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RESUMO

O conhecimento morfoldgico e os dados sobre a composicdo dos glicosaminoglicanos
(GAGS) no sistema reprodutor feminino e tecido placentario de cutia sdo essenciais para a
compreensdo dos eventos reprodutivos. Soma-se a estes, 0 conhecimento sobre o
desenvolvimento embrionério/fetal na espécie, que serve como base para aplicacdo do exame
ultrassonografico e biotécnicas reprodutivas, contribuindo diretamente para conservacdo da
espécie e exploracdo comercial. Portanto, objetivou-se descrever as caracteristicas
anatomohistoldgicas do sistema reprodutor de cutias fémeas, bem como identificar o perfil
dos GAGs presentes nos érgdos reprodutivos e placenta ao longo da gestacdo. Para tanto,
foram utilizadas 25 cutias, adultas em diferentes fases do ciclo estral e gestacéo, obtidas no
Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(CEMAS/UFERSA). Apos eutanasiados, as cavidades abdominal e pélvica foram abertas, os
orgdos do sistema reprodutor e fetos quando presentes foram fotografados in situ e ex situ e
realizado a analise morfométrica. Fragmentos de cada 6rgdo foram fixados em solucdo de
paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5% e destinados a microscopia de luz e eletrdnica de
varredura. Fragmentos dos 6rgdos também foram colocados em acetona para realizagdo do
processo de delipidacdo e em seguida a amostra submetida a eletroforese em gel de agarose.
Observou-se que o0 ovario da cutia é revestido por epitélio simples cibico a pavimentoso que
repousa sobre a tunica albuginea, evidenciando-se uma zona cortical e uma medular. A tuba
uterina estd organizada em trés camadas, uma mucosa (epitélio colunar simples, ciliado e
viloso), uma lamina prépria (conjuntivo frouxo) e uma camada serosa, estando o tamanho das
vilosidades e a espessura da camada muscular variando entre as areas de infundibulo, ampola
e istmo. Na gestacdo, este 6rgdo teve perfil varidvel, com predominio de DS e HS no inicio da
gestacdo e DS e CS nos tercos medio e final e reducdo acentuada a termo. O Utero &
classificado como duplo parcial, formado por dois cornos e uma cérvix com dois éstios
distintos que se comunicam com 0 corpo e um unico 6stio que se abre na vagina. O corno
uterino apresentou ao longo da gestacdo uma predominéncia de CS e DS, com pequena
quantidade de HS. A vagina possui trés camadas, adventicia externa (tecido conjuntivo),
muscular e a mucosa composta por epitélio que varia de pavimentoso pouco estratificado sem
queratinizacdo (fase lutea) a estratificado pavimentoso queratinizado e cornificado (fase
folicular) bastante pregueado e com presenca de células leucocitérias. Na vagina, o principal
GAG encontrado foi o DS, com pequena concentracdo de HS analisados ao longo da
gestacdo. A vulva localiza-se entre o &nus (dorsal) e o Ostio uretral, estando o vestibulo



ausente na espécie. O clitoris encontra-se externo a vagina, no qual em seu apice projetam-se
lateralmente duas espiculas corneas e uma uretra centralizada, ndo existindo uma parte
comum entre os tratos urinario e genital. Os embrides aos 30 dias pos copula possuiam forma
de “C”, com brotos dos membros em forma de remo, Crown-Rump de 10,75 + 0,11 mm e
peso de 0,17 + 0,03; aos 40 dias a pele foi lisa e transparente e saliéncia hepatica e curvatura
do corpo reduzidas, CR de 19,5 = 0,007 mm e peso 1,34 £ 0,01 g; aos 65 dias, 0 tubérculo
genital ja estava diferenciado e CR observado foi de 83 + 0,08 mm e peso de 29,22 + 0,46 g;
aos 85 dias, presenca de pelos curtos distribuidos pelo corpo, olhos parcialmente abertos, CR
de 127,7 £ 0,6 mm e peso de 96,56 + 7,37 g; aos 100 dias, feto maduro com pélos longos e
em todo o corpo, unhas e dentes completamente formados e conduto auditivo aberto, CR foi
de 164,3 £ 10,4 mm e peso de 166,5 = 7,79 g; 0s neonatos apresentaram pélos ericados e
olhos abertos ao nascer, com CR de 179,1 + 0,5 e peso de 201,88 + 1,89 g. Conclui-se que o
perfil e a concentracdo dos GAGs varia quanto ao 6rgao e periodo de gestacdo e que a idade
do embrido/feto pode ser avaliada durante gestagéo, permitindo estimar idades gestacionais, e
os dados podendo ser usados como parametros para exames ultrassonograficos, ajudando na
identificacdo de patologias ao longo do desenvolvimento.

Palavras-chave: Ciclo estral. Gestacdo. Feto. Horménios ovarianos. Matriz extracelular.
Roedor.



ABSTRACT

The morphological knowledge and data about the composition of glycosaminoglycans
(GAGS) in the female reproductive system and placental of agouti are essential to the
understanding of reproductive events. In addition to these, the knowledge of embryonic and
fetal development in the specie, provides as the basis for application of ultrasound
examination and reproductive biotech, contributing directly to conservation of the specie and
commercial exploitation. Therefore, the objective describe the anatomohistological
characteristics of the reproductive tract of agoutis females, as well as identify the profile of
glycosaminoglycans in reproductive organs and placenta during the pregnancy. Were utilized
agoutis 25 adult females at different stages of the estrous cycle and pregnancy, obtained in
Centre of Multiplication of Wild Animals of the Universidade Federal Rural do Semi-Arido.
After eutanasiados, abdominal and pelvic cavities were opened, the reproductive organs and
fetuses when gifts were photographed in situ and ex situ and analysed to morphometric. Each
body fragments were fixed in 4% paraformaldehyde solution and 2.5% glutaraldehyde and
submitted to histological technique of light and scanning electron microscopy. Fragments of
organs were also placed in acetone to remove the lipids and then the sample subjected to
agarose gel electrophoresis. Blades for light microscopy, were stained with hematoxylin-
eosin, Gomori stain, Alcian-Mallory and Periodic Acid Schiff (PAS). It was observed that he
ovary of the Dasyprocta leporina is coated by simple cubic to squamous epithelium that rests
on the tunica albuginea, showing a cortical and medular zone. The uterine tube is organized in
three layers, a mucous membrane (simple ciliated columnar epithelium), the lamina propria
(loose connective) and serosa. The villus height and muscle layer thickness varying between
the areas of infundibulum, isthmus and ampulla. In pregnancy this organ has profile variable,
with predominance of dermatan sulfate (DS) and heparan sulfate (HS) in early gestation and
DS and chondrotin sulfate (CS) in the middle and final thirds with sharp reduction at term.
The uterus is classified as partial double, consisting of two horns and a cervix with two
distinct ostia that communicate with the body and a single ostium that opens into the vagina.
The uterine horn presented throughout pregnancy a predominance of CS and DS, with small
amount of HS. The vagina has three layers, the outer adventitia (connective tissue), muscular
and mucous membrane composed of epithelium that varies from little pavimentoso storied
without keratinization (luteal phase) the storied pavimentoso keratinized and cornified
(follicular phase) enough frilled and with leukocytes cells. In the vagina, the main GAG found
was the DS, with small concentration of HS analyzed throughout of the pregnancy. The vulva
is located between the anus (dorsal) and the ostium and the vestibule urethral absent in the
species. The clitoris is external to vagina, in which in its peak protrude sideways two spicules
corneas and the urethra centered, in the absence of a common part between the urinary and
genital tracts. Embryos at 30 days after copulation had form of "C" with limb buds paddle-
shaped, Crown-Rump (CR) of 10.75 = 0.11 mm and weight of 0.17 + 0.03 g; 40 days the skin
was smooth and transparent and liver boss and curvature of reduced body, CR 19.5 £ 0,007
mm and weight 1.34 + 0.01 g; after 65 days, the genital tubercle was already differentiated
and CR was 83 £ 0.08 mm and weight of 29.22 + 0.46 g; 85 days, presence of stubble
throughout the body, eyes partly open, CR of 127.7 +0.6 mm and weight of 96.56 + 7.37 g;
100 days, mature fetus with long hair and the whole body, fully formed tooth and nail and
open auditory meatus, CR was 164.3 + 10.4 mm and weight of 166.5 = 7.79 g; the infants had
the open eyes and bristling at birth, with CR 179.1 + 0.5 and weight of 201.88 + 1.89
g. Concluded that the profile and concentration of GAGs varies as to the organ and gestation
period and that the age of the embryo/fetus can be evaluated during pregnancy, allowing to



estimate gestational age and the data can be used as parameters to ultrasound examinations,
helping in the identification of diseases throughout development.

