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RESUMO

SILVA, Kamilla D.P., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2022.
Caracterizacao morfolégica dos ductulos eferentes de murinos, bovinos,
equinos e suinos. Orientadora: Mariana Machado Neves. Coorientadora: Ménica
Morais Santos.

Os ductulos eferentes (DE) contribuem ativamente para as funcbes reprodutivas
masculinas. Contudo, alteracbes em sua estrutura histolégica tém sido
correlacionados a causas de subfertilidade masculinas. Contudo, estudos que
apontam as similaridades e diferencas histoldgicas e funcionais entre as espécies
domésticas sdo escassos. O objetivo deste estudo foi caracterizar os aspectos
morfolégicos dos DE das espécies murina, bovina, equina e suina. Para tanto, cinco
animais de cada espécie tiveram seus DE coletados, dissecados e divididos em trés
regides (proximal, média e distal) para processamento histologico em resina. As
amostras processadas foram coradas em azul de toluidina para analise descritiva
microscépica. Na dissecacdo manual dos DE foi observada maior facilidade de
dissecacdao em murinos e equinos do que em bovinos e suinos. Histologicamente, o
epitélio dos DE foi identificado como pseudoestratificado colunar ciliado em todas as
espécies, com variacdes na predominancia dos tipos celulares entre as regides. As
células nao ciliadas foram mais abundantes em todas as regides, enquanto as células
ciliadas eram mais numerosas na regiao distal. A composicdo do tecido intersticial
também variou entre as espécies: em roedores, o tecido conjuntivo frouxo
predominava, enquanto nos grandes mamiferos, o tecido conjuntivo denso substituia
o tecido conjuntivo frouxo a medida que se aproximava da regido distal, envolvendo
os DE em feixes. Os achados deste estudo fornecem informacgdes valiosas sobre as
caracteristicas morfolégicas dos DE nas diferentes regides dos ductos em roedores,
bovinos, equinos e suinos. Essas informagdes sdo fundamentais para avancgar na
compreensao dos mecanismos fisiolégicos e patoldgicos relacionados aos DE e
podem orientar futuras pesquisas na area.

Palavras-chave: fertilidade, histologia, mamiferos, reproducéo e roedores.



ABSTRACT

SILVA, Kamilla D.P., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2022.
Morphological comparison of the efferent ducts of rodents, bovines, equines,
and swines. Adviser: Mariana Machado Neves. Co-adviser: Ménica Morais Santos.

Efferent ductules (EDs) actively contribute to male reproductive functions. However,
alterations in their histological structure have been correlated with causes of male
subfertility. However, studies that point out histological and functional similarities and
differences among domestic species are scarce. The aim of this study was to
characterize the morphological aspects of the EDs of murine, bovine, equine and swine
species. For this purpose, five animals of each species had their EDs collected,
dissected and divided into three regions (proximal, middle and distal) for histological
processing in resin. The processed samples were stained with toluidine blue for
descriptive microscopic analysis. During manual dissection of the EDs, it was observed
that dissection was easier in murine and equine animals than in bovine and swine
animals. Histologically, the ED epithelium was identified as pseudostratified ciliated
columnar in all species, with variations in the predominance of cell types between
regions. Non-ciliated cells were more abundant in all regions, while ciliated cells were
more numerous in the distal region. The composition of the interstitial tissue also varied
among species: in rodents, loose connective tissue predominated, while in large
mammals, dense connective tissue replaced loose connective tissue as it approached
the distal region, surrounding the ED in bundles. The findings of this study provide
valuable information on the morphological characteristics of the ED in the different
regions of the ducts in rodents, cattle, horses and pigs. This information is fundamental
to advance the understanding of the physiological and pathological mechanisms
related to ED and may guide future research in the area.

Keywords: fertility, histology, mammals, reproduction and rodents.
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1. INTRODUCAO

Também identificados como canais eferentes, ductos eferentes, tubulos
eferentes e vasos eferentes, os ductulos eferentes (DE) sao assim denominados pela
Nomina Anatémica e por isso, essa terminologia foi adotada no presente trabalho. Os
DE foram primariamente descritos em 1668 por De Graaf como pequenos tubulos
convolutos responsaveis por transportar o fluido testicular da rete testis ao epididimo.
Entretanto, apenas em 1856 os DE obtiveram maior relevancia cientifica, quando
Becker identificou a presenca de células ciliadas no epitélio dos DE, contribuindo para
o transporte dos espermatozoides até o epididimo. Contudo, novas atividades
epiteliais foram atribuidas aos DE com o avango das técnicas laboratoriais, tais como
reabsorcao do fluido testicular, secrecao de substancias e espermiofagia. Apesar
disso, pouco se sabe quanto as similaridades e diferencas histolégicas dos DE entre
as espécies domesticas. Assim, a caracterizacado dos aspectos morfologicos dos DE
se torna necessaria para auxiliar na melhor compreensao da participacédo dos DE no
aparelho reprodutivo.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo caracterizando a

histologia dos DE de reprodutores das espécies murina, bovina, equina e suina.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracteristicas macroscoépicas dos ductulos eferentes

Macroscopicamente, os DE emergem separadamente da rete testis, situada
centralmente no testiculo de ungulados e carnivoros e marginalmente no testiculo de
primatas e roedores (Cunningham, 1928). Geralmente, os DE sdo separados uns dos
outros por por¢des de tecido conjuntivo frouxo e tecido adiposo, envoltos por uma
camada de tecido conjuntivo denso (Cunningham, 1928). Ao transpor a tunica
albuginea, estes ductulos sao divididos em trés segmentos: proximal, medial (ou

cbnus) e distal (ductulo comum) (Figura 1).

Duactulo de
terminacao cega

Figura 1. Microdissecacdo de ductulos eferentes evidenciando sete ductulos
proximais que se anastomosam na regiao média e formam um ductulo comum distal.
Um ductulo de terminacdo cega € visto emergindo da regido medial. (Adaptado de
Hess, 2002).

O primeiro segmento é conhecido como segmento proximal, constituido por
ductulos ligeiramente convolutos que variam em numero entre espécies (Tabela 1) e
dentro da mesma espécie (Hemeida et al., 1978). O segundo segmento é o medial,
também conhecido como cénus. Este é formado por dictulos altamente tortuosos que
sofrem anastomoses entre si. O terceiro segmento é o distal ou ductulo comum. Nesta
regido os DE adentram na capsula de tecido conjuntivo do epididimo e sofrem
transicao epitelial para o segmento inicial do epididimo.
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Tabela 1. Numero de ductulos eferentes em diferentes espécies.

Espécie N® de ductulos
Rato 2-20
Camundongo 3-5
Homem 6-15
Touro 10-20
Garanhao 12-23
Jumento 20-33
Burro 16-33
Varrao 14-21
Bode 14-21
Carneiro 8-21
Cao 10-16
Gato 13-18

Fonte: ilio e Hess (1994).

A unido dos DE com o epididimo pode acontecer de duas maneiras: a primeira
ocorre paralelamente de modo que os duactulos se inserem no epididimo
separadamente (como acontece em algumas cobaias e mamiferos, inclusive o
homem) ou em pares (como em mamiferos domésticos). A segunda maneira acontece
através da formacao de funil, em que os DE sofrem anastomose em um Unico ductulo,
caracteristico de roedores e algumas cobaias (Figura 2; Hemeida et al., 1978; flio e
Hess, 1994).

DE
\ oo™
(a) RTE S~
2 A
Cées L=~ .
H Suinos -~ Equinos?
umanos Caprinos quinos
Ovinos
Bovinos
Equinos’

DE

—)\

(b) »: Y"?‘ RT
\-".x. 7
Roedores
Cobaias’ Cobaias?

