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Resumo

As células principais (P) do epitélio de revestimento do epididimo de
paca foram relacionadas com processos citofisiolbgicos de endocitoses
do tipo adsortiva e de fase fluida, respectivamente, aparentemente
realizando também secrecio apdcrina. Essas funcdes foram propostas
embasando-se em caracteristicas de ultra-estrutura das células P, em
cujos citoplasma observaram-se um expressivo nimero de vesiculas,
com diferentes formas, tamanhos e presen¢a de conteudo
internalizado em algumas das vesiculas revestidas por
endomembranas, ocorrendo ainda caveolas e vesiculas diminutas
localizadas junto a borda apical de microvilos. Ademais, observaram-
se vesiculas grandes e revestidas e/ou com superficies lisas;
endossomos, e lisossomos de localizacio predominantemente apical.
Uma via de secre¢ao apocrina foi sugerida com base na ocorréncia de
expansoes (protrusdes), citoplasmaticas intraluminais nas células P.
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Introducao

Os principais tipos celulares presentes
no epitélio epididimal de mamiferos sdo as
células principais (P), cujas principais fung¢oes
foram descritas como endocitose adsortiva,
e, endocitose de fase fluida, reabsorcao do
fluido luminal, secre¢do de proteinas e
secrecdo de glicoproteinas; trocas de agua,
fons salinos e macromoléculas ocorrendo
entre os compartimentos epididimais epitelial
e luminal, respectivamente.>34>678

A habilidade das células P para
secretar proteinas, inclusive glicoproteinas®,
tem sido relacionada com o seu bem
desenvolvido “sistema organelar’ associado
a sintese e secre¢ao, tal como a presenca de
um marcante reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) associado com o aparelho
reticular de Golgi®™*’. Ocorrem também
outras formacdes ultraestruturais
relacionadas diretamente ao complexo

RER-Golgi’, tais como as vesiculas escutas
e revestidas, vesiculas de exocitose e talvez
de transcitose, que foram similarmente
observadas no préprio epididimo™*’# | assim
como em células cilindricas do epitélio de
revestimento dos ductos eferentes de alguns
mamiferos'.

O emprego de marcadores de
macromoléculas, colocados no micro-
ambiente epididimal, foi util para demonstrar
o transporte e a incorporacao de aminoacidos
livres através da superficie livre das células
epiteliais, principalmente em células P
epididimais.®? Adicionalmente, uma via
secretéria intracitoplasmatica de protefnas foi
demonstrada em células P epididimarias de
camundongos por Flickinger®. Outros
papéis funcionais, menos usuais, foram
caracterizados em células P epididimais de
mamiferos, bem como em outros
segmentos da via espermatica, tais como a

ocorréncia de espermiofagia™'’, e, a presenca
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de expansdes citoplasmaticas apicais, com
significado de possivel secreciao celular
apocrina, notada em células P23,

Tendo em vista o suporte de
literatura exposto, neste estudo fez-se uma
analise da ultraestrutura do epitélio de
revestimento do ducto epididimario de
paca adulta, o segundo maior roedor da
regido neotropical, apds a capivara, tendo
grande potencial zootécnico. Isso
porque a sua carne é muito apreciada
pata consumo humano'. Ainda,
segundo Eisenberg'®, a paca pertence 2
tamilia Agoutidae, género Agouti, que
juntamente com as familias Caviidae,
Hydrochoeridae e Dasyproctidae constituem o
grupo dos roedores Histricognatas do
Novo Mundo.

Material e Método

Fragmentos de tecidos coletadas
dos epididimos de seis pacas Agouti paca,
machos e adultas, foram fixados em
solucdo de glutaraldeido a 2,5% em
tampao fosfato pH 7,2; 0.1 M, e/ou em
fixador de Karnovsky, durante 3 horas a
4°C. Em seqiiéncia os materiais, apos
conveniente reducio e identificaciao
regional das por¢des denominadas de
segmento inicial, cabec¢a, parte média do
corpo e parte distal da cauda dos
epididimos foram poés-fixados em OsO,
no mesmo tampao. Adotou-se 0 mesmo
modelo de histologia regional do
epididimo proposto, previamente, para o
rato marrom’.

