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ABSTRACT

The present study reveals that the excretory system of Glossoscolex paulis-
tus is formed by open holonephridia (exonephridia). It is noticed that different
zones are recognized in the nephridial canal, with defined histological and his-
tochemical characteristics: 1) primary canal; 2) lobed canal; 3) first rounded
segment; 4) afferent thin segment; 5) efferent thin segment; 6) second rounded
segment; 7) ciliary tube; 8) clear canal; 9) pigmented canal; 10) intermediate
canal; 11) bladder; 12) terminal canal; 13) nephridiopore. All these regions are
intercellular and cilia are found in regions 1, 2, 3, 6, 7 and 13. The connections
between afferent and efferent capillary of the vascular supply of the nephridium
are made of capillary loops and dilatations which we call “glomeruli” in
this paper. Filtering functions are suggested for the “glomerulus”. The res-
ponse of the lobed canal and the first and second rounded segments to
Gomori’s reaction is strongly positive and this is found to coincide with the
largest concentration of “glomeruli” in the main loops I and 11, thai suggests
a higher filtration capacity for the canal and segments.

INTRODUCAO

Ap6s o estudo da anatomia do aparelho excretor de Glossoscolex paulistus
(Buck, 1983) surgiu o interesse de esclarecer alguns aspectos da histologia e
histoquimica dos seus nefridios, com o objetivo de contribuir para o conheci-
mento da fisiologia nefridial desta Glossoscolecidae.

A maioria dos trabalhos sobre nefridios de Oligochaeta referem-se a espé-
cies de Lumbricidae: Benham (1891), Maziarsky (1903), Cordier (1934), Good-
rich (1945), Graszynski (1963-65). Afora estes, existem informacdes a respeito
de nefridios de Megascolecidae na série de trabalhos de Bahl (1919-1947).

Quanto a familia Glossoscolecidae, existem poucas informacgdes a respeito
do aparelho excretor. As principais estdo nos estudos de Perrier (1874) em
Postoscolex corethrurus; Michaelsen (1897) em Glossodrilus peregrinus e Pick-
ford (1940) em Martiodrilus crassus Rosa, 1895. Todos estes trabalhos apre-
sentam quase que somente o estudo morfolégico do aparelho excretor.

Temos notado, porém, que as tendéncias atuais das pesquisas sobre os
nefridios de Oligochaeta sdo de abandonar os estudos de anatomia compa-
rativa, para enfatizar descrices puras de ultra-estrutura celular, visando a
compreensdo de processos fisiolégicos, como em Graszynski (1963/65), Koech-
lin (1970), Vinichenko & Lebskii-(1975), Zerbst-Borofka (1975).

No presente trabalho estudamos a histologia dos nefridios pré-clitelares,
clitelares e pds-clitelares, além de realizar alguns ensaios a respeito de aspectos
histoquimicos do canal nefridial. Pesquisamos principalmente fosfotase alca-
lina, j4 observada por Dev (1965) em Hirudinaria granulosa (Hirudinea) e
por Graszynski (1965) em Lumbricus terrestris.

A ocorréncia de bactérias é conhecida de vérias espécies de Lumbricidae
(Pandazis, 1931) e indicadas por Knop (1929) e Stephenson (1930) em Glos-
soscolecidae, fato que confirmamos em G. paulistus.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 exemplares clitelados de Glossoscolex paulistus obti-
dos nas proximidades da cidade de Rio Claro, SP (Righi, 1971:48) e mantidos
em laboratério conforme Buck (1983:16).

A. Métodos histolégicos

1. Fixac@o. Os animais foram anestesiados em propilenefenoxetol (Johan-
sen & Martin, 1965), cortados em pedacos de 5 cm de comprimento e abertos
por uma incisao dorsal, longitudinal e mediana. O material obtido foi colo-
cado na mistura fixadora, pelo tempo necessdrio. Dependendo do objetivo
da preparacao utilizamos um dos seguintes fixadores: a) formol 10%, 24 ho-
ras; b) liquido de Bouin acético (Pantin, 1964:9) 24 horas. Apds este tempo
o material foi transferido para 4lcool 70% até o momento de ser utilizado;
¢) liquido de Gendre (Behmer et al., 1976:31), quatro horas a 4°C; d) ace-
tona P.A. (Lison, 1960:533) a 4°C, em trés banhos sucessivos de 12 horas
cada: em seguida aplicaram-se mais dois banhos de 12 horas & temperatura
ambiente, apds o que o material permaneceu na acetona; e) dicromato acético
(Bahl, 1919) 18 horas, para preparagdes totais.

2. Inclusdao e microtomia. As pecas fixadas, exceto as da acetona, foram
desidratadas em é&lcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. O ma-
terial tratado pela acetona foi diafanizado diretamente em benzol e incluido
em parafina. Cortes seriados, de 5-7, wum de espessura.

3. Coloracoes. a) hematoxilina de Ehrlich-eosina (Pantin, 1964:24); b)
hematoxilina férrica de Weigert (Langeron, 1934:482); ¢) tricrdmico de Mal-
lory (Pantin, 1964:41); d) Van Gieson (Policard et al., 1957:306); e) digestao
pelo KOH (Costa & Chaves, 1943:212).

B. Métodos histoquimicos

1. Determinacdo de carboidratos: a) PAS (McManus, apud Lison, 1960);
b) bloqueio pela acetilagao (McManus & Cason, 1950:651); c¢) acetilagdo se-
guida de saponificacao (Lison, 1960); d) acdo da alfa-amilase seguida de PAS
(Lison, 1960); e) reacdo do “alcian Blue” (Steedman, apud Pearse, 1953:436),
pH 25.

2. Deteccao de enzima: método da fosfatase alcalina segundo Gomori
(1952:175).

3. Métodos microbioldgicos: reagdes de Gram e Giemsa (Neder, 1964:39)
para a confirmacdo de bactérias nos nefridios.

RESULTADOS

1. Nefridios pds-clitelares

O holonefridio tipico desta regidao estd representado na figura 1 e é com-
posto de um funil, trés alcas principais I, II e III e nefridiéporo (Buck,
1983, pag. 19).

a. Funil

O “funil” (Figs. 1-4f) estd envolvido externamente pelo epitélio celémico,
o qual € constituido por uma camada de células achatadas, com citoplasma
ligeiramente acidéfilo e ntcleos ovéides de cromatina frouxa. Este epitélio
repousa sobre uma espessa camada de tecido conjuntivo bem vascularizado,
que dd forma e sustentagdo ao “funil” do nefridio e prolonga-se pelos ldbios
superior e inferior do nefrdéstoma. Neste tecido predomina uma substancia fun-
damental amorfa, que se cora homogeneamente pela técnica do “alcian blue”.
Em seu interior encontram-se células isoladas, de nicleos mais ou menos arre-
dondados.

