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RESUMEN

Se realizé el estudio histoquimico de mucinas
en las vias espermaticas de nueve babas adultas,
utilizando las coloraciones Hematoxilina-Eosina,
PAS, PAS-Digerido (Diastasa) y PAS-Azul de
Alcian a pH 1,0y 2,5. Los hallazgos encontrados
fueron: reaccién PAS. positiva en el epididimo
caudal; reaccién positiva a PAS y PAS-Azul de
Alcian a pH 2,5y 1,0 en el coliculo seminal, surco
eyaculador del pene y superficie dorsal del pene,
evidenciando la presencia de mucinas neutras,
sialomucinas y sulfomucinas, respectivamente;
reacciéon positiva a PAS y PAS-Azul de Alcian a
pH 2,5 en la superficie dorsal y ventral del pene,
evidenciando la presencia de mucinas neutras y
sialomucinas. Se analizan las posibles correlaciones
fisiolégicas, tomando en cuenta la ausencia de
glandulas sexuales anexas en esta especie.

(Palabras clave: Caiman crocodilus crocodilus,
aparato masculino, tejidos animales, mucina,

Apure)

ABSTRACT

A histochemical study of mucins from the
male spermatic tract of the spectacled cayman was
carried out. Nine mature spectacled caymans were
used. Samples of the genital tract were stained
with Hematoxylin-Eosin; PAS; PAS-Amylase;
and PAS-Alcian Blue. This last stain used two
different pH values (1. 0 and 2.5). The following
findings were evidenced: 1. A positive PAS
reaction at the caudal epididymis; 2. A positive
reaction to PAS and PAS-Alcian Blue at both
pHs in the seminal coliculus, the ejaculatory
ductus and the dorsal aspect of the penis, which
demonstrates the presence of neutral mucins,
sialomucins and sulphomucins, respectively; and
3. A positive reaction to PAS and PAS-Alcian
Blue at pH 2.5, on both the dorsal and ventral
surface of the penis, confirming the presence of
neutral mucins and sialomucins. The possible
physiological correlations are discussed, taking into
consideration the absence of annexe sexual glands
in this species.

(Key words: Caiman crocodilus crocodilus, male
genital system, animal tissues, mucin, Apure)
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INTRODUCCION

Las mucinas son definidas como proteinas
fuertemente combinadas con oligosacaridos y unidas
a residuos de serina o treonina mediante enlaces
covalentes tipo éster. Las proteinas centrales de
las mucinas contienen tipicamente una serie de
dominios repetidos y consecutivos, enriquecidos
con serina, treonina y prolina, siendo muchas de
estas proteinas de caracter polimérfico (Lagow et
al., 1999; Rose y Voynow, 2006). Constituyen un
grupo heterogéneo de sustancias, en el que algunos
autores incluyen a los mucopolisacaridos (Lynch
et al., 1972). Inicialmente, se habian descrito dos
grandes grupos de mucinas: mucinas neutras y
mucinas acidas sulfatadas y no sulfatadas de acuerdo
a la clasificacién de Spencer (Lynch et al., 1972).
Estas altimas surgen por asociacién con grupos
acidicos tales como el radical sulfato (sulfomucinas)
y el acido sialico (sialomucinas), siendo estos grupos
facilmente evidenciables en los tejidos mediante
pruebas histoquimicas (Martoja y Martoja, 1970;
Lynch et al., 1972).

Los mucopolisacaridos neutros y las mucoproteinas
son indistinguibles entre si desde el punto de vista
histoquimico (conforman el grupo de mucinas
neutras), ya que ambas sustancias son tintorialmente
indiferentes frente a las coloraciones basadas en
reacciones acido-base. Por otro lado, ambos tipos
de sustancias reaccionan en forma positiva al ser
sometidos a la reaccién aldehido-fucsina-acido
peryodico de Schiff (coloracion PAS; Martoja y
Martoja, 1970). El glucégeno, polisacarido de
reserva de los tejyidos animales, también es secretado
a nivel del glicocalix en muchas membranas mucosas,
y como tiene propiedades tintoriales similares a las
mucinas neutras, es necesario eliminarlo de la muestra
mediante la pre-digestién con la enzima diastasa,

antes de aplicar la coloraciéon PAS (PAS-Digerido
con Diastasa; Prophet et al., 1995). Ademas, el
glucégeno intracelular normal (glucégeno-f3), existe
solo en forma de pequefias inclusiones granulares con
diametro entre 15y 30 nm, imposibles de apreciar con
microscopia de luz y que no afectan las caracteristicas
tintoriales del citoplasma (Geneser, 2001).

