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ABSTRACT.- Capalbo A.C,, Cruz C., De Oliveira ES., Sasahara T.H.C,, Leal L.M., Simdes L.S,,
Miglino M.A. & Machado M.R.F. 2016. [Histochemical analysis of the accessory glands of
male paca (Cuniculus paca).] Andlise histoquimica das glandulas anexas do aparelho re-
produtor do macho de paca (Cuniculus paca). Pesquisa Veterindria Brasileira 36(10):1009-
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s/n, Jaboticabal, SP 14884-900, Brazil. E-mail: marcia.machado@gmail.com

Paca is a wild rodent typical of the tropical region. In order to study this species with
focus on the proper management and preservation, this study aims to characterize the his-
tochemistry of the accessory glands of the reproductive tract of the male paca. For this
purpose, histological sections were stained with Periodic Acid-Schiff (PAS), Alcian Blue
(AB), PAS + AB e PAS + Amilase. In the histochemical reaction of the bulbouretral gland was
found that the epithelium produces secretion rich in neutral and acid glycoproteins, glyco-
saminoglycans, and in some regions produces more than one type of secretion. The epithe-
lium did not contain any glycogen. In the vesicular gland the epithelium had bush border
stained by neutral glycoproteins, but no acid glycoproteins, glycogen or glycosaminoglycan.
The coagulating gland showed small amount of neutral glycoproteins in the brush border
of the epithelium, without glycogen. It is concludes that the accessory glands of paca have
histochemical characteristics that share some similarity with other species of the Order
Rodentia, with some glands with neutral and acid glycoproteins, mainly in the epithelium
of the bulbouretral gland and in the brush border of the other glands.

INDEX TERMS: Cuniculus paca, male paca, histochemistry, accessory glands, Alcian blue, hystrico-

morph, Periodic Acid-Schiff, rodent, reproduction system.

RESUMO.- A paca (Cuniculus paca) é um roedor tipico de
regides tropicais. Com a finalidade de estudar esta espé-
cie selvagem para manejo adequado e sua preservagao,
objetivou-se neste trabalho caracterizar a histoquimica das
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glandulas anexas do trato reprodutor do macho da paca.
Para este fim, cortes histolégicos dessas glandulas foram
submetidas as reacdes histoquimicas com Acido Periédico
de Schiff (PAS), Alcian blue (AB), PAS. + AB. e PAS + Amila-
se. Na glandula bulbouretral foi constatado que o epitélio
produz secrecdo rica em glicoproteinas neutras e acidas,
glicosaminoglicanas, e em algumas regides produz mais
de um tipo de secrecdo. Nao foi observada a presenga de
glicogénio no epitélio. Na glandula vesicular, seu epitélio
em borda em escova corou-se por glicoproteinas neutras e
também por substdncia de composi¢do desconhecida, ndo
contendo glicoproteinas acidas, glicogénio ou glicosamino-
glicanas. Verificou-se presenca de pequena quantidade de
glicoproteinas acidas e neutras na préstata, em especial na
mucosa, além de glicoproteinas acidas carboxiladas e sul-
fatadas em pequena quantidade no tecido conjuntivo da
lamina prépria dessa glandula. Por fim, a glandula coagu-
ladora apresentou pequena quantidade de glicoproteinas
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neutras na borda em escova de seu epitélio e substancia
de composicdo desconhecida, sendo ausente o glicogénio.
Conclui-se que as glandulas anexas do trato reprodutor da
paca apresentam caracteristicas histoquimicas que com-
partilham certa similaridade com outras espécies da or-
dem Rodentia, com a presenca de glicoproteinas neutras
e 4cidas em algumas glandulas, principalmente no epitélio
da glandula bulbouretal e na borda em escova do epitélio
das demais glandulas.

TERMOS DE INDEXACAO: Cuniculus paca, paca macho, histoqui-
mica, glandulas accessoririas, Acido periédico de Schiff, Alcian
blue, histricomorfo, roedor, sistema reprodutor.

INTRODUCAO

Os roedores sdo animais amplamente utilizados em estu-
dos experimentais biomédicos, genéticos e principalmen-
te reprodutivos (Vasquez & Del Sol 2010). Assim, estudos
sobre as caracteristicas morfoldgicas das glandulas anexas
do trato reprodutor masculino de roedores sao amplos na
literatura (Cooper & Schiller 1975, Toma & Buzzell 1988,
Mollineau et al. 2009, Chaves et al. 2010, Menezes et al.
2010, Rodrigues et al. 2013). Na paca as glandulas anexas
do trato reprodutor masculino compdem-se dos seguintes
pares glandulares: vesicular, coaguladora, préstata e bul-
bouretral (Borges et al. 2014). O ejaculado é constituido,
nao sé dos espermatozéides, mas em sua maior parte, pelo
fluido produzido nas glandulas acessoérias masculinas; este
material atua no transporte e nutricdo dos espermatozoi-
des, age também no trato genital feminino, neutralizando o
excesso de acidez deste local (Hafez, 2004).

