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RESUMO

A Litiase Epididimaria (LE) vem sendo descrita reeenente em galos nos Estados Unidos e
no Brasil. A causa dessa disfungdo, que é assoc@dabaixa fertilidade, € desconhecida. O
presente trabalho descreve os aspectos histolodect&, por analises através da microscopia
Optica de luz e microscopia eletrdnica de transioistos epididimos de galos maduros. O
epitélio dos ductulos eferentes apresentou areaspcto normal intercaladas por areas com
alteracdes variadas, que ndo dependeram da preteeogkculos no seu lumen, sendo que todos
0s animais apresentavam algum grau de alterac@ser@u-se no epitélio dos ductulos
eferentes, 0 aumento do nimero e do tamanho @ssdisias das células ndo ciliadas. Algumas
regides dos ductulos eferentes se apresentarataddisa com perda do pregueamento e
presenca de vacuolos basais. As células ciliadedei@en seus cilios e com a ruptura das
membranas apicais houve saida de conteudo citoffieenmpara a luz dos duactulos. Essas
alteracBes celulares levam a perda do epitéliadpscamacdo com ou sem lesdo da membrana
basal, que quando ocorre levam a profundas altesagd tecido conjuntivo sub-epitelial. No
limen dos ddctulos eferentes ocorreu um acumulesgermatozoides que se juntam com as
células epiteliais descamadas formando aglomereelatares. Esses aglomerados celulares se
organizam, formando massas compactas que sofraificzajdo, resultando nos calculos nos
ddctulos eferentes. A alta disseminacgéo e severidad_E sdo indicativas da sua importancia
como causa de infertilidade em galos.

Palavras chave: litiase epididimari@allus gallus domesticusgalos domésticos, ddctulos
eferentes, infertilidade.

ABSTRACT

Epididymary lithiasis (EL) was studied using lighhd electronic microscopy histopathology in
roosters Gallus gallus domesticusiaturally affected by EL in Minas Gerais, Bra#ll has been
described in the United States and Brazil as aecatisow fertility of male chickens, although the
actual primary etiology is as yet unknown. Ind@dtand free-range chickens were studied and all
animals presented some degree of alteration iefdrent ductules (ED), although normal areas were
seen alongside variedly altered areas which diccootlate with the presence of luminal stones. ED
epithelium non-ciliated cells presented several lange lysosomes. Plicae loss and basal vacuoles
were observed in the epithelium of ED dilated regicCiliated cells cilia loss and apical cytoplasmi
membrane rupture resulted in leak of the cytoplastontents to the ED lumen, and ED epithelium
desquamation loss occurred with or without lesionthe basal membrane. Basal membrane
alterations were associated to profound subepithetinnective tissue damage. Aggregations of
desquamated epithelium and spermatozoa were sete ilumen of ED and compact aggregates
were considered the basis for calculi formatione Widespread occurrence and high severity of EL
lesions are indicative of the importance of EL asase of infertility in male chickens.

Keywords: Epididymal lithiasiszallus gallus domesticugferent ductule, rooster, infertility.






1. INTRODUCAO

A galinha doméstica (@8lus gallus
domesticus é a principal espécie de ave
explorada como fonte de proteina animal para
a alimentacdo humana. A espécie tem sido,
desde épocas remotas, manipulada
geneticamente, por cruzamentos, de linhagens
dedicadas ao crescimento rapido, aumento da
sua producdo de carne e de ovos.
Originalmente a galinha doméstica, em estado
silvestre, apresentava reproducdo natural
tipicamente sazonal e uma limitada producao
de ovos por ano. ApGs a domesticacao, esta
ave passou a exibir uma producgdo continua ao
longo do ano, sendo também incrementada sua
producdo de carne e ovos (Mahecha et al.,
2002).

Recentemente, foi reportado que o macho de
Gallus gallus domesticuggalo domeéstico),
guando atinge o primeiro ano de vida,
apresenta uma marcada reducdo da
espermatogénese, chegando inclusive a perda
total da fertilidade. Este fendbmeno tem sido
descrito como sindrome da baixa fertilidade
prematura do galo (Muncher et al., 1995). Os
animais que apresentam essa sindrome podem
exibir o pico da fertilidade (96%) com
aproximadamente 32 semanas e uma baixa
extrema na fertilidade (5%) com 110 semanas
de idade (Rosenstrauch et al., 1994, Muncher
et al., 1995). A patogenia da sindrome da
infertilidade prematura foi relacionada a
presenca de calculos de carbonato de célcio
nos ductulos eferentes de galos.

