto observado em microscopia de luz do
epitélio (A) e em corte transversal do tibulo epididimdrio (B). Em A, limites utilizados para
mensuragio da altura epitelial (AEp), entre a limina basal (LB) ¢ a borda apical (BA) e da
altura dos estereocilios (AEs), entre a borda apical e a extremidade luminal dos estereocilios.

Em B, limites utilizados para mensurac¢io dos didmetros do tibulo (DT) e ldmen (DL).






FIGURA 18. Aspecto geral da ultraestrutura do epitélio dos ductos eferentes no bifalo de 4

meses de idade. Np = niicleo de células principais; LB = Limina basal; i = invaginagdo de
membrana nuclear; n = nucléolo. Em Al, notar as protrusdes citoplasmaticas (pontas de setas),

fragmento citoplasmatico intraluminal (asterisco) pequenos microvilos (m), células com virios
cilios (C) e a forma variada dos nticleos das células epiteliais, alguns com longas invaginacées da
membrana nuclear. (6000x). Em A2, notar a presenca de uma célula Basal (Nb = nicleo de
célula Basal), cilios (C) e corpiisculo basal (Cb), protrusdes citoplasmaticas e os diferentes

aspectos dos micleos das células epiteliais; Nm = nicleo de célula muscular. (6000x).






FIGURA 19. Em A3, aspecto de uma célula de citoplasma claro apresentando descontinuidade

da borda apical e uma aparente fragmentagio de seu citoplasma para o limen (seta). As pontas de

setas indicam fragmentos citoplasméticos provavelmente liberados pela célula clara. (3900x). Em
A4, detalhe e corte transversal da célula clara, entremeada a células Principais comuns. (Np =

nicleo de célula Principal) (6000x). Em AS ¢ A6, detalhe da borda apical de células ciliadas.
Notar numerosas mitocondrias (m) préximas aos cilios. Em AS, pontas de setas indicam corte

transversal de cilios (¢ = cilios). (10500x). Em A6 asteriscos indicam cilios (18200x).






FIGURA 20. Em B1, aspecto geral da altura do epitélio no segmento inicial do tibulo
epididimdrio. Notar a borda apical praticamente lisa (asterisco indica limen); uniformidade de
densidade das células epiteliais, presenga de células apicais (A) e células basais (B); aspectos dos
nicleos das células Principais (Np) e a presenca de estruturas vacuolares (v). n = nucléolo.
(5700x). Em B2, visdo geral de um leucécito (L) intraepitelial no terco basal do epitélio préximo
4 lamina basal (LB). NP = niicleo de célula principal e Nm = niicleo de célula muscular. (4200x).
Em B3, detalhe de um linfécito intraepitelial no tergo basal do epitélio, adjacente a limina basal.
Notar sua localizagio provavelmente no espaco intracelular (asterisco) sua relagdo com estruturas
membranosas semelhantes a vesiculas (setas) e vaciolos (v). As pontas de setas indicam a

possivel adesdo destas células 3 membrana plasmatica de células principais (Np = nicleo de

células Principais). (11800x).
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FIGURA 21. Em B4 ¢ BS, aspectos do tergo apical do epitélio com possiveis células apicais

(A). Na = niicleo de célula apical; Np = nicleo de célula Principal; RE = reticulo endoplasmitico;

G = complexo de Golgi; V e Ve = estruturas vacuolares. Seta = protrusdo citoplasmética. (B4 e
BS = 63000x).






FIGURA 22. Visao geral da altura do epitélio da sub-regiio C. As figuras C1 ¢ C2 se

sobrepSem. Notar um arranjo semelhante ao do epitélio pseudoestratificado e o aspecto geral dos

nicleos das células. Principais (NP) e suas invaginagdes (i). Asterisco = limen; G = complexo de

Golgi; LB = limina basal; Nm = niicleo de célula muscular; GL = glicogénio. (6000x)
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FIGURA 23. Em C3, aspecto geral da borda apical. Notar a presenga de cilios (seta) e de
fragmentos citoplasmiticos e estruturas vesiculares (pontas de setas). G = complexo de Golgi; Np
= nicleo da célula Principal. (6000x). Em C4, detalhe da presenca de um cilio (C) ¢ um

corpisculo basal (Cb) na borda apical do epitélio. Seta indica estrutura vesicular contendo
material particulado (18900x). Em CS, detalhe de células apicais (A) com cilio caracteristico (c).
Notar aspecto do micleo invaginado destas células. Np = niicleo das células Principais (4800x).
Em C6, tergo basal do epitélio. Notar o aspecto de um leucdcito intraepitelial (L) com proviveis
lisossomos (pontas de setas); acimulo de particulas de glicogénio (GL) em células Principal. Np

= niicleo de célula Principal e LB = limina basal. (9600x).






