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Delibera, e depois, quer e executa!”

Augusto dos Anjos



RESUMO

As aquaporinas (AQPs) sdo proteinas expressadas na membrana plasmatica de
diferentes tipos celulares e tecidos envolvidos no transporte de fluidos. No sistema
genital masculino, o movimento de fluidos e solutos através do epitélio € essencial para a
formagdo e manuten¢do do fluido luminal. Esta proposta tem como objetivo estudar a
localizagao das AQPs 2 e 9 no epitélio de revestimento do segmento inicial, cabeca,
corpo e cauda do epididimo de gerbilos em diferentes faixas etarias (10, 30, 60, 120 e
300 dias de idade), observando possiveis alteragdes no padrao de expressao das AQPs ao
longo do desenvolvimento pos-natal. Para realizagdo deste projeto, os animais foram
submetidos a eutanasia em camara de CO;, e ap6s a coleta dos epididimos, as diferentes
regides foram isoladas. O material bioldgico obtido foi processado segundo as rotinas
histologica e imunoistoquimica para estudo da expressdo e localizagdo das AQPs 2 e 9.
Os resultados obtidos foram analisados e fotodocumentados em microscopio de luz

convencional.



ABSTRACT

Aquaporins (AQPs) are membrane protein channels expressed in a wide variety
of cells and tissues that are involved in the transport of water. In the male excurrent duct,
the movement of fluid and solutes across the epithelium is essential for establishing the
proper luminal environment in which sperm mature and are stored. The initial aim of the
present propose is to localize AQP 2 e 9 in epithelium of the initial segment, caput,
corpus and cauda epididymidis in Mongolian gerbil during postnatal development (10,
30, 60, 120 and 300 days), observing possible changes in the pattern of expression of the
AQPs along the postnatal development. The animals will be killed by inhalation of
carbon dioxide. After euthanasia, the epididymis will be removed and the different
regions will be isolated. The biological material obtained will be processed in
accordance with the routines of histological techniques and imunnohistochemistry to
study the expression and localization of the AQPs 2 and 9. The results obtained will be

analyzed and photographed in conventional light microscope.
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1. Introducao
1.1 Ducto epididimario

O epididimo ¢ um ducto grandemente enovelado e unico, sendo responsavel
pelos processos de maturacdo e estocagem de espermatozoides, através de
transformagdes bioquimicas, morfologicas e fisiologicas proporcionadas pela
interagdo dos espermatozoides com o epitélio especializado deste oOrgao
(ROBAIRE E HERMO, 1988; SETCHELL et al., 1994). O epididimo consiste,
predominantemente, de um compartimento epitelial cercado por células
musculares e por um compartimento estromal (WANG et al, 2012).

Macroscopicamente, o ducto epididimario ¢ dividido em cabeca, corpo e
cauda, mas devido a importantes diferencas histologicas segmentares, presentes
em diferentes mamiferos, foram descritas quatro regides morfologicamente bem
definidas (ROBAIRE & HERMO, 1988). Assim, o epididimo &, por critérios
bioquimicos e funcionais, compreendido em segmento inicial, cabega, corpo e
cauda (Figural), sendo cada segmento composto por fungdes especificas como:

secrecdo, endocitose e absor¢do (ROBAIRE et al., 2006).

O epididimo origina-se da parte proximal do ducto mesonéfrico (ou
Wolffiman). Este ducto torna-se contorcido por influéncia da testosterona, a
partir da 8" semana do desenvolvimento fetal, formando o epididimo (MOORE &
PERSAUD, 2008). Durante este processo, o ducto epididimario dobra-se em uma
estrutura altamente organizada e composta por varios segmentos, com

morfologias e fungdes especificas (JOSEPH et a.l, 2009).

A diferenciagdo celular pos-natal marcante deste compartimento epitelial
ocorre no periodo da puberdade, quando os niveis de andrégenos circulantes

aumentam significativamente (WANG et al, 2012).
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Figura 1: Representa¢io esquematica do epididimo, mostrando as divisdes propostas para este estudo.
1) Segmento Inicial, 2) Cabega, 3) Corpo e 4) Cauda. (Adaptado de Serre & Robaire, 1998).

Assim, os espermatozoides deixam o testiculo, ainda imaturos, e durante o
transito, ao longo dos diferentes segmentos do epididimo, passam por
modificacdes morfologicas, fisioldégicas e bioquimicas, que permitem o
amadurecimento e a aquisi¢do progressiva da motilidade e habilidade para
fertilizar um ovocito (CORNWALL, 2009; SETCHELL et al., 1994).

O epitelio epididimario dos mamiferos apresenta-se colunar e
pseudoestratificado, formado por 6 tipos de células: as células principais, basais,
apicais, claras, halo e narrrow. (HAMILTON, 1975; ROBAIRE & HERMO,
1988). Os diferentes tipos celulares podem estar presentes em uma regido
(segmento inicial: narrow e apicais), mais de uma regido (cabeca,corpo e cauda:
células claras) ou presentes em todas as regides (principais e basais) (HERMO &

SMTIH, 2011).

A célula principal ¢ o tipo mais abundantemente encontrado e sua estrutura
e funcdo variam de acordo com a regido em que esta presente (ROBAIRE &
HERMO, 1988, TRASLER et al., 1988). Participa ativamente da sintese e da
sercecao de proteinas e glicoproteinas, sendo responséavel pela producdo de todas

as proteinas do ambiente luminal epididimario (ROBAIRE & HINTON, 2002).



12

Este tipo celular também esta envolvido em processos de secregdo, absor¢ao de
fluido luminal e endocitose (NICANDER & MALMQVIST, 1977; ROBAIRE &
HERMO, 1988).

As células basais sdo encontradas em todas as regides do epididimo de
mamiferos, atuando como possiveis elementos de estabilizagdo do epitélio
epididimario (HAMILTON, 1975), e acreditava-se ndo apresentarem contato com
o compartimento luminal, estando associadas a células principais sobrepostas. No
entanto, estudo recente utilizando imagem tridimensional confocal identificou
que as células basais epididimarias apresentam projecdes citoplasmaticas, que
alcangam o limen a fim de obterem informagdes quimicas do ambiente luminal

(WANG et al, 2012).

Em estudos realizados com cé¢lulas basais de epididimo humano, YEUNG et
al. (1994) concluiram que existem similaridades ultraestrutural, antigénica e
espacial entre as células basais e os macrofagos. Com base nestes achados, os
autores propdem a hipoétese que os macrofagos sdo precursores das células basais
e provém um lento turnover da populagdo de células basais que se tornam
sobrecarregadas com os detritos removidos do epitélio. Ressaltando a possivel

importancia do epididimo nos aspectos imunoldgicos da fertilidade.

