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O ambiente desempenha papel crucial durante o desenvolvimento fetal, podendo influenciar
diretamente a salde da prole. Assim, o estado nutricional materno é essencial para a saude e
bem-estar do feto. Ha relatos de alteragdes em parametros relacionados a funcéo epididimaria,
em animais adultos, cujas mées sofreram restricdo de proteina durante as fases de gestagdo e
lactacdo. A origem das alteracdes funcionais no epididimo pode estar relacionada a fatores
hormonais, bem como na expressdo de seus receptores, e por meio da modulacéo de moléculas
de sinalizacdo como FGFs (Fator de crescimento de Fibroblastos), vias da ERK e Wnt, e a
funcionalidade da Src, ou seja, proteinas relacionadas aos processos do desenvolvimento
epididimario. No entanto, ndo ha informacGes que esclarecam as causas dessas alteracfes ou
como a restricdo proteica atua ao longo do desenvolvimento pré e pés-natal do epididimo. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto da restricdo proteica materna, no ducto
mesonéfrico e no epididimo nas fases iniciais do desenvolvimento. Assim, ratas Wistar prenhes
foram divididas em dois grupos experimentais que receberam uma dieta de normoproteica (NP;
17% de proteina; n=19) ou hipoproteica (HP; 6% de proteina; n=19) durante a gestacdo e a
lactacdo. Cinco ratas prenhes de cada grupo foram eutanasiadas para coleta dos ductos
mesonéfricos dos embribes no dia gestacional (DG)17,5 e as demais permaneceram até os dias
pos-natais (DPN) 7 ou 14. Os filhotes machos tiveram seus parametros biométricos aferidos e,
em seguida, foram eutanasiados. Procedeu-se a coleta de sangue para analise dos hormdnios
sexuais e dos orgaos genitais, os quais foram pesados e armazenados. Durante toda a fase de
gestacdo e lactacdo pardmetros maternos, como consumo alimentar e peso corporeo, também
foram aferidos. O epididimo foi processado segundo técnicas histologicas, imuno-
histoquimicas e de Western blotting para detecgdo de AR, ERa, ERB, Sa-red, P450aro, Wnt9b,
Src Y416 e Y527, Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2), AQP1 e 9, FGFR1 e 2, VEGF, VEGFR,
PCNA. As maes restritas tiveram seus parametros alimentares e corpéreos alterados pela dieta,
assim como os filhotes machos, os quais nasceram menores e com reducdo da distancia
anogenital (DAG) e do peso dos 6rgdos genitais. Os ductos mesonéfricos do grupo HP tiveram
comprimento menor nos tempos de Oh e 24h quando comparado ao grupo NP. No DPN7 houve
aumento de estradiol sérico e dos niveis proteicos da ERK1/2, Src-426, ERa, ERp, P450 ¢
VEGFa e diminui¢do de AR, 5a-red, FGFR1, FGFR2, Src-527, AQP9 e VGFR2, e reducéo no
didmetro luminal e tubular na regido proximal no grupo HP. No DPN14, houve reducdo dos
niveis proteicos de AR, AQP9 e Wnt9b e aumento de ERa, P450aro e ERK2 nos animais
restritos. Neste mesmo grupo, a altura do epitélio foi menor nas regiées do segmento inicial
(SI) e corpo, e do diametro tubular no corpo. Além disso, o presente estudo foi o primeiro a

realizar a imunolocaliza¢do da AQP1 no epididimo de animais de 14 dias, bem como observar
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diminuigdo da microdensidade vascular no grupo HP quando comparado ao NP. Concluimos
que a restricdo proteica materna altera a morfogénese epididiméaria durante o desenvolvimento
pré e pés-natal. Essas alteracGes estdo associadas ao suprimento sanguineo prejudicado, a falhas
nas vias hormonais e a alteracfes na expressao de proteinas necessarias para a angiogénese,
formacédo e manutengdo do microambiente epididimario, bem como em proteinas responsaveis
pelo crescimento e diferenciacdo epididimario. Assim, nossos dados sugerem que essas
alteracBes durante os estdgios iniciais do desenvolvimento do epididimo podem estar

relacionadas a alteracdes na qualidade dos gametas, ja observada em animais adultos.
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The environment plays a crucial role during fetal development and can directly influence the
health of the offspring. Thus, maternal nutritional status is essential for fetus' health and well-
being. There have been reports of alterations in parameters related to epididymal function in
adult animals whose mothers suffered protein restriction during the gestation and lactation. The
origin of the functional alterations in the epididymis can be related to the hormonal factors, as
well as in the expression of its receptors, and on signaling molecules modulation like FGFs
(Fibroblast Growth Factor), ERK and Wnt pathways, and functionality of Src, or proteins
related to epididymal development. However, there is no information to clarify the causes of
these changes or how protein restriction acts throughout pre and postnatal development. The
aim of this study was to evaluate the impact of maternal protein restriction on the mesonephric
duct and in the early stages of epididymal development. Pregnant female Wistar rats were
divided into two groups that received either normoprotein (17%; NP) or low-protein (6%; LP)
diet ad libitum during gestation and lactation. Five pregnant rats from each group were
euthanized to collect the mesonephric ducts on gestational day (DG) 17.5 and the others rats
remained until the postnatal days (PND) 7 or PND14. The male offspring had their biometric
parameters verified and were euthanized. Blood was collected for sex hormones analysis and
genital organs were weighted and stored. Throughout the gestation and lactation maternal
parameters, such as food consumption and body weight, were also measured. The epididymis
was processed according to histological, immunohistochemical and Western blotting
techniques for AR, ERa, ERp, 5a0-RD, P450aro, Wnt9b, Src Y416 and Y527, Phospho-p44/42
MAPK (ERK1/2), AQP1land 9, FGFR1 and 2, VEGF, VEGFR and PCNA detection. Restricted
mothers had their food consumption and body parameters altered by low-protein diet, as did
the male offspring, which were born smaller and with anogenital distance (DAG) reduced. The
HP mesonephric ducts lengths were shorter at Oh and 24h when compared to the NP group. At
PND?7 there was an increase in serum estradiol and in the ERK1 / 2, Src-426, ERa, ERp, P450
and VEGFa protein levels and a reduction in the AR, Sa-red, FGFR1, FGFR2, Src-527, AQP9
and VGFR2 expression. Besides a reduction in the luminal and tubular diameter in the HP
epididymal proximal region. At PND14, there was a reduction of AR, AQP9 and Wnt9b protein
levels and an increase of ERa, P450aro and ERK2 expression in the restricted animals. In this
same group, the epithelium height was smaller in initial segment (SI) and caput, and in the
corpus' tubular diameter. In addition, the present study was the first to perform the AQP1
immunolocalization at 14-day-old animals epididymis, as well as, to observe a decrease in
vascular microdensity in the HP group when compared to NP. We conclude that maternal

protein restriction alters epididymal morphogenesis during pre and postnatal development.
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These changes are associated with blood supply impairment and changes in hormonal pathways
and proteins expression of those that are required for angiogenesis, formation and maintenance
of the epididymal microenvironment, as well as proteins responsible for epididymal growth and
differentiation. Thus, our data suggest that these changes during the early stages of epididymal
development may be related to changes in spermatozoa quality already observed in adult

animals.
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Aspectos Gerais da Desnutricdo Materna e o Desenvolvimento Fetal