FIGURA 24. Em C7, aspectos gerais dos niicleos das células Principais e das virias orientagdes

das invaginagdes da membrana nuclear. V = estruturas vacuolares; Np = miicleo das células

Principais; n = nucléolo. (4500x). Em C8, detalhe de célula Principal em corte transversal
proximo ao tergo apical. m = mitocdndrias; G = complexo de Golgi; pontas das setas = complexo
juncional; asterisco = limen e pequenos microvilos. (11900x). Em C9, detalhe de células
Principais no tergo basal. Np = nicleo das células Principais; i = invaginagdes da membrana
nuclear; V = estruturas vacuolares; LB = limina basal. (7400x). Em C10, detalhe do
armazenamento de glicogénio (gl) na zona infranuclear das células Principais (Np = niicleo das

células Principais) e numerosas mitocéndrias (m). (11900x).






FIGURA 25. Em C11 e CI2, detalhes de células Apicais (A). Notar as invaginaces da
membrana nuclear. G = complexo de Golgi; ponta de seta = corpisculo basal (Clle CI2 =
7000x). Em C13, detalhe de uma célula Basal (B) proxima a [imina basal (LB). Notar a forma
quadrangular do ndcleo, pequena invaginagio da membrana nuclear e poucas organelas. G =
complexo de Golgi e ponta de seta = estrutura vesicular. (70000x). Em C14, detalhe de um

leucécito intraepitelial (L) adjacente & ldmina basal (LB) e ao lado de uma célula Basal (B).
(11600x).
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FIGURA 26. Aspectos celulares do epitélio na sub-regidgo D. Em D1, terco apical ¢ inicio do

tergo médio do epitélio. Notar a presenca de cilio (C) e de pequenas microvilosidades na borda

apical (pomtas de seta). A = célula Apical, Np = micleo de célula Principal ¢ n = nucléolo.
(4200x). Em D3, detalhe de niicleos de células Principais (NP) com longas invaginacdes da
membrana nuclear e poucas organelas como o complexo de Golgi (G). (8400x). Em D2, cilios

(ponta de seta) presentes na borda apical do epitélio. (16800x). Detalhe: corpisculo basal (ponta
de seta) (16800x). Em D4, tergo basal do epitélio. B = célula Basal, Np = niicleo de célula

Principal, LB = 1imina basal e n = nucléolo. (4800x).






FIGURA 27. Aspectos celulares do epitélio na regisfo E. Em El, borda apical do epitélio.

Notar estereocilios desenvolvidos (F) e a presenca de corpisculos basais de cilios (pontas de
setas) abaixo da borda apical. (4800x). Em E2, zona supranuclear das células Principais. Notar o

desenvolvimento dos complexos de Golgi (G) ¢ a presenga de reticulo endoplasmatico (RE). Np =
nicleo de célula Principal. (7000x). Em E3, terco basal do epitélio. Nb = niicleo das células
Basais. Pontas de setas indicam estruturas vesiculares contendo material de densidade semelhante
a do citoplasma das células basais. L = leucdcito intraepitelial. Notar o halo de citoplasma claro
envolvendo o miicleo. LB = limina basal. (4800x). Em E4, terco basal do epitélio. Notar a
invaginagdo da membrana nuclear de uma célula Basal (B) e pequenos granulos (gr) e estruturas

vacuolares (v) na zona infranuclear das células Principais. LB = limina basal. (7000x).