Keywords: Estrous cycle. Extracellular Matrix. Fetuses. Ovarian hormones. Pregnancy.
Rodent.
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diferentes fases de desenvolvimento (cabeca de seta), corpo luteo
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colunar simples e ciliado (seta preta). C: zona medular (*) repleta de
vasos sanguineos (cabeca de seta) e corpo luteo maduro (circulo) e
diversos foliculos primordiais (retdngulo) na zona cortical. D: dois
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longitudinal, mostrando a albuginea (a), as zonas cortical (b) e medular
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cubico simples (e) e o estroma endometrial rico em glandulas
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endometriais de diferentes tamanhos.C: corpo do Utero, com presenca de
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a serosa (¥K). B: 6stio cervical externo, onde verifica-se uma Unica luz
(L), epitélio bastante pregueado (*), a submucosa (sm) e média (M). C:
epitélio estratificado pavimentoso (seta) que repousa sobre o tecido
conjuntivo frouxo da submucosa (sm). D: mucosa da cérvix no diestro
mostrando reacdo positiva para PAS. E: submucosa (sm) e mucosa
bastante pregueada no terco final da gestacdo, onde evidencia-se a
proliferagdo das glandulas mucosas cervicais coradas com Alcian-
Mallory (seta), indicativo da producdo de mucopolissacarideos. F:
epitélio cervical (*) com submucosa (sm) de fémea gestante no terco
final de gestacdo, identificando-se uma mucosa com reacdo PAS positiva
e presenca de muco no lumen, marcado com a colora¢do. G: MEV da
cérvix na porcao inicial, evidenciando-se a serosa (*), uma muscular (M)
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Vagina de cutia no ciclo estral e gestacdo. A: vagina em fase lUtea,
evidenciando-se a formacéo de papilas (*), do tampdo mucoso (%) e
epitelio PAS positivo. B: epitélio estratificado pavimentoso nédo
queratinizado (seta) com indicios de cornificacdo (cabeca de seta) e
lumen (L), na fase folicular. C: epitélio pouco estratificado com reacao
PAS positiva (seta) e limen (L), observados na fase lutea; D: epitélio
estratificado pavimentoso(®) com cornificacdo, queratinizacio (seta) e
lumen (L),na fase folicular; E: epitélio bastante pregueado corado com
Tricromio de Gomori, observando-se a mucosa (¥), submucosa (sm),
musculatura (*) e lmen (L) na fase lutea; F: detalhe da mucosa na fase
secretoria, mostrando células vacuoladas (seta) e camada muscular
circular (¥); G: detalhe da mucosa em fase folicular com epitélio PAS
positivo (*), submucosa (sm) e lumen (L); H: MEV em corte transversal,
verificando-se as camadas média (M) e mucosa (*) e o 6stio uretral (u).
I: detalhe da mucosa (*) da vagina visto em corte longitudinal. A-D: HE;
E-F: Alcian-Mallory; G: PAS.......c e

Espiculas clitorianas de cutia. A: espiculas corneas (E) circundadas pelo
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prepucio (p); B: espicula de cutia visualizada em maior aumento
evidenciando a queratinizacdo (*) e delimitada pelo prepucio (p). C:
detalhe do epitélio estratificado (¥K) e queratinizado (*) das espiculas.
D: MEV, mostrando as espiculas (E) exteriorizadas ao prepulcio na fase
folicular do ciclo estral. E: varredura da regido vulvar em fase litea com
espiculas internas (E) ao prepucio, visualizadas apds a remoc¢do do
mesmo e uretra centralizada entre as espiculas (seta). F: detalhe da
extremidade da espicula queratinizada. A-C: HE.........c.cccoceveveiieiniennnnn,

CAPITULO 2:

Figura 1-

Figura 2-

Figura 3-

Figura 4-

Figura 5-

Figura 6-

Etapas para Eletroforese em gel de agarose. A: aplicacdo das amostras
nos pocos. B: lamina contendo as amostras e o padrdo. C: lamina
submetida a eletroforese. D: 1dmina colocada em solucdo de CTV 0,1%.
E: laminas envoltas em papel filtro e submetidas a corrente de ar quente
continua. F: lamina corada em azul de toluidina. G: lamina aplicada em
SOIUGAOD UESCOTANTE. .......eieuiiiiieie sttt

Perfil eletroforético da tuba uterina ao longo da gestacdo em cutias. TI-
terco inil; TM- terco médio; TF- terco final; CS- conroitim sulfato; DS-
dermatam sulfato; HS- heparam sulfato.............ccoovoiiiiiiiniincns

Eletroforese em gel de agarose e densitometria das laminas do corno
uterino gestante e nao gestante. A: Perfil eletroforético do corno uterino
gestante ao longo da gestacdo em cutias. B: densitometria do corno
uterino ao longo da gestacdo. C: perfil eletroforético do corno uterino
ndo gestante. D: perfil eletroforético do corno uterino ndo gestante apds
incubagdo com heparinase Ill. E: densitometria do corno uterino ndo
gestante e ap0s incubacdo com heparinase Ill. TI- terco inil; TM- terco
médio; TF- terco final; CS- condroitim sulfato; DS- dermatam sulfato;
HS- heparam SUITatO..........cccocviiieie e

Eletroforese em gel de agarose e densitometria das laminas do corpo do
utero. A: Perfil eletroforético do corpo uterino ao longo da gestacdo em
cutias. B: perfil eletroforético do corpo uterino ap6s incubacdo com
heparinase Ill. C: A: anélise das Unidades Arbitrarias de Densitometria
(UADs) no corpo uterino. CS- condroitim sulfato; DS- dermatam
sulfato; HS- heparam Sulfato..........cccooeiieiiiie s

Eletroforese em gel de agarose e densitometria das laminas da cérvix na
gestacdo em cutias. A: Perfil eletroforético da cérvix ao longo da
gestacdo. B: perfil eletroforético do cérvix apds incubagdo com
heparinase IlIl. C: B: analise das UADs na cérvix uterina. CS-
Condroitim sulfato; DS- Dermatam sulfato; HS- Heparam sulfato............

Eletroforese em gel de agarose e densitometria das laminas da vagina em
cutias gestantes. A: Perfil eletroforético da vagina ao longo da gestagédo
em cutias. B: perfil da eletroforese do tecido vaginal apds incubagdo com
heparinase Il11. C: analise das UADs na vagina ao longo da gestacdo. CS-
Condroitim sulfato; DS- Dermatam sulfato; HS- Heparam sulfato............
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Figura 7-

Figura 8-

Figura 9-

Tuba uterina de cutia submetido a técnicas de citoquimica por PAS e
imunohistoquimica. A: Infundibulo de cutia aos 45 dias possuindo
reacdo PAS positiva na camada muscular (M), na mucosa (cabeca de
seta) e na submucosa das vilosidades (V). B: istmo aos 45 dias com as
camadas muscular (M) e submucosa (Sm) marcados com anti-AH. C:
ampola da tuba aos 75 dias, estando o epitélio ciliado marcado (cabeca
de seta), submucosa (Sm) e camada muscular (M) marcadas com anti-
AH. D: infundibulo da tuba aos 100 dias com a submucosa (Sm) das
vilosidades marcadas fracamente por anti-CS. Neg: Negativo...................

Utero de cutia submetido a técnicas de citoquimica por PAS e
imunohistoquimica. A: Corno uterino de cutia aos 20 dias de gestacéo,
mostrando reacdo PAS positiva na mucosa (seta) do endométrio (E) e
miométrio (M). B: reacdo positiva no endotélio das glandulas
endometriais (cabeca de seta) de cutia aos 75 dias. C: corno uterino aos
48 dias com a mucosa (cabeca de seta amarela) e 1d&mina basal (cabeca
de seta preta) do epitélio endometrial e das glandulas endometriais (seta)
marcadas com o anticorpo para AH. D: corno uterino aos 65 dias,
estando a submucosa (Sm) e mucosa (cabeca de seta) e miométrio (M)
marcado com anti-CS. E: corpo do Utero aos 75 dias apresentando reacdo
PAS positiva na mucosa (seta) e mucosa das glandulas endometrias
(cabeca de seta). F: corpo aos 20 dias, estando o endométrio (E),
miométrio (M) e serosa (S) marcadas com anti-CS. G: em detalhe o
endométrio do corpo aos 20 dias mostrando as mucosas endometrial
(seta) e das glandulas endometriais (cabeca de seta) marcadas por anti-
CS. H: corpo aos 45 dias com marcacdo do anti-AH nas regides de
mucosa (seta), glandulas endometriais (cabeca de seta) e submucosa
(Sm). I: cérvix de cutia aos 2 dias p6s copula com reacdo PAS positiva
na mucosa (seta), submucosa (Sm) e miométrio (M). J: cérvix aos 45
dias evidenciando-se a reacdo PAS positiva forte no miométrio e fraca
na submucosa. K: verifica-se tampao cervical mucoso aos 75 dias
(estrela), e submucosa com reacdo fraca para PAS. L: cérvix aos 48 dias
com a submucosa marcada fracamente para anti-AH. Neg: Negativo........

