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O estado nutricional materno desempenha papel crucial na saúde e no bem-estar do feto. 

Alterações testiculares, prostáticas e espermáticas foram observadas em animais adultos, cujas 

mães sofreram restrição de proteína. No entanto, não há trabalhos com este modelo 

experimental que enfoquem o desenvolvimento, padrão de vascularização e seus reflexos na 

expressão de proteínas no epidídimo. O objetivo deste estudo é investigar o padrão das respostas 

morfológicas, imuno-histoquímicas e expressão de proteínas do epidídimo da prole de ratos 

Wistar de mães submetidas à restrição proteica no período de gestação e de lactação. Fêmeas 

prenhes foram alocadas nos grupos experimentais normoproteico (NP) e hipoproteico (HP) que 

receberam, respectivamente, dietas contendo 17% e 6% de proteínas durante gestação e 

lactação. Após o desmame, os ratos receberam dieta padrão para roedores até as idades de 21, 

44 e 120 dias pós-natais (DPN) quando foram eutanasiados. Os epidídimos foram coletados e 

processados segundo técnicas histológicas, imuno-histoquímicas e de western blotting. Nos 

filhotes HP, o tamanho reduzido e baixo peso observados ao nascimento se mantiveram até o 

DPN 120, acompanhados da redução dos órgãos do sistema genital masculino para todas as 

idades analisadas. A dieta hipoproteica materna diminuiu os níveis séricos de testosterona nos 

animais no DPN 44, aumentou os níveis de aldosterona nos animais no DPN 21 e não alterou 

os níveis de estradiol em nenhuma das idades. Nos animais HP, a expressão de AR foi reduzida 

em todo epidídimo no DPN 44, enquanto a expressão de ERα mostrou-se aumentada no corpo 

e cauda nos DPNs 21 e 44 e a expressão de ERβ foi reduzida no segmento inicial e cabeça no 

DPN 120. A imunolocalização destes receptores hormonais foi observada no núcleo e 

citoplasma das células epiteliais epididimárias e nas células do interstício do órgão em todas as 

idades. Apesar da diminuição na expressão de AQP9 no segmento inicial e cabeça assim como 

o aumento na expressão de AQP1 e AQP9 no corpo e cauda terem sido significativos somente

para os animais HP no DPN 44, essas alterações também foram observadas nos animais HP nos 

DPNs 21 e 120. Para animais NP e HP de todas as idades, a imunolocalização de AQP1 

apareceu nas células endoteliais de canais vasculares ao longo de todo órgão, enquanto a 

imunolocalização de AQP9 foi observada nos estereocílios das células principais do epidídimo. 

A Expressão do VEGFa não foi diferente entre os animais NP e HP em nenhuma das idades. Já 

a expressão do seu receptor (VEGFR-2) foi menor no segmento inicial e cabeça dos animais 

HP no DPN 21. A restrição proteica materna aumentou a expressão da Src 416 em todo 

epidídimo no DPN 21, enquanto diminuiu a expressão desta proteína no segmento inicial e 

cabeça no DPN 44 e no corpo e cauda no DPN 120. Já a expressão da Src 527 foi diminuída no 

segmento inicial e cabeça dos animais HP no DPN 21. Observou-se o aumento da expressão da 

Cldn-1 somente no corpo e cauda epididimários dos animais HP no DPN 44. O índice de 
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densidade microvascular (DMV) e o índice de DMV/estroma dos animais HP nos DPNs 21 e 

44 foram menores do que nos animais NP nestas idades. Mesmo que algumas das alterações 

observadas para os filhotes HP não tenham se mantido até a vida adulta, a oferta insuficiente 

de proteínas no início da vida alterou a estrutura e o funcionamento do epidídimo em períodos 

importantes de seu desenvolvimento pós-natal. 

 

Palavras chaves: epidídimo, restrição proteica, desenvolvimento pós-natal, programação fetal 
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Maternal nutrition status plays a crucial role in the health and well-being of the fetus. Changes 

of testes and prostate as well as spermatic disorders were observed in adult animals whose 

mothers were subjected to protein restriction. However, there are no studies with this 

experimental model that focus the development and the vascular pattern of epididymis, as well 

as their reflexes in the expression of proteins of the epididymis. The aim of this study is to 

investigate the pattern of morphometric, immunohistochemical and protein expression of the 

epididymis of the Wistar rat offspring whose mothers were subjected to a low-protein diet 

during gestation and lactation. Pregnant females were divided into normoprotein (NP) group 

and low-protein (LP) group that received, respectively, diets containing 17% and 6% of protein 

during gestation and lactation. After weaning, the LP and NP male pups received the standard 

diet for rodents until the ages of 21, 44 and 120 days (PND), when they were euthanized. The 

epididymides were collected and processed according to histological, immunohistochemical 

and western blotting techniques. In the LP offspring, the smaller body size and low weight 

observed at birth remained until the PND 120, as well as the reduction of the male genital 

system organs weight for all analyzed ages. Maternal low-protein diet decreased testosterone 

serum levels in animals at PND 44, increased aldosterone serum levels in animals at PND 21 

and did not altered estradiol serum levels in any age. In LP animals, the AR expression was 

decreased throughout epididymis at PND 44, whereas ERα expression was increased in 

epididymis corpus plus cauda at PND 21 and 44, and ERβ expression was reduced in epididymis 

initial segment plus caput at PND 120. Immunolocalization of these hormone receptors were 

observed in the nucleus and cytoplasm of epididymis epithelial cells and in the interstitial cells 

of this organ at all ages. The decrease of AQP9 expression on the initial segment plus caput as 

well as the increase of AQP1 and AQP9 expression on the corpus plus cauda were significant 

only in LP animals at PND 44. However, these alterations were also observed in LP animals at 

