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Morfologia do epididimo de cobaio (Cavia porcellus) em
diferentes fases do desenvolvimento pés-natal

Morphological differentiation of the epididymis of guinea pig (Cavia porcellus) at different
ages
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Resumo

A evolu¢ao morfolégica do ducto epididimario de cobaio (Cavia porcellus, L.) foi avaliada nas faixas etarias de 10, 20,
30, 45,60, 70, 90 e 100 dias apds o nascimento, mostrando-se complexa, o que é decorrente da propria diferenciagdo
pos-natal do epitélio epididimario. Assim sendo, o segmento inicial epididimério mostrou um aumento de altura
epitelial correspondente aos valores médios de alturas das células principais do epitélio tubular, crescente apos 45 dias
de idade pds-natal. As alturas epiteliais obtidas em nivel do segmento médio foram maiores em idades juvenis (de 10 a
45 dias) do que na idade pré-puberal (60 dias), tendo diminuido entre os 70 e 100 dias de idade. No segmento terminal
epididimario, verificou-se um decréscimo marcante da altura epitelial tubular a partir da idade puberal (70 dias) até a
idade adulta (a partir de 90 dias). Além disso, este segmento apresentou ondulacoes epiteliais que cessaram aos 70 dias
de idade, momento em que a luz tubular se preenche com espermatozoides e esfoliacdes celulares. Os tipos celulares do
epitélio tubular epididimario, células principais, basais e apicais, foram observados em todas as idades. Em epididimos
de animais muito jovens, observou-se a predominéncia de células colunares indiferenciadas. A partir de 20 dias de
idade, houve prevaléncia natural das células principais sobre os demais tipos celulares, como é peculiar ao epitélio
epididimério de mamiferos, de modo geral.

Palavras-chave: Epitélio epididimario. Desenvolvimento p6s-natal. Morfologia. Cobaio.

Abstract

The morphological evolution of the epididymal duct of guinea pigs (Cavia porcellus, L.) was studied on 10, 20, 30, 45,
60, 70, 90 and 100 days of age, being complex, which is due to the proper differentiation postnatal in the epididymal
epithelium. Thus, it was observed that the initial segment of the epididymis reveals an increase of epithelial height
corresponding to the average height of the main tubular epithelium cells, generally progressive after 45 days of age.
The epithelial height in the middle segment were higher in younger stages (10 to 45 days) than in the prepubertal age
(60 days), and have a decrease among 70 to 100 days of age. The ductular terminal segment starts a gradual decrease
of the epithelial heights from puberal age (70 days), until adult age (90 to 100 days). In addition, this segment showed
epithelial waviness that disappeared after 70 days of age, when the lumen fills it with sperm and cellular exfoliation. The
cell types of the epididymal tubular epithelium, principal cells, basal cells and apical cells, were observed in all ages. In
the epididymis of very young animals, there was a predominance of undifferentiated columnar cells. After 20 days of
age, there was natural prevalence of the principal cells on other cell types, what is a feature similar to other mammals.

Keywords: Epididymal epithelium. Postnatal development. Morphology. Guinea pig.
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laboratorial Cavia porcellus**, como em espécies sil-
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vestres’. No epididimo das espécies Cavia porcellus
e Galea musteloides (cavideo silvestre), destacam-se
as regides anatomicas do segmento inicial (zona his-
tologica I); duas regides, proximal e distal, da cabega
epididimaria (zonas histoldgicas II e III, respectiva-
mente); a regido anatdmica do corpo epididimario
(zona histoldgica IV), e trés regides, proximal, média
e distal da cauda epididimaria (zonas histologicas V,
VI e VII, respectivamente)®.