O desenvolvimento embrionédrio e fetal dos mamiferos envolve eventos
sequenciais altamente controlados e precisos. Esses eventos sdo amplamente regulados
por meio de diferentes mecanismos e sinalizacbes moleculares do préprio embrido e,
também podem estar relacionados com as intera¢des do embrido com o ambiente materno.
Assim, 0 ambiente materno precisa se adequar a gestacéo e este processo é determinado
pela fisiologia materna e pelo gendtipo materno e fetal (Grissom e Bowman, 2014).

As interacdes entre fatores intrinsecos materno-fetal, como genética e epigenética
e fatores maternos extrinsecos, como a exposi¢&o a estressores graves, p.e. agentes toxicos
ou infecciosos e a nutricdo materna, influenciam os processos de desenvolvimento.
Porém, quando esses processos ndo sdo orquestrados de maneira correta e/ou eficiente,
podem levar a anormalidades ou desvantagens durante o desenvolvimento de uma nova
vida (Bateson et al., 2004; Indrio et al., 2017).

Esta bem descrito na literatura que a ma nutricdo materna, seja a desnutri¢do ou
supernutricdo, € um dos fatores ambientais mais importantes que modifica 0 ambiente
intrauterino (Skinner et al., 2010). A desnutricdo é caracterizada pelo desequilibrio entre
o fornecimento de nutrientes e a demanda corporal responsavel por assegurar 0 bom
funcionamento do organismo (Antiwi, 2008).

Durante o desenvolvimento, o embrido/feto depende totalmente da mae para que
as suas necessidades nutricionais sejam supridas, e caso ndo haja uma alimentagéo
materna equilibrada em seus nutrientes, como proteinas, por exemplo, o individuo em
formacéo pode desenvolver desnutricdo precoce (Antiwi, 2008). A desnutricdo precoce
pode ndo somente refletir em baixo peso ao nascimento, mas sim, no desenvolvimento
anormal do embrido/feto levando a mudancas na expressao de genes e consequentemente,
alterando permanentemente a formacao do individuo. Assim, afetara a morfologia dos
tecidos e o funcionamento dos 6rgdos e sistemas, bem como, poderd comprometer a
longevidade do ser humano ou animal (Drake & Walker, 2004; Chmurzynska, 2010; Bale
et al., 2010; Qasem et al., 2012).
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Origem do Desenvolvimento da Saude e de Doencas e a Restri¢cdo Proteica

santosA hipdtese de “Origem da Salde e de Doencas durante o Desenvolvimento
(DOHaD)”, amplamente aceita nas Gltimas décadas, € baseada na interacdo entre a
plasticidade do desenvolvimento embrionario, os fatores ambientais maternos e o
resultado da salde e da doenca do individuo quando jovem ou adulto (Bateson et al.,
2004; Barker, 2007).

Conhecida também como programacdo fetal, estabelece que: as respostas do
organismo em desenvolvimento frente a fatores estressantes ou ambientais ndo favoraveis,
como a desnutricdo materna, durante o periodo intrauterino e/ou perinatal, sdo
“memorizadas” pelo embrido/feto, alterando a formagao e funcionamento dos 6rgéos de
maneira irreversivel e podendo levar a doengas como cancer na idade adulta (Barker et
al., 1989; Langley-Evans e McMullen, 2010, Santos, 2018).

Nos anos 80, estudos epidemiologicos na Inglaterra e no Pais de Gales
demonstraram uma associacao entre baixo peso ao nascer e doencas cardiovasculares
como hipertensdo, infarto do miocardio e acidente vascular cerebral na idade adulta, e
assim a hipotese de “origem fetal da doenga” proposta por Barker foi apresentada (Barker,
1989). A hipotese foi confirmada por estudos epidemiologicos também em outros paises,
0s quais demonstraram que o feto pode ser programado para outras doencas crénicas que
ndo cardiovasculares, como p.e., a diabetes mellitus tipo 2 ou sindrome metabdlica.
Assim, durante 0s anos subsequentes, pesquisas intensivas neste campo, tanto
epidemioldgicas quanto experimentais, ampliaram essa perspectiva (Gluckman e Hanson,
2004).

Barker e colaboradores (2002) observaram que a ma qualidade da nutricdo,
durante os periodos pré e pds-natal, desempenha um fator chave no desenvolvimento de
varios tipos de doencas. Dentre os diversos trabalhos publicados, um estudo recente
mostrou que adultos cujas maes eram obesas e/ou tinham diabetes gestacional adquiriram
a pré-disposicdo a doencas metabolicas e cardiovasculares, devido a alteracBes no
epigenoma durante a fase embrionaria (Agarwal et al., 2018).

A epigenética define uma variedade de processos que levam a mudancas
hereditarias na expressdo génica sem alterar o sequenciamento do DNA, e ocorre com
frequéncia durante os estagios iniciais de desenvolvimento (Egger et al., 2004). Como o
genoma € evolutivamente e quimicamente estavel, os fatores nutricionais, geralmente, ndo

causam alteracbes gendmicas nas sequéncias de DNA. Mas, causam mudancas
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hereditéarias por meio de manipulagdo independente da sequéncia de DNA (Skinner et al.,
2010). Assim, a ma nutricdo materna, durante a gestacdo, pode alterar os padroes de
modificacdo epigenética, e consequentemente, o embrido/feto gera um fendtipo adaptado
as condicdes intrauterinas no qual ele foi gerado. Estas alteragdes podem ser decorrentes
da metilacdo no DNA, acetilacdo de histonas, imprinting hormonal e/ou alteracdo de
fatores de transcrigéo e crescimento (Fowden e Forhead, 2009; Lee, 2015).