Figura 2. Representagéo das variagoes de inser¢cao dos ductulos eferentes (DE) no
epididimo. (a) Insergéo paralela em humanos e animais domeésticos e (b) insercao em
formato de funil em roedores e cobaias (Adaptado de Hess, 2002).
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2.2 Caracteristicas microscopicas dos ductulos eferentes

Em sua maioria, os DE sdo separados por tecido conjuntivo frouxo e agrupados
em feixes por tecido conjuntivo denso. Vasos sanguineos e alguns tipos celulares,
como fibroblastos, linfécitos e macréfagos podem estar presentes no espaco
intersticial (Cunningham, 1928). O epitélio dos DE é classificado como simples colunar
ou pseudoestratificado colunar, sendo facilmente distinguivel do epitélio da rede
testicular (simples cubico) e do epididimo (pseudoestratificado colunar com
estereocilios), pois a transicdo entre eles ocorre abruptamente, exceto na espécie
humana em que a transicdo ocorre de forma gradual (Stoffel et al., 1991; llio e Hess,
1994).

O epitélio dos DE € composto por dois tipos celulares: células ciliadas e células
nao ciliadas (ou principais) (Cunningham, 1928; ilio e Hess, 1994). As células ciliadas
séo caracterizadas pela presenca de cilios projetados para o lumen dos DE e posicéo
nuclear préxima ao polo apical das células. Ja as células néo ciliadas sdo as mais
importantes, responsaveis por fungdes absortivas e secretorias dos DE. O nucleo
destas células esta localizado pré6ximo a membrana basal. As células nao ciliadas
sofrem trés tipos de variagdes ao longo dos DE quanto a presenca de vacuolizagdes.
Assim, o Tipo | é caracterizado pela auséncia de granulos ou vacuolos, o Tipo Il pelo
predominio de granulos, e o Tipo Il pelo predominio de vacuolos (Gray et al., 1983).
A presenca dos vacuolos indica maior atividade celular em detrimento daquelas que
nao o possuem ou possuem menor quantidade (Hess, 2018a). De modo geral,
observou-se que quanto mais préximo da rete testis, mais numerosas sao as células
nao ciliadas, enquanto ao se aproximar do epididimo mais abundantes s&o as células

ciliadas, podendo haver variagdes entre espécies (ilio e Hess, 1994).

2.3 Funcoes dos ductulos eferentes

Além de efetuar a conducdo dos espermatozoides do testiculo para o
epididimo, os DE sao responsaveis pela reabsorcdo de fluidos intraluminais,
promovendo a concentragdo espermatica. Além disso, atividades endociticas,
espermiofagicas e secretdrias também foram relatadas nos DE.

A principio, pensava-se que as células ciliadas eram responsaveis somente

pelo transporte espermatico devido a movimentagdo unidirecional dos seus cilios.
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Contudo, foi observado que estes cilios se movimentam aleatoriamente
desempenhando fungdo homogeneizadora do conteudo luminal. Isto contribui para
reabsorcdo do fluido, minimizando ocorréncias de obstrugdo luminal dos DE (ilio e
Hess, 1994; Yuan et al., 2019). Hess (2002) aponta em sua revisao, que o transporte
espermatico através dos DE é mediado por quatro fatores: (1) secregcao continua de
fluido do epitélio seminifero, (2) contracdo mioepitelial do tubulo seminifero, (3)
formacao de um vacuo através da ejaculacao em conjunto com a absorcéao de fluido
pelo epitélio do DE e (4) aumento da pressao intraluminal devido as ramificagbes e
juncdes dos DE. Em contraposicéo, Aprea et al. (2021) verificaram que camundongos
knockout DNAHS (proteina motora axonemal dos DE), apresentaram oligozoospermia
e acumulo de espermatozoides nos DE. Estes dados propéem que o batimento ciliar
dos DE é essencial para a passagem dos espermatozoides para o epididimo, visto
que esse defeito causa dismotilidade nos cilios, mas ndo afeta a ultraestrutura e
motilidade espermatica. Dessa forma, a disfung&o dos cilios dos DE esta inclusa no
espectro da doenca das ciliopatias moéveis, relevante para causas de infertilidade
masculinas.

Ademais, os DE demonstram alta capacidade endocitica, reduzindo cerca de
50-90% das proteinas totais do fluido testicular (Olson e Hinton, 1985; Jones, 1987;
Clulow et al., 1994). Veeramachaneni e Amann (1991) verificaram através da técnica
de eletroforese, a auséncia de algumas bandas de proteinas no segmento inicial do
epididimo, quando comparado com o fluido da rete testis. Estudos conduzidos com
camundongos knockout para AQP1 mostraram infertilidade nestes animais,
evidenciando a importancia da via paracelular e endocitica em manter o equilibrio
osmético e evitar acumulo de fluido intraluminal dos DE (Hess, 2000). Atividades
espermiofagicas também foram descritas tanto em epitélios normais, quanto em
condicdes patoldgicas, como obstrucao epididimaria e presenca de espermatozoides
anormais. Apesar disso, ainda ndo se sabe exatamente quais fatores estdo
relacionados ao potencial espermiofagico dos DE (Orgebin-Crist, 1969; Crabo et al.,
1971; Hoffer e Hamilton, 1975; Arrighi et al., 1994).

Segundo Hess (2018b), a funcdo secretora dos DE ainda € negligenciada.
Contudo, foi observado em mamiferos e aves a presenca de atividade secretéria
apdcrina em células nao ciliadas (Hess, 2018b). Alguns estudos relatam que essas
estruturas apécrinas resultam de artefatos provenientes da técnica de fixacao
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utilizada. Entretanto, diversos estudos empregaram a técnica de fixagao por perfusao
vascular, a fim de minimizar a ocorréncia de artefatos histolégicos, e identificaram
bolhas de secre¢des apdcrinas no citoplasma apical dos DE (Gray et al., 1983; Goyal
e Hrudka, 1980; ilio e Hess, 1994). Além disso, por meio da eletroforese foram
observados o aparecimento de bandas proteicas no fluido do segmento inicial do
epididimo, inexistentes no fluido testicular na rete testis, reforgando a funcao secretora
dos DE (Olson e Hinton, 1985).

2.4 Técnicas de caracterizacao dos ductulos eferentes

A literatura pouco descreve técnicas de dissecacao especificas para os DE em
animais domésticos como bovinos, equinos e suinos, sendo predominante as técnicas
de microdissecacao e corrosao vascular. Em 1978, Hemeida et al. conduziram um
estudo basico morfologico dos DE em varrdes, bodes, carneiros, touros e garanhdes
utilizando a técnica de microdissecacao tridimensional a fim de identificar terminacdes
cegas dos DE. Para tanto, as amostras foram colocadas em acido acético glacial por
24h a temperatura ambiente (20°C) para maceracao do tecido conjuntivo - observou-
se que os DE eram afetados quando o periodo ultrapassava 24h. Em seguida, as
amostras eram submersas em acido acético 50% por um ou dois dias (prolongando-
se o tempo em &cido acético 50% tanto quanto o tecido conjuntivo permanecesse
duro). Depois, os espécimes foram armazenados por tempo ilimitado em geladeira em
conservante isotonico de Klotz. Para microscopia de luz, amostras bovinas foram
fixadas em solucao de Bouin, contudo a metodologia de fixacdo n&o foi descrita.