Enfocando principalmente a maturagdo de esperma-
tozoides epididimarios em cavideos, foi verificado em
Galea musteloides, que os espermatozoides adquirem
maturacdo (ou habilidade de fertilizagdo) nas partes
mais proximais do compartimento luminal epididi-
mario. Por outro lado, em Cavia aperea, a maturagio
dos espermatozoides se verifica na parte mais distal
(regides da cauda), do compartimento luminal epidi-
dimario®. A maturacdo dos espermatozoides na parte
tubular epididiméria mais distal da Cavia porcellus, si-
milarmente a de Cavia aperea, também foi sugerida®.

A morfologia epididimaria encontrada em Cavia
aperea e Cavia porcellus é bastante semelhante”. Sa-
be-se que em Cavia porcellus, com base na evolugao
morfolégica do epitélio seminifero, a puberdade ¢é
assumida aos 70 dias de idade pds-natal, estando os
machos na condi¢ao de adultos jovens aos 90 dias de
idade®. Contudo, em nenhuma das espécies de cavi-
deos citadas, houve qualquer enfoque relativo a dife-
renciagdo morfoldgica pos-natal do ducto epididima-
rio, objetivo deste estudo em Cavia porcellus.

Em outros roedores como o rato e o hamster, a di-
ferenciagdo do epitélio epididimario pds-natal ocorre
a partir dos 10 dias de idade, quando a célula colunar
indiferenciada comeca a atuar como células-tronco
(stem cells), originando os tipos da linhagem celular
epididimaria®”#*1011,

A populagao do epitélio epididimario em cobaios
adultos é caracterizada, principalmente, pelas célu-
las principais, basais e apicais, havendo amplo pre-

dominio das células principais sobre os demais tipos
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celulares*. Os papéis funcionais atribuidos as células
principais epididimarias compreendem a endocitose
de fase fluida (pinocitose) e a endocitose adsorptiva
(fagocitose); absorgdo de fluidos e pequenos solutos e
secrecdo de ions salinos e macromoléculas, com des-
taques para proteinas e glicoproteinas!!»!31411617.1819,
As células apicais sao morfologicamente aparentadas
as células principais’ e foram inicialmente estudadas
no segmento inicial. Este tipo celular estd localizado
no apice do epitélio epididimario, contendo muitas
enzimas proteoliticas e podendo ter papel na prote-
¢io dos espermatozoides a ataques eletrofilicos®. As
células basais tém sido atribuidos papéis controver-
sos, que vao desde a estabilizacdo morfofuncional do
epitélio epididimario®, até a atuagdo como possiveis
células-tronco das células epiteliais epididimarias'.
Em estudos realizados com células basais de epididi-
mo humano, concluiu-se que existem similaridades
ultraestrutural, antigénica e espacial entre as células
basais e os macrofagos®. Com base nestes achados,
os autores propdem a hipdtese que os macroéfagos sao
precursores das células basais, provendo um lento
turnover desta populagao celular, que se tornariam so-
brecarregadas com os detritos removidos do epitélio,
0 que ressalta a possivel importancia do epididimo
nos aspectos imunolégicos da fertilidade.

Em face dos embasamentos tedricos apresentados,
este trabalho objetiva analisar as caracteristicas morfo-
légicas e a diferenciagdo celular, em diferentes fases do
desenvolvimento pos-natal, do ducto epididimario de
cobaio, Cavia porcellus, um roedor de largo emprego la-
boratorial, utilizado como animal de companhia e tam-

bém como fonte alimentar de alguns povos andinos'.

Material e Método

Neste trabalho, foram utilizados epididimos cole-
tados de 24 cobaios, Cavia porcellus, sendo cada trés
cobaios de oito faixas etdrias distintas de 10, 20, 30,