A abertura para o celoma, o “nefréstoma”, tem um labio superior (Fig.
3, 1s), formado por uma tnica camada de células cilindricas justapostas. A
altura destas células diminui do centro para as extremidades do l4bio, que s@o
recurvadas para dentro, em forma de ferradura. As células mais altas atingem
9 pm, enquanto que as mais baixas, das extremidades, alcangam 6 pm. Sua
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largura é mais ou menos uniforme em toda a extensdao do ldbio, atingindo
cerca de 3 pm. Toda a superficie livre das células é ciliada e o citoplasma é
acidéfilo e homogéneo. Seus nucleos fusiformes, de cromatina frouxa e nu-
cléolos bem evidenciados pela hematoxilinia férrica situam-se no terco basal
das mesmas. Este epitélio, rico em glicogénio, repousa sobre uma membrana
basal PAS positiva.

Aglomerados entre os cilios do labio superior, encontramos grande quan-
tidade de celomécitos (Figs. 3-4, cel) de forma globosa. O citoplasma dos
celomdcitos € rico em granulacdes acidéficas e os ntcleos esféricos ocupam
posicdo central. Tém cromatina frouxa e nucléolos bem evidenciados.

O léabio inferior do nefréstoma (Figs. 3 e 4, li) ndao é ciliado. E formado
por um epitélio ligeiramente colunar (fig. 5, epc). Suas células medem 6 pm
de altura por 4 pm de largura, em média, com citoplasma homogéneo e
aciddfilo. Os ndcleos sdo aproximadamente basais, com cromatina frouxa e
geralmente nucléolos fortemente baséfilos. Tecido conjuntivo rico em subs-
tancia intercelular homogénea e células conjuntivas compde a maior parte
do labio inferior.

A parte mais interna do “funil” é percorrida pelo “canal primério” que ¢é
ciliado (Figs. 2-4, cpr) e dirige-se para a alca I. O canal mede aproximada-
mente 18 pm de diametro interno e sua cavidade é delimitada por duas séries
regulares de células que apresentam reacao fortemente positiva para o PAS
na regido periférica.

Por reconstrucdo, a partir de cortes transversais e longitudinais, perce-
be-se que as células parietais do “canal primdrio” sdo curvas e em forma de
canaleta, com a maior dimensao coincidindo com o eixo longitudinal do canal
(Fig. 6). Elas medem cerca de 15 pum de comprimento e aproximadamente
5 wm de altura. Por vezes, em cortes transversais do canal, as células tém
aspecto circular. Seu citoplasma é homogéneo, ligeiramente acidéfilo, o nicleo
é central e esférico, com cromatina frouxa, e geralmente apresentam dois
nucléolos corados fortemente. Na face destas células, voltada para o lume
do tubo, percebe-se a regido dos granulos basais dos cilios. Estes se dispdem
na cavidade do canal segundo dois tratos opostos, que progridem em uma
trajetéria helicoidal. O arranjo helicoidal dos cilios é mantido em todos os
tratos ciliares do nefridio e pode ser bem evidenciado apenas em cortes
transversais.

Na luz da porcdo inicial do canal encontram-se, entre os cilios, ntcleos
fortemente corados que se destacam do conjunto. Estes ntcleos tém croma-
tina frouxa, nucléolos bem evidenciados (Fig. 6, cel) e sdao semelhantes aos
dos celomdcitos, porém com as diferentes técnicas empregadas, nao foi pos-
sivel identificar citoplasma ao redor deles. Parecem pertencer a celomdcitos
que penetram no canal e iniciam um processo de degradacao.

A estrutura do “canal primario” ¢ igual tanto na porcao pré-septal como
na poés-septal. Seu epitélio é envolvido por uma camada conjuntiva de apro-
ximadamente 3 pm de espessura, que é a continuacdo daquela do “funil”.
Por fora se reconhece o epitélio celdmico.

b. Alcas I e II

O “canal lobado” (Fig. 7, cl) é o prolongamento do “canal primario” no
ramo aferente da alca I e seu didmetro médio é de 40 wm. Num mesmo corte
transversal ele pode aparecer varias vezes devido as suas voltas e nume-
rosas evaginacoes laterais. O epitélio que forma o duto neste local, & seme-
ihanca do “canal primério” possui dois tratos ciliares, presentes inclusive nas
cvaginacoes laterais. As células em forma de canaletas cujos limites foram
evidenciados pela reacdo do PAS, medem cerca de 25 wm de comprimento
com altura entre 1 ¢ 3 pm. O citoplasma é homogéneo, acidéfilo e rico em
clicogéneo, além de apresentar forte positividade para a fosfatase alcalina na
zona periférica.

O “canal lobado” dé seqiiéncia ao “primeiro segmento contornado” (Fig.
7, tcl); que tem seccdo circular mais ou menos regular, com cerca de 50 pm
de didmetro. A parede é formada de uma camada de células alongadas, me-
dindo 15 a 20 um de comprimento por 3 a 4 pm de altura, também com a
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forma de canaleta, como nos trechos anteriores do duto nefridial. Essas células
possuem citoplasma homogéneo e acidéfilo, mostrando positividade para o
glicogénio e para a fosfatase alcalina. Os nucleos apresentam cromatina frou-
xa, tendo pelo menos um nucléolo bem visivel. O pdlo apical das células
apresenta dois tratos ciliares, dispostos como nas regides anteriormente des-
critas, além das pequenas expansdes semelhantes a vilosidades (vi).

Externamente o “primeiro segmento contornado” apresenta uma membrana
basal PAS positiva.