Dependendo das condicdes do ambiente materno, o embrido/feto pode
desenvolver alteracdes enddcrinas e metabdlicas momentaneas. Algumas dessas
mudancas sdo adaptativas e podem ter efeito imediato, fazendo parte da estratégia de
sobrevivéncia a uma condicdo intrauterina adversa pontual. No entanto, outras mudancas,
sem beneficios imediatos, podem ser vistas como “respostas adaptativas preditivas”, no
qual o organismo em formacéo tenta se preparar para condi¢fes pos-natais que também
possam ser desfavoraveis (Marsal et al., 2018).

Dentre os modelos conhecidos de programacdo fetal por nutricdo materna, a
restricdo proteica na dieta oferecida a ratas gestantes e/ou lactantes € um dos modelos
mais utilizados (Langley-Evans e McMullen, 2010; Fleming et al., 2017). A literatura
reporta que os impactos da restricdo proteica materna, durante a gestacdo e/ou lactacgéo,
induz alteragdes morfofuncionais em diferentes drgédos nos filhotes, evidenciando o efeito
generalizado (sisttmico) da ma-nutricdo materna (Brameld et al., 1998).

Diferentes estudos com roedores observaram nos filhotes adultos, cuja as mées
foram alimentadas com uma dieta hipoproteica durante a gestacdo e/ou lactacao, diversas
alteracdes como: menor quantidade de células beta e de ilhotas de Langerhans no pancreas
(Dahri et al., 1991), proporcdo celular alterada entre os tipos celulares do figado (Burns
et al., 1997), alteracdes no metabolismo lipidico (Sosa-Larios et al., 2017), intolerancia a
glicose (Szlapinski et al., 2019), reducdo no ndmero de capilares do cérebro (Bennis-
Taleb et al., 1999), menor numero de neurdnios que controlam o apetite no hipotalamo
(Plagemann et al., 2001), alteracdo nos padrBes de sono e ansiedade (Crossland et al.,
2018), alteracGes na memdaria a curto prazo (Gould et al., 2018), menor nimero de néfrons
no rim (Habib et al., 2011), reducdo na producdo de colageno na pele (Yamane et al.,
2018), disfuncdo vascular e aumento da pressao arterial sistolica (Brawley et al., 2003) e

menor nimero de ovAcitos nas fémeas (Winship et al., 2018).
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Restri¢céo Proteica Materna e o Sistema Genital Masculino

Apesar do numero crescente de estudos mostrando os diversos efeitos da
programacao fetal gestacional por restricdo proteica sobre diferentes 6rgdos, aspectos
reprodutivos, sobretudo os masculinos, séo ainda relativamente escassos em comparagéo
aqueles que abordam aspectos da sindrome metabdlica ou em outros sistemas. Além do
mais, 0s mecanismos que levam a estas alteragdes celulares e moleculares também ainda
estdo longe de ser totalmente conhecidos (Zambrano et al., 2005).

Dados da literatura indicam que este modelo experimental provoca alteragdes na
prole masculina de maes subnutridas durante a gestacdo. Dentre essas alteracdes
destacam-se: reducdo da distancia anogenital (Rinaldi et al., 2013; Santos et al., 2018),
alteracdo na concentragdo sérica de testosterona, estradiol e di-hidrotestosterona (DHT)
(Zambrano et al., 2005; Teixeira et al., 2007; Rinaldi et al., 2013, Santos et al., 2018),
atraso no desenvolvimento do epitélio germinativo e na diferenciacdo das células de
Sertoli (Rodriguez-Gonzalez et al., 2012) e atraso na instalacdo da puberdade em animais
adultos (Zambrano et al., 2005; Toledo et al, 2011; Rodriguez-Gonzalez et al., 2014).

A maioria dos artigos publicados mostrou alteracdes significativas na prostata da
prole de maes restritas ao consumo de proteina. Os autores observaram diversos efeitos
deste modelo de programacéo fetal, em ratos jovens, adultos e idosos. Dentre os resultados
obtidos, os principais foram: atraso na morfogénese (Pinho et al., 2013, Colombelli et al,
2017), alteracbes na microdensidade vascular em ratos jovens (Colombelli et al., 2017),
alteracdo na expressdo de receptores hormonais em ratos jovens (lbrahim et al., 2014),
menor quantidade e tamanho dos &cinos na prostata dorsolateral (Ramos et al., 2010) e
ventral em ratos adultos (Rinaldi et al., 2013; Colombelli et al., 2017) e carcinogénese
prostatica em ratos idosos (Santos et al., 2018). Grande parte dos estudos relacionados ao
sistema genital masculino utilizam a prostata como 6rgao alvo, tendo em vista sua
suscetibilidade a desenvolver cancer. Apesar disso, outros aspectos reprodutivos devem
ser investigados, como, os fatores que estdo relacionados ao sucesso reprodutivo.

Desde 1992, a infertilidade é considerada caso de salde publica pela Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) (OMS, 1992). Esta doenca acomete mundialmente cerca de um
em cada seis casais em idade reprodutiva que desejam ter filhos, ou seja,
aproximadamente 15% dos casais sofrem de subfertilidade involuntaria, sendo o fator

masculino responsavel por 30-50% dos casos (Boivin et al., 2007; Miyamoto et al., 2017).
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A infertilidade masculina geralmente é causada por condigdes que afetam a
producédo e/ou funcdo dos espermatozoides, ou falhas na ejaculacdo que podem ser
decorrentes de doengas inflamatorias pélvicas ou infecgdes sexualmente transmissiveis
(Kamel, 2010; Miyamoto et al., 2017). No entanto, na Ultima década, estudos tem
relacionado a infertilidade masculina a defeitos congénitos ocasionados por falhas
durante o desenvolvimento embrionario e fetal (Esteves et al., 2011).