As células apicais estdo localizadas no apice do epitélio epididimario,
contém muitas enzimas proteoliticas e podem ter papel na protecdo dos

espermatozoides a ataques eletrofilicos (ADAMALLI & HERMO, 1996).

As células narrow estdo presentes apenas no epitélio do segmento inicial e
zona intermediaria, podem ser precursoras das células claras e talvez, estejam
envolvidas na degradacdo de proteinas endocitadas (ADAMALI & HERMO,
1996). Segundo HERMO et al. (2000), esta célula parece estar envolvida na
acidificacdo luminal, atividade esta que pode ser considerada essencial para os

espermatozoides durante sua travessia e estocagem no epididimo.

Ao longo de todo o epididimo foram identificadas as células halo, estas
células foram consideradas por alguns autores como linfocitos ou macréfagos
(DYM et al., 1975, NASHAN et al., 1989). Ja as células claras estdo presentes,
principalmente, na cauda do epididimo e, aparentemente, estio envolvidas na

secrecdo de glicoconjugados (VICENTINI & ORSI, 1989) e absorcao celular
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(FLICKINGER et al., 1978). Outra fun¢ao atribuida a essas células ¢ a habilidade
de eliminar a gota citoplasmatica liberada pelos espermatozoides no limen

(HERMO et al., 1994; SETCHELL et al., 1994), vide Figura 2.

EPITELIO LUMEN
Célula Principal
- Fungdes de absorgdo e
o secregao
....: (K‘) ‘j.
Célula Halo ) = @ 0 ’
- Fun¢do imunologica 5) ‘} « ¢ 00.::
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- Secregdo de protons \ - Papel na acidificagdo luminal

ESTROMA

MUSCULO LISO

CAPILARES

Figura 2: Representacio esquematica da organizacdo celular, em corte transversal, de
epididimo. (Adaptado de CORNWALL, G.A. New insights into epididymal biology and function.
2009).

A localizagdo e a frequéncia dos tipos celulares variam regionalmente e
também sdo observadas varia¢des na altura do epitélio e nos didmetros luminal e
tubular nas diferentes regides epididimarias. No gerbilo, o epitélio foi descrito
como alto nas trés regides mais proximais, tornando-se mais baixo em diregdo a
cauda do epididimo e o didmetro luminal mostrou um padrdao de comportamento
oposto (DOMENICONI et al., 2007a). Este estudo descritivo concorda com
observagoes feitas em outros roedores (SERRE & ROBAIRE, 1998).

Em geral, o segmento inicial é composto por epitélio muito alto e contém
poucos espermatozoides no limen. Estudos em ratos mostraram que esta regido
apresenta cé€lulas principais com estereocilios apicais longos, além de células
basais, halo, delgadas e apicais (SERRE & ROBAIRE, 1998). No gerbilo,

diferentemente do rato, foram descritas, em nivel de microscopia eletronica de
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transmissao, células claras no segmento inicial (DOMENICONI et al., 2007a).
Na cabega do epididimo, células principais altas revestem o limen, onde se
observam mais espermatozoides, ¢ também a presenca de células basais e halo,
assim como células claras (HERMO et al., 1994; SERRE & ROBAIRE, 1998).

O corpo do epididimo possui, geralmente, o epitélio tubular mais baixo do
que a cabeca, sendo constituido em sua maior parte por células principais. Na
cauda, a altura epitelial € menor do que nos outros segmentos, tendendo a forma

cubica. Sua parte distal apresenta células claras evidentes e em grande numero

(ROBAIRE & HERMO, 1988; HERMO et al., 1994).

1.2 Aquaporinas

As aquaporinas (AQPs) constituem uma familia de proteinas intrinsecas de
membrana presentes em diferentes tipos celulares envolvidos em transporte de
fluidos (VERKMAN & MITRA, 2000). Em vertebrados, foram identificadas 13
isoformas de AQPs (0 a 12) que, em geral, estdo envolvidas no aumento da
permeabilidade osmoética das membranas (VERKMAN & MITRA, 2000; Da
SILVA et al., 2006a). Em regides epiteliais onde ha canais de agua mediados por
AQPs a velocidade de permeacdo de agua ¢ de 10 a 100 vezes maior do que a
observada na difusdo simples (AGRE, 2004). As AQPs estao divididas em dois
subgrupos de acordo com as caracteristicas de permeabilidade, sendo as seletivas
a dgua (AQPs 0, 1, 2, 4, 5, 6 e 8) e as “aquagliceroporinas” que permitem a
passagem de agua e glicerol (AQPs 3, 7, 9 e 10), vide DA SILVA et al. (2006a).

As Aquaporinas estdo envolvidas em uma grande variedade de fungdes
fisiologicas como a homeostase de agua e solutos, funcao secretoéria, facilitando o
transporte transepitelial de fluidos, migracdo celular e neuroexcitagdao. Além de
participar de doengas humanas como glaucoma, epilepsia, obesidade e o cancer
(VERKMAN, 2012).

Essas proteinas apresentam peso molecular entre 26 a 30kDa e sdo
constituidas por um tetrdmero protéico, no qual cada mondmero consiste em seis
dominios a-hélice, com as extremidades carboxi e aminoterminal orientadas para

o citoplasma (Figura 3).
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A Agua B

Extracelular

Membrana

Citoplasma

Figura 3 — Modelo proposto para a estrutura da aquaporina (Adaptado de VERKMAN, A.S., 2012 ).
Cada isoforma é composta por uma cadeia polipeptidica simples com seis dominios que atravessam a
membrana e as extremidades carboxi e amino terminais voltadas para o citoplasma (A). Modelo
tetramérico e seus monémeros individuais contendo poros (B).

Mais de um tipo de AQP pode estar presente no mesmo tecido ou em uma
mesma célula. No rim foram descritas pelo menos 7 diferentes AQPs, no olho 5 e
no sistema respiratorio 4. No sistema genital masculino do homem e de roedores
foram identificadas as AQPs 1, 2, 7, 8 ¢ 9 (MATSUZAKI et al., 2002; DA
SILVA et al., 2006a) e foram estudadas em ratos, as AQPs 5 ¢ 11 (HERMO et
al., 2008). Recentemente, outras duas aquaporinas foram descritas em mamiferos,
as AQP 11 e 12, sendo que a AQP11 esta presente em altos niveis nos testiculos e
em niveis mais moderados nos rins, enquanto a AQP12 ¢ seletivamente
expressada no pancreas (ISHIBASHI et al., 2009; YEUNG, 2010).