Janssen et al. (2000) identificaram, em
diferentes criacdes de galos domésticos dos
Estados Unidos, a doen¢a denominada litiase
epididimaria (LE). Estes autores

demonstraram que os galos afetados pela LE

descreveram  alteracBes  testiculares
epididimarias ocasionadas por esta anomalia.
Devido a alta incidéncia e ao impacto
econdmico decorrentes da LE, maiores
informacdes sobre essa doenca, tais como as
lesbes produzidas, sua etiologia, tratamento e
reais consequéncias, tornam-se indispensaveis.

e

O presente trabalho objetivou descrever os
aspectos histolégicos da LE, por analises em
microscopia Optica de luz e microscopia
eletrénica de transmissdo dos epididimos de
galos sexualmente maduros.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os orgéos reprodutivos das aves diferem dos
mamiferos em aspectos importantes. Alguns
exemplos séo a localizacdo, a forma, o peso e
o tamanho dos testiculos. Seu aumento varia
em virtude de certos fatores tais como a idade
e a exposicdo a luz. Na ave galiforme madura
sdo igualmente importantes, a auséncia de
pénis e de um aparelho copulador verdadeiro,
como o falus (Bull, 1994), presente em aves
de outras ordens, como Anseriformes e
Struthioniformes, e a existéncia da cloaca.

O aparelho genital masculino das aves é
formado pelos testiculos, ductulos eferentes,
regido epididiméria, ducto deferente e, em
algumas espécies, pelo aparelho copulador.

2.1 - Anatomia e histologia dos testiculos

Os testiculos s&o oOrgdos pares situados
dorsalmente na cavidade corporal, a cada lado
da linha mediana, ventralmente a porgéo
cranial dos rins e caudalmente a superficie
ventral dos pulmdes.

apresentavam reducdo da espermatogénese e para Schwarze e Schroder (1970), os testiculos
dos niveis sanguineos de testosterona, tendo a do galo imaturo medem 1 cm de comprimento

capacidade reprodutiva comprometida.

Mahecha et al., (2002) encontraram a LE
também nas criacdes comerciais e domésticas
de galos no Brasil, com incidéncia de 94,3%, e

e 0,5 cm de largura, enquanto que na atividade
sexual atingem 3,5 cm x 2,5 cm.

A organizacdo histologica da gbnada
masculina de aves difere daquela dos
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mamiferos. A maior parte do testiculo é
composta por tdbulos seminiferos que sao
separados por um escasso tecido intersticial.
Cada tubulo é formado por uma camada de
tecido conjuntivo chamado tecido peritubular
que € revestido, em sua superficie interna, por
um epitélio germinativo e externamente pela
membrana basal (Amer e Shalin, 1975). O
epitélio germinativo ¢é formado pelas
espermatogonias situadas entre as células de
Sertoli. Segundo Lake (1957) e Tingari
(1971), os tubulos seminiferos se abrem
diretamente na chamada rede testicular. De
acordo com Aire (1982), a rede testicular liga
os tubulos seminiferos a regido epididimaria
através dos tubulos retos (Figura I). Na regido
da rede testicular ha uma mudanca abrupta no
epitélio desses tubulos (Tingari, 1971).

2.2 — Anatomia e histologia da regido
epididimaria

Os epididimos sdo estruturas alongadas e
fusiformes, intimamente aderidas ao longo do
comprimento da borda dorsomedial dos
testiculos (Gray, 1937; Amer e Shalin, 1975;
Getty, 1981). Ao contrario dos mamiferos, o
epididimo das aves é extremamente curto e
ndo é dividido em cabecga, corpo e cauda
(Lake, 1957). A regido epididimaria ¢é
composta pela rede testicular, ductulos
eferentes e ductos epididimérios (Figura 1)
(Tingari, 1971; Budras e Sauer, 1975; Hess et
al., 1976). De acordo com Tingari (1971), Aire
(1979) e Aire et al. (1979) os duactulos
eferentes séo estruturas que ocupam a maior
proporcdo da éarea da regido epididimaria,
sugerindo que eles representam
funcionalmente a estrutura mais importante
das vias genitais das aves.

O desenvolvimento anormal dos duactulos
eferentes, em qualquer ave, reduz a fertilidade
e ocasiona anormalidades morfologicas e
funcionais nos espermatozdéides (Janssen et al.,
2000). A baixa fertilidade dos galos tem sido
associada a ma formacdo de origem genética
dos ddctulos eferentes (Kirby et al., 1990).
Tingari (1971) afirma que, quando a atividade
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sexual € minima, os ductulos eferentes sao
mais estreitos e mais pregueados e a altura das
células reduzida.

A funcdo priméria dos ductulos eferentes das
aves é a reabsorcdo de fluido testicular,
transporte, concentracdo do esperma e
secrecdo de proteinas (Tingari, 1972; Hess e
Thurston, 1977; Clulow e Jones, 1988; Nakai
et al.,, 1989; llio e Hess, 1994 citados por
Janssen et al. 2002).

Budras e Sauer (1975) consideram que 0s
ductulos eferentes do galo apresentam duas
por¢Bes continuas: o ductulo eferente proximal
e 0 ductulo eferente distal (Figura 1). O
didmetro da regido proximal € mais amplo. A
mucosa da face luminal é pregueada para
aumentar a superficie de contato (Figuras lla e
IIb). Segundo Aire et al. (1979), ha dois tipos
celulares neste epitélio: células ndo ciliadas e
células ciliadas.

