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Resumo

O ducto deferente do gerbilo foi estudado histoquimicamente
visando analisar, ou complementar, algumas caracteristicas
histofisiolégicas observadas, principalmente em seu epitélio, tais como
a ocorréncia de secre¢io de substincias, pmvavclmcnte de
glicoproteinas, absorgio de parte do liquido seminal e para verificar
a presenga de pancitoqueratinas, como elementos de ancoramento
das células epiteliais entre si por meio de suas membranas plasmiricas.

Unitermos: Ducto deferente, Histoquimica, Microscopia Optica,
Gerbilo.
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Summary

The vas deferens of the gerbil was histochemically studied
in order to analyse or to complement some histophysiological
features observed mainly in its epithelium such as the occurrence
of cellular secretion probably of glycoproteins, partial absorption
of the seminal fluid and to verify presence of pancytokeratines
which support the epithelial cells by anchorage of their
plasmalemmas.

Key words: Vas deferens, Histochemistry, Light microscopy,
Gerbil.

Introdugao

No epitélio de revestimento dos tibulos da via espermdtica
extratesticular existem alguns relatos histoquimicos;
histoenzimol6gicos ¢ ultraestruturais, os quais dio embasamento
para as interpretagoes citofisiologicas ou histofisiolégicas
concernentes a ocorréncia de processos de absorcao de fluidos ¢
solutos ¢ de secregio celular micromerderina (protéica), ou
apocrina (Nicander e Malmqvist, 1977; Ali et al., 1978; Hoffer,
1976; Paniagua et al., 1981; Hermo ¢ Morales, 1984; Hermo ct
al., 1988; Vicentini ¢ Orsi, 1989, Viotto et al., 1996; Parillo ct
al., 1997; Orsi et al., 1998; 1999),

Tendo em vista as observagoes antes feitas, principalmente,
sobre a ultraestrutura epitelial do ducto deferente do gerbilo (Orsi
etal. 1999), e as informagdes comparativas, antes citadas na lite-
ratura especializada, neste trabalho foram procedidas andlises de
algumas caracteristicas histologicas ¢ histoquimicas no epitélio
ducto-deferencial deste roedor visando prover conhecimentos
basicos para a biologia da reprodugio nesta espécie, para a qual
hd poucos trabalhos especializados (Pinheiro, 1997). Assim, o
objetivo fundamental deste trabalho foi analisar, com base
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histoquimica, a presenga de mucossubstincias ¢ de
pancitoqueratinas que estruturam o epitélio vaso-deferencial do
gerbilo.

Material e Métodos

Os estudos histoquimicos para pesquisas  de
mucossubstincias ¢ de expressio de pancitoqueratinas na estru-
tura do ducto deferente do gerbilo, foram feitos em material
histolégico (secgoes de 5 a 7 um), coletado de trés animais adul-
tos, previamente fixado em formalina neutra tamponada (tam-
pao fosfato, pH 7,3; 0,1 M), a 10%, processado para inclusao em
“paraplast”, ¢ analisado em microscopia de luz. Os estudos
histoenzimolégicos, no epitélio do ducto deferente, foram feitos
em material coletado de dois gerbilos adultos, apos técnica de
congelagio (em n-hexana), ¢ criotomia dos tecidos (secgoes de
10 pm).