Vagina de cutia submetida a técnicas de citoquimica por PAS e
imuhistoquimica. A: vagina de cutia aos 35 dias mostrando a mucosa
(seta) e a membrana de ocluséo vaginal (*) com reacdo PAS positiva. B:
vagina aos 100 dias com membrana de oclusdo (estrela), mucosa (*) e
camada muscular (M) PAS positivas. C: vagina aos 35 dias possuindo
marcagdo fraca para anti-CS na submucosa (Sm) e muscular (M). D:
vagina aos 75 dias com marcacdo forte na submucosa e tecido
conjuntivo adjascente (Sm) para anti-AH. E: vagina aos 75 dias com
marcagdo na submucosa e tecido conjuntivo para anti-CS. F: vagina aos
100 dias apresentando marcagdo na submucosa e tecido conjuntivo (Sm)
e camada muscular (M), ndo estando a membrana de oclusdo vaginal
marcada para o anticorpo contra AH (estrela). Neg: Negativo...................

CAPITULO 3:

Figura 1-

Ultrassom do Gtero de cutia fémea 30 dias de gestacdo, evidenciando-se
0 embrido (seta) dentro da vesicula gestacional e a placenta (*). Fonte:
ACEIVO A0 PESQUISAAON ......eeiiieiiie ittt
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Figura 2-

Figura 3-

Figura 4-

Figura 5-

Perfil eletroforético da placenta e subplacenta de cutia analisada ao
longo da gestagdo. A: Andlise da placenta entre 35 e 100 dias. B:
placenta entre 35 e 100 dias ap0Os tratamento com heparinase Ill. C:
andlise da subplacenta enre 35 e 100 dias. D: Densitometria das laminas
de eletroforese da placenta e subplacenta ao longo da gestacdo.
Condroitim Sulfato (CS), Dermatam Sulfato (DS), Heparam Sulfato
(HS) e Unidades Arbitrarias de Densitometria (UAD).........cccccoevverurennnnn.

Placenta de cutia no terco inicial de gestacdo submetida a reacdo de
citoquimica (PAS). A: placenta aos 25 dias, verifica-se reacdo intensa
para PAS marcando o sinciciotrofoblasto (Sin), circundando as lacunas
maternas (*) numa placenta ainda imatura. B: detalhe da decidua basal
com intensa reacdo PAS na placenta aos 25 dias. C: placenta aos 35 dias
com o sincicio (cabeca de seta) ainda marcado em PAS e a decidua
(Dec) e células trofoblasticas gigantes (seta) mostrando reacdo intensa
para PAS. D: citotrofoblasto marcado em PAS na borda lateral da
placenta e sincicio (Sin) com marcacao fraca. Neg: Negativo....................

Placenta de cutia no terco inicial e final de gestacdo submetida a reacédo
de imunohistoquimica. A: placenta aos 30 dias, evidenciando-se a rea¢cdo
positiva do sinciciotrofoblasto (seta) para condroitim sulfato. B:
sinciotrofoblasto com reacdo positiva para acido hialurénico. C:
citotrofoblasto (Cit) marcado com reacdo fraca para anti-CS aos 35 dias.
D: citotrofoblasto (Cit) marcado fortemente para Acido Hialurénico aos
35 dias. E e F: placenta aos 65 dias com células trofoblasticas gigantes
(seta) marcadas para anti-CS e anti-AH, respectivamente. G:
citotrofoblasto (Cit) na placenta aos 65 dias com forte marcacdo para
anti-CS e sincicio marcado fracamente (Sin). H: placenta aos 65 dias
com sincicio (Sin) marcado para anti-AH (seta). I: placenta aos 85 dias
com sincicio proximo a borda marcado fortemente para anti-CS (cabeca
de seta). J: placenta aos 85 dias com sincicio (Sin) marcado com anti-
AH. K: placenta aos 100 dias com reacdo anti-AH com sincicio (Sin)
marcado positivamente. L: células trofoblasticas gigantes marcadas
fracamente para anti-CS (cabeca de seta) aos 100 dias e decidua (Dec)
fortemente marcada. Neg: NegatiVo............ccovrveieiiiene e,

Subplacenta (S) de cutia entre 30 e 85 dias de gestacdo submetida as
técnicas de citoquimica e imunohistoquimica. A: sinciciotrofoblasto (sin)
préximo a regido da subplacenta e circundando as lacunas maternas (*)
mostrando reagdo PAS positiva. B: detalhe dos septos subplacentarios
(S), sendo verificado internamente as células trofoblasticas marcadas em
PAS (cabeca de seta) e externamente, o sinciciotrofoblasto marcado
fortemente em PAS (seta). C: trofoblasto dos septos subplacentarios
marcados para anti-CS circundando as lacunas da subplacenta aos 30
dias. D: subplacenta aos 35 dias com as células do septo com reacéo
positiva para anti-CS. E: células do septo da subplacenta aos 65 dias,
PAS positivas (seta). F: células trofoblasticas do septo aos 65 dias
marcadas fracamente para anti-CS (seta) e tecido alantoidiano marcado
fortemente (*). G: subplacenta aos 75 dias com células do septo PAS
positivas (seta). H: detalhe das células do septo marcadas fracamente
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para anti-AH e tecido alantoidiano fortemente marcado. I: subplacenta
aos 85 dias com celulas do septo marcadas fortemente para anti-AH.
Reacdo citoquimica para PAS: A-B, E, G. Imunohistoquimica para anti-

CS: C-D, H. Anti-AH: F, 1. Neg: NegatiVo.........ccccovevieniiieiienesie e
CAPITULO 4.
Figural-  Embrides de cutia. A: embrido aos 30 dias de idade com membros em

Figura 2-

Figura 3-

Figura 4-

Figura 5-

formato de remo. B: embrido aos 32 dias, com o inicio da formac&o do
focinho (*) e dos digitos (cabeca de seta). C: embrido aos 35 dias com
membros em formato de nadadeiras, formacdo do focinho e saliéncia
hepatica (a). D: embrido aos 40 dias com reducao da saliéncia hepatica e
inicio da formacéo do sulco labial (seta), diferenciacdo da boca e narinas
e presenca dos raios digitais com membrana interdigital (cabeca de seta).
Tém-se ainda o placoide o&ptico (1), vesicula prosencéfalica (2),
mesencéfalo (3) e robencéfalo (4), saliéncia auricular (5), membro
torécico (6), saliéncia cardiaca (7), membro pélvico (8), cauda (9),
corddo umbilical (10), costelas (11). Barra= 1CM.......ccccceevveveevieiierieenene.

Fetos de cutia no terco médio de desenvolvimento. A: feto aos 45 dias,
identificando o sulco labial (cabeca de seta) e dedos totalmente
separados (seta). B: feto aos 55 dias, verificando-se o pavilhdo auricular
(*) e inicio da formacdo das unhas (cabeca de seta). C: feto aos 65 dias,
observando-se a formacdo da palpebra (cabeca de seta branca), rugas na
pele (cabecas de seta preta) e pelo tactil (seta). D: feto aos 75 dias,
observando-se o pavilhdo auricular formado (seta) e pelos tacteis na face
(cabega de seta). Barra= LM ....ccocooiiiiiiiiiiieeee s

Detalhe das estruturas dos embrides/fetos de cutia ao longo do
desenvolvimento. A: embrido aos 35 dias com broto do membro torécico
em formato de nadadeira e presenca de membrana interdigital. B:
saliéncia auricular (cabeca de seta) de embrido aos 40 dias, formacéo da
Orbita ocular (seta). C: feto aos 55 dias detalhe dos vasos superficiais
(seta) e olho com retina pigmentada e com membrana ocular (cabeca de
seta); D: feto aos 55 dias com formacdo das suturas dos 0ssos cranianos
(seta) e formacdo das vibrissas (cabeca de seta). E: tubérculo genital
indiferenciado (seta) aos 45 dias. F: tubérculo genital em processo de
diferenciacdo aos 55 dias. G: feto aos 65 dias com identificacdo da
glande (cabeca de seta preta) do pénis (seta), e escroto (cabeca de seta
branca). H: feto aos 100 dias com vulva fechada (cabega de seta).............