Apos a finalizacdo da fixacao
tecidual, seguiu-se a desidratagdo dos
materiais em série crescente de acetona,
inclusio em Araldite (Merck, Alemanha),
“trimagem” dos blocos e obtencao de
cortes semifinos (0,5 mm), e de cortes
ultrafinos (80 nm em média). Montados
em grades de cobre e contrastados com
acetato de uranila e citrato de chumbo, os
cortes ultrafinos foram analisados e
fotografados em microscépio eletronico
de transmissdo Philips CEM-100°
(Philips, Holanda).
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Resultados

No segmento inicial (SI) do
epididimo de Agouti paca, as células principais
(P), na superficie epitelial do revestimento
tubular, mostraram, no citoplasma
supranuclear, o reticulo endoplasmatico
rugoso (RER), bem desenvolvido e
formado por lamelas longas com
disposi¢des retilinea ou curvilinea. As lamelas
apareceram dilatadas em suas extremidades
e por vezes em suas partes médias, tendo
grande quantidade de ribossomos aderidos
as suas paredes, e agregados adjacentes de
ribossomos livres formando polissomos
(Figura 1). Verificaram-se algumas lamelas
vesiculares do RER, que representavam
cisternas muito dilatadas deste complexo
reticular, tendo menor quantidade relativa de
ribossomos aderidos. Lamelas vesiculares
coexistiam com as lamelas alongadas do
proprio RE e com os dictiossomos dos
complexos de Golgi, abundantes e
igualmente bem desenvolvidos, ao nivel
citoplasmatico supranuclear. No contetido
citoplasmatico circunjacente as lamelas longas
do RE, e aos saculos do Golgi, se observou
uma grande quantidade de vesiculas com
formas e conteudos variados, e apareceram
vesiculas revestidas por endomebranas, tendo
conteudos claro, ou mais eletropaco,
respectivamente, e também vesiculas palidas
e de superficie lisa (Figura 2).

Em algumas células P do SI, junto a
borda apical de microvilos, observaram-se
cavéolas formadas na membrana
citoplasmatica apical, sendo que algumas
delas se invaginavam para o citoplasma
apical, no qual formavam vesiculas palidas
caracterizando-se um processo de
endocitose. Microtibulos do sistema T
apical foram evidentes, assim como
complexos juncionais se formaram entre as
membranas plasmaticas laterais de células P
adjacentes, em nivel apical (Figura 3). Ainda
no citoplasma supranuclear de varias células P,
do segmento inicial, observaram-se corpos
multivesiculares complexos, englobando
corpos densos de diferentes eletrodensidades,
e material fragmentar (Figura 4),
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Figuras 1-3 - Ultraestrutura do citoplasma supranuclear
de células P do SI epididimario de paca
mostrando grande desenvolvimento do
RER lamelar em 1; RER vesicular e lamelar
(ER) com dictiossomos do Golgi (seta) e
varias vesiculas (asteriscos) de formas e
tamanhos variados em 2; cavéolas (cabecas
de seta), vesiculas de endocitose (seta
pequena) e complexos juncionais
(seta fina) em 3. Bars = 0,5um em 1, 2.
Bar=1um em 3

aparentemente, remanescente de organelas
lisadas (autofagocitose). Porém, nao se excluiria
também a possibilidade de ocorréncia de
digestao heterofagica, feitas com apoio na
observacdo, concomitante, de corpos densos
homogéneos, de diferentes eletrodensidades
(Figura 5), talvez se caracterizando-se
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% 2 ‘ 3 = 3
Figuras 4-5 - Citoplasma supranuclear de célula P no SI
sendo indicados corpos multivesiculares
heterogéneos (asteriscos), lisossomos
(estrelas) em 4, 5 e cisternas do RER (ER)
em 5 . Bars = 0,5um

como lisossomos secundarios com base
comparativa.'’

No citoplasma de células P da cabega
do epididimo de paca, em diferentes niveis,
observou-se grande quantidade de lisossomos
(Figuras 6 a 8), observando-se também
vesiculas palidas e um agregado de vesiculas
densas e revestidas (Figura 6). Adjacentes aos
lisossomos, ocorriam lamelas alongadas do
RER, polissomos, mitocondrias, vesiculas
pequenas ¢ revestidas e presenca de corpo
multivesicular palido (Figura 7). Cisternas
vesiculares adensadas do RER foram vistas no
citoplasma supranuclear de algumas células P,
aparentemente circunscrevendo partes do
conteudo citoplasmatico; tendo ribossomos
aderidos as suas paredes externas (Figura 8).