Estudos epidemioldgicos e experimentais relacionados a aspectos reprodutivos
em humanos, sobretudo os masculinos, mostraram que 0 baixo peso ao nascimento pode
estar associado a subfertilidade masculina (Faure et al., 2015). Boeri e colaboradores
(2016) observaram uma associagédo entre a infertilidade ou baixa fertilidade com o baixo
peso ao nascimento. Os homens analisados apresentaram alteracbes associadas,
principalmente, as fungdes do epididimo, como motilidade espermética reduzida,
incluindo astenozoospermia (reducdo ou auséncia da mobilidade dos espermatozoéides) e
maiores taxas de teratozoospermia (alteracbes na morfologia espermatica que podem
levar a infertilidade). Outros estudos utilizando animais experimentais, cujas maes foram
submetidas a restri¢éo proteica gestacional, além de nascerem com baixo peso, mostraram
alteracdes na organizacao dos tubulos seminiferos nos testiculos (Rodriguez-Gonzalez et
al., 2014) e também alteracbes associadas as fungdes do epididimo, semelhantes as
encontradas em homens com baixo peso ao nascimento, como: reducdo da motilidade,
viabilidade e concentracdo espermatica, alteracdes morfoldgicas e a presenca de gota
citoplasmatica (Toledo et al., 2011).

Nos ultimos anos, a preocupacdo com o declinio na saude reprodutiva vem
crescendo, acompanhada por aumento na demanda de tratamentos para a infertilidade. No
entanto, mesmo que esses tratamentos permitam que homens inférteis possam procriar,
ndo se exclui a possibilidade de o problema permanecer e afetar a proxima geracdo (Wu
et al. 2010). Entretanto, apesar dos estudos mostrarem efeitos da desnutricdo materna,
sobretudo da restricdo proteica materna, associados a funcdes epididimarias, nao ha
trabalhos na literatura que mostrem alteracdes diretas ou mecanismos que possam afetar
o desenvolvimento do epididimo, durante a vida perinatal da prole, e que possam estar

ligados a funcionalidade deste 6rgao na idade adulta.
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Epididimo

O epididimo, 6rgdo par pertencente ao sistema genital masculino, é formado por
um ducto Unico altamente enovelado, cuja funcdo priméaria € transportar o0s
espermatozoides que chegam dos testiculos via ductulos eferentes, até os ductos
deferentes. Durante a passagem pelo epididimo, os gametas interagem com o epitélio
epididimaério especializado e fatores luminais. Esta interacdo promove 0s processos de
maturacdo, protecdo e concentracdo espermatica, por meio de transformacGes
bioguimicas, morfoldgicas e fisioldgicas, e, por fim, ocorre a estocagem dos gametas
(Cosentino e Cockett, 1989; Hermo e Robaire, 2002, Gatti et al., 2004).

Ao final da sua morfogénese, o ducto epididiméario atinge mais de um metro de
comprimento no camundongo, trés metros no rato e seis metros no humano. Este ducto
dobra-se em uma estrutura altamente organizada, a qual € composta por varios segmentos,
com morfologias e funcdes especificas (Joseph et al., 2009). Assim, o processo de
maturacdo do espermatozoide depende de seu trajeto ao longo de todos os segmentos do
epididimo, o qual, provavelmente sem o comprimento apropriado, ndo ocorreria a
maturacao dos gametas de forma adequada (Hinton et al., 2011).

Anatomicamente, o epididimo é dividido em cabeca, corpo e cauda, mas devido a
importantes diferencas histoldgicas, bioquimicas e funcionais segmentares, presentes em
diferentes mamiferos, foram descritas quatro regides bem definidas. Assim, o ducto
epididimario € compreendido em segmento inicial (SI), cabeca, corpo e cauda (Figura 1)
(Robaire e Hermo, 1988; Domeniconi et al., 2016).

Cabega

i~ Ducto
| § Deferente
B
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Figura 1: Comparacdo das regides do epididimo com os segmentos do epididimo no rato
adulto. Os segmentos 1 a 4 correspondem ao segmento inicial, a zona intermediaria (ZI), os
segmentos 5 a 11 correspondem a regido da cabega, 0os segmentos 12, 13 e 14 correspondem a
regido do corpo, e 0s segmentos 14 a 19 correspondem a regido da cauda. diagrama adaptado de
Domeniconi et al. 2016.

Todos os segmentos do epididimo sdo importantes, pois sdo responsaveis por
funcdes especificas. Por exemplo, as regiGes proximais (Sl e cabeca) sdo responsaveis
pela a maturacdo espermatica, enquanto a cauda mantém os espermatozoides em estado
quiescente e desempenha papel no armazenamento dos gametas. Isto sé € possivel porque
cada compartimento possui perfis distintos de expressao génica que levam a expressao de
moléculas de sinalizacéo, proteinas reguladoras, transportadores e receptores especificos,
0s quais contribuem para a formagdo de um microambiente adequado em cada regido.
Assim, permite que o epitelio de cada segmento possa responder exclusivamente a
diferentes estimulos, tais como hormonios e fatores de regulacdo (Cornwall, 2009;
Bedford, 2015).

O epididimo € um 6rgdo tubular epitelial formado por um epitélio
pseudoestratificado composto por diferentes tipos celulares: as células principais, basais,
claras, estreitas, apicais, halo e dendriticas (Fig. 2). As células principais, estreitas, claras
e basais, aderidas com mdltiplas juncgdes, delimitam o compartimento intraluminal,
formando a barreira hemato-epididimaria responsavel pela imunoprotecdo do ambiente
intraluminal (Cyr, 2011; Breton et al., 2016).

As células principais constituem 80% do epitélio epididimario e sdo responsaveis
pela maior parte das proteinas que séo secretadas no limen. A contribuicdo destas células
para o estabelecimento de um ambiente luminal acido € complexa e depende de diferentes
mecanismos. Por exemplo: no Sl, as células principais reabsorvem o bicarbonato,
enquanto que na cauda, dependendo de sinais fisiologicos, elas tém a capacidade de
secretar bicarbonato para a manutencdo do pH intraluminal. Além disso, as células
principais também contribuem para a regulacdo da secrecdo de prétons por meio de
sinalizacdo paréacrina para as células claras (Breton et al., 2019).

As células estreitas, presentes exclusivamente no Sl, as células claras e as apicais
sdo células epiteliais que apresentam atividade endocitica. Estas células contém a bomba
vacuolar de prétons (V-ATPase) responsavel pela acidificacao intraluminal (Breton et al.,
1996; Breton & Brown, 2013).
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As células basais se encontram na base do epitélio, ao longo de todo o érgdo, e
possuem um prolongamento citoplasmatico, o qual permite a regulacdo destas células.
Dentre suas funcbes destacam-se a protecdo do meio intraluminal do ducto contra
espécies reativas de oxigénio, e também a secrecdo de prostaglandinas. Além disso, estas
células apresentam caracteristicas de células-tronco adultas, pois tém a capacidade de se
diferenciar in vitro e potencialmente regenerar o epitélio epididimario (Shum et al., 2008;
Mandon et al., 2015, Whitfield et al., 2016; Sullivan e Belleannee, 2018). E por fim, as
células halo, que so as células imunes primérias do epididimo (Sullivan et al., 2019).

