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RESUMO: O epididimo dos mamiferos ¢ um 6rgao formado por um ducto unico e enovelado que liga os ductulos eferentes ao ducto
deferente, sendo anatomicamente dividido em segmento inicial, cabega, corpo e cauda. A classificacdo baseia-se no estudo da altura
do epitélio, do diametro tubular e da variagdo na frequéncia dos diferentes tipos celulares. A passagem dos espermatozoides, que sao
produzidos nos testiculos, ao longo do ducto epididimario determina a aquisicdo da capacidade fertilizante e da motilidade progressiva,
processo denominado maturagdo espermatica. Durante a passagem através do epididimo, o fluido ao qual os espermatozoides sdo expostos
sofre alteracoes substanciais na composicéo, incluindo mudancas da osmolaridade, da proporcao idnica, das reservas energéticas e de
tipos protéicos. A expressdo génica programada e diferencial ao longo do epididimo, responsavel pela formacdo de um microambiente
especializado, é importante para o sucesso do processo de maturagio espermatica. Embora vérios estudos tenham identificado inumeros
genes com expressao seletiva e especifica no epididimo, os quais sdo importantes para o entendimento da expressao génica complexa
deste 6rgao, muito ainda permanece a ser determinado como, por exemplo, os tipos protéicos codificados por estes genes, bem como a
identificacdo dos sitios de acdo destas proteinas.

PALAVRAS-CHAVE: Epididimo. Expressdo génica. Reproducéo.

ABSTRACT: The mammalian epididymis consists of a single coiled duct that connects the efferent ducts to the different duct. Anato-
mically, four segments are distinguished in this organ: the caput, the corpus and the cauda epididymidis. This classification is based
in the epithelium height, in the diameter of the duct and in the cell types present in each segment. During their transit through the
epididymis, the sperm, produced in the testis, acquire progressive motility and become able to fertilize the oocyte, a process called sperm
maturation. During this transit, the epididymis fluid changes its osmolarity, energetic reserves and proteins, in a way to promote sperm
maturation.The programmed and differential gene expression along the epididymis provides the appropriate environment to sperm
maturation. Although different studies have identified many epididymis-enriched and specific genes that are important to understand
the transcriptome of this organ, many aspects of epididymis gene expression is still to be shown, such as what proteins are produced by
the genes described so far, what are the functions of these proteins and where they act.
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RESUMEN: El epididimo de los mamiferos es un drgano formado por un Unico ducto anovelado que conecta los ductulos eferentes al
ducto deferente, siendo dividido anatomicamente en segmento inicial, cabeza, cuerpo y cola. La clasificacion se basa en el estudio de la
altura del epitelio, del diametro tubular y de la variacion en la frecuencia de los diversos tipos celulares. El pasaje de espermatozoides
(producidos en los testiculos en toda la superficie del ducto epididimario), determina la adquisicion de la capacidad de fertilizacion y de
la motilidad progresiva, proceso denominado maduracion espermatica. Durante el pasaje a través del epididimo, el liquido a lo que los
espermatozoides se exponen sufre alteraciones substanciales en su composicion, incluyendo cambios de la osmolaridad, del cociente ionico,
de las reservas de energia y de los tipos proteinicos. La expresion génica programada y de distincion y diferencial a través del epididimo,
responsable de la formacion de un microambiente especializado, siendo importante para el éxito del proceso de maduracién espermatica.
Aungue algunos estudios hayan identificado genes innumerables con expresion selectiva y especifica en el epididimo, genes que son
importante como para entender la expresion génica compleja de este drgano, todavia siguen muchos factores a ser determinados como,
por ejemplo, los tipos de proteinas codificados por estos genes, asi como la identificacion de las areas de accion de estas proteinas.
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Introducao

Ap0s sua formagao no ambien-
te testicular, o espermatozdide ne-
cessita passar por um processo de
maturacao para que ele seja capaz
de fertilizar o odcito. A maturacao
espermatica, que se inicia na cabeca
do epididimo e segue pelo corpo até
a cauda proximal, envolve intensas
alteracoes morfoldgicas e bioqui-
micas, garantindo a formacgao de
espermatozodides aptos a reconhe-
cer e fertilizar o6citos secundérios
no trato reprodutor feminino, per-
mitindo que os espermatozdides
adquiram motilidade progressiva
bem como potencial para sobrevi-
véncia e para o sucesso na fertili-
zacao. Estas alteracoes resultam de
interaces entre espermatozoides e
o microambiente epididimario.