As células nao ciliadas sempre se estendem
da membrana basal para o lumen. Seus
ndcleos sédo redondos ou ovais e ocupam a
metade basal da célula. Apresentam
vilosidades na face Iluminal e possuem
vacuolos de tamanhos variados. Séo
consideradas por Aire (1980) células néo
ciliadas tipo I. As células ciliadas
aparentemente ndo atingem a membrana basal,
seus nucleos sdo ovais ou alongados e estédo
localizados na metade luminal das células e é
por isso que o0 epitélio se apresenta
pseudoestratificado. Os cilios projetam-se
livremente para o lumen do ddctulo que, a
medida que se torna mais estreito, passa a ser
referido como ductulo eferente distal.

O epitélio dos duactulos eferentes distais
também é constituido de células ciliadas,
idénticas aquelas da regido proximal, e células
nao ciliadas do tipo Il. A diferenca desse tipo
celular para o tipo | é que estas, quando
possuem vacuolos, sdo poucos e menores.
Ainda um quarto tipo celular € encontrado em
todo o trajeto do duactulo eferente, o linfocito



intraepitelial, cujo papel € ainda discutido
(Aire, 1980).

Tingari (1971) e Aire (1979) consideram que
os ductulos eferentes conectam-se aos ductos
epididimarios via ductulos de conexdo. Estes
ductulos possuem o limen mais estreito e a
face externa é mais regular e lisa. Possuem
epitélio colunar pseudoestratificado ciliado.

Os ductulos de conexdo abrem-se no ducto
epididimario. O ducto epididimario apresenta
um

percurso ondulado estendendo-se desde a
extremidade cranial até a extremidade caudal
da superficie dorsal do epididimo. Seu epitélio
€ colunar pseudoestratificado ciliado. Entre as
células colunares aparecem células redondas
com citoplasma claro e nucleo esférico (Gray,
1937). Caudalmente, o ducto epididimario
continua-se com o ducto deferente. O ducto
epididimario estd preso ao restante do
epididimo por tecido conjuntivo frouxo,
entretanto o ducto deferente encontra-se livre.
De acordo com Tingari (1971), a parte inicial
do ducto epididimario € estreita, mas ocorre
um aumento gradual de seu diametro.

O ducto deferente possui dobras epiteliais na
superficie luminal e células néo ciliadas
colunares com nucleos esféricos localizados
na metade da célula, com poucas e curtas
vilosidades (Aire et al., 1979), apresentando,
ainda, células basais ocasionais (Getty, 1981).

2.3 —Litiase Epididimaria
2.3.1 — Primeira descricdo

Nos estudos realizados nos Estados Unidos
com galos Leghorn por Janssen et al. (2000)
foram encontradas alteracdes no epididimo de
75% dos animais pesquisados. Entre 18 e 26
semanas de idade apareceram inclusdes
cisticas esféricas, lisas e repletas de fluido
transparente. Acima de 26 semanas, 0s cistos
se tornaram sélidos, irregulares e com calculos
amarelo-esverdeados no seu interior. O
tamanho e o niumero de calculos aumentaram

com a idade, sendo que o primeiro variou de 9
a 16Qum. A andlise quimica desses calculos
mostrou que eram formados por pouco
material organico (7,72%) e que o célcio era o
principal componente (48%). Os célculos
foram encontrados apenas em machos
sexualmente maduros.

Nesse mesmo estudo, o exame histolégico do
trato reprodutivo revelou inflamacao crénica
no epididimo caracterizada pela presenca de
abundante infiltrado intersticial de células
mononucleares. Nos ductulos que continham
calculos, havia menos proje¢ées luminais. Em
alguns segmentos, o epitélio colunar foi
substituido por um epitélio cuboidal escamoso
ou estava completamente erodido. De um lado
a outro, poucas dobras estavam presentes,
reduzindo, assim, a superficie de contato com
o lumen.

Em galos que apresentavam calculos, houve
uma reducdo da massa dos testiculos (14,2 £
1,49) quando comparados a animais sem
calculos (20,5 + 1,2g). A concentracdo de
testosterona no sangue também apresentou
uma reducdo significativa em galos com
calculos (0,9 £ 0,3ng/ml) quando comparados
a galos sem calculos (2,6 £ 0,4ng/ml). Nos
galos da mesma idade a producdo de
espermatozoides também caiu, sendo que, em
galos normais, observou-se 12,3 + 0,8 R 10
espermatozéides/testiculo/dia (ETD) e em
galos que apresentavam a doenca os valores
eramde 8,1 + 1,3 x $&TD. Segundo Janssen

et al. (2000), todos esses dados sugerem
reducao da fertilidade.

A inflamagdo encontrada no intersticio

epididimario pode ser uma condicdo para a
formacgéo de célculos de célcio no epididimo

uma vez que elas bloqueiam a saida de
esperma dos testiculos. Isso resulta em
acumulo de fluido nos tdbulos seminiferos,

aumentando a pressdo nos testiculos e a
conseguente interrupcao da espermatogénese.
Janssen et al. (2000) apresentam duas
hipoteses para explicar sua etiologia, uma vez
gue se trata de uma doenca de origem
desconhecida. A primeira € de uma possivel
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infeccdo pelo virus da bronquite infecciosa

com alta afinidade para o trato reprodutivo,

gue provoca inflamacdo crénica nos ductos

eferentes e formacado de calculos. A segunda é
gque podem ser o resultado de altas

concentracoes de vitamina D3 nas dietas.