FIGURA 28. Aspectos celulares da sub-regido F. Em F1, ter¢o citoplasmatico apical. Ve =
estruturas vesiculares, E = estereocilios, seta e ponta de seta = fragmentos citoplasmdticos.
(11700x). Em F2, borda apical (BA) do epitélio em secgdes onde esta se mostra lisa. Asterisco
indica a presenga de miicleo de célula epitelial localizado no limen. (4200x). Em F3, detalhe de
um cilio (seta) e corptisculo basal (CB) presente em seccies onde a borda apical esti lisa.
(19400x). Em F4, ter¢o basal do epitélio. B = célula Basal, P = células Principais e L = leucdcitos
intraepiteliais LB ldmina basal e Cm = célula muscular (4800x). Em F5, tergo médio do epitélio.
Notar a auséncia de longas invaginacies na membrana nuclear de células Principais (P); Ve =

estruturas vesiculares na zona infranuclear e n = nucléolo. (4800x).
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FIGURA 29. Aspecto geral do epitélio na sub-regiio G. Em G1 e G3, terco apical, onde a seta
indica uma protrusio com reticulo endoplasmatico (RE); E = estereocilios; ponta de seta =
protrusio citoplasmdtica ¢ A = célula Apical. (G1 = 5100x ¢ G3 = 5400x). Em G2, tercos
médio e basal do epitélio. Np = nicleos de células Principais; n = nucléolo; gr = grinulos densos;

seta proxima a nicleo de célula Principal indica longa invaginacio da membrana nuclear. Pontas
de setas indicam os limites da volumosa estrutura vacuolar (V) entre as células Basais (B) e as
células Principais. Dentro da estrutura vacuolar, a seta indica material elétron-denso
intravacuolar. L indica a presenga de leucécito dentro da estrutura vacuolar. LB = limina basal;

Cm = célula muscular. (5400x).






FIGURA 30. Diferentes aspectos de estruturas paracristalinas. Em G4, nicleo de célula

Principal em corte longitudinal. Estruturas paracristalinas intranuclear cilindrico alongada e
intracitoplasmitica adjacente ao micleo (pontas de setas). (16800x). Em G5, corte transversal de
uma célula principal. Seta indica estrutura paracristalina cilindrica alongada acompanhando a

curvatura do nicleo. gr = grinulos densos; m = estrutura semelhante a mitocéndria. (11900x).
Em G6, detalhe da figura G5. Pontas de setas indicam filamentos que compdem a estrutura
paracristalina. Notar que ndo hd delimitagio por membrana. Seta indica estrutura membranosa
semelhante a mitocondria; CM = cristas menbranosas; mp = membrana plasmatica; gr = grinulo
denso; Np = niicleo de célula Principal. (23800x). Em G7, corte transversal de um célula
Principal contendo EPN (estrutura paracristalina intranuclear) cilindrica curva (seta). n =
nucléolo. (16800x). Em G8, detalhe da figura G7. Setas indicam filamentos que compéem o
feixe. Pontas de seta indicam as diminutas subunidades. Notar a periodicidade no intervalo entre

setas ¢ nos intervalos entre os filamentos. Np = nicleo da célula Principal; n = nucléolo.
(40800x).
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FIGURA 31. Em G9, cortre obliquo de uma célula Principal. Pontas de seta delimitam
estrutura paracristalina que contorna grande parte do nicleo. Seta indica EPN cilindrica. gr =
grinulo demso. (9800x). Em G10, seta indica estrutura paracristalina ¢ m = estrutura

membranosa semelhante 2 mitocdndria; N = miicleo de célula Principal em corte longitudinal.
(16800x). Em G11, detalhe da figura G10. Pontas de setas indicam dupla membrana
contornando a estrutura semelhante 2 mitocondria. Cm = cristas membranosas. (48000x). Em
G12, detalhe da figura G10. Pontas de seta indicam pequenas subunidades dos filamentos ®, Gr
= granulo denso; mp = membrana plasmdtica; i = invaginacio da membrana nuclear; n =
nucléolo. (32400x).






FIGURA 32. Em G13, associagdo da estrutura paracristalina (c) com estruturas vesiculares
{Ve) e reticulo endoplasmitico (RE). Seta indica EPN cilindrica alongada (20400x). Em G14,
detalhe da figura G13. Notar a diferenca de espessura entre os filamentos de estrutura

paracristalina (asterisco) e membranas (ponta de seta). (44400x). Em G15, terco basal do

epitélio. Aspectos de leucécitos intraepiteliais (L) e célula Basal (B). LB = lamina basal. (5700x).