A parte seguinte do duto nefridial passa a ser mais fina e aproximada-
mente retilinea, caracterizando-se o chamado “segmento delgado” (Figs. 2 e
8, sda, sde), situado na alga II. Sua parede é delgada, nao apresenta cilios e
é formada por células em canaleta, que medem 12 a 18 um de comprimento,
com altura em torno de 1,5 pm. O citoplasma destas células é homogéneo,
com reagdes para glicogénio e fosfatase alcalina muito mais fracas do que as
do “primeiro segmento contornado”. Uma membrana basal PAS positiva se-
para estas células do tecido adjacente. Estas caracteristicas existem ao longo
dos dois ramos do “segmento delgado”, que na parte mais préxima da alca II
transforma-se, bruscamente, em um tubo de didmetro maior, chamado ante-
riormente de “segundo segmento contornado”. O “segundo segmento contor-
nado” dispde-se sinuosamente ao redor do “tubo ciliar”, até a extremidade
distal da alga II. Sua organizacao é idéntica & do “primeiro segmento con-
tornado” e também apresenta reacdes mais fortes para fosfatase alcalina e
glicogénio do que as do “segmento delgado”.

Seguindo pelo duto nefridial, encontramos, na extremidade distal da alca
II, o inicio do trecho denominado “tubo ciliar” (Figs. 8 e 14, tci), que se
caracteriza por ser retilineo e de didmetro semelhante ao dos “tubos contor-
nados”. Sua parede com espessura aproximada de 2,5 pm, é formada de
células achatadas e de superficie curva, que medem cerca de 20 pm de com-
primento. Apresentam citoplasma acidéfilo homogéneo, rico em glicogénio.
Como os segmentos contornados, apresenta ciliacdo, segundo duas faixas he-
licoidais, mas a reatividade para a fosfatase alcalina é menor. Os ntcleos
fusiformes ocupam posi¢do ventral, possuem cromatina frouxa e um nucléolo
baséfilo. Ao redor deste tubo hd um envoltério epitelial constante, que apre-
senta, no pélo das células voltadas para ele, uma regido mais acidéfila. O
material acidéfilo aparece nos cortes, formando uma “coroa radiada” (Fig.
14, cr) em torno do tubo, que o identifica & primeira vista. Entre as células
epiteliais adjacentes ao “tubo ciliar” e sua parede, existe uma membrana
basal PAS positiva. o

O duto nefiridial modifica-se novamente ao penetrar no ramo aferente da
alca I pela segunda vez. Na regido de penetragdo, o didmetro do duto aumenta
gradativamente até alcancar 60 pm, ao mesmo tempo que desaparece a cilia-
cd@o. A parede também se espessa sucessivamente. As células parietais apre-
sentam altura de 10 pm e medem até 30 pum de comprimento, delimitando
uma luz cilindrica regular. Esta parte do duto nefridial foi chamada “canal
claro” (Fig. 8, cc). A forma e disposicdo de suas células parietais coincidem
com aquela ja descrita para outras regides do tubo nefridial. O citoplasma
¢ acidéfilo, com organizacao fibrilar na porc@o apical e granular em alguns
pontos da porcdo basal, que também apresenta numerosos vactiolos de tama-
nhos varidveis. As reagdes para glicogénio e fosfatase alcalina sdo fracas nestas
células. Seus ndcleos ovéides apresentam cromatina frouxa e um nucléolo bem
visivel. Uma membrana PAS positiva separa as células adjacentes das que
formam o “canal claro”.

Préximo da extremidade distal da alga I, o “canal claro” apresenta um
aumento gradativo de didmetro externo e da espessura parietal, cujo didmetro
externo € o inicio do “canal pigmentado”, atinge em média 75 pm e a
espessura da parede 18 pm. As células que compdem a parede sdo alon-
gadas, medindo até 30 pm de comprimento, recurvadas e achatadas no sen-
tido transversal do canal. O citoplasma celular estd nitidamente diferenciado
em duas regides (Fig. 9) sendo a apical mais acidéfila e granular. Na regido
basal, as células apresentam grande ntimero de granulagdes pigmentadas e
vactiolos. As granulacGes, de diferentes tamanhos, apresentam-se incolores ou
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de cor alaranjada, nas preparacdes coradas pela hematoxilina-eosina. Em pre-
paragdes coradas pelo método tricrobmico de Mallory, as particulas apresentam
diferentes tons de vermelho. A reacdao do PAS ¢ mais forte na regiao basal
das células do canal pigmentado, enquanto existe negatividade para a fosfa-
tase alcalina, em toda sua extensao.

Na maior extensao do ‘“canal pigmentado” podem-se ver volumosos celo-
moécitos aderentes a parede ou infiltrados entre as células epiteliais que a
compdem (Figs. 8 e 11, cel). Os seus limites celulares sao bem evidenciados
e o citoplasma também € carregado de granulacdes de pigmento, semelhantes
as existentes no interior das células do canal. Da mesma maneira que Cordier
(1934:453) descreve em Lumbricus terrestris L. encontramos grande quanti-
dade de celomdcitos, carregados de inclusdes na superficie da regido proximal
das algas I e II. Numerosos celomdécitos sdo vistos em diapedese, atravessando
a massa nefridial em direcdo & luz do “canal pigmentado”. Sua penetracdo
no canal pigmentado é aparentemente facilitada pelo fino revestimento perito-
neal, que os separa da cavidade geral na maior parte de seu percurso. Os
celomdcitos parecem possuir o nefridiotactismo citado por Cordier (1934:422)
em Lumbricus terrestris. Os fragmentos de material pigmentado, vistos na luz
do canal, parecem conter restos destas células livres que ai tenham se desin-
tegrado. Celomdcitos desprovidos de inclusdes e pigmentos nao foram obser-
vados em nossas preparacdes desta regido do nefridio.

c. Canal intermedidrio

O “canal pigmentado” percorre todo o ramo eferente da alca I e na
extremidade distal aumenta bruscamente de didmetro, passando de 75 para
85 pm. Sua parede torna-se fina em torno de 10 pm, enquanto o citoplasma
deixa de apresentar a organizagdo anteriormente descrita e torna-se mais homo-
géneo, *'rom acidofilia ndo muito forte. Nesta regido comegam a surgir estru-
turas em bastonetes, que s@o tipicas da parede do trecho denominado “canal
intermediario” (Fig. 12). Estes bastonetes dispdem-se perpendicularmente ao
sentido do canal. Eles sdo formados de fileiras de granulos de material cito-
plasmético mais acidéfilo, positivos a reacdo do PAS e levemente positivos a
reacdo da fosfatase alcalina. A acidofilia apresenta-se maior no pélo basal das
células, diminuindo em direcao ao pdlo apical. Os ntcleos celulares sao cen-
trais, com cromatina frouxa e nucléolos fortemente basdfilos.