Galos das racas White Rock e Rhode Island
tém sido estudadas no Japdo e também
apresentam LE, sugerindo que esse € um
problema mundial.

2.3.2 — Descricdes recentes

Em outro estudo, realizado por Mahecha et al.

(2002), foram encontrados célculos na regido

epididimaria em 94,3% dos galos analisados.

Esses animais eram provenientes de diferentes
regibes do estado de Minas Gerais. O nimero
de calculos variou de 4 a 245 por ave. Nao

foram encontrados calculos ou alteracbes

morfolégicas em outros 6rgaos examinados.

Nesse mesmo estudo (Mahecha et al.. 2002),
foram analisadas outras quatro espécies
domésticas: pato doméstico Anas
platyrhyncho¥ codorna domeésticaCturnix
coturniy), pombo Columba livig e peru
(Meleagris gallopavh Além destas, vinte e
uma espécies de aves silvestres também foram
examinadas: perdizRhynchotus rufescens
codorna do campoNpthura maculosg ema
(Rhea americana mergulh&do (Podilymbus
podicep$, bigua Phalacrocorax olivaceys
garca-brancaHgretta thulg, urubu Coragyps
atratug, gavido card-card Polyborus
plancug, gavidao carijo Buteo magnirostris
jacu Penelope superciliar)s rolinha cascavel
(Scardafella squamaja papagaio verdadeiro
(Amazona aestiya guanu pretoGrotophaga
ani), coruja da igrejaTyto albg, corujinha-
do-mato Qtus cholivd, coruja buraqueira
(Speotyto cunicularia mae-da-lua Nictibius
griseug, curiango RNyctidromus albicolliy
martin-pescador Chloroceryle amazona
tucano Rhamphastus togo e pica-pau
(Chrysoptilus melanochloriis Em nenhuma
dessas espécies foram encontrados célculos no
epididimo.
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Os calculos encontrados apresentavam
formato irregular e didmetro variando de 100 a
3000um. A coloracdo variou entre marfim,

amarelo e rosa claro. Os célculos tinham
consisténcia firme e eram facilmente

detectados pelo toque. A microanalise mostrou
gue os célculos eram formados por 43,5% de
calcio, 28% de oxigénio, 23,5% de carbono,
1% de enxofre, 0,3% de magnésio, 0,3% de
sodio e 0,2% de fosforo.

Em todos os animais com LE, os ductulos
eferentes apresentaram alteragdes intercalando
areas de aparéncia normal. Nas areas afetadas,
0 epitélio mostrou um excesso de vacuolos
supranucleares nas células néo ciliadas. Esses
vacuolos foram negativos para PAS e para
coloracao para lipidios (Sudam Il e Sudam
Black). Em &areas com degeneracado epitelial
mais intensa, 0s vacuolos ocuparam quase
todo o citoplasma. Em estigios mais
avancados de degeneracdo havia atrofia dos
dactulos eferentes. Infiltrados mononucleares
foram observados em extensdes variaveis.

A coloragdo com alizarina revelou finas

inclusdes intracelulares vermelhas nas células
epiteliais dos ductulos eferentes, indicando
presenca de calcificacdo. As células ciliadas
nao apresentaram evidéncias de alteracdes
morfoldgicas.

No lumen de alguns duactulos eferentes havia

um variavel nimero de espermatozoéides e

restos celulares em adicdo aos célculos.

Algumas massas compactas acidofilicas,

metacromaticas e PAS positivas e de

diferentes tamanhos foram encontradas e

algumas vezes associadas a fragmentos
espermaticos e debris celulares. A calcificacédo

dessas massas era evidenciada pela coloracéo
com alizarina. O centro dessas massas era
calcificado com aparecimento de pequenos

nacleos concéntricos alternados com material

organico e mineralizado, sendo que a

calcificacdo da periferia s6 foi observada em

massas maiores.



O contetdo Iluminal (calculos e massas
compactas) era rodeado por um envelope de
células escamosas em continuidade com o
epitélio dos ductulos eferentes. Nesses sitios
de contato apareciam agregados de células
inflamatodrias e sinais de fibrose.

O peso e o tamanho dos testiculos variaram
muito e, independente disso, apareceram areas
com diferentes graus de alteracdes, sendo que,
em areas gravemente afetadas, ocorreu a perda
da arquitetura testicular. Nessas &reas, apenas
poucos tubulos seminiferos estavam presentes
e 0 tecido conectivo intersticial estava
completamente  invadido  por  células
mononucleares, e as células de Leydig eram
de dificil observacdo. Os tubulos seminiferos
remanescentes tinham didmetro e o Ildmen
ocluido por restos celulares.

O teste de ELISA apresentou resultado
negativo para anticorpos contra IBV,
demonstrando que a sugestédo de Janssen et al.
(2000) néo foi confirmada. Também foi
rejeitada a hipotese de que a origem dos
calculos poderia ter como causa a
suplementacgéo com vitamina D3, uma vez que
um dos grupos estudados neste experimento
era de galos caipiras que nunca receberam
suplementacéo.