FIGURA 33. Aspectos gerais da borda apical e limen do ductos eferente na sub-regiio A em
animais pos-piberes (18 meses). E= estereocilios. Em Al, notar a presenca de estruturas
vesiculares elétron-transparentes (Ve) entremeadas aos estereocilios. (6400x). Em A2, detalhe de
uma protrusdo citoplasmatica contendo reticulo endoplasmitico desenvolvido (RE) e estrutura
vesicular (Ve) semelhante as observadas no limen, contendo material de densidade variada.

(8100x). Em A3, presenca de nicleos (N) fragmentos citoplasmaticos (f) e estruturas vesiculares

(Ve) no limen. Es = corte transversal de axonema de espermatozéide. (3600x). Em A4, borda e
tergo citoplamdtico apical do epitélio onde se nota estrutura ciliar (C); corpisculo basal (Cb);
reticulo endoplasmitico desenvolvido (RE) e grinulo denso (gr). Ve= estruturas vesiculares.

(13400x). Em AS, detalhe de uma estrutura ciliar (C) e corptisculo basal (cb). (22100x%)






FIGURA 34. Aspectos celulares do epitélio dos ductos eferentes em bifalos pos-piiberes.

Animais de 30 meses. Em A6 e A7, estas figuras se sobrepdem demonstrando os aspectos ao
longo da altura do epitélio. Notar a presenca de pequenas estruturas vesiculares (Ve) 1o terqo

apical, assim como de mitocdndrias (m); a distribuigio de numerosos grinulos densos (gr) ao
longo do citoplasma das células e, o formato dos nicleos das células Principais (Np) com
invaginagoes (i); n = nucléolo. (4100x). Em A8 e A9, aspectos do terco basal do epitélio onde se
observam granulos (gr), mitocondrias(m) e niicleos de células Principais (Np) e Basais (B). i=
invaginagio da membrana nuclear ¢ LB= limina basal. A8= 7500x ¢ A9= 5900x. Em Al0,

detalhe de um leucécito intraepitelial. Setas indicam espaco intercelular. Np= Niicleo de célula

Principal. N= niicleo de leuccito. (11900x)






FIGURA 35. Aspectos das células Principais dos ductos eferentes de um biifalo de 18 meses.
Em All, detalbe do formato nuclear. Notar a auséncia de invagina¢bes da membrana nuclear ¢
nucléolos (m) pouco desenvolvidos (4500x). Em Al2, terco apical do epitélio. Notar grande
quantidade de lamelas de reticulo endoplasmatico (RE), complexo de Golgi (G) e a presenca de
estruturas vesiculares (Ve) contendo material pouco denso. (18900x). Em A13, detalhe da zona
supranuclear das células Principais. Notar a relacio entre estruturas .vesiculares (Ve) de
densidade variada com lamelas de reticulo endoplasmdtico (RE). (21700x). Em A14, Detalhes de
complexos de Golgi (G) desenvolvido na zona supranuclear e a relacio com estruturas vesiculares

(Ve). Np= niicleo de célula Principal (7000x)






FIGURA 36. Terco basal do epitélio dos ductos eferentes em animais de 18 meses (FigAlS) e
de 30 meses (Fig. A16). Em A15, seta indica leucéeito intraepitelial. Notar numerosas estruturas
vesiculares (Ve) com contetddo de densidade varidvel. LB= lamina basal; cm= célula muscular;
P= célula Principal. (9200x). Em Al6, aspectos de uma célula Basal (B) e um leucécito

intraepitelial (L). Notar o citoplasma pouco desenvolvido e a escassez de organelas na primeira e
a prese¢a de provaveis estruturas lisossomais (asterisco) no citoplasma do leucécito. P= célula

Principal; Ve= estruturas vesiculares; LB= lamina basal. (6300x)






FIGURA 37. Aspectos da borda e do tergo citoplamatico apical do epitélio do segmento inicial
do titbulo epididimirio- sub-regiao B. Figs. B1 ¢ B2= animais de 30 meses; Figs. B3 e Bd=
animal de 18 meses. Em Bl, notar a presenca de células com diferentes densidades
citoplasmaticas. Seta indica célula com citoplasma fragmentando-se em direcio ao limen. Pr=
protrusdo citoplasmdtica; F= fragmento citoplasmitico; E= estereocilios € Ve= estruturas
vesiculares. (5100x). Em B2, detalhe da zona citoplasmética adjacente 4 borda apical. Notar
numerosas estruturas vesiculares (Ve) de conteiido semelhante distribuidas nesta zona ¢ em
fragmentos citoplasmaticos (F). (11900x). Em B3, notar a presenga de célula clara vacuolizada
(asterisco) e fragmento citoplasmatico intraluminal (F) apresentando vérias mitocondrias (m).
(4800x). Em B4, detalhe do tergo citoplamatico apical (zona supranuclear das células Principais).