As rcagoes histoquimicas para pesquisas de
mucossubstincias foram as de PAS, alfa amilase + PAS, metilagio
¢/ou acetilagio + PAS; AB em pH 0,5 ¢ 2,5 (Pearse, 1972). Para
pesquisa de pancitoqueratinas foram seguidos os procedimentos
gerais descritos por Palacios et al. (1993), com emprego do mé-
todo ABC (“avidin-biotin-peroxidase complex”), para estudos
imunohistoquimicos (Hsu et al., 1981). Os anticorpos utiliza-
dos, em concentragio ¢ diluigao de 1/100), foram clones de
anticorpos anti-pan-citoqueratinas (“mouse IgGl and IgG2
isotypes”). Esses anticorpos sio uma mistura de diferentes clones:
C-11, PCK-26, CY-90, Ks-1A3, M20 ¢ A53-B/A2 (“Sigma
Immuno Chemicals”, EUA). De modo teérico, segundo o cati-
logo do laboratério (“Sigma™), estes anticorpos primarios reco-
nhecem as citoqueratinas 1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18, ¢ 19.
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A pesquisa de reatividade histoenzimdtica de fosfatase dci-
da (FoAc) foi feita no material de criotomia, seguindo as técnicas
preconizadas por Pearse (1972). As anilises das reatividades
histoquimicas ¢ histoenzimdtica se basearam na intensidade cro-
madtica (de cor), dos tecidos, nas diferentes reagoes, utilizando-se
a convengao de reatividades: forte (intensa), média, fraca, muito
fraca ¢ negativa.

Para fundamentar esta convengio, de natureza qualitativa,
foram obscrvadas 3 liminas histolgicas de cada grupo de estu-
dos (histoquimica de mucossubstincias; histoenziomologia e
histoquimica de pancitoqueratinas), antes caracterizados, em ni-
vel de um sistema de andlise de imagens Zeiss KS-300, no qual
foram analisadas, com dupla observagio concomitante (dois ob-
servadores), as dreas relativas dos tecidos em termos de intensida-
des cromaticas.

Resultados

No epitélio do ducto deferente do gerbilo, de modo geral,
observou-se PAS-positividade entre fraca ¢ média no epitélio
tubular, ao longo do ducto, a ndo ser em certos locais especificos,
onde a expressio desta positividade foi forte nos trés segmentos
tubulares enfocados (proximal, intermedidrio e distal, Figuras 1A-
C). As reatividades ao AB em pH 0,5 ¢ 2,5 foram entre negativas
¢ muito fracas, respectivamente. O material ducto-deferencial do
gerbilo se mostrou diastase-resistente.

No segmento ducto-deferencial proximal (adepididimdrio),
notou-se PAS-positividade forte no glicocilice (Figura 1A), sen-
do a PAS-positividade entre fraca e média nos demais segmentos
tubulares. No segmento intermedidrio (funicular), uma PAS-
positividade forte foi vista, principalmente, nos grinulos peque-
nos, presentes difusamente no citoplasma das células principais;
no material intranuclear destas c¢lulas; no citoplasma das células
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delgadas, que mostra reatividade forte, e, na lamina prépria tubular
(Figura 1B).

O cpitélio do segmento distal (adprostitico), no ducto de-
ferente do gerbilo, mostrou material PAS-positivo forte no
citoplasma basal das células principais, o qual apareceu de forma
condensada, ou grosseiramente granular (Figura 1C). Nos nucle-
os celulares ndo se observou material PAS-positivo evidente, como
foi visto no segmento anterior. o Y p
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FIGURA 1(A-C): PAS-reatividades da parede
do ducto deferente do gerbilo
nos segmentos tubulares
proximal (1A, barra = 25
mm), médio (1B, barra=25
mm), e distal (1C, barra = 5
mm). Sao indicados:
glicocélice (g), epitélio (e) e \
a tinica muscular (m em
1A); um nicleo (n) e granu-
los PAS-positivos (setas me-
nores) em uma célula princi-
pal, uma célula delgada (*)

e a lamina prépria (estrela J

em 1B); niicleos (n) e mate- - 7
rial PAS-positivo (setas lon- 1

gas em 1C).

@3



A M. Crsi et al.