N&o foi observada uma correlagéo entre o peso
dos testiculos e as concentragdes de célcio na
agua. Também nédo ocorreu correlacao entre o
namero de célculos e a concentragdo de calcio
na agua.

Recentemente, um estudo realizado por Boltz
et al. (2004) demonstrou que animais
vacinados para a bronquite infecciosa
apresentavam LE enquanto que animais ndo
vacinados néo apresentavam a doenca.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Local

O experimento foi realizado no Laboratorio de
Morfologia de Aves do Instituto de Ciéncias

Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais e as analises ultraestruturais foram
feitas no Centro de Microscopia Eletronica do
ICB/UFMG (CEMEL).

3.2 — Os animais

Foram analisados cinqlenta e oito galos
domésticos de diferentes regides do estado de
Minas Gerais que apresentavam LE. Os
animais eram todos adultos, porém de
diferentes idades e racas. As aves foram
sacrificadas com overdose de pentobarbital
intravenosa (50 mg/kg), perfundidas com
solucdo salina para aves (Nacl 0,75%, Lucas,
A. M., 1972) e fixadas também por perfuséo
com solucéo de glutaraldeido 2,5% em tampé&o
fosfato 0,1M, pH 7,4 a 4°C. Os testiculos
foram retirados da cavidade e os epididimos
foram separados com auxilio de microscopio
estereoscopio. O diagnostico da LE foi feito
por palpacdo dos epididimos e o0s que
continham calculos foram, em seguida,
submetidos a processamento para estudos em
Microscépio Optico de Luz ou para
Microscopia Eletrdnica de Transmissdo . Os
animais controle sem LE foram igualmente
processados para descricdo dos epididimos
normais.

3.3 — Microscopia Optica de luz

Os fragmentos preparados para microscopia
Optica de luz foram descalcificados em liquido
de Perenji, desidratados em séries crescentes
de etanol, incluidos em glicolmetacrilato e
cortados em secdes de 5 um de espessura com
navalha de vidro, em microtomo Reichert.
Essas secBes foram coradas em azul de
toluidina 1% em borato de sédio 0,5% durante
30 segundos. As preparacbes obtidas foram
fotografadas em fotomicroscopio Olympus
com filme Kodak de 100 ASA.

3.4 — Microscopia eletrdnica de transmissao
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Primeiramente, os fragmentos de ddctulos
eferentes selecionados foram imersos em
solucdo de glutaraldeido a 2,5% em tampdao
fosfato 0,1M, pH 7,4 a 4°C por 1h e
posteriormente lavados em trés banhos de 30
minutos cada apenas com tampao fosfato
0,1M, pH 7,4 a 4°C. Em seguida foram pos-
fixados com tetroxido de 6smio a 2,5%, em
tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4 a 4°C, por 3h e
novas lavagens nesse tampéao foram efetuadas.
O material foi desidratado em série crescente

variadas, que ndo dependeram da presenca de
calculos no seu limen.

As alteracdes eram de diferentes frequéncias e
intensidades, sendo que todos os galos com
LE apresentaram algum grau de alteracdo. A
distribuicdo espacial das alteracdes nado se
apresentou de forma continua ou sequencial, o
que dificultou a interpretacdo da possivel

sequéncia dos eventos cronologicos das
alteracbes. A andlise de preparados

de etanol, seguida de trés banhos de acetona e histolégicos de cortes semi-seriados permitiu

pré-infiltradas em resina composta de uma
mistura de Araldite e Epon 812 com acetona,
em iguais proporgdes. A infiltracdo foi feita
com resina pura e a inclusdo orientada das
pecas em cdapsulas de plastico. Cortes
semifinos (0,5 a 1,5um) semi-seriados foram
obtidos com navalha de vidro de 6 mm de
espessura, adaptada a ultramicrétomo.

Os cortes foram montados em laminas de
vidro e corados com azul de toluidina 1% em
borato de sédio 0,5% para se estudar a
orientagdo dos cortes ultrafinos (60 a 100 nm).
Esses foram obtidos usando navalha de
diamante, acoplada ao ultramicrétomo,
montados em tela de cobre de 200 ou 300
aberturas / polegada e contrastados pelo
acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo. O
material foi analisado em Microscépio

Eletrbnico de Transmissdo Zeiss EM 10 A.
Foram feitas fotomicrografias dos preparados
e realizadas cépias em papel F3 da Kodak.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- LesbBes observadas no epitélio

Na andlise dos preparados para microscopia
Otica, o epitélio dos ductulos eferentes de
galos, acometidos pela LE, apresentou areas

estabelecer algumas relacbes entre as
alteracBes do epitélio dos duactulos eferentes
com a formacao dos calculos em seu lumen.

Resultados similares foram encontrados na
analise das fotomicrografias de microscopia

eletrénica de transmissdo (MET), nas quais

sdo bem perceptiveis as alteracdes das
estruturas celulares, assim como as mudancas
das densidades eletrdnicas das organelas.