Notar numerosos complexos de Golgi (G) e células com vérias mitocéndrias (m). (6000x).
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FIGURA 38. Aspectos celulares ao longo do epitélio na sub-regiao B. Em BS, notar a presenca
de um reticulo endoplasmatico (RE) desenvolvido na zona supranuclear de uma célula Principal
(P). Asterisco indica uma célula clara elétron-transparente com citoplasma contendo numerosas
vesiculas. G= complexo de Golgi. (5100x). Em B6, detalhe do micleo da célula clara citada na
figura anterior. Notar que este niicleo se assemelha aos nicleos das células Principais. (5100x).
Em B7 a B9, aspectos do terco citoplasmitico basal. Notar a escassez de organelas das células
Basais (B) ¢ a abundincia de mitoc6ndrias (m) e reticulo endoplasmitico (RE) desenvolvido na
zona infranuclear de células Principais (P). Np= nicleo de células Principais; LB= limina basal e

Cm= célula muscular. B7 a B9= 5100x.
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FIGURA 39. Aspectos da borda e tergo citoplasmatico apical da sub-regiao C em animais de 18
meses (C1) 26 meses (C4) 30 meses (C3) e 36 meses (C2). Em C1, notar os longos estereocilios
(E)  protrusGes  citoplasmaticas contendo reticulo endoplasmdtico (RE) fragmentos

citoplasmaticos (F) e estruturas vesiculares préximas is protrusdes (pontas de setas) (4600x). Em
C2, detalhe de um fragmento citoplasmatico intraluminal entremeado aos espermatozéides (Es),
contendo numerosa estruturas vesiculares com conteido de densidade variada (pontas de sctas)
(5800x). Em C3, detalhe de estruturas vesiculares (Ve) contendo material particulado (asterisco).
f= fragmento citoplasmdtico; M= mitocondria. (11300x). Em C4 detalhe da zona supranuclear de
uma c€lula Principal. Pontas de setas indicam estruturas elétron-transparentes dentro de grinulos

densos. Ve= estruturas vesiculares. Np= Nicleo de célula Principal. (6700x).






FIGURA 40. Aspectos celulares da sub-regido C. Figs. C5, C6 ¢ C9= animal de 26 meses
Figs.C7 e C8= animais de 30 meses. Em C5, Nicleos de células Principais (Np). Notar

nucléolos desenvolvidos (n) ¢ grande quantidade de mitocondrias (m) na zona infranuclear e

reticulo endoplasmdtico desenvolvido (RE). (5700x). Em C6, detalhe de um leucécito
intraepitelial (L). G= complexo de Golgi. (8100x). Em C7, detalhe da associacdo de complexos
de Golgi (G) a grinulos densos (pontas de seta) e estruturas vesiculares (V). (18200x). Em C8,
detalhe de grinulos denmsos contendo estruturas de arranjo cirstalino elétron-transparente
(asterisco). Np= nicleo de célula Principal ¢ Mp= membrana plasmatica. (11100x). Em C9, zona
supranuclear. Notar reticulo endoplasmitico desenvolvido (RE) , complexo de Golgi (G) e

grinulos densos (gr). (5700x).