Durante a passagem através do
epididimo, o fluido ao qual os es-
permatozdides sdo expostos sofre
alteracoes substanciais na compo-
sicao, incluindo mudangas da os-
molaridade, da proporcao ionica,
das reservas energéticas e de tipos
protéicos. No espermatozoéide, a
membrana plasmatica e as mem-
branas acrossomicas alteram-se
em relacdo as suas composicoes
macromoleculares e a fluidez. A
cromatina nuclear, por sua vez, é
estabilizada por um aumento nas
ligagoes dissulfidicas. Muitas alte-
ragoes das membranas dos esper-
matozoides, que coincidem com a
maturacdo espermatica, sio me-
diadas por proteinas secretadas
em regioes restritas do ducto epi-
didimario (algumas das quais sao
andrégeno-dependentes) e por as-
sociagoes subsequentes dessas pro-
teinas com os espermatozoides'.

Morfofisiologia Epididimaria

O epididimo consiste de um
longo ducto, altamente contorcido,
que conecta os ductulos eferentes
ao ducto deferente. Dependendo
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da espécie, o comprimento do duc-
to epididimario pode variar de 3-4
metros, na espécie humana, até 80
metros como nos eqiiinos. Morfolo-
gicamente, o epididimo é geralmen-
te dividido em trés regides: cabeca,
corpo e cauda. Entretanto, Benoit
(1926)? introduziu o conceito de
segmento inicial, devido as caracte-
risticas morfoldgicas peculiares des-
te segmento, sendo esta uma regiao
situada entre os ductulos eferentes
e a cabeca epididimaria. Desta for-
ma, o epididimo pode ser dividido
em segmento inicial, cabega, corpo
e cauda’. A classificacao baseia-se
no estudo da altura do epitélio, do
didametro tubular e da variagao na
frequéncia dos diferentes tipos ce-
lulares, que incluem as células prin-
cipais, basais, apicais, halo, claras e
estreitas®, caracteristicas tais que
se relacionam com a fungao destas
regioes. Além disso, a altura das cé-
lulas epiteliais que revestem o duc-
to epididimario diminui da regiao
do segmento inicial para a cauda, e
consequentemente, o limen deste
aumenta nesta diregao**.

O tipo celular mais abundante
é a célula principal, encontrada em
todos os segmentos epididimarios.
Algumas varia¢oes nas caracteris-
ticas morfoldgicas das células prin-
cipais podem ser observadas entre
0 segmento inicial e as demais re-
gioes. Desta forma, na cabega, cor-
po e cauda do epididimo, os nticleos
destas células apresentam formas
irregulares e localizam-se na por¢ao
basal enquanto que, no segmento
inicial, os ndcleos mostram-se ar-
redondados, dispostos em varios
niveis. As células principais sao en-
contradas em todos os segmentos
sendo, entretanto, mais abundan-
tes no segmento inicial e na cabeca
epididimaria (aproximadamente
80% do total de células epiteliais)*.
Estas células sdo responsaveis pe-
lo transporte e secrecao de ions e
de pequenas moléculas organicas,
pela sintese e secregdo protéica,

como também pela reabsor¢ao de
fluido’”. Nas regides da cabeca e do
corpo, as células principais também
participam da manutengao do pH
luminar acidico®.

As células apicais ndo estabe-
lecem contato com a membrana
basal e sao semelhantes as células
principais, apresentando nucleos
que se localizam na porcao apical*’.
As células estreitas, que sao exclusi-
vamente observadas no segmento
inicial, apresentam citoplasma mais
acidofilo que o das células principais,
nucleo alongado e localizado na
metade superior da célula e regiao
basal estreita, dificil de ser visualiza-
da. Estas células estdo relacionadas
amanutencao da quiescéncia do es-
permatozéide, modificando o pH do
Iimen pela produgao de enzimas da
familia da anidrase carbonica. Além
disso, as células apicais e estreitas
tém a funcao de degradacdo de pro-
teinas especificas®®.

Por outro lado, as células cla-
ras sdo encontradas somente nas
porcoes da cabeca, do corpo e,
especialmente, da cauda e sao ca-
racterizadas, principalmente, pela
presenca de numerosos vactolos
apicais*, participando da remocao
da gota citoplasmatica presente nos
espermatozoides®.