No sistema genital masculino, a 4gua ¢ importante para manutengdo do
ambiente luminal, pois serve como um veiculo para transportar os
espermatozoides do testiculo para o ducto deferente (HERMO & SMITH, 2011).
Na via espermadtica, durante o processo de maturagdo do espermatozoide, o
fenomeno de absorcdo do fluido luminal nos ductos extratesticulares ¢ de
fundamental importancia para promover o aumento na concentracdo de
espermatozoides no limen, tornando o meio hipertonico (TURNER, 1991;
ROBAIRE & VIGER, 1995). Ainda, a composi¢ao do fluido luminal, no qual os

espermatozoides terminam a sua maturacdo e sdo estocados envolve uma
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complexa regulacao transepitelial de transporte de agua e solutos (DA SILVA et

al., 2006a).

1.3 AQPs e Epididimo

No epididimo, as aquaporinas estdo associadas a tipos celulares e regides de

dominios de membranas especificos (Figura 4). A reabsor¢ao de fluido tem papel

notavel nesse Orgdo, tornando o meio hipertdnico e a concentracdo de

espermatozoides elevada ao longo dos segmentos epididimarios. O movimento

transepitelial de agua e a expressao regido-especifica das aquaporinas talvez

esteja envolvida no desenvolvimento pos-natal do epididimo (HERMO &

SMITH, 2011).

Ductos Eferentes

&%) Segmento Inicial

‘/AQPQ LLRLA L= Wulucuu.

A('.}PQ

ARV ey

AQ? . AQPS /‘IL. I ‘ 3
~ 2

| AQP7
AQP3+ Frerrd Cabeca 0t

e et Cauda

L1 T

Figura 4: Distribuicio esquemitica de diferentes AQPs nos ductos eferentes e ao longo do epididimo. E possivel

notar a especificidade regional e celular das AQPs. (Adaptado de Hermo & Smith, 2011).

Muitos membros da familia das aquaporinas foram identificados no epitélio

ou estroma do epididimo de roedores. Entre estas AQPs, podemos citar a AQP1,

identificada nas células miodides que circundam o ducto epididimario, bem como
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nas células endoteliais de canais vasculares situados no espago intertubular do
epididimo (BADRAN & HERMO, 2002; OLIVEIRA et al., 2005,
DOMENICONI et al., 2008). Em todos os relatos cientificos analisados, a AQP9
apresenta o mesmo padrao de distribui¢do, estd presente nos microvilos das
células principais ao longo de todas as regides do epididimo (PASTOR-SOLER
etal., 2001; BADRAN & HERMO, 2002; DOMENICONI et al., 2007b). Apenas
existem controvérsias a respeito da presenga da AQP9 nas células claras,
enquanto alguns autores relatam intensa reatividade para a AQP9 no citoplasma
destas células (BADRAN & HERMO, 2002), outros relatam auséncia de
reatividade (PASTOR-SOLER et al., 2001).

A AQP2 foi identificada no epididimo de aves (ZANIBONI et al., 2004) e
em vesiculas intracelulares localizadas nas regides distais do epididimo, sendo
que nestas ultimas a reacdo foi moderada e inconstante (DOMENICONI et al.,
2008). Com uso de métodos de RT-PCR, DA SILVA et al. (2006b) mostraram
que a AQP2 esté presente nas células epiteliais epididimarias.

Outros membros do grupo das AQPs foram identificados no epididimo de
roedores, como por exemplo, as AQPs 3, 5 e 7 (HERMO et al., 2008). Ou ainda,
as AQPs 5, 7 ¢ 9 que foram localizadas no epididimo de ratos adultos através de
analise molecular (PASTOR-SOLER et al., 2001; DA SILVA et al., 2006b). A
AQP11 também foi identificada na borda apical de microvilos,
predominantemente no corpo e cauda do epididimo (HERMO et al., 2008),
dividindo o sitio de localizagao da AQP9.

As AQPs 1, 2 ¢ 9 foram as mais amplamente estudadas ao longo dos ductos
extratesticulares. A AQP1 foi identificada nos ductos eferentes e parte distal do
ducto deferente; a AQP2 na parte média e distal do ducto deferente e a AQP9 nos
ductos eferentes, epididimo e em todas as partes do ducto deferente (DA SILVA
et al., 2006a). Estudos realizados com as AQPs 2 e 9 mostraram que a expressao
destas proteinas altera durante o desenvolvimento pods-natal. A expressdo da
AQP9 apresenta aumento progressivo (PASTOR-SOLER et al., 2001), ja a AQP2
estd presente apenas nas fases iniciais do desenvolvimento, desaparecendo no

epididimo de animais adultos (DA SILVA et al., 2006b).
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1.4 AQP2

AQP2 esta presente nos rins e a regulagdo de sua expressao ¢ mediada pela
vasopressina, sendo de fundamental importancia na regulacao da excre¢do renal
(NIELSEN & AGRE, 1995). No sistema genital masculino de camundongo, foi
descrita reacdo positiva para AQP2 no compartimento apical das células
principais do ducto deferente e nas regides centrais dos tubulos seminiferos, mas
ndo foi detectada no epididimo adulto (NELSON et al., 1998).

A AQP2 apresenta distribuicdo heterogénea ao longo do comprimento do
ducto deferente. Em estudos no rato adulto, esta proteina ndo foi detectada na
regido proximal, mas sua expressao aumenta progressivamente na por¢do média
e, finalmente, em todas as células epiteliais da por¢do distal do ducto deferente
(STEVENS et al., 2000). Segundo STEVENS et al., (2000) a AQP2 presente no
sistema genital masculino ¢ idéntica a encontrada nos rins, ou seja, apresenta a
mesma sequéncia de nucleotideos e aminoacidos, entretanto no ducto deferente
ela ndo ¢ regulada pela vasopressina. O ducto deferente ¢ derivado do ducto
mesonéfrico durante o desenvolvimento embrionario, assim como os ductos
coletores dos rins, e a presenga desta AQP nestes tecidos pode refletir essa
origem embrionaria comum (STEVENS et al., 2000). A fun¢dao da AQP2 no
ducto deferente deve estar relacionada com a modificacdo do contetido luminal,
promovendo a concentragdo de espermatozoides por extracdo de fluido do limen
(MATSUZAKI et al., 2002).

Em aves, como no peru branco, foi evidenciada reacdo positiva para AQP2
nos ductos eferentes, ductos conectores e epididimario (ZANIBONI et al., 2004).
Na via espermadtica do cdo, diferentemente dos demais mamiferos, a AQP2 foi
localizada no epitélio da rede testicular, na parte testicular dos ductos eferentes e
em vesiculas intracelulares localizadas nas regides distais do epididimo, sendo
que nestas ultimas a rea¢do foi moderada e inconstante (DOMENICONI et al.,
2008). As vesiculas AQP2-positivas poderiam, talvez, desempenhar fun¢do na
estocagem destas proteinas, as quais seriam rapidamente recicladas entre a
membrana plasmadtica e as vesiculas intracelulares, como ocorre nos ductos
coletores dos rins (Agre et al., 1995).