Os diferentes tipos celulares desempenham funcdes separadas e integradas. As
interacBes combinadas representam um processo complexo pelo qual o epitélio
epididimério estabelece e modula o ambiente apropriado para a maturacdo, protecao,
selecdo e armazenamento dos gametas. Assim, as interacfes célula-celula podem afetar
diretamente o ambiente luminal e, consequentemente, a fertilidade do individuo (Breton
et al., 2019).

O ducto epididiméario, como outros 6rgéos tubulares, é envolvido por multiplas
camadas concéntricas de células peritubulares ou mioides. Estas células sdo semelhantes
as células musculares lisas e tem como funcédo contribuir para a aquisi¢do da motilidade

dos espermatozoides ao longo do ducto (Oliveira et al., 2016).

Lumen

Epitélio

Células Principais

Células Halo

«— Células Mioides

Células Basais __

) o . Células Claras
Células Apicais

Células Dendriticas

Figura 2: Diagrama esquematico da organizacdo celular em uma secéo representativa do

epididimo de rato. Adaptado de Knobil and Neill's Physiology of Reproduction, 2015.
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Morfogénese Epididimaria

O epididimo é um dos 6rgdos tubulares epiteliais menos estudados na perspectiva
da morfogénese. Esclarecer e compreender os processos do desenvolvimento epididimario
como alongamento, enovelamento, expansao e diferenciacdo, vem atraindo o interesse de
pesquisadores da area de reproducdo (Joseph et al., 2009). A formacéo da estrutura tubular
é seguida por eventos morfogénicos Unicos em cada 6rgdo para gerar sua estrutura adulta
final. A morfogénese do epididimo exibe um padrdo unico, apds sua formagdo, como um
tubo simples, sistematicamente ele se alonga e se enrola, formando um tubo altamente
enovelado em um pequeno espagco fisico (Hinton et al., 2011).

Para alcancar a forma, tamanho e comprimento ideal de um 6rgdo tubular e,
consequentemente, se tornar funcional € essencial que o0s complexos processos
morfogénicos sejam regulados e que ocorram no tempo certo do desenvolvimento (Xu et
al., 2014). A morfogénese do epididimo ndo é excecdo. Trata-se da transformacdo de um
ducto para um orgdo segmentado, altamente enovelado e que deve permanecer com
comprimento e forma adequados, de modo que possa ser funcional (Xu et al., 2014).

Os estudos que abordam a morfogénese epididimaria ainda sdo escassos. Mas,
estudos sobre a formacdo do rim tém contribuido para a compreensdo dos processos
envolvidos na organogénese do epididimo, uma vez que ambos os 6rgaos tem a mesma
origem embrionaria (Joseph et al., 2009).

Durante a embriogénese, para que ocorra a formacdo e o desenvolvimento do
epididimo ocorrem trés processos importantes, sendo que cada processo € mediado por
fatores hormonais e de crescimento. S&o estes: (1) formacdo do ducto mesonéfrico, (2) a
estabilizacdo do sistema ductal através da interacdo epitélio-mesénquima e (3)
diferenciacdo pos-natal (Murashima et al., 2015).

Durante o desenvolvimento embrionario, 0 mesoderme se divide em trés regides, o
mesoderme paraxial, 0 mesoderme intermediario e 0 mesoderme lateral. Os mesonéfros,
dos quais derivam os ductos mesonéfricos e Millerianos, sdo formados a partir do
mesoderme intermediario. Ainda ndo € bem conhecido(s) o(s) mecanismo(s) pelo(s)
qual(is) o ducto mesonéfrico tem inicio na extremidade rostral do embrido, se alonga e se
une a cloaca. No entanto, estudos utilizando o embrido de galinha mostraram que, uma vez
que a extremidade rostral do embrido recebe a sinalizacdo de um gradiente de fatores de
crescimento de fibroblastos 8 (FGF8) e suas vias de transducdo de sinalizacéo, as células

migram em direcdo a cloaca (Atsuta e Takahashi, 2015). Contanto que as células sejam
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mantidas cercadas por altas concentraces de FGFs, elas mantém um fenétipo
mesenquimal semelhante a migracdo. As células que sdo mais distais, e, portanto, ndo sdo
mais influenciadas pelas altas concentracbes de FGF8, passam por uma transicao
mesénquima-epitelial e formam um ldmen. A maneira pela qual as células sofrem
especificacdo no inicio deste evento ndo € conhecida. Porém, sabe-se que varios fatores de
transcricdo também sdo necessarios para a formacdo e manutencgdo de ductos mesonéfricos,
incluindo Gata3, Lim1, Pax2, Wt-1, Six1, Emx2 e Foxcl/Foxdl (Murashima et al., 2015b;
McMahon, 2016). MutacBes de cada um desses genes resultam em varios graus de méa
formacdo dos ductos mesonéfricos, por exemplo, camundongos mutantes Gata3 nao
completam a migracdo celular para a cloaca (Grote et al., 2006). Além de fatores de
transcricdo, o ectoderma superficial proximo ao mesonéfro também desempenha um papel
durante a formacdo do ducto mesonéfrico (Obara-Ishihara et al., 1999).

A medida que as células mesenquimais migram em direco a cloaca, elas induzem
0 mesénquima adjacente a formar tabulos epiteliais em forma de S ou J, 0s quais séo
chamados de tubulos mesonéfricos. Entretanto, muitos regridem e 0s poucos que
permanecem, aqueles que se encontram mais cranialmente e sdo opostos aos testiculos,
formam os ductos eferentes (Sainio et al., 1997).

O ndmero e padronizacdo dos ductos eferentes em humanos difere
consideravelmente de outras espécies. Em roedores, por exemplo, a regido proximal,
incluindo o segmento inicial e cabeca, é formada apenas pelo ducto epididimario. Enquanto
gue no humano, a regido de segmento inicial e parte da cabeca do epididimo sdo formadas
principalmente pelos ductos eferentes, e tem uma contribuicdo limitada do ducto
epididimario. Portanto, é importante levar em consideracdo essas diferencas ao comparar
as funcgdes do epididimo humano com o de outras espécies (Hinton e Avellar, 2018).

