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ORGANIZACAO HISTOLOGICA DA GLANDULA DE CHEIRO DO CATETO
(Pecari tajacu, LINNAEUS 1758) E A INFLUENCIA DA TESTOSTERONA NA
MANUTENCAO DE SUA ESTRUTURA.

AZEVEDO, B.K.G.Organizacdo histolégica da glandula de cheiro do cateto (Pecari
tajacu, LINNAEUS 1758) e a influéncia da testosterona na manutenc¢ao de sua estrutura.
2015. 91p. Dissertagéo (Mestrado em Ciéncia Animal: Morfisiologia e Biotecnologia Animal)
— Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2015.

RESUMO: O cateto (Pecari tajacu) pertence a familia Tayassuidae, possuem quatro digitos
no membro toracico e trés no membro pélvico, apresentam um focinho alongado e uma cauda
curta; se destacam por possuir uma glandula odorifera no dorso, que secreta continuamente
um liquido esbranquicado. Tal secrecdo pode ser considerada um sinal quimico. Sinais
quimicos de acdo intra-especificos sdo denominados feromonios, agindo na fisiologia e
desenvolvimento dos individuos ou diretamente em seu comportamento. Em varias espécies
de mamiferos, a funcdo do desenvolvimento da glandula de cheiro é regulada por horménios
gonadais. O objetivo desse trabalho foi descrever a morfologia da glandula de cheiro e avaliar
se sua estrutura € influenciada pela testosterona. Para isso foram utilizados doze catetos
machos provenientes do Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido e dividido em quatro grupos de trés animais: grupo | (catetos
recém-nascidos), grupo Il (catetos adultos intactos), grupo Ill (catetos adultos castrados),
grupo IV (catetos adultos castrados e tratados com testosterona). Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com o Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (n° 26/2013). Os catetos foram sacrificados, as glandulas de
cheiro foram dissecadas e as dimensGes de comprimento e largura foram mensuradas.
Posteriormente fragmentos das glandulas foram submetidos ao processamento histologico,
foram realizadas analises histomorfométricas, bem como se avaliou a atividade proliferativa
das células glandulares através do método de contagem de regifes organizadoras de nucléolo
argirofilicas. A glandula de cheiro era oval e exibia no centro um ducto principal. Duas
regibes eram nitidas e diferenciavam-se pela coloracdo. A porc¢éo cranial era clara (glandula
sebacea) e a porcdo caudal era escura (glandula sudoripara). A glandula de cheiro de animais
recém-nascidos apresentou diferencas histoldgicas quando comparado a glandula de animais
adultos e apds a castracdo a glandula sofreu um processo de involucdo que pode ser
parcialmente revertido com a reposicdo hormonal. A porcao sebacea da glandula de cheiro foi
a mais afetada pela castracdo. Os resultados dos dados histomorfométricos e da contagem de
AgNORs mostraram que a por¢do sebacea da glandula de cheiro do cateto esta sobre forte
influéncia da testosterona, uma vez que a diminuicdo dos niveis de testosterona no sangue
decorrentes da castracdo, geraram diminuicdo da atividade proliferativa e alteracdes
significativas em suas unidades secretoras.

Palavras-Chave: Tayassuidae; Dependéncia hormonal; AgNOR.



HISTOLOGICAL ORGANIZATION OF THE SCENT GLAND OF THE COLLARED
PECCARY (Pecari tajacu, LINNAEUS 1758) AND THE INFLUENCE OF
TESTOSTERONE IN MAINTAINING ITS STRUCTURE

AZEVEDO, B.K.G. Histological organization of the scent gland of the collared peccary
(Pecari tajacu, LINNAEUS 1758) and the influence of testosterone in maintaining its
structure. 2015. 91p. Dissertation (Master’s degree in Animal Science: Morphophysiology
and Animal Biotechnology) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA),
Mossord-RN, 2015.

ABSTRACT: The collared peccary (Pecari tajacu) belongs to the family Tayassuidae, have
four digits on the forelimb and three in the pelvic limb, presents elongated snout and a short
tail; stands out for having an odoriferous gland on the back that continuously secretes a
whitish liquid. This secretion can be considered a chemical signal. Chemical signals intra-
specific action are called pheromones acting in physiology and development of individuals or
directly in their behavior. In several mammalian species, the function of the scent gland
development is regulated by gonadal hormones. This study’s objective was to describe the
morphology of scent gland and assess if its structure is influenced by testosterone. For this we
used twelve collared peccary from the Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres of the
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, divided into groups: group | (newborns peccary),
group Il (adult collared peccaries), group Il (adult castrated collared peccaries), group 1V
(castrated collared peccaries and treated with testosterone). All the procedures used were
approved by the UFERSA’s Ethics in Animals Use Commission (process number: 26/2013).
The collared peccary were sacrificed, the scent glands were dissected and the length and
width dimensions were measured. Posteriorly glands fragments were subjected to histological
processing, histomorphometric analyzes were performed, the proliferative kinetics of
glandular cells were also evaluated through the AQNORs count method. The peccaries had a
scent gland with oval shape and showed in the center a central duct. Two regions were distinct
and differentiated by the color. The cranial portion was clear (sebaceous glands) and the
caudal portion was dark (sweat gland). The newborn animal scent gland showed histological
differences when compared to adult animal’s glands and after castration the gland underwent
a process of involution which can be partially reversed with hormone replacement. The
sebaceous portion of the scent gland was the most affected by castration. The results of
histomorphometric data and AGNOR count showed that the sebaceous portion of the collared
peccary scent gland is under strong influence of testosterone, since the decrease in
testosterone levels in the blood resulting from castration, generated low proliferative activity
and changes significant in their secretory units.

Keywords: Tayassuidae; Hormonal dependence; AgNOR.
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1 CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

A comunicacdo por sinal quimico é uma das formas mais utilizadas entre as espécies
como forma de interagdo. Dentre os sinais quimicos liberados por mamiferos, enviar
poderosas mensagens com efeitos que modulam o comportamento pode ser de grande
importancia social (PONMANICKAM, 2010). Os sinais quimicos que geram comunicacdo
entre organismos sdo chamados semioquimicos. Se provocarem comunicacgdo entre individuos
de espécies diferentes sdo denominados aleloquimicos; se a comunicacao for entre individuos
da mesma espécie sdo chamados feroménios (MCCLINTOCK, 2002).

Feromonios de mamiferos estdo envolvidos em comportamentos reprodutivos, como a
atracdo sexual (REKWOT et al., 2001;. ACHIRAMAN; ARCHUNAN, 2002), interface com
a puberdade, ciclo estral e gravidez (DOMINIC, 1991; ARCHUNAN, 2009) bem como, com
comportamentos  sociais, tais como marcacdo territorial (PODDAR-SARKAR,;
BRAHMACHARY, 1999), interacdo entre mée e seu filhote (BROUETTE-LAHLOU et al.,
1999) e iniciacdo de agressao (THOMSON et al., 2007). As principais fontes de liberacdo de
feromdnios sdo as secrecdes das glandulas odoriferas (MYKYTOWYCZ, 1972; JOHNSTON,
1990), urina (JEMIOLO et al., 1987; HURST, 1990) e fezes (SANKAR; ARCHUNAN,
2008).

O cateto (Pecari tajacu) apresenta uma glandula odorifera no dorso, que secreta
continuamente um liquido esbranquicado (WALLACH; BOEVER, 1983). Tal secrecdo pode
ser considerada um sinal quimico (EPLING, 1956; NOGUEIRA-FILHO, 1999). Estes sinais
quimicos das glandulas odoriferas sdo produzidos na pele pelas glandulas apdcrinas

(SCHUMMER et al., 1981) e/ou pelas glandulas sebaceas especializadas (GOODRICH;
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MYKYTOWYCZ, 1972). Em varias espécies de mamiferos, a funcdo e o desenvolvimento
das glandulas odoriferas podem ser regulados por hormdnios gonadais em ambos 0S Sex0s
(BALAKRISHNAN; ALEXANDER, 1985; FERKIN; JOHNSTON, 1993).

Dessa forma este trabalho teve por objetivo especular o desenvolvimento e a regulacao
da atividade secretora da glandula de cheiro de catetos machos através da influéncia da
testosterona, descrevendo sua morfologia e avaliando se sua estrutura é influenciada por esse
hormdnio. O referido conhecimento é importante visto que as secrecdes emitidas pelas
glandulas de cheiro dos catetos podem ser de grande importancia econdmica, nomeadamente
no controle reprodutivo, uma vez que feromdnios estdo envolvidos com padrbes
comportamentais e sdo capazes de influenciar a atividade gonadal. Além do que, estudos
morfologicos e histologicos da glandula de cheiro desses animais sd@o fundamentais para

facilitar o entendimento da fisiologia reprodutiva e interagdo social entre esses animais.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 O cateto
O cateto (Pecari tajacu, LINNAEUS, 1758) é uma espécie exclusiva das Américas,

que pode ser encontrado em todo o continente americano do Novo México, nos Estados
Unidos da América e no norte da Argentina. Esta espécie (Fig. 1) pertence ao reino Animalia,
filo Chordata, classe Mammalia, ordem dos Artiodactilos, subordem Suiforme e familia

Tayassuidae (SOWLS, 1997).

Figura 1 — Imagem do cateto (Pecari tajacu). Fonte: Bruna (2014) — arquivo pessoal.

O cateto caracteriza-se por possuir uma pelagem escura, castanho-cinza, sendo mais
escura nos membros e ao longo de sua crista dorsal, com uma faixa esbranquicada que
atravessa o peito de ombro a ombro (GROVES; GRUBB, 1993). Apresentam quatro digitos
no membro toracico e trés no membro pélvico, olhos e orelhas pequenas, cauda muito curta e
membros proporcionalmente delgados em contraste ao corpo robusto (ORR, 1986). Esses

animais sdo altamente sociais e cooperativos, vivendo constantemente unidos em manadas; as
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fémeas mostram certo grau de filopatria e em seus grupos existem altas taxas de parentesco. O
grau de parentesco nesses animais é importante uma vez que, parentes sdo mais proximos e
apresentam interacbes amigaveis e menos agonistas (BIONDO, 2014).

Esses animais sdo semelhantes aos porcos domesticos e aos javalis, mas ndo séo
porcos (COSTA et al., 2004). Vérias caracteristicas anatbmicas os tornam diferentes, tais
como: uma cauda muito curta, 0 0sso da perna fundido ao do pé que resulta em trés digitos na
pata posterior, a auséncia de vesicula biliar e a presenca de um estdmago
compartimentalizado em estémago glandular, bolsa gastrica e dois sacos cegos (GROVES;
GRUBB, 1993).

A anatomia do palato do cateto tem um arranjo tipico semelhante ao observado em
outros mamiferos, apresentando principalmente uma Unica papila incisiva, uma serie de rugas
e um actimulo de tecido linfoide no palato mole (TEOFILO et al.,2013).

Uma caracteristica marcante nessa espécie € a presenca de uma glandula de cheiro
localizada dorsalmente a uma distancia de aproximadamente 15 a 20 cm da base de seu rabo.
A glandula de cheiro emite um odor forte, que é usado em funcdes sociais (HANNON et
al.,1991). Este orgdo produz secrecOes odoriferas com fungdes de demarcacao de territério,
reconhecimento social e manutencdo da proximidade de grupo (BYERS; BEKOFFE, 1981).
A secrecdo emitida pela glandula de cheiro do cateto pode ser considerada um sinal quimico
(EPLING, 1956; NOGUEIRA-FILHO, 1999). Estes sinais quimicos das glandulas odoriferas
sdo produzidos na pele pelas glandulas apocrinas (SCHUMMER et al.,1981) e/ou pelas
glandulas sebaceas especializadas (GOODRICH; MYKYTOWYCZ, 1972).

No Brasil, Pecari tajacu, vem sendo amplamente criado em cativeiro devido a
exploracdo econdmica da sua carne e couro. A carne desses animais € de excelente perfil

lipidico devido a presenca de quantidades consideraveis de acido linoléico e quantidades de
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colesterol menores do que as encontradas em carnes de outras espécies (LOPES et al., 2007).

Além do que, seu couro é usado em confec¢des de artigos de luxo (RAMOS et al., 2009).

1.2.2 Glandulas da pele
1.2.2.1 Glandula sebécea

As glandulas sebaceas estdo na derme em todo o tegumento, exceto nas palmas das
maos e plantas dos pés. A secrecdo eliminada pelas glandulas sebéceas, chamada sebo, é uma
mistura de lipideos compreendendo triglicerideos e colesterol. Elas apresentam uma estrutura
lobular formada por acinos e sua atividade secretora € muito pequena até a puberdade, uma
vez que sofre influéncia de horménios sexuais (FAWCETT, 1995).