45, 60, 70, 90 e 100 dias, respectivamente. Os roedores



foram obtidos a partir de linhagens albinas e endo-
gamicas criadas em cativeiro no Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu,
Sao Paulo, Brasil. Apds o desmame, os animais foram
mantidos no Biotério do Departamento de Anatomia
do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista, campus de Botucatu, até atingirem as idades
estipuladas para eutanasia e coleta dos epididimos,
exceto os primeiros grupos que foram retirados da
mae antes do desmame. Trés cobaios de cada grupo
foram eutanasiados com doses elevadas de cetamina
(20mg/kg) (Quetamina’, Vetnil, Louveira, Sao Paulo,
Brasil) e xilazina (1,5mg/kg) (Virbaxyl, Virbac, Sao
Paulo, Brasil). A adogéo das faixas etarias estipuladas
entre 10 e 100 dias de idade, se fez com base na evo-
lucdo testicular nestas mesmas faixas de idades, que
possibilitou determinar, para o cobaio, periodos juve-
nis (20 e 30 dias), pré-puberais (45 e 60 dias), puberal
(70 dias) e pds-puberais (90 e 100 dias)°.

Os epididimos foram coletados imediatamente apds
eutanasia dos cobaios, através de laparotomia media-
na, realizada na regido pubica, com a migragiao dos
o6rgdos para a cavidade abdominal por meio do tra-
jeto inguinal pérvio nestes roedores'. O material bio-
légico foi pré-fixado, por gotejamento constante de
formaldeido tamponado pH 7,4 e dissecado, quando
necessario sob microscopio estereoscépico (Olympus
SZ, Olympus, Japao) (Departamento de Anatomia,
IBB, UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil). Apos, os
epididimos foram seccionados nos trés segmentos
morfofuncionais propostos para o epididimo de ma-

miferos: inicial, médio e terminal®

. Estes segmentos
correspondem as seguintes regides ou zonas histo-
légicas ja descritas para o cobaio: o segmento inicial
corresponde a zona histoldgica I, o segmento médio
a zona histologica IV e o segmento terminal a zona
histologica VI>**.

Posteriormente, o material foi p6s-fixado por imer-
sdo na solugdo fixadora overnight e a temperatura am-

biente. Os fragmentos dos segmentos epididimarios
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foram processados segundo rotina histologica para
microscopia de luz, obtendo-se cortes histologicos
de 5um, corados com HE e tricromico de Masson, os
quais foram destinados para estudos morfoldgicos e
morfométricos das alturas do epitélio tubular epididi-
mario nas diferentes idades estudadas.

O estudo morfométrico dos epididimos foi realizado
em idades de 10, 20, 30, 45, 60, 70, 90 e 100 dias. Este
estudo procedeu-se em termos de medi¢des das alturas
do epitélio epididimario (em pm), nos diferentes seg-
mentos epididimarios e nas diferentes idades. Ressalta-
-se que as alturas médias epiteliais epididimarias repre-
sentam as alturas das células principais. O citoplasma
destas células se estende desde a membrana basal até
o limen tubular, que orlam uniformemente através da
borda apical, dotada de estereocilios. Para as mensura-
¢oes das alturas do epitélio epididimario, foram utiliza-
das trés laminas de cada animal, em cada faixa etdria;
contendo estas, seis cortes histolégicos com quatro me-
didas feitos por corte. Para tanto, utilizaram-se os re-
cursos de um sistema integrado de andlise de imagens,
formado por um microscépio de pesquisa (Olympus
BX-40, Olympus, Japao) (Departamento de Anatomia,
IBB, UNESP, Botucatu, Sao Paulo, Brasil) e um Softwa-
re System Media Cybernetics (EUA).

Resultados

O epitélio epididimario indiferenciado, observado
em idades muito jovens (10 dias), se caracteriza pela
presen¢a dominante de células colunares indiferen-
ciadas (Figura 1A), que depois sao substituidas pelas
células principais. Estas sdo elementos celulares cilin-
dricos, normalmente dominantes, em termos numé-
ricos e citofisiolégicos, no epididimo do cobaio. De
forma notavel, estas células colunares indiferenciadas
sdo observadas no segmento terminal aos 20 dias (Fi-
gura 1D), notadas, contudo, de permeio a algumas
células principais com morfologia nuclear tipica. Ao

que parece, o segmento terminal aos 20 dias é relati-
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Figura 1 - Segmento terminal do epididimo do cobaio aos 10 dias de idade em a, segmento inicial aos 20 dias
de idade em b, segmento médio aos 20 dias em ¢, e segmento terminal aos 20 dias de idade em d. Sdo
indicadas células principais (P), apicais (A), células colunares indiferenciadas (CI) e aglomerado vascular
(seta) presente no intersticio tubular. Barra = 1 um

vamente menos diferenciado que os segmentos prece-
dentes nesta mesma idade.