Ao longo de todo epididimo
observam-se as células basais, em
maior frequéncia nas regides do
corpo e da cauda. Trata-se de célu-
las alongadas, localizadas proximas
a base do epitélio, que se dispdoem
em contato com a membrana ba-
sal e que ndo alcancam o limen.
Possuem ntcleo alongado ou esfé-
rico, com cromatina condensada®.
Contribuem para a formacao da
barreira entre os vasos sanguine-
os e o limen epididimario, apre-
sentando funcao protetora®. Além
disso, as células basais participam
do processo de “destruicao” de es-
pécies reativas de oxigénio devido
a expressao de altas concentragoes
de enzimas da familia da glutationa
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peroxidase, superdxido dismutase,
catalase e indolamina dioxigenase,
auxiliando também na regulacdo
do transporte de dgua e de eletroli-
tos pelas células principais'®!!!2,

As células halo, ainda que dis-
tribuidas em todos os niveis do
epitélio epididimario, sdo mais fre-
quentes no epitélio da porcao da ca-
beca. Elas apresentam niicleo com
cromatina densa, envolto por uma
quantidade escassa de citoplasma,
além de uma area fracamente co-
rada, formando um “halo”*. Estao
relacionadas ao sistema imune’.

A comunicagao entre os diver-
sos tipos celulares epiteliais é essen-
cial para a coordenacao da funcao
epididimaria e para a formacao de
um microambiente especializado,
envolvendo a participagao de fato-
res testiculares (principalmente na
regiao do segmento inicial), endo-
crinos e paracrinos. A distribuicao
diferencial dos tipos celulares no
epitélio ao longo do ducto epidi-
dimario faz com que cada regidao
apresente um fluido luminar ca-
racteristico, constantemente mo-
dificado pela atividade secretoria e
de reabsorcdo do epitélio do epidi-
dimo, e pela atividade metabdlica
do espermatozdide, criando um
microambiente apropriado para a
maturagao espermatica>">!4, Além
disso, a regionalizacao epididima-
ria correlaciona suas caracteristicas
morfoldgicas com propriedades
funcionais, sendo que o segmento
inicial esta relacionado com a absor-
¢ao de fluidos, enquanto as regides
da cabeca e do corpo epididimarios
estao envolvidas com a aquisicao da
motilidade progressiva pelos esper-
matozdides, aquisicao da capacidade
de reconhecimento e de fertilizagcao
do 0écito; a cauda do epididimo es-
td associada com 0 armazenamento
espermatico e com a remocao de es-
permatozdides anormais'.

Desta forma, as funcoes rela-
cionadas ao epitélio epididimario
incluem absorcao de fluidos, ions
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e moléculas organicas, secrecao
de glicoproteinas, ions e pequenas
moléculas organicas, espermiofa-
gia, armazenamento de esperma-
tozoides, além de biossintese de
substancias através do metabolis-
mo intermedidrio, sintese e meta-
bolizagao de hormonios esterdides
e de outras substancias como pros-
taglandinas e vitamina D°.

Durante o processo de matura-
¢ao, ocorre a adsor¢do de proteinas e
glicoproteinas produzidas pelo epi-
télio epididimario pela membrana
plasmatica do espermatozoéide, as-
sim como a remogao algumas prote-
inas de membrana espermatica'.

O fluido luminal do ducto epidi-
dimério contem proteinas relacio-
nadas ao sistema antioxidante como
as enzimas gamaglutamiltransferase
e oxido nitrico-sintetase. A produ-
¢ao de espécies reativas de oxigénio
(EOR) em espermatozoides estd as-
sociada a fun¢ao fisioldgica normal,
mas o descontrole e o excesso de
EOR representam um dos maiores
fatores relacionados com a infertili-
dade, comprometendo a motilidade
do espermatozoide e a sua viabili-
dade em promover a fertilizacao".
Estudos mostraram que entre 40%
e 88% dos homens com baixa fer-
tilidade apresentam elevados ni-
veis de EOR no plasma seminal’®,
Um dos oxidantes encontrados no
plasma seminal é o 6xido nitrico,
sendo este um mediador funcional
importante em varios sistemas fisio-
l6gicos. Porém, quando gerado em
quantidades excessivas por periodos
longos, principalmente durante re-
ac¢des imunoldgicas, o oxido nitrico
é citotoxico e citostatico para mi-
créobios invasores, bem como para
as células que o geram e os tecidos
adjacentes'?. Em situacoes de falha
naregula¢do da enzima 6xido nitri-
co-sintetase, 0OCOIre uma excessiva
producao de éxido nitrico, que pode
causar patologias aos espermatozoi-
des, diminuindo a fertilidade?'.
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Glicoproteinas como a carniti-
na, acetilfosforil colina, acido sialico
e glicosidases (B-D-galactosidades,
B-N-acetil glucosaminidase,
a-fucosidase, a-glucosidase e
o-manosidase), que compdem o
fluido epididimario, estdo associa-
das a importantes mecanismos de
maturacdo dos espermatozodides,
tais como: reconhecimento de sitios
especificos sobre a superficie dos
o6citos durante a fertiliza¢ao; for-
magdo da matriz acrossomal; agao
sobre a reacao acrossomica e ferti-
lizacao; destruicao da gota citoplas-
matica do espermatozoide; digestao
de polissacarideos adsorvidos e pro-
cessamento e sintese de glicoprote-
inas pelo epididimo!422224,