A expressao de pancitoqueratinas observada imunohistoqui-
micamente nas c€lulas principais do epitélio tubular, em todos os
segmentos do ducto deferente do gerbilo foi média, ¢ mais ou
menos constante (Figuras 2A-C). Notou-se reatividade
imunohistoquimica predominante no citoplasma apical das célu-
las principais, proximo a margem apical de microvilos (Figura
2B). Observou-se, também, expressao forte de pancitoqueratinas
em nivel basal, possivelmente nas interrelagoes de membranas
plasmaticas, entre células principais; entre as células principais ¢
basais (Figura 1C), ¢, na delimitagio entre o epitélio ¢ a lamina
propria tubular (Figura 2B). = -—

FIGURA 2 (A-C): Reatividades imunohisto-
quimicas para pancito-
queratinas no epitélio do
do citoplasma e plasma-
lema nos segmentos
proximal (2A, barra = 65
um), médio (2B, bama =
25 pm) e distal (2C, barra
= 5 um). Indicadas reativi-
dades fortes: apicalmente
(setas médias, 2A-C); la-
teralmente (setas curtas,
2C) e basalmente (setas
longas, 2C).
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A ninica muscular do ducto deferente, no gerbilo, que as-
segura a histofisiologia deste 6rgio, em termos de emissao ¢
ejaculagio dos espermatozoides (Hib et al., 1982), apresentou
PAS-positividade fraca no segmento proximal (Figura 1A) ¢ nos
outros dois segmentos analisados.

A enzima lisosomica fosfatase dcida (FoAc), teve expressio
forte em niveis basal e apical, no citoplasma de células principais
do epitélio tubular (Figuras 3A,B).

Figura 3(A-B): Reatividades histoenzimaticas do ducto deferente a enzima fosfatase acida
(3A, B, barra = 5 pum), observando-se as reatividades epiteliais fortes
basalmente (setas curtas em 3A) e apicalmente (setas longas em 3B).

Discussao

O material PAS-positivo, diastase-resistente, observado no
citoplasma das células principais do ducto deferente do gerbilo,
provavelmente ¢ formado por complexos de carbohidratos ¢ pro-
teinas (glicoproteinas), conforme Ali et al. (1978) discutiram,
com base em observagoes similares, feitas na parte ampular do
ducto deferente do camelo. A observagio de material epitelial
ducto-deferencial PAS-positivo, no deferente do camelo, foram
atribuidos possiveis papéis de estocagem ¢ secregio do material
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(de glicosaminoglicanas neutras), do epitélio para a luz tubular
(Ali et al., 1978). Relato parecido, com observacao semelhante,
foi feito no citoplasma de clulas principais, na cauda do epididimo
do hamster (Vicentini e Orsi, 1989).

Segundo Paniagua et al. (1981) hd, no epitélio vaso-
deferencial humano, aprecidvel mimero de células principais com
matcrial PAS-positivo, sendo obscrvado no citoplasma e
intranuclearmente. Os autores corrclacionaram o material PAS-
positivo intranuclear, notado em cerca de 10% das células princi-
pais, com os granulos eletrondensos, com membrana circundante
lisa, presentes no interior do nucleo das células, Referiram que o
material granular PAS-positivo, presente tanto no citoplasma como
dentro do nicleo das células principais ducto-deferenciais huma-
nas scria formado, basicamente, por glicoprotcinas ncutras,

Com base nas observagocs atuais, feitas nas células princi-
pais do ducto deferente do gerbilo (vide Figuras 1B,C), bem como
em vista de analises prévias realizadas em células similares do ducto
epididimdrio do hamster (Vicentini e Orsi, 1989), acredita-se que
o matcrial PAS-positivo observado €, efetivamente, glicoprotéico.
Existe suporte para se crer que 0o material de secregio das células
da via espermdtica de mamiferos ¢ protéico, ou glicoprotéico
(Nicander ¢ Malmqvist, 1977; Flickinger, 1983 ¢ 1985; Viotto
et al., 1996; Orsi ct al., 1998). Por outro lado, Paniagua et al.
(1981), com base em consideracoes de Hotter (1976), comenta-
ram que, talvez, a deportagio de granulos ao limen deferencial
humano ndo scria observada, prejudicando assim a confirmagao
de fungao secretoria (possivelmente merocrina), nas células
epiteliais da via espermdtica.