0 conhecimento gerado a partir deste estudo, inerente ao
detalhamento das caracteristicas das estruturas do sistema
reprodutor da paca, certamente podera ser aplicado no pla-
nejamento e estruturacdo dos mecanismos de preservagio
dessa espécie, estabelecendo padroes de referéncia de sua
biologia reprodutiva. Assim, objetivou-se na presente pes-
quisa caracterizar microscopicamente as glandulas anexas
do trato reprodutor do macho da paca adulta (glandulas bul-

bouretral, coaguladora, vesicular e préstata), com énfase as
células epiteliais, mediante a analise histoquimica destas es-
truturas, para a analise da intensidade e das caracteristicas
das glicoproteinas neutras e acidas (sulfatadas e carboxila-
das) e do glicogénio, caso estejam presentes nessas células.

MATERIAL E METODOS

Para arealizacdo desta pesquisa foram usadas quatro pacas (Cuni-
culus paca) machos adultos cuja metodologia foi aprovada pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ci-
éncias Agrérias e Veterinarias (FCAV-Unesp), Jaboticabal-SP, de
acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (Co-
bea) sob o nimero de protocolo 017754 /13.

Os animais pertenciam ao Setor de Animais Silvestres do De-
partamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Vete-
rinarias da Unesp-Jaboticabal. A eutanasia foi realizada mediante
sedacdo prévia com meperidina (3mg/kg) associada a midazolan
(1mg/kg) pela via intramuscular, anestesia geral com quetamina
(25mg/kg) e xilazina (0,5mg/kg) também pela via intramuscular,
e por fim injegdo intracardiaca de cloreto de potassio 19,1%, dose-
-efeito, até a parada cardiorrespiratéria (Leal et al. 2014)

Para a descri¢do histoquimica das glandulas acessérias do
trato genital masculino da paca, fragmentos desses 6rgdo foram
fixados em solucdo de formol 10% tamponado, por 24 horas.
Apés a fixagdo, estes fragmentos foram processados de acordo
com as técnicas de rotina histolégica (Tolosa et al. 2003). Estes
cortes foram submetidos as seguintes reacdes histoquimicas: PAS
(Acido Periédico de Schiff), Alcian blue (AB) pH 0,5 e pH 2,5 para
a diferenciacdo das mucinas neutras (glicogénio) e acidas (muco
substancias sulfatadas e carboxiladas) (Behmer etal. 1976), PAS +
A.B. e PAS + Amilase. Finalmente, a fotodocumentacgao foi realiza-
da em fotomicroscépio Olympus BX-50 com a utilizacdo de filme
Fuji film Fujicolor ASA100.

RESULTADOS

Os resultados das reagdes histoquimicas nos tecidos das
glandulas genitais acessérias do macho de paca para Acido
Periédico de Schiff (PAS), Alcian Blue (AB), Acido Periédico
de Schiff e Alcian Blue (PAS+AB) e Acido Periédico de Schi-
ff e Amilase (PAS+Amilase) estdo descritos no Quadro 1 e

Quadro 1. Reagdes histoquimicas das glandulas anexas do trato reprodutor
masculino na paca

PAS AB PAS+AB PAS + Amilase

Glandula bulbouretral
Tecido conjuntivo + -
Camada muscular + -
Epitélio glandular +++ ++ ++ +++
Glandula vesicular
Tecido conjuntivo + - +
Camada muscular + - +
Epitélio glandular - + +

(borda em escova +) (borda em escova ++)
Préstata
Tecido conjuntivo ++ + - 4
Camada muscular - -
Epitélio glandular (borda em escova ++) (borda em escova +) +++
Glandula coaguladora
Tecido conjuntivo + - 4+
Camada muscular - - +
Epitélio glandular (borda em escova +) (borda em escova +) ++

(borda em escova+)

Intensidade da reagdo: + fraco, ++ moderado, +++ intenso, - Reagdo negativa.
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podem ser observados nas Figuras 1 a 5. A tabela mostra
ainda que, apesar de algumas glandulas apresentarem rea-
¢Oes negativa, em alguns casos, a regido luminal do epitélio,
denominada de borda em escova, mostrou-se corada com
intensidade diferente, dependendo da glandula.