O transporte do espermatozoi-
de através do ducto epididimario
depende da contracao muscular via
transmissao simpatica e parassim-
patica, da acao dos cilios presentes
nas células epiteliais e do gradiente
de pressao hidrostatica diferencial
entre as por¢oes proximal e distal
do ducto epididimario®. A regu-
lacao destes mecanismos garante
um tempo do transito espermatico
adequado para a ocorréncia da ma-
turacao espermatica.

As fungdes do epitélio epididi-
maério, bem como o controle dos
mecanismos de transporte dos
espermatozoides sao modulados
por um complexo controle hor-
monal, principalmente através da
acao do hormonio esterdide 50.-
dihidrotestosterona (DHT), pro-
duto da conversao de testosterona
pela enzima 5o-redutase. Outros
horménios envolvidos no controle
hormonal incluem o estradiol, a
prolactina, a aldosterona, além das
vitaminas A e D°.

Expressdo génica e regulacao
da funcao epididimaria

A formagao e a manutengao
de um microambiente especiali-
zado no epididimo é um processo
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que envolve complexa regulacao
da expressao génica. Uma série de
genes, com expressao programa-
da e altamente especifica ao longo
do epididimo, tem sido identifica-
da. O conhecimento destes genes
contribui para o entendimento das
bases moleculares da formacao do
espermatozodide e do estabeleci-
mento das caracteristicas peculia-
res do ducto epididimario, que sao
fundamentais para o processo da
maturacgao espermatica. Alteracoes
da expressao génica epididimaria
e, portanto, da transcricao de mR-
NA e do mecanismo de traducao de
proteinas podem acarretar altera-
¢oes na fertilidade masculina.

A identificacdao do transcrito-
ma epididimario e da expressao de
diferentes genes, de maneira espe-
cifica, pode possibilitar o entendi-
mento dos complexos mecanismos
que controlam a fungao desse or-
gao, bem como a compreensao das
causas da infertilidade masculina
idiopatica e de patologias associadas
ao sistema reprodutor masculino.
Além disso, o entendimento dos
mecanismos envolvidos na pro-
ducao do fluido epididimério, que
possui composicao especializada
em cada um de seus segmentos, é
de grande interesse, pois contribui
para o desenvolvimento de novas
técnicas de contracepcao masculina
voltadas para etapas pos-gonadais,
que sdo preferiveis aquelas testicu-
lares e/ou que envolvam alteracoes
hormonais.

O padrao da expressao génica
é especifica em cada um dos seg-
mentos epididimarios e também
apresenta alteracoes durante o de-
senvolvimento sexual, sendo que
a maioria destes genes é expressa
exclusivamente no epididimo so-
mente na fase adulta®.

Importantes genes localizados
no epididimo proximal incluem:
AQP9 (aquaporin 9), que codifica
proteinas membros de canais aquo-
sos relacionados ao transporte de
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fluidos na regido dos ductulos efe-
rentes* e genes da familia CLDN
(claudinas) e CTNN que codificam
proteinas envolvidas na adesao
celular e membros da familia de
genes SERPIN (serpin peptidase
inhibitor): SERPINA1, SERPINAS,
SERPINAG, relacionados a inibicao
de uma serina-protease®”*,