DA SILVA et al. (2006b) estudaram a expressdo da AQP2, ao longo do
desenvolvimento pods-natal, no epitélio epididimario de ratos. Os resultados

mostraram variagdes no padrdo de expressdo desta AQP nas diferentes faixas
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etarias. Em animais adultos, o RNAm da AQP2 foi abundantemente expressado
no epididimo, porém a proteina ndo foi detectada com auxilio das técnicas de
imunofluorescéncia ou Western blotting, exceto durante as fases iniciais do
desenvolvimento pos-natal, quando a AQP2 foi imunolocalizada na regido da
cauda do epididimo. A expressdo da proteina na cauda limitou-se a uma fase do
desenvolvimento, ja que ndo foi detectada na mesma regido no animal adulto,
mesmo na presenga do mRNA.

Por outro lado, métodos de RT-PCR tém revelado que a AQP2 esta presente
nas células epiteliais epididimarias e que o nivel de expressado do RNAm da
AQP2 ¢ significativamente superior na cauda se comparada com as demais
regides epididimarias. A variabilidade temporal da expressdo da AQP2 poderia
indicar papel importante para esta AQP durante o desenvolvimento pos-natal

(DA SILVA et al., 2006b).

1.5 AQP9

A AQP9 foi localizada nas células intersticiais do testiculo de roedores
(ELKJAER et al., 2000; BADRAN & HERMO, 2002), entretanto, nao foi
detectada nos testiculos humano (TSUKAGUCHI et al., 1999) e na rede
testicular de cdo (DOMENICONI et al., 2007b). Por outro lado, esta AQP esta
presente nos ductos eferentes, no epididimo e ducto deferente de mamiferos (DA
SILVA et al., 2006a; DOMENICONI et al., 2007b). A AQP9 ¢ o principal canal
de 4gua localizado na membrana apical do epitélio ao longo dos ductos
extratesticulares, bem como de outras regides do sistema genital masculino, além
disso permite ndo apenas a passagem de agua, mas também de pequenos solutos.
Portanto, acredita-se que este canal de 4gua represente importante caminho apical
para movimentos de dgua e solutos através da membrana plasmadtica ao longo da
via espermatica de mamiferos (TSUKAGUCHTI et al., 1998).

No c@o, ao contrario do que afirma PASTOR-SOLER et al. (2001), a AQP9
ndo ¢ a unica AQP presente na por¢ao proximal do ducto epididimario, pois a
AQP7 também foi identificada nessa mesma regido (DOMENICONI et al.,
2008). Tais redundancias na expressio de AQPs no epididimo entre outras
regioes da via espermatica sdo, presumivelmente em parte, um meio para
assegurar que a disfun¢do de qualquer uma das AQPs ndo impeca a capacidade

deste epitélio transportar 4gua e manter o balango i6nico do fluido em niveis
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Otimos para o transporte, maturacao e estocagem de espermatozoides (HERMO et
al., 2008).

Segundo PASTOR-SOLER et al. (2001), a AQP9 foi detectada apenas em
algumas células dos ductos extratesticulares de ratos em desenvolvimento.
Entretanto, nos ductos deferentes o nivel de expressao ja era alto logo nas
primeiras semanas de vida. No epididimo, aumento progressivo da expressdo da
AQP9 foi observado durante o desenvolvimento pos-natal, tanto no niimero de
tubulos como na intensidade da reacao em células individuais. Apos a 3* e 4*
semana de vida, os niveis de expressao da AQP9 se tornaram semelhantes a fase
adulta, possivelmente isso ocorra por modulagdo androgénica.

Tendo em vista os relatos na literatura cientifica a respeito das alteragdes
na expressdo das AQPs na via espermatica em diferentes fases do
desenvolvimento, ¢ o fato destas AQPs mostrarem comportamento espécie-
especifico, propusemos neste plano de atividades a descri¢do e padronizacio das
possiveis alteracdes destas proteinas ao longo do desenvolvimento pds-natal do
gerbilo. Visando contribuir nas discussdes a repeito do comportamento destes
canais de 4gua ao longo do desenvolvimento pds-natal em roedores. Além de
contribuir para a elaboracdo de hipoteses que possam explicar os possiveis
mecanismos moleculares envolvidos na expressao das aquaporinas relacionadas
ao equilibrio do ambiente luminal da via espermatica, mais especificamente do

epididimo.

2. Objetivos

- Analisar as caracteristicas morfoldgicas regionais do epididimo do gerbilo,
em diferentes fases do desenvolvimento pds-natal.

- Localizar as AQPs 2 e 9 no segmento inicial, cabega, corpo e cauda do
epididimo do gerbilo (Meriones unguiculatus) nas diferentes faixas etarias.

- Verificar a expressdo das AQPs 2 e 9 no epididimo de gerbilos de
diferentes idades.

- Observar as possiveis alteracdes no padrao de localizacdo e expressdo das

AQPs 2 e 9, no epididimo, ao longo do desenvolvimento pds-natal.
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3. Materiais e Métodos

Para execugdo deste trabalho, foram utilizados 25 gerbilos (Meriones
unguiculatus) machos, os quais foram divididos em 5 grupos experimentais de
acordo com as idades 10, 30, 60, 120 e 300 dias de idade. As faixas etarias foram

estabelecidas com base em estudos prévios de desenvolvimento utilizando a

prostata ventral de gerbilo (DE CAMPOS et al., 2006; CORDEIRO et al., 2008)

3.1 Manutenc¢io dos Animais

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Anatomia,
UNESP, Botucatu, sob condi¢gdes controladas de temperatura (23°C) e de luz (12
horas de claro e 12 horas de escuro), com acesso livre a agua e ragdo.
Periodicamente, foi realizada a reposicao de racdo e agua; descarte de dejetos
bioldgicos (maravalha com fezes e urina); higieniza¢do das garrafas de agua e
caixas de alojamento dos animais; conservacao da limpeza da sala do biotério.

Apds o nascimento, as ninhadas foram registradas e monitoradas até
atingirem cada idade proposta para cada grupo experimental. Seguindo a
separacdo, os filhotes foram submetidos a sexagem e mantidos até os 10, 30, 60,
120 ou 300 dias de idade, quando entdo foram sacrificados para compor os
diferentes grupos de estudo.