PND 21 and 120. The immunolocalization pattern of AQP1 and AQP9 was similar between LP 

and NP animals at all ages, in with AQP1 staining appearing on endothelial cells of vascular 

channels throughout the organ, while the immunolocalization of AQP9 was observed in the 

stereocilia of epididymis principal cells. The VEGFa expression in the epididymis was not 

different between NP and LP animals in none of the analyzed ages. However, the expression of 

its receptor (VEGFr-2) was lower on epididymis initial segment plus caput of LP animals at 

PND 21. Maternal protein restriction increased the Src 416 expression throughout epididymis 

at PND 21, whereas decreased the expression of this protein on epididymis initial segment plus 

caput at PND 44 and on epididymis corpus plus cauda at PND 120. Conversely, Src 527 

expression was decreased in epididymis initial segment plus caput in LP animals at PND 21. 



8 

 

Cldn-1 expression was increased only in the epididymis corpus plus cauda of LP animals at 

PND 44. The microvascular density (MVD) and the MDV/stroma index of LP animals at PND 

21 and 44 were lower than those of NP animals at these ages. Although some of the changes 

observed for LP pups were not maintained until adulthood, we observed that the insufficient 

supply of proteins in early life altered the structure and the functioning of the epididymis in 

important periods of postnatal epididymal development. 

    

Keywords: epididymis, protein restriction, postnatal development, fetal programming    
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Programação Fetal 

 

Um dos primeiros conceitos a surgir na literatura, relacionando as condições do meio 

intrauterino às alterações no desenvolvimento da progênie, foi o da “origem fetal das doenças 

da idade adulta”(Barker, 1995a). A hipótese da “origem fetal” propõe que alterações na nutrição 

e no estado hormonal fetais resultam em adaptações durante o desenvolvimento capazes de 

alterar a estrutura, fisiologia e metabolismo do indivíduo em formação, predispondo-o, assim, 

a doenças cardiovasculares, metabólicas e endócrinas na vida adulta (Barker, 1995b; 2007). 

As alterações e adaptações do concepto podem ocorrer de forma permanente e, nesse 

caso, surge o conceito de “programação fetal”, que consiste em um processo mais geral por 

meio do qual um estímulo ou insulto aplicado em um período crítico ou sensível do 

desenvolvimento intrauterino, pode levar a alterações permanentes na estrutura ou no 

funcionamento de órgãos e/ou funções metabólicas do organismo em formação (Lucas, 1991). 

Eventos decorridos no início da vida podem gerar consequências a longo prazo através 

de danos diretos (como por exemplo, perda de um membro devido a acidente vascular), por 

indução, deleção ou desenvolvimento prejudicado de estrutura somática ou ainda por meio de 

alteração fisiológica, sendo os dois últimos provocados por um estímulo ou insulto precoce 

ocorrido em período crítico do desenvolvimento, com consequências a longo prazo para a 

função do organismo. Dessa maneira, o termo “programação” se aplica aos dois últimos casos, 

nos quais o estímulo programador possui um efeito duradouro ou permanente (Lucas, 1998). 

Hales e Barker (1992) investigando a correlação entre o baixo peso ao nascer e na 

infância associados com maior risco de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 e síndrome 

metabólica na vida adulta, propuseram a “hipótese do fenótipo poupador”, afirmando que uma 

condição nutricional intrauterina adversa é capaz de programar uma série de adaptações no feto 

em desenvolvimento constituindo um fenótipo “econômico”, que além de aumentar suas 

chances de sobrevivência imediata, também conferem vantagens em um ambiente pós-natal de 

escassez nutricional. 

Dessa maneira, o feto interage de maneira dinâmica com o ambiente materno e prevê o 

meio em que provavelmente nasça, se adaptando para obter uma futura vantagem competitiva 

(Gluckman e Hanson, 2006). Se os ambientes pré e pós-natais forem compatíveis, o fenótipo 

será normal, no entanto, se houver incompatibilidade entre o ambiente previsto e o real na vida 

pós-natal, a programação fetal tornará o indivíduo inapto, aumentando a suscetibilidade do 
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organismo à obesidade e a doenças metabólicas (Armitage et al., 2005; Martin-Gronert e 

Ozanne, 2010; Qasem et al., 2012). 

Atualmente, a hipótese de que as condições ambientais intrauterinas são capazes de 

influenciar o estabelecimento de doenças na idade adulta é conhecida como Developmental 

Origins of Health and Disease Hypothesis ou “hipótese das origens desenvolvimentistas da 

saúde e doença” (DOHaD) (Jazwiec e Sloboda, 2019). 

Uma das características mais interessantes e significativas da programação fetal é a 

evidência de que as adaptações ao ambiente intrauterino podem ser passadas ao longo de várias 

gerações, com os descendentes nunca tendo sido expostos diretamente ao fator estressor, 

principalmente através das chamadas alterações epigenéticas (Zambrano, 2009; Sebert et al., 

2011). 