Estudar o desenvolvimento do epididimo durante a fase embrionario em humanos,
envolve uma seérie de fatores que geram dificuldades para tal. Assim, modelos animais, por
exemplo, animais geneticamente modificados, sdo bons modelos experimentais utilizados
em substituicdo ao humano. Esses modelos fornecem informacdes sobre 0s mecanismos
dos processos que ocorrem durante a morfogénese epididimaria, que sdo provavelmente
semelhantes aos mecanismos que ocorrem no humano (Hinton e Avellar, 2018).

Em camundongos e ratos, o ducto mesonéfrico permanece reto até o dia
embrionario 14,5 e E17,5, respectivamente. Entéo, na regido mais proximal (suposta regido

de SI) observa-se um enovelamento bidimensional inicial. O enovelamento progride
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gradualmente ao longo do ducto e no E18,5, em camundongos e E20,5 em ratos, inicia-se
o enovelamento tridimensional (Fig. 3) (Joseph et al., 2009; Hinton et al., 2011).
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Figura 3: Processo de enovelamento do ducto epididimario de camundongos em diferentes

estagios. Publicado por Hinton et al., 2011. E= dia gestacional; P= dia p6s-natal

Concomitantemente ao enovelamento, o processo de alongamento do ducto ocorre
através de dois eventos principais: proliferacdo de células epiteliais e rearranjos destas
células por meio da intercalacdo medio-lateral (Xu et al., 2016). O enovelamento e o
alongamento ainda continuam durante o periodo pds-natal, juntamente com a formacao dos
septos que permitem a divisdo do ducto em varios segmentos. Embora existam diversos
mediadores dos processos de alongamento e enovelamento, ainda ndo esta claro como 0s
mecanismos modulam o comprimento e a forma do ducto epididimario. No entanto, sabe-
se que, Se estes processos ndo ocorrerem de maneira adequada, o epididimo nao conseguira
desempenhar sua funcdo e consequentemente, levara o individuo a infertilidade (Kumar e
Tanwar, 2016).

A estabilizacdo e diferenciacdo do ducto mesonéfrico é dependente de varios
fatores, que incluem hormoénios sexuais e fatores de crescimento. Os androgenos

produzidos pelos testiculos fetais sdo responsaveis pela estabilizacdo do ducto e,
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posteriormente, essenciais para coordenar diferentes mecanismos durante a morfogénese
epididiméria (Welsh et al., 2009).

Diferentemente de outros 6rgdos dependentes de andrdgenos, tais como prdstata e
glandula seminal, tem sido sugerido que, para a estabilizacdo do ducto mesonéfrico €
necessaria a chegada dos andrégenos, nao sé pela circulacdo sistémica, mas também
através do fluido seminal proveniente dos testiculos (Shima et al., 2013). Assim, em
roedores, observou-se que a rede testicular se liga ao ducto eferente no E13,5, e tem inicio
o transporte do fluido testicular (Tong et al., 1996, de Mello Santos e Hinton, 2019).

Os andrégenos sdo hormonios esteroides que exercem seus efeitos através da
ativacdo de seu receptor de andrégeno (AR), membro da superfamilia de receptores
hormdnio-esteroide ativado por ligante. O AR pode ser ativado tanto pela testosterona,
como pela di-hidrotestosterona (DHT), potente metabdlito resultante da conversdo da
testosterona pela 5-alfa-redutase (Gloyna e Wilson, 1969; Cohen et al., 1981; Shaw e
Renfree, 2014).

A testosterona, mas ndo a DHT, é responsavel por orquestrar o desenvolvimento do
ducto mesonéfrico. Pacientes com deficiéncia de 5-alfa-redutase mostraram ter o
desenvolvimento epididimario pré-natal normal, e de fato, a DHT ndo estd presente no
ducto até o nascimento do individuo (Fig. 4).

O AR age como um fator de transcri¢cdo o qual regula a expressdo de genes alvo
especificos (sinalizacdo androgénica gendmica classica), desempenhando um papel
importante no desenvolvimento do ducto mesonéfrico. Durante o periodo embrionario, o
AR € expresso pelas células mesenquimais, e estd ligado aos processos de
proliferacdo/alongamento celular e enovelamento, por meio da modulacdo de fatores de
crescimento, incluindo inibina betaA (Inba), Wnt5a, Fgf8, Dusp6, Hoxal0, entre outros
(Murashima et al., 2015).

Murashima e colaboradores (2011), avaliando tecidos nocaute especificos para AR,
demonstraram que a estabilizacdo do ducto mesonéfrico, o alongamento e a inducgéo do seu
enovelamento, ndo ocorrem na auséncia de AR, demonstrando a importancia deste receptor
no mesénquima. Portanto, a exposi¢do pré-natal a compostos que reduzem a sintese ou a
acdo da testosterona podem interferir no desenvolvimento epididimario frequentemente

resultando na disgénese ou agenesia do 6rgao.
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Acao do androgénio no desenvolvimento do ducto mesonéfrico
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Figura 4: Diagrama esquematico representando eventos chaves da acdo dos andrgenos
no desenvolvimento do ducto mesonéfrico no embrido de ratos Wistar. DM= ductos mesonéfricos;

DE= ductos eferentes; DD= ductos deferentes. Adaptado de Hinton e Avelar, 2018.

Hinton e colaboradores (2011) observaram que na regido onde o looping ou
dobramento ocorrem, ha remodelacdo assimétrica extracelular consideravel, tornando-se
evidente que para que ocorra 0 enovelamento do epitélio é necessaria interacdo entre
epitélio e mesénquima. Assim, ficou evidente que o mesénquima circundante ao epitélio
apresenta papel fundamental para o enovelamento do ducto.

Como pode ser observado na Figura 5, 0 mesénquima circundante (setas) ao epitélio
epididimario em desenvolvimento, influencia no enovelamento do ducto. Ou seja, as
limitacBes de espaco conforme estabelecido pelas fronteiras do mesénquima circundante,

desempenham papel fundamental no inicio do enovelamento 3D (Hinton et al., 2011).

30



375
376

377
378
379
380

381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399

Figura 5: Padrédo de enovelamento do ducto mesonéfrico nas regides do segmento inicial
e cabeca no DG18.5 em camundongos. As setas apontam para a movimentacdo das células
mesenguimais que tem influéncia sobre a formacdo das dobras epiteliais. Publicado por Hinton et
al., 2011.