Todo o experimento e os procedimentos cirtrgicos foram aprovados pelo
Comité de Etica de Experimentagio Animal do IBB/UNESP (Protocolo n°® 241-
CEEA), o qual certificou que a conduta deste trabalho estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimenta¢io Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Ressalta-se ainda que todos os residuos
quimicos gerados nos laboratorios do Depto. de Anatomia foram segregados,
acondicionados e transportados adequadamente para o Entreposto de Residuos
Quimicos do Campus de Botucatu — UNESP, de acordo com o Plano de
Gerenciamento de Residuos Analiticos (PGRA), identificado por AMBICAMP
PGRA n° AMB-A 014-0108-00399.

3.2 Coleta e Processamento histologico

Os roedores, sendo 5 animais de cada grupo, com 10, 30, 60, 120 e 300 dias,

foram pesados e submetidos a eutanasia em camara de CO,.
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Em seguida, procedeu-se incisdao abdominal no plano sagital mediano para
expor os 0rgaos da cavidade abdominal, na maioria dos sacrificios os testiculos e
epididimos foram encontrados no interior da cavidade abddomino-pélvica,
lateralmente a bexiga urindria, uretra e pénis. Quando necessario, os testiculos,
juntamente com os epididimos, eram manualmente deslocados do escroto para
cavidade abdominal, através do canal inguinal.

Durante todo o procedimento de coleta do material, o fixador (Bouin) foi
constantemente gotejado. Entdo, os epididimos foram pesados, dissecados,
isolados para posterior reducao e divisao nos segmento inicial (si), cabeca (cb),
corpo (cp) e cauda (cd) (Figura 5). Apos a pré-fixacdo por gotejamento, as
amostras foram poés-fixadas no liquido fixador por 24 horas. Seguindo a fixagdo
histologica, as amostras de epididimo foram lavadas em alcool 70% e submetidas

a rotina para inclusao em Paraplast.

Figura 5 : Epididimo do gerbilo e suas diferentes regides, segmento
inicial (si), cabeca (cb), corpo (cp) e cauda (cd).

3.3 Preparo de Laminas e Microtomia

As laminas de vidro foram lavadas e silanizadas (3-Aminopropyl
triethoxysilane, Sigma-Aldrich) e depois de secas foram armazenadas. Seguindo
a inclusdo, foi feita microtomia para a obtengdo de cortes histologicos de 4 um de
espessura, montados nas laminas silanizadas pré-confeccionadas. As laminas,
com os cortes devidamente identificados, foram armazenadas para,
posteriormente, serem submetidas a desidratagdao e desparafinizagdo (em baterias
com alcool em concentragdo crescente e xilol, respectivamente) para seguirem a

rotina especifica de imunolocalizagdo das AQPs.
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3.4 Imunoistoquimica

Para realizacdo das rotinas imunoistoquimicas, os cortes desparafinizados
foram submetidos a recuperagdo da atividade antigénica em tampao citrato de
so6dio, no microondas. Apds o bloqueio com BSA (3%), o material foi incubado
“overnight” em geladeira utilizando-se anticorpos anti-AQP9 e anti-AQP2
(Alpha Diagnostic International, San Antonio, TX, USA), em dilui¢do de 1:100.

Apds lavagem em PBS, os cortes foram novamente bloqueados seguindo-se
as etapas para incubacdo em anticorpo secundario diluido 1:70, por 1 hora a
37°C, seguida de outra lavagem para revelagdo com DAB. As laminas foram
montadas com laminulas e em sequéncia observadas e analisadas.

As laminas histoldgicas, submetidas a reagdo imunoistoquimica para
padronizacdo da AQP9 e da AQP2 foram analisadas em microscopio de luz
(ZEISS, AXIO LAB.A1, Processo n° 2010/01056-1). Em seguida, o material foi
fotografado em fotomicroscopio de pesquisa ZEISS, AXIO LAB.Al, para
verificar as possiveis alteragdes no comportamento das AQPs ao longo do
desenvolvimento pos-natal. Com o objetivo de confirmar a reagdo especifica e a
eficiéncia da técnica e dos reagentes empregados, foram utilizados controles

negativo e positivo, respectivamente.

3.5 Western blotting

Para o processamento da eletroforese, as amostras obtidas foram
homogeneizadas em tampao de extragdo contendo Tris 0,05M pH 7,5, Triton
X100, NaCl e inibidores (propor¢ao de 30 mg de tecido/100ul de tampao de
extracdo). Os homogenatos obtidos foram centrifugados e os sobrenadantes
resultantes solubilizados e aplicados em gel SDS-poliacrilamida a 12%. Apds a
realizagdo da eletroforese, os “spots” correspondentes as proteinas foram
eletrotransferidos para uma membrana imobilizadora. Em seguida, a membrana
foi bloqueada por 1 hora em BSA (5%) e incubada com os anticorpos policlonais
anti-AQP2 e anti-AQP9 (Alpha Diagnostic International, San Antonio, TX,
USA), diluidos 1:500. A membrana foi lavada em tampdo e incubada com o
anticorpo secundario conjugado a peroxidase (Sigma, USA), durante 1 hora.
Apdés a lavagem, a reacdo foi revelada utilizando-se substrato
quimioluminescente para Western Dblotting (Super Signal West Pico

Chemiluminescent Substrate, Pierce).
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3.6 Morfometria

Para realizagdo do estudo morfométrico, os cortes desparafinizados foram
submetidos a coloracdo de Hematoxilina e Eosina. As laminas foram cobertas
com laminulas e em sequéncia observadas, analisadas e fotodocumentadas. Em
seguida foram realizadas as medidas morfométricas de altura de epitélio e
diametro tubular nas diferentes regides epididmarias para as idades estudadas (10,
30, 60, 120 e 300 dias).

Foram realizadas 30 medidas de cada regido epididimaria, para cada animal,
sendo utilizados trés animais de cada grupo de estudo. Foram calculadas as
médias e os desvios-padrdo para cada grupo etario de estudo, tanto para a altura
epitelial quanto para o didmetro tubular. Em seguida, foram realizados andlise de
variancia (ANOVA) seguido de teste estatistico de Tukey (Programa InStat3)
para verificar o valor de significincia (p< 0,05) entre as diferentes regides
epididimarias, dentro de cada idade e também entre as diferentes idades

estudadas.
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4. RESULTADOS

4.1 Morfologia
As mensuragdes dos pesos corporeo e epididimario dos gerbilos, em diferentes
faixas etarias, mostraram correlacdo positiva entre o peso total dos epididimos e o

peso dos animais (Tabela 1).

Idades (dias) dos animais Média do Peso Corporal (g) | Média de Peso do Epididimo (g)
10 10 0,00783
30 25,88 0,0476
60 63,15 0,1241
120 76,67 0,2695
300 100 0,3541

Tabelal: Médias dos pesos corporais e epididimarios do gerbilo nas diferentes idades estudadas.