Fetos no terco final de desenvolvimento e neonato de cutia. A; feto aos
85 dias, observa-se pelos distribuidos pelo corpo e os olhos parcialmente
abertos. B: feto maduro aos 100 dias pos copula, verificando-se a
presenca dos toros palmares (cabeca de seta) e unhas formadas (seta). C:
neonato de cutia aos 110 dias com os olhos completamente abertos.
Barra= 1 CIM...cceiiiiiii et

Variagdo em peso (P) e crown rump (CR) ao longo do desenvolvimento
Tetal (1) 08 CULIAS. .....veeeeiie e
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Figura 6-

Figura 7-

Analise das medidas corpéreas ao longo do desenvolvimento
embrionario/fetal (i). A: comprimento total (CT) e céfalo-caudal (CC).
B: comprimento cefalico (CEF), diametro biparietal (DBP) e
circunferéncia cefalica (HC). C: perimetro torécico (PT) e abdominal
(PA). D: comprimento dos membros pélvicos (CMT) e comprimento dos
membros pélvicos (CMP). E: didmetro maior do olho (OL), didmetro
menor do olho (DO) e comprimento de cauda (C). F: comprimento da
orelha (OR) no decorrer da gestagdo (1).......ccovvreereereneeneenienie e sieeee e

Andlise das medidas corporeas ao longo do desenvolvimento
embrionario/fetal (i). A: comprimento do radio (R) e tibia (T). B:
comprimento das unhas dos membros tordcicos (UMT) e unhas dos
membros pélvicos (UMP). C: largura das unhas dos membros toracicos
(LUT) e unhas dos membros pélvicos (LUP). D: comprimento dos
dentes incisivos superiores (DIS) e comprimento dos dentes incisivos
inferiores (DI11) no decorrer da gestagao (1)........couvevvereerenenenenisieeeeene,

117



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1:

Tabela 1-

Tabela 2-

Tabela 3-

Tabela 4-

Media e erro padrdo da media (EPM) dos dados morfométricos dos
ovarios direito (OD) e esquerdo (OE) da cutia (D. leporina): peso,
comprimento, diAmMetro € ESPESSUIA. ... ...cueveverrerieriirieeiieiere e

Espessura (um) da camada muscular do infundibulo, ampola e istmo......

Média e erro padrdo da media (EPM) dos dados morfométricos do corpo
do utero, cérvix e vagina da cutia (D. leporina): comprimento e
QIAMELIO. ...t nres

Valores mensurados (um) do epitélio vaginal ao longo do ciclo estral.....

CAPITULO 2:

Tabela 1-

Tabela 2-

Andlise de estradiol e  progesterona  sérica em  cutias
(0 [cE) - g (=E TSRS

Correlacdo dos niveis séricos de progesterona e glicosaminoglicanos totais
nos 6rgdos reprodutores de cutias fémeas nos tercos inicial, médio e final
A€ GESTACAD. ... e.veeieeiie et e re e

CAPITULO 3:

Tabela 1-

Tabela 2-

ANEXO A:

Tabela 1-

ANEXO B:

Tabela 2-

ANEXO C:

Tabela 1-

ANEXO D:

Tabela 2-

ANEXO E:
Tabela 3-

Correlacdo dos niveis séricos de estradiol e glicosaminoglicanos totais na
placenta e subplacenta ao 1ongo da gestacao............ccevvrerrvereniieneeriesienenn

Correlacdo dos niveis séricos de progesterona e glicosaminoglicanos totais
na placenta e subplacenta ao 1ongo da gestagao............c.cvevevveierencreniennnn

Anticorpos Utilizados para marcacdo do condroitim sulfato e acido
hialurénico nos drgaos reprodutores e na placenta e subplacenta de cutias..

Correlagdo dos niveis séricos de estradiol e glicosaminoglicanos totais nos
Orgdos reprodutores de cutias fémeas nos tercos inicial, médio e final de
GBSEAGAD. ....vvevve ettt ettt bbbttt

Média e desvio padrdo do peso e comprimento crown-rump de embriGes e
fetos de cutias (Dasyprocta leporina Linnaeus, 1758).........ccccccevevvevivenenne.

Média e desvio padrdo das medidas corporeas de embrides e fetos de
cutias (Dasyprocta leporina Linnaeus, 1758), em diferentes idades pds-
cobertura, medidas €M MIIMELIOS.......ccooivii e

Média e desvio padrdo das medidas corpéreas de embrides, fetos e
animais recém-nascidos aos 110 dias, de cutias (Dasyprocta leporina
Linnaeus, 1758), medidas em milimetros.........cccccovvvievviie v

39

40

46
47

65

67

91

91

128

129

130

131



AH

CcC
CEF
CMT
CMP
CR
CS
CT
CTV
CUT

CUP

DBP
DIl
DIS

Dr
DOL
DS

GAGs
HC
HE
HS
KCI
LUP

LUT

MEC
Mm
OD
OE

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido Hialurdnico

Cauda

Céfalo-Caudal

Comprimento Cefélico
Comprimento do Membro Toréacico
Comprimento do Membro Pélvico
Crown-Rump

Condroitim sulfato

Comprimento Total

Cetavlon

Comprimento das Unhas dos Membros Toracicos
Comprimento das Unhas dos Membros Pélvicos

Diametro Biparietal
Comprimento dos Dentes Incisivos Inferiores

Comprimento dos Dentes Incisivos Superiores

Doutor

Diémetro do Olho;
Deramtan sulfato
Gramas
Glicosaminoglicanos
Circunferéncia Cefélica
Hematoxilina-Eosina
Heparam sulfato
Cloreto de Potéassio

Largura das unhas dos Membros Pélvicos
Largura das Unhas dos Membros Toracicos

Matriz Extracelular
Milimetros
Ovario direito

Ovério esquerdo



OR Comprimento da Orelha
PA Perimetro Abdominal

PAS Acido Periddico de Schiff

p.C. Pds-copula

PGs Proteoglicanos

PT Perimetro Torécico
QS Queratan sulfato

RU Radio/Ulna
B Comprimento da Tibia

UAD Unidades Arbitrarias de Densitometria



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34
3.35
3.4
34.1
3.4.2
3.4.3
344
3.5
3.6

4.1
4.2
4.3
431

SUMARIO

[N EI0] 5160710 T
OBUJIETIVOS.....c ottt sttt sttt nn s
OBJETIVO GERAWL.....oo ottt
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......coiiiiiisieisie e
REFERENCIAS

CAPITULO 1 - MORFOLOGIA DO SISTEMA REPRODUTOR
FEMININO DE CUTIA (Dasyprocta leporina LINNAEUS, 1758) EM
DIFERENTES FASES DO CICLO ESTRAL E GESTAQAO ......................
RESUMO ... .ottt sttt sttt st anenne e
INTRODUGAD........ooouieieeeseeeeeeee ettt n st en sttt
MATERIAL E METODOS.........cooiiiiiiiiiesieiese s ssssse s
ANIMais e ProtoColo ANESEESICO.......ccveiiiiieiecieiese e e sre e
MiCroscopia € BIOMELIIa........c.cccoveiiieiiiieieee e
MICKOSCOPIA AE LLUZ.....c.oeoeiiiiee e
Microscopia Eletronica de Varredura...........cccooeveiinininininieee e
ANALISE ESTAISTICA.......ecviieiieieicese s
RESULTADOS. ...ttt st e e et e e nae e enea e

OV ettt e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e

Vagina e genitalia XTerNa........cccooiieiiiieiee s
DISCUSSAOD. .......ouiieeeeeeeeeievesees s e tesas s ssrae s st s st ese st assensenennens
CONCLUSAD. ..ottt st s s snsanees
REFERENCIAS........oiiieceeteee ettt ens st s st n s tesenensan s
CAPITULO 2 - GLICOSAMINOGLICANOS NO SISTEMA
REPRODUTOR DE CUTIAS (Dasyprocta leporina LINNAEUS, 1758) E
ANALISE HORMONAL NA GESTAGAO........ccoovieeeeceeeeeeeeee e
RESUMO ...ttt tee ettt en e,
INTRODUGAOD.......cooeoeeeeeeeeeeeeeeeeee et aas s sa s
MATERIAL E METODOS ......oooiviiieieeieeeeeessessesiessesees s essessessesses s

ANTMAIS. .