Na parte média do corpo epididimal,

o citoplasma supranuclear de varias células P
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hesnd

Figuras 6-8 - Ultraestrutura de células P na cabeca
epididiméaria de paca, sendo mostrados
lisossomos (estrelas) em diferentes niveis
citoplasmaticos, grande desenvolvimento
do RER (ER) com cisternas vesiculares e
adensadas (rosetas). Bar = 1um em 6.
Bars = 0,5um em 7, 8

foi caracterizado pela ocorréncia de grande
reticulacdo derivada do abundante RER, e por
apreciavel quantidade de lisossomos e de
vesiculas revestidas (Figuras 9 e 10). As lamelas
do RE apareceram predominantemente
alongadas, sendo algumas delas dilatadas e
com caracteristicas vesiculares, evidenciando-
se também os dictiossomos do complexo de
Golgi (Figura 10). Os lisossomos
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supranucleares eram precedidos por grande
quantidade de endossomos, presentes no
citoplasma apical das células P (Figura 11).
Caractetisticas subcelulares de endocitose, talvez
predominantemente de fase fluida, foram
observadas no citoplasma apical de células P,
onde se observaram cavéolas apicais,
englobamento de vesiculas palidas na borda
apical de microvilos, seguida pela presenca de
vesiculas palidas e presengas de endossomos e
corpos multivesiculares, sendo estes
predominantemente palidos (Figuras 11 ¢ 12).

Junto a borda citoplasmatica apical de
algumas células P, no corpo epididimal,
observaram-se seccoes, com diferentes
orientagOes, de partes estruturais de
espermatozoides estocados na luz tubular,
algumas delas fazendo contactos intimos com
a borda apical de microvilos, e/ou com a
membrana plasmiética de expansdes
citoplasmaticas apicais (Figuras 13 e 14).
Tais expansbes apresentavam lamelas
concéntricas do RE em seu interior,
predominando  uma  disposi¢ao
circunferencial (Figura 14). Lamelas do RE,
com disposicao circunferencial, localizadas
ao nivel basal, delimitavam um espago do
conteudo citoplasmatico, no qual
ocorriam mitocondrias, formacodes
vesiculares de dupla membrana, com um
ou dois granulos densos circunscritos por
lamelas (Figura 15).

Na cauda epididimal de paca, o
epitélio de revestimento era formado,
predominantemente, por células
P (Figuras 16 e 17). O citoplasma
supranuclear, nestas células, apresentou
grande concentragio de lisossomos muito
eletrodensos, cisternas lamelares do RE e
muitas vesiculas, predominantemente
pequenas, mas variadas em forma e
conteudo (Figura 16). Cavéolas eram
evidentes na membrana plasmatica apical,
sendo algumas delas internalizadas como
vesiculas revestidas, pequenas e claras,
junto a borda citoplasmatica subjacente
(Figura 17).

Algumas poucas células P, na cauda
epididimal, mostraram expansdes
citoplasmaticas apicais, projetando-se na
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Figuras 9-12 - Citoplasma supranuclear de células P do corpo epididimario de paca mostrando grande
desenvolvimento do RER (ER), complexo de Golgi (G), lisossomos (estrelas) em 9, 10 e varias
vesiculas pequenas densas e revestidas (asteriscos) em 10. Citoplasma apical de célulasPem 11 e 12
mostrando vesiculas claras de endocitose (asteriscos), cavéolas (cabegas de seta) e endossomos
(rosetas. Bars = Tlumem 9, 11 e 12. Bar = 0,5um em 10

luz tubular entre a borda apical de
microvilos, notando-se um grande
granulo de inclusio lipidica no conteudo
citoplasmatico (Figura 18). No citoplasma
infranuclear, de algumas células P da cauda
epididimal, o RER apareceu circunferencial,
com suas lamelas dispondo-se de forma
conceéntrica e paralelas entre si, delimitando

uma parte homogénea e mais densa do
conteudo  citoplasmdtico. Lamelas
semicirculares do proprio RE apareceram
adjacentes a formacio circunferencial
visualizada, sendo que uma delas contatava
o envelope nuclear ¢ a outra envolvia um
lisossomo, com eletrodensidade heterogénea

(Figura 19).
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Figuras 13-15 - Citoplasmas apicais de células P e [imen

do corpo epididimal sendo evidenciados
estruturas do aparelho endocitético
(asteriscos) em 13, 14 e expansoes
citoplasmaticas apicais (estrela) em 14.
Notar estruturas seccionadas de
espermatozoides (setas) na luz em
contato com a membrana plasmatica
apical e borda de microvilos em 13 e
14. Disposicao concéntrica de lamelas
do RER circunscrevendo dois granulos
elétrondensos (setas) no citoplasma
supranuclear de célula P em 15.
Bars = 1um

Figuras 16-17 - Citoplasma supranuclear e apical de células P da cauda epididimaria de paca sendo evidentes
lisossomos (estrelas) em 16; cavéolas (cabecas de seta), vesiculas de endocitose e endossomo

(asteriscos) em 17. Bars

Braz.). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 46, n. 6, p. 455-464, 2009
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Figuras 18-19 - Citoplasma supranuclear e apical de
células P da cauda epididimaria
mostrando expansao citoplasmatica
apical (roseta) com aparelho
endocitético apical (seta pequena) e
grande inclusao lipidica (seta espessa)
em 20. Em 21, RER circunferencial (ER)
com lamelas concéntricas ao nivel do
citoplasma infranuclear de célula P,
com um lisossomo (estrela) adjacente.
Bar = 1um em 20; Bar = 0,5um
em 21

Discussao

O citoplasma supranuclear das células
principais (P) do ducto epididimario de paca
foi caracterizado pelo desenvolvimento
marcante do RER, em todas as regides do
ducto, apresentando cisternas lamelares
longas, retilineas, curvilineas e com
disposicao concéntrica, havendo também
cisternas muito dilatadas e com caracteristicas
vesiculares. Cisternas com aparéncia
vesicular, presentes principalmente nas células
principais do epididimo de paca, e de outros
mamiferos®, foram identificadas como
cisternas dilatadas do RE, que tém poucos
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ribossomos aderidos®, talvez tendo uma
possivel implicacdo na secrecio de
proteinas'®.

A quantidade elevada de ribossomos
aderidos as lamelas do RE, ou de polissomos
adjacentes, presentes no citoplasma
supranuclear de células P, expressaria elevada
capacidade de sintese protéica’, cuja secre¢io
deve ocorrer no SI de paca, como Nicander
e Malmqyvist" sugeriram para o SI de outros
mamiferos. Por outro lado, sintese e secrecdo
protéica, poderiam ocorrer, também, em
outras regiodes do epididimo de paca, como
no corpo epididimal em que o RER ¢é
também proeminente. Para efeitos
comparativos, ha descri¢io na literatura
quanto as diferencas regionais de secre¢io
de proteinas no epididimo de rato.*

A configuracio geral do RER no
citoplasma supranuclear de células P, que foi
observada principalmente no segmento
inicial do epididimo de paca, mostrou
lamelas longas associadas aos dictiossomos
do Golgi e vesiculas revestidas, pequenas e
densas, presentes no citoplasma adjacente a
estas organelas. A associacio entre o RER e
os saculos do Golgi, bem como a presenca
de vesiculas densas adjacentes, poderia estar
relacionada, também, a sintese e secrecio de
glicoproteinas pelas células P epididimais,
como se caracterizou no epididimo do
camundongo Sui¢o.>**

Aparentemente, proteinas, secretadas
pelo RER de células epididimarias, poderiam
ser liberadas diretamente no lumen
epididimatio."® Por outro lado, a secrecio de
proteinas passaria, diretamente, através do
aparelho de Golgi, antes de ser liberada no
limen tubular.?® Porém, estudos
autoradiograficos, com isétopos marcados,
mostraram os graos de prata inicialmente
sobre o RER e sucessivamente sobre o
aparelho de Golgi; superficie celular apical e
limen tubular."*¢

O exato mecanismo de transporte de
protefnas, ou seja, a natureza do carreador
de macromoléculas secretadas, desde a face
trans do Golgl até a superficie celular em
células epiteliais epididimarias, ndo estaria
ainda claramente definido®. Sugeriu-se a

Braz.). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 46, n. 6, p. 455-464, 2009



462

eventual participagdo de vesiculas palidas de
superficie lisa, adjacentes ao Golgi, no
transporte de proteinas secretadas’®, ou setiam
as pequenas vesiculas, revestidas e densas, as
responsaveis por este processo™”. Com base
em nossas observacoes, tende-se a
concordar com a ultima interpretagio,
reservando-se as vesiculas palidas, e ndo
revestidas, aparentemente, uma participagao
mais efetiva no aparelho endocitético de
células P

Outra caracteristica marcante de
células P, presentes no corpo e na cauda
epididimais de paca, foi a observacio de
lamelas circunferenciais do RER,
concéntricas ¢ paralelas entre si, que foram
observadas ao niveis citoplasmaticos
perinuclear e infranuclear, respectivamente.
Hstas lamelas delimitavam um espaco do
conteudo citoplasmatico contendo
mitocondrias, polissomos e granulos
eletrondensos, circunscritos pot vesiculas ou
isolados, sugerindo também sintese de
material protéico. De modo comparativo, a
ocorréncia de RER circunferencial, com
material eletrondenso, diretamente
relacionado, fora caracterizada em células
principais do epididimo do porco
doméstico®, sendo sugeridos processos de
sintese e deportacdo de material proteiniceo
pelas células enfocadas®.

Atividades de endocitose de fase
fluida (ou pinocitose), e de endocitose
adsortiva (ou fagocitose)* foram semelhantes
as que se caracterizaram em células P do
epididimo de rato®’¥, e em células de Sertoli
de mamiferos®’. Esse mesmo tipo de
atividade foi evidenciada nos citoplasma
supranuclear e apical de células P de todas
as regides epididimarias de paca. As
estruturas envolvidas nesta atividade
aparentavam ser as vesiculas revestidas e as
vesiculas de superficie lisa, com diferentes
formas e dimensdes, e conteudo
predominantemente claro; os endossomos,
corpos multivesiculares palidos e densos e
os lisossomos!’

Os primeiros passos do processo de
endocitose foram caracterizados pela
presenca de cavéolas, formadas apicalmente
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entre os microvilos, que se fecham e se
internalizam como pequenas vesiculas
revestidas, no citoplasma apical, seguindo
padrio anteriormente descrito.”” Conforme
descricGes anteriormente citadas, seguem-se
as demais estruturas subcelulares inter-
relacionadas ao processo endocitotico.

Na parte proximal do epididimo de
paca notou-se a ocorréncia de corpos
multivesiculares, com conteudo complexo,
aparentemente, suportando a ocorréncia de
endocitose adsortiva, enfocada por Hermo,
Oko e Morales’, no epididimo de rato, ou
talvez tendo telacio com a ocortréncia de
processos lisossomais de digestoes autofagica
ou heterofagica. Além disso, ao nivel do
citoplasma apical e supranuclear de algumas
células P, em todas as regides epididimarias,
bem como nas células claras presentes
somente na cauda epididimal, de paca, a
presenca das estruturas subcelulares
integrantes de processos endocitéticos,
foram tipicamente caracterizadas, seguindo
modelos antetiormente propostos para esta
atividade funcional.>®*

Quanto a ocorréncia de expansoes
citoplasmaticas apicais, em células P no
epitélio da cauda epididimaria de paca, sendo
que algumas delas eram extruidas para o
limen epididimario, talvez pudessem ser
caracterizadas como secre¢do apocrina,
conforme descricdes similares feitas em
células principais do epididimo de gato', e
em células claras epididimais do potco
doméstico®. Porém, foram feitas também
sugestoes de que as expansdes apicais
(protrusbes citoplasmaticas), seriam meros
artefatos de fixacdao'’, ou estruturas inertes e
sem significado funcional marcante'?.
Referente a presenca de inclusoes lipidicas,
presentes no citoplasma supranuclear de
algumas células P, talvez, representariam um
reserva funcional, uma vez que normalmente
teem sido notadas no citoplasma de células
epididimarias.®®?!
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Regional ultra structural features of principal cells from the epididymal

epithelium lining of Agouti paca

Abstract

The principal (P) cells of epididymidis surface epithelium of Agout
paca were related to processes of adsorptive endocytosis and phase-

Key words:
Epididymidis epithelium.
Principal cells.

Fine structure.

Agouti paca.

fluid endocytosis, as well as protein secretion apparently also occur.
These findings had been proposed on the base the cytoplasmic
ultrastructural features of P cells in which were seen an expressive
number of vesicles with several shapes, sizes and internalized content
occurring also smaller pits and pale small vesicles located next to the
apical brush border of microvilli. Moreover, occurred coated vesicles,
smooth surface vesicles and great vesicles; multivesicular bodies,
endosomes and lysosomes mainly viewed on supranuclear and apical
positions. Presence of an appoctine secretory pathway was characterized
in P cells through the occurrence of apical cytoplasmic expansions,
protruding into the ducts epididymidis luminal compartment.
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