O epididimo do gerbilo, a partir dos 30 dias de vida, apresentou epitélio
pseudoestratificado com células ja diferenciadas. Entre essas células, houve
predominio das células principais, com nucleos localizados no terco médio-basal,
também foram observadas células basais e apicais. A luz tubular mostrou-se
desprovida de espermatozoides, com pregas epiteliais apenas na cauda epididimaria
deste grupo (Figura 1 A-D). A morfologia observada nos animais de 60 dias (Figura
1 E-H) foi semelhante a encontrada para 120 (Figura 1 I-L) e 300 dias (Figura 1 M-
P).

A altura do epitélio na cauda epididimaria, dos animais de 30 dias, foi maior
quando comparada as demais regides. J4 nos animais de 60, 120 e 300 dias a altura
do epitélio no segmento inicial foi significativamente maior se comparada as demais
regides epididimarias (Tabela 2).

Com a idade, foi possivel observar nas regides proximais (SI e CB) o aumento
progressivo dos valores médios da altura do epitélio. No corpo do epididimo a altura
epitelial média oscila com a idade, sendo menor no animal de 300 dias se comparada
aos 10 dias de idade. Na cauda epididimaria, a altura do epitélio diminui com a

idade, e igualou-se na fase adulta a altura média dos recém-nascidos (Tabela 2).
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Altura de Epitélio do Epididimo

Idades

Sl

CB

CP

CD

10

9,422 (+0,348) Aa

7,52 (+0,673) Aa

23,667 (+2,358) Ba

8,780 (+2,385) Aa

30

18,542 (+1,393) Ab

14,246 (+0,965) Aab

16,879 (+3,517) Aab

25,06 (¥2,541) Bb

60

30,144 (+4,95) Ac

16,612 (+1,286) Bab

21,406 (+0,508) Ba

17,011 (+3,108) Bc

120

31,695 (+3,883) Acd

15,178 (¥2,24) Bab

19,063 (+1,259) Bab

11,016 (x0,44) Bac

300

39,612 (+2,001) Ad

18,411 (+7,844) Bb

15,102 (+2,435) Bb

9,336 (1,918) Ba

Tabela 2: Média e desvio-padrio da altura do epitélio do epididimo do gerbilo, nas idades de 10, 30, 60, 120 e 300 dias.
As letras maivisculas comparam as regioes de segmento inicial (SI), cabe¢a (CB), corpo (CP) e cauda (CD) dentro de uma
mesma idade. As letras mindsculas comparam a mesma regido nas diferentes faixas etarias.

Nos animais de 30, 60, 120 e 300 dias de idade ndo houve diferenca significativa

entres os diametros tubulares das regides de segmento inicial, cabega, corpo e cauda

epididimaria (Tabela 3).

De forma geral, o didmetro tubular tornou-se cada vez maior com a idade. Nas

regides do corpo e cauda do epididimo, o ducto atingiu seu maior didmetro aos 60 e

120 dias, respectivamente. O didmetro tubular no corpo do epididimo, dos animais

de 300 dias, apresentou valor médio semelhante aos recém-nascidos.

Diametro Tubular do Epididimo

Idades Sl CB cP CD
10 | 36,397 (+10,981) Aa | 24,390 (+0,845) Aa | 80,611 (+2,368) Ba 32,998 (+0,588) Aa
30 | 64,963 (+4,384) Aab | 49,875 (+7,541) Aab [101,569 (+50,058) Aab | 109,404 (+22,239) Aa
60 | 141,032 (+11,35) Ab [123,1426 (+1,886) Ab| 170,997 (+24,15) Ab | 149,917 (+32,536) Aab
120 |125,3618 (+30,765) Ab | 123,337 (+50,259) Ab | 152,259 (+18,55) Abc | 275,147 (+126,044) Abc
300 | 118,381 (+58,04) Ab |97,372 (+42,302) Aab| 83,595 (+1,984) Aac | 123,199 (+3,786) Aac

Tabela 3: Média e desvio-padrio do didmetro tubular do epididimo do gerbilo, nas idades de 10, 30, 60, 120 e 300 dias. As
letras maivsculas comparam as regides de segmento inicial (SI), cabeca (CB), corpo (CP) e cauda (CD) dentro de uma
mesma idade. As letras minusculas comparam a mesma regifio nas diferentes faixas etarias.
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Figura 1: Coloracido em H.E. das regides de segmento inicial (SI: A, E, I, M), cabeca (CB: B, F, J, N),
corpo ( CP: C, G, K, O), e cauda ( CD: D, H, L, P), mostrando a morfologia do epitélio epididimario nas
idades de 30, 60,120 e 300 dias.
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4.2 Imunoistoquimica e Western blotting para AQP2 e AQP9

Os resultados imunoistoquimicos, ndo detectaram reagdo positiva para a
AQP2 no epitélio epididimario das regides: segmento inicial, cabega, corpo e
cauda, para os animais de 10, 30, 60, 120 ¢ 300 dias de idade (Figura 2). Para
confirmar a eficiéncia da técnica foram utilizados cortes de rim de gerbilo como
controle negativo (Figura 1K) e controle positivo (Figura 1L). J4, as rotinas de
Western blotting, diferentemente da imunoistoquimica, revelaram bandas
positivas para a AQP2 no epididimo dos animais de 10, 120 e 300 dias de idade.
Os animais de 30 e 60 dias ndo expressaram esta AQP (Figura 3).

De forma geral, a AQP9 foi localizada no epididimo dos gerbilos,
predominantemente, nos animais de faixas etarias mais avangadas, conforme
evidenciado pela técnica de imunoistoquimica. Observou-se reatividade para a
AQP9 restrita a regido apical do epitélio epididiméario e na regido dos
estereocilios (Figuras 4 e 5). A reatividade mostrou-se descontinua nas regioes de
célula-clara, bastante evidenciada na cauda do epididimo dos gerbilos (Figuras 4
H e 5 K e L). Para confirmar a especificidade da técnica, foi utilizado controle
negativo, suprimindo a etapa de incubagdo em anticorpo primario (Figura 6).

Através da técnica de imunoistoquimica ndo foi possivel evidenciar
marcacdo para a AQP9 no epididimo dos animais de 10 dias de idade (Figura 4
A, C, E, G). Nos animais de 30 dias de dias de idade, notamos a marcacao para a
AQP9 restrita a regido do corpo epididimario. Ja os animas de 60 dias,
apresentaram padrdo de marcagdo semelhante aos apresentados nos animais de
120 e 300 dias, em todas as regides estudadas (Figura 5 B, E, H, K).

Através do Western blotting, as bandas para a AQP9 foram praticamente
ausentes nos animais de 10 dias de idade. De forma geral, foi possivel observar
que, no epididimo do gerbilo, a expressao da AQP9 aumenta progressivamente
com a idade e tende a se manter quando esse animal atinge a idade adulta (Figura

7).