4.3.2
4.3.3
4.3.4
4.3.5
4.3.6
4.3.7
4.3.8
4.3.9
4.3.10
4.4
441
4.4.2
443
4.5
4.6

5.1
5.2
5.3
5.3.1
5.3.2
5.3.3
534
5.35
5.3.6
5.3.7
54
5.5
5.6

Delineamento EXPerimental............cccoooiiiiiiiiiiiiceeeee e 61
ANALISE NOFMONALL........iiiiice e 61
Citoquimica e ImunohiStOqQUIMICA.........cccecveiierierie e 62
D] 1T ] o F= Vo= Lo PSR SRS 63
Extracdo e purifiCagio dOS GAGS.........cccviiiiiiiiieie e 63
Eletroforese em gel de agaroSe...........ccooveiiiiiiiieieieee e 63
DigeStao BNZIMALICA.........cceiieiieie e re e s esres 64
DENSITOMETIIA. ...ttt ettt 64
ANALISE ESTAISTICA. .. ...iiviiieiieieiciese st 65
RESULTADOS. ...ttt st e nae e e nne e e e 65
ANALISE HOIMONAL.......coiiiiiiee e 65
Perfil EIetrofOrtiCO.. ..ot 65
Citoguimica e ImunohiStOqUIMICA.........cccereirirereree e 70
DISCUSSAD. ...ttt 74
CONCLUSAD. ...ttt 77
REFERENCIAS. ..ottt 78
CAPITULO 3 - GLICOSAMINOGLICANOS NA PLACENTA E

SUBPLACENTA DE CUTIAS (Dasyprocta leporina LINNAEUS, 1758)..... 84
RESUMO ... .ottt sttt ene b e 84
INTRODUGAO.......cooeieeeeeieieeeeeeeteeeeese st see s 84
MATERIAL E METODOS.......coiiiirieeriieeineie st ssessesens 86
N 110 T LTSRS 86
ANESLESIA € EUTANASIA. ....c.voveieieiiiiieceee e 87
ANALISE HOIMONAL.........cooiiicce e 87
Material para Citoquimica e Imunohistoquimica..........c..ccccceverevieniviininennnn, 87
Coleta do material, extracéo e purificacdo dos GAGS.........cccccevvvveeiveiieenns 88
Eletroforese em gel de agaroSe.........ccccoviiiiiiiiiiiii i 88
ANALISE ESTAISTICA. ... .civieieiiecece s 89
RESULTADOS. ...ttt sttt e et e e e e nnra e nes 89
DISCUSSAD. ...t 95
CONCLUSAD. ..ottt sttt 99
REFERENCIAS. ...ttt 99

CAPITULO 4 - DESENVOLVIMENTO PRENATAL DE CUTIA



(Dasyrpcota leporina LINNAEUS, 1758)......cccccciiiiiiiiiieieiese e 104

6.1 RESUMO ...ttt e e e e nna e e e nnaeearneeans 104
6.2 INTRODUGAOD. .......ooeieeereiieeteetsee et enis st s sttt 104
6.3 MATERIAL E METODOS........coiveieieeeeeeeesieee s ses s sesse s sesassensnensen, 106
6.4 RESULTADOS. ...ttt e et e e e nre e e 107
6.4.1 EMDIIA0 @0S 30 AI8S.....ueiiiiiieiiieiieie et 107
6.4.2  EMDIIE0 80S 32 QI8S.....cviiviiiiiiiiiiieee et 108
6.4.3  EMDIIE0 80S 35 i8S . .civiiviiiiiiiiiieieie e 108
6.4.4  EMDIIA0 @0S 40 AI8S....cc.eiiiiieiiieieeie ettt nneas 108
6.4.5 EMDIIA0 @0S 45 AI8S....ccueiiiiiieiieieeie ettt 110
6.4.6  EMDIIE0 Q0S 55 i8S, . .civiiiiiiiiiiiiieieiee e 110
6.4.7  EMDIIE0 Q0S 65 QI8S.....ccuiiiiiiiiiiiieieieie et 111
6.4.8  EMDIIA0 @0S 75 AI8S....ccueiiiiiieiiieieeie ettt teenaesneennees 111
6.4.9 EMDIIA0 @0S 85 AI8S....c.eiiiiiieiiieiieie et 113
6.4.10 EMDIi80 80S 100 dI8S........ceiiiiiriiieieieie ettt 114
B.4.11  INEONATO.......eiiiiiiii et r e r e e r e nnee s 115
6.4.12 Dad0os DIOMELIICOS. .......eiiiieeieieieese et 116
8.5  DISCUSSAD. ..ottt 118
6.6 CONCLUSAO. ..ottt 123

REFERENCIAS. ......cooecveeeeeeeeeeteves s ses st s st ssneneas 123

ANEXOS ... 127



27

1 INTRODUCAO

A cutia é um roedor silvestre, de pequeno porte pertencente a familia Dasyproctidae
e género Dasyprocta. As espéecies deste género apresentam um tamanho consideravel,
membros longos e finos, o dorso posterior longo e fortemente curvado, a cauda pequena e
desprovida de pelos e os membros toracicos contendo quatro digitos e os pélvicos trés (REIS
et al., 2006). A pelagem do dorso caudal é formada por longos pélos, asperos, duros e de
coloracdo variavel entre as espécies em olivaceo-agrisalhada (D. azarae), amarelo-palha e
castanho (D. catrinae), amarelo-alaranjada (D. leporina e D. aurea), laranja-avermelhada (D.
croconata, D. prymnolopha) e castanho-escura ou mesmo preta (D. nigriclunis, D. fuliginosa)
(IACK-XIMENES, 1999). Possuem hébito diurno e crepuscular, séo terrestres e se alimentam
de frutas, sementes, raizes e folhas (REIS et al., 2006).

A espécie Dasyprocta leporina Linnaeus, 1758, pertence a ordem Rodentia, subordem
Hystricomorpha, Infraordem Hystricognathi, familia Dasyproctidae, género Dasyprocta
(REIS et al., 2006) (Figura 1), sendo encontrada na América do Sul ao norte do Amazonas e
no leste do Rio Negro, Venezuela, Guiana Francesa, Guiana e Suriname, Trinidad e Tobago e
regido central do Brasil, tendo sido introduzida nas Pequenas Antilhas, especificamente
Dominica, Granada, e as llhas Virgens dos Estados Unidos (EMMONS; REID, 2008). Esta
espécie apresenta grande importancia sécioeconémica, sendo sua carne utilizada como fonte
de proteina animal pela populacdo, muitas vezes por questdes culturais ou como fonte de
alimento da populacéo social economicamente desfavorecida. Fatores como o habito cultural
e social da caca, desmatamento e queimadas, representam acGes do homem que tem
contribuindo para sua ameaca de extincdo. Considerando a importancia ecolégica e o
potencial zootécnico da cutia, por possuir elevado potencial reprodutivo, apresentar
alimentacdo bastante diversificada e poucos problemas sanitarios, a obtencdo de informacdes
sobre a biologia destes roedores oferecem subsidios para a producdo racional e sustentavel da

espécie garantindo sua conservagao.
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Figura 1- Exemplar de cutia. Fonte: Acervo do pesquisador.

Na literatura consta varios estudos desenvolvidos com cutias, sendo encontrados
trabalhos que tratam sobre sua morfologia (DINIZ et al., 1989; MENEZES, 2001; OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2016; SILVA et al., 2016), metabolismo basal (BRITO et al. 2010) e ciclo
estral (GUIMARAES et al., 1997; CAMPOS et al., 2015) e ainda alguns relacionados ao
sistema  reprodutor feminino (GUIMARAES et al., 1994, MARTINS et al., 2011) e
placentacdo (RODRIGUES et al., 2003; MIGLINO et al., 2004; CONCEICAO et al., 2008;
OLIVEIRA, 2012). Neste ultimo caso, os autores relatam a presenca de macromoléculas,
apresentando-se como um material amorfo e que corava-se facilmente em PAS, localizadas na
matriz extracelular (MEC), mas sem inferir sobre sua funcéo.

No que diz respeito ao sistema reprodutor feminino da cutia, encontra-se na literatura
os trabalhos em D. fuliginosa (MAYOR et al., 2011) e alguns trabalhos com D. prymnolopha
(GUIMARAES et al., 1994) e em D. leporina (SINGH et al., 2014). Ressalta-se que o sistema
reprodutor feminino da D. leporina, possui diversas caracteristicas particulares, como um
utero duplo, presenca de uma membrana de oclusdo vaginal e espiculas clitorianas, cuja
formagéo e funcdo sdo ainda indefinidos, o que torna o estudo morfolégico de fundamental
importdncia para o entendimento da fisiologia reprodutiva e a contribuicdo destes
conhecimentos na aplicagéo de biotécnicas reprodutivas.