Os eventos epigenéticos estão relacionados com a plasticidade do organismo perante 

estímulos adversos, capazes de alterar permanentemente a estrutura e a função específica de 

sistemas e órgãos, desempenhando, portanto, papel importante no desenvolvimento e sendo 

essenciais para a programação correta da expressão dos genes (Rothhammer e Bosserhoff, 

2007). Processos epigenéticos, como a metilação do DNA e modificações de histonas, podem 

induzir mudanças hereditárias na expressão gênica sem que tenha havido alteração na sequência 

genética. Assim, o epigenoma pode ser considerado um registro molecular de eventos que se 

acumulam ao longo da vida de um organismo (Bird e Macleod, 2004; Godfrey et al., 2015). 

 

Restrição Proteica Materna e a Programação Fetal 

 

Durante a gravidez, o feto em desenvolvimento depende totalmente da mãe e do ambiente 

materno para suprir suas necessidades nutricionais. Portanto, parece quase inquestionável 

afirmar que a nutrição materna é capaz de influenciar a saúde fetal e o resultado da gravidez 

(Mcardle et al., 2006; Lindsay et al., 2019).  

Neste sentido, diversos estudos demonstram que os componentes e a qualidade da dieta 

materna, durante períodos críticos do desenvolvimento, podem remodelar o genoma da prole 

no útero. E que alterações epigenéticas induzidas no início da vida podem alterar 

permanentemente o fenótipo do organismo adulto, tornando-o susceptível a uma série de 

doenças (Masuyama e Hiramatsu, 2012; Jiang et al., 2014; Fleming et al., 2015). 

A “fome holandesa” foi um período de extrema escassez alimentar que teve início com 

a invasão dos Aliados (Estados Unidos, Reino Unido, União Soviética, França, China e Polônia) 
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na Holanda durante a segunda guerra mundial. Como retaliação, os alemães proibiram o 

transporte de alimento para o país até o início de novembro de 1944, quando esse embargo foi 

suspenso e o transporte de alimentos pela água foi novamente permitido. No entanto, nesta 

época a maioria dos canais e vias fluviais estava congelada devido ao inverno rigoroso, 

tornando impossível a entrada de mantimentos na Holanda, de modo que os estoques de 

alimentos do país se esgotaram rapidamente (Roseboom et al., 2011).  

Durante a “fome holandesa”, as rações diárias oficiais para a população adulta do país 

diminuíram abruptamente de aproximadamente 1.400 calorias por dia, em outubro de 1944, 

para menos de 1000 calorias, no final de novembro de 1944. No auge da fome, entre dezembro 

de 1944 e abril de 1945, as rações diárias oficiais em Amsterdã variavam entre apenas 400 e 

800 calorias (Carpinello et al., 2018). Apesar de trágico em termos humanitários, essas 

características proporcionam uma oportunidade única de estudar os efeitos de um período curto, 

porém grave, de desnutrição materna durante os diferentes estágios da gestação na prole 

(Painter et al., 2005).   

Grande parte dos conhecimentos sobre programação fetal resultou do estudo de modelos 

de desnutrição materna e sua influência na saúde da prole. Estudos descritos a partir das décadas 

de 1970 e 1980 passaram a associar a restrição nutricional materna e, principalmente, a restrição 

proteica, não só com o retardo no crescimento intrauterino da prole, mas, principalmente, com 

a maior predisposição para o desenvolvimento de doenças crônicas na vida adulta, em particular 

a hipertensão, obesidade e a diabetes mellitus tipo 2 (Imdad e Bhutta, 2012; Grissom et al., 

2014). 

Durante a gravidez, recomenda-se o aumento da ingestão de proteínas para suprir a 

demanda adicional de nitrogênio exigida tanto pela mãe, quanto pelo indivíduo em formação. 

Nessa fase há também um aumento do turnover proteico para satisfazer as exigências de 

crescimento rápido do embrião (Jolly et al., 2004). Além disso, a ingestão insuficiente de 

proteínas entre grande parte da população humana, por motivos culturais ou econômicos, é uma 

preocupação global. Fazendo do modelo de restrição proteica um dos modelos de restrição 

precoce do crescimento mais caracterizados e estudados até hoje (Fleming et al., 2015; Semba, 

2016; Herring et al., 2018). 

Algumas áreas de particular interesse têm sido as investigações dos efeitos a longo prazo 

de dietas maternas com baixa concentração de proteína sobre a função e estrutura de órgãos e 

tecidos sensíveis à insulina, funções cardíacas, hipertensão, obesidade e função renais da prole 

(Stocker et al., 2005; Le Clair et al., 2009; Hales e Barker, 2013; Herring et al., 2018). 
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A restrição proteica materna leva a diminuição da vascularização das ilhotas 

pancreáticas, da massa de células beta e do tamanho e conteúdo de insulina das ilhotas em seus 

descendentes, tornando o processamento da glicose insuficiente e culminando com o 

aparecimento da diabetes mellitus tipo 2 (Bertin et al., 2002; Martin-Gronert e Ozanne, 2007; 

Berends et al., 2013). Disfunção cardíaca patológica, remodelação diastólica e aumento da 

sensibilidade à lesão isquêmica durante a vida adulta também são observadas em fetos cujas 

mães sofreram restrição de proteína durante a gestação e lactação (Meyer e Zhang, 2007). 