Figura 2: Imunoistoquimica para AQP2 mostrando auséncia de reacio de positiva, segmentos de cabeca (A), (C),

(E), (G), (I) e cauda (B), (D), (F), (H) e (J) de animais de 10, 30, 60, 120 e 300 dias de idade, respectivamente. E
cortes histologicos de rim de gerbilo utilizados como controles negativo (K) e positivo (L) para a reacio.
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Figura 3: Western blotting para analise da expressio da AQP2 no epididimo de gerbilo em diferentes
fases do desenvolvimento pés-natal (10, 30, 60, 120 e 300 dias).
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Figura 4: Imunolocalizagio da AQP9 em animais de 10 dias (esquerda) e 300 dias
de idade (direita), nas diferentes regides epididimarias, segmento inicial (A) e (B),
cabeca (C) e (D), corpo (E) e (F) e cauda (G) e (H).
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Figura 5: Imunolocalizacio da AQP9 em animais de 30, 60 e 120 dias nos diferentes segmentos do epididimo,
segmento inicial (A), (B) e (C), cabeca (D), (E) e (F), corpo (G), (H) e (I), cauda (J), (K) e (L).
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5. DICUSSAO

5.1 Morfologia

O epitélio pseudoestratificado do epididimo do gerbilo, apresenta células
diferenciadas a partir dos 30 dias de idade, bem como observado para o Hamster
champanha (VICENTINI et al, 1990) e para o cobaio (SCHIMMING et al., 2012). A
luz tubular apresentou pregas epiteliais na regido da cauda epididimaria nos gerbilos
de 30 dias de idade, no entanto, diferentemente do descrito para o cobaio
(SCHIMMING et al., 2012), essas ondulagdes ndo persistiram até os 60 dias. Os
aspectos estruturais observados no epididimo do gerbilo de 60 dias foram
semelhantes aos observados nos animais de 120 e 300 dias, padrao caracteristico
desta espécie, em idade adulta, como j& descrito anteriormente (DOMENICONTI et
al, 2007a).

Aos 30 dias de idade, a altura do epitélio na cauda foi maior quando comparada
as demais regides epididimarias. Ja os animais de 60, 120 e 300 dias apresentaram
maior altura de epitélio no segmento inicial, este padrdo para os animais adultos
concorda com os descritos anteriormente para roedores (ROBAIRE & HERMO,
1988; SERRE & ROBAIRE, 1998, DOMENICONI et al, 2007a, BEU et al, 2009).

O aumento progressivo da altura do epitélio nas regides proximais do epididimo
do gerbilo, também foi observado no hamster champanha (VICENTINTI et al, 1990).
Os mesmos autores também identificaram oscilagdes da altura epitelial com a idade,
no segmento do corpo epididimario. J4, a diminui¢do da altura do epitélio, com a
idade, na regido da cauda epididimaria, estaria relacionada as caracteristicas desta
regido, a qual apresenta, no adulto, epitélio visivelmente mais baixo que as demais
regioes.

Apesar do diametro tubular da cauda ndo apresentar diferenca, estatisticamente
significativa, em relacdo as demais regides epididimarias, ¢ possivel notar uma
tendéncia de este didmetro ser maior no animal adulto (120 dias). Além disso, ha
uma compensacdo na altura do epitélio, a qual diminui significativamente, na regido
da cauda, em relagdo a regido mais proximal do epididimo.

Em relacdo ao diametro tubular, foi possivel notar que, de forma geral, este
parametro aumenta com a idade, provavelmente, esse dado esteja relacionado ao
proprio crescimento do 6rgdo. Nas regides mais distais do epididimo, o ducto atingiu

seu maior didmetro aos 120 dias, talvez por esta ser uma idade altamente
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reprodutiva. Destaca-se que o corpo do epididimo do gerbilo ¢ a regido na qual as
médias da altura do epitélio e do didmetro tubular sdo, no recém-nascido, muito
proximas aos animais adultos. Aparentemente, nesta espécie, a regido do corpo
epididimério tem um desenvolvimento diferenciado se comparada as outras regides.
Em trabalho anteriormente realizado com o gerbilo, esta regido do epididimo foi
considerada diferente quando comparada aos demais roedores, inclusive em relagao

as caracteristicas estruturais e celulares (DOMENICONI et al, 2007a).

5.2 Aquaporinas

A AQP2 foi inicialmente identificada nos ductos coletores dos rins
(FUSHIMI et al., 1993) e estudos posteriores mostraram que esta AQP é regulada
pela vasopressina, um hormonio diurético (NIELSEN et al., 1995). No sistema
genital masculino, a AQP2 foi detectada, predominantemente, na membrana
apical do ducto deferente, sendo suas sequencias de nucleotideos e aminoacidos
idénticas a AQP2 renal. No entanto, neste 6rgdo a AQP2 ndo ¢ regulada pela
vasopressina, sendo considerada uma proteina constitutiva de membrana

(STEVENS et al., 2000).

No presente estudo, a AQP2 foi detectada no epididimo do gerbilo, somente
por Western blotting e nos animais de 10, 120 e 300 dias de idade. A expressdo
desta AQP foi praticamente ausente nas demais idades estudadas. Essas variagdes
temporais, no padrdo de expressdo da AQP2, poderiam indicar um papel para esta
AQP no desenvolvimento pés-natal do epididimo do gerbilo, bem como ja

descrito no epididimo de ratos (DA SILVA et al., 2006b).

Em ratos, o RNAm para AQP2 foi relativamente mais abundante nas células
epiteliais epididimdrias do rato adulto, no entanto, apesar do forte sinal
apresentado pelo RNAm, a proteina nao foi detectada por imunofluorescéncia ou
Western blotting. A imunorreatividade para a AQP2 foi detectada apenas em uma
subpopulagdo de células epiteliais da cauda epididimaria, nas 3* e 4* semanas de
vida, sendo confirmada por Western blotting (DA SILVA et al., 2006b). Apesar
da AQP2 ser expressa de forma transitoria ao longo do desenvolvimento
epididimario, tanto no rato como no gerbilo, 0 momento que esta AQP ¢é expressa
difere, sutilmente, em cada espécie. Enquanto no gerbilo a expressao da AQP2 ¢

mais alta entre a 1* e 2* semana de vida, no rato (DA SILVA et al., 2006b) esta
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expressao ¢ detectada apenas entre a 3* e 4* semanas. Ja em ratos adultos (DA
SILVA et al., 2006b) somente foi detectado o RNAm para AQP2, enquanto no
gerbilo a proteina foi detectdvel. Estas pequenas diferencas temporais, na
expressao da AQP2, devem estar relacionadas com caracteristicas especificas do

desenvolvimento de cada espécie.