FIGURA 41. Aspectos gerais da borda e tergo citoplasmatico apical do epitélio na sub-regido D.
Figs. D1 a D35= animal de 18 meses. Em DI, protrusces citoplasmaticas apicais (P). F =

fragmento citoplasmético ¢ Es= espermatozdides. (4300x). Em D2, detalhe da regido luminal
adjacente a borda apical. Ve= estruturas vesiculares dentro de fragmento citoplasmdtico. Seta
indica material semelhante a restos celulares. Es= espermatozéides. (8100x). Em D3, Detalhe de
regifo luminal adjacente 4 borda apical. E= estereocilios; F= fragmento citoplasmatico; Seta
indica estrutura vesicular com material particulado. (8100x). Em D4, detalhe de fragmentos
citoplasmaticos intraluminais (F). Setas indicam vesiculas de conteido variado. Asterisco indica
material particulado semelhante a restos celulares. (4800x). Em D5, detalhe de uma célula

Apical (A). Notar a escassez de organelas. P= protrusio citoplasmética e Es= espermatozoéides.
(7000x)






FIGURA 42. Demais aspectos celulares da sub-regiio D. D6= animal de 26 meses; D7 a D9=
animal de 30 meses: D10= animal de 18 meses. Em D6, nicleos de células Principais (Np).
Notar longas invaginagdes (i) da membrana nuclear ¢ numerosos grinulos ao longo do
citoplasma. (4200x). Em D7, notar a associagio de numerosas mitocondrias (m) com reticulo
endoplamitico (RE). Np= niicleo de células Principais; mp= membrana plasmitica. (18900x).
Em D8, detalhe de volumosa estrutura vacuolar (V) e grande nimero de complexos de Golgi (g).
Np= mniicleo de células Principais. Ve= estruturas vesiculares. (11400x). Em D9, detalhe da
presenca de numerosas mitocondrias (m) na zona citoplasmatica infranuclear. Seta indica célula
bastante elétron-densa. Np= niicleo de célula Principal. (7900x). Em D10, detalhe de reticulo

endoplasmatico liso (RE) na zona infranuclear de células Principais. Np= nicleo de célula

Principal. (8400x)






FIGURA 43. Detalhes do terco citoplasmdtico basal. Animais de 26, 30 e 18 meses

respectivamente (D11 a D13). Em D11, presenga de grinulos de volumes e densidade variados
(gr) associados as células Principais. (4500x). Em D12, detalhe de leucdcitos polimorfonucleares.
Notar halo de citoplasma elétron-transparente nestes. Seta indica limina basal. gr= grinulos

densos; Ve= estruturas vesiculares. (6600x). Em D13, célula Basal (B) com citoplasma e

organelas escassas. L= linfdcitos; gr= grinulos demsos; LB= limina basal e Cm= célula

muscular.(4500x).






FIGURA 44. Aspectos celulares da sub-regiao E. Figs. E1 ¢ E4= animal de 18 meses Fig. E2=
animal de 26 meses Fig. E3= animal de 30 meses. Em E1 e E2, aspectos de protrusdes
citoplasmadticas contendo reticulo endoplamatico (RE) desenvolvido tdbulo-lamelar (asterisco).
Seta indica drea de estreitamento da protrusdo citoplasmitica. E= estereocilios; Ve= estruturas
vesiculares. E1= 7000x; E2= 7800x. Em E3, detalhe de célula Principal com invaginacio da
membrana nuclear (i) e estrutura paracristalina intranuclear (ponta de seta). Notar numerosos
grinulos densos (gr) ao longo do citoplasma. (7000x). Em E4, detalhe de células Basais (B) no

tergo basal do epitélio. Notar a presenca de invagina¢es da membrana nuclear e a escassez de
organelas. L= leucdcito intraepitelial; Ve= vaciiolo, LB= limina basal; Cm= célula

muscular.(7800x)






FIGURA 45. Diferentes aspectos das estruturas paracristalinas: EP, observadas em células
Principais de animais de 18 meses (E6), 26 meses (E7), 30 meses (ES, E9 ¢ E10) e de 36 meses

(E8). Em ES, EP citoplasmitica (C) e intranuclear hexagonal (seta). V= estrutura vacuolar; gr=

grinulo denso. (9500x). Em E6, EP citoplasmitica contornando o nicleo de uma célula
Principal, em corte transversal. Seta indica EP intranuclear hexagonal. i= invaginacio da
membrana nuclear e n= nucléolo. (15300x). Em E7, EP citoplasmética (C) associada a
membranas de reticulo endoplasmético (RE). mp= membrana plasmatica. (13100x). Em ES,
detalhe de uma associagdo semelhante aquela observada na figura E7. Notar arranjo em feixe de
filamentos com intervalos regulares. V= estruturas vacuolares. (25500x). Em E9 ¢ E10, detalhes
de EP citoplasmiticas. Pontas de seta indicam as provaveis sub-unidades que compdem o0s

filamentos (f). RE= reticulo endoplasmitico. E9= 70000x; E10= 60200x.
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FIGURA 46. Aspectos da borda ¢ tero citoplasmatico apical de epitélio na sub-regido F. Fig.