La funcién de las mucinas secretadas por las
laminas epiteliales de diversas mucosas, tales como
la intestinal y las de las vias respiratorias, ha sido
estudiada en forma exhaustiva. LLas mucinas neutras,
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abundantes en la superficie luminar del estémago y
secretadas asi mismo por las glandulas de Brunner
del duodeno, estan relacionadas con funciones de
proteccién de las mucosas que las secretan. Las
sialomucinas son muy abundantes en el colon y
en el tracto respiratorio profundo, donde cumplen
funciones netamente lubricantes. LLas sulfomucinas
se encuentran en grandes cantidades en el intestino
grueso y tracto respiratorio superior, teniendo
funciones mixtas en estos segmentos de sus respectivos
sistemas (Lynchetal., 1972). Ademas, las mucinas en
conjunto pueden tener un papel como barrera para la
difusién de solutos, asi como contribuir a la formacién
de un micro-ambiente favorable para el crecimiento de
clertos microorganismos fermentadores en el ciego de
los roedores, posiblemente limitando el crecimiento de
otros (Sakata y Eingelhardt, 1981). También forman
parte del dindmico sistema de defensa de las mucosas
presente en el tracto gastrointestinal, donde se asocian
a proteinas protectoras secretadas por el epitelio, ya
sea por medio de la interaccién molecular directa o
proporcionando a estas protefnas de un medio acuoso
y viscoso-elastico en el cual cu con sus funciones
defensivas (Corfield et al., 2001).

El papel de las mucinas en el tracto reproductor
parece estar asociado a las funciones de barrera
protectora mencionadas anteriormente, protegen las
mucosas del tracto reproductor contra la colonizacién
y posterior infeccién por parte de microorganismos
patégenos, evitan la proteédlisis epitelial, modulan la
adhesién tisular, participan en la transduccién de
sefales e inhiben la funcién inmunitaria celular y
ademas, proveen de un lubricante para la superficie
epitelial y evitan su deshidratacién (Lagow et al.,
1999). Por otra parte, se ha observado que algunos
glucoconjugados se unen a los espermatozoides
durante su paso a través de las vias espermaticas,
(Burkett et al., 1987a;b). Estos glucoconjugados
son principalmente glucoproteinas, que poseen
propiedades tintoriales similares a las mucinas y
mucoproteinas y pueden ser evidenciados en conjunto
mediante las pruebas histoquimicas basicas (Lynch
etal, 1972).

En el presente trabajo, se realiz6 una descripcién
inicial del patrén de distribucién de las mucinas
neutras y 4cidas en el tracto reproductor masculino
de la baba o caimin comin (Caiman crocodilus
crocodilus), una subespecie endémica de los llanos
venezolanos, de gran valor comercial como fuente de
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carne y piel, aunque subexplotada, y cuya anatomia
y fisiologia reproductiva no habian sido objeto de
estudio hasta afios recientes (Cabrera y Garcia,

2004; Cabrera et al., 2007).
MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras de tejido de nueve (9) babas
adultas de sexo masculino, capturadas durante la
época reproductiva (Britton, 2000) en los predios de
la Agropecuaria “Guafillas”, ubicada en el Distrito
Munoz del Estado Apure, Venezuela. Las muestras
obtenidas mediante necropsia fueron fijadas en formol
neutro al 10% v/v a un pH de 7,0 durante un minimo
de 48 horas; luego fueron procesadas manualmente
mediante la Técnica de Inclusién en Parafina
siguiendo el procedimiento descrito por Prophet et al.
(1995) y cortadas en secciones de 5 um de grosor.
Las secciones asi obtenidas fueron tefiidas con las
coloraciones de rutina: Hematoxilina-Eosina, PAS,
PAS-Digerido (Diastasa) y PAS- Azul de Alcian a
pH 1,0y 2,5. Los campos microscépicos de interés
fueron fotografiados mediante un Fotomicroscopio
Nikon Eclipse E400 y un Fotomicroscopio Zeiss
[II (Carl Zeiss, Inc.® 1975). Las fotomicrografias
fueron digitalizadas y procesadas mediante el uso del

programa ADOBE® Photoshop 6.0.
RESULTADOS Y DISCUSION

Cabrera et al., 2007, en estudios previos,
describieron las caracteristicas histolégicas de los
6rganos del aparato genital masculino del Caiman
crocodilus crocodilus, y sefalaron como hallazgo
relevante, la presencia de células con capacidad
de secrecién aparentemente mucosa a nivel de los
epitelios de revestimiento del epididimo, coliculo
seminal, saco ciego, surco eyaculador y la superficie
externa del cuerpo del pene. Con el fin de determinar
las caracteristicas de esta secrecién mucosa, se
utilizaron las coloraciones PAS, PAS-Digerido
(Diastasa) y PAS-Azul de Alcian, esta dltima a
dos pH diferentes (2,5 y 1,0). De esta manera se
pudieron constatar los siguientes hallazgos:

1. Epididimo

Se identificaron granulos de secrecién mucoide
en el citoplasma apical y supranuclear de las células
del epitelio de revestimiento de la porcién caudal del

epididimo. Estos granulos dieron reaccién positiva
con la coloracién PAS (Figura 1), pero no con las
coloraciones Azul de Alcian, a dos valores de pH
utilizados (2,5 y 1,0), lo cual descarté la presencia
de mucopolisacaridos acidos (sialo- y sulfo-mucinas),
a nivel del epididimo; mientras que la coloracién
PAS-Digerido (Diastasa) descarté la presencia de
glucégeno, lo cual indica que el contenido de estos

Figura 1. Cortes seriados a nivel distal de la cola del epididimo de

Baba (Caiman crocodilus crocodilus): A) Los segmentos distales
del epididimo se caracterizan por un epitelio ciibico simple, con
niicleos redondos en posicién basal y citoplasma lleno de granulos
de secrecién PAS positivos (flecha). Obsérvese el borde apical
convexo de las células epiteliales, indicativo de la presencia de un
mecanismo de secrecién apocrino. No se evidencian estereocilios
en los bordes apicales, pero si cabezas de espermatozoides en la
luz tubular. 1: Espermatozoides. Coloracién PAS; B) Coloracién
PAS-Azul de Alcian pH 2,5 negativa. La flecha indica un grupo
de estereocilios C) Coloracién PAS-Azul de Alcian pH 1,0
negativa. La flecha sefiala granulos citoplasmaticos sin afinidad

por la coloracién usada. ESCALAS: 50 pm.
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granulos consiste en mucopolisacaridos neutros y
mucoproteinas. Aparentemente, el mecanismo de
secrecién es apocrino, dado el tamafio de los granulos
y la deformacién que causan en el borde apical de las
células del epididimo. LLa Figura 1 también permite
observar la presencia de estereocilios en los segmentos
de esta estructura. De acuerdo a estos resultados, se
logré determinar que la porcién caudal del epididimo
produce grénulos contentivos de mucinas neutras,
ya sean mucopolisacaridos o mucoproteinas, pero
no se descarta que el epididimo posea propiedades
secretoras relacionadas con estos granulos y otras
sustancias, para las cuales las técnicas histoquimicas
seleccionadas no resultan utiles.

2. Conductos deferente y eyaculador

En ninguno de los segmentos examinados, se
observé reaccién positiva con las coloraciones PAS
y PAS-Azul de Alcian (Figura 2). En el conducto
deferente se ha reportado la presencia de células
caliciformes cuyo contenido citoplasmatico incluye un
producto de secrecién tintorialmente indiferente, pero
nuestros hallazgos descartan que sean de naturaleza
mucoide.

3. érgano copulador

El examen histoquimico del érgano copulador
revela las siguientes caracteristicas a nivel del surco
eyaculador, saco ciego y coliculo seminal: todo el
epitelio de revestimiento de estas zonas reacciona
positivamente a algunas de las coloraciones especiales
aplicadas (PAS y PAS-Azul de Alcian a pH 2,5
y 1,0), pero no se presenté reaccién alguna en la
coloracion PAS-Digerido (Diastasa), tanto a nivel
de glandulas intraepiteliales unicelulares como a nivel
de glandulas intraepiteliales multicelulares (Figuras
3abh).

La reaccién positiva a PAS y PAS-Azul de
Alcian a pH 2,5, también se presenta en el epitelio
dorsal del 6rgano copulador (cilindrico estratificado
con células caliciformes), ya que es una extensién
del epitelio del surco eyaculador, como puede verse
en la Figura 6-A a 6-C. Por su parte, el epitelio
ventral de este 6rgano (plano estratificado mucoso)
reacciona positivamente a la coloracién PAS y PAS-
Azul de Alcian a pH 2,5, revelando la presencia de
mucosustancias neutras (caso de la reaccion PAS
positiva) y sialomucinas (reaccion PAS-Azul de
Alcian pH 2,5 positiva), pero su reaccién negativa a
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Figura 2. Conducto Eyaculador: A. Reaccién PAS. Negativa
a nivel citoplasmatico y muy débil a nivel del borde apical (flecha).
B. Reaccién PAS-Azul de Alcian pH 2,5 negativa (flecha).
C. Reaccion PAS-Azul de Alcian pH 1,0 negativa (flecha).
Asterisco: Masa de espermatozoides. Todas las escalas insertas
en estas microfotografias equivalen a 50 pm.

la coloracién PAS-Azul de Alcian a pH 1,0 sugiere
que este epitelio no posee sulfomucinas (Figura 7).
Un resumen de los hallazgos histoquimicos puede
observarse en la Tabla 1.