Considerando-se a evolucdo da patogenia da
LE, a analise sequencial das alteracbes
permitiu concluir que, inicialmente, elas séo
simples, com alteracBes leves em poucas
células e estruturas do epididimo e que, a
medida que avanga o processo, tornam-se mais
complexas, evoluindo de alteragcbes na
membrana celular até a destruicao epitelial.

A primeira modificagdo detectada no epitélio
dos ductulos eferentes é o aumento no numero
de lisossomas na regido supranuclear das
células nao ciliadas (Figura llla). Apesar de
ndo ter sido feita a andlise quantitativa das
organelas, o aumento dos lisossomas é
visualizavel em microscopia Optica de luz. Em
cada corte histologico longitudinal do epitélio
dos ductulos eferentes de galos ndo afetados
pela LE, sdo observados, em média, até 8
lisossomas, enquanto que, nos animais
afetados pela doenca, o numero de lisossomas

de aspecto normal, nas quais as dimensées das € Visivelmente maior (n>20). Além da

células ciliadas e nao ciliadas, assim como
suas caracteristicas tintoriais, permaneceram
aparentemente inalteradas. Entretanto, em
outras &reas observaram-se alteracdes

14

guantidade, também foi identificado o
aumento no tamanho dos lisossomas (Figura
[1b).



A analise das fotomicrografias, além de
confrmar o aumento no numero de
lisossomas, determinou que o aumento no
volume dos lisossomas é por fusdo dessas
organelas, e pela formacdo de lisossomas
secundarios, que possuem, no seu interior
corpos vesiculares com diferentes densidades
eletrdnicas (Figura llla). Nas regides onde os
dactulos eferentes se apresentaram dilatados e
com perda do pregueamento, foi detectada a
presenca de vacuolos basais, que se iniciavam
discretamente e atingiam niveis extremos,
chegando a ocupar todo o citoplasma celular
(Figura IVa, b, ¢ e d), em concordancia com o
descrito por Mahecha et al. (2002).

A analise das microfotografias mostrou que a

vacuolizacdo basal das células ciliadas e néo
ciliadas do epitélio dos ductulos eferentes é

ocasionada por um processo que envolve

ruptura das membranas celulares, que se inicia
com tumefagdo das camadas eletrondensas
interna e externa da membrana plasmética das
faces basais e laterais das células do epitélio
dos ductulos eferentes (Figura llic).

Essa tumefacdo é evidenciada pela perda da
nitidez dos contornos das camadas
eletrondensas. Logo apds, as camadas sofrem
ruptura parcial ou total, desaparecendo ou
permanecendo apenas imagens unilaminares
(Figura Va, b, c e d). A perda de continuidade
das membranas plasméticas é seguida de
formacdo de vacuolos que contém organelas
em processo de lise (Figura Va, b, c e d). Na
fase final da formagdo, o0s vacuolos
apresentam conteudo claro com restos de
organelas em sua regido periférica. A
formacdo de vacuolos contiguos leva a
liquefacao total das células comprometidas no
processo.

As membranas dos reticulos endoplasméticos
liso e rugoso também apresentam ruptura e
desorganizacdo similar a apresentada pelas
membranas celulares. Assim como as

membranas dos lisossomas. Com essa ruptura,
ocorre saida do material enzimatico para o

citoplasma, com a consequente autélise das

organelas celulares (Figura lllb). Esse fato
mostra que a ruptura da membrana
lisossbmica também estd envolvida no
processo de vacuolizacdo celular. Entretanto, a
membrana mitocondrial e o envoltério nuclear
aparentemente ndo apresentam o processo de
fragmentacdo uma vez que, ainda nos estagios
mais adiantados de degradacdo celular, essas
organelas se mantém integras.

Também foram encontradas lesdes no apice
das células. As células ciliadas perderam seus
cilios, ou os mesmos sofreram fragmentacao
(Figura llld). As microvilosidades das células
ciiadas e néo ciliadas também sofreram
degradacdo. Com a ruptura das membranas
apicais houve saida de contetdo
citoplasmético para a luz dos ductulos (Figura
Via).

Neste estudo, processos que envolvem necrose
das células epiteliais dos ductulos eferentes
também foram observados, além de edema,
retracdo, liquefacéo e apoptose (Figura VIb).
Essas alteracdes celulares levam a perda do
epitélio por descamagdo com ou sem lesdo da
membrana basal (Figura Vlla e b). As células,
em processo de descamacédo, podem ser vistas
com aparéncia normal, ou seja, com
membranas  celulares mantendo sua
integridade trilaminar, nucleos e organelas
preservados.

Entretanto, outras células que sofrem o
processo de descamacdo podem ser
encontradas com qualquer uma das alteragdes
descritas anteriormente. A fragmentacdo e
ruptura da membrana basal contribuem
fundamentalmente para a descamacdo do
epitélio dos ddctulos eferentes, e leva,
também, a profundas alteracdes no tecido
conjuntivo sub-epitelial (Figura Vlic e d).

A descamacao epitelial ndo parece ser o
evento final das alteracbes dos ductulos
eferentes, uma vez que processos de
recanalizacao (Figura Xd) foram observados
com certa freqiiéncia.
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Massas de células descamadas foram vistas
rodeadas diretamente por tecido conjuntivo
(Figura Xe) devido a perda total do epitélio.