Muitos estudos relatam ainda, que a restrição proteica materna resulta em alterações na estrutura 

e funcionamento renal (redução no número de néfrons) dos fetos (Woods et al., 2001; Zimanyi 

et al., 2006; Mino et al., 2010; Sene Lde et al., 2013), além de produzir proles com restrição de 

crescimento ao nascer e posterior desenvolvimento de obesidade precoce (catch-up growth) 

(Ozanne e Hales, 2004; Ozanne e Nicholas Hales, 2005; Berends et al., 2013). 

A nutrição durante a gravidez é, portanto, um fator ambiental capaz de ativar interações 

fisiológicas entre mãe e concepto, mediadas por de diversos mecanismos, incluindo a 

sinalização hormonal, podendo causar alterações epigenéticas em genes reguladores dos 

tecidos-alvos desses hormônios. Tais interações podem modificar a eficiência placentária, o 

crescimento e o caráter metabólico fetal, estabelecendo as bases para diversas doenças quando 

a disponibilidade de nutrientes gestacional e pós-natal são discordantes (Fleming et al., 2015). 

 

Restrição Proteica Materna e Aspectos Reprodutivos Masculinos 

 

Embora alguns efeitos da restrição proteica sejam consequências diretas das alterações 

na disponibilidade de substrato, vários outros são mediados por efeitos hormonais. Estes podem 

alterar o desenvolvimento de tecidos fetais específicos durante os períodos sensíveis do 

desenvolvimento, ou levar a mudanças duradouras na secreção hormonal ou na sensibilidade 

do tecido ao hormônio (Godfrey e Barker, 2000; Console et al., 2001; Peixoto-Silva et al., 2011; 

Rinaldi et al., 2018). 

Ratos submetidos a condições adversas no balanço energético, como na restrição 

proteica materna durante os períodos de gestação e lactação, apresentam aumento ou 

diminuição da secreção dos hormônios luteinizante (LH), folículo estimulante (FSH), 

testosterona, estradiol e aldosterona, o que pode ter impacto significativo sobre órgãos e funções 

do sistema genital (Zambrano et al., 2005; Guzman et al., 2006; Gao et al., 2012; Otani et al., 

2012; Sathishkumar et al., 2012). 
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Estudos epidemiológicos e experimentais, humanos e animais, relacionados aos efeitos 

da restrição proteica materna sobre aspectos reprodutivos, sobretudo os masculinos, são 

relativamente escassos em comparação àqueles que abordam aspectos da síndrome metabólica. 

No entanto, dados da literatura indicam que este modelo experimental provocou alterações 

testiculares, prostáticas, espermáticas e de instalação da puberdade em animais adultos, cujas 

mães sofreram restrição de proteína (Zambrano et al., 2005; Toledo et al., 2011; Rodriguez-

Gonzalez et al., 2012; Rodriguez-Gonzalez et al., 2014; Colombelli et al., 2017; Santos et al., 

2018). 

Com relação às alterações espermáticas, foi observado que a restrição proteica materna 

provocou alterações associadas, principalmente, às funções do epidídimo, como a motilidade, 

viabilidade e concentração espermáticas, além de aumentar o número de espermatozoides com 

alterações morfológicas (principalmente na cauda e peça intermediária) e presença de gota 

citoplasmática (Toledo et al., 2011; Rodriguez-Gonzalez et al., 2014). Dessa maneira, apesar 

dos trabalhos mostrarem efeitos da restrição proteica associados com as funções epididimárias, 

as causas dessas alterações ainda não foram esclarecidas. Ou seja, não há informações na 

literatura que esclareçam como a restrição proteica, em fase inicial do desenvolvimento, afeta 

a função deste órgão. 

 

O Epidídimo 

 

O epidídimo é um órgão do sistema genital masculino formado por um único ducto 

altamente enovelado, cuja função primária é transportar os espermatozoides que chegam do 

testículo, via ductos eferentes, até o ducto deferente. Durante este trajeto o epidídimo 

desempenha sua função principal, sendo responsável pela estocagem, imunoproteção, 

concentração e maturação destes gametas (Cosentino e Cockett, 1986; Hermo, L.; e Robaire, 

B. , 2002; Gatti et al., 2004; Junqueira, 2011). 

O ducto epididimário apresenta muitas regiões citologicamente distintas, sendo 

constituído por epitélio colunar pseudo-estratificado composto por seis tipos celulares: células 

estreitas, apicais, claras, basais, halo e principais, que desempenham diferentes funções 

necessárias para o bom funcionamento deste órgão (Figura 1) (Hermo, L.; e Robaire, B. , 2002; 

Robaire B.; Hinton, 2015).  

De maneira geral, o epidídimo do rato é dividido anatomicamente em quatro regiões 

distintas: segmento inicial, cabeça, corpo e cauda, com cada segmento sendo responsável por 
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funções características como: secreção, endocitose, absorção e acidificação, que levam à 

constituição de meio intraluminal específico e adequado para o amadurecimento espermático 

(Figura 1) (Gatti et al., 2004; Franca et al., 2005; Robaire et al., 2006; Robaire B.; Hinton, 

2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Representação esquemática do epidídimo de rato evidenciando as quatro regiões em que o órgão é 

dividido: segmento inicial, cabeça, corpo e cauda. E representação das células que compõem o epitélio 

epididimário em cada uma dessas regiões. Fonte: adaptado de Shum et al. (2009). 

 

No início de seu desenvolvimento o epidídimo consiste em um órgão epitelial tubular 

simples. A determinação de como os processos de alongamento, expansão e dobramento 

levarão à constituição do epidídimo com um complexo órgão enovelado é um tema que vem 

atraindo cada vez mais o interesse de pesquisadores (Joseph et al., 2009). 