DiscusioN

Las glicoproteinas y otras sustancias mucoides
constituyen una porcién extensa de las secreciones
epididimarias (Frohlich y Young, 1996), las cuales
asumen funciones importantes en la inhibicién de la
protedlisis espermatica, en la formacién de agregados
celulares mediante la inclusién en la membrana
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Figura 3. Fondo y borde del Surco Eyaculador: A. Coloracién
Hematoxilina-Eosina. B. Reaccién PAS. positiva en una
glandula intraepitelial unicelular (flecha). C. Reaccién PAS-
Azul de Alcian pH 2,5 positiva (flecha). D. Reaccién PAS-
Azul de Alcian pH 1,0 positiva (flecha). Todas las escalas

insertas en estas microfotografias equivalen a 100 pm.

celular de los espermatozoides, en la produccién de
glicoproteinas secretadas por el epididimo (Lagow
et al., 1999), en la eliminacién de espermatozoides
no viables (NagDas et al.,, 2000), maduracién
espermatica (Gatti ef al., 2000) y proteccién contra
infecciones (Rao et al., 2003; Zanich et al., 2003).
Todas estas glicoproteinas, o sus analogos, deben
estar presentes, entre otras sustancias, en la secrecién
epididimaria del Caiman crocodilus crocodilus, para
garantizar la eficiencia reproductiva. Un indicio
a favor de esta aseveracién es la localizacién de
las reacciones positivas a mucosustancias neutras
en la cola del epididimo, donde las actividades
arriba sefialadas, deben llevarse a cabo con mayor
intensidad.

Tomando en cuenta la ausencia de glandulas
anexas en esta especie (Cabrera y Garcia, 2004),
asi como la ausencia de reacciones tintoriales en el
conducto deferente, a pesar de contar con células
de aspecto secretor (Cabrera et al.,, 2007), debe
considerarse la posibilidad de que el conducto
deferente y el conducto eyaculador posean secreciones
de caracter enzimatico que actien en la regulacién
de la modificacién post-testicular de la superficie de
la membrana espermética, una funcién que en los
mamiferos cumplen las secreciones de las glandulas
anexas (Konrad et al., 1998).

Las propiedades protectoras de las mucinas
neutras y las sulfomucinas a nivel del érgano
copulador, tal como son descritas por Lynch et

al. (1972) y por Lagow et al. (1999), podrian

Figura 4. Coliculo Seminal del Surco Eyaculador: A. Reaccién
PAS positiva (flecha). B. Reaccién PAS-Azul de Alcian pH
2,5 positiva (flecha). C. Reaccién PAS-Azul de Alcian pH
1,0 positiva (flecha). En todas las microfotografias: 1. Coliculo
Seminal; 2. Luz del saco ciego del surco eyaculador; Asterisco:
Conducto Eyaculador. Todas las escalas insertas en estas
microfotograffas equivalen a 200 pm.

resultar de utilidad en estos segmentos de las vias
espermaticas, proporcionando alguna forma de
amortiguacién del pH o, limitando de algtin modo
el crecimiento de microorganismos en estas zonas
(Sakata y Engelhardt, 1981). Las sialomucinas y en
menor grado, las sulfomucinas detectadas, resultan
importantes por sus propiedades lubricantes que se
relacionan con el pasaje del liquido seminal y con la
fisiologia de la cépula.

En la actualidad, los glicoconjugados del aparato
genital de los animales domésticos se diagnostican por
medio de reacciones con lectinas, ya que se busca la
identificacién de terminales N-glucidicos especificos;
sin embargo, desde el punto de vista genético, las
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Figura 5. Glandulas Intraepiteliales del Surco Eyaculador:
A. Coloracién Hematoxilina-eosina. Flecha: Cimulo de
espermatozoides. B. Reaccién PAS positiva (flecha). C.
Reaccién PAS-Azul de Alcian pH 2,5 positiva (flecha). D.
Reaccién PAS-Azul de Alcian pH 1,0 positiva (flecha). Los
cortes son seriados y corresponden a la misma glandula. Las
escalas insertas equivalen a 20 pm.