Quanto a MEC, esta é formada por um conjunto de agregados de macromoleculares
constituidas por colageno, glicoproteinas multiadesivas, elastina, GAGs e PGs (KRESSE;
SCHONHER, 2001; HEINEGARD, 2009), fatores do crescimento, citocinas, enzimas de
degradacdo e peptideos cripticos que sdo expostos pela acdo das peptidases (SCHENK;

QUARANTA, 2003). Estas moléculas participam ativamente das funcdes celulares e sdo



29

capazes de interagir entre si e com as celulas, mantendo-as associadas de forma a garantir a
organizacéo tecidual e a sobrevivéncia celular, exercendo papel essencial na fisiologia normal
e em muitos eventos patoldgicos (KRESSE; SCHONHER, 2001; HEINEGARD, 2009), o que
torna os componentes da matriz, em especial os glicosaminoglicanos (GAGs) e
proteoglicanos (PGs), elementos fundamentais aos mais variados processos metabolicos. No
que diz respeito as GAGs, estes sdo heteropolissacarideos formados por unidades de
hexosamina, agucar nao-nitrogenado e/ou &cido urénico, presentes em todas as células
animais, tendo sido descritos em mamiferos o condroitim 4 e 6 sulfato, dermatam sulfato,
heparam sulfato, heparina, queratam sulfato e &cido hialurénico (FRASER et al., 1997;
OLIVEIRA et al., 2015), sendo esta composicdo varidvel quanto a espécie e ao 0Orgao
estudados. Considerando que na cutia ndo existem dados sobre o padrdo dos GAGs existentes
em cada 6rgdo do sistema reprodutor, bem como também na placenta e na subplacenta,
realizou-se o estudo, a fim de elucidar a influéncia destas moléculas ao longo do ciclo estral e
gestacéo.

Destaca-se ainda que em D. leporina nada se sabe sobre o desenvolvimento pré-natal e
fetal, conhecimento que servird como parametro para exames ultrassonograficos, aplicacédo de
biotécnicas reprodutivas na espécie, bem como a identificacdo de anomalias congénitas que

ocorrem na gestacdo, contribuindo diretamente para conservacao da espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar, em cutias, a morfologia e o perfil de glicosaminoglicanos do sistema
reprodutor de cutias fémeas, na placenta e subplacenta, de modo a poder estimar sobre sua
importancia nos eventos fisiologicos que se processam nestas estruturas durante a gestacao,

bem como descrever o desenvolvimento embrionario/fetal na espécie.

3.2 ESPECIFICOS

a) Descrever a morfologia do sistema reprodutor de cutias fémeas;

b) Extrair, purificar, quantificar e identificar glicosaminoglicanos na tuba uterina, no
Utero e vagina de cutias durante a gestacao;

c) Extrair, purificar, quantificar e identificar os glicosaminoglicanos na placenta e
subplacenta;

d) Analisar a distribuicdo dos GAGs na tuba uterina, tero e vagina nas diferentes fases
da gestacéo;

e) Inferir sobre importancia dos GAGs na gestacao;

f) Descrever o desenvolvimento pés-implantacional da espécie.
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3 CAPITULO 1 — MORFOLOGIA DO SISTEMA REPRODUTOR FEMININO DE
CUTIA (Dasyprocta leporina LINNAEUS, 1758) EM DIFERENTES FASES DO CICLO
ESTRAL E GESTACAO

Morfologia do sistema reprodutor feminino de cutia (Dasyprocta leporina Linnaeus,

1758) em diferentes fases do ciclo estral e gestacao

3.1 RESUMO

Foram utilizados 20 animais adultos em diferentes fases do ciclo estral e trés no terco final de
gestacdo, os quais foram eutanasiados, dissecados e os 6rgaos reprodutivos fotografados in
situ e ex situ. Fragmentos de cada 6rgao foram fixados em solucéo de paraformaldeido 4% ou
glutaraldeido 2,5% e submetidos a técnica histologica de luz e microscopia eletrénica de
varredura, respectivamente. O ovario é revestido por epitélio simples clbico a pavimentoso
que repousa sobre a tunica albuginea, evidenciando-se uma zona cortical e uma medular. A
mucosa da tuba uterina é formada por epitélio colunar simples ciliado e viloso, estando a
altura das vilosidades e a espessura da camada muscular variando entre as areas de
infundibulo, ampola e istmo. O atero é classificado como duplo parcial, formado por dois
cornos, um corpo septado e uma cérvix com dois éstios distintos que se comunicam com 0
corpo e um Unico ostio externo. A mucosa endometrial é formada por epitélio cibico simples
a colunar pseudoestratificado, com nucleos basais. A mucosa vaginal é composta por epitélio
que varia de pavimentoso pouco estratificado sem queratinizacdo (fase ltea) a estratificado
pavimentoso queratinizado e cornificado (fase folicular). A vulva localiza-se entre o0 anus e o
ostio uretral, estando o vestibulo ausente na espécie. O clitoris encontra-se externo a vagina,
no qual em seu apice projetam-se lateralmente duas espiculas corneas e uma uretra
centralizada, ndo existindo uma parte comum entre 0s tratos urinario e genital. O sistema
genital feminino da cutia é semelhante ao relatado em outros roedores como a paca.

Palavras-chave: Microscopia, biometria, 6rgaos reprodutivos, Dasyproctidae, roedor.

3.2 INTRODUCAO

A cutia € um roedor silvestre, de pequeno porte pertencente a familia Dasyproctidae,
que habita regiGes de floresta pluvial e floresta semidecidua e ainda regiGes de cerrado e
caatinga. Particularmente a espécie Dasyprocta leporina distribui-se por quase todo territorio
brasileiro, sendo encontrada na bacia amazo6nica ao sul do rio Amazonas, entre 0S rios
Madeira e Tocantins, e Nordeste do Brasil, nos estados da Paraiba, Pernambuco e Bahia e
ainda no Sudeste nos estados de Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (REIS et al.,
2011b).
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Estes animais possuem grande potencial ecoldgico, zootécnico e cientifico, sdo
eximios disseminadores de sementes e sua carne é utilizada na regido dos tropicos como fonte
de proteina animal para populacdes rurais, estando o Brasil entre os paises com criatorios
autorizados para fins comerciais, auxiliando também a conservacdo da espécie (MOCKRIN et
al., 2005). Destaca-se ainda, o uso destes roedores como possiveis modelos experimentais
(MOCKRIN et al., 2005; OLIVEIRA, 2012). Estes roedores atingem a maturidade sexual aos
seis meses e em ambientes naturais estabelecem pares monogamicos, podendo em cativeiro,
este comportamento reprodutivo ser modificado (KAISER et al., 2011). As cutias apresentam
duracdo média de ciclo estral de 28 dias (CAMPOS et al., 2015) e ao contrario de outros
roedores, possuem um longo periodo de gestacdo, em meédia 117 dias, parindo de um a dois
filhotes (PINHEIRO et al., 1989).

Estudos prévios relatam a presenca de uma placenta coriovitelina invertida
(CONCEICAO et al., 2008; OLIVEIRA, 2012), sendo o sistema reprodutor destes animais
formado pelos ovarios, tubas uterinas, um Utero duplex, cérvix e vagina (MARTINS et al.,
2011; MAYOR et al., 2011; SINGH et al., 2014). Na cutia é relatado ainda a presenca de uma
membrana de oclusdo vaginal (WEIR, 1971), formada em determinadas fases do ciclo estral,
podendo ser identificada em espécies de roedores, como Cavia porcellus (STOCKARD;
PAPANICOLAQU, 1919), Thryanomys swinderians (ADDO et al., 2007), Octodon degus
(MAHONEY etal., 2011) e Galea spixii (SANTOS et al., 2014; SANTOS et al., 2016a).

A descricdo dos dados morfolégicos do sistema reprodutor é fundamental para
compreender a fisiologia reprodutiva da cutia fémea, porém estes dados ainda sao
insuficientes. Assim, este estudo possui 0 objetivo de preencher as lacunas em relacdo a
descricdo morfoldgica dos 6rgdos genitais em cutias, a fim de contribuir com aplicacdo de
biotécnicas reprodutivas na espécie, bem como fornecer conhecimentos que possam ser Uteis
para manutencdo desta em cativeiro, bem como a exploracdo racional em criatdrios

comerciais.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Animais, Bioética e Protocolo Anestésico

Foram utilizadas 20 cutias fémeas, adultas, com idade variando de 18 a 36 meses e em
diferentes fases do ciclo estral, sendo utilizado quatro fémeas por cada fase e quatro cutias no

terco final de gestacdo, ambas provenientes do Centro de Multiplicagdo de Animais Silvestres
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da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (CEMAS/UFERSA), Mossor6, Rio Grande do
Norte, Brasil, criadouro cientifico registrado pelo IBAMA (n° 1478912) e o experimento
aprovado pelo Comité de Etica (Parecer 16/2014, Processo n° 23091.005467/2013-01).