Aos 20 dias de idade, nos segmentos inicial e mé-
dio do epididimo do cobaio, ja se observa uma rela-
tiva diferencia¢ao das células do epitélio de revesti-
mento, caracterizando-se células principais, basais e
apicais, especialmente, no segmento médio (Figuras
1B e C). Contudo, no segmento terminal, o epitélio
de revestimento tubular retém algumas caracteristi-
cas morfoldgicas do epitélio epididimario indiferen-
ciado, observado aos 10 dias (Figuras 1A e D). Nos
segmentos inicial e terminal, a partir de 45 dias, ja se

nota que a populagao celular epididimaria no cobaio
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consiste, basicamente, de células principais, basais e
apicais (Figuras 2B e A), ao passo que, no segmento
médio, o mesmo ja pode ser observado a partir de 30
dias (Figura 3A).

No segmento inicial em idades jovens, até 30 dias,
nota-se também uma certa ondula¢do no epitélio de
revestimento, que ainda é muito baixo, porém, sen-
do mais discreta do que as observadas no segmento
terminal até os 60 dias. Aos 45 dias, o epitélio do seg-
mento inicial se diferencia de forma notavel, se apro-
ximando em termos morfoldgicos da aparéncia usu-
al que se verifica neste segmento no animal puberal
(70 dias) e no animal adulto (Figuras 2A, B, Ce D), o
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Figura 2 - Segmento inicial do epididimo do cobaio. Sdo apontadas ondula¢do (seta) e menor altura do epitélio de
revestimento aos 30 dias de idade em a. Em b, notar o aumento da altura do epitélio de revestimento aos
45 dias de idade e em c e d, observar células principais (P), basais (B) e apicais (A), o epitélio elevado e o
contorno irregular da luz tubular, respectivamente, aos 70 e 100 dias de idade. Barra = 1 pm

que equivale dizer que o epitélio se torna muito alto,
com os nucleos das células principais se dispondo
basalmente. O citoplasma apical destas células ¢ uma
grande faixa homogeneamente eosinéfila. A borda
luminal das células principais apresenta estereocilios
conspicuos e a luz tubular é irregular e, as vezes, estre-
lada (Figuras 2C e D).

Histologicamente, o segmento médio, em todas as
idades estudadas, ¢ o de maior regularidade epitelial,
mesmo em etapas juvenis ou pré-puberais. Este seg-
mento apresenta inclusive certa constancia morfol6-
gica em termos do epitélio de revestimento em todas

as idades estudadas. O epitélio ndo varia muito a sua

altura média com o evolver da idade, embora esta al-
tura diminua um pouco nos epididimos de cobaios
adultos, inclusive ndo se observando ondulagbes epi-
teliais (Figuras 3A, B, Ce D).

O conteudo luminal do segmento médio apresenta
variagcoes nas diferentes idades, que aparentemente
acompanham a evolugio cronolégica do desenvolvi-
mento testicular. Assim, aos 20 e 30 dias, a sua luz esta
vazia, nas diferentes secgdes de corte do ducto (Figura
3A). Aos 45 e 60 dias, o contetido luminal do segmen-
to médio é representado por material formado por
esfoliacoes celulares (Figuras 3B e C). Enfim, a partir

dos 70 dias, com observagdes constantes aos 90 dias e
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Figura 3 - Segmento médio do epididimo do cobaio. Observar a regularidade de diferenciacgéo epitelial e a constancia
morfoldgica do epitélio tubular aos 30 dias em a, aos 45 dias em b, aos 60 dias em ¢, e aos 80 dias em d. Sdo
indicados o contetido luminal com espermatozoides (asterisco), células principais (P), basais (B) e apicais

(A). Barra=1 pm

a partir desta idade, a luz tubular da maior parte das
sec¢Oes transversais neste segmento, se acha preen-
chida de esfoliado celular, além de grande nimero de
espermatozoides (Figura 3D).