Por outro lado, o transcritoma
do corpo epididimario revelou
uma nova familia de genes deno-
minados WAP (whey acidic pro-
tein), que codificam inibidores de
proteases®. Os principais mem-
bros da familia de genes WAP in-
cluem o SLPI (leucocyte protease
inhibitor)*’, HE4 (WAP four-disul-
fide core domain 2)*'e SPINWL1
(serine peptidase inhibitor-like,
with Kunitz and WAP domains
1 - Eppin)*%. A funcdo bioldgica
destes genes ainda nao foi elucida-
da, mas a proteina codificada pe-
lo gene SLPI tem se mostrado um
potente agente antimicrobiano®.
Outros dois transcritos, SPKINK
2 and SPINK 5, também sdo ex-
pressos no corpo epididimario, e
codificam proteinas relacionadas a
regulacdo do processo proteolitico
de algumas proteinas de superficie
espermatica*?°. O segmento do
corpo epididimério também apre-
senta mRNAs que codificam pro-
teinas envolvidas na interagao do
espermatozdide com a zona pelt-
cida ou do espermatozdide com a
membrana plasmatica do ovdcito,
como a proteina P34H (dicarbonyl/
L-xylulose reductase)®***’, ADAM7
(metallopeptidase domain 7)*® and
CRISP-1 (cysteine-rich secretory
protein 1 - AEGL1)*#,

A cauda epididimaria é o seg-
mento que apresenta o menor
nivel de atividade transcricional.
Os principais transcritos encontra-
dos nesta regiao estao envolvidos
na contracao muscular e incluem
actina (ACTG2), tropomiosina
(TPM1), miosina (MYH11), cal-
ponina (CNN) e smothelin (SMTN),

que codificam proteinas do cito-
esqueleto?’. Além disso, outros
genes como o receptor de prosta-
glandina (PTGER3) e 0 ADRA1A
(adrenergic, alpha-1A-, receptor)
sao altamente expressos na cauda
epididiméria em seres humanos®.

O NPC2 (Niemann-Pick dise-
ase, type C2) é o transcrito mais
abundante expresso no epididimo
humano*, em todos os segmentos
deste 6rgdo, com excecao da regiao
da cabeca proximal. Ele codifica a
proteina HE1 que se relaciona ao
transporte de colesterol durante a
maturagao espermatica*>+,

Alguns genes foram identifica-
dos como sendo expressos prefe-
rencialmente no epididimo?4>4647
incluindo a subfamilia de genes
Cres (cystatin-related epididymal
and spermatogenic)*® e os genes
Len5 (lipocalin 5), Len8 (lipocalin
8 - segmento inicial especifico),
Gpx5 (glutathione peroxidase 5
— especificamente expresso na ca-
beca epididmaria), Adam 7 (me-
tallopeptidase domain 7), Defb11
(defensin beta 11)*°, Rosl (rosl
proto-oncogene - especificamen-
te expresso no segmento inicial),
Crisp1 (corpo e cauda especificos),
Spint4 (serine protease inhibitor
4), Rnase9 and Rnasel0 (ribonu-
clease, Rnase A, family 9 and 10) e
os genes ESTs (expressed sequen-
ce tag)*®. O gene Defa22 (defensin
beta 22), que codifica a protei-
na epididiméria E3, mostrou ser
completamente especifica para o
epididimo’!. Entretanto, a funcao
da maioria destes genes ainda é
desconhecida.

O controle androgénico da
funcdo epididimaria é princi-
palmente mediado pela 5a-
dihidrotestosterona (DHT) através
da conversao da testosterona (T)>??,
pela isoenzima 5a-redutase tipo 1
e tipo 2, no epididimo. O padrao
de expressao destas duas enzimas
no epididimo exibe diferencas:
enquanto o segmento inicial apre-
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senta alto nivel de expressao de
ambas as isoformas, sua expressao
diminui nos segmentos distais>***.
Além disso, a expressao de muitos
genes é regulada por andrégenos
como, por exemplo, os genes Crisp,
Gpx5, Len5, and Rhox5 (reproduc-
tive homeobox 5). Curiosamente,
certos genes presentes no tecido
epididimério e também amplamen-
te distribuidos em outros tecidos,
como o gene Ggtl (gamma-gluta-
myltransferase, sao regulados por
andrégenos somente no epididimo.
Além disso, a transcricdo do gene
Ggtl apresenta uma regulacao
androgénica diferencial nas dife-
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rentes regides epididimarias®, su-
gerindo uma possivel agdo destes
androgenos como co-reguladores
de receptores de androgenos (AR)
e, portanto, acao no controle da ex-
pressao de Ggtl.

Em adicao aos andrégenos,
fatores testiculares presentes nos
ductulos eferentes controlam a
homeostase do epitélio e a expres-
sao génica no segmento inicial do
epididimo’**?, incluindo os genes
Cst8 (cystatin 8)*, Araf (v-raf mu-
rine sarcoma 3611 viral oncogene
homélogo)®®, Gpx5°°°, Adam?7
(metallopeptidase domain 7)¢!,
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