Os animais foram anestesiados, utilizando cetamina (12 mg/kg) e xilazina (2 mg/kg)
por via intramuscular, como pré-anestésicos, seguida da realizacdo da anestesia, através da
canulacdo da veia cefélica e administracdo de propofol (8 mg/kg). Apds a identificacdo do 3°
plano anestésico, procedeu-se a eutanasia do animal, injetando-se solucdo de cloreto de

potassio (1 mL/kg) por este mesmo acesso venoso (OLIVEIRA, 2012).

3.3.2 Microscopia e Biometria

Apds a eutandsia, foi realizada a abertura das cavidades abdominal e pélvica, para
exposicdo dos o6rgdos que fazem parte do sistema reprodutor. Em seguida, cada érgédo foi
identificado e analisado quanto a sua topografia e seus meios de sustentacao e fotografados in
situ. Posteriormente, os oOrgdos foram removidos, fotografados e caracterizados
macroscopicamente, procedendo-se a mensuracao dos ovarios (peso, comprimento, largura e
espessura), tubas uterinas (diametro e comprimento), cornos uterinos (didmetro e
comprimento), corpo do Utero (diametro e comprimento), cérvix (didmetro e comprimento) e
vagina (diametro e comprimento), utilizando paquimetro digital (“Mitutoyo”, modelo 500-
147-10) e balanca analitica (AL200C, Marte, Brasil).

Fragmentos dos 6rgdos reprodutivos foram coletados e fixados em solucdo de
paraformaldeido 4% tamponado com fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,4 por 72 horas para
microscopia de luz ou em solucdo de glutaraldeido 2,5% tamponado com fosfato de sodio 0,1
M, pH 7,4 para microscopia eletronica de varredura por 48 horas.

A nomenclatura adotada para descri¢do dos resultados foi da International Commitee

on Veterinary Gross Anatomical Nomenclature (2012).

3.3.3 Microscopia de Luz

Os fragmentos foram desidratados em concentragfes crescentes de etanol,
diafanizados em xilol, incluidos em parafina e em seguida obtidos os cortes histoldgicos de 5
a 7um em microétomo (LEICA RM2235), os quais foram corados com hematoxilina-eosina,
tricomio de Gomori, Alcian-Mallory e Acido Periodico de Schiff (PAS) e depois analisados e
fotografados em microscopio de luz (Leica DM 500 HD) com camera acoplada (LEICA
ICC50W).
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Foram mensurados, utilizando o software ImajeJ®, a espessura da camada muscular
da tuba uterina (infundibulo, ampola e istmo), bem como o epitélio da mucosa da vagina em

diferentes fases do ciclo estral.

3.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O material fixado em glutaraldeido 2,5% foi lavado em tampé&o fosfato 0,1 M e pH 7,4
e em seguida pos-fixado em tetréxido de 6smio 0,5% por 2 horas, seguido de trés lavagens em
tampéo fosfato 0,1 M e pH 7,4 e duas, com &gua destilada e posteriormente, foi tratado com
acido tanico 1% e submetido ao processo de desidratacdo com concentracBes crescentes de
alcoois (50%, 70%, 90% e 100%). Realizada a desidratacdo, foi feita a secagem em aparelho
de ponto critico utilizando gas carbdnico e em seguida foi realizada a metalizacdo das
amostras apods terem sido fixadas em suporte tipo “Stub”, pelo método de “sputtering”.
Posteriormente foram observadas em microscopio eletrdnico de varredura (LEO VP®435-

Carls-Zeis, Oberkochen, Germany).

3.3.5 Anélise Estatistica

Os dados foram processados pelo programa estatistico SAS (SAS 9.3, 2009), os quais
foram avaliados quanto a sua distribuicdo pelo teste de Kolgomorov-Sminorv. Os dados que
obedeceram a distribuicdo paramétrica foram analisados pelo teste T para verificar a
ocorréncia de diferenca entre os antimeros direito e esquerdo, enguanto 0s que nao
obedeceram foram avaliados pelo teste de Wilcoxon. Os dados do corpo do Gtero, cérvix e
vagina foram dispostos na forma de média, erro padrdo da média e intervalo minimo e

méaximo. Foi considerado grau de significancia de 5%.

3.4 RESULTADOS

O sistema reprodutor feminino de cutias é composto por um par de ovarios, um par de
tubas uterinas, dois cornos uterinos, o corpo do Utero, a cérvix, a vagina, a vulva (Figura 1A e
1B) com a presenca do clitoris, o qual apresenta espiculas e um ostio vaginal externo (Figura
1C). Nas fémeas gestantes foi possivel observar a membrana de ocluséo vaginal ocluindo o

ostio vaginal externo (Figura 1D).
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Figura 1- Sistema reprodutor feminino de cutia. A: ovérios (1) localizados caudalmente aos
rins (R), tubas uterinas (2), cornos uterinos (3), corpo do utero (4), vulva (detalhe), bexiga (*)
e colon descendente (CD). B: ovarios (1), tubas uterinas (2), cornos uterinos (3), corpo do
utero (4), cérvix (5), vagina (6), vulva (7) e bexiga (*). C: detalhe da regido vulvar (7), onde
observa-se cranioventralmente a abertura vulvar (9), as espiculas corneas (8) e
caudodorsalmente, o anus (10). Em maior aumento observa-se o clitoris (c), sem o prepucio
(*) e as espiculas com o oOstio uretral centralizado (cabeca de seta) (8). D: a membrana de
oclusdo vaginal (retdngulo) em fémea gestante. Barra = 1cm.

3.4.1 Ovarios
Os ovarios apresentam forma elipsoide a irregular, estando achatados

dorsoventralmente, com coloracdo amarelo claro e com superficie lisa a rugosa, variando



39

quanto ao formato e superficie conforme a fase do ciclo estral. Estes 6rgdos estdo
parcialmente envolvidos por uma camada de tecido adiposo e localizados na regido
sublombar, caudalmente aos rins e fixados a parede do abdome pelo mesovario (Fig. 1A. e
1B). Os dados morfométricos dos ovarios estdo agrupados na Tabela 1, sendo possivel
observar que nao houve diferenga estatistica (p<0,05) quando comparado os antimeros direito

e esquerdo.

Tabela 1- Media e erro padrdo da media (EPM) dos dados morfométricos dos ovarios direito
(OD) e esquerdo (OE) da cutia (D. leporina): peso, comprimento, diametro e espessura.

Peso Comprimento Diametro Espessura
(9) (mm) (mm) (mm)

OD OE oD OE oD OE oD OE

Media 0,0869 0,0892 19,0410 9,1925 15,3340 4,9595 2,8515 3,0485
EPM 0,007 0,007 0487 0468 0,271 0230 0,116 0,133

Histologicamente, o ovario é revestido por epitélio que varia de cubico simples a
pavimentoso, repousando sobre a tanica albuginea (Fig. 2A). Possui um hilo localizado
préximo ao mesovario, sendo rico em tecido conjuntivo frouxo e vasos sanguineos, 0s quais
adentram o ovario (Fig. 2C). Possui uma zona cortical e uma zona medular (Fig. 2A), sendo
encontrado na zona medular uma grande quantidade de tecido conjuntivo com inimeros vasos
sanguineos, enquanto na cortical verifica-se foliculos em diferentes estagios de

desenvolvimento e corpo albicans (Fig. 2A) e um ou dois corpos ltteos (2C e 2D, 2G e 2F).
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Figura 2- Ovario de cutia em corte longitudinal. A: foliculos ovarianos em diferentes fases de
desenvolvimento (cabeca de seta), corpo luteo maduro (circulo) e as fimbrias (seta). B:
epitélio ovariano composto por uma Unica camada de células pavimentosas (cabecga de seta)
que repousam sobre a tanica albuginea (*), foliculos primordiais (seta amarela) na zona
cortical e as fimbrias da tuba uterina com epitélio colunar simples e ciliado (seta preta). C:
zona medular (*) repleta de vasos sanguineos (cabeca de seta) e corpo lGteo maduro (circulo)
e diversos foliculos primordiais (retdngulo) na zona cortical. D: dois grandes corpos luteos
hemorragicos (*). E: varredura do ovario em corte longitudinal, mostrando a albuginea (a), as
zonas cortical (b) e medular (c) e fossa de ovulagéo (of). F: MEV do ovério e infundibulo (b),
visualizando em detalhe a mucosa pregueada e vilosa das fimbrias. A- Alcian Mallory; B e D-
HE; C- PAS.



41

3.4.2 Tubas uterinas

As tubas uterinas apresentam-se como um ducto longo e bastante convoluto, suspenso
pela mesosalpinge, comunicando 0s ovarios aos cornos uterinos, estando divididas em trés
porcdes, infundibulo, ampola e istmo. As tubas uterinas direita e esquerda possuem,
respectivamente, comprimento médio de 50,23 £ 2,51 mm e 49,11 £+ 2,05 mm e didmetro de
1,59 + 0,07 mm e 1,64 £ 0,07 mm, ndo ocorrendo diferenga entre os antimeros para p<0,05.