O segmento terminal apresenta outra caracteristica
morfolégica da indiferenciagao, além das células coluna-
res indiferenciadas, que ¢ a presenca de ondulagoes do
epitélio. Estas formagdes epiteliais notoriamente persis-
tem no segmento terminal epididimario aos 45 dias e se
mantém no mesmo segmento aos 60 dias. A caracteristi-
ca de ondulamento epitelial do epitélio epididimario no
segmento terminal cessa aos 70 dias, quando a luz tubu-
lar se preenche com espermatozoides, “espermiados” em

nivel testicular (Figuras 4A, B e C).
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Aos 70 dias de idade, o intersticio tubular no seg-
mento terminal continua a ser predominantemen-
te formado de tecido conjuntivo frouxo. Porém, na
parte mais distal deste segmento, que tende ao ducto
deferente, é substituido por matriz mioconjuntiva.
Acrescentam-se, aos elementos celulares do tecido
conjuntivo, fibras musculares lisas e maior quanti-
dade de fibras colagenas. Este padrao ¢é repetitivo a
parte distal do segmento terminal, no epididimo de
animais adultos, a partir de 90 dias de idade, ja que se
configura no grande reservatorio de espermatozoides
pré-ejaculados (Figuras 4C e D).

Quanto ao estudo morfométrico, este foi realizado

em todas as faixas etdrias ja mencionadas e observou-
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Figura 4 - Segmento terminal epididimario no cobaio aos 45 dias (a), 60 dias (b), 70 dias (c) e 80 dias de idade (d).
Notar a ondulagio caracteristica do epitélio de revestimento em a e b. Sdo indicados o contetido luminal
com predominio de espermatozoides (asterisco), células principais (P) e basais (B). Barra = 1 pm

-se que a altura epitelial do segmento inicial aumen-
tou com o avangar da idade, sendo maior no animal
adulto; ja a altura do segmento médio, aumentou até
45 dias de idade e, apds, gradativamente, diminuiu.
Por outro lado, o segmento terminal, apresentou a
maior altura epitelial entre 20 e 45 dias de idade e,

apos, diminuiu sensivelmente (Figura 5).

Discussao

O epididimo nos mamiferos pode ser morfofun-
cionalmente dividido em trés segmentos principais:
inicial, médio e terminal, os quais sdo histologica e

funcionalmente definidos, distintos e continuos entre

si®. A morfologia apresentada pelo epididimo do co-
baio nas diferentes idades foi descrita por meio deste
modelo segmentar de divisdo do ducto, o qual tam-
bém foi utilizadoa para outros mamiferos, como o
rato'”**», hamster champanha®, coelho”, gato®, rato
africano gigante® e equino™.

O epitélio de revestimento do ducto epididimario
de mamiferos possui uma populagdo celular repre-
sentada, de maneira geral, pelas células principais,

basais e apicais'®**313%

%, Estes tipos celulares foram
observados no epididimo do cobaio a partir dos 20
dias de idade, tipicos do epitélio epididimario adul-

to nesta espécie’*. A diferenciagao dos tipos celulares
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Correlacdo entre altura de epitélio epididimal (um) e a
idade (dias) em cobaio.
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Figura 5 - Correlagao entre altura do epitélio epididimario nos segmentos inicial (SI), médio (SM) e

terminal (ST) e a idade em cobaios

observados no epitélio epididimario do cobaio se faz
a partir das células colunares indiferenciadas, obser-
vadas em animais com 10 dias ou mais de idade. Este
desenvolvimento parece ocorrer de forma semelhante
ao descrito em outros mamiferos®”®’.