Stoffel e Friess (1994) aplicaram o método de corrosdo vascular para
caracterizagcdo morfolégica dos DE em varrdes da raga Large White. Desta forma,
dentro de cinco minutos apds a castragao, o polo cranial do testiculo foi cortado e o
parénquima testicular desprezado. Realizou-se a canulagdo da rete testis proxima a
tunica albuginea para perfusdo de solucdo morna de Ringer, acrescida de 1000 Ul
heparina/L e 0,5% de procaina, até que todo o sangue fosse limpo. Em seguida,
perfundiu-se brevemente a mesma solucao gelada e imergiu o 6rgao no gelo para
transporte. Apds cinco horas, uma nova solucao de Ringer contendo metil-metacrilato
de baixa viscosidade foi injetada conforme descrito por Kohler e Leiser (1983),
realizando a polimerizacdo da resina em banho-maria, a 40°C por 30 minutos e

completada a 80°C por quatro horas. Por fim, para a corrosao do tecido, as amostras
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foram submetidas a solugdo de KOH 40% a 60°C por 2 semanas com enxagues
intermitentes em agua destilada.

No mesmo trabalho, Stoffel e Friess realizaram a fixagdo do epididimo por
perfusdo. Para microscopia de luz, Stoffel e Friess canularam um ramo da artéria
epididimal e perfundiram solugédo de Ringer e fixador de Bouin com uma seringa de
20 ml. J& para microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia eletrénica de
transmissao (MET), foi utilizado um aparelho especialmente projetado para trabalhar
com ar comprimido, com pressao abaixo de 250 mbar. Assim, os epididimos foram
perfundidos com 40mL da mesma solucao de Ringer anteriormente descrita ou com
solucdo salina tamponada de Hank (HBSS) com bicarbonato de sodio 75mM.
Imediatamente apos, foi realizada a perfusao do fixador por 15-30 minutos, utilizando
solucao Karnovsky (1% de paraformaldeido e 1,25% de glutaraldeido em tampao
cacodilato 0,1M, pH 7,4) ou glutaraldeido 2,5% (em tamp&o cacodilato 0,1M com
dextrano 40 2% (p/v), pH 7,4), para amostras de tecido para MEV.

Em modelos murinos, a dissecacao dos DE é realizada com o auxilio de pincas
de dissecacdo e lupa estereoscopica, conforme descreveu Heuser et al. (2013).
Primeiramente, o ligamento da cauda do epididimo deve ser incisado, separando
também o corpo do epididimo do testiculo. Em seguida, a gordura que circunda a
cabeca do epididimo deve ser cuidadosamente removida. Entdo os DE sao
dissecados, mantendo sua ligacdo com a rete testis e a cabecga do epididimo, para
evitar que se perca o sentido anatdmico da amostra ao imergi-la no fixador. Para
processamento histoldgico, os DE foram fixados em solugédo de Davidson modificada,

por dois dias.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Analisar aspectos morfolégicos dos DE de ratos, bovinos, equinos e suinos.

3.2 Objetivos especificos

e Descrever os aspectos macroscépicos observados durante a dissecacgao

manual;
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e Analisar aspectos histolégicos dos DE nas espécies citadas, considerando as
regides identificadas.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

O uso experimental dos animais selecionados para a realizacao deste estudo
foi aprovado pela Comissao de Etica de Uso de Animais da Universidade Federal de
Vicosa — CEUA/UFV, através dos protocolos 1064/2021 e 1076/2021, aprovados no
dia 26/04/2021. O critério de sele¢ao para coleta das amostras baseou-se na higidez
e idade a maturidade sexual referente a cada espécie. Desta maneira, as idades
minimas consideradas para individuos sexualmente maduros foram de 76 dias para
ratos (Picut et al., 2016), 15 meses para bovinos (Gregory, 2012), 24 meses para
equinos (Brito et al., 2004) e 7 meses para suinos (Pinto et al., 2011). Todas as
amostras foram processadas no Laboratério de Biologia Estrutural, do Departamento
de Biologia Geral da UFV. No caso dos suinos, o processamento do material ocorreu
no Setor de Melhoramento Genético de Suinos do Departamento de Zootecnia da
UFV, local de onde vieram as amostras suinas utilizadas.

4.1.1 Roedores

Cinco ratos Wistar machos (70 dias de idade; 230-250 g) foram fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Eles foram alojados
individualmente em gaiolas de polipropileno sob fotoperiodo controlado (ciclo
claro/escuro de 12-12 horas) e temperatura (21 °C). Os animais tiveram livre acesso
a racao peletizada e agua potavel. O estudo foi conduzido em estrita conformidade
com as diretrizes éticas do Guia para Cuidado e Uso de Animais de Laboratério. Apds
138 dias de idade, os ratos foram pesados e eutanasiados por anestesia profunda
(cetamina 150 mg kg™ ip. e xilazina 10 mg kg™ ip.) seguida de puncgéo cardiaca. Os
testiculos, DE e epididimos foram removidos, e a fixagdo dos DE ja dissecados foi
realizada por imersao em formalina 10% tamponada com PBS (pH 7,4), por 24 horas.
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4.1.2 Bovinos

Conjuntos de 6rgaos reprodutivos (testiculos, DE e epididimos) foram obtidos
de cinco bovinos mesticos machos (idade acima de 30 meses) provenientes de um
frigorifico comercial localizado em Muriaé — MG. Os testiculos, DE e epididimos foram
fixados usando a técnica da perfusao periférica testicular, seguida de imerséao total.
Para isso, dois frascos acoplados a um equipo macro gotas cada, foram suspensos a
cerca de 1,5 metros de altura da bancada para se obter um bom fluxo da solugéo
durante a perfusdo. Um frasco continha solugéo salina 9% acrescida de 1.000 Ul de
heparina/litro (Stoffel e Friess, 1994) e no outro formalina 10% tamponada com PBS
(pH 7,4). Com o auxilio de um catéter de 22G, canulou-se a maior veia periférica do
testiculo para inicio da perfusdo de solucdo salina 9% e limpeza dos vasos
sanguineos, para facilitar a perfusdo do fixador pelo 6rgdo. O fluxo foi mantido por
cerca de 10 minutos, quando se observou a saida limpida da solugdo pelo plexo
pampiniforme. Em seguida foi iniciada a perfusao da solugao fixadora (formalina 10%
tamponada com PBS, pH 7,4) por aproximadamente 20 minutos. Finalizada a
perfusdo, a amostra foi reduzida por meio da seccéo transversal do polo dorsal
testicular e da cabeca do epididimo, de forma que os DE foram mantidos ligados a
uma pequena porcao testicular e a cabeca do epididimo, para preservar a orientacao
anatdbmica da amostra, a qual foi imersa na solucdo fixadora (formalina 10%
tamponada com PBS, pH 7,4) por 24 horas. ApGs este periodo de imerséo, as
amostras foram armazenadas em 4alcool 70% até sua completa dissecacédo e

processamento histoldgico.

4.1.3 Equinos

Conjuntos de 6rgaos reprodutivos (testiculos, DE e epididimos) foram obtidos
de cinco garanhées manga larga machos (idade entre 5 e 7 anos) provenientes da
rotina clinica-cirurgica do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vigosa e de
médicos veterindrios que atendem particularmente em Vigosa — MG e cidades
vizinhas. Assim, a orquiectomia dos animais foi realizada pelos veterinarios da
propriedade, sendo acompanhada por nossa equipe. Apds a remogao cirargica dos
testiculos, DE e epididimos, procedeu-se o processamento imediato das amostras de

maneira semelhante a realizada com bovinos.
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4.1.4 Suinos

Conjuntos de 6rgaos reprodutivos (testiculos, DE e epididimos) foram obtidos
de cinco suinos das racas Piau e Cruzamento Comercial (idade entre 2 a 5 anos)
provenientes do setor de Melhoramento Genético de Suinos da Universidade Federal
de Vigosa. Estes animais foram submetidos a orquiectomia convencional, realizada
como atividade rotineira de manejo do setor. Portanto, o procedimento cirurgico foi
realizado por veterinario do setor e acompanhado pela nossa equipe. Imediatamente
apdés a remogao cirurgica, o conjunto de 0Orgaos reprodutores masculinos foi

processado, utilizando a mesma técnica descrita para os bovinos e equinos.