Além da testosterona, alguns fatores de crescimento também regulam a expressao
génica e as interacOes epitélio-mesenquimal no epididimo. O fator de crescimento de
fibroblastos (FGF) atua em eventos de sinalizagdo durante a formacdo do ducto
mesonéfrico e no desenvolvimento epididimario pds-natal. Diferentes tipos de FGF se
ligam e ativam cascatas intracelulares atraves de quatro receptores tirosina-quinase de FGF
(FGFR 1-4). No mesénquima, ocorre a expressao do FGFR1 e no epitélio do FGFR2, tendo
como funcdo principal regular a proliferacdo celular durante a fase pré-natal e atuar na
promocéao da citodiferenciacao na fase pés-natal (Kitagaki et al., 2011; Ornitz e Itoh, 2001).
Cabe ressaltar que os FGFs sdo modulados por fatores androgénicos, porém os mecanismos
moleculares dessa interacdo ainda nao conhecidos (Donjacour et al., 2003; Murashima et
al., 2015).

Outras proteinas, como as Wnts, também estdo relacionadas com processos que
ocorrem durante o desenvolvimento, incluindo a proliferacdo e a polaridade celular. As
Whnts sdo altamente expressas nos Orgdos precursores dos genitais, como o ducto
mesonefrico e ducto de Miller. A auséncia de sinalizacdo destas proteinas leva ao
desenvolvimento incorreto dos érgdos reprodutivos derivados desses precursores (Carrol
et al., 2005., Tanwar et al., 2010).

Durante a morfogénese pré e pds-natal, o epididimo expressa diversas Wnts. Dentre
elas estdo as Wnt4 e a Wnt9b, sendo que a Wnt9b é a mais expressa, atua com um sinal
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parécrino e esta relacionada aos primeiros sinais do desenvolvimento do ducto mesonéfrico
(Carroll et al., 2005).

Nos mamiferos, em geral, o desenvolvimento po6s-natal do epididimo pode ser
dividido em trés periodos que ocorrem em duas fases: primeira fase — periodo
indiferenciado; segunda fase — periodo de diferenciacdo e expanséo (Hinton et al., 2011).
A primeira fase em roedores tem inicio no DPNL1 e segue até DPN7. Nos primeiros dias
apoOs 0 nascimento inicia-se a segmentacdo anatdbmica do epididimo. O epitélio é ainda
indiferenciado e é caracterizado por células colunares. A diferenciacdo celular tera inicio
somente com o aparecimento de células halo apds o DPN7 (Robaire et al., 2006).

A segunda fase se inicia no DPN7 e termina proximo ao DPN44-50. O epitélio do
epididimo se diferencia entdo, nas seguintes células: basal, apical, principais e células
claras. Mas somente no inicio da puberdade, préximo ao DPN44, € que ocorre a completa
diferenciacdo celular e a expansdo do epididimo. Este periodo de expansdo descreve o
crescimento continuo do epididimo e o aparecimento de espermatozoides no lumen (De
Miguel et al., 1998; Dacheux et al., 2005; Cornwall, 2009; Robaire et al., 2006).

Na primeira fase, as células epiteliais e mesenquimais do epididimo tem altos
indices de proliferacdo, principalmente na regido proximal. No seguimento inicial, a
proliferacdo celular é regulada via proteinas quinases reguladas por sinal extracelular
(ERK1/2). ERK1 e ERK2 séo proteina-serina/treonina quinases que participam da cascata
de transducdo do sinal Ras-Raf-MEK-ERK. Esta cascata participa na regulacdo diversos
processos, a ERK1 sendo mais responsiva na sobrevivéncia celular, transcricdo, adesdo
celular e progressdo do ciclo celular; e a ERK2 na migracdo celular, citodiferenciacéo,
remodelacdo do citoesqueleto e metabolismo (Roskoski, 2012).

A ERK1/2 pode ser ativada via fosforilacdo de diferentes substratos, incluindo
fatores de transcricdo, proteinas quinases e outras proteinas funcionais. A ativacao de Src,
proteinas quinases ndo receptoras, € um dos fatores que leva a estimulacédo da cascata de
sinalizacdo Raf-MEK-ERK e atua na proliferacdo e no crescimento celular (Roskoski,
2012).

As proteinas Src desempenham papel chave na regulacdo da transducao de sinal por
um conjunto diverso de receptores da superficie celular no contexto de multiplos ambientes
celulares (Parsons and Parsons, 2004). Recentemente tem se destacado o papel essencial
das Src no desenvolvimento epididimario e também em alteraces importantes

relacionadas a capacidade de maturacdo dos espermatozoides (Krapf et al., 2012).
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Krapf e colaboradores (2012) mostraram que camundongos Src nocaute
apresentaram alteracfes na estrutura do epididimo e espermatozoides com motilidade
reduzida e incapazes de fertilizar um ovacito in vitro. Baseado nos resultados desse estudo,
0s autores atribuiram papel essencial para Src no desenvolvimento epididimario e
sugeriram que a Src também é responsavel por importantes alteracGes na capacidade de
maturacdo dos espermatozoides que ocorrem durante sua passagem pelo epididimo (Krapf
etal., 2012).

Como mencionado anteriormente, o SI tem papel fundamental na maturacdo dos
espermatozoides, e assim sua correta formagdo é fundamental (Xu et al., 2014). O SI
contém altos niveis de atividade dos componentes da via ERK1/2. Durante o
desenvolvimento pré-pabere, a primeira onda de fluido luminal testicular entra no
epididimo e ativa os componentes da via de ERK no epitélio do SI. Assim a via ERK inicia
a promocao da diferenciacdo do epitelio, atuando principalmente nas células principais e
celulas basais (Xu et al., 2014; 2010; Rodriguez et al., 2002).

Em relacdo aos componentes da via ERK, existem dois niveis de atividades no
epitélio do epididimo: nivel basal e nivel elevado (Xu et al., 2011). Xu e colaboradores
(2010) observaram que o nivel de atividade basal dos componentes da via ERK foi
encontrado nas células epiteliais, em todas as regies do epididimo, antes do periodo de
diferenciacédo celular. Se as atividades desta via forem interrompidas no epitélio do Sl de
ratos jovem, a proliferacéo e diferenciacdo celular deste segmento cessam. Fato este, que
resulta em uma onda de apoptose no epitélio do Sl dos ratos na fase adulta. Portanto, o
nivel elevado de atividade dos componentes da via ERK é essencial para a proliferacéo
celular, diferenciacdo e para a sobrevivéncia do epitélio que constitui o epididimo antes da
fase de citodiferenciacdo (Xu et al., 2010; 2011).