glicoproteinas epididimarias se clasifican segtin
la estructura de su nicleo protéico en moléculas
MUC 1 al 9, entre otras (Lagow et al., 1999), y
la caracterizacién de los nicleos proteicos de estos
glicoconjugados no entra dentro de los métodos de
la Histoquimica si no de la Biologia Molecular. La
comparacién detallada entre otras especies y Caiman
crocodilus crocodilus no es posible con la metodologia
usada en este trabajo porque en los estudios actuales
en animales domésticos y en el hombre, la clasificacién
de Spencer, basada en la coloracién PAS, est4 siendo
reemplazada por métodos mas precisos. Por otro lado,
el Caiman crocodilus crocodilus no posee glandulas
anexas en el aparato reproductor masculino (Cabrera
y Garcia, 2004), asi que no pueden esperarse
analogias regionales en las secreciones que se liberan
en las vias esperméticas. Por tal motivo, llegar a
caracterizar las mucinas del aparato reproductor
masculino de la baba a un nivel equivalente al del
conocimiento actual en los mamiferos y el hombre,
requiere cumplir las mismas etapas ya cumplidas en
estas tltimas especies.

Finalmente, debemos considerar en futuros
estudios el papel que pueda jugar el aparato
urinario en la produccién de fluido seminal en
esta especie, funcién que ha sido demostrada con
amplitud en lagartos, tortugas y serpientes (Peek y
McMillan, 1979; O’Shea et al., 1993), pero no en

crocodilianos.
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Figura 6. Epitelio Dorsal del Cuerpo del Pene: A. Reaccién
PAS positiva (Flecha) B. Reaccién PAS-Azul de Alcian pH
2,5 positiva (Flecha). C. Reaccién PAS-Azul de Alcian pH
1,0 negativa (Flecha).Las escalas insertas en cada micrografia
equivale a 50 pm.

Figura 7. Epitelio Ventral del Cuerpo del Pene: A. Reaccién
PAS positiva (Flecha). B. Reaccién PAS-Azul de Alcian pH
2,5 positiva (Flecha). La escala inserta en ambas micrografias
equivale a 100 pm.
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Tabla 1. Resumen de Hallazgos Histoquimicos

Prueba realizada PAS-D PAS AB (pH 2,5) AB (pH 1,0)
Sustancia detectable: Glucégeno Mucinas Sialomucinas Sulfomucinas
neutras
Estructuras estudiadas:
Epididimo caudal - + - _
Conducto eyaculador - - - -
Coliculo seminal - + + +
Surco eyaculador - + + +
Superficie dorsal del pene - + + .
Superficie ventral del pene - + + .

Leyenda: 1) PAS-D: PAS. Digerido (Diastasa); 2) PAS: Reaccién del Acido Periédico de Schiff; 3) AB:

Reaccién PAS-Azul de Alcian.

CONCLUSIONES

Se localizaron secreciones mucosas neutras en los
segmentos distales del epididimo, en el epitelio de
revestimiento del surco eyaculador y en la superficie
externa del cuerpo del pene. Estas secreciones
mucosas contienen mucopolisacaridos neutros,
mucoproteinas y glicoproteinas, que se deberian
integrar al liquido seminal con el fin de garantizar la
maduracién espermatica, un cierto nivel de proteccién
contra el pH 4acido del medio cloacal y, posiblemente,
contra el crecimiento de microorganismos.

Tanto el epitelio de revestimiento del surco
eyaculador como la superficie externa del cuerpo
peneano poseen secreciones mucosas acidas,
relacionadas con funciones lubricantes. LLa secrecién
mucosa acida del surco eyaculador estd compuesta
de sialomucinas y sulfomucinas, mientras que
la secrecién de la superficie externa del cuerpo
peneano evidencia tnicamente sialomucinas. La
presencia de sialomucinas en la mucosa externa del
6rgano copulador constituye un aspecto importante
de la fisiologia de la cépula. La presencia de
estas mucosustancias lubricantes a nivel del surco
eyaculador indicaria que el semen posee una gran
densidad y que puede presentar una consistencia
densa en fresco, al menos en la época del afio en que
se realizaron las capturas.

En el futuro, se hace necesario ahondar
en la 1dentificacién, por medio de técnicas
inmunolégicas, de las glucoproteinas involucradas en

la maduracién espermatica, asi como realizar estudios
inmunohistoquimicos y ultraestructurales en las vias
espermaticas y sistema urinario, con el fin de esclarecer
el papel de cada segmento en la produccién del fluido
seminal de Caiman crocodilus crocodilus.
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