4.2- Lesbes do tecido conjuntivo

A primeira lesdo observada no tecido
conjuntivo é a intensa infiltracdo de células
inflamatorias mononucleares,
predominantemente de  macréfagos e
linfécitos, assim como descrito por Janssen et
al. (2000) e confirmado por Mahecha et al.
(2002). Esse infiltrado apareceu tanto difuso
guanto multifocal (Figura 1Xa e b). Além
disso, observaram-se altera¢cdes no endotélio
dos vasos, com formacéo de coagulos (Figura
Villa) e desprendimento das células
endoteliais. Edema no tecido sub-endotelial
s6 foi verificado quando ja havia um
significativo comprometimento do epitélio
adjacente (Figura VIlIb).

Em estagios avancados, 0 processo
inflamatério ja se cronificava, caracterizando-

se inicialmente por fibroplasia, até a total

substituicdo do epitélio dos ductulos eferentes
por tecido conjuntivo fibroso (Figura Xf).

Com a perda total do epitélio, os célculos
entram em contato diretamente com o tecido
conjuntivo, que também pode sofrer
descamacéo.

4.3- Formacéao dos calculos

No lumen dos ductulos eferentes ocorreu um
acumulo de espermatozoéides (Figura Xa),
possivelmente relacionado as lesfes das
células epiteliais que perdem ou diminuem sua
capacidade de reabsorcdo, resultando nesse
acumulo de fluido testicular. Houve, a partir
dai, a dilatacdo dos ductulos eferentes com
diminuicdo do pregueamento do epitélio.Com
a descamacdo das células epiteliais, elas se
juntam aos espermatozodides e células que
também se descamam dos testiculos,
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formando aglomerados celulares no Iimen do
orgédo (Figura Xb).

Posteriormente, esses aglomerados celulares
comecam a se organizar, formando as massas
compactas encontradas por Mahecha et al.
(2002). Apds essa organizacdo, elas sofrem
calcificacdo, resultando nos célculos nos

dactulos eferentes (Figura Xc).

Em alguns casos, os calculos sdo envoltos por
epitélio do duactulo. E finalmente, ocorre o
deslocamento desses célculos para o ducto
epididimario, ou a tentativa de reabsorcao por
células inflamatorias (Figura Xla, b, c e d).

5. CONCLUSOES

A andlise anatomo-histopatolégica e com
microscopia eletrénica de epididimos de galos
com LE, do presente trabalho permitiu
conclur que a LE provoca alteracdes
histol6gicas nos ductulos eferentes de galos
domésticos, tais como vacuolizacdo das
células epiteliais com rompimento das
membranas celulares, o aumento do numero
de lisossomas e perda de cilios, lesGes na
membrana basal e perda do epitélio. Além
disso, a LE também é capaz de induzir rea¢cBes
inflamatérias com infiltracdo de células
mononucleares, edema dos tecidos envolvidos
e lesbes endoteliais.

Diante desse quadro, pode-se notar a
severidade das lesdes provocadas pela LE nos
ductulos eferentes de galos domésticos, por
representarem alteragbes, em alguns casos
irreversiveis, com grandes prejuizos a

reproducdo na avicultura industrial, tendo em

vista as consequiéncias negativas a fertilidade
dos machos.



Figura | - Representagdo esquematica dos ductos degido epididimaria

Representacdo esquematica dos ductos da regiamliegida de aves em corte transversal
destacando, tubulos seminiferos, SE; tubulos r&fscisternas da rede testicular intracapsular,
Cl; ducto afluente, cabeca de seta; rede de duotescomunicantes, seta; rede testicular
extratesticular, ET; ducto efluente, asterisco;taoceferente proximal, P; ductulo eferente
distal, D; ducto de conjunc¢éo, C; ducto do epid@imP, aorta, A; artéria testicular, AT; ramo
arterial para o epididimo, RE; mesérquio, M. (mimdiflo a partir de desenho de Oliveira
CamaraB. G))
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Figura Il — Aspecto histoldgico da regiao epididiméa de galo ndo acometido pela Litiase

Epididimaria

A — Vista panoramica da regido dos ductulos efese(DE). Coloragéo histoldgica com azul de toladin
borato de sddio (300X).

B — Detalhe do corte transversal de um ductuloeeter (DE) evidenciando seu intenso pregueamento e
os lisossomas apicais nas células néo ciliadaspdélie. Coloracdo histoldgica com azul de

toluidina borato de sddio (600X).
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Figura Il — Alteracdes ultraestruturais (MET) do epitélio dos ductulos eferentes de galos com

Litiase Epidimaria
A — Aumento do nimero de lisossomas primarios (Caloe seta) e secundarios (seta) na regido
supranuclear das células. Os lisossomas secunddpi@sentam corpos vesiculares de diferentes
densidades eletrénicas. (14.000X)

B — Aumento de tamanho do lisossoma secundario ¢b#) ruptura de sua membrana e saida do
material enzimatico para o citoplasma da céluladca de seta). (30.000X)

C — Vacuolizacao basal das células epiteliaisanido-se por tumefagdo das camadas eletron-densas
interna e externa da membrana plasmatica (setgtera das membranas celulares (cabecas de setas)
nas faces lateral e basal. A membrana basal (8sapta aspecto normal. (30.000X)

D — Célula ciliada (C) com perda de cilios. Cilemanescente com fragmentacdo apical (seta).
(30.000X)
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Figura IV — Aspectos histoldgicos do processo deaupolizacado celular. Coloracéo histolégica com
azul de toluidina borato de sédio.