As células epiteliais que formam o “canal intermediario” sdo envolvidos
por uma fina camada de tecido conjuntivo, no qual percebemos a presenca
de vasos sangiiineos e alguns ndcleos de células conjuntivas. Esta estrutura
histolégica é uniforme em toda a extensao do ‘“canal intermediario”. Super-
ficialmente ha uma fina camada de epitélio celdmico.

O “canal intermedidrio” abre-se em uma pequena elevacio da parede da
alca III, com forma mamelonar, que denominamos anteriormente de ‘vesi-
cula”. Nesta regiao, a parede do duto, caracterizada pelas estruturas em basto-
netes, passa a apresentar mais ou menos bruscamente, um epitélio semelhante
ao que reveste a luz da alga III e ja apresenta uma fina camada de bactérias.

d. Envoltério das alcas I e II

Os cortes longitudinais e transversais das alcas I e II revelam que as
diferentes regides do duto nefridial sao sempre envolvidas por tecido epitelial
e conjuntivo. O primeiro € formado pelas proprias células peritoneais que
podem ser hipertrofiadas e altas, ou pavimentosas. Por reconstrucdo de cortes
seriados, nota-se que as células hipertrofiadas dispdem-se na superficie das
alcas como duas faixas helicoidais mais ou menos regulares e podem penetrar
entre as diferentes regides do duto nefridial. Nas regides onde o epitélio é
pavimentoso, predomina tecido conjuntivo preenchendo o espago entre os
tabulos nefridiais (Figs. 8 e 13, ep). As células epiteliais hipertrofiadas apre-
sentam forma cilindrica, cujo citoplasma, homogéneo na regiao central e gra-
nular na periférica, é aciddéfilo e com reacdao positiva para o glicogénio. Seus
nticleos sdo esféricos, centrais, com cromatina frouxa, geralmente com um
nucléolo baséfilo. As células atingem em média 30 pm de altura com largura
em torno de 5 pm.



234 Revta bras. Zool.

O tecido conjuntivo que preenche o espago entre epitélio e tibulos € rico
em substdncia fundamental, com forte alcianofilia e apresenta-se ricamente
vascularizado. Suas células sao alongadas, alcangando 15 pm de comprimento
e 5 pm de largura, com citoplasma homogéneo, ligeiramente acidéfilo. Os
ntcleos sao ovdides, com cromatina frouxa e nucléolos nem sempre visiveis.

Ao longo das alcas I e II, as voltas descritas pelo duto nefridial sdo
separadas por espessura varidvel de tecido conjuntivo, havendo locais onde
as membranas basais entram em contato direto.

Na-superficie dos nefridios, no interior de seu tecido conjuntivo e entre
as células epiteliais hipertrofiadas, h4 uma densa rede de vasos sanguineos.
As ramificacdes mais finas dos capilares sanguineos possuem didmetro em
torno de 3 pm. Sua parede € constituida de uma delgada membrana endotelial,
com aspecto homogéneo. As células endoteliais sdo alargadas na regiao me-
diana, que é ocupada pelo nicleo, e afiladas nas extremidades. Os ntcleos,
de cromatina frouxa, sdo ovais e achatados e geralmente acompanham a curva-
tura dos vasos. Quando visivel, o nucléolo é comparativamente menor que o
das células epiteliais e conjuntivas anteriormente descritas. As células endo-
teliais estdo assentadas sobre uma membrana basal PAS positiva.

Os capilares sanguineos estao associados a dilatagdes, que denominamos
“glomérulos™ (figs. 15-16, g), estruturas que sdo mais numerosas nas partes
proximais das alcas. Os “glomérulos” sdo em geral esféricos, alguns fusifor-
mes e eventualmente dicotdmicos. A dicotomia pode ocorrer em qualquer
ponto ao longo das algas nefridiais. Os esféricos tém didmetro varidvel de
20 a 30 pm e em média 25 pm. Nos fusiformes os didmetros maximos longi-
tudinal e transversal variam de 35 x 20 um, a 25 x 15 pm. Todos apresentam
organizacao semelhante, como veremos a seguir.

O capilar aferente tem aproximadamente 3 pm de didmetro na entrada
do “glomérulo”. No interior do mesmo, ele se prolonga como um capilar del-
gado de cerca de 2,0 um de didmetro externo e muito enovelado sobre si
mesmo. Este continua pelo capilar eferente, com aproximadamente 4 pm de
diametro, que emerge do “glomérulo” em posicdo oposta ao aferente. O novelo
capilar pode ser visto em preparagOes totais, em que os vasos foram previa-
mente injetados com carmim-gelatina. Nas preparacGes histolGgicas ser’adas,
coradas pela hematoxilina de Weigert-eosina e a partir de material injetado,
pudemos seguir o percurso do capilar e reconstrui-lo no espago (Figs. 17 e
18, g). Nestas preparagGes, verificamos que a parede do capilar é formada por
um endotélio de células bastante achatadas, com ntcleos fusiformes forte-
mente basdfilos, medindo 2 um no didmetro maior. O novelo capilar situa-se
no interior de uma cavidade de 20 a 25 pm de didmetro. A parede desta
cavidade ¢ formada por um epitélio pavimentoso de células com plasma
hialino e ndcleos fusiformes. Via de regra se encontra outro revestimento
epitelial que corresponde ao peritdneo hipertrofiado, cujas células podem ser
separadas em dois tipos quanto a forma: umas cilindricas, medindo de 15 a
25 pm na maior dimensdo e outras sdo mais ou menos clbicas, medindo de
8 a 10 pum de lado. O citoplasma destas células é homogéneo, acidéfilo e
apresenta reacdo positiva para o glicogénio. O ndcleo das células cilindricas
¢é fusiforme e excéntrico; o das cibicas é arredondado e central. Em ambos,
a cromatina € frouxa e evidenciamos um nucléolo.