e : i / / : 2R

Fig.1. (A) Glandula bulbouretral de paca. Os 4cinos coram-se em
rosa forte (asterisco) na reacdo de PAS, obj.20x. (B) Na rea-
¢do PAS+amilase, os acinos se coram em rosa forte pelo PAS
(asterisco), indicando a presenca de glicoproteinas neutras e
auséncia de glicogénio nas células, e a camada muscular exter-
na ndo reage (seta). Obj.20x. (C) Porcdo secretora da glandula
corada em azul celeste pela reacdo de AB pH 2,5 (asterisco).
0bj.20x. (D) Reagdo PAS+AB, mostrando que a regido dos
acinos se cora em rosa (seta vazada), azul (losango) e roxo
(seta), mas a camada muscular externa nao reage (asterisco).
Obj.20x.

<

Fig.2. (A) Glandula vesicular da paca; a camada muscular (losan-
g0) mostrou-se pouco reativa ao PAS, mas na lamina prépria
(asterisco) e na borda em escova das células epiteliais (cabeca
de seta) foi possivel observar a coloragdo rosa forte. Obj.20x.
(B) Na coloragdo com AB ndo houve reagdo nos tecidos mus-
cular (asterisco), conjuntivo ou epitelial (seta). Obj.10x. (C) Na
reacdo PAS+AB houve reacdo positiva fraca do epitélio, que se
corou em roxo claro (seta), mostrando que as células possuem
no seu citoplasma substancias com afinidade por esse conju-
gado. Obj.20x. (D) Na reagdo PAS+ amilase a reacgdo foi positi-
va em todas as camadas, sendo mais acentuada na borda em
escova do epitélio glandular (setas). Obj.20x.

do s et TUE N S
Fig.3. (A) Préstata da paca; a reagdo ao PAS foi positiva no tecido
conjuntivo da lamina prépria (asterisco) e na borda em escova
das células epiteliais (seta). Obj.40x. (B) Nos septos a reacdo
ao PAS foi negativa (asterisco). Obj.40x. (C) Aspecto panora-
mico da regido da mucosa, onde é possivel observar a lamina
prépria corada em rosa mais evidente (setas). PAS, obj.20x.

G R AaRe

Fig.4. (A) Prostata da paca; na coloragdo AB pH 2,5 observa-se
que o resultado é positivo fraco na lamina prépria, que se cora
em azul (seta). Obj.20x. (B) Na reacdo PAS+AB a borda em es-
cova das células epiteliais apresentou resultado positivo. As
demais camadas ndo reagiram; na luz da glandula é possivel
observar o produto de secrecdo corado em rosa (asterisco).
0bj.10x. (C) Na coloragdo PAS+amilase a reagdo foi positivo
forte no epitélio (cabeca de seta), positivo médio no tecido
conjuntivo da lamina prépria e capsula (seta) e negativo no
tecido muscular. Obj.20x.

DISCUSSAO

No presente experimento comprovou-se que a glandula
bulbouretral da paca, por reagir fortemente ao PA.S. no
epitélio glandular, secreta glicoproteinas neutras que nao
o glicogénio, pois na reagdo PAS+ amilase o epitélio corou-
-se fortemente. A reagdo positiva para AB no epitélio da
glandula significa que também ha glicoproteinas acidas ou
glicosaminoglicanas na secrecdo. O epitélio também foi re-
ativo para PAS+AB indicando que ha reacdo a substancia
formada pelo conjugado dessas duas colora¢des. Em outro
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Fig.5. (A) Glandula coaguladora da paca; na reagdo ao PAS a borda
em escova do epitélio (setas) e alamina prépria reagiram com
baixa intensidade. Obj.20x. (B) Na coloragido AB pH 2,5 apenas
o tecido conjuntivo da ldmina prépria reagiu (cor azulada).
0Dbj.20x. (C) Na reacdo de PAS+AB apenas a borda das célu-
las epiteliais reagiu com baixa intensidade. Nota-se na figura
o produto de secre¢do na luz da glandula (asterisco). Obj.10x.
(D) Na coloragdo PAS+amilase é possivel observar que o te-
cido conjuntivo reage fortemente (setas), enquanto o epitélio
reage de forma positiva, porém com menor intensidade. A ca-
mada muscular apresenta reagdo positivo fraco (asterisco).
Obj.20x.

roedor, a viscacha (Lagostomus maximus maximus) esta
glandula nao apresentou reatividade para PAS e AB (Cha-
ves etal. 2010).