4.2 Dissecacao e segmentacao dos ductulos eferentes para processamento
histologico

Em murinos, a dissecacao foi realizada imediatamente ap6s sua obtencao,
segundo a metodologia descrita por Heuser et al. (2013). Resumidamente, o
ligamento da cauda do epididimo foi incisado com auxilio de lamina de bisturi,
permitindo que o corpo do epididimo fosse separado do testiculo. Em seguida o coxim
adiposo que circunda a cabeca do epididimo foi cuidadosamente removido, com
auxilio de pincas de dissecacao e lupa estereoscédpica. Enquanto uma pinca era
mantida no plexo pampiniforme como ponto de apoio para manter a amostra
posicionada, outra pinga era utilizada para remoc¢ao do tecido adiposo. Sempre que
necessario a lupa estereoscopica foi utilizada para auxiliar na delimitacdo e
identificacdo dos DE. Finalizada a dissecacao, os DE foram subdivididos em trés
regides: proximal, média e distal, conforme apresentado na Figura 3A. Na regido
proximal manteve-se parte do testiculo para manter a ligacdo dos DE a rete testis,
preservando a orientacdo anatémica do 6rgao. Com o mesmo intuito, a regiao distal
foi seccionada mantendo parte do segmento inicial do epididimo.

A dissecacao dos DE em bovinos, equinos e suinos foi realizada com o auxilio
de pincas de dissecacgao de ponta romba-romba para remogao do tecido adiposo e da
capsula de tecido conjuntivo. Em seguida, com auxilio de bisturi, foi realizada uma
incisdo longitudinal na tunica que recobre os DE e a cabega do epididimo, removendo-
a completamente pela técnica de divulsdao. Com o auxilio das pincas de dissecagao
de ponta fina e lupa estereoscdpica, iniciou-se a remogado do tecido conjuntivo e
adiposo que envolvem os DE, promovendo sua completa exposigdo. De forma
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semelhante ao que foi feito em murinos, os DE foram segmentados em trés regides,
proximal, média e distal, a fim de facilitar a avaliacdo de toda a extensao do érgao,
conforme evidenciado na Figura 3B, C e D.

Figura 3. Regionalizacdo macroscdpica dos ductulos eferentes (DE) de roedores (A),
bovinos (B), equinos (C) e suinos (D) para processamento histolégico. Os DE foram
subdivididos nas regides proximal (1), média (2) e distal (3), e estao situados entre o
testiculo (T) a esquerda e o epididimo (EP) a direita. Barra: 1 cm.

4.3 Andlises histologicas

As amostras das regides proximal, média e distal foram desidratadas em
banhos de imersdo, de uma hora de duracdo cada, em bateria de alcoois de
concentragdes crescentes (70%, 80%, 90%, 95% e absoluto). Em seguida, estes
fragmentos foram imersos em solucdo de glicol metacrilato (Historesin®, Leica
Microsystems, Nussloch, Alemanha) por duas horas para pré-infiltracdo, sendo
transferidos para uma nova solugdo de glicol metacrilato para infiltracdo, onde
permaneceram por 12 horas. Os fragmentos foram entdo incluidos por adicdo de
catalisador (perdxido de benzoila) a solugao de glicol metacrilato. Cortes transversais
de 3 um de espessura foram obtidos utilizando navalha de vidro, em micrétomo

rotativo (RM2155, Leica Biosystems, Nussoch, Alemanha). A cada dez cortes no
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micrétomo, um foi selecionado para confecgéo da lamina. Os cortes histoldgicos foram
corados com azul de toluidina e posteriormente, montados entre lamina e laminula,

utilizando-se resina de montagem (Entellan®).

4.4 Analises morfométricas e proporcao de células no ductulos eferentes

Imagens digitais dos DE foram obtidas em fotomicroscopio (Olympus BX53,
Tdquio, Japao) e analisadas no Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring,
MD). Em cada regido, foram quantificados o didmetro dos ductulos, didmetro do
limen, altura do epitélio e altura dos cilios em 30 cortes transversais de DE por animal.
Além disso, a distribuigdo relativa dos tipos celulares epiteliais nas trés regides foi
estimada pela contagem de células em diferentes sec¢des por regido. As células foram
contadas em 30 secdes por regido e por animal. O resultado da contagem bruta de
células foi corrigido pela aplicagédo da férmula de Amann (Amann, 1962), conforme
Beu et al. (2009).

4.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos nas avaliagdes quantitativas foram analisados quanto a
sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram submetidos a One-way
ANOVA seguido do teste post hoc de Tukey. As diferengas foram consideradas
significativas quando p 0,05. As analises estatisticas foram realizadas usando
GraphPad Prism (versao 6.0, Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os

resultados estdo expressos como média + desvio padrao (DP).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao dos ductulos eferentes em roedores

Apoés a incisdo do ligamento da cauda do epididimo, iniciou-se a remoc¢ao dos
tecidos conjuntivo frouxo e adiposo localizados na regido proximal dos ductos
epididimarios (DE), que cobriam a regido dos DE e a cabeca do epididimo. A olho nu,
o tecido adiposo se diferenciava dos DE pelo seu aspecto brilhante, translicido e
friavel a tracao, enquanto os DE apresentavam um aspecto opaco e uma consisténcia

firme. Com o auxilio do estereoscoépio, essas caracteristicas foram identificadas com
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maior clareza, facilitando a dissecacdo dos DE. Ap6s a dissecacao, foi possivel
identificar o cbénus na regiao média, bem como a presenga de pequenos vasos
sanguineos superficiais aos DE. A facilidade na aplicacao desta técnica pode ser
atribuida ao tamanho do 6rgao, que estava envolto apenas por um coxim de tecido
adiposo. A coloragcao amarelo-esbranquigada e o aspecto brilhante e fridvel do tecido
adiposo permitiram sua clara distingao dos DE. O maior cuidado durante a dissecagao
foi evitar a compressao dos DE para nao danificar sua estrutura, o que foi facilmente
gerenciado com o uso de pingcas de ponta fina e do estereoscédpio. Essas
caracteristicas descritas também foram relatadas por La et al. (2012), Heuser et al.
(2013) e Hess (2018b).

Na analise histoldgica, observou-se a presenca de adipdcitos uniloculares ao
redor dos DE, principalmente localizados externamente a cipsula de tecido conjuntivo
que circundava o feixe de DE (Figura 4A). A presenca desses adipdcitos sugere um
ambiente metabolicamente ativo ao redor dos DE. A gordura pode fornecer uma fonte
local de energia e estar envolvida na producdo de horménios e outros fatores que
podem influenciar a funcéao dos DE. Por exemplo, € bem estabelecido que a gordura
epididimaria desempenha um papel crucial na espermatogénese, mantendo nichos
metabdlicos e imunoldgicos locais (Chu et al., 2010; Yang et al., 2022). Embora o
impacto da gordura na fisiologia testicular seja amplamente reconhecido, seu papel
na fisiologia epididimaria e nos DE ainda é pouco compreendido. Além disso, o0 espaco
intersticial entre os DE apresentou tecido conjuntivo frouxo, agrupamentos de células
adiposas e vasos sanguineos, sublinhando a importancia de um suporte estrutural e
nutricional adequado para os DE. Também foram observados sucos epiteliais e
projecoes da capsula formada por tecido conjuntivo.