Como componente crucial da unidade pilossebacea, a glandula sebécea esta ligada a
zona juncional do foliculo piloso. Esta regido encontra-se abaixo do infundibulo folicular e
acima da regido do bulbo e do istmo do foliculo piloso. A camada basal da glandula ¢
composta por células proliferativas que sdo contiguas com a camada mais externa do foliculo
piloso. No interior da glandula existem sebdcitos cheios de lipideos e queratindcitos
especializados. A lise destas células resulta na liberacdo de lipideos distintos ou sebo, através
de um canal especializado na superficie da pele (NIEMANN; HORSLEY, 2012).

A continua producédo de sebo e regeneracdo da glandula sebacea requer reposicdo de
sebdcitos por células indiferenciadas da camada basal proliferativa. As células das linhagens
epiteliais sdo constantemente renovadas ao longo da vida e sdo sustentadas por divisdo celular
dos queratindcitos basais. Estas células basais estdo cercadas por uma membrana basal que
separa o epitélio do tecido dérmico vizinho (THODY; SHUSTER, 1989).

Devido ao fato da glandula sebacea apresentar secrecdo holdcrina, os sebocitos

sofrem estagios de maturacdo em locais distintos (Figura 2). Ao lado da Unica camada de
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queratindcitos basais da camada periférica, segue a zona de maturagdo. Como 0s sebocitos se
tornam mais maduro e acumulam progressivamente lipideos, eles sdo empurrados do centro
da estrutura glandular para a zona de necrose. Nessa regido, sebocitos totalmente maduros tém
nacleos picndticos, indicando de que eles estdo prestes a se degenerar (NIEMANN;

HORSLEY, 2012).

iderm S i
Epiderme célula lisada

nucleo picnotico
a0 zona de degeneracgao
LAY
o 2 &
0B zona de maturagao
®C
)

Foliculo piloso \ 15 camada periférica

Figura 2. llustracdo esquematica da glandula sebacea, associada ao foliculo piloso, mostrando os diferentes
estagios de diferenciacdo dos sebdcitos. Fonte: Adaptado de NIEMANN E HORSLEY (2012).

A complexidade da estrutura do epitélio da pele é gerada durante o desenvolvimento,
quando a superficie da ectoderme se torna restrita as linhagens epidérmicas. Uma unica
camada de células epidérmicas comeca a proliferar e se diferenciar para estratificar e formar a
epiderme interfolicular. Células mesengquimais especializadas também se desenvolvem sob a
epiderme. O desenvolvimento da unidade pilossebacea comeca com a geracdo do
compartimento folicular quando as células progenitoras comecam a crescer para dentro do
mesénguima para gerar todas as linhagens das células do foliculo piloso. Com base em varios
critérios morfoldgicos, o processo de formacdo da unidade pilossebacea tem sido classificado

em oito fases distintas (PAUS et al., 1999; MILLAR, 2002). Os sebocitos comecam a
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aparecer do estagio 5 da morfogénese do foliculo piloso e no estagio 6 os sebdcitos formam as
glandulas sebaceas (PAUS et al., 1999).

Nos estagios iniciais da morfogénese do foliculo piloso, as células expressam 0s
genes Sox9 e Lrigl. Experimento de rastreio de linhagem genética verificando o destino de
células que expressam o Sox9 no inicio do desenvolvimento do foliculo piloso, tem
demonstrado que essas células podem gerar células do foliculo piloso e células das glandulas
sebaceas. Além disso, a ablacdo do gene Sox9 resulta na auséncia de glandulas sebaceas
(NOWAK et al., 2008).

Como precede a morfogénese do foliculo piloso, tdo cedo Sox9+, Lrigl+ e células
progenitoras geram distintos agrupamentos de células estaminais imediatamente antes dos
primeiros sebocitos emergirem. As células que expressam 0 gene Sox9 sdo separada de
células que expressam Lrigl+ e sdo confinadas a regido do bojo do foliculo piloso (Figura 3).
No entanto, as células que expressam o gene Lrigl permanecem na parte superior do foliculo

piloso onde sebocitos maduros estdo prestes a surgir (FRANCES; NIEMANN, 2012).

Estagio 2 Estagio 5 Foliculo piloso adulto

RS N, — »':|Epiderme
\f@_, Infundibulo [ -
: @)
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células tronco

® Célulatronco Sox9+

@® (Célulatronco Lrigl+
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Foliculo piloso

Papila dérmica

Figura 3. Modelo descrevendo compartimentos de células-tronco que contribuem para morfogénese do foliculo

piloso e da glandula sebdcea. No inicio, células progenitoras comuns geram células-tronco localizadas em
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compartimentos distintos do foliculo piloso na pele de um adulto. Fonte: Adaptado de NIEMANN E HORSLEY
(2012).
1.2.2.2 Glandula sudoripara écrina

A funcdo principal das glandulas sudoriparas écrinas é produzir o suor que serve para
diminuir a temperatura do corpo quando esta quente. Esta estrutura possui secre¢cdo merocrina
e ndo desemboca em foliculos pilosos, mas sim diretamente na superficie da epiderme. A
glandula écrina é formada por partes distintas: uma por¢do secretora tubular, um ducto de

reabsorcdo e um ducto intra-epidérmico (Figura 4) (SAGA, 2002).

Glandula sudoripara madura

Ducto intra-epidérmico

Ducto sudoriparo

)

Célula basal

Glandula sudoripara
Célula suprabasal

8>
45 ’ T \ - -
3 C///?‘:\\[z// Ducto secretério
5 3 7
s ;

Célula luminal

== Célula mioepitelial

Figura 4. Morfologia da glandula sudoripara écrina. A figura ilustra as partes distintas da glandula sudoripara
écrina, mostrando o ducto intra-epidérmico, o ducto sudoriparo e a por¢ao secretora enovelada. Fonte: Adaptado
de LU E FUCHS (2014).

O suor, secretados pelas glandulas écrinas, é uma solucdo diluida de eletrolitos que
contém principalmente cloreto de sddio (NaC1), potassio (K), e bicarbonato (HCO3). Além
disso, ele contém compostos inorganicos, tais como lactato, uréia, amoniaco, aminoacidos e
varias proteinas. Os eletrdlitos presentes no suor primario sdo reabsorvidos no ducto para
gerar um fluido hipotdnico antes de ser liberado para a superficie da pele (SATO, 1989).

Os tubulos secretores sao compostos por trés tipos de células: células escuras, claras

(secretoras) e mioepiteliais. A célula clara dos tubulos secretores é caracterizada pela presenca
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de invaginagdes da membrana basal (o sitio de Na - K ATPase), vilosidades na membrana,
canaliculos intercelular que se abre dentro do lumen e mitocondrias abundantes localizados
perto da membrana basolateral, o que indica que a célula clara esta envolvido na secrecdo
ativa de eletrélitos e dgua. A célula clara também tem receptores para neurotransmissores
colinérgicos e adrenérgicos (SAGA, 2002).

A atividade das glandulas sudoriparas ecrinas € intermitente e provavelmente ciclica.
Depende da inervacdo ortossimpatica e responde a um determinado tipo de mediacdo
fisiolégica colinérgica (receptores muscarinicos para acetilcolina). Assim, atropina pode inibi-
la. Além disso, os nervos periglandulares contém grandes quantidades de ATP e
neurotransmissores, tais como o peptideo intestinal vasoativo, o peptideo natriurético atrial e

0 peptideo relacionado com o gene da calcitonina (PIERARD et al., 2014).

1.2.2.3 Glandula sudoripara apocrina

As glandulas sudoriparas apocrinas estdo localizadas na derme e hipoderme, elas se
originam do epitélio dos foliculos pilosos como um brotamento epitelial que se desenvolve
em uma glandula. Seus dutos penetram o foliculo logo acima da entrada do ducto sebaceo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2010). Essa glandula é a mais frequentemente encontrada em
mamiferos domésticos. Sua secrecdo ligeiramente alcalina de carater viscoso, aquoso e sem
cheiro, adquire um odor desagradavel e caracteristico devido a presenca de bactérias na pele,
determinando o odor caracteristico nos individuos. O produto de secrecdo dessa glandula
contétm uma mistura complexa de proteinas, lipideos, esteroides, agua e eletrolitos
(GARTNER, 2011).

Glandulas sudoriparas apdcrinas sdo maiores do que as glandulas sudoriparas

écrinas. Elas sdo constituidas por unidades secretoras e por ductos. A porcdo secretora
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apresenta um lumen grande e é formada por uma camada simples de células cubicas a
colunares, que podem se tornar pavimentosas, caso a luz da glandula seja preenchida por
secrecdo. Células mioepiteliais circundam a porcdo secretora das glandulas sudoriparas
apocrinas e vdo auxiliar na expulsao do produto de secre¢do para o ducto das glandulas. As
membranas das células secretoras mostram microvilosidades apicais e pequenas vesiculas séo
observadas dentro do citoplasma (SAGA, 2002).

Glandulas ap6crinas ja estdo presentes no nascimento, mas tornam-se totalmente
ativas durante a puberdade (SATO, 1989). O funcionamento das glandulas apdcrinas inicia
sob a influéncia dos androgénios, tendo pouco efeito na termorregulacdo. Elas séo ativadas
por fibras nervosas simpaticas durante eventos de dor e estresse. Como sua ativacdo aumenta
na estimulacdo sexual, e elas aumentam e diminuem durante o ciclo menstrual feminino,
acredita-se que sejam os equivalentes humanos das glandulas sexuais odoriferas de outros
animais (MARIEB; KATJA, 2009).

O fato do nome dado as glandulas sudoriparas apocrinas, € explicado pelo seu tipo de
secrecdo. Pensava-se que seu produto de secrecdo continha porcéo do citoplasma das celulas
secretoras. Entretanto, a microscopia eletrénica mostrou evidéncias de que nenhuma porcéao
das células secretoras € eliminada, por isso a forma é merécrina. No entanto, a glandula ainda

mantém o nome original (GARTNER, 2011).

1.2.3 Glandulas especiais na pele
1.2.3.1 Glandulas ceruminosas

A pele que reveste 0 meato acustico externo € continua com a da auricula, e em sua
parte mais profunda, contém foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas apdcrinas

modificadas denominadas glandulas ceruminosas. As secrecGes de ambos 0s tipos de
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glandulas contribuem para a formagdo do cerume, de tonalidade amarelada. As glandulas
ceruminosas sdo glandulas tubulares altamente ramificadas, enoveladas, que apresentam
células secretoras cubicas no revestimento do limen glandular e uma camada mais profunda
de células mioepiteliais (OVALLE; NAHIRNEY, 2011). O citoplasma das células secretoras
contém corpos residuais e granulos de pigmento. Os ductos excretores das glandulas abrem-se
diretamente sobre a superficie da pele ou no canal de um foliculo piloso. O cerume, rico em
lipideos, tem propriedades hidrofébicas e acidas para a protegdo contra patdgenos e infecgdes.
Ele também contém lisozima, uma enzima bactericida (OVALLE; NAHIRNEY, 2011).
1.2.3.2 Glandula lacrimal

A glandula lacrimal fica na fossa lacrimal, situada na regido supero-lateral da orbita.
Esta € uma glandula serosa, acinosa composta, que se assemelha a glandula parétida. Celulas
mioepiteliais envolvem totalmente os &cinos secretores. O fluido lacrimal é composto
principalmente por agua. Esse liquido esteril, que contém lisozima, é um fluido antibacteriano
(GARTNER, 2011).
1.2.3.3 Glandula prepucial

As glandulas sudoriparas apocrinas e sebaceas no interior do prepdcio produzem
secrecdes que se combinam com células descamadas para formar a substancia friavel
conhecidas como esmegma. Sua secre¢do confere ao macho seu odor caracteristico (DYCE,

2010).

1.2.4 Inervacdo da pele
A pele é o maior 6rgdo sensorial do corpo. A derme apresenta um rico suprimento
nervoso, como: uma complexa rede de nervos sensitivos e inervacao simpatica eferente dos

pelos; fasciculos nervosos abundantes, contendo fibras nervosas mielinicas e amielinicas, que
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formam extensos plexos subpapilares na derme. As fibras nervosas que entram na epiderme
perdem suas bainhas de mielina e terminam por entre as células epidérmicas como
terminacdes nervosas livres ou intimamente associadas as células de Merkel, que atuam como
receptores tateis. Localizados nas papilas dérmicas, os corplsculos de Meissner sdo
mecanorreceptores que medeiam o tato. Ja 0s receptores para pressdo profunda, os
corpusculos de Pacini, sdo encapsulados, maiores, situados em regides mais profundas da

derme e do tecido subcutaneo (OVALLE, 2011).