A histoquimica da glandula vesicular do coelho (Orycto-
lagus Cuniculus), da cobaia (Cavia porcellus) e da viscacha
revelou negatividade para PAS (Del Sol & Vasquez 2002,
Chaves et al, 2010, Vasquez & Del Sol 2010), semelhante ao
descrito nesse trabalho na paca onde os tecidos, muscular
e conjuntivo, coraram-se fracamente por PAS e o epitélio
apresentou reacdo negativa, exceto na borda em escova.
No coelho houve reagdo positiva para glicoproteinas acidas
ndo sulfatadas e em menor intensidade para glicoproteinas
acidas sulfatadas tanto no extremo apical do epitélio glan-
dular quanto no interior das glandulas. A positividade das
glicoproteinas acidas foi maior na parte cranial, destacan-
do-se que a reagdo ndo era homogénea em todo o epitélio
glandular, existindo, portanto, zonas negativas (Del Sol &
Vasquez 2002,). Na cobaia, a regido apical das células dos
ductos excretores apresentou positividade para glicogénio,
mucina neutra e acida, sulfatados e ndo sulfatados (Vasquez
& Del Sol 2010). Na paca, a reacdo para glicoproteinas aci-
das sulfatadas foi negativa em todas as regides da glandula.
No conjugado PAS+AB o epitélio apresentou resultado po-
sitivo fraco, indicando que estas células possuem afinidade
pelo complexo formado por estes corantes. Na reagdo PAS
+ Amilase todas as camadas apresentam resultado positivo
fraco, sendo mais evidente nas bordas em escova do epi-
télio e fraca nas outras camadas, ou seja, nas regides mais
coradas por esta reacdo ha presenca de carboidratos, mas
ndo de glicogénio.

Estudos histoquimicos mostraram que a prostata do fer-
ret (Mustela putorius furo) contém uma grande quantidade
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de mucina-sialidase-1abil, assim como fosfatases acidas e
pequenas quantidades de fosfatase alcalina e proteinas (Ja-
cob & Poddar 1986). Chow et al. (1993) observaram que no
hamster (Mesocricetus auratus) o complexo prostatico se-
creta substancia rica em zinco (principalmente a glandula
coaguladora). Em cobaia, a reacdo ao PAS foi negativa para
as células e secrecdes da prostata, porém positiva nos duc-
tos excretores (Vasquez & Del Sol 2010). As células da zona
periférica da prostata de viscacha foi fracamente positiva
para PA.S e negativa para as células da zona central. A secre-
¢do de ambas as regides foi positiva para PAS e negativa para
AB (Chaves et al. 2010). Na paca, a reacdo ao PAS foi positivo
fraco no tecido conjuntivo e na borda em escova das células
epiteliais, enquanto na reacao PAS+ amilase o epitélio rea-
giu fortemente, o tecido conjuntivo da cipsula e da lamina
prépria apresentaram reagao positiva de média intensidade
e a camada muscular ndo reagiu, mostrando a presenca de
pequena quantidade de glicoproteinas acidas e neutras na
glandula, em especial na mucosa (epitélio). Na reagdo com
o AB a lamina prdépria reagiu com fraca intensidade, o que
mostra a presenga de glicoproteinas acidas carboxiladas e
sulfatadas nessa camada. No conjugado PAS+AB a borda em
escova do epitélio reagiu fracamente, mostrando afinidade
pelo complexo formado pelos corantes.

Nas reacgoes histoquimicas, ao PAS, a glandula coagula-
dora apresentou reagdo positiva fraca na borda em escova
do epitélio e na lamina prépria da mucosa, sendo negati-
va nas demais camadas, e a reacdo PAS + amilase o tecido
conjuntivo da lamina prépria reagiu fortemente e o epitélio
reagiu com menor intensidade, indicando a presenca de
glicoproteinas neutras nas regides positivas. Na viscacha, o
epitélio da glandula coaguladora foi negativo ao PA.S, mas
a secrecao foi fortemente positiva (Chaves et al. 2010). Na
coloracdo A.B. apenas a lamina propria reagiu, indicando
a presenca de glicoproteinas acidas carboxiladas e sulfata-
das nesta camada. Na viscacha, no entanto, tanto o epitélio
quanto a secrecdo foram negativas para AB (Chaves et al.
2010). No conjugado PAS+AB apenas a borda em escova do
epitélio reagiu, mostrando maior afinidade pelo complexo
formado por estes corantes.

CONCLUSAO

As glandulas anexas do trato reprodutor da paca apresen-
tam caracteristicas histoquimicas que compartilham certa
similaridade com outras espécies da Ordem Rodentia, com
a presenca de glicoproteinas neutras e acidas em algumas
glandulas, principalmente no epitélio da glandula bulboure-
tal e na borda em escova do epitélio das demais glandulas.
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