Ao longo de toda a sua extensao (Figura 4B, C e D), os DE apresentaram
epitélio pseudoestratificado colunar ciliado, composto por células principais e células
ciliadas, repousando sobre uma delgada camada de células musculares (Figura 4E,
F e G). As células principais apresentaram nucleo basal de formato ovoide ou esférico
e citoplasma claro com pequenos vacuolos, enquanto as células ciliadas apresentam
nucleo apico-central de formato oval e sdo dotadas de cilios. A presenca desses dois
tipos celulares sugere uma especializacao funcional para a absorgédo e movimentacao
do fluido secretado pelo epitélio germinativo. As células principais, que contém a
maioria das vesiculas e vacuolos, sao responsaveis pela absorcdo do fluido
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proveniente do testiculo. Por outro lado, as células ciliadas provavelmente auxiliam na
movimentagcao e homogeneizagao do fluido e dos espermatozoides ao longo dos DE
(Flickinger et al., 1978).

Neste contexto, em relacéao a proporcao de células, observou-se o predominio
de células principais em ambas as regiées dos DE. No entanto, houve um aumento
gradual na proporcao de células ciliadas ao longo das regiées, com a maior proporgao
observada na regido distal (p < 0,05; Tabela 2). Outros estudos confirmam que as
regides proximais dos DE apresentam uma maior proporcado de células principais,
enquanto as regides distais ttm um aumento na propor¢ao de células ciliadas (Jones
e Jurd, 1987; Wang et al., 1994). Esse padréo pode ser crucial para o transporte,
absorcao e homogeneizacao do fluido e dos espermatozoides através da acao ciliar.
E importante ressaltar que os cilios ndo se movem na mesma dire¢do; sua principal
fungédo parece ser a agitacdo dos fluidos luminais (Klinefelter e Hess, 1998; Talo,
1981). Além disso, granulos foram observados com maior intensidade na regiao
proximal em comparacdo com as outras regides avaliadas (Figura 2E).

Tabela 2. Parametros morfométricos e proporcao de células epiteliais dos ductulos

eferentes (DE) em ratos Wistar.

Parametro Regiao

Proximal Medial Distal
Morfometria dos DE (um)
Diametro dos ductulos 207.4 £+13.872 157.2+27.99* 89.25 + 14.98°
Diametro do lumen 191.2 £12.712 1254 +27.18°  47.40 £ 14.99¢
Altura do epitélio 16.13 +7.922  31.80 +1.92° 41.85 + 1.64°
Altura dos cilios 499 +£0.472 8.09 +1.21b 12.8 £0.83°
Proporgéo de células (%)
Células principais 86.34 +3.042  82.01 +2.84% 78.96 +4.33°
Células ciliadas 13.66 £3.042  17.99 + 2.8220 21.04 +4.33°

Média + DP. Diferentes letras sobrescritas (#°°) na mesma linha indicam diferencas
entre os grupos (p < 0,05) pelo teste post hoc de Tukey (n = 5 ratos).

Na regido proximal, os DE apresentaram maior didmetro e maior didmetro do
limen, além de menor altura do epitélio e dos cilios em comparacdo com as regides
medial e distal (p < 0,05; Tabela 2). Da mesma forma, na regido medial, esses

parametros mostraram resultados estatisticamente semelhantes aos da regido distal
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(p < 0,05; Tabela 2). Em roedores, € comum que os DE proximais sejam retos e
tenham um lumen mais largo do que os encontrados nas regides mais distais,
préximas ao epididimo (Hess, 2018). Isso € particularmente relevante considerando
que a producao de fluido testicular em ratos é estimada entre 30-50 ul h™', com a taxa
de fluxo reduzida para aproximadamente 2 pl h™' no fluido que entra no epididimo
(Clulow et al., 1994; Man et al., 1997). Portanto, grande parte do fluido testicular é
reabsorvida nos DE a medida que os espermatozoides transitam pelos ductos. A maior
parte da reabsor¢ao ocorre nas regides proximais, logo apos a saida da rede testicular
(Hess, 2002). Essas observacdes explicam as variagdes regionais encontradas,
sugerindo uma adaptagao funcional ao longo dos DE. Por exemplo, um maior didmetro
luminal e a maior proporcao de células principais nas regides proximais representam
uma maior area para a reabsorcao do fluido testicular. Além disso, 0 aumento da altura
dos cilios e da proporgao de células ciliadas nas regides distais sugere um papel na
homogeneizacdo do fluido a medida que a concentracdo de espermatozoides
aumenta. Essa fungao pode ser crucial para a reabsorcao consistente de fluido na
interface lumen/célula ndo-ciliada, onde até 90% do fluido € movido através do epitélio
e metabolizado, reciclado ou reabsorvido na vasculatura epididimal em um curto
periodo (Hess, 2015).
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Figura 4. Microscopia dos ductulos eferentes de roedores. Regides proximal (A, B, E), medial (C, F) e distal (D, G), evidenciando:
células ciliadas (CC), células nao ciliadas (CnC), células musculares (CM), adipdcitos (Ad), tecido conjuntivo frouxo (Tcf), tecido
conjuntivo denso ndao modelado (Tcd), vasos sanguineos (Vs), lumen (L), epitélio (Ep). Coloracao: Azul de toluidina.
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5.2 Caracterizacao dos ductulos eferentes em bovinos

A remocgéao da tunica albuginea e a identificagdo dos DE foram extremamente
dificeis devido a forte aderéncia dessas estruturas. Elas apresentavam uma
consisténcia firme e um aspecto esbranquicado, o que impossibilitou a
individualizacdo dos DE por meio da dissecagdo manual. Portanto, os ductos
eferentes foram subdivididos em trés se¢des (Figura 5), e as porg¢des proximal, medial
e distal foram identificadas somente apds a observacao microscopica. Diferente dos
roedores, observou-se nas secoes histoldégicas que os DE estavam agrupados em
feixes por tecido conjuntivo denso (Figura 6A), enquanto o restante do espaco
intersticial era composto por tecido conjuntivo frouxo, contendo vasos sanguineos
(Figura 6B, C e D). Nossa hip6tese é que a dificuldade na dissecagdo se deve a
composigao intersticial observada nos DE desses touros. Esse aspecto fibroso,
notado durante a dissecagéo, nao foi descrito na literatura existente, possivelmente
porque muitos estudos utilizam técnicas de microdissecagcdo quimica. No entanto, as
caracteristicas intersticiais relatadas neste estudo corroboram com a andlise de
Hemeida et al. (1978), que também identificaram a presenca de tecido conjuntivo

denso ao redor dos DE de touros.

Figura 5. Macroscopia dos ductulos eferentes (DE) de bovinos. Testiculo (T); regido
dos DE delimitada pelo circulo, subdividido em seccao 1, seccdo 2, seccao 3, e
encerrando no epididimo (EP). Barra de escala: 1 cm.
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Assim como em roedores, ao longo de toda a sua extensdo, os DE
apresentaram um epitélio pseudoestratificado colunar ciliado, composto por células
principais e células ciliadas. Observamos que esse epitélio repousa sobre uma
delgada camada de células musculares lisas, apoiadas em feixes de tecido conjuntivo
frouxo (Figura 6E, F, G). Assim como observado em roedores, a presenca desses dois
tipos celulares sugere uma especializagado funcional para a absor¢do, secregéo e
movimentacao de fluidos e espermatozoides. Conforme relatado por Alkafafy (2005),
a parede dos ductos bovinos é sustentada por uma fina lamina propria e uma camada
fina de células musculares lisas, e seus lumens contém poucos espermatozoides.
Além disso, a espessura e 0 numero de células musculares lisas aumentam em
direcdo ao epididimo. Achados semelhantes foram relatados na mesma espécie por
Wrobel (1972), onde o tecido conjuntivo intersticial peritubular € descrito como rico em
fibras de tecido conjuntivo e contém mastdécitos relativamente frequentes.