1.2.5 Feromonios
1.2.5.1 Caracterizacao dos feroménios

Sinais sdo definidos como caracteristicas comportamentais, fisiologicas e
morfologicas formadas ou mantidas por selecdo natural. Estudos comportamentais entre
animais da mesma espécie sdo estabelecidos principalmente devido ao modo como estes se
comunicam, aos sinais quimicos emitidos e a maneira de captar e interpretar esses sinais
quimicos (OTTE, 1974).

A comunicacdo quimica envolve a producdo e liberacdo de sinais quimicos
especificos pelo emissor e a deteccdo e processamento olfativo desse sinal, com uma resposta
comportamental apropriada, pelo receptor (MCCLINTOCK, 2002).

Feromdnios sdo sinais intercelulares, inodoros e invisiveis, que permitem que 0s
animais da mesma espécie se comuniquem com outros membros por uma linguagem que nao
envolve sons ou sinais visuais, mas sim odores quimicos que eles mesmos liberam para o
meio ambiente (SOLOMONS; FRYHLE, 2004). De acordo com sua natureza e efeitos, eles
sdo divididos em varios grupos. Sdo chamados liberadores quando geram em poucos minutos

alteracdes no sistema nervoso, desencadeando efeitos imediatos no comportamento do
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receptor, tais como 0S que promovem o comportamento de acasalamento, atracdo sexual ou
agressdo entre machos. Os feromoOnios preparadores estimulam mudangas em eventos
fisiolégicos e neuroenddcrinos que produzem efeitos mais duradouros no comportamento
(MCCLINTOCK, 2002), tais como aqueles que resultam na secrecdo de hormdnios,
influenciando a ovulacdo ou a maturagdo de espermatozdides.

Em peculiar, prever-se que feromonios preparadores provocam a secre¢do do
hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH) a partir do hipotdlamo, que por sua vez
desencadeia a liberacdo do horménio luteinizante (LH) e do horménio foliculo estimulante
(FSH) pela glandula pituitaria (GRAMMER et. al., 2005). O LH em sinergia com o FSH
estimula o crescimento folicular normal e ovulagdo em fémeas. O FSH, nos machos, atua nas
células germinativas dos tubulos seminiferos do testiculo e é responsavel pelo estimulo a
espermatogénese, ja o LH controla a producdo e estimula a secrecdo de testosterona
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008). Por ultimo, feromonios sinalizadores sdo sinais
quimicos que fornecem uma variedade de informagdes para o individuo receptor, tais como: o

sexo do emissor, status reprodutivo, idade e estado de dominancia (SEMWAL, 2013).

1.2.5.2 Producéo de feromdnios

Feromdnios de mamiferos sdo liberados principalmente por secre¢es produzidas
pelas glandulas cutaneas, urina (JEMIOLO et. al., 1987; HURST, 1990) e fezes (SANKAR,;
ARCHUNAN, 2008). Estas fontes de feromdnios contem misturas de produtos naturais que
variam com a espécie, sexo, idade e estado enddcrino. As misturas de feroménios podem ser
bastante complexas, por exemplo, camundongos machos ndo liberam uma Gnica substancia
feromonal para mostrar sinais de masculinidade, mas sim lancam um coquetel de compostos

volateis e peptideos androgeno-dependentes (LIBERLES, 2013).
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Numerosos compostos volateis que sdo liberados na urina, supostamente regulam a
fisiologia reprodutiva, atracdo por cheiro e comportamentos de agressdao. Em ratos os
compostos feromonais ativos tém sido largamente identificados como substancias volateis que
tendem a se ligar a proteinas excretadas na urina. A bexiga urinaria e o conteido da glandula
prepucial sdo atualmente conhecidos como fontes significativas de feromonios. Os
feromonios liberados na urina de ratos que foram identificados até agora, pertencem a classes
quimicamente distintas, como o 2,3-dehidro-exo-brevicomina, 2,5-dimetilpirazina, 2-
heptanona, 6-hidroxi-6-metil-3-heptanona, 2-sec-butil-4,5-di-hidrotiazole, a-farneseno ¢ [-
farneseno. O 2-heptanona é um produto metabolico bastante comum, no entanto 6-hidroxi-6-
metil-3-heptanona e 2,3-dehidro-exo-brevicomina sdo odorantes estruturalmente incomuns
(NOVOTNY, 2003).

A maior parte da comunicacdo quimica em mamiferos é realizada por glandulas
odoriferas, essas glandulas compreendem os principais meios de producdo de feroménios
entre os animais. As glandulas odoriferas tém sido extensivamente estudadas em diversas
ordens de mamiferos com base em sua localizagcdo no corpo. Uma Unica espécie animal pode
apresentar uma diversidade variada de glandulas. Os ratos, por exemplo, apresentam varias
glandulas tegumentares, tais como: prepucial, glandulas no rosto, axila e flanco
(PONMANICKAM et. al., 2010). O cateto (Pecari tajacu) apresenta uma glandula de cheiro
na regido dorsal de seu corpo (SOWLS, 1997). As cabras apresentam em sua pele a glandula
corneal, localizada na regido caudo medial na base do corno; a glandula subcaudal, localizada
ventralmente na base da cauda; a glandula mental, situada no centro da regido intermandibular
e a glandula prepucial, localizada proximo do orificio prepucial abaixo da camada interna do
prepucio (VAN LANCKER et al., 2005). Coelhos selvagens apresentam pelo menos trés

glandulas na pele, a glandula submandibular situada sob o queixo, a glandula inguinal na
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virilha e a glandula anal em volta da parte terminal do reto (MYKYTOWYCZ; GOODRICH,
1974). Os seres humanos possuem glandulas na base dos foliculos pilosos, especialmente nas
axilas e regido genital (SEMWAL et. al., 2013). Os sinais quimicos liberados por essas
glandulas odoriferas sdo produzidos principalmente por dois tipos de glandulas cutaneas, as
glandula sebéceas que se desenvolvem em associacdo aos foliculos pilosos e as glandulas

sudoriparas (apdcrinas ou merocrinas) (EBLING, 1972).

1.2.5.3 Deteccdao de feroménio

Os animais apresentam certos comportamentos em resposta a feromdnios, 0s quais
podem ter acdo a partir de uma unica molécula ou a partir de uma mistura de varios produtos
quimicos. Neurbnios sensoriais localizados nos tecidos olfativos expressam diferentes
quimiorreceptores que sdo capazes de detectar os feromonios. Os axonios desses neurénios
projetam-se para regibes do bulbo olfatério e estimulam diferentes circuitos limbicos

(LIBERLES, 2013).

Feromdnios de mamiferos sdo detectados pelo sistema olfativo, que consiste em
varias subestruturas sensoriais, incluindo o epitélio olfatério principal, érgdo vomeronasal,

ganglio Griineberg e 6rgdo septal (LIBERLES, 2013).

O epitélio olfatorio principal contém milhdes de neurdnios sensoriais que detectam
odores no ar e feroménios, 0s quais entram na cavidade nasal, através das narinas. Ele
desempenha um papel importante na comunicacdo feromonal, uma vez que 0s neur6nios
presentes nesse epitélio detectam feromoénios de mamiferos e outros produtos naturais com
alta afinidade, incluindo componentes volateis na urina, esteroides e aminas biogénicas
(SPEHR et al., 2006; LIBERLES; BUCK, 2006; KELLER et al., 2007). Perda de sinalizacéao

do epitélio olfatorio principal por ablacdo genética de moléculas olfativas sinalizadoras ou por
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interrupgdo cirlrgica prejudica comportamentos que incluem o acasalamento, luta e fuga de

predador (MANDIYAN et al., 2005; WANG et al., 2006; WEISS et al., 2011).

O o6rgdo vomeronasal é um 6&rgdo sensorial que é encontrado na maioria dos
mamiferos e desempenha um papel importante na deteccéo de feromdnios. Ele esta localizado
acima do palato duro em ambos 0s septos nasal e é revestido com células receptoras cujos
axbnios projetam-se no bulbo olfatério acessério, que captam e enviam sinais para o
hipotdlamo (TIRINDELLI et al, 1998). A arquitetura do O&rgdo vomeronasal €
particularmente propicia para a deteccdo de macromoléculas soliveis em &gua, tais como
proteinas e esteroides sulfatados, que sdo transmitidos durante o estimulo direto no contato

animal (LUO et al., 2003).

O ganglio Grineberg é composto por neurdnios ciliados que residem na regido
anterior do nariz, esses neurbnios detectam odores e expressam receptores olfatorios
(FLEISCHER; BREER, 2010). O orgdo septal € uma fina camada de neurbnios sensoriais
ciliados localizados no septo nasal ventral, e se assemelham aos neurénios do epitélio olfativo

principal (MA et al., 2003).

O sistema vomeronasal tem sido o principal foco para a pesquisa de feromdnios, no
entanto, em alguns mamiferos os feromdnios podem ser detectados pelo epitélio olfativo
principal, como por exemplo, o feromdnio androsterona em javali continua a induzir lordose,
posicdo sexual favordvel a copula em porcas fémeas, quando o 6rgdo vomeronasal é
blogueado (DORRIES et al., 1997), o que demonstra ser detectado pelo sistema olfativo
principal. O comportamento de amamentacdo das crias de coelho é provocado pelo feroménio

2-metil-but-2-enal e remocdo do 6rgdo vomeronasal ndo tem qualquer efeito sobre esse
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comportamento, enquanto remogéo do sistema olfativo principal elimina-o completamente

(HUDSON; DISTEL, 1986).

1.2.5.4 Efeito do feromdnio no comportamento animal

Vaérios estudos tém sido feitos para demonstrar um nimero de efeitos confirmados de
feromonios sobre animais. O efeito “Lee-boot” descreveu a influéncia do ambiente social
sobre ciclos reprodutivos; nesse estudo ratas fémeas foram colocadas em uma mesma gaiola e
foi observado gque acontecem sincronia e prolongamento do ciclo estral entre elas (GRAMER
et al., 2005).

O "efeito Whitten™ mostrou que ratas fémeas exibindo um ciclo estral prolongado e
alojadas juntas, quando foram expostas a introducdo de ratos machos em seu meio, ovularam
ao mesmo tempo dentro de trés ou quatro dias ap0s a exposicdo aos odores do macho
(SANTOS, 2002).

O "efeito de Bruce" mostrou o0 bloqueio de gestacdo quando fémeas recém-
inseminadas foram expostas aos odores de machos que ndo eram seus companheiros originais.
Nesse estudo foi observado que ocorreu mais aborto do que era esperado ao acaso e dentro de
trés a seis dias apds o aborto, ocorreu acasalamento com os machos desconhecidos. Gestantes
de camundongos que foram expostas a odores de machos conhecidos, ndo apresentam
gestacdo alterada e a inclusdo de machos castrados e juvenis ndo alterou a gestacdo (BRUCE,
1959).

No reflexo de Flehmen, o macho faz 0 movimento de estender a cabeca e o0 pescoco,
contrair as narinas, elevar e curvar o labio superior. Esse reflexo € realizado para facilitar a
introducdo de particulas, como os feroménios, contidas na urina das fémeas no meio exterior

para 0 6rgdo vomeronasal nos machos. Este comportamento, normalmente ocorre apds o
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macho ter cheirado a urina da fémea. As cheiradas e o reflexo de Flehmen permitem a
identificacdo pelo macho, do estado fisiologico da fémea (LADEWIG et al.,1980). E
finalmente, um efeito bastante citado na literatura é o “Vandenburgh”, onde afirmou que ratas
fémeas jovens (com 20 dias apds o desmame) expostas a odores de ratos adultos machos
entram na puberdade precocemente, quando comparadas com fémeas da mesma idade que nao
foram expostas a tais odores (VANDENBERGH, 1983). Esse fendmeno deve ter sido
ocasionado através da liberacdo de feromoénios masculinos estimulando a puberdade,
provavelmente através da liberagdo do horménio luteinizante (LH), que estimula o

crescimento folicular fazendo com que as ratas fémeas estejam aptas a acasalar mais cedo.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 GERAL
Descrever a macroscopia e microscopia da glandula de cheiro do cateto (Pecari

tajacu) e analisar o efeito da castracdo sobre sua estrutura.

1.3.2 ESPECIFICOS

Descrever a morfologia externa e caracterizar a organizacado histolégica da glandula de
cheiro dos catetos, por meio da microscopia de luz;

Verificar as variagdes morfologicas, morfométricas e histomorfométricas da glandula
de cheiro dos catetos causados pela deple¢éo de testosterona;

Analisar a atividade proliferativa da glandula de cheiro dos catetos por meio da

contagem de AgNOR;
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2 CAPITULO 2 - A ORGANIZACAO HISTOLOGICA DA GLANDULA DE
CHEIRO DO CATETO (Pecari tajacu) E SUA RELACAO COM A TESTOSTERONA.