A parte proximal do ducto de Wolffian dá origem ao epidídimo. Em humanos, somente 

a partir da oitava semana do desenvolvimento fetal, por influência da testosterona, este ducto 

adquire aspecto enovelado (Moore et al., 2016). Nesse período há considerável remodelação 

extracelular, que ocorre de maneira assimétrica e pode ser observada apenas no local onde o 

looping ou enrolamento acontece. Assim, a interação ente epitélio e mesênquima é necessária 

para que ocorra o enovelamento do órgão (Hinton et al., 2011). 
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O desenvolvimento pós-natal epididimário nos mamíferos em geral é dividido em três 

períodos: período indiferenciado, período de diferenciação e período de expansão (Hinton et 

al., 2011). 

O período indiferenciado corresponde ao intervalo do DPN 1 até o DPN 15, nele inicia-

se a segmentação anatômica do epidídimo e o epitélio epididimário é composto por células 

colunares (Hermo, L. e Robaire, B., 2002; Rodríguez, 2002). 

O período de diferenciação abrange os dias entre o DPN 16 e o DPN 44 e seu início é 

marcado pelo aparecimento das células halo. Aos 21 dias de idade, ocorre pico da atividade 

proliferativa das células do segmento inicial além da completa formação da barreira hemato-

epididimária (Rodríguez, 2002).  

Após o DPN 44 o epidídimo inicia o período de expansão, marcado pelo crescimento 

contínuo do órgão. No DPN 49 os primeiros espermatozoides começam a aparecer no lúmen 

epididimário, atingindo sua concentração máxima no órgão por volta do DPN 90 (Hermo, L. e 

Robaire, B., 2002; Rodríguez, 2002).   

 

Aquaporinas e o Epidídimo 

 

Uma das mudanças mais importantes no fluido luminal é induzida pela reabsorção de 

água, que ocorre principalmente nos ductos eferentes e região proximal do epidídimo, 

continuando em proporções menores, mas com importância funcional significativa, ao longo 

deste órgão. A absorção da água promove o aumento da concentração espermática e proteica 

do ambiente luminal, fatores estes associados às primeiras modificações dos espermatozoides, 

tais como a migração da gota citoplasmática, início do batimento do flagelo e ligação à zona 

pelúcida (Dacheux e Dacheux, 2014). 

 As aquaporinas (AQP) compreendem uma família composta por 13 proteínas 

hidrofóbicas integrais de membrana, organizadas como tetrâmeros e com massa molecular 

baixa que varia de 25 a 37 kDa (Preston e Agre, 1991; King et al., 2004; Roche e Tornroth-

Horsefield, 2017), que atuam como canais de água aumentando a permeabilidade da membrana 

celular. Até o momento, seis membros desta família de proteínas têm sido identificadas no 

epidídimo de rato: AQP1, AQP2, AQP3, AQP5, AQP9 e AQP11 (Agre, 2004; Da Silva et al., 

2006; Domeniconi et al., 2008; Schimming et al., 2015; Yeste et al., 2017).  

A AQP2 é encontrada na cauda epididimária de ratos machos jovens, mas não em 

animais adultos, sugerindo sua participação não somente na dinâmica de reabsorção/secreção 
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no órgão, mas também no desenvolvimento epididimário pós-natal (Da Silva et al., 2006; 

Arrighi et al., 2010). AQP3 está presente no epidídimo de maneira célula-específica, uma vez 

que pode ser observada nas células basais epididimárias, mas não nas células principais, claras 

e estreitas do órgão (Hermo et al., 2004). A AQP5 pode ser observada na membrana apical das 

células principais epididimárias nas regiões de corpo e cauda, mas encontra-se ausente na região 

da cabeça do órgão (Da Silva et al., 2006). Em ratos jovens e adultos, a AQP11 é encontrada 

nos estereocílios das células principais de maneira irregular nas regiões de segmento inicial e 

cabeça, ausente na região de corpo e de maneira mais uniforme na região distal da cauda do 

órgão (Hermo et al., 2008). 

Com relação à dinâmica de reabsorção/secreção que ocorre no epidídimo, crescentes 

evidências sugerem as AQP1 e AQP9 como as principais envolvidas no transporte de solutos 

que ocorre no órgão (Pastor-Soler et al., 2001; Da Silva et al., 2006). A AQP1 é ausente nas 

células epiteliais do epidídimo, mas é expressa no músculo liso adjacente e em células 

endoteliais de canais vasculares do órgão (Huang et al., 2006; Domeniconi et al., 2008; Arrighi 

et al., 2010; Teixeira et al., 2012). Já a AQP9 está expressa na região apical das células 

principais do segmento inicial, cabeça, corpo e cauda do epidídimo (Pastor-Soler et al., 2001; 

Badran e Hermo, 2002; Domeniconi et al., 2008; Hermo et al., 2008) (Figura 2). No epidídimo, 

a água é transportada a partir do lúmen via AQP9, expressa nos estereocílios das células 

principais, e então removida do espaço intertubular através da ação das AQP1, expressas nas 

células endoteliais dos canais vasculares ao longo de todo órgão (Badran e Hermo, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Representação esquemática da localização das AQPs no epidídimo do rato. Fonte: adaptada de Da Silva 

et al. (2006) e Guo et al. (2007). 
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Foi demonstrado que a expressão de AQP9 é modificada pela subnutrição no início da 

vida. Filhotes cujas mães sofreram restrição alimentar durante a gestação e lactação, 

apresentaram diminuição na imunomarcação desta proteína nos estereocílios das células 

principais e completa ausência de imunomarcação nas células claras da cauda de seus 

epidídimos, prejudicando suas funções e, possivelmente, comprometendo a fertilidade destes 

animais (Arrighi et al., 2010).  