Na regido proximal, ao transpassar a tunica albuginea, a rete testis extra-
testicular da inicio aos DE, como ilustrado na Figura 7A. Essa transicdo é marcada
pela mudanca do epitélio simples cubico da rete testis para o epitélio colunar
pseudoestratificado ciliado dos DE (Figura 7B). As transicoes epiteliais entre os DE e
a rete testis, bem como entre os DE e o epididimo, sdo descritas como abruptas em
varias espécies, podendo ser gradativas apenas em humanos. Além disso, o epitélio
da rete testis pode ser simples pavimentoso ou cubico, dependendo da espécie (Jonté
e Holstein, 1987; Stoffel e Friess, 1994; Hess, 2002; Sousa, 2015). A mudanca do
epitélio simples cubico para o colunar pseudoestratificado ciliado destaca uma zona
de adaptacdo onde os espermatozoides iniciam seu transporte pelo sistema dos
ductos eferentes. Essa mudanca estrutural é critica para o transporte e a modificacao
do fluido seminal nos DE. O epitélio da rete testis é conhecido por sua alta atividade
de endocitose, absorvendo e degradando varias proteinas derivadas do lumen dos
tubulos seminiferos por meio de lisossomos. Algumas dessas proteinas sao produtos
secretores das células de Sertoli, que podem interagir com os espermatozoides
durante sua formacao no testiculo, mas tém importancia funcional limitada a medida
que se dirigem ao epididimo. A rete testis também parece funcionar como uma
estacdo de limpeza para algumas dessas proteinas derivadas do testiculo. Portanto,
embora a passagem através da rete testis possa parecer passiva, ela desempenha
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papéis importantes no ajuste fino do lumen para os espermatozoides a medida que
estes entram nos DE (Hess, 2018).

Ainda na regido proximal, medigbes morfométricas revelaram um menor
didmetro dos ductos, do lumen, bem como menores valores para a altura do epitélio
e a altura dos cilios, em comparagdao com as regides medial e distal (p < 0,05; Tabela
3). Da mesma forma, na regido medial, esses parametros apresentaram valores
menores em comparacao com a regiao distal (p < 0,05; Tabela 3). Nao foram
encontrados estudos descritivos que evidenciem as particularidades morfométricas
dos DE em bovinos. Em humanos, observou-se que as regides proximais dos DE s&o
mais estreitas em didmetro do que as por¢gées mais distais, e ha um aumento do
didmetro em direcdo ao epididimo (Saitoh et al., 1990). Diferentemente da
organizagdo em forma de funil observada em mamiferos menores, como roedores,
onde os DE proximais ou iniciais se fundem para formar um unico ducto comum que
entra na cabeca do epididimo, mamiferos maiores e humanos apresentam uma
formacgao de espirais paralelas. Nesse caso, a maioria dos ductos eferentes proximais
conectados a rete testis tende a permanecer separados, formando varias entradas
distintas para os DE enrolados na cabeca do epididimo (Hess, 2018). Isso pode
explicar a redugdo nos diametros dos ductos e do lumen. No entanto, Hess (2018)
relata que, mesmo em grandes animais, os ductos proximais tém um Iimen mais largo
do que os ductos na regiao distal, préxima ao segmento inicial do epididimo.

Em relacdo aos tipos celulares, ndo foram observadas diferencas nas
proporcdes de células principais e ciliadas entre as regides dos DE (p > 0,05; Tabela
3). No entanto, grénulos foram observados com maior intensidade nas regides medial
e distal (Fig. 6F e G) em comparacao com a regiao proximal (Fig. 6E). A variagdo no
padrao regional sugere que a funcao dos DE se torna mais complexa e ativa a medida
que os espermatozoides avangam para as regides distais. A menor altura do epitélio
e dos cilios na regido proximal pode estar relacionada a uma menor necessidade de
modificacao do fluido testicular logo apds a saida dos espermatozoides dos testiculos,
enquanto a maior altura nas regides medial e distal reflete uma maior atividade de
transporte e modificacdo. Apesar disso, a auséncia de diferencas nas proporgdes de
células principais e ciliadas entre as regides indica uma distribuicao relativamente
uniforme desses tipos celulares ao longo dos DE, sugerindo uma funcionalidade
basica consistente em todas as regioes.
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Tabela 3. Parametros morfométricos e proporcao de células epiteliais dos ductulos

eferentes (DE) em bovinos.

Parametro Regiao
Proximal Medial Distal

Morfometria dos DE (um)

Diametro dos ductulos 105.3 +21.462 203.7 £+24.34>  300.3 + 20.50°
Diametro do lumen 75.87 £21.672 169.1 £24.83° 260.4 +20.80°
Altura do epitélio 29.47 +1.952  34.56 +1.11° 39.92 + 0.94¢
Altura dos cilios 6.72 + 0.222 8.69 + 0.64° 10.98 £ 1.36°
Proporcao de células (%)

Células principais 77.11 £ 3.042 65.73 £ 2.842 66.06 + 4.332
Células ciliadas 22.89 £3.872  34.27 £5.492 33.94 + 7.222

Média + DP. Diferentes letras sobrescritas (t:°) na mesma linha indicam diferencas
entre os grupos (p < 0,05) pelo teste post hoc de Tukey (n = 5 bovinos).

Embora essas hipéteses sejam levantadas com base nas observagoes, nao ha
evidéncias na literatura que sustentem completamente essas suposicdes. Sao
necessarios mais estudos para estabelecer uma relacao clara entre as caracteristicas
morfométricas e as funcionalidades das diferentes regides dos DE em bovinos. Vale
ressaltar que o conhecimento sobre os DE é predominantemente derivado de estudos
realizados em roedores de laboratério, e ha uma lacuna de informag¢des comparaveis

sobre os DE em grandes animais domésticos, como os bovinos.
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Figura 6. Microscopia dos ductulos eferentes (DE) de bovinos. Feixes de DE unidos por tecido conjuntivo denso (TCd; A). Regides proximal
(B, E), medial (C, F) e distal (D,G), evidenciando: células ciliadas (CC), células nao ciliadas (CnC), células musculares (CM), tecido
conjuntivo frouxo (Tcf), vasos sanguineos (Vs), lumen (L), epitélio (Ep). Coloracdo: Azul de toluidina.
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Figura 7. Microscopia dos ductulos eferentes (DE) em bovinos. A) Rete testis (RT)
transpassando a tunica albuginea (linha tracejada), ligando os tubulos seminiferos
(TS) aos ductulos eferentes proximais (DEp). B) RT com epitélio simples cubico
adjacente aos DEp caracterizado pelo epitélio pseudoestratificado colunar ciliado. Em
evidéncia as células ndo ciliadas (retangulo), células ciliadas (seta preta). Coloragéo:
azul de toluidina.