e. Alga III

A parede da alga III (Fig. 19), apresenta-se revestida externamente pelo
epitélio peritoneal pavimentoso com nfcleos ligeiramente salientes para a su-
perficie. Sob o epitélio existe fina camada conjuntiva frouxa, rica em substan-
cia intercelular de acentuada alcianofilia. Esta contém células, fibras muscula-
res € vasos sanguineos. A espessura da parede varia ao longo do érgdo. E
maior na parte proximal da alca onde atinge em média 42 pum. Na regido
mediana varia conforme o lado considerado. Atinge 24 pm no lado medial,
isto €, voltado para a alca I e intestino, e 12 um no lado parietal, ou seja,
aquele voltado para a parede do corpo. Na sua extremidade distal, a alga TII
volta a espessar-se novamente, alcancando 20 pm.
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Os capilares sanguineos associam-se a “glomérulos” apenas na parte mais
espessa da regido proximal da bexiga, alcancando até o 1.° terco do compri-
mento; nas regides mais delgadas e na extremidade distal, os “glomérulos”
sdao substituidos por alcas capilares (Fig. 20).

A disposicao da musculatura na parede da alca III pode ser observada
em material parcialmente digerido pelo KOH. Verificamos que a musculatura
compde-se de numerosas faixas, cujas larguras variam de 20 a 30 pm (Fig.
21, fm) e que se dispoem num sentido helicoidal ao longo do eixo maior da
bexiga. Em pontos irregulares, as faixas ramificam-se dicotomicamente. Em
cada bifurcacdo, uma das faixas resultantes continua na mesma direcao da
original e a outra segue em direcdo oposta. Estas dltimas passam sob, e por
vezes sobre, as demais, resultando um aspecto entrecruzado. O entrecruza-
mento resulta também do fato de as fibras helicoidais contornarem duas vezes
a alca, como se observa facilmente nas extremidades do 6rgao.

Uma membrana PAS positiva separa a camada conjuntiva do epitélio in-
terno, que reveste a luz da alga III. Este epitélio é formado por uma ftnica
camada de células facilmente observdvel na maior extensdo da parede, com
excecao das duas extremidades, onde ele tem aspecto sincicial e a parede é
mais espessa. Os limites celulares nestas regides sdo de dificil observacao;
porém, foram visualizados com a técnica do PAS caracterizando-se um epitélio
pluriestratificado, com ntmero varidvel de estratos nucleares, entre dois e
quatro, no maximo.

O epitélio apresenta, no pdlo apical das células, uma espessa camada de
estruturas em bastonetes, fortemente baséfila, com altura entre 2 e 3 pm e
correspondem a bactérias, lembrando o que ocorre em Hirudinea (Avel, 1969:
529).

Na extremidade proximal, onde se abre o ‘“canal intermedidrio”, ocorre
o maior nuimero de camadas nucleares. Elas diminuem gradativamente em
direcao a parte mediana da al¢a III, passando a um dtnico estrato de células
mais ou menos cilindricas (Fig. 19, epi). As caracteristicas citoplasméticas do
epitélio mantém-se em toda sua extensao. No interior das células observam-se
massas baséfilas, que as preenchem quase totalmente. O ntcleo, quando vi-
sivel, é esférico, apical, apresentando cromatina reticular e nucléolo forte-
mente baséfilo.

A superficie interna da alga III apresenta saliéncias e reentrdncias, que
sao mais acentuadas na regiao proximal do Orgao. A irregularidade superficial
diminui, gradativamente, em direcdo a extremidade distal da alca III, que tem
uma superficie interna aproximadamente lisa. Neste mesmo sentido diminui a
espessura da camada bacteriana, que pode mesmo faltar em alguns pontos.

f. Canal terminal

E um tubo curto, de forma conica, afunilando-se na direcao do “nefri-
diéporo™. Seu comprimento médio ¢ de 300 pm sem contar a parte intrapa-
rietal e o didmetro varia com o estado de distensao. A estrutura histoldgica
¢ semelhante a da parede da bexiga. O epitélio de revestimento interno apre-
senta células sucessivamente com menor superficie, na dircao do “nefridié-
poro” (Fig. 22, epi). O citoplasma é homogéneo, ligeiramente acidéfilo e na
superficie livre das células, bactérias podem ser vistas em pequeno nimero.
Os ntcleos celulares sao ovoéides, com cromatina frouxa e nucléolo basdfilo.
Todo o epitélio estda assentado sobre uma membrana basal PAS positiva. Sob
ela, encontra-se uma fina lamina conjuntiva com predominéncia de substincia
intercelular homogénea, contendo uma camada de fibras musculares e capila-
res sangiiineos. Um pequeno niimero de nicleos de células conjuntivas pode
ser visto. Externamente existe revestimento peritoneal até o ponto em que
penetra na parede mdsculo-dermética do corpo.

A parede intraparietal do “canal terminal” atinge 400 wm de comprimento
em média e abre-se na superficie pelo “nefridiéporo”. Até penetrar na pa-
rede, encontram-se células alongadas, revestindo a luz do canal, com as ca-
racteristicas citoplasméticas e nucleares ja descritas. Imediatamente apds pe-
netrar na parede, as células alongadas sao bruscamente substituidas por cé-
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lulas aproximadamente ctbicas (Fig. 22). Seu citoplasma é homogéneo, aci-
défilo e o nicleo central, esférico, com cromatina frouxa, apresenta um nucléo-
lo visivel. Progredindo para o exterior, estas células tornam-se gradativamente
mais altas, cilindricas e ciliadas. Este trecho corresponde a metade ental, in-
traparietal do duto, que apresenta uma luz mais larga do que na metade ectal.
Mede em média 70 um de didmetro externo. A passagem da parte mais larga
ental, para a mais estreita ectal, é brusca. Uma camada de bactérias, seme-
lhante & que existe na alga III, reveste o epitélio, até o ponto onde se inicia
a transicdo entre células alongadas e cibicas.

O epitélio cilindrico ciliado mede 25 pm de altura e a largura de suas
células é de aproximadamente 8 pm. O citoplasma celular ¢ homogéneo, mais
acidéfilo e rico em glicogénio do que o epitélio da porgao ectal do canal
do “nefridiéporo”. Os ntcleos tém posicdo basal, sdo fortemente corados e
apresentam cromatina frouxa e nucléolos bem visiveis.

A parte ectal intraparietal tem didmetro externo variando em torno de
50 pm. E formada por um epitélio ctibico com cerca de 15 pm de altura,
cujas células de aspecto bastante uniforme nao sdo ciliadas. O seu citoplasma
¢ pouco acidéfilo, estruturado em fibrilas que se coram de forma homogénea.
Os ntcleos sdao centrais, com cromatina frouxa e nucléolo fortemente basé-
filo. Este epitélio é continuo com a epiderme, razdo pela qual sua pigmenta-
¢ao tipica jA pode ser vista no pélo apical das células do terco ectal do
duto. Também podem-se encontrar mucdcitos do tipo comum na epiderme,
entre as células epiteliais desta regiao. Na maior porcdao do terco final do
duto, percebe-se a presenca da cuticula que se espessa a medida que progride
para o exterior, até atingir a espessura tipica da superficie do corpo. Tanto
o epitélio cibico, como o cilindrico, estdo assentados sobre uma membrana
basal PAS positiva, que os separa da musculatura parietal.

No trecho intraparietal do canal terminal, apde-se na sua face anterior
uma grande massa muscular (Fig. 22, ml) com forma conica, cujo apice se
salienta na cavidade do corpo. Esta massa apresenta o didmetro da base em
torno de 160 wm e de altura aproximadamente 320 wm. Este cone muscular
tem a base voltada para a epiderme e pertence 2 camada longitudinal dos
musculos parietais. Suas fibras estao presas de um lado a membrana basal
do duto e do outro continuam pela musculatura longitudinal da parede do
corpo. Algumas fibras que aparecem no corte da musculatura pertencem ao
conjunto de fibras musculares que movimenta as cerdas.

2. Nefridios clitelares e pré-clitelares

a. Funil e algas I e II

O “funil” e as duas primeiras al¢as destes nefridios podem mostrar ni-
tidas diferencas externas, quando comparados com os pés-clitelares. Contudo,
suas caracteristicas histolégicas e algumas propriedades histoquimicas por nds
verificadas sao essencialmente as mesmas, com pequenas diferengas.

Nos cortes transversais (Fig. 23) vése que as alcas tém contorno cir-
cular, como nos nefridios pdés-clitelares, nos segmentos XI a XXIII. Porém
as seccoes do tubo nefridial sdo em geral irregularmente achatadas e néo
mais circulares, como na regido pods-clitelar. O contorno irregular dos tubos
¢ mais acentuado nos nefridios do segmento X e anteriores a ele, nos quais o
proprio contorno das alcas é irregular. Ainda nestes nefridios a parede do
“canal pigmentado” é mais fina, atingindo em média 12 pm, e apresenta
menor quantidade de inclusdes citoplasmaticas que nos demais.

b. Envoltério das algas 1 e II

A massa tissular que envolve os dutos nefridiais nas alcas I e II é mais
desenvolvida que nos nefridios pds-clitelares. O espaco entre os tibulos apre-
senta grande numero de células epiteliais hipertrofiadas (Figs. 23-24, ep), que
medem cerca de 20 um de altura por aproximadamente 8 pum de largura, em
média. O citoplasma € homogéneo com fraca acidofilia. Os niicleos, de po-
sicao central, apresentam cromatina . frouxa, com um sé nucléolo visivel. Entre
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os grupos de células epiteliais ha tecido conjuntivo alciondfilo, com células
fusiformes que medem 15 x 15 pm nos maiores diametros, com citoplasma
homogéneo e aciddfilo. Seus nicleos sao esféricos, de posicao central, com
cromatina frouxa e um nucléolo visivel baséfilo. Numerosos ntcleos sdo vistos
espalhados pela substancia intercelular, mas nao foi possivel visualizar os
limites de todas as células conjuntivas em um corte. Qcorre grande quanti-
dade de alcas capilares na massa conjuntiva e entre as células epiteliais.
Interessante notar a total auséncia de “glomérulos” no sistema capilar dos
nefridios, a partir do segmento X para frente.

c. Alga III

A organizacdo histolégica da alga 111 dos nefridios clitelares e pré-clite-
lares ¢ praticamente a mesma que a dos pds-clitelares, porém sua parede €
mais espessa e apresenta saliéncias e reentrancias mais acentuadas na super-
ficie interna (Fig. 25). Quanto ao arranjo da musculatura, mantém-se com
suas fibras dispostas de modo a formar de duas até quatro espirais continuas,
semelhantes a ja descrita. A espessura da camada muscular (Fig. 25) é con-
sideravelmente maior que nos nefridios pds-clitelares e atinge em média 20
wm. As células epiteliais que revestem a luz sao achatadas, medindo aproxi-
madamente 40 pm de largura por 10 pm de altura e estao assentadas sobre
uma membrana basal PAS positiva. O pdlo apical destas células apresenta
uma membrana dobrada, com uma camada de bactérias na sua face externa.
Seu citoplasma € acidéfilo, homogéneo e freqiientemente contém bactérias.
Os ntcleos celulares possuem cromatina reticular e um nucléolo visivel.

A espessura da parede da alca III dos nefridios clitelares e pré-clitelares
varia como nos poés-clitelares. Como nestes, as partes mais espessas sdo plu-
riestratificadas, mantendo as mesmas caracteristicas descritas anteriormente.
Nas reentrancias observam-se massas volumosas de bactérias, além de aglome-
rados na luz do drgao.

Nio é possivel reconhecer-se, em preparacdes totais dos nefridios do
segmento XX para a frente, o limite entre a bexiga e o “canal terminal”.
Em preparacdes histolégicas vé-se que o canal diferencia-se como um estreita-
mento sucessivo da bexiga. Os mesmos estratos tissulares sdo conservados,
porém com elementos componentes algo diferentes, que se modificam gradual-
mente de um para outro.