A tuba uterina microscopicamente esta organizada em trés camadas: uma mucosa
composta por um epitélio colunar simples, ciliado, bastante viloso e com atividade secretoria
(Fig. 3A-1); uma lamina prépria formada por tecido conjuntivo frouxo e uma lamina serosa.
Quanto as divisdes da tuba, evidencia-se o istmo com caracteristicas que se aproximam do
epitélio uterino, possuindo pequenas projecdes, epitélio colunar simples e ndo ciliado e uma
muscular bem desenvolvida (183 + 4,678 um) e um limen maior em comparagdo as outras
porcdes da tuba (Fig. 3A e 3B). A ampola, possui sua camada muscular (167,68 £ 32,17 um)
desenvolvida, um limen reduzido e epitélio ciliado com aumento de dobras de epitélio (Fig.
3C e 3D). Ja o infundibulo apresenta-se com epitélio colunar simples ciliado e com inimeras
dobras, uma delgada camada muscular (107,10 + 25,58 um) (Tabela 2) e serosa (Fig. 3E e
3F).

Tabela 2- Espessura (um) da camada muscular do infundibulo, ampola e istmo.

Infundibulo Ampola Istmo P

107,10+25,58" 167,68+32,17° 183,42+29,63¢ 0,0001
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istmo, com tdnica serosa (*) com presencga de inimeros

, tOnica muscular (M) e mucosa (¥). B: detalhe da mucosa do istmo

formada por um epitélio colunar simples que repousa sob tecido conjuntivo frouxo. C: ampola

Figura- Tuba uterina de cutia. A’

s

vasos Sanguineos
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com as camadas serosa (*), muscular (M) e a mucosa com epitélio colunar com dobras e o
limen (L). D: lamen onde verifica-se as dobras do epitélio colunar simples ciliado (seta) e
com atividade secretoria e a camada muscular (m). E: infundibulo com o lumen reduzido e
epitélio com muitas dobras. F: detalhe das dobras do epitélio colunar simples ciliado (cabeca
de seta). G: MEV do infundibulo, evidenciando a camada serosa (S), uma muscular espessa
(M) e uma mucosa pregueada e bastante vilosa (*). H: detalhe da mucosa vilosa do
infundibulo. A e B: HE; C, D e F: PAS; E: Tricromio de Gomori.

3.4.3 Utero

O utero da cutia esta localizado na regido sublombar, caudal aos rins e continuo com
as tubas uterinas, estendendo-se a partir destas até a entrada da pelve, local onde torna-
sedorsal a bexiga. Nesta espécie, o Utero é classificado como duplo parcial, formado por dois
cornos, um corpo septado e uma cérvix com dois Gstios distintos que se comunicam com 0
corpo e um dnico éstio que se abre na vagina.

Foi possivel observar que os cornos uterinos direito e esquerdo estdo fixados a parede
abdominal pelo ligamento largo do Gtero e possuem, respectivamente, comprimento médio de
50,52 + 4,23 mm e 51,76 + 4,19 mm e diametro de 5,94 £+ 0,43 mm e 5,92 £+ 0,34 mm, ndo
ocorrendo diferenca significativa entre comprimento e diametro nos diferentes antimeros.

Histologicamente, o Gtero € dividido em trés camadas: uma camada serosa externa ou
perimétrio composta por tecido conjuntivo; uma camada media ou miométrio, formada por
uma camada de fibras musculares circular e outra longitudinal; e uma camada interna ou
endométrio (Fig. 4A). No endométrio encontra-se uma mucosa formada por um epitélio
colunar simples a colunar pseudoestratificado, com ndcleos basais, estando apoiado sobre a
lamina prépria e o tecido conjuntivo adjacente (Fig. 4B). Nesta area identifica-se vasos
sanguineos e uma grande quantidade de glandulas endometriais tubulares que variam entre
ovais, retas a tortuosas, revestidas por epitélio simples cilindrico, (Fig. 4B), os quais seus
ductos abrem-se no lumen (Fig. 5E-F).

Os cornos uterinos, unem-se caudalmente mantendo-se separados por um septo,
formando um pequeno corpo uterino, com comprimento de 12,22 + 0,96 mm e diametro de
9,43 + 0,66 mm (Tabela 4). Histologicamente, este apresenta caracteristicas semelhantes aos

cornos uterinos, epitélio colunar pseudoestratificado (Fig. 4C e D).
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Figura 4- Utero de cutia. A: corno uterino em corte transversal, como Iimen uterino e as
camadas do Gtero — endométrio (E), miométrio (M) e Perimétrio (P). B: detalhe do
endométrio uterino, formada por epitélio cibico simples (e) e o estroma endometrial rico em
glandulas endometriais de diferentes tamanhos.C: corpo do Utero, com presenca de um septo
(S) que mantém individualizado cada corno uterino. Observa-se ainda as camadas endométrio
(E), miométrio (M) e perimétrio (P) e dois limens individualizados (L). D: detalhe da mucosa
do corpo do Utero, mantendo a semelhanca com aquela dos cornos uterinos, apesar da reducao
da quantidade de glandulas endometriais. E: MEV do corno uterino em corte transversal,
evidenciando o perimétrio (P), o miométrio (M) espesso e o endométrio (E). F: detalhe da
mucosa do endométrio identificando a abertura dos 6stio das glandulas endometriais (cabeca
de seta). A-D: HE.
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A cérvix da cutia abre-se caudalmente através do Ostio cervical externo (Fig. 5H)
terminando no férnix e comunicando-se com a vagina. Este 6rgdo tem em média 17,87 *
1,385 mm de comprimento e 13,92 + 0,705 mm de diametro (Tabela 4). Histologicamente, a
cérvix, possui uma delgada camada média (Fig. 5A e 5B), sendo a camada meédia formada
praticamente por tecido conjuntivo denso ndo modelado e uma mucosa composta por um
epitélio estratificado pavimentoso ndo queratinizado (Fig. 5C) com presenca de grandes
células secretoras PAS positivas (FigbD) e dobras que se projetam para o interior do limen
(Fig.51). Vale destacar uma maior quantidade de células secretoras com contedo alcian e
PAS-positivo (Fig 5E e 5F) em fémeas prenhes em comparacéo ao epitélio em fémeas na fase

folicular (Fig. 5D), fato que indica maior producdo de mucopolissacarideos em fémeas

gestantes, provavelmente para manutencdo do tampéo cervical nesta fase.

ES9S — A

Figura 5- Cérvix de cutia ao longo do ciclo estral e ter¢o final gestacdo. A: Porcéo cranial,
onde verifica-se 0s dois 0stios cervicais internos (seta) separados por um septo (S) espesso.
Evidenciam-se as camadas média composta por tecido conjuntivo denso ndo modelado (*) e
fibras musculares (M) e a serosa (®K). B: 6stio cervical externo, onde verifica-se uma dnica
luz (L), epitélio bastante pregueado (*), a submucosa (sm) e média (M). C: epitélio
estratificado pavimentoso (seta) que repousa sobre o tecido conjuntivo frouxo da submucosa
(sm). D: mucosa da cérvix no diestro mostrando reacao positiva para PAS. E: submucosa (sm)
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e mucosa bastante pregueada no terco final da gestacdo, onde evidencia-se a proliferacdo das
glandulas mucosas cervicais coradas com Alcian-Mallory (seta), indicativo da producdo de
mucopolissacarideos. F: epitélio cervical (*) com submucosa (sm) de fémea gestante no terco
final de gestacdo, identificando-se uma mucosa com reacdo PAS positiva e presenca de muco
no limen, marcado com a coloracdo. G: MEV da cérvix na porcdo inicial, evidenciando-se a
serosa (*), uma muscular (M) e o septo (S) que divide o dstio cervical interno em dois limens
(L). H: terco final da cérvix apresentando um anico ostio cervical externo (L), uma camada
média (M) espessa e uma serosa (*). I: detalhe da mucosa da cérvix. A-C: HE; D e F: PAS; E:
Alcian-Mallory.

3.4.4 Vagina e genitalia externa
A vagina apresentou-se como um tubo longo com comprimento de 59,74 + 2,06 mm e
didmetro de 10,96 + 0,56 mm (Tabela 3), localizado ventralmente ao reto e caudal a cérvix

(Figura 1A e 1B). Este 6rgdo copulador abre-se diretamente na vulva, no 6stio vaginal.

Tabela 3- Média e erro padrdo da media (EPM) dos dados morfométricos do corpo do Utero,
cérvix e vagina da cutia (D. leporina): