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Variacao sazonal na morfologia dos ductos eferentes distais em codorna domestica mantida
em cativeiro experimental

Morphologic seasonal variability on the distal efferent ducts of domestic quail under experimental
captive breeding

Antonio Marcos Orsi' Raquel Fantin Domeniconi'™ Selma Maria Michelin Matheus"
Karina Simges"' Célia Cristina Leme Beu'v Maira Aparecida StefaniniV

RESUMO

Neste estudo diferengas expressivas foram observadas
na estrutura dos ductos eferentes distais (DED) de codorna
doméstica Coturnix coturnix, da variedade italiana, mantida em
cativeiro experimental durante dois anos, durante as quatro
estacOes do ano. A variabilidade morfoldgica dos DED foi mais
marcante na primavera e no outono, eqiivalendo as fases ativa e
quiescente do ciclo reprodutivo anual (ciclo testicular) nesta ave.
Nessas fases do ciclo, diferengas significativas foram observadas
na ultraestrutura das células principais (P) e ciliadas (C) do
epitélio de revestimento tubular e nos calibres tubulares. Estes
tiveram valores médios maiores na primavera, com valores
similares no verdo e no inverno, e valores médios menores
observados no outono. Na primavera, no citoplasma apical de
células P, notou-se maior complexidade organelar, inferindo-se a
ocorréncia de processos endocitéticos ativos. A quiescéncia outonal
caracterizou-se por redugdo do calibre tubular dos DED, luz
tubular vazia de espermatozdides, degeneracOes de organelas
citoplasmaticas e “debridamentos™ citoplasmaticos apicais em
células P e C. No inverno e verdo, correspondentes as fases
recrudescente e regressiva, respectivamente, do ciclo testicular
nesta espécie, os dados obtidos foram, de modo geral, similares
aos observados na primavera.

Palavras-chave: ductos eferentes distais, morfologia, dados
morfométricos, codorna doméstica.

ABSTRACT
Some expressive differences were noted on the distal

efferent ducts (DED) morphology in domestic quail of the
Italian variety along the year. The birds were maintained on

experimental captive breeding along two consecutive years,
before the morphologic studies. Morphologic differences on
the DED had been more evident in spring and autumn
respectively, the active and quiescent phases of the annual
testis cycle. Variability more expressive was noted among the
principal (P) and ciliated (C) epithelial cells and in tubular
diameters of DED, during the two focused seasons. Spring
features of DED were marked by relative enlargement of the
passageways, with similar results in summer and winter, and
characteristic organelle development on the apical cytoplasm
of P cells, allowing to conclude presence of active process of
endocytosis. Autumn quiescence was marked by an enfolding
pattern of all the tubular passageways, lacking of spermatozoa
and small amount of heterogeneous material inside their
luminal compartments, followed by presence of ultrastructural
degenerative features in apical cytoplasm of P cells and C cells
in DED passageways. Tubular features verified in DED during
winter and summer were minor and similar to those described
in spring. Summer and winter were respectively considered the
recrudescent and regressive phases of the testis cycle in these
species, based on the spermatogenesis cycle analysed in all the
seasons of the year as well as on the base the morphologic
features here found.

Key words: efferent distal ducts, morphology, morphometric
data, Italian domestic quail.

INTRODUCAO

Os ductos eferentes de aves tém sido
morfologicamente divididos em dois segmentos
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distintos e continuos da via espermatica extratesticular:
o0s ductos eferentes proximais e os ductos eferentes
distais (AIRE, 1979; 1980; STEFANINI et al., 1999z;
OZEGBE et al., 2006). Nos ductos eferentes da via
espermatica de aves, inclusive na prépria codorna
domeéstica, especialmente nos ductos eferentes
proximais (DEP), foram caracterizados, ao nivel ultra-
estrutural, processos ativos de pinocitose (endocitose
de fase fluida) e de fagocitose (endocitose por
adsorsdo) presentes, principalmente, na margem
adluminal do citoplasma das células principais (P) do
epitélio de revestimento dos DEP (STEFANINI et
al.,1999a;b; OZEGBE et al., 2006 ; ORSlI et al., 2007).

Processos similares de internalizacdo
citoplasmatica de fluidos (pinocitose) e de solutos
(fagocitose) foram revistos na funcdo celular geral das
células de Sertoli (CLERMONT, 1993). Anteriormente, nas
células P da rede testicular (RT) de rato albino, observou-
se uma internalizacdo marcante de tragadores adsorptivos,
carreados pelas vesiculas pequenas e ndo revestidas em
direcdo a membrana plasmatica lateral de células da RT
(MORALES tal., 1984). \erificou-se, tambhém, endocitose
de transferrina e de outras proteinas nas células epiteliais
da RT e dos ductos eferentes de alguns mamiferos
(HERMO etal., 1994). Confirmou-se, assim, a ocorréncia
de endocitose adsorptiva, e reforgou-se o conceito da
endocitose de fase fluida, denominadas, respectivamente,
de fagocitose e de pinocitose (CLERMONT, 1993).

Com base nessas informagfes, e na
verificacdo de variabilidade sazonal na morfologia
testicular (ORSI et al., 2005), acompanhadas de variagdes
sazonais na morfologia e histofisiologia da RE e DEP de
codorna doméstica (ORSI et al., 2007), considerou-se
neste estudo a andlise de caracteristicas morfologicas
dos DED desta espécie, mantida em cativeiro
experimental, acompanhando os aspectos sazonais do
ciclo testicular anual (ORSI et al., 2005). Nesse ciclo,
verificou-se um ritmo espermatocitogenético circanual,
presente na codorna de variedade italiana, havendo maior
atividade gonadal na primavera e quiescéncia curta de
atividade espermatogenética entre meados de margo e
meados de abril.

Portanto, neste estudo, apresenta-se a
morfologia ultra-estrutural e algumas consideragdes
sobre a histofisiologia dos DED na codorna da
variedade italiana, mantida em cativeiro experimental
durante dois anos. A Coturnix coturnix € uma pequena
ave poedeira e de corte que tem apresentado interesse
zootécnico, e também tem tido uso experimental em
Biociéncias.

MATERIAL E METODOS

Codornas (Coturnix coturnix) da variedade
italiana ficaram confinadas em criatério de

pesquisa,junto a Fazenda Experimental “Edgardia”, da
Universidade Estadual Paulista, em Botucatu, durante
24 meses consecutivos, sendo um total de 30 machos
sexualmente maduros. As aves permaneceram no
cativeiro experimental, recebendo dieta solida normal
para aves (Purina, Brasil) e agua, administradas ad
libitum e sob condigcbes de iluminacéo
predominantemente natural. Logo, foram submetidas a
aproximadamente 12 horas de luz e 12 horas de auséncia
de luz, permanecendo separadas, em gaiolas vazadas
de criatorio, de plantéis similares de fémeas da mesma
espécie e variedade, igualmente confinadas. Portanto,
as aves de ambos os sexos ficaram em contato visual e
sonoro, naquele periodo, porém, sem ocorréncia de
acasalamento.

Posteriormente, os machos foram
transportados em grupos de seis codornas, durante os
meses mais expressivos de verdo (janeiro e meados de
fevereiro), outono (meados de margo e abril), inverno
(junho e meados de julho) e primavera (meados de
outubro e primeira quinzena de novembro) para 0s
laboratérios de Anatomia e Morfologia Microscépica,
do Instituto de Biociéncias, da UNESP, em Botucatu,
onde se procedeu a eutanasia das aves por meio de
saturagdo anestésica com a mistura de Xylazina-
Ketamina (EUA).

A seguir, foram feitas as coletas bilaterais
dos testiculos e da regido epididimaria (RE) das
codornas. Fragmentos dos materiais coletados foram
fixados nos fixadores histolégicos de formalina
tamponada, em tampao fosfato, pH 7,2, 0,1M, liquido
de Bouin e solugdes de Karnovsky e de McDowell. Os
dois primeiros fixadores histologicos foram utilizados
para os fragmentos de tecidos destinados para estudos
de microscopia de luz de materiais processados em
paraplast (Oxford Labware, EUA). Os dois ltimos
fixadores foram usados para materiais destinados a
rotina de historesina (Historesin, Leica, Alemanha),
sendo o material fixado em Karnovsky destinado para
a rotina de microscopia eletrénica de transmissdo
(MET). Os estudos de MET foram feitos em materiais
obtidos de coletas, bilaterais, das regides epididimarias
de outras seis aves, sendo duas no outono, duas na
primavera, uma no verao e uma no inverno,.

As rotinas de microscopia de luz foram as
habituais, com inclusdes dos materiais em paraplast
(EUA) e/ou em historesin (Alemanha), microtomia
(cortesde 1,5 a 5um) e coloragdes com HE, tricrémico
de Masson-Goldner, PAS/H, hematoxilina/floxina e
solucdo de azul de toluidina a 0,5%, destinando esses
materiais para estudos em microscopio de pesquisa
Olympus BX-40 (Olympus, Japdo). Estudos
histomorfométricos dos DED, nas quatro esta¢Ges do
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ano, foram realizados com a utilizagcdo de sistema
integrado de analise de imagens [“microscopio
Olympus BX-40 + Software System (EUA) da Media
Cybernetics™].

As anélises histomorfométricas foram
feitas a partir dos dados quantitativos, visando-se
obter os valores médios de alturas epiteliais e dos
didmetros tubulares e luminais dos DED. Para as
mensuragdes destes pardmetros, foram utilizadas trés
laminas de cada animal, contendo seis cortes
histoldgicos com quatro medidas por corte. Os
resultados foram agrupados por estacdes do ano e
tratados estatisticamente por métodos paramétricos,
ou seja, com céalculos dos valores de médias
aritméticas; desvios-padrdo e andlises de variancia
(MORRISON, 1976).

Nos fragmentos dos tecidos para estudos
em microscopia eletrénica de transmissdo dos DED,
foi feita a pos-fixagdo tissular em tetroxido de 6smio a
1% em tampéo fosfato de sodio pH 7,2, 0,1M, durante
uma hora a 4°C. Os fragmentos teciduais foram
desidratados em série crescente de acetona, incluidos
em Araldite (Merck, Alemanha), e submetidos a
ultramicrotomia. Os cortes ultrafinos (80nm) obtidos
foram montados em grades de cobre, contrastados com
acetato de uranila e citrato de chumbo e analisados e
documentados fotograficamente em ME Philips CEM
100 (Philips, Holanda).

RESULTADOS
Os valores médios dos diametros tubular e

luminal dos ductos eferentes distais (DED) e da altura
do seu epitélio de revestimento em codorna doméstica

da variedade italiana, verificados em todas as estagdes
do ano, foram ilustrados na figura 1. Na ultra-estrutura
epitelial dos DED, foram vizualizadas, com disposicdo
alternada, células ciliadas (C) dotadas de longos
cinetocilios intraluminais, ancorados em corpusculos
basais no citoplasma apical, e células principais (P),
cuja margem apical é dotada de microvilos curtos (Figura
2a). A eletrodensidade citoplasmatica das células
ciliadas (C), no epitélio tubular, mostrou-se homogénea
e as mitocondrias foram as organelas predominantes
aos niveis do citoplasma basal e apical das células P e
C, respectivamente. O citoplasma apical das células P
mostrou cavéolas presentes junto a membrana
plasmatica apical, sendo acompanhadas de vesiculas
apicais claras e de lisossomos, havendo também
poucas lamelas do RE-granular (Figura 2b).

No citoplasma supranuclear das células C,
no epitélio de revestimento dos DED no verao,
evidenciaram-se formacdes tubulares-canaliculares do
“sistema T” apical e formacdes lamelares e vesiculares
do reticulo endoplasmético (RE) granular, havendo
polissomos e vesiculas associadas, com diferentes
dimensdes e contetidos, e lisossomos. Nas membranas
plasmaéticas laterais, foram vizualizadas vesiculas
revestidas adjacentes e houve reforgos apicais
presentes entre as membranas contiguas feitos por
juncdes intimas (Figura 3a). O citoplasma supranuclear
de células P mostrou, nos dominios do citoplasma
supranuclear e apical, mitocdndrias, poucos
lisossomos, lamelas do RE, um pequeno aparelho de
Golgi, bem como polissomos associados ao RE-granular
e a vesiculas variadas inter-relacionadas ao complexo
do Golgi-RE (Figura 3b).

- Altura do epitélio
—a— Diametro dos ductulos
—a— Di@metro da luz

100 -
0 80 -
=
g 60 -
«©
h P
.2 40
=

20 - .
0 T T T 1
Outono Inverno Primavera Verao
Estacoes do ano
Figura 1 - Valores médios da altura do epitélio e do diametro do tubo e da luz do ducto eferente distal (DED) de codorna
durante o ciclo reprodutivo anual.
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Figura 2a,b - Eletromicrografias do epitélio de revestimento de DED de codorna da variedade italiana, na
primavera, onde é possivel observar: células principais (P) com borda apical de microvilos (estrelas),
com cavéolas (cabegas de setas menores), corpos densos (cabecas de setas maiores) e vesiculas
apicais (seta) e célula ciliada (C) com cinetocilios apicais (*). 7.750x em 2a e 9.750x em 2b.

4% bk S A5 B

No outono, tanto nas células P (Figura 4a),
como nas células C (Figura 4b), verificou-se baixa
eletrondensidade nucleo-citoplasmatica, havendo em
algumas células P expansbes do citoplasma
supranuclear para o limen tubular, estando pouco
nitidos os limites citoplasméaticos apicais. O limen
tubular era ocupado por fluido seminal e remanescentes
de cilios desprendidos do citoplasma apical de células
C, ndo se notando também os microvilos das células P,
desgarrados durante a retragdo citoplasmatica apical

(Figura 4b). As organelas presentes nas células C e P,
em quantidade relativamente menor que as observadas
nos mesmos tipos celulares na primavera, foram
mitocéndrias, lamelas do RE-granular, vesiculas
associadas e raros lisossomos. Foram observadas ainda
caracteristicas de degeneracdo no citoplasma
supranuclear e apical, marcadas pela eletronlucéncia
citoplasmaética e desorganizacdo de organelas
citoplasmaticas (Figuras 4a, b).

Durante o inverno, no periodo
recrudescente do ciclo testicular anual, as células C e P

w, % L

. M BN Pl ol
Figura 3a,b - Ultra-estrutura do citoplasma supranuclear de uma célula ciliada (C) de um ducto eferente distal, no
verdo, mostrando formacdes lamelares do RE (estrelas), canaliculos e tdbulos do sistema T apical
(* menores), corpos densos (rosaceas brancas), vesiculas associadas ao RE (*), vesiculas revestidas
(cabecas de setas) e juncdes intimas (setas) de membranas plasmaticas laterais. 31.500x em 3a.
Ultra-estrutura do citoplasma supranuclear de uma célula principal (P), mostrando lamelas do RE

granular (setas), complexo de Golgi (G) e corpos densos (rosaceas brancas). 23.000x em 3b.

o
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Figura 4a,b - Aspectos ultra-estruturais, com caracteristicas de degeneracéo citoplasmatica supranucleares (*) e
apicais (estrelas) em ambas as células, desestruturacdo do RE (*) agregado de mitocOndrias atipicas
no citoplasma supranuclear também eletrolucente; desgarramento de cilios (seta espessa),
estreitamento do citoplasma supranuclear com pobreza de organelas. 13.250x.

pareceram recuperar as caracteristicas ultra-estruturais
bésicas, observadas no mesmos tipos celulares de
primavera (Figura 5a). No citoplasma apical de algumas
células P, no inverno, ocorreram expansdes
citoplasmaticas apicais, vistas junto a margem apical
de microvilos, havendo corpos densos, com diferentes
graus de compactacdo, associados a presenca de
microtabulos, canaliculos e vesiculas revestidas por
membrana, com contetdo finamente granular (Figura
5b).

DISCUSSAO

A margem apical de cinetocilios presente nas
células ciliadas (C) dos DED, em codorna doméstica da
variedade italiana, objetiva a ocorréncia de
movimentac&o ativa de fluido seminifero ao longo da
luz dos ductos eferentes (DE) do testiculo, como
afirmaram anteriormente BELLAMY; KENDALL (1985)
para o estorninho. No entanto, os cilios ndo sdo muito
frequientes em outros tubulos da regido epididimaria

: 3
4 Ay 2

i 4

microvilos apicais (setas). 9.750x em 5b.

Figura 5a,b - Aspectos ultra-estruturais gerais de células P (asterisco grande) e C, 7.750x em 5a e caracteristicas
ultra-estruturais especificas do citoplasma apical de células P dos DED, no inverno, sendo indicados
corpos densos com diferentes graus de compactagdo (lisossomas = roséaceas brancas), e expansdes
citoplasmaticas apicais heterogéneas contendo vesiculas de contetdo finamente granular (*), entre

Ciéncia Rural, v.38, n.6, set, 2008.
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de aves (AIRE, 1980; 2000; 2002; STEFANINI et al.,
1999a; BALDAN et al., 2003), onde o fluxo de fluidos
parece ser menor (ORSI et al., 2007). Ainda quanto as
células C dos DE, no pombo, foi descrito um processo
de ciliogénese ativa, com renovacdo ciliar permanente
(STEFANINI et al., 1999a,b), observacdo que esta de
acordo com o presente estudo.

Células C, em codorna, mostraram
configuracdes citoplasméaticas com vesiculas
eletrolucentes apicais e lisossomos e grande nimero
de mitocéndrias apicais, caracteristicas estas que as
habilitam para realizar endocitose ativa (HERMO et
al., 1994 - referéncia comparativa em DE nos
mamiferos). Processos endocitéticos e reabsortivos
se reservam mais as células principais (P) ou néo-
ciliadas (NC do tipo I, AIRE, 1979; OZEGBE et al.,
2006), presentes nos DEP de aves. Suporta a
endocitose a morfologia do sistema canalicular-
tubular citoplasmatico apical e das vesiculas a ele
associadas, similarmente ao que se descreveu e
discutiu nos DE do camundongo isogénico (ORSI et
al., 1998) e nos DEP da prépria codorna italiana (ORSI
etal., 2007). Porém, ndo ocorreria endocitose nos DED
de avestruz (OZEGBE et al., 2006), mas ocorre em
células P dos DE em pombo (STEFANINI et al., 1999a)
e aqui em codorna.

Observac6es feitas no inverno, nas células
P dos DEP (ORSI et al., 2007) e DED de codornaitaliana,
aqui enfocados, permitiram ver projec¢Bes
citoplasmaticas apicais entrando na luz tubular, quando
arrastam parte do citoplasma apical, sugerindo a
ocorréncia de secrecdo apdcrina. Apoio para isso foi
encontrado em observacdes similares, vistas em
algumas células NC (P) da via extratesticular do peru
(HESS; THURSTON, 1977), de aves ratitas (BUDRAS;
MEIER, 1981), em células P dos DE do pombo
(STEFANINI etal., 1999a, b) e em células NC do ducto
deferente do periquito australiano (BALDAN et al.,
2003).

No outono, a fase quiescente do ciclo
reprodutivo anual, as células P e as células C, nos DEP
(ORSI et al., 2007) e nos DED de codorna italiana,
sofreram processos degenerativos tipicos,
caracterizados pela presenca de grandes areas
citoplasmaticas apicais eletrolucentes. A luz tubular
estava preenchida por material vacuolizado,
remanescentes de cilios e microvilos, que se
desprenderam dos citoplasmas apicais, e também
possuiam alguns debridamentos celulares. Estas
observacdes, resguardadas as peculiaridades espécie-
especificas, foram similares as descritas em células P
dos DE epididimérios do esquilo Citellus lateralis
(Say) na etapa regressiva testicular daquela espécie

(PUDNEY; FAWCETT,1984). Entretanto, ressalta-se
gue nenhuma auséncia de luz (ou colapso tubular) dos
DED foi notada na codorna italiana durante a fase
quiescente do ciclo, como fora caracterizada nesta etapa
para o estorninho (BELLAMY; KENDALL, 1985).

As células epiteliais dos DED em codorna
italiana, no inverno, mostraram maior numero de
lisossomos, com posi¢do predominantemente
supranuclear, e de expansdes citoplasmaticas apicais,
relativamente as outras estacdes do ano, ja se
discutindo, anteriormente, o significado das expansdes
citoplasmaticas. Quanto aos corpos densos, com
caracteristicas de lisossomos, eles ndo ocorreriam nas
células NC do tipo Il (AIRE,1979), conforme a prépria
classificacdo de Aire para as células P dos DE.
Entretanto, na variedade italiana de codorna, 0s
lisossomos foram observados nas células ndo ciliadas
(P) de ambos os tipos de ductos excretores dos
testiculos, ou seja, nos DEP e DED.

CONCLUSOES

Os valores médios de didmetros tubular e
luminal e aqueles de altura epitelial dos ductos
eferentes distais (DED) em codorna da variedade
italiana, associados as observagdes ultra-estruturais
do epitélio de revestimento destes ductos, evidenciou
um comportamento sazonal na morfologia dos DED,
que se caracterizou por uma marcante, porém breve,
quiescéncia outonal. Observacdes destes mesmos
pardmetros, quantitativos ou qualitativos, nas outras
estacGes do ano, mostraram padrdes morfoldgicos
similares nos DED na primavera, no verdo e no
inverno. Pequenas variagdes citoplasmaticas foram
notadas na ultra-estrutura das células epiteliais dos
ductos, permitindo estabelecer uma diferenciacdo
ciclica, talvez semiciclica, na morfologia e na
histofisiologia dos DED ao longo das esta¢es do
ano. Padrdo semiciclico seria denotado pela
quiescéncia outonal, pela aparente constancia dos
padrées morfométricos e citologicos tubulares nas
outras trés estagfes do ano. Estes seguiram um
padrdo similar de ciclagem testicular anual antes
descrito (ORSI et al., 2005) para esta mesma espécie e
nas mesmas condi¢des de cativeiro experimental.
Efetivamente, a morfologia e a cinética da via
seminifera testicular e dos ductos excretores do
testiculo, no caso dos DED aqui enfocados, obedecem
padrdes morfoldgicos comuns e inter-relacionados.
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