A despeito das altimas consideragoces, mais recentemente,
como o uso de téenicas atuais de pesquisa em eletromicroscopia
dc transmissao e de varredura, Manin et al. (1995) foram hdbeis
em detectar secregao protéica, segundo um modelo secretor
apocrino, em células principais do ducto deferente do camun-
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dongo suigo. Outrossim, um processo secretor similar foi descri-
to no cpitélio do ducto deferente do gerbilo (Orsi et al., 1999),

Anteriormente, Flickinger (1983 ¢ 1985) havia descrito,
inclusive com andlisc autoradiografica, processos de sintesc e se-
crecio glicoprotéica no epididimo do camundongo. Logo, um
papel secretor sc cfetuaria, seguindo, talvez, os modelos de
biossintesc ¢ secregio glicoprotéica, antes descritos de modo ge-
ral (Benett etal., 1974), e na via cspermatica (Gupta et al., 1974
Flickinger, 1983 ¢ 1985).

Concernente a PAS-positividade forte observada no
glicocilice, mais marcante no segmento proximal do ducto defe-
rente do gerbilo, esta estrutura microscopica representa a cober-
tura da superficie cclular em epitélios; ¢ adjacente 3 margem de
microvilos, nos epitélios como os da via espermdtica, e é consti-
tuido por glicoproteinas e dcido sidlico (Leeson ¢ Leeson, 1977).

Para Leeson e Leeson (1977), provavelmente o glicocdlice
tem 0s seus componentes estruturais constituidos por
glicoconjugados e sialoglicoconjugados complexos (Parillo et al.,
1997), sintetizados em nivel do complexo de Golgi. Esta foi uma
tese que, com base imunohistoquimica, reafirmaram Parillo et al.
Talvez, no epitélio vaso-deferencial do gerbilo, o glicocdlice tenha
origem e constituigao similares as antes enfatizadas, cspecialmen-
te no ducto cpididimdrio (Parillo et al., 1997), refor¢cando a su-
perficic epitelial apical.

A expressividade de pancitoqueratinas no ducto deferente
do gerbilo, com observagio de maiores reatividades na parte
supranuclear do cpitélio, junto & margem apical de microvilos, e
na partc basal do epitélio, entre células principais adjacentes, ¢
indicativa do reforgo que os diferentes tipos de citoqueratinas fa-
zem na cstrutura da membrana plasmatica epitelial. Logo, o re-
for¢o estrutural, feito por pancitoqueratinas, notado no ducto
deferente do gerbilo, teria correlagoes com as atividades fisiologi-
cas observadas no ducto, como 0 aumento da pressao intraluminal,
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em face da emissio do liquido seminal ou durante a ejaculagio
dos espermatozoides, que sio diretamente dependentes da estru-
tura funcional da rinica muscular lisa (Hib et al., 1982).

O aumento da pressio intraluminal ducto-deferencial seria
compensado pelas caracteristicas arquiteturais dos estratos de
musculo liso (Hib et al., 1982), presentes em sua ninica muscu-
lar, ¢ também decorreria dos reforgos estruturais que as
citoqueratinas conferem ao epitélio tubular. Essa observagio ¢
concordante com o suporte tedrico proposto por Palacios et al.
(1993), para o ducto epididimdrio humano.

A enzima fosfatase dcida teve reatividade forte nas porgoes
apical e basal do citoplasma das células principais, no epitélio
ducto-deferencial do gerbilo, onde as observagoes ultraestruturais
permitiram evidenciar lisosomas (Orsi et al., 1999). Efetivamen-
te, esta enzima estd diretamente relacionada aos processos de di-
gestdo enzimitica (talvez autofigica ou heterofigica), observa-
dos nos lisosomas (De Duve ¢ Wattiaux, 1966; Hermo et al.,
1988), atuando, em conseqiiéncia, nas ctapas de absorgio ¢
endocitose de fluidos presentes na luz da via espermitica (Hermo
¢ Morales, 1984; Orsi et al., 1998).
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