Dessa maneira, investigar os efeitos, especificamente, da restrição proteica materna 

sobre o padrão de expressão da AQP1 e AQP9 no epidídimo da prole ao longo de seu 

desenvolvimento é extremamente relevante e promissor. 

 

Hormônios e o Epidídimo 

 

No sistema genital masculino, testículo e epidídimo são os principais alvos da ação 

androgênica, com a testosterona e seu principal metabólito, a di-hidrotestosterona (obtida pela 

ação da enzima 5α-redutase), sendo críticas para a manutenção da espermatogênese e da função 

secretora das células epiteliais epididimárias (Sharpe et al., 1994; Robaire e Hermo, 1998). O 

fluido testicular que alcança o lúmen epididimário é rico em testosterona e apesar da alta 

concentração deste hormônio em todo órgão, as concentrações de di-hidrotestosterona são 

muito maiores no lúmem da cabeça epididimária, indicando maior sesibilidade desta região à 

possíveis variações na concentração de andrógenos (Turner, 2002). 

O Androgen Receptor (AR) é membro da super família de receptores esteroidais com 

peso molecular de 110 kDa que desempenha papel chave na ação dos hormônios andrógenos e 

seus metabólitos (Chang et al., 1995). A própria expressão de AR é regulada por estes 

hormônios, e apesar de vários estudos demonstrarem que a regulação androgênica sobre a 

expressão de AR ocorre de forma tecido e tipo celular específica, os mecanismos pelos quais 

esta regulação se dá ainda não estão completamente compreendidos (Bentvelsen et al., 1995; 

Zhu et al., 2000; Ezer e Robaire, 2002). No entanto, sabe-se que a expressão deste receptor 

ocorre ao longo de todo sistema genital masculino, durante seu desenvolvimento até a idade 

adulta (Williams et al., 2001). 

Zhu et al. (2000) através do tratamento com Azalina (antagonista do hormônio liberador 

do hormônio luteinizante) observaram uma queda da testosterona sérica acompanhada da menor 

expressão de AR na cabeça, corpo e cauda do epidídimo de ratos. Da mesma maneira, Liu e 

Wang (2005) observaram que em ratos diabéticos a concentração de testosterona e a expressão 
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de AR epididimária apresentaram-se diminuídas em relação à ratos saudáveis, demonstrando 

que a diminuição da testosterona sérica está positivamente relacionada com a diminuição da 

expressão de AR neste órgão. 

Apesar da testosterona ser considerada o principal hormônio regulador das funções 

epididimárias, o estrogênio também é produzido no macho, sendo encontrado em grandes 

concentrações no sêmen e desempenhando diversas funções, que incluem a regulação e 

manutenção das funções epididimárias, principlamente relacionadas à atividade de reabsorção 

que ocorre neste órgão (Hess et al., 2002).  

Em machos imaturos, a principal fonte de estrogênio são as células de Sertoli enquanto 

que nos adultos, as células germinativas apresentam maior expressão da enzima aromatase 

p450, responsável pela conversão da testosterona em estradiol, sendo a maior fonte deste 

esteroide no sistema genital masculino (Nitta et al., 1993; Hess et al., 1995; Janulis et al., 1998). 

O estrogênio atua através de dois tipos de receptores nucleares, o Estrogen Receptor α 

(ERα) e Estrogen Receptor β (ERβ) de aproximadamente 66 e 59 kDa respectivamente, ambos 

presentes no epidídimo (Kuiper et al., 1996; Pelletier et al., 2000; Zaya et al., 2012). 

Dados da literatura revelam que a localização de ERα no epidídimo de ratos ainda é 

bastante controvérsia. Alguns estudos demonstram que apesar de estar presente em todo 

epidídimo, a região da cabeça deste órgão expressa quantidades mais significativas deste 

receptor, indicando maior sensibilidade desta região aos hormônios estrogênicos, 

principalmente em relação à reabsorção mais intensa que ocorre na cabeça epididimária (Zhou 

et al., 2001; Hess et al., 2002; Kolasa et al., 2003; Schon et al., 2009). 

Diferente de ERα, que é mais encontrado na região de cabeça do epidídimo, a expressão 

de ERβ aparece distribuída de forma mais homogênea neste órgão (Hess et al., 1997; Hess et 

al., 2002; Yamashita, 2004; Schon et al., 2009). Sua função no sistema genital masculino 

permanece alvo de investigações, já que camundongos ERβ knockout são férteis e apresentam 

testículos e epidídimos normais (Krege et al., 1998; Couse e Korach, 1999).  