The histological organization collared peccary scent gland (Pecari tajacu) and its relationship
with testosterone

Bruna Kaline Gorgonio de Azevedo; Mychel Raony Paiva Teixeira Morais; Liana Falcao

Lima; Stefferson Lucas Mendes Lima; José Domingues Fontenele-Neto
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A organizacdo histolégica da glandula de cheiro do cateto (Pecari tajacu) e sua relagdo com a

testosterona.

2.1 RESUMO

O cateto (Pecari tajacu) pertence a familia Tayassuidae e destaca-se por apresentar uma
glandula de cheiro na regido dorsal de seu corpo, que libera continuamente uma secrecao
branca. O objetivo desse trabalho foi descrever a morfologia da glandula de cheiro e avaliar se
sua estrutura é influenciada pela testosterona. Para isso foram utilizados doze catetos machos
divididos em quatro grupos de trés animais: grupo | (catetos recém-nascidos), grupo Il
(catetos adultos), grupo I11 (catetos adultos castrados), grupo IV (catetos adultos castrados e
tratados com testosterona). Os catetos foram sacrificados, as glandulas de cheiro foram
dissecadas e as dimensdes de comprimento e largura foram mensuradas. Posteriormente
fragmentos das glandulas foram submetidos ao processamento histoldgico, foram realizadas
analises histomorfométricas, bem como se avaliou a atividade proliferativa das células
glandulares através do metodo de contagem de regides organizadoras de nucléolo
argirofilicas. A glandula de cheiro era oval e exibia no centro um ducto central. Duas regifes
eram nitidas e diferenciavam-se pela coloracdo. A porcédo cranial era clara (glandula sebacea)
e a porcdo caudal era escura (glandula sudoripara). A glandula de cheiro de animais recém-
nascidos apresentou diferencas histoldgicas quando comparado a glandula de animais adultos
e apos a castracdo a glandula sofreu um processo de involugdo que pode ser parcialmente
revertido com a reposicdao hormonal. A porcdo sebacea da glandula de cheiro foi a mais

afetada pela castracéo.

Palavras-chave: Tayassuidae; Dependéncia hormonal; AgNOR.
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2.2 INTRODUCAO

A familia Tayassuidae, pertence a Ordem Artiodactyla sendo representada por trés
géneros e trés espécies: Pecari tajacu, Tayassu pecari e Catagonus wagneri (GROVES;
GRUBB, 1993; GONGORA; MORAN, 2005). Os catetos sao os ungulados mais amplamente
distribuidos, habitam desde o sudoeste dos Estados Unidos passando pela América Central,
América do Sul até o Norte da Argentina. Os machos adultos pesam entre 21 a 35 kg e as
fémeas adultas entre 21 a 33 kg (BODMER et al., 1997). Eles vivem em grupos variando
entre 1 a 20 individuos, dentro dos quais exibem dominancia hierarquica, onde o macho
dominante é o maior e mais pesado (HELLGREN et al. 1989).

Os catetos se reproduzem durante todo o ano, ndo existe época ideal para a copula e
nascimento de filhotes. O inicio da vida reprodutiva de ambos 0s sexos ocorre por volta dos 8
aos 16 meses de idade. O tamanho da ninhada varia de um a quatro filhotes, com desmame
em torno de dois meses apos o parto (GARCIA et al., 2009).

Esses animais apresentam uma glandula de cheiro localizada proximo a base de sua
cauda, responsavel por manter a comunicacdo entre esses individuos. As secrecdes liberadas
pela glandula de cheiro estdo relacionadas com a marcacao territorial, comunicacao social,
reconhecimento do individuo e manutencdo da proximidade do grupo, sendo captadas pelo
olfato (BISSONETTE, 1982). Tem sido descrito uma variedade de funcGes para as secre¢des
liberadas pelas glandulas localizadas na pele, acredita-se que glandulas secretorias associadas
com os Orgdos genitais, liberam compostos que influenciam o comportamento reprodutivo,
enquanto aquelas localizadas em regiGes ventrais, dorsais, cabeca e flanco secretam
compostos relacionados a comportamentos territoriais e outros associados com status social
(THOMPSOM et al., 2007; BURGENER et al., 2009; ACHIRAMAN, et al. 2011;

CEACERO et al., 2014).
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Os principais componentes volateis liberados nas secre¢6es da glandula de cheiro de
catetos em ambos os sexos séo geranilgeraniol e esqualeno (WATERHOUSE, 1996), estes
compostos podem possivelmente atuar como feromdnios. Em varias espécies de mamiferos, a
funcdo do desenvolvimento de glandulas odoriferas é regulada por hormdnios gonadais
(WALES; EBLING, 1971; IWATA et al., 2000; PONMANICKAM et al. 2010). Dessa forma,
0 objetivo desse trabalho é verificar a morfologia da glandula de cheiro do cateto (Pecari

tajacu) e a influéncia da testosterona na sua organizacdo histoldgica.
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2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Animais

Neste experimento, foram utilizados doze catetos machos, provenientes do Centro de
Multiplicacdo de Animais Silvestres (CEMAS) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossor6-RN, registrado junto ao IBAMA como criadouro cientifico sob o
nimero 1478912. Esses foram mantidos com comida e agua ad libitum. Os animais foram
divididos em quatro grupos de trés animais: grupo I, recém-nascidos (10 dias de idade); grupo
I1, adultos intactos; grupo 11, adultos castrados e grupo 1V, adultos castrados e tratados com
testosterona. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no

Uso de Animais (nimero do processo: 26/2013) da UFERSA.

2.3.2 Castracao

Os animais do grupo Il e 1V foram privados de alimentos e agua, durante 18 e 12
horas, respectivamente, e submetidos a anestesia geral induzida por administracdo
intramuscular de cloridrato de tiletamina e cloridrato de zolazepam (2,2 mg/kg em partes
iguais), em seguida os animais foram submetidos a técnica de orquiectomia (SANTOS et al.,

1999). Apos o procedimento cirdrgico os animais foram mantidos vivos por 30 dias.

2.3.3 Reposicdo hormonal

Os catetos do grupo IV, apés castrados, tiveram um repouso de 10 dias. Logo em
seguida os animais foram tratados com Durateston (Schering-Plough) administrado por via
intramuscular a uma dose de 125 mg/cateto a cada trés semanas, durante o periodo de 45 dias.

Ap0s o tratamento os catetos foram sacrificados.
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2.3.4 AvaliacOes macroscopicas e processamento histolégico

Apbés a morte dos animais as glandulas foram dissecadas e as dimensdes de
comprimento e largura foram mensuradas utilizando-se um paquimetro. Os fragmentos foram
coletados e imediatamente fixados por meio de banho de imersdo em methacarn (60%
metanol, 30% cloroférmio, 10% acido acético) por 24hrs. Em seguida os fragmentos foram
submetidos ao processamento histoldgico, que consiste numa desidratacdo por meio de
banhos de imersdo em solugdes de concentracdes crescentes de etanol, diafanizacdo em xilol
e, por fim, impregnacdo em parafina histolégica a 56°C. Os blocos de parafina foram cortados
em microtomo rotatorio, obtendo-se cortes de 5,0 um de espessura, os quais foram colocados
em laminas de vidro, previamente preparadas com albumina de Meyer. Em seguida, 0s cortes
foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e analisados usando o fotomicroscopio
equipado com camera digital DP72 CCD (Olympus BX51; Olympus OpticalCo.,Tokyo,
Japan).

Os parametros histomorfométricos analisados das glandulas de cheiro foram:
didmetro do lumen, altura do epitélio e proporcéo volumétrica dos compartimentos tubular e
extratubular da porcdo sudoripara; além da proporcdo volumétrica das unidades secretoras da
porcdo sebacea. As medicdes foram feitas em fotomicrografias utilizando o software de
bioinforméatica NIH ImageJ v. 1.47 (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
Os valores foram expressos como média * desvio padrdo da média. O diametro do lumen e
altura do epitélio da glandula sudoripara foi determinado através da medi¢do de 100 tubulos
ao longo da glandula de todos os grupos dos catetos. A proporcdo volumétrica das unidades
secretoras e do tecido conjuntivo ao seu redor foi determinada pelo método de contagem de

pontos de intersec¢cdo em 10 campos aleatérios do parénquima glandular capturados num
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aumento de 20x, utilizando uma grade projetada pelo o Image J sobre a fotomicrografia

(SILVA, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem.

3.3.4 Impregnacao por prata e contagem de AGQNOR

A atividade proliferativa das glandulas de cheiro dos catetos foi avaliada pela
contagem de regibes organizadoras de nucléolo argirofilicas (AgNOR). Para isso foram
usados cortes de 5,0 um de espessura, estes foram desparafinizados em xilol, lavados em
etanol absoluto, pos-fixados com solucdo de etanol absoluto e &cido acético (3:1) por 30 min a
temperatura ambiente, e entdo reidratados. A impregnacdo com prata foi feita usando uma
solugdo aquosa de acido acético 1% com gelatina 2% e solugdo aquosa de nitrato de prata
50% (1:2) por 30 minutos em sala escura a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes
foram lavados com agua destilada e a reagéo foi bloqueada com solucéo aquosa de tiossulfato
de sodio 5% por 5 minutos a temperatura ambiente (SIRI et al.,2000). Os cortes foram, entéo,
desidratados e as laminas foram montadas. A contagem de AgNOR foi um estudo duplo-cego:
50 campos aleatérios da glandula sudoripara e da glandula sebacea de todos os grupos dos
catetos foram capturados num aumento de 100x, e os granulos de prata foram contados em
100 nucleos de células do epitélio secretor . Os nimeros médios de AgNOR/nlcleo foram

expressos como média + desvio padrdo da média.

3.3.5 Anélise estatistica
Os resultados foram analisados pelo teste ANOVA One-way seguido pelo teste de
Tukey com nivel de significancia de 0,05%. Os testes estatisticos foram realizados utilizando

o Software R versdo 3.1.2 (Pumpkin Helmet).
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 Caracteristicas morfoldgicas da glandula de cheiro do cateto

A glandula de cheiro possuia formato oval e havia no centro uma teta pelo qual era
secretado um liquido branco (Figura 1A). No cateto recém-nascido a glandula media
aproximadamente 2,7 cm de comprimento e 1,26 cm de largura, enquanto que no adulto o
comprimento e largura mediam respectivamente 10,6 cm e 5,4 cm (Tabela 1). Apds disseccao
verificou-se que a glandula apresentava duas regifes: uma cranial e outra caudal. A regido
cranial, que representava a maior porcao da glandula, era clara enquanto que a regido caudal,

menor, era escura (Figura 1B).
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Figura 1 - A glandula de cheiro de um cateto adulto. Em A observe que a glandula é ovéide, e no centro ha uma
pequena teta (seta) da qual sai uma secrecdo eshranquicada. Em B, glandula de cheiro apds remocéo da pele.

Note que h& duas por¢des, a cranial que € clara (*) e a caudal que é escura (seta espessa). Barra de escala: (A) 4
cm; (B) 3cm.
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2.4.2 Caracteristicas histoldgicas da glandula de cheiro do cateto
Durante a analise por microscopia de luz verificou-se que as regides da glandula de
cheiro apresentavam organizacao histoldgica distinta. A porcdo cranial era formada por uma

glandula do tipo sebacea, enquanto que a por¢do caudal era uma glandula sudoripara. Em
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animais recém-nascidos a glandula sebacea apresentava-se cerca de 55% do seu volume
ocupado pelas unidades secretoras (Tabela 2). As unidades secretoras dessa porgdo eram
alveolares, ligeiramente lobuladas com perfil irregular, ndo apresentavam luz e eram
compostas por um aglomerado de células em arranjo poliédrico. Um tecido conjuntivo frouxo
circundava os pequenos lobulos e nele encontravam-se vasos sanguineos, linfaticos e nervos.
As células periféricas que formavam a camada germinativa apresentavam um nucleo central
eucromatico e citoplasma eosinofilico. As células localizadas no interior do alvéolo eram
maiores, o citoplasma em sua grande maioria ainda era eosinofilico e o nucleo ligeiramente
excéntrico. Os alvéolos eram ramificados, sem luz definida e convergiam para um ducto
interlobular. Nesses animais, células com goticulas lipidicas acumuladas no citoplasma foram
identificadas apenas na regido do ducto interlobular, indicando pouca producdo de sebo
(Figura 2A).

Na glandula sudoripara dos animais recém-nascidos cerca de 65% do seu volume era
constituido por tubulos secretores (Tabela 3). A porcéo sudoripara era formada por tubulos
enovelados revestidos por um epitélio cubico simples (Figura 2B) com aproximadamente 8,01
pum de altura e ndcleo central. Nesses animais a glandula sudoripara se assemelhava a uma
glandula do tipo écrina, pois ndo era possivel verificar projecdes apicais que caracterizavam o
mecanismo de secrecdo apocrino e o limen era pequeno com aproximadamente 21,02 um de
diametro (Tabela 3).

Nos catetos adultos, a porcdo sebacea apresentava l6bulos alveolares, ramificados e
com tecido conjuntivo frouxo ao seu redor. Nessa regido, cerca de 82% era formada por
unidades secretoras (Tabela 2). Os alvéolos apresentavam-se com formas irregulares e sem
uma luz definida. Estes exibiam células periféricas de nucleo eucromatico bem definido e

citoplasma eosinofilico formando a camada germinativa. Acima da camada germinativa havia
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um conjunto de células com diferentes graus de degeneragdo, nucleo heterocromatico,
algumas vezes picnético e com citoplasma pouco eosinofilico evidenciando acimulo de
goticulas lipidicas (Figura 3A). Esses alvéolos convergiam para um ducto interlobular que se
abria no ducto principal da glandula de cheiro, o ducto interlobular era revestido por um
epitélio cubico simples que se tornava estratificado proximo ao ducto principal.

Na porcdo sudoripara da glandula de cheiro dos catetos adultos verificamos a
presenca de tubulos enovelados revestidos por um epitélio cubico simples, suas células
mediam cerca de 10,77 um de altura, o ndcleo era basal e eucromatico, o citoplasma se
apresentava vacuolado e freqientemente era observado, na regido apical, projecOes
citoplasmaticas caracterizando o processo de secrecdo apocrino (Figura 3B). A luz dos
tubulos apresentava aproximadamente 158,08 pum de diametro e células de nicleo achatado,
heterocromatico localizavam-se abaixo dos tubulos, sendo provavelmente células mioides.

Cerca de 80% da glandula sudoripara era formado por tabulos (Tabela 3).

Tabela 1 — Comprimento e largura média das glandulas de cheiro dos catetos.

Castrado tratado

Parametros Recém-nascido Adulto Castrado
com testosterona
Comprimento (cm) 2,76+ 0,25 © 10,66 +0,76 ¢ 5,83+ 0,76 " 9,70£0,17 2
Largura (cm) 1,26 +0,21 ¢ 5,40+0,292 3,60 +0,41b 4,50+0,41%

Dados expressos como média * desvio padrdo. Médias na mesma linha com letras minasculas diferentes diferem
entre si (p < 0,05). Teste de Tukey.

2.4.3 Efeito da castracdo e da reposicdo hormonal sobre a morfologia da glandula de
cheiro

A morfologia das diferentes regides da glandula de cheiro nos catetos castrados
mostrou varia¢es. A principal modificacdo foi a diminuicdo do tamanho da glandula e a

relacdo proporcional entre unidade secretora e estroma (Figura 4, 5). Nos animais castrados o
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comprimento da glandula era de 5,83 cm e sua largura 3,60 cm (Tabela 1), isso significa dizer
que houve uma reducdo de 44% no comprimento e 33% na largura da glandula de cheiro dos
animais castrados comparados aos nédo castrados.

Quando se analisou a proporcao volumétrica, verificou-se que as unidades secretoras
da glandula sebacea passaram a representar 59% do seu volume (Tabela 2). Com isso a
porgao secretora passou a ocupar um volume 28% menor que no animal ndo castrado.

Em relagho & porcdo sudoripara verificou-se que as unidades secretoras
representavam cerca de 65% (Tabela 3), dessa forma houve uma reducdo no volume relativo
ocupado pelos tubulos de aproximadamente 18%. Além do que, o limen e as células das
unidades secretoras passaram a apresentar um didmetro médio de 141,56 pm e 16,27 pum,
respectivamente. Nesse caso, a reducdo do lumen foi de 10% e as células epiteliais tiveram
um aumento cerca de 51% comparados aos adultos. (Tabela 3).

A suplementacdo com testosterona exdgena no periodo de 45 dias em animais
castrados foi capaz de induzir um aumento da glandula de cheiro de modo que nesse periodo
0 seu comprimento chegou a ser de 9,7 cm (Tabela 1), tornando-se apenas 10% menor que em
animais ndo castrado. A largura da glandula atingiu 4,5 cm, ou seja, ficou 16% menor

comparado aos animais nao castrado.

Tabela 2 — Valores médios da propor¢do volumétrica da porcéo secretora e do tecido
conjuntivo da glandula sebacea de catetos.

Grupos de catetos Propor¢éo volumétrica da porcéao Propor¢ao volumétrica do tecido

secretora (%) conjuntivo (%)
Recém-nascido 55,50 + 9,2b 44,50+ 8,82
Adulto 82,50+3,62 17,50+ 3,6
Castrado 59,62+ 7,0" 40,38+ 7,0
Castrado tratado com testosterona 81,37+3,72 18,63+ 3,1°

Dados expressos como média + desvio padrdo. Médias na mesma coluna com letras mindsculas diferentes
diferem entre si (p < 0,05). Teste t de Tukey.
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Além do tamanho a suplementacdo hormonal influenciou a organizacgdo estrutural da
glandula de cheiro (Figura 4, 5) e os parametros morfométricos se aproximaram dos
encontrados nos animais nao castrados (Tabela 2, 3). Com isso, na analise de propor¢édo
volumeétrica as unidades secretoras da porcéo sebacea passaram a ocupar um volume apenas
2% menor que o encontrado nos catetos adultos, e na porcdo sudoripara verificou-se que o
volume médio ocupado pelos tabulos foi 16% menor. O limen possuia o diametro de 129,23
pum e a altura das células do epitélio secretor era de 15,80 um; o lumen sofreu reducdo de 18%
e as células das unidades secretoras tiveram um aumento cerca de 47% em comparacao aos

animais ndo castrados.

Tabela 3 — Valores médios da altura do epitélio, didmetro do limen, proporc¢do volumétrica
tubular e extratubular da glandula sudoripara de catetos.

. i , P a P a
- Altura do epitélio Diametro do Iimen r/op.orgao ropolr (;go
Animais (um) (um) volumeétrica tubular volumétrica
H H (%) extratubular (%)
Recém-nascido 8,01+1,2 ¢ 21,02+9,2¢ 65,31+ 3,5¢ 34,69+ 3,52
Adulto 10,7742,8 % 158,08+ 62,4 2 80,50+8,7 @ 18,87+ 73"
Castrado 16,27+2,32 141,56+ 66,9 ® 65,7545,8 ® 35,00+ 5,82
Castrado tratado 15,80+1,9 2 129,23+ 45,6 b 67,25+4,6 ° 35,75+ 9,6 2

com testosterona

Dados expressos como média + desvio padrdo. Médias na mesma coluna com letras mindsculas diferentes
diferem entre si (p < 0,05). Teste de Tukey.



Figura 2. A glandula de cheiro do cateto recém-nascido observada ao microscépio de luz
corada com hematoxilina e eosina. Em A fotomicrografia da porcdo sebacea. No destaque |
observe que os alvéolos apresentam células basais (cabec¢a da seta), células poliédricas com
citoplasma bem corado (seta) e nicleos com aspecto eucromatico; os alvéolos convergem
para um ducto interlobular e o maior indicio de acimulo de sebo é restrita a essa regido. Em
B fotomicrografia da porcdo sudoripara; observe no destaque Il que esta é tubular
enovelada e que o limen é estreito (L), revestido por células clubicas. Entre os tabulos
verifique o tecido conjuntivo frouxo (TC). Barras de escala: (A) 226,0 um; (B): 99, pm
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Figura 3. A glandula de cheiro do cateto adulto observada ao microscépio de luz corada
com hematoxilina e eosina. Em A, fotomicrografia da porcdo sebécea. Observe que 0s
alvéolos apresentam-se bem desenvolvidos; na regido basal verificamos a camada
proliferativa com células cuboides, nucleo central, eucromatico e com citoplasma
eosinofilico (destaque 1). No centro do alvéolo as células sdo maiores, globosas e com o
citoplasma repleto de goticulas lipidicas (seta) e o nucleo em algumas células é picnético

(*). Em B observe parte de uma unidade secretora da porgdo sudoripara. Note que o Iimen

+

o
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apresenta-se distendido (L) e esta revestido por um epitélio simples cibico com um nucleo
basal eucromético, verificamos ainda que o citoplasma é vacuolado e que na porcéo apical
visualizamos projecdes apicais sugestivas do mecanismo de secre¢do (seta espessa). Barras
de escala: (A) 160,0 um; (B): 58,0 um

Figura 4 — Comparagdo da organizagdo histologica da porcdo sebacea da glandula de cheiro dos grupos dos
catetos. (A) cateto recém-nascido, observe os alvéolos pouco desenvolvidos e bastante tecido conjuntivo ao seu
redor (B) adulto; note os alvéolos bastante desenvolvidos, com uma delicada camada de tecido conjuntivo entre
as unidades secretoras (C) castrado, observe que as unidades secretoras sofreram um processo de involucéo e o
tecido conjuntivo ao seu redor aumentou (D) castrado tratado com testosterona, observe que os alvéolos se
tornaram bem desenvolvidos gerando uma diminuicdo no tecido conjuntivo. Hematoxilina e eosina. Barras de
escala: 104,0 um
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Figura 5 — Comparagdo da organizacéo histologica da porgdo sudoripara da glandula de cheiro dos grupos dos
catetos. (A) cateto recém-nascido, observe que os tubulos secretores sdo menores, com limen pequeno e bastante
tecido conjuntivo ao seu redor (B) adulto; note que as unidades secretoras sdo maiores, o limen é grande, cheio
de secregdo e existe uma delicada camada de tecido conjuntivo entre os tibulos secretores (C) castrado, observe
que as unidades secretoras sofreram uma pequena diminuigdo, o limen é distendido, contém secregdo e o tecido
conjuntivo ao seu redor aumentou (D) castrado tratado com testosterona, observe que os tlbulos ndo estavam
totalmente desenvolvidos, apresentavam secrecfes no limen e o tecido conjuntivo ao seu redor era abundante.
Hematoxilina e eosina. Barras de escala: 104,0 um

2.4.4 Atividade proliferativa da glandula de cheiro dos catetos

A atividade proliferativa da glandula de cheiro foi avaliada pelo método de contagem
de AgNOR, os quais foram observados como granulos de prata no interior do nucleo das
células da glandula sebacea e sudoripara (Figura 6). O numero médio de AgNORs nas células
das unidades secretoras variou significativamente entre os grupos dos catetos. Em rela¢do a
glandula sebacea, baixos niumeros de AgNOR/nlcleo foram observados em catetos recém-

nascidos e em castrados, ao passo que houve um aumento significativo do nimero médio de
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AgNORs/nucleo em catetos adultos e em castrados tratados com testosterona. Na glandula
sudoripara ndo houve diferengas significativas no nimero de AgNORs/nicleo entre os
animais castrados e aqueles tratados com testosterona, sendo que os catetos adultos obtiveram

0s maiores valores e 0s animais recém-nascidos 0s menores valores. (Tabela 4).
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Figura 6 — Fotomicrografia da glandula sebacea corada pelo método de impregnacgéo por prata. Os AGNORS sdo
visualizados como grumos escuros no interior do nucleo das células da glandula. Em destaque, uma célula com
AgNORs intranucleares proeminentes é apontada seta. Barra de escala: 30,0um

Tabela 4 — Valores médio de AgNOR/nUcleo nas células da glandula sebacea e sudoripara de
catetos.

Células
Glandula sebacea Glandula sudoripara
Grupos de catetos
Recém-nascido 2,28 £1,4> 2,85+ 1,5¢
Adulto 497+1,9°2 4,42+ 1,72
Castrado 2,48+1.2° 3,68+1,7°

Castrado tratado com testosterona 4,46+ 1,82 3,66£1,5°
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2.5 DISCUSSAO

O presente estudo consiste na primeira analise da influéncia hormonal sobre os
parametros morfométricos e proliferativos da glandula de cheiro de catetos. Essa espécie
apresenta uma glandula com formato oval e no centro ha uma teta por onde um liquido branco
é constantemente liberado. Tem sido descrito uma variedade de fungdes para as secrecfes
liberadas pelas glandulas localizadas na pele, algumas delas s&o: reconhecimento individual
(MASSOLO et al., 2009), comportamento de agresséo (THOMPSOM et al., 2007,
CEACERO et al., 2014), marcacdo territorial (ARAKAWA et al., 2008), comportamentos
sociais e reprodutivos (BURGENER et al.,2009; ARAKAWA et al., 2011).

A morfologia da glandula de cheiro em catetos foi previamente descrita por Epling
(1956) e no presente trabalho foi observado o mesmo padréo estrutural, ou seja, ela é
composta por uma porc¢édo sebacea e uma porg¢édo sudoripara. Essa organizacdo contendo duas
unidades glandulares ocorre também na glandula de cheiro em primatas, tais como: Callithrix
jacchus e Callithrix khulii (DE MEDEIROS COSTA, 2007), mas ndo é o padrdo em relacdo a
glandulas de cheiro em outros animais. Em quatis (Nasua nasua) a glandula prepucial é
apenas sebacea, tabulo alveolar e de secrecdo holocrina (BERTASSOLI et al., 2011), ja em
castores suas glandulas anais apresentam-se somente como glandulas sebaceas tubulo-
acinares compostas (WALRO; SVENDSEN, 1982).

A porcdo sebacea da glandula de cheiro do cateto recém-nascido tem um padrao de
organizacdo semelhante ao encontrado em outros animais. Quanto ao volume e composicao, o
tecido conjuntivo da glandula nos animais recém-nascidos se assimila aos encontrados em
caprinos jovens (DAL MONTE et al.,2005) visto ser uma regido que contém tecido
conjuntivo em abundancia, apresentando vasos sanguineos, linfaticos e nervos. Assim como

em cdes (THOMSETT, 1986) o tecido conjuntivo ao redor das unidades secretoras funcionam
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como uma camada protetora contra traumas fisicos e fornecem suporte estrutural. Em relacéo
a porcdo secretora, a glandula sebacea nesses animais era alveolar, formada por células
periféricas pequenas, células maiores eosinofilicas presentes no interior do alvéolo e células
com goticulas lipidicas presentes apenas no ducto interlobular, indicando pouca producgéo
sebo; esse padrdo do epitélio secretor da glandula sebacea é semelhante ao que se observa na
glandula prepucial de ratos pré-puberes (PONMANICKAM et al., 2010). De acordo com
Niemann e Horsley (2012) isso é possivel visto que, glandulas sebaceas em individuos jovens
sdo diminuidas e produzem pouco sebo, apds a puberdade elevados niveis hormonais induzem
o0 crescimento da glandula sebacea e producéo de sebo.

Na porgédo sudoripara dos catetos recém-nascidos um aspecto relevante encontrado
foi que as unidades secretoras se assemelham aos de uma glandula sudoripara écrina. 1sso
possivelmente acontece devido a glandula estar em processo de desenvolvimento, visto que
Saga (2002) afirma que a porcéao secretora das glandulas sudoriparas, que consiste numa unica
camada de células colunares, varia de altura e tamanho, refletindo diferentes estadios de
maturacao.

A glandula de cheiro nos animais adultos também é formada por epitélios secretores
e tecido conjuntivo ao seu redor. O volume ocupado pelo tecido conjuntivo que envolve os
I6bulos glandulares se assemelha ao encontrado na glandula cornual e difere do encontrado
em glandulas subcaudais e prepuciais de caprinos (VAN LANCKER et al., 2005) uma vez
que na glandula cornual o volume do tecido conjuntivo é escasso, enquanto que em glandulas
subcaudais e prepuciais é abundante.

Quanto a histologia, as unidades secretoras da por¢do sebacea na glandula de cheiro
dos catetos adultos é semelhante ao que se observa na glandula prepucial de ratos machos

adultos (PONMANICKAM et al., 2010) e em quatis adultos (BERTASSOLI et al., 2011),
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visto que os epitélios glandulares apresentam lobulos alveolares, ramificados, sem luz
definida, além de exibirem células periféricas e células centrais no alvéolo com indicios de
acumulos de goticulas lipidicas no citoplasma. No entanto, vale salientar que existem
variagbes quanto a composicdo da glandula sebdcea em glandulas odoriferas de outros
animais: em caprinos observa-se que a glandula cornual e mental s&o modificadas e diferem
das tipicas glandulas sebaceas holécrinas uma vez que, sdo grandes e possui citoplasma
fortemente eosinofilico em colora¢cdes com hematoxilina e eosina semelhantes aos hepatdcitos
(VAN LANCKER et al., 2005).

Na sua forma mais madura, as glandulas sebaceas sdo apéndices acinares de secre¢do
holocrina da epiderme (PIERARD et al, 2014). Na camada basal existem células
proliferativas, e sebocitos cheios de lipidios estdo presentes no interior da glandula.
Eventualmente a lise dos sebocitos maduros resulta na liberacdo de sebo contendo distintos
lipidios para um ducto excretdrio especializado (NIEMANN; HORSLEY, 2012).

A altura do epitélio dos tubulos secretores na glandula sudoripara dos animais
adultos media cerca de 10,77 um, o limen era de aproximadamente 158,08 um, apresentavam
células de nucleo basal, citoplasma vacuolado e projecdes apicais citoplasmaticas,
semelhantes ao que se observa na por¢do sudoripara na glandula odorifera de saguis (DE
MEDEIROS COSTA, 2007). Segundo Saga (2002) a porc¢éo secretora da glandula sudoripara
apocrinas € formada por uma camada simples de células cubicas a colunares, que podem se
tornar pavimentosas, caso a luz da glandula seja preenchida por secre¢do, o limen possui
aproximadamente 200 um de diametro, as membranas celulares mostram microvilosidades na
regido apical e as células secretoras apresentam granulos citoplasmaticos.

A glandula sudoripara é importante nos animais visto ser o vetor de fen6menos

necessarios para o reconhecimento sexual olfativo uma vez que, o ducto excretor dessa
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estrutura € comum aos da glandula sebécea, dessa forma os produtos de secre¢do dos dois
tipos glandulares estdo intimamente misturados (PIERARD et al., 2014). A glandula
sudoripara apdcrina libera uma secrecdo amarelada ou esbranquicada, viscosa e oleosa que
possui um odor almiscarado em resposta a decomposi¢do dos componentes da secrecdo por
bactérias (OVALLE, 2011) o que gera o cheiro caracteristico dos animais.

No presente estudo, a glandula de cheiro dos catetos castrados diminuiu
consideravelmente de tamanho. A diminuicdo da glandula é uma conseqgiiéncia direta da
diminuicdo dos niveis de testosterona no sangue decorrente da castracdo, similar ao que se
observa em ratos (PONMANICKAM et al., 2010) onde a castragdo gerou diminuicdo da
glandula prepucial. Outra modificacdo encontrada nos animais castrados foi a diminuigéo da
unidade secretora da por¢do sebacea. Resultados similares foram reportados por Zielonka
(1994) no qual verificou que a castragdo reduziu significativamente o volume citoplasmatico
das celulas da glandula sebdcea em gatos, refletindo numa diminuicdo da atividade
metabolica. Além do que, Iwata et al. (2000) verificaram que a castracdo em bodes reduziu
significativamente a glandula sebacea e gerou inibicao da atividade feromonal.

A suplementacdo com testosterona foi capaz de induzir um aumento da glandula nos
catetos castrados. E além do tamanho, a suplementacdo hormonal influenciou também a
organizacdo estrutural da glandula de cheiro. Esses resultados estdo de acordo com o
reportado por Zielonka (1993) no qual verificou que o tratamento com testosterona restaurou
a morfometria da glandula em gatos castrados. E do mesmo modo, Iwata et al. (2000)
verificaram que a administracdo de testosterona em bodes castrados aumentou a glandula
sebacea. Esses resultados em conjuntos aos achados sugerem que o desenvolvimento da
glandula de cheiro sofre dependéncia da testosterona e que possivelmente a producdo de

feromdnios pela glandula sebacea requer a presenca desse horménio.
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Em relagdo a porgdo sudoripara, o tratamento com testosterona ndo restaurou de
forma significativa os epitélios secretores dos animais castrados comparados aos adultos,
nossos resultados divergem dos apontados por Wales e Ebling (1971) onde foi mostrado que
as glandulas apocrinas das regifes submandibulares, inguinais e anais de coelhos eram
influenciados pela testosterona. Nesse estudo a administragcdo de testosterona em animais
castrados gerou aumento significativo no tamanho dos tabulos.

No intuito de avaliar a atividade proliferativa da glandula de cheiro, foi feita a
contagem de AgNOR em células da porcdo sebacea e sudoripara. AQNORs sdo um conjunto
de proteinas argirofilicas que se acumulam nas celulas altamente proliferativas, enquanto que
sua expressdo é baixa em células ndo proliferativas. O numero de AgNOR esté estritamente
relacionada com a rapidez da proliferacdo celular, como também com a atividade de
transcricdo do RNA ribossdomico (rRNA). Devido ao fato dessas proteinas se acumularem em
células proliferativas, sua contagem é usada como meio de avaliar a proliferacdo celular
(ROUSSEL; HERNANDEZ-VERDUN, 1994; DERENZINI, 2000; SIRRI et al., 2000).

Em relacdo a porcdo sebacea, altos nimeros de AgNOR/nucleo nas células da
glandula foram observados em catetos adulto e naqueles tratados com testosterona, onde as
unidades secretoras estavam bem desenvolvidas. Nos catetos recém-nascidos e em castrados,
0 numero de AgNOR/nucleo nas células foram baixos e as unidades secretoras estavam
menos desenvolvidas. Com base nesses dados, sugere-se que a atividade proliferativa das
células glandulares da porcao sebacea € mais intensificada quando os niveis de testosterona
sdo elevados. A maturacdo da glandula sebacea é caracterizada pela sintese de sebo, que
contém triglicerideos, ceras e esqualeno em abundancia e sua secrecdo é regulada por diversos
fatores fisico-quimicos e por diversos horménios, em particular os andrégenos (CLAUDINE;

GERALD, 2002). Nessa glandula a testosterona se transforma em dihidrotestosterona pela
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acdo de uma enzima especifica, a 5-alfa-redutase tipo 1. Imediatamente ap6s a formacdo,
dihidrotestosterona, acoplado a um receptor citosdlico, atinge o nucleo do sebdcito e ali se
fixa a um receptor especifico (CLAUDINE; GERALD, 2012) aumentando a atividade da
glandula.

Na glandula sudoripara, os catetos adultos obtiveram os maiores numeros de
AgNOR/nlcleo, onde o epitélio encontrava-se cubico e o limen estava cheio de secre¢do. Os
animais recém-nascidos apresentaram baixos nimeros de AgNOR/n(cleo, suas células eram
clbicas e o ldmen pequeno. Nao houve diferencas significativas no numero de
AgNORs/nlcleo entre os animais castrados e aqueles tratados com testosterona, onde o
epitélio era cilindrico e havia pouca secrecdo no lumen. De acordo com isso, podemos
presumir que o epitélio secretor se torna cilindrico quando ndo ha intensa atividade
proliferativa. A secrecdo apdcrina responde a estimulos emocionais, adrenérgicos e
colinérgicos. Obedece a estimulos atraves da epinefrina e norepinefrina de origem local ou
humoral. E rica em lactato, proteinas, lipideos, esterdides, agua e ions Na+, K+, Ca?*, Mg?*,
Cl, HCO3" (PIERARD et al., 2014). Devido ao fato da glandula sudoripara ndo ser
influenciada apenas por androgenos, podemos pressupor que o seu desenvolvimento sofre
pouca influéncia da testosterona.

Os resultados desse estudo fornecem uma forte evidéncia de que a glandula de cheiro
do cateto estd sob influéncia da testosterona. A diminuicdo dos niveis de testosterona no
sangue, decorrente da castracdo geram alteracdes significativas nas unidades secretoras,

apenas da porcao sebacea da glandula odorifera.
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Summary

The Pecari tajacu belongs to the family Tayassuidae and stands out by presenting a scent
gland, which continuously releases a white secretion. This study’s objective was to describe
the morphology of scent gland and assess if its structure is influenced by testosterone. For this
we used twelve collared peccary, divided into groups: group | (newborns peccary), group Il
(adult collared peccaries), group Il (adult castrated collared peccaries), group IV (castrated
collared peccaries and treated with testosterone). The collared peccary were sacrificed, the
scent glands were dissected and the length and width dimensions were measured. Posteriorly
glands fragments were subjected to histological processing, histomorphometric analyzes were
performed, the proliferative activity of glandular cells were also evaluated through the
AgNORs count method. The peccaries had a scent gland with oval shape and showed in the
center a central duct. Two regions were distinct and differentiated by the color. The cranial
portion was clear (sebaceous glands) and the caudal portion was dark (sweat gland). The
newborn animal scent gland showed histological differences when compared to adult animal’s
glands and after castration the gland underwent a process of involution which can be partially
reversed with hormone replacement. The sebaceous portion of the scent gland was the most

affected by castration.
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Introduction

The Tayassuidae family belongs to the Order Artiodactyla being represented by three
genders and three species: Pecari tajucu, Tayassu pecari and Catagonus wagneri (Groves and
Grubb, 1993; Gongora and Moran, 2005). The collared peccaries are the most distributed
ungulates, they live from the southwestern United States passing through Central America,
South America to northern Argentina. Adult males weigh between 21 and 35 kg and adult
females between 21 and 33 kg (Bodmer, 1997). They live in groups ranging from 1-20
individuals, within which exhibit hierarchical dominance, where the dominant male is larger

and heavier (Hellgren et. al. 1989).

The collared peccaries reproduce throughout the year, there is no ideal time for mating
and birth of puppies. The beginning of the reproductive life of both sexes occurs at about 8 to
16 months old. Clutch size varies from one to four cubs, with weaning around two months

after parturition (Garcia, 2011).

These animals have a scent gland located near the base of his tail, responsible for
maintaining communication between these individuals. The secretions released by the scent
gland are related to territorial marking, social communication, individual recognition and
group proximity maintenance, being captured by smell (Bissonette, 1982). It has been
described a variety of functions to the secretions released by the skin glands, it is believed that
secretory glands, associated with the genitals, release compounds that influence reproductive
behavior, while those located in ventral regions, dorsal, head and flank secrete compounds
related to territorial behavior and others associated with social status (Thompsom et al., 2007,

Burgener et al., 2009; Achiraman, et al. 2011; Ceacero et al., 2014).
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The main volatile components released in the scent gland secretions of peccaries in
both sexes are geranylgeraniol and squalene, these compounds may potentially act as
pheromones (Waterhouse, 1996). In some mammalian species, the function of the
development of odoriferous glands is regulated by gonadal hormones (Ferkin and Johnston,
1993; Iwata et al., 2000; Ponmanickam et al. 2010). Thus, the objective of this study is to
describe the morphology of scent gland and assess if its structure is influenced by

testosterone.
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Materials and Methods
Animals

In this experiment, twelve collared peccary males were used, from the Centro de
Multiplicacdo de Animais Silvestres (CEMAS) of the Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA), Mossor6-RN, registered with IBAMA as scientific breeding under number
1478912. They were maintained on food and water ad libitum. The animals were sacrificed
and divided into four groups of three animals: group I, newborn (10 days old); group II,
adults; group I11, castrated adult and group IV, castrated adults and testosterone-treated. All
the procedures used were approved by the UFERSA’s Ethics in Animals Use Commission

(process number: 26/2013).
Castration

The animals of group Il and IV were deprived of food and water for 18 and 12 hours
before surgery, respectively and submitted general anesthesia induced by intramuscular
administration of tiletamine and hydrochloride zolazepam (2,2 mg/kg in equal parts), and then

the animals were orchietomized. After surgery the animals were kept alive for 30 days.
Hormone replacement

The animals from group 1V were treated with testoviron (Schering, Germany) administered
intramuscularly at 0.5 mg every three weeks by peccaries, during the period of 45 days. After

treatment with testosterone the collared peccaries were sacrificed.
Evaluation macroscopic and histological processing

After sacrificing the animals, the glands were dissected and the dimensions of length

and width were measured using a caliper. The fragments were collected and immediately
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fixed by immersion in methacarn (60% methanol, 30% chloroform, 10% acetic acid) for 24
hrs. Then the fragments were subjected to histological processing, consisting in dehydratation
by immersion baths in increasing concentrations of ethanol solutions, diaphanization in
xylene, and, finally, histological paraffin impregnation at 56°C. The paraffin blocks were cut
into rotary microtome 5.0 pm thick sections were obtained, which were placed on glass slides
previously prepared with meyer albumin. Following, the sections were stained with
hematoxylin and eosin (HE) and analyzed using photographic microscope equipped with

digital camera DP72 CCD (Olympus BX51; Olympus Optical Co., Tokyo, Japan).

The scent glands histomorphometric variables analyzed were: diameter, epithelium
height, tubular compartment volumetric proportion and extratubular and lumen of sweat
portion; and the volumetric proportion of secretory unit’s sebaceous portion were also
analyzed. The measurements were made in photomicrographs using bioinformatics software
NIH ImageJ v.1:47 (US National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The values were
expressed as average value * standard deviation of the average value. The sweat gland
average diameter, epithelial height and lumen were determined by measurement of 100
tubules along the gland of all groups of the collared peccaries. The volumetric proportion of
the secretory units and connective tissue around it was determined by counting the points of
intersection method in 10 random fields in the glandular parenchyma captured in an increase
of 20x using a grid projected by the Image J on the photomicrograph. The results were

expressed as percentage.

Impregnation by silver and AQNOR count

The proliferative activity of the scent glands of collared peccaries was

evaluated by count organizing regions argyropholic nucleolus (AgNOR). For that were used
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5.0 um thick cuts, deparaffinized in xylene, washed with absolute ethanol, post-fixed with
absolute ethanol solution and acetic acid (3:1) for 30 min at room temperature, and then
rehydrated. The impregnation with silver was made using an aqueous solution of 1% acetic
acid, 2% gelatin and 50% silver nitrate aqueous solution (1:2) for 30 min in the dark room at
room temperature. Then, the sections were washed with distilled water, and the reaction was
blocked with aqueous solution of 5% sodium thiosulfate for 5 min at room temperature. Then
the sections were dehydrated and the blades were mounted. The AQNOR count was a double-
blind study: 50 random fields sweat glands and sebaceous glands in all groups of the collared
peccaries were captured in a 100x magnification, and the silver granules were counted in 100
nuclei of epithelial secretory cells. The average numbers of AQNOR/nuclei were expressed as

average value + standard deviation of the average value.

Statistical analysis

The results were analyzed by ANOVA One-way test followed by Tukey test at 5%
significance level. Statistical tests were performed using the R software version 3.1.2

(Pumpkin Helmet).

Results

Morphology of the scent gland of the collared peccary

The scent gland had oval shape in the center and had a teat for which he was a white
liquid secreted (Fig.1A). In newborn collared peccary, the gland measured approximately 2,7
cm long and 1,2 cm wide, while in the adult the measured length and width were respectively

5,4 cm and 10,6 cm (Table 2). After dissection it was found that the gland had two regions:
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one cranial and other caudal. The cranial region, which represented the major portion of the

gland was clear while the flow area, smaller was dark (Fig. 1B).

During analysis by light microscopy it was verified that the regions of the scent gland
exhibited distinct histological organization. The cranial portion was formed by a sebaceous
gland type, while the caudal portion was a sweat gland. In newborn animals sebaceous gland
about 55% of the volume was occupied by the secretory units (Table 1). The secretory units
that portion were alveolar, slightly lobed with irregular profile, had no light and consisted of a
cluster of cells in polyhedral arrangement. A loose connective tissue surrounded the small
lobes and on it was found blood vessels, lymphatic’s vessels and nerves. The peripheral cells
that formed the germ layer had a euchromatic central nucleus and eosinophilic cytoplasm. The
cells located within the cavity had become larger, the cytoplasm of most the cells were
eosinophilic and had a slightly eccentric core. The alveolus were branched undefined light
and converged for a interlobular duct. In these animals, cells with accumulated lipid droplets
in the cytoplasm were identified only in the interlobular ducts region indicating little sebum

production (Fig. 2B).

In the sweat gland of newborns peccaries about 65% of the volume was comprised
secretory tubules (Table 3). The sweat portion was formed tubules coated with a simple
cuboidal epithelium (Fig. 2A) of approximately 8,01 um in height and central core. In these
animals the sweat gland resembled a gland of the eccrine type, since it was not possible to
verify apical projections that characterized the apocrine secretion mechanism and the lumen

was small with approximately 21,02 um in diameter (Table 3).

In the adult’s collared peccaries, the sebaceous portion had alveolar lobes, branched

and with loose connective tissue around it. In this region, approximately 82% was formed by
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secretory units (Table 1). The alveolus had irregular shapes with and without a defined light.
These exhibited peripheral cell with euchromatic nucleus well defined, eosinophilic
cytoplasm, forming the germinal layer. Above the germinal layer had a set of cells with
different degrees of degeneration, heterochromatic nucleus, sometimes pyknotic and with
eosinophilic cytoplasm with little evidence of accumulation of lipid droplets (Fig. 2D). These
alveoli converged for a interlobular duct that opened in the main duct of the scent gland, the
interlobular duct was coated by a simple cubic epithelium that became stratified near the main

duct.

In sweat portion of the scent gland of collared peccaries verified the presence of
meandering tubules coated by a simple cubic epithelium, its cells measured about 10.77 pum in
height, the core was basal and euchromatic, the cytoplasm was vacuolated and often was
observed, in the apical region, cytoplasmic projections featuring the process of apocrine
secretion (Fig. 2C). The light of the tubules had approximately 158.08 um in diameter and
flattened nucleus of cells, heterochromatic was located below the tubules, probably being

myoid cells. About 80% of sweat glands were formed by tubules (Table 3).

Effect of castration on the morphology of scent gland

The morphology of the different regions of the scent gland of the collared
peccaries castrated showed little variation (Fig. 2E, F). The main change observed has been
the reduction in the size of the gland and the proportional relationship between secretory unit
and stroma. In castrated animals the length of the gland was 5.83 cm and 3.60 cm of width,
this means that there was a 44% reduction in length and 33% reduction in the width of the

scent gland of castrated peccaries compared to adults.
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When the volumetric proportion, was found that the secretory portion of sebaceous
unit now represents 59% of the volume while the volume of connective tissue occupied 40%
(Table 1). Therewith the secretory portion came to occupy a volume about 28% lower than in

the not castrated animals.

In relation to sweat portion was found that secretory units represented about 65%
while the conjunctive tissue around it was approximately 35%, the reduction in the relative
volume occupied by the tubules in this portion of the gland was 18%. In addition, the light
and the cells of the secretory units began to show an average diameter of 141.56 um and
16.27 pum respectively. In this case, the reduction of light was 10% and epithelial cells had

increased about 51% compared to adults (Table 3).

Exogenous testosterone supplementation, in 45-day period, in castrated animals was
capable of inducing an increase in scent gland so that its length in this period came to be 9.7

cm, becoming only 10% lower than in animals not castrated.

Besides the size, the hormone supplementation influenced the structural organization
of the scent gland (Fig.3, 4) and the morphometric parameters are close to those from not
castrated animals (Table 1,3). Therewith, in analysis of the volumetric proportion the
secretory units of the portion sebaceous passed to occupy a volume only 2% lower than a
volume occupy the tubules in adult collared peccaries; and the portion sweat the volume
occupied by tubules in this portion of the gland was 16% lower than in adult animals. The
lumen had a diameter of 129,23um and the height of epithelial secretory cells was 15.80 pm,
thus the lumen was reduced by 18% and the cells of the secretory units began to show an

increase about 47 %.
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Proliferative activity of scent gland of the peccaries

The proliferative activity of the scent gland was evaluated by counting method
AgNOR, which have been reported as silver granules in the nucleus of the cells of the
sebaceous and sweat glands (Figure 5). The average number of AGNOR units of the secretory
cells varied significantly between the groups of collared peccaries. Regarding the sebaceous
gland, low numbers of AGNOR / nuclei were observed in newborn collared peccary and
castrated peccary, whereas there was a significant increase in the average number of AQNOR /
nuclei in adults collared peccary and those castrated and treated with hormone replacement. In
the sweat gland there were no significant differences in the number of AGQNORs / nuclei
between the castrated animals and those treated with testosterone, and the adult collared

peccaries had the highest values (Table 4).

Discussion

This study is the first analysis of the hormonal influence on the morphometric and
proliferative parameters of the peccaries scent gland. This species has a gland with oval shape
and in the center there is a teat where a white liquid is constantly released. It has been
described a variety of functions to the secretions released by glands in the skin, some of them
are: individual recognition (Massolo et al., 2009), aggressive behavior (Thompson et al, 2007
Ceacero et al, 2014.); territorial marking (Arakawa et al., 2008), social and reproductive

behavior (Burgener et al, 2009; Arakawa et al, 2011).

The morphology of the scent gland in collared peccaries was previously described by
Epling (1956) and in this study we observed the same structural pattern, that is, it consists of a
sebaceous portion and a sweat portion. This organization, containing two glandular units, also

occurs in Callithrix jacchus and Callithrix khulii scent glands, but it is not the standard for
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scent glands in other animals. In coatis (Nasua nasua) the preputial gland is only sebaceous,
alveolar tubule and holocrina secretion (Bertassoli et al., 2011), in beavers, the anal glands

appear as composed sebaceous glands acinar tubule (Walro and Svendsen, 1982).

The sebaceous portion of the scent glands in newborn collared peccary has a
organization pattern similar to those found in other young animals. Regarding the volume and
composition, the glands connective tissue in newborn animals is similar to those found in
young goats (Cha Monte et al., 2005), since it is a region containing abundant connective
tissue, with blood vessels, lymphatics and nerves. As in dogs (Thomsett, 1986) connective
tissue around the secreting units function as a protective layer against physical trauma and
provide structural support. Regarding the secretory portion of the sebaceous gland in these
animals, it showed honeycomb shape, consisting of a cluster of cells with polyhedral
arrangement. Peripheral cells composing the germ layer has a central and euchromatic core,
since the cells within the alveoli are larger, with eosinophilic cytoplasm and without lipid
droplets inside; this pattern of secretory epithelium of the sebaceous gland is similar to that

observed in the preputial gland of prepubertal rats (Ponmanickam et al., 2010).

Sebaceous glands in young individuals are diminished and produce little sebum, after
puberty elevated hormone levels induce the growth of sebaceous glands and sebum

production (Niemann and Horsley, 2012).

In sweat portion of newborns peccaries an important aspect found was that the
secretory units resemble a eccrine sweat gland. This is possibly due to gland is under
development, as Saga (2000) states that the secretory portion of the sweat glands, consisting
of a single layer of columnar cells, varies in height and size, reflecting different stages of

maturation.
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The scent gland in adult animals also consists of secretory epithelia and connective
tissue around it. The volume occupied by the tissue surrounding the glandular lobules is
similar to that found in cornual gland found and its different of those found in goats sub
caudal and preputial gland (Van lancker et al., 2005) since in the cornual gland the connective

tissue volume is scarce, while in sub caudal and preputial glands are abundant.

Regarding histology, the scent gland secretory units of the sebaceous portion in
peccaries is similar to that observed in the preputial gland of adult male rats (Ponmanickam et
al., 2010) and in adults coatis (Bertassoli et al., 2011), since the glandular epithelia exhibit
branched, irregular, undefined light alveoli lobes, besides, they exhibit central and peripheral
cells in the alveoli with accumulation of lipid droplets in the cytoplasm. However, it is worth
noting that there are variations in the composition of the sebaceous gland in scent glands of
other animals: in goats, was observed that cornual and mental glands are modified and differ
from the typical holocrine sebaceous glands, since they are large and has strongly eosinophilic

cytoplasm with colorations with H&E similar to hepatocytes (Van Lancker et al., 2005).

In its mature form, the sebaceous glands are acinares appendix of holocrine secretion
of the epidermis (Pierard et al, 2014). In the basal layer exists proliferating cells, and
sebocytes filled with lipid are present within the gland. Eventually the lysis of mature
sebocytes results in the release of sebum containing different lipids to a specialized excretory

duct (Niemann and Horsley, 2012).

The height of the epithelium of the secretory tubules in the sweat gland of adult
animals had an average diameter was 158.08 um and the cells of the secretory units feature
basal nucleus, vacuolated cytoplasm and cytoplasmic apical projections. According to Saga

(2000) the lumen of the secretory portions of the apocrine sweat glands is large, measuring
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approximately 200 pum in diameter, cell membranes show microvilli on the apical region and
the secretory cells have cytoplasmic granules. The sweat portion of the odoriferous gland in
adult collared peccaries is formed by coated tubules lined by a simple cubic epithelium and

resembles the preputial gland of coatis (Bertassoli et al., 2011).

The sweat gland in animals is important since it is the vector of phenomena necessary
for sexual olfactory recognition, since the excretory duct of this structure is common to the
sebaceous glands and, therefore, the secretions of the two products of the two glandular types
are intimately mixed (Piérard et al., 2014). The apocrine sweat gland releases a yellowish or
whitish, viscous and oily secretion that has a musky odor in response to decomposition of the
secretion components by bacteria (Ovalle, 2011) which generates the animals’ characteristic
smell. The apocrine secretion responds to emotional stimuli, adrenergic and cholinergic.
Obeys stimuli by epinephrine and norepinephrine with local or humoral origin and being rich

in lactate and Na +, K +, + Ca?, Mg? +, Cl-, HCO3- (Piérard et al., 2014).

In this study, the major modification on the castrated collared peccaries scent gland was
the decrease in size and secretory proportional relationship between the secretory unit and the
connective tissue of the sebaceous portion. It is known that testosterone influences the
development of skin glands in animals. Ponmanickam et al. (2010) reported a decrease of
preputial glands of castrated rats, compared with normal adults. And in the volume, this study
is consistent with that reported by Zielonka (1993) who found that the castration significantly
decreased the cytoplasmic volume of cells of the sebaceous gland in cats, reflecting a decrease
in metabolic activity. In addition, lwata et al. (2000) found that castration in goats

significantly reduced the sebaceous gland and generated inhibition of pheromonal activity.
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Testosterone supplementation was able to induce an increase in castrated collared
peccaries gland. And besides size, hormone supplementation also influenced the structural
organization of the scent gland. These results are in agreement with that reported by Zielonka
(1993) who found that the treatment with testosterone restored the morphology of the gland in
castrated cats. Similarly, lwata et al. (2000) found that administration of testosterone in
castrated goats increased sebaceous gland. These results in the joint findings suggest that the
development of scent gland undergoes dependence of testosterone and, possibly, pheromone

production by the sebaceous gland requires the presence of this hormone.

It has been reported that dominant males peccaries have testosterone levels above their
subordinates (Hellgren, 1989) and in other species, the glands in the skin are larger and
heavier in animals exhibiting dominance. (Pohorecky et al., 2008). In the sebaceous glands
testosterone is transformed into dihydrotestosteroneby the action of a specific enzyme, 5-
alpha reductase type I. Immediately after formation, dihydrotestosterone, coupled to a
cytosolic receptor, reaches the sebocite core and there binds to a specific receptor (Claudine

and Gerald, 2012) increasing the activity of the gland.

Regarding the sweat portion, testosterone treatment did not restore significantly the
secretory epithelia of castrated animals compared to adults. Our results differ from those
indicated by Wales and Ebling (1971) where it was shown that the apocrine glands of
submandibular, inguinal and anal regions of rabbits were influenced by testosterone, in this
study the administration of testosterone in castrated animals generated an increase in

epithelial height and of the tubules size.

In order to evaluate the proliferative activity of the scent gland, was made AgNOR

count in cells of the sebaceous and sweat portion. AGNOR are a set of argyropholic proteins
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that accumulate in highly proliferating cells, whereas its expression is low in non-proliferating
cells. The number of AgNOR is closely related to the speed of cell proliferation, but also with
the transcription activity of ribosomal RNA (rRNA). Because these proteins accumulate in
proliferating cells, a count is used as a means to assess cell proliferation (Roussel and

Hernandez-Verdun, 1994; Derenzini., 2000; Sirri et al, 2000).

The results of this study showed that castration affects only the proliferative activity of
the sebaceous portion of the scent gland. The rate of cell proliferation in the sebaceous gland
of castrated peccaries was comparable to newborn peccaries. And the proliferative activity
was restored after testosterone replacement in castrated animals. The maturation of the
sebaceous gland is characterized by the synthesis of sebum, which contains triglycerides,
squalene and waxes in abundance. The excretion of sebum is regulated by various physical
and chemical factors and by various hormones, in particular androgens (Claudine and Gerald,
2002). Found that the major volatile components of the secretions released by the scent gland
in males collared peccary are geranylgeraniol and squalene (Waterhouse, 1996). Thus, this
indicates that testosterone causes the maturation of the sebaceous portion of the scent gland
and consequent increase in secretory activity.

The results of this study provide strong evidence that the collared peccary the scent
gland is under the influence of testosterone. The decrease in testosterone levels in the blood,
due to castration generates significant changes in secretory units, only the portion of

odoriferous sebaceous gland.
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Figures legend

Figure 1. The scent gland of an adult collared peccary. In the note that the gland is ovoid, and
in the center there is a small teat (arrow) which leaves a whitish discharge. In B gland scent
gland after skin removal. Note that there are two portions: the cranial that is clear (thick
arrow) and the dark flow rate (*).Scale bars: (A) 4; (B) 3 cm.

Figure 2. The scent gland of newborn collared peccary observed by microscopy with light
stained with hematoxylin and eosin. The micrograph the sebaceous portion. In the Spotlight |
note that the alveoli have basal cell (arrow head), polyhedral cells with well stained cytoplasm
(arrow) and nuclei with euchromatic aspect; alveoli converge to a interlobular duct and sebum
accumulation clue is restricted to that region. In B photomicrograph of sweat portion; note on
highlight 11 that this is coiled tubular and the lumen is narrow (L), coated cubic cells. Among
the tubules check the loose conjunctive tissue (CT). Scale bars: (A) 226,0 um; (B): 99,0 um.

Figure 3. The scent gland of newborn collared peccary observed by microscopy with light
stained with hematoxylin and eosin. In A micrograph the sebaceous portion. Look that the
alveoli are doing well developed; in the basal region we verify the proliferative layer of
cuboidal cells, core, euchromatic and eosinophilic cytoplasm (highlight I). In the alveolar
center cells were larger, globular and with the cytoplasmic full of lipid droplets (arrow) and
the core was pyknotic in a few cells (*). In B, observe part of a secretion unit of the sweat
portion. Note that the lumen has distended (L) and is covered by a simple columnar
epithelium with one cubic basal eucromatico nucleus, still it is found that the cytoplasm is
vacuolated and in the apical we view suggestive apical projections of the secretion mechanism
(thick arrow). Scale bars: (A) 160.0 um; (B): 58.0 um.

Figure 4 - Comparison of the histological organization of the sebaceous portion of the scent
gland of collared peccaries. (A) collared peccary newborn; look that the alveoli are
undeveloped and there quite the connective tissue around it (B) adult; look the well-developed
alveoli with a delicate layer of connective tissue between the secretory units (C) castrated;
look that the secretory units suffered a process of involution and connective tissue around it
increased (D) castrated treated with testosterone; note that the alveoli become well developed
generating a decrease in connective tissue. Hematoxylin and eosin. Scale bars: 104,0 pm.
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Figure 5 - Comparison of the histological organization of the sweat portion of the scent gland
of collared peccaries. (A) collared peccary newborn; look that the secretory tubules are
smaller, with small lumen and quite connective tissue around it (B) adult; note that the
secretory units are larger, the lumen is large, full secretion and there is a delicate layer of
connective tissue between the secretory tubules (C) castrated; note that the secretory units
suffered decrease, the lumen is distended, contains secretion and the connective tissue around
it increased (D) castrated treated with testosterone; note that the tubules were not well
developed, presented secretions in the lumen and the connective tissue around it was
plentiful.. Hematoxylin and eosin. Scale bars: 104,0 pum.

Figure 6 - photomicrograph of sebaceous gland stained by silver impregnation method. The
AgNOR are visualized as dark clumps within the core of the gland cells. Featured, a cell

(arrow) with AgNORs prominent intranuclear is pointed arrow. Scale bar: 30,0pum.

Tables

Table 1 — Mean values of volumetric proportion of secretory portion and connective tissue of
the sebaceous gland of collared peccaries.

. Volumetric proportion of secretory Volume proportion of connective
Peccaries groups

portion (%) tissue (%)
Newborn 55,25+ 9,2b 44,50+ 8,82
Adult 82,51+362 17,50+ 3,6
Castrated 59,63+7,0° 40,38+ 7,0
Castrated treated with testosterone 81,13+£3,72 18,63+ 3,1°

Data are expressed as mean + standard deviation. Mean in the same column with different lower case letters
differ (P <0.05). Tukey test.

Table 2 — Length and width of the scent glands of the collared peccaries.

Castrated treated

Parametros Newborn Adult Castrated .
with testosterone
Length (cm) 2,76+ 0,25 © 10,66 +0,76 2 5,83+076" 9,70£0,172
Width (cm) 1,26 +0,21 ¢ 5,40 +£0,292 3,60 £ 0,41° 450+0,41%

Data are expressed as mean * standard deviation. Mean in the same line with different lower case letters differ (P
<0.05). Tukey test.
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Table 3 — Mean values of the epithelial height, diameter of the lumen, volumetric proportion
tubular and extratubular sweat glands of collared peccaries.

. Epithelial height Diameter of the VOIL_JmemC vqume’Frlc
Animals (um) lumen (um) proportion tubular proportion
H H (%) extratubular (%)
Newborn 8,01£1,2 ¢ 21,02+9,2 ¢ 65,31+ 3,5¢ 34,69+ 35%
Adult 10,77+2,8" 158,08+ 62,4 2 80,5048,7 2 18,87+ 7,3°
Castrated 16,27+2,32 141,56+ 66,9 65,7545,8 35,00+5,8%
Castrated treated 15,80+1,92 129,23+ 45,6 b 67,25¢4,6 1 35,75+ 9,6 2

with testosterone

Data are expressed as mean = standard deviation. Mean in the same column with different lower case letters
differ (P <0.05). Tukey test.

Tabela 4 — Average values of AQNOR/nucleus in cells of the sebaceous gland and sweat of
collared peccaries.

Cells
Sebaceous gland Sweat gland
Peccaries groups
Newborn 2,28+ 1,4° 2,85+ 1,5¢
Adult 497+192 442+172
Castrated 2,48+ 1,20 3,68+1,7°%
Castrated treated with testosterone 4,46+ 1,82 3,56£15¢%

Data are expressed as mean + standard deviation. Mean in the same column with different lower case letters
differ (P <0.05). Tukey test.
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