Fl= animal de 18 meses; Figs. F2 a F4= animais de 30 meses. Em F1, notar a diferenca de

densidade citoplasmatica entre as células, grande quantidade de estruturas vesiculares (Ve) ¢
aparente liberagdo destas para o limen (setas). Pr= protrusdo citoplasmatica; E= estercocilios, F=
fragmento citoplasmatico. (4800x). Em F2, drea semelhante a da figura anterior. Notar as
volumosas protrusGes (Pr) entremeadas aos estereocilios (E). V e Ve= estruturas vesiculares.
(4800x). Em F3, detalhe da figura anterior. Notar a liberacio de pequenas estruturas vesiculares
contendo material particulado (pontas de seta), por uma célula clara, elétron-transparente. E=
estereocilios; Ve= estruturas vesiculares; D= desmossomos. (11100x). Em F4, detalhe de

fragmento citoplasmatico intraluminal (F). Es= espermatozéides. (6000x).






FIGURA 47. Aspectos de células Principais do epididimo. Animais de 30 meses. Em F5,
grande quantidade de complexos de Golgi (g), na zona supranuclear. Pontas de setas indicam EP
intranucleares hexagonais ou curvas. (6000x). Em F6, terco citoplasmdtico basal. Notar os
aglomerados de grinulos densos (gr) e a presenga de leuccitos intraepiteliais (L). (6000x). Em
F7, setas indicam EP intranucleares hexagonais ¢ uma cilindrica curva. Notar o aspecto

altamente invaginado do miicleo das células Principais. gr= grinulos densos. (9500x). Em F8,

detalhe da figura anterior. EP intranuclear cilindrica curva. Seta indica filamentos. Pontas de
setas indicam diminutas sub-unidades constituintes dos filamentos. i= invaginacio da membrana

nuclear. Asterisco indica drea desorganizada dos filamentos; mp= membrana plasmatica.
(19400x).
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FIGURA 48. Diferentes aspectos de EP citoplasmiticas e intranucleares em células P na sub-

regido F. Animal de 18 meses (F11 e F12) e Animais de 30 meses (F9, F10, F13 ¢ F14). Em

F9, EP citoplasmtica contornando o nicleo de uma célula Principal, em corte transversal. Notar
0 aspecto altamente invaginado do nicleo (i) e a presenca de EP intranuclear hexagonal.
(19200x). Em F10, da esquerda para a direita: EP intranuclear (EPN) ¢ na mesma célula, EP
citoplasmaitica (EPC); na célula vizinha EP citoplasmatica. Notar aspecto altamente invaginado
do nicleo ¢ a disposigdo dos filamentos em intervalos regulares em ambos os tipos de EP.
(240000x). Em F11 e F12, detalhes de EP citoplasmaticas. Notar as diminutas sub-unidades ao
longo de alguns filamentos (pontas de seta). V= estrutura vacuolar. F11= 36000x ¢ F12=
60000x. Em F13 ¢ F14, EP intranucleares hexagonais. Notar a estrutura semelhante as EP
citoplasmaticas com filamentos (f) ¢ pequenas sub-unidades constituintes de alguns filamentos

(pontas de seta). Seta indica drea desorganizada em F14. F13= 72000x ¢ F14= 43200x.
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FIGURA 49. Aspectos gerais do tergo basal do epitélio na sub-regido F. Animal de 26 meses.
Em F18, células Basais (B), estruturas vacuolares (V) contendo material elétron-denso

(asterisco). LB= lamina basal; gr= granulos densos. (8800x). Em F16, c¢lula Basal (B) alongada
e um leucdcito intraepitelial (L). LB= limina basal. (8800x).