Na segunda fase do desenvolvimento p6s-natal do epididimo, fase em que as células
epiteliais iniciam a diferenciacdo, as células principais sdo as primeiras células a se
diferenciarem. Nestas células, a presenca da Aquaporina 9 (AQP 9) na regido apical € sinal
que esta diferenciacdo ja teve inicio (Pastor-Soler, 2001; Badran e Hermo, 2002;
Domeniconi et al., 2008; Hermo et al., 2008).

Na regido mesenquimal, as células mesenquimais adjacentes as epiteliais, se
diferenciam em células musculares lisas. As células endoteliais dos canais vasculares, 0s
quais estdo presentes no mesénquima epididimario, também se diferencia e ambos os tipos
celulares passam a expressar a Aquaporina 1 (AQP1) (Huang, 2006; Domeniconi et al.,
2008; Teixeira et al., 2012).
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As aquaporinas (AQPs) sdo proteinas transmembranas que atuam como canais de
agua aumentando a permeabilidade da membrana celular. Até 0 momento, nove mRNAs
codificantes para AQPs (Agpl, 2, 3,5, 6, 7, 8, 9 e 11) estdo presentes no epididimo, entre
elas as AQP1 e AQP9 (Agre, 2004; Da Silva et al., 2006; Domeniconi et al., 2008;
Schimming et al., 2015). No epididimo, a presenca da AQP1 é importante para manter o
equilibrio de fluidos no tecido e a AQP9 é a principal AQP do epitélio epididimério, onde
contribui para a permeabilidade da membrana apical a 4gua e solutos neutros. A AQP9
contém um local putativo de ligacdo esteroide e é afetada diretamente pelo equilibrio
estrogénio/androgénio. Por outro lado, a AQP1 parece néo ser diretamente afetada pelos
hormonios sexuais

Arrighi e colaboradores (2010) observaram que a expressdo de AQP9, no epididimo
de ratos adultos, foi modificada pela subnutricdo no inicio da vida desses animais. Filhotes
cujas maes sofreram restricdo alimentar, durante a gestacdo e lactacdo, apresentaram
diminuicdo na marcagédo desta proteina nas microvilosidades das células principais. Estes
resultados sugeriram que a diminuicdo ou auséncia desta proteina prejudica as funcdes do
epididimo e, possivelmente, compromete a fertilidade destes animais na vida adulta.

Recentemente nosso grupo de pesquisa mostrou que a restrigdo proteica materna
altera os padrdes de expressdo das AQP1 e AQP9 no epididimo de ratos jovens e adultos
afetando a dindmica dos fluidos e a angiogénese em estagios importantes do
desenvolvimento do epididimo. A restricdo proteica materna diminuiu a expressao das
AQP1 e AQP9 no SI e cabeca do epididimo dos filhotes com 21, 44 e 120 dias po6s-natais.
Além disso, houve reducéo da densidade microvascular nos DPNs 21 e 44, relacionada a
queda na expressdao do Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e seu receptor
(VEGFr-2), os quais sdo os principais reguladores da promocao da angiogénese e também
estdo associados a fertilidade masculina. Contudo, nos animais adultos a densidade
microvascular do epididimo parece ter sido reestabelecida (Cavariani et al., 2019).

O modelo de restricdo proteica materna € um dos modelos de restricdo precoce do
crescimento mais caracterizados e utilizados para observar alteracbes que a mudanca
nutricional gera no desenvolvimento, e as consequéncias sobre o sistema genital masculino
da prole. Tendo em vista o importante papel do epididimo para a fertilidade masculina, pois
é durante a passagem pelo epididimo que os espermatozoides adquirem motilidade e
capacidade fertil, passa a ser essencial entender os mecanismos que regulam o seu

desenvolvimento.
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Foram observadas alteragdes em parametros relacionados a funcionalidade do
epididimo, bem como, alteragdes morfofuncionais deste 6rgdo nas fases pré-pubere e
adulta, em ratos que foram submetidos a restricdo proteica durante a gestacao e lactacao.

No entanto, ndo ha informacgdes na literatura que mostrem se a restricao proteica,
em fase inicial do desenvolvimento, pode afetar a morfogénese epididimaria durante as
fases embrionarias e iniciais do desenvolvimento pds-natal. Assim, sugere-se que a origem
das alteracdes funcionais no epididimo adulto, descritas anteriormente, possam estar
relacionadas a falhas em vias que atuam desde as fases iniciais do desenvolvimento
epididimario, refletindo nos processos de diferenciacdo e maturacdo na vida pos-natal, e
consequentemente, na funcionalidade do 6rgéo.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi investigar se dieta materna com baixa
quantidade de proteinas pode alterar a morfogénese epididimaria nos filhotes machos em
fases iniciais do desenvolvimento em ratos Wistar, e assim, contribuir com novos dados
para a biologia da reproducéo e esclarecer possiveis lacunas sobre a baixa fertilidade
relacionada ao epididimo apos restricdo proteica materna.
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“Os que se encantam com a prdtica sem a ciéncia sdo como os timoneiros que
entram no navio sem timdo nem bissola, nunca tendo certeza do seu destino”.

(Leonardo da Vinci)
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Nossos resultados mostraram que programacao fetal por restricdo proteica materna leva
ao aumento de estradiol sérico na prole masculina e causa alteragdes importantes nas fases
iniciais do desenvolvimento epididimario p6s-natal, como: diminui a densidade microvascular;
compromete o microambiente luminal; causa estrogenizacdo do tecido epididimério;
compromete a citodiferenciagdo modulada por hormdnios e fatores de crescimento; altera a
expressdo de proteinas importantes que atuam na interagcdo epitélio-mesénquima; altera a
atividade de proteinas que modulam a proliferacdo celular e citodiferenciacéo, e ainda na fase
embrionaria, atrasa o desenvolvimento do ducto mesonéfrico. Assim, constroi-se a hipétese de
que essas alteragdes durante as fases iniciais do desenvolvimento possam estar relacionadas as
alteracOes encontradas nas fun¢des do epididimo em ratos adultos cujas mées sofreram restricdo

proteica nas fases de gestacao e lactacéo.
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