Por muitos anos, a aldosterona, sintetizada pelas glândulas adrenais, foi considerada um 

“hormônio renal”, uma vez que desempenha sua principal função no córtex deste órgão 

promovendo a retenção do íon sódio (Na+) e a eliminação do íon potássio (K+), atuando na 

manutenção do equilíbrio hídrico, eletrolítico e da pressão sanguínea (Nguyen Dinh Cat e 

Jaisser, 2012; Harvey e Thomas, 2017). No entanto, atualmente se sabe que este 

mineralocorticoide também desempenha papel na indução do estresse oxidativo, disfunção 

endotelial, inflamação e fibrose no coração e vasos sanguíneos além de infuenciar a função 

adipócita e a resistência à insulina (Nguyen Dinh Cat e Jaisser, 2012). 
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Em relação ao papel da aldosterona no sistema genital masculino, mais especificamente 

no epidídimo, diversos trabalhos demonstram a influência deste hormônio na absorção de 

líquidos do lúmen epididimário através da captação de Na+ contra o gradiente eletroquímico, 

principalmente na cabeça, mas também ao longo de todo órgão, contribuindo assim para uma 

das principais funções epididimárias: a concentração dos espermatozoides (Wong e Lee, 1982; 

Turner e Cesarini, 1983; Pearce et al., 1986). Além disso, recentemente foi verificado que a 

aldosterona circulante também tem participação ativa na regulação da secreção de prótons pelas 

células claras da cabeça do epidídimo. Identificando o sistema renina-angiotensina-aldosterona 

(RAAS) como um importante modulador da acidificação luminal na região proximal do órgão 

(Roy et al., 2013). 

Em roedores, a restrição proteica materna é o modelo mais utilizado para investigar os 

efeitos da programação fetal no desenvolvimento de doenças crônicas na vida adulta, em 

particular a hipertensão (Griffin et al., 2001), e um crescente corpo de evidências indica que a 

aldosterona tem grande contribuição no estabelecimento da pressão elevada na prole (Rocha et 

al., 1998; Griffin et al., 2001; De Lima et al., 2013). Nesse sentido, trabalhos têm observado e 

correlacionado a hipertensão e o baixo peso ao nascer com o aumento da aldosterona circulante 

em modelos de restrição proteica materna (Reynolds et al., 2009; Otani et al., 2012). 

Uma vez que a aldosterona está envolvida na absorção de líquidos do lúmen do 

epidídimo e que a restrição proteica se mostrou eficiente em aumentar os níveis circulantes 

deste mineralocorticoide, é interessante observar a relação entre a restrição proteica materna 

com a concentração de aldosterona e seus possíveis efeitos no meio intraluminal epididimário 

em diferentes estágios do desenvolvimento deste órgão. 

 

Fator de Crescimento Endotelial Vascular e o Epidídimo 

 

Nas glândulas adrenais, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) sérico é 

capaz de aumentar a disponibilidade de aldosterona na circulação diretamente, através de sua 

ação sobre as células epiteliais da zona glomerular, ou indiretamente, através da camada 

endotelial, ambos de maneira renina-independente (Gennari-Moser et al., 2013). Além disso, 

dados da literatura comprovam a modulação da aldosterona sobre o VEGF, sendo capaz de 

aumentar ou diminuir sua expressão ou concentração sérica dependendo do tipo celular ou 

tecido analisado (Ladage et al., 2011; Walczak et al., 2011; Hsu et al., 2015). No entanto, não 
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existem estudos referentes a influência deste mineralocorticoide sobre a expressão de VEGF no 

epidídimo e suas consequências para o padrão vascular deste órgão.  

No processo de maturação espermática, a regulação do transporte de metabólitos, 

hormônios e nutrientes, assim como a secreção e reabsorção de fluido luminal no ducto 

epididimário são muito importantes para manter a especificidade do microambiente deste 

órgão, requerendo uma vasculatura altamente ramificada para proporcionar suprimento 

sanguíneo adequado (Setchell et al., 1993; Setchell, 2006). O tratamento do tecido epididimário 

com VEGF provocou o aumento de vesículas transcitóticas, canais transendoteliais, fenestração 

dos capilares e indução de lacunas transendoteliais. Tais alterações morfológicas têm sido 

associadas com o aumento da permeabilidade capilar, sugerindo o VEGF como um importante 

regulador da permeabilidade vascular no epidídimo, já que este órgão não é local de 

angiogênese ativa durante a vida adulta (Ergun et al., 1998). 

A superexpressão de VEGF, em camundongos transgênicos, resultou em epidídimos 

alargados e inchados especialmente nas regiões de cabeça e corpo. Além disso, todos os animais 

transgênicos exibiram hiperproliferação epitelial, dividindo o ducto em vários sublúmens 

estreitos na região da cauda proximal do epidídimo, sendo que em alguns animais observou-se 

hiperplasia também na região da cabeça deste órgão (Korpelainen et al., 1998).  

A superexpressão do VEGF no epidídimo foi, portanto, associada com o aumento da 

permeabilidade vascular neste órgão. O aumento da permeabilidade epididimária, 

especialmente na região da cabeça, pode ter consequências importantes, já que uma porção 

significativa do fluido luminal do testículo é normalmente reabsorvida pelo epitélio desta 

região, que se apresenta rodeada por uma densa rede capilar (Setchell, 2006). O inchaço 

observado no ducto epididimário pode ter sido resultado da alteração na reabsorção do fluido, 

ou ainda uma consequência da oclusão do ducto pela hiperproliferação do epitélio da região 

caudal do órgão (Korpelainen et al., 1998). 