Em estudos com camundongo, NELSON et al. (1998) mostraram que a
AQP2, no sistema genital masculino, estd restrita as regides apical e subapical
das células principais no ducto deferente ¢ nas regides centrais dos tubulos
seminiferos, no entanto para esta espécie, nao foi detectada reatividade no ducto
epididimario. Contrastando estes dados, em aves, como o peru branco, a AQP2
foi evidenciada nos ductos eferentes, conectores e epididimario (ZANIBONI et
al., 2004). No cdo, a AQP2 foi localizada em vesiculas intracelulares, localizadas
na regido distal do epididimo, as quais poderiam talvez exercer fun¢do de
estocagem (DOMENICONI et al., 2008). Estas vesiculas AQP2- positivas seriam
rapidamente recicladas entre a membrana plasmatica e as vesiculas intracelulares,

como ocorre nos ductos coletores renais (AGRE et al., 1995).

A AQP2 também foi descrita no citoplasma e na membrana plasmatica de
células principais, do corpo e da cauda, do epididimo de ratos da linhagem
Sprague-Dawley. E sua expressdo ndo foi alterada em ratos submetidos a

desnutrigdo durante a vida uterina e pos-natal (ARRIGHI et al., 2010).

Na literatura especializada, as descrigdes sobre localizacdo e expressdo da
AQP2 no sistema genital masculino, principalmente no epididimo, sdo variaveis.
Provavelmente, estas variacdes reflitam as caracteristicas peculiares de cada

espécie ou linhagem.

A AQP9 estéd presente em diferentes segmentos, do sistema genital masculino,

envolvidos no transporte de fluidos (PASTOR-SOLER et al., 2001). Estudos em

odcitos revelaram que este canal permite ndo apenas a passagem de agua, mas
também de pequenos solutos (TSUKAGUCHI et al., 1998). Segundo PASTOR-
SOLER et al. (2002), a AQP9 ¢ o principal canal de 4gua detectado nas células

principais do epididimo, sendo regulada por andrégenos.
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No epididimo do gerbilo, a imunorreatividade para a AQP9 foi restrita a regido
apical de microvilos das células principais, ao longo de todas as regides
epididimarias, estes achados assemelham-se aos descritos para outras espécies
(BADRAN & HERMO, 2002, DOMENICONI et al, 2007b, PIETREMENT et al,
2008). Os relatos mais controversos acerca da AQP9 esté relacionada a reatividade
das células claras da cauda epididimaria, alguns autores afirmam que o citoplasma
apical das células claras apresentam intensa reatividade para AQP9 (BADRAN &
HERMO, 2002, HERMO et al. 2008), e outros relatam que, semelhantemente ao
encontrado para o gerbilo, estas células ndo apresentam reatividade para esta AQP
(PASTOR-SOLER et al., 2001, DOMENICONI et al, 2007).

A AQPY foi detectada no epididimo do gerbilo apenas a partir dos 30 dias de
vida pds-natal. A expressdo desta AQP aumentou progressivamente até a idade
adulta. Estudos realizados por BADRAN & HERMO (2002) mostraram que, de fato,
a AQP9 ndo estd presente no inicio do desenvolvimento pds-natal. Os autores
descreveram que apenas a partir do 21° dia de vida, a expressdo da AQP9 nas células
principais da cabega, corpo e cauda do epididimo atingem niveis de expressdo
semelhantes ao observado no animal adulto. J& nas células principais do segmento
inicial e nas células claras da cauda epididimaria, o padrdo de expressdo se torna
semelhante ao animal adulto apenas a partir do 29° dia pds-natal. Segundo os autores,
diferentes fatores parecem regular a expressio da AQPY9, considerando-se os
diferentes tipos celulares e as diferentes regides epididimarias.

Estudos anteriores mostraram, no epididimo de rato, aumento progressivo da
expressao da AQP9 durante o desenvolvimento pods-natal, tanto no nimero de
tubulos como na intensidade de reagdo de células individuais. Durante a puberdade,
os niveis de expressio da AQP9 se tornaram semelhantes aos da fase adulta,
ocorrendo possivelmente por modulagdo androgénica. Porém, neste estudo, a AQP9
foi detectada no epididimo de rato, na primeira semana de vida, levantando uma
discussdo sobre a expressdao desta AQP nao ser totalmente dependente de altos niveis
de androgeno. No entanto, os androgenos estdo presentes em ratos machos durante o
desenvolvimento pré e pos-natal, sendo assim possivel que a expressao da AQP9 seja
modulada por estes hormonios. Desta forma, seria possivel afirmar que um baixo
nivel de androgeno, no periodo pré-puberal, ja seria suficiente para desencadear uma

expressao progressiva desta proteina no epididimo (PASTOR-SOLER et al., 2001).
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Recentemente, Arrighi et al (2010) desenvolveram um estudo sobre os efeitos da
desnutricdo, em fases precoces do desenvolvimento pos-natal de ratos, sobre a
expressdao de AQPs. Segundo os autores, a expressao da AQP9, no epididimo adulto,
foi modificada nos animais submetidos a desnutri¢do. As regides do corpo e cauda
do epididimo foram as mais alteradas. A diminui¢do na expressdao da AQP9 foi

atribuida a uma provavel queda hormonal, resultante da desnutrig¢ao.

6.CONCLUSAO

Os resultados apresentados acrescentaram informagdes acerca das caracteristicas
morfoldgicas das regides epididimarias do gerbilo, em diferentes faixas etarias. Além
disso, nossos resultados permitiram compreender o comportamento das AQPs 2 ¢ 9
nos segmento inicial, cabega, corpo e cauda do epididimo do gerbilo, ao longo do
desenvolvimento pos-natal. Estes achados acrescentam informacgdes inéditas que
poderdo contribuir para esclarecimentos futuros a respeito da biologia reprodutiva
desta espécie.

Sendo assim, foi possivel concluir que:

- O padrao morfologico do desenvolvimento epididimario do gerbilo ¢
semelhante aos demais roedores, guardando peculiaridades na regido do corpo
epididimario;

- O fato da AQP2 ser expressa de forma transitoria, ao longo de diferentes faixas
etarias, no epididimo do gerbilo, sugere que esta AQP tenha importancia para o
desenvolvimento deste 6rgao;

- A etapa do desenvolvimento em que a AQP2 ¢ expressa difere, sutilmente,
entre as espécies;

- A localizagdo e expressao da AQP2 ¢ espécie-especifica;

- A localizagdo da AQP9 no epididimo do gerbilo ¢ semelhante as demais
espécies;

- A expressdao da AQP9 no epididimo do gerbilo ¢ modificada com a idade;
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