O revestimento interno do canal terminal (Fig. 26, epi) é feito por células
cilindricas com altura em torno de 40 pum e largura de até 15 wm, com
limites celulares bem nitidos. E um epitélio pseudoestratificado, cujas células
apresentam, na porcdo apical, citoplasma com vacdolos mais claros e em sua
parte basal, acimulo de granulos baséfilos. Algumas células apresentam um
tnico granulo baséfilo volumoso. O citoplasma é fracamente acidéfilo, apre-
sentando-se quase incolor nas diferentes técnicas empregadas. Os ntcleos s@o
visiveis nas preparacoes férricas de hematoxilina e apresentam cromatina frou-
xa, com nucléolos bem corados. Entre as pequenas reentrancias delimitadas
pelas células do epitélio interno e na sua superficie, ocorre uma camada de
bactérias. Estas sdo bastonetes de até 3 pm de altura, que a primeira vista
parecem constituir uma camada de cilios.

Na regido de transicdo entre a parte vesiculosa da alga III e o “canal
terminal”, observa-se que o epitélio aproximadamente cibico existente na pa-
rede da mesma € aos poucos substituido pelo epitélio cilindrico, com o alon-
gamento gradativo das células epiteliais e conseqiiente estreitamento da luz
do érgao.

A camada de misculo da parede do canal é mais espessa do que a da
bexiga, medindo até 25 pm de espessura, e é envolvida por fina capa de
tecido conjuntivo que penetra entre as faixas musculares e é percorrida por
intimeras alcas capilares. Separando o epitélio interno da camada conjuntiva,
observa-se uma membrana basal PAS positiva. Externamente o tubo muscular
¢ revestido pelo epitélio celémico, que forma uma fina membrana. A porgédo
intraparietal deste canal tem organizacdo semelhante a dos nefridios pds-cli-
telares.
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DISCUSSAO

Os orgaos excretores de Glossoscolex paulistus variam anatomicamente
(Buck, 1983), porém sua histologia e histoquimica se apresentam bastante uni-
formes, ao longo do corpo.

O “funil”, parte inicial do nefridio, apresenta organizacdo que lembra a
de Lumbricus terrestris. Nesta Lumbricidae, segundo Benham (1891-295, pl.
XXIII, figs. 4 e 7), Rosen (1911:138) e Goodrich (1933:166), existe uma
tnica grande célula, denominada ‘“célula central”, ocupando a regido de
transicdo entre o espaco interlabial e o inicio do canal primdrio. Estes autores
afirmam que todo o canal primdrio, como a maior extensao do duto nefridial
sdo intracelulares. Apenas a alca III é considerada de organizacdo interce-
lular. Tal organizacdo também é descrita por Maziarski (1903:71) e Cordier
(1934:439) na mesma espécie. A organizac@o intracelular do duto é admitida
em Allolobophora caliginosa (E1 Duweini, 1940), Pheretima posthuma (Bahl,
1919), Lampito mauritii (Bahl, 1924), e Hopholchaetella khandalensis (Bahl,
1942).

Vanderbrock (1934:19) e Graszynski (1963:209), estudando Lumbricus
terrestris, sugerem que o canal nefridial é intercelular no pescoco do “funil”
e algumas partes das alcas I e II, como “tubo ciliar médio” e “tubo estreito”,
sem contudo precisar a regido. Estes autores também descrevem a existéncia
de uma “célula central” na abertura do “nefréstoma”.

Em nosso material ndo existe uma ‘“célula central” perfurada no inicio
do canal. Verificamos que o epitélio dos lédbios contacta diretamente com as
células em canaleta do duto ciliar (“canal primario”). A transicdo €, portanto,
intercelular. As pesquisas de Graszynski (1963:209) sobre ultraestrutura do
nefridio de L. terrestris descrevem o duto nefridial como formado por células

em canaleta, ligadas por “células de fronteira”.

A técnica histoquimica do PAS utilizada por nés permitiu evidenciar os
limites celulares ao longo das diferentes regides do duto nefridial de G. pau-
listus. Assim, pudemos verificar que se trata de um tubo de organizag@o in-
tercelular, diferindo neste aspecto daquele de Lumbricus terrestris, cujo funil,
apesar de ser o mais estudado, ainda apresenta organizacao controvertida.

A por¢ao seguinte do duto nefridial é o “canal lobado” que apresenta
caracteristicas histolégicas e histoquimicas peculiares: o pdlo apical das célu-
las de sua parede possui vilosidades e cilios, um citoplasma rico em glicogénio
e fortemente Gomori-positivo.

O “canal claro” de luz mais larga é Gomori-negativo, ndo ciliado, sem
vilosidades e suas células dao reacdo mais fraca para o glicogénio, conjunto de
caracteristicas que sugerem uma &rea de menor atividade de reabsorc@o, quan-
do comparada com a primeira. Este canal é sucedido pelo “canal pigmentado”
situtado no ramo eferente da alca I. Neste trecho verificamos um actimulo
de granulos pigmentados, semelhante ao que ocorre no chamado “segmento
ciliar” da alca Il dos nefridios de Lumbricus terrestris (Cordier, 1934:464),
no “tubo ciliado castanho™ dos nefridios septais de Pheretima posthuma (Bahl,
1919:86), Lampito mauritii (Bahl, 1924:79) Tonoscolex (Bahl, 1941:456), Euti-
phoeus foveatus e Hoplochaetella bifoveata (Bahl, 1942:433 e 444).