Tendo tudo isso em mente, levantamos a hipótese de que no modelo de restrição proteica 

materna, se for comprovado o aumento da aldosterona circulante, e este for acompanhado do 

aumento do VEGF, estes poderiam ser fatores determinantes para o estabelecimento do padrão 

vascular e para as alterações funcionais epididimárias, que prejudicam o amadurecimento e a 

concentração espermática da prole. Além disso, se a restrição proteica provocar mudanças no 

padrão de expressão das AQP1, em células endoteliais de canais vasculares, e AQP9, as 

condições do ambiente intraluminal epididimário podem ser alteradas, com impacto sobre a 

fertilidade desses animais. 
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Src, Claudinas e o Epidídimo 

 

Foi mencionado anteriormente, que alguns efeitos da restrição proteica são 

consequências diretas das alterações na disponibilidade de substrato (Godfrey e Barker, 2000). 

E que durante a gravidez, é recomendado o aumento da ingestão de proteínas devido à 

necessidade de suprir a demanda adicional de nitrogênio exigida pelo aumento do turnover 

proteico para satisfazer as exigências de crescimento rápido do embrião (Jolly et al., 2004). 

Nesse sentido, seria interessante também avaliar os efeitos da restrição proteica materna sobre 

o desenvolvimento do epidídimo através da análise da expressão das proteínas Src e da 

integridade da barreira hemato-epididimária.  

As Src são proteínas quinases não receptoras que atuam em múltiplos ambientes 

celulares, desempenhando papel chave na regulação da transdução de sinal por um conjunto 

diverso de receptores de superfície celular (Parsons e Parsons, 2004). Com relação ao 

epidídimo, as Src se destacam como reguladoras do desenvolvimento epididimário, 

principalmente da região de segmento inicial. Além disso, essas proteínas desempenham papel 

importante relacionado às alterações sofridas pelos espermatozoides durante seu processo de 

maturação no epidídimo (Krapf et al., 2012; Xu et al., 2016).   

A atividade da Src é regulada pela fosforilação da tirosina em dois sítios diferentes com 

efeitos opostos. A fosforilação do Y416 no loop de ativação do domínio quinase promove a 

ativação da enzima, enquanto a fosforilação de Y527 na cauda carboxi-terminal torna a enzima 

menos ativa (Xu et al., 1997). 

Por fim, a formação e a integridade da barreira hemato-epididimária são essenciais para 

a manutenção da especificidade do ambiente intraluminal epididimário (Hoffer e Hinton, 1984; 

Dufresne e Cyr, 2007). Neste contexto, as claudinas (Cldn), que constituem uma família de 

proteínas transmembranas, são componentes essenciais das junções de oclusão que integram 

esta barreira (Gregory e Cyr, 2006; Cyr et al., 2007). 

Diversas Cldns compõem as junções de oclusão, no entanto, estudos demonstram a 

presença da Cldn-1 em todas as regiões do epidídimo de rato, não somente compondo a barreira 

hemato-epididimária como também ao longo de todas as interfaces das células epiteliais 

adjacentes e em toda extensão da membrana plasmática basal, sugerindo o papel de molécula 

de adesão para Clnd-1 (Gregory et al., 2001; Dufresne e Cyr, 2007; Kim e Breton, 2016). Além 

disso, camundongos knockout para Cldn-1 morrem de desidratação logo após o nascimento 

devido a falta da barreira epidérmica, demonstrando assim a imprescindibilidade da Cldn-1 para 
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a sobrevivência, não podendo ser substituída por nenhuma das outras proteínas de junção de 

oclusão (Furuse et al., 2002). 

Assim, levando ainda em consideração os efeitos diretos da restrição proteica materna, 

com relação às alterações na disponibilidade de substrato, e as possíveis alterações na expressão 

de VEGF, AQP1, AQP9 e aumento da permeabilidade vascular do epidídimo, investigamos os 

efeitos deste modelo experimental sobre a integridade da barreira hemato-epididimária, 

utilizando como parâmetro de análise o padrão de expressão das Cldn-1 no epidídimo.  
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Conclusão 
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Nos filhotes cujas mães tiveram aporte de proteínas limitado, o tamanho reduzido e baixo 

peso observados ao nascimento se mantiveram até o último dia de coleta (DPN 120), 

acompanhados da redução dos órgãos do sistema genital masculino para todas as idades 

analisadas. Demonstrando a importância da qualidade da dieta materna para a prole, e 

evidenciando que alterações nos componentes desta dieta podem mudar permanentemente o 

fenótipo do organismo adulto. 

A restrição proteica materna mostrou-se capaz de levar a alterações na estrutura ou no 

funcionamento de órgãos e/ou funções metabólicas do organismo em formação, uma vez que 

alterou os níveis séricos de testosterona e aldosterona da prole masculina e a expressão de 

proteínas importantes para o bom funcionamento do epidídimo como os receptores hormonais 

AR, ERα e ERβ, a enzima aromatase p450, as AQP1 e AQP9, o VEGFr-2, as Src 416 e Src 527 

e da Cldn-1, além de alterar o padrão vascular do órgão. 

Mesmo que algumas destas mudanças não tenham se mantido até a vida adulta, a oferta 

insuficiente de proteínas no início da vida alterou a estrutura e o funcionamento do epidídimo 

em períodos importantes do desenvolvimento epididimário pós-natal, o que poderia levar à 

alterações das funções epididimárias relacionadas à motilidade, viabilidade e concentração 

espermáticas, contribuindo para o aparecimento de alterações espermáticas previamente 

observadas por outros autores utilizando este modelo experimental. 
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