20

A — Vacuolizacéo celular iniciando-se na porcaabdas células epiteliais (cabecas de seta).
Segmentos do epitélio com células ciliadas inte@ets) e regides com células com perda total dos
cilios (dupla cabeca de seta). (3.000X)

B — Diferentes graus de vacuolizagéo celular (cabee setas). Tanto as células ciliadas (C) como as
ndo ciliadas (NC) sofrem vacuolizag&o. (3.000X)

C — Células epiteliais dos ductulos eferentes deratites estagios de vacuolizagdo. (3.000X)

D — Intensa e avangada vacuolizacao celular. Vastmtupando quase todo o citoplasma das células
(*). (3.000X)



Figura V — Aspectos ultraestruturais da vacuolizaca celular (MET)
A, B, C e D - Vacuolos contendo restos de orgaretaprocesso de lise (*). Ruptura da membrana
celular e formacao de vacuolo (seta). Vacuolizdigsal (seta) com membrana basal integra (MB).
(14.000X)
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Figura VI — Aspectos ultraestruturais de outras aleragfes do epitélio dos ductulos eferentes (MET)

A — Ruptura da membrana apical da célula epitetal saida do contetdo citoplasmatico para o
Iimen do ductulo eferente. (30.000X)

B — Célula epitelial do dictulo eferente com corppsptéticos (cabeca de seta). O nucleo da célula
encontra-se em processo de apoptose (seta). (30.000
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Figura VIl - Aspectos ultraestruturais da descamacé epitelial (MET)
A, B — Epitélio dos ductulos eferentes em procelssoacuolizagao (*). Membrana basal (cabecas de
seta), com porgao fragmentada (seta). (14.000X)

C - Corte tangencial do epitélio dos ductulos efimecom edema epitelial evidenciado pelo aumento
do espaco intercelular (cabegas de seta). Célpfasentando condensacéo nuclear. (14.000X)

D - Perda do epitélio dos ductulos eferentes cbmolilasto (cabeca de seta) em contato direto com o
Iimen. Edema do tecido conjuntivo sub-epitelial Espermatozdéide (S) no limen do ddctulo (L).
(14.000X)
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Figura VIII - Aspectos ultraestruturais das alteragdes do tecido conjuntivo sub-epitelial dos

ddctulos eferentes (MET)
A — Les0Oes vasculares evidenciadas pelo edemargldiedial (*) e formacdo de coagulo no limen
vascular (C). (30.000X)

B - Edema do tecido conjuntivo sub-epitelial eviciado pelo aumento de liquido intercelular
(cabecas de seta). (14.000X)
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Figura IX — Aspectos histolégicos da reacéo inflantéria do tecido conjuntivo sub-epitelial dos

ductulos eferentes. Coloracao histologica com azdé toluidina borato de sédio.
A — Acumulo focalizado (seta) e difuso (cabecaseta) de células inflamatérias mononucleares no
tecido conjuntivo sub-epitelial e no intersticiordgido dos ductulos eferentes. (300X)

B — — Acumulo focalizado (seta) e difuso (cabe@seta) de células inflamatérias mononucleares no
tecido conjuntivo sub-epitelial e no intersticiordgido dos ductulos eferentes. (600X)
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Figura X - Histologia das fases de formacgédo dos callos epididimarios .Coloragéo histoldgica com
azul de toluidina borato de sédio.
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A - Acumulo de espermatozoéides no limen dos distederentes (*). (600X)

B - Acumulo de células descamadas e de espermdésdirganizadas em uma massa central no
Iimen dos dudctulos eferentes (*). (300X)

C - Calculo calcificado no lumen do ductulo efeeeft). Coloracao de célcio pela alizarina. (300X)
D - Recanalizacdo de um ductulo eferente (setaDXp

E - Calculo epididimario envolvido, diretamente,r gecido conjuntivo (*), devido a perda do
epitélio. (1000X)

F — Substituicdo do epitélio dos ductulos por tecddnjuntivo fibroso (*). Resquicios de tecido
epitelial (cabeca de seta) aparecem entre as deddzose. (600X)



Figura XI - Aspectos de calculos epididimarios. Coracdo histolégica com azul de toluidina borato

de sédio.
A,B,C e D - Célculos (*) bem organizados e caleifios no Iimen do dictulo deferente (A e B), no
ducto epididimario (C) e no ducto deferente (D). &fculos encontram-se envolvidos por varias
camadas de muco (M). Epitélio do ducto epididiméseta). Epitélio do ducto deferente (cabeca de
seta) indicando a via de eliminagdo dos calcuR&0X)
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