A organizacdo da parede do “canal intermedidrio” apresenta estruturas
em bastonetes, semelhantes aquelas descritas por Cordier (1934:443) em Lum-
bricus terrestris, nas partes por ele chamadas de “primeiro e segundo segmen-
tos com bastonetes”, das alcas I e II. Segundo o autor, estas estruturas esta-
riam relacionadas com a sustentacdo e reabsorcdo de dgua nos nefridios. No-
tamos que ocorre um grande aumento da 4rea com bastonetes nos nefridios
clitelares e pré-clitelares, em comparacdo com os posteriores, devido ao alonga-
mento do “canal intermediério”. Talvez possa ocorrer nestes érgaos uma relag@o
entre as estruturas em bastonetes e economia de dgua. Histoquimicamente as
estruturas com formas de bastonetes correspondem a zonas mais acidéfilas do
citoplasma, ricas em glicogénio e ligeiramente positivas para a reacdo de
Gomori. Destas caracteristicas pode-se deduzir uma funcéo de reabsor¢do para
esta parte do nefridio.
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Glossoscolex paulistus: 1, corte transversal, mostrando a situagdo topografica
do nefridio (montagem semi-esquematica; o septo e o envoltério peritoneal
nao representados); 2, preparacao total do nefridio da regiao pés-clitelar (técni-
ca da fosfatase alcalina de Gomori); 3, funil de nefridio da regido pés-clitelar,
vista ventral; 4, idem, perfil (preparacdo total de material injetado com car-
mim-gelatina de McLung) (Figs. 3-4 — Detalhes observados por transparéncia).
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Glossoscolex paulistus: 5, funil de nefridio pés-clitelar, corte longitudinal; 6.
esquema ideal de célula da parede do canal nefridial; 7, canal primério a
altura do septo, corte transversal; 8, alcas I e II, corte transversal e nefridios
pos-clitelares; 9, canal claro, corte transversal, nefridios pds-clitelares; 10,
corte transversal do canal pigmentado, nefridios pés-clitelares.
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Glossoscolex paulistus: 11, algas I e II, corte transversal, com celomdcito e
diapedese na parede do canal pigmentado; 12, corte transversal do canal i,
termedidrio, nefridio péds-clitelar; 13, corte longitudinal da alca 1 de nefridi
pés-clitelar; 14, corte transversal do tubo ciliar de nefridio pds-clitelar.
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Glossoscolex paulistus: 19, corte transversal da parede da al¢ca Il de nefridio
pés-clitelar; altura do ter¢co proximal do drgao; 20, fragmento da regiao pro-
ximal da alga IIl de nefridio pds-clitelar; 21, esquema do arranjo das fibras
muscubares na parede da alca II de nefridio pds-clitelar.
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Glossoscolex paulistus: 23, corte transversal da regiao média da alca I de
nefridio pré-clitelar; 24, corte sagital, pouco obliquo, da alca Il de nefridio
pré-clitelar; 25, corte transversal da parede da alga III de nefridio pré-clitelar;
26, corte transversal do canal terminal de nefridio clitelar.

Quanto a bexiga, pode-se notar apenas que suas paredes aumentam de
espessura com a cefalizacdo. O fato deve estar relacionado com a maior ati-
vidade muscular caracteristica da regido anterior do animal. No local, as
bexigas devem estar sujeitas a maiores pressdes externas. Além disso, o longo
“canal terminal” (Buck, 1983, 25) que ocorre nos nefridios clitelares e pré-
clitelares deve exigir maior esforco muscular para a eliminagdo da urina.
Sabe-se que em Lumbricidae a urina acumula-se por dois a trés dias (Lave-
rack, 1963).

A abertura de cada nefridio para o exterior é feita por um nefridiéporo,
que diverge histologicamente daqueles descritos em Lumbricus terrestris (Be-
nham, 1891; Maziarski, 1903), Pontoscolex corethrurus (Bahl, 1944) e Allo-
lobophora caliginosa (E1 Duweini, 1940). O nefridiéporo de Glossoscolex pau-
listus é precedido de um canal ciliado na sua metade ectal que falta naquelas
espécies e ainda, ao contrdrio delas, ndo apresenta um esfincter, como obser-
vou Ljungstrom (1972:200) em Glossoscolex uruguyaensis. A massa muscular
pertencente a parede do corpo, que tangencia o canal, talvez possa funcionar
como uma vélvula, por compressio.
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Na rede sanguinea dos nefridios, os “glomérulos” apresentam o didmetro
do capilar aferente menor do que o do capilar eferente e eles se unem por
um novelo capilar ainda mais fino. Isto sugere um mecanismo de filtracao
semelhante ao de Chordata. Porém, se tal ocorre, o material filtrado nao deve
passar diretamente ao duto nefridial, devido a posicao dos “glomérulos” e seus
envoltdrios.

A ocorréncia de bactérias nos nefridios de Oligochaeta Lumbricidae foi
constatada por varios pesquisadores como Maziarski (1908), Knop (1926),
Pandazis (1931) e Scott & Musgrave (1973). Eles indicam bactérias em forma
de bastonetes na “ampola”, “Drusenkanal”, “wide tube” = "“canal claro” e na
bexiga. Glossoscolex paulistus nao tem ampola nos nefridios e bactérias foram
detectadas apenas na bexiga, tanto na cavidade como no interior das células
parietais. Nos cortes e esfregacos encontramos apenas bacilos Gram-negativos,
de coloragao uniforme.
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ABREVIATURAS

I, I1, IIT — alcas principais

¢ — cuticula

ca — alga capilar

can — canal visto por transparéncia
cc — canal claro

cte — cerda

cec — célula conjuntiva
cel — celomécito

cf — citoplasma fibrilar
cg — citoplasma granular
ci — canal intermediario
cil — cilios

¢l — canal lobado

clo — tecido cloragégeno
cm — célula marginal
cny — cadeia nervosa ventral
cpe — célula da parede do canal
cr — coroa radiada

cpg — canal pigmentado
cpr — canal primario

ct — canal terminal

ed — extremidade distal
ep — epitélio celémico
epcb — epitélio ctbico
epcil — epitélio ciliado
epd — epiderme

epi — epitélio interno
epr — extremidade proximal
f — funil

fm — fibra muscular

g — glomérulo

gb — granulo basal

lc — limite celular

i — luz intestinal

li — labio inferior

Is — lébio superior

m — musculo

mb — membrana basal

mi — musculatura intestinal

mc — musculatura circular parietal

ml — musculatura longitudinal pa-
rietal

ms — mdasculo da cerda

mu — mucdcito

np — nefridiéporo

nu — ntcleo celular

nue — ntcleo de célula epitelial da
parede do duto

nuen — ntcleo de célula endotelial

nup — ntcleo de célula peritoneal

nurp — ntcleo de célula do reves-
timento pavimentoso do glomé-
rulo

nutc — ntcleo de célula conjuntiva

pg — granulacao pigmentada

ra I — ramo aferente da alca I

re I — ramo eferente da alca I

s — septo

sda — ramo aferente do segmento
delgado

sde — ramo eferente do segmento
delgado

tc — tecido conjuntivo

tci — tubo ciliar

tc I — 1.° segmento contornado

tc II — 2.° segmento contornado

v — vaso sangliineo

vc — vactolo

vd — vaso dorsal

ve — vesicula

vef — vaso eferente

vi — vilosidade

vv — vaso ventral