5.3 Caracterizacao dos ductulos eferentes em equinos

Em equinos, ao remover a tdnica albuginea, observou-se a predominancia de
tecido conjuntivo frouxo envolvendo os DE, o que facilitou a individualizacao dos
ductulos desde sua origem até sua insercdo no epididimo, conforme ilustrado na
Figura 8. Além disso, os DE apresentaram coloracdo roseo-amarronzada e
consisténcia macia, contrastando com o epididimo, que tinha coloracao
esbranquicada e consisténcia firme. Amann (1981) descreve, em um exame detalhado
dos testiculos, DE e epididimos de equinos, que os DE se projetam a partir da rete
testis extratesticular e que a cabeca proximal do epididimo contém as extremidades
distais dos DE altamente enrolados. Dentro da cabega do epididimo, os DE se fundem

em um unico ducto, formando o ducto epididimal.
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Figura 8. Macroscopia dos ductulos eferentes (DE) de equinos. Evidencia-se a
individualizagc&o dos DE (circulo tracejado) dissecados desde sua origem no testiculo
(T) até sua insercao no epididimo (EP). Barra: 1 cm.

Em relagdo aos aspectos histologicos, os DE estavam envolvidos por delgadas
camadas de musculo liso e circundados por tecido conjuntivo frouxo. No epididimo
dos equinos, o transito dos espermatozoides através do ducto epididimal ocorre
principalmente por contra¢des peristalticas continuas do musculo liso. O papel
especifico dessas células nos DE ainda néo é totalmente claro. Com base em estudos
de outras espécies, pode-se supor que a delgada camada de células musculares
desempenha um papel contratil no transporte dos espermatozoides ao longo dos DE.
Embora inicialmente se acreditasse que os cilios dos ductos eferentes fossem
responsaveis pelo transporte das células espermaticas para o epididimo, pesquisas
recentes sugerem que a contracdo do musculo liso nos DE auxilia na movimentacao
dos espermatozoides para fora, enquanto os cilios moéveis criam um movimento
giratério do fluido testicular, mantendo as células espermaticas em suspenséo e
prevenindo obstrucdes (Yuan et al., 2019).

O epitélio dos DE foi classificado como pseudoestratificado colunar ciliado.
Assim como nas outras espécies aqui descritas (roedores e bovinos), este epitélio €
composto por células nao ciliadas e por células ciliadas (Fig. 9). A Tabela 4 apresenta
0s resultados dos parametros morfométricos e propor¢cées dos diferentes tipos
celulares dos DE em equinos. Na regido proximal, os DE apresentaram maior
diametro, tanto dos ductos quanto do Ilimen, em comparagdo com as regides medial
e distal (p < 0,05; Tabela 4). Observou-se uma diminui¢cdo gradual desses diametros
ao longo das regides medial e distal, com os menores didmetros encontrados na

regiao distal (p < 0,05; Tabela 4). Nao foram encontradas diferencas significativas na
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altura do epitélio e dos cilios entre as regides proximal, medial e distal (p > 0,05;
Tabela 4). Apesar das semelhancas histologicas observadas nos DE de roedores,
onde os DE séao envoltos por uma almofada de gordura, em mamiferos maiores eles
ocupam uma maior por¢ao do epididimo, especialmente no seguimento inciail, o que
pode explicar a auséncia de diferengas significativas na altura do epitélio e dos cilios
entre as regides dos DE (Yeung et al., 1991; Hess, 2002).

Em relacdo a proporcao celular, as células principais foram predominantes em
ambas as regides, mas observou-se uma maior proporcao de células ciliadas nas
regides medial e distal em comparacdo com a regido proximal (p < 0,05; Tabela 4).
Além disso, a avaliacdo qualitativa revelou uma variagdo na presenca de granulos,
com maior intensidade na regiao proximal em comparag¢ao com as regidoes medial e
distal (Fig. 9). De modo geral, as regides proximais apresentaram uma maior
proporcéo de células nao ciliadas, enquanto as regides mais proximas do epididimo
exibiram um aumento no numero de células ciliadas. A proporcao de células ciliadas
nos DE pode variar consideravelmente entre as espécies e regides ductais, indo de
1:2 a 1:5 (llio e Hess, 1994), e em algumas espécies, as células ciliadas podem
constituir até 80% do epitélio ductal (Hemeida et al., 1978). Embora n&o tenham sido
encontrados estudos especificos sobre a proporcéo de células ciliadas nos DE de
equinos, a maior propor¢ao dessas ceélulas nas regides medial e distal também sugere
um papel na homogeneizacdo do fluido testicular. Isso é consistente com a
observacédo de que a maior concentracdao de espermatozoides nas regides distais é

resultado da reabsorgéo da maior parte do fluido testicular nas regiées proximais.

Tabela 4. Parametros morfométricos e proporcao de células epiteliais dos ductulos

eferentes (DE) em equinos.

Regiao

Parametro :

Proximal Medial Distal
Morfometria dos DE (um)
Diametro dos ductulos 284.3+£31.702 201.9+17.43° 1471 £ 12.35¢
Diametro do limen 250.0 £17.772 163.7 +12.31b 115.6 £9.97¢
Altura do epitélio 34.30 £6.742 38.17 £2.132 31.47 £1.912
Altura dos cilios 6.79 £0.372 10.09 + 1.902 9.58 + 1.542

Proporgéo de células (%)
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Células principais 74.31 £3.832  65.03 £6.08° 65.18 + 5.69°
Células ciliadas 25.69 +3.402  34.97 +6.08° 34.82 +5.69°

Média + DP. Diferentes letras sobrescritas () na mesma linha indicam diferencas
entre os grupos (p < 0,05) pelo teste post hoc de Tukey (n = 5 equinos).
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Figura 9. Microscopia dos ductulos eferentes de equinos. Regides proximal (A, D), medial (B, E) e distal (C, F), evidenciando: células
ciliadas (CC), células néo ciliadas (CnC), células musculares (CM), tecido conjuntivo frouxo (Tcf), vasos sanguineos (Vs), limen (L),
epitélio (Ep). Coloracao: Azul de toluidina.
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5.4 Caracterizacao dos ductulos eferentes em suinos

Apdbs a remocgéo da tunica albuginea, os DE foram encontrados envolvidos por
uma camada densa e espessa de tecido adiposo, com aspecto amarelado, opaco e
textura sebosa. A completa remocao deste tecido permitiu evidenciar a origem
testicular dos DE e sua insercao epididimaria. No entanto, a individualizacao dos
ductulos por meio da dissecagdo mecanica foi impossibilitada devido a fragilidade do
tecido (Figura 10). De acordo com Stoffel e Friess (1994), que realizaram moldes de
corrosao, foram identificados entre 12 e 14 DE, que surgem da rede anastomosada
extratesticular e se conectam ao segmento inicial do epididimo.

Semelhante ao que foi relatado em roedores, bovinos e equinos, os DE
apresentaram epitélio pseudoestratificado colunar com cilios, composto por células
principais e células ciliadas (Figura 11). Imediatamente abaixo do tecido epitelial, uma
espessa camada de musculo liso circundava os DE, enquanto o espaco intersticial era
predominantemente formado por tecido conjuntivo frouxo, com diversos vasos
sanguineos dispersos (Figura 11A). Uma caracteristica notavel dos DE de suinos é a
espessa camada de musculo liso imediatamente abaixo do tecido epitelial, a qual é
significativamente mais desenvolvida em comparagdo com outras espécies
estudadas. Considerando que as contragdes ritmicas do musculo liso sdo um
componente crucial para o transporte de espermatozoides através dos DE (Yuan et
al., 2019), é fundamental compreender quais aspectos da fisiologia dos DE de suinos
explicariam a necessidade de uma camada muscular mais espessa em relacao as
outras espécies.