No epididimo do cobaio juvenil (10, 20 e 30 dias), do
cobaio pré-puberal (45-60 dias) e puberal (70 dias) e
do cobaio adulto (a partir de 90 dias), a semelhan¢a do
descrito para o hamster’, nao se observaram outros ti-
pos de células, como células delgadas, claras ou escuras,
descritas em outras espécies de mamiferos®'**%%>.

As células principais epididimarias, além das células
basais e apicais, parecem se diferenciar, diretamente,
a partir das células colunares indiferenciadas®. No co-
baio aos 10 dias, foram observadas varias células colu-
nares indiferenciadas e, aos 20 dias de idade, notou-se
a presenca das células principais, basais e apicais e de
algumas células colunares indiferenciadas, o que po-

deria corroborar achados prévios na literatura®.
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Quanto as flutuacdes de alturas celulares médias
do epitélio epididimario, conforme os resultados
deste trabalho, pode-se sugerir que houve efeito
da idade na avaliagdo da altura média do epitélio
tubular. No segmento inicial, as alturas epiteliais
mostraram-se menores nas trés primeiras idades
estudadas (10, 20 e 30 dias) quando comparadas
aos demais segmentos. Aos 45 dias, verificou-se
aumento destas alturas com progressao até os 100
dias, a despeito de ligeiras flutuagdes, por exemplo,
aos 70 dias. Achados semelhantes, relacionados as
variagoes da altura epitelial no segmento inicial,
também foram descritos para o hamster’.

Os aumentos progressivos da altura média do epité-
lio epididimario no segmento inicial obedecem a uma
tendéncia natural, uma vez que se mostra o mais alto
de todos, no animal adulto. A aparéncia histologica
deste segmento, caracterizada além do epitélio alto,

pela presenca de luz irregular, desprovida de con-



teudo luminal, é peculiar a muitos mamiferos estu-
dados®'. Sabe-se que este segmento é uma regiao de
transito rapido de espermatozoides que se dirigem ao
segmento médio e, de secre¢do de macromoléculas e
ions**7*, embora seja um sitio ativamente metabd-
lico, que realiza processos absortivos e secretdrios, a
fim de que o espermatozoide inicie o processo matu-
racional**.

No segmento médio, as alturas epiteliais epididima-
rias mostram valores maiores nas idades juvenis (10,
20, 30 e 45 dias). A partir de 45 dias, seus valores rela-
tivos diminuem. Esta diminuigéo epitelial é acompa-
nhada de um aumento relativo, porém nao significati-
vo, da luz tubular. Possivelmente, o aumento tubular,
acompanhado de relativa diminuigéo epitelial, obser-
vados na idade pré-puberal, se relacionem a fungio
de transito dos espermatozoides entre os segmentos
proximal e distal do ducto®. Além disso, este seg-
mento epididimario é caracterizado como um sitio
envolvido na maturagdo espermdtica, cujo processo
¢ dependente de secregoes especificas do epitélio de
revestimento epididimario®.

No segmento terminal, apesar de certa oscilagdo
dos valores das alturas epiteliais médias, entre 10 e
60 dias, a partir da idade puberal (70 dias), se verifi-
ca diminuicdo gradual e progressiva da altura epite-
lial. Esta é acompanhada de um aumento marcante
da luz tubular. Observa¢ao semelhante foi feita no
hamster’, onde estas flutuagoes de alturas epiteliais
no segmento terminal no periodo pré-puberal, tal-
vez, se relacionem a sua necessidade futura de ex-
pansdo tubular, puberal e pds-puberal, com objetivo
de se tornar um reservatorio de espermatozoides,
o que se traduz na principal fun¢do desempenhada

pelo segmento terminal do epididimo de mamiferos.
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