FIGURA 50. Aspectos gerais da borda e tergo citoplasmatico apical na sub-regido G. Figs. G1
¢ G3= animal de 26 meses. Figs. G2 e G4= animais de 30 meses. Em G1, segmento final do
tibulo epididimario propriamente dito. Notar a presenga de células de diferentes densidades
citoplasmaticas e grande nimero de estruturas vesiculares (Ve) na faixa citoplasmitica logo
abaixo da borda apical. Pr= protrusées citoplasmaticas; E= estercocilios; F é asterisco=
fragmentos citoplasmiticos; Seta= liberagio de pequenas vesiculas a partir de uma protrusio
citoplasmatica; pontas de setas= vesiculas soltas no limen. (5900x). Em G2, zona de transicio
entre o tdbulo epididimdrio e o ducto deferente. Notar grandes fragmentos citoplasmaticos )
contendo estruturas membranosas (mb). E= estereocilios. (6300x). Em G3, segmento inicial do
ducto deferente. Notar a presenca de estruturas vesiculares (Ve) no tergo apical e estereocilios 3]
na borda apical. (5900x). Em G4, detalhe de um fragmento citoplasmitico intraluminal. Notar a

presenca de estruturas membranosas (mb). (9500x).






FIGURA 51. Aspectos das células Principais do epitélio na sub-regidio G. Animal de 26 meses
(Fig. G7); Animais de 30 meses (Figs. G5, G6 ¢ G8). Em G5, segmento final do tibulo
epididimdrio propriamente dito, onde os nicleos de células Principais (Np) contém longas
invaginagdes da membrana nuclear (i). Notar a presenca de EP intranuclear hexagonal (seta) e
numerosas mitocondrias ao longo do citoplasma destas células (6300x). Em G6, ainda segmento
final do tibulo epididimdrio. Notar um reticulo endoplasmitico bem desenvolvido (RE) na zona
supranuclear das c€lulas Principais. Np= niicleo de célula Principal; Ve= estruturas vesiculares,
E= estereocilios. (8100x). Em G7, segmento inicial do ducto deferente. Notar células de
densidades citoplasmaticas diferentes, micleo de célula Principal (Np) altamente invaginado e a
presenga de grinulo denso (gr). (6300x). Em G8, detalhe de uma célula Principal do tibulo
epididimdrio, contendo estrutura paracristalina intranuclear (EPN) cilindrica curva. Notar as
diminutas sub-unidades de seus filamentos (pontas de seta). n= nucléolo; i= invaginacio da

membrana nuclear; mp= membrana plasmatica. (20400x).






FIGURA 52. Aspectos celulares do epitélio epididimario na sub-regido G. Animais de 30

meses. Em G9, detalhe de um nicleo de célula Principal contendo uma longa EP cilindrica.
(17300x). Em G10, tergo basal do epitélio, onde se observa uma célula Basal (B) ¢ um

aglomerado de grinulos densos de volumes variados e formas irregulares(gr). LB= limina
basal.(6300x). Em G11, detalhe uma volumosa estrutura vacuolar (V) e de uma célula Principal
contendo grande quantidade de volumosos grinulos de densidades diferentes (gr). N=
micleo.(5700x). Em G12, detalhe de duas estruturas membranosas semelhantes a mitocondrias
com cristas longitudinais, em células Principais. Notar a dupla membrana envoltéria destas

estruturas (pontas de seta) e as cristas membranosas (Cm). mp= membrana plasmatica (29200x).






FIGURA 53. Aspectos do tergo basal do epitélio epididimario na sub-regido G. Animais de 30
meses. Em G13, célula Basal (B) préxima a estruturas vacuolares (V) contendo material elétron-
transparente ¢ material particulado junto com membranas (asterisco). Notar grande quantidade de
mitocondrias (m) na zona citplasmdtica infranuclear. LB= limina basal (8800x). Em G14,

leucdcito intraepitelial (L) proximo 4 limina basal (LB) e a uma célula Basal (B). Notar
mitocdndrias (m) e grinulos densos (gr) na zoma citoplasmética infranuclear de céluals

Principais. Cm= célula muscular (8800x).
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SUB-REGIOES DO BEPIDIDIMO

TCO 1. Médias dos difmetros (um) do tibulo e do limen nas sub-regides do

G

epididimo, em animais pré ¢ pds-pberes. Médias seguidas da mesma letra ndo

diferem estatisticamente dentro da mesma faixa etdria (teste t P < 0,05)
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GRAFICO 2. Médias das alturas (wm) do epitélio e estercocitios nas sub-regides do epididimo,

(wst) O FIDORNT IR 3 OTTF LIA9T 30 vHn IV