Na regido proximal e medial, os dutos eferentes (DE) apresentaram um
didmetro maior em comparacao com a regiao distal. Além disso, o diametro do I[imen
nas trés regides mostrou diferengas estatisticas significativas entre elas, sendo o
maior didmetro observado na regido proximal, seguido pelas regides medial e distal
(p < 0,05; Tabela 5). Stoffel e Friess (1994) relatam que a transi¢cao abrupta do epitélio
da rete testis, com formato semelhante a paralelepipedos, para o epitélio ciliado
colunar dos dutos eferentes ocorreu dentro da area de formato irregular da rede
extratesticular. Essa transicdo resultou em um lumen largo e irregular, revestido
completa ou parcialmente pelo epitélio do duto eferente. De fato, os segmentos
proximais dos DE possuem um diametro maior € um curso sinuoso. Assim como

observado em roedores e equinos, a maior parte da reabsorcao ocorre nas regides
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proximais, imediatamente ap0s a saida da rede testicular (Hess, 2002). Alem disso,
nas regides distais, o didmetro do limen foi substancialmente reduzido (Stoffel e
Friess, 1991). A reducao gradual no diametro do Iimen ao longo das regiées pode
refletir a progressiva reabsorcado de fluido e concentracdo de espermatozoides a
medida que se aproximam do epididimo.

Figura 10. Macroscopia dos ductulos eferentes de suinos. Os DE (circulados) estao
situados entre o testiculo (T) e o epididimo (EP). Barra: 1 cm.

A altura do epitélio foi menor na regiao proximal (p < 0,05; Tabela 5), enquanto
entre as regides medial e distal ndo foram observadas diferengas estatisticas (p >
0,05; Tabela 5). Observou-se, além disso, um aumento gradual na altura dos cilios na
direcdo proximal-medial-distal (p < 0,05; Tabela 5). Este padrdo sugere uma
adaptacao funcional, onde cilios mais longos nas regiées mais distais podem auxiliar
no movimento mais eficiente dos espermatozoides e do fluido ao longo dos ductos,
compensando a diminuicdo do diametro do lumen e a alta concentragdo de
espermatozoides. Com relagdo a proporcao de células, predominou a presenca de
células principais em ambas as regides; no entanto, ndo foram observadas diferencas
significativas entre as propor¢des de células principais e ciliadas nas regides proximal,
medial e distal (p > 0,05; Tabela 5). Granulos foram observados em maior intensidade
na regiao proximal em comparacao com as outras regiées avaliadas (Figura 11G). A

presenca mais intensa de granulos na regido proximal pode indicar uma maior
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atividade dessas células nesta parte dos ductos, contribuindo para a modificacdo do
ambiente luminal logo apos a saida dos espermatozoides dos testiculos.

Tabela 5. Parametros morfométricos e proporcao de células epiteliais dos ductulos

eferentes (DE) em suinos.

Parametro Regiao
Proximal Medial Distal

Morfometria dos DE (um)

Diametro dos ductulos 266.5 + 14.072  244.9 +4.962 207.8 £5.31°
Diametro do limen 2446 £8.972 197.7 + 8.66° 153.0 £ 6.53°¢
Altura do epitélio 21.91 £9.322  47.21 +4.37° 54.73 + 4.50°
Altura dos cilios 7.16 £0.712 9.20 £ 0.93° 11.55 £ 0.69°¢
Proporcéao de células (%)

Células principais 71.35 + 3.042 70.39 +7.332 65.19 + 4.552
Células ciliadas 28.65 £3.042  29.61 £7.332 34.81 £4.552

Média + DP. Diferentes letras sobrescritas (#°°) na mesma linha indicam diferencas
entre os grupos (p < 0,05) pelo teste post hoc de Tukey (n = 5 suinos).



42

Figura 11. Microscopia dos ductulos eferentes (DE) de suinos. DE circundados por espessa camada muscular e unidos por tecido
conjuntivo frouxo (TCf; A). Regides proximal (B, E), medial (C, F) e distal (D,G), evidenciando: células ciliadas (CC), células n&o ciliadas
(CnC), células musculares (CM), tecido conjuntivo frouxo (Tcf), vasos sanguineos (Vs), liumen (L), epitélio (Ep). Coloracao: Azul de

toluidina.
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6. CONCLUSAO

Este estudo revelou uma visdo detalhada sobre a morfologia e estrutura dos
DE em roedores, bovinos, equinos e suinos, destacando suas caracteristicas distintas
e especializag¢des funcionais. Nos roedores, a disseccao facilitada pela distincao clara
entre tecido adiposo e DE, bem como a observagédo detalhada com estereoscépio,
permitiu uma caracterizagéo precisa. As observagdes histoldgicas confirmaram que a
estrutura dos DE € altamente especializada, com variagdes regionais significativas na
proporcdo de células principais e ciliadas, refletindo a adaptacao funcional para
absorcao e transporte de fluido e espermatozoides. As caracteristicas morfométricas
dos DE, como diametro e altura dos cilios, mostram uma clara adaptagéo a funcéo de
reabsorcao e transporte, com uma maior proporcao de células ciliadas nas regides
distais, alinhando-se com a literatura existente.

Nos bovinos, a dissecacao revelou um agrupamento denso de DE, o que
dificultou a individualizagdo. Contudo, as caracteristicas histologicas e morfométricas
observadas, como a presenca de tecido conjuntivo denso e a variagdo no diametro
dos ductos e no lumen, corroboram com a literatura, destacando a complexidade da
estrutura dos DE bovinos e a necessidade de mais estudos para compreender as
fungdes especificas dessas variagdes.

Nos equinos, a presenca de tecido conjuntivo frouxo facilitou a dissecacéo, e
os DE foram observados com um padrao morfolégico consistente com o encontrado
em outras espécies, porém com diferencas notaveis em diametro e proporcao celular
ao longo dos ductos. O padrdo observado de aumento da proporcdo de células
ciliadas nas regides mais distais indica um papel importante na homogeneizagdo do
fluido testicular e na movimentacao dos espermatozoides.

Ja em suinos, a espessa camada de gordura e de musculo liso destacam a
complexidade dos DE nesta espécie. As diferencas morfométricas observadas, como
o didmetro maior dos ductos e limen nas regides proximais, bem como a maior altura
dos cilios nas regides mais distais, sugerem uma adaptacao funcional distinta para a
reabsorcao e transporte de espermatozoides. A presenca mais intensa de granulos
na regido proximal pode refletir uma maior atividade celular nesta area.

Em geral, as caracteristicas descritas para os DE refletem adaptacdes
funcionais especificas que permitem o ajuste eficiente das fungbes dos ductos
eferentes para o transporte e modificacdo do fluido testicular. Esses achados
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contribuem para um entendimento mais aprofundado da estrutura e fungéo dos DE,
ressaltando a complexidade e a importancia desses ductos na fisiologia reprodutiva.
Estudos futuros poderdao ampliar o conhecimento sobre as particularidades funcionais
e estruturais dos DE, contribuindo para uma compreensdao mais abrangente da
fisiologia reprodutiva em diferentes contextos. De fato, alteragbes dos DE tém sido
correlacionadas a importantes causas de subfertilidade e infertilidade em machos. No
entanto, 0s mecanismos que regulam sua atividade ainda sao pouco esclarecidos.
Neste sentido, € importante que mais informacbes sobre 0s aspectos microscépicos
e funcionais, como ultraestrutura das células e presenga de receptores para
horménios esteroides, dos DE nas diferentes espécies sejam investigadas para

auxiliar na conducao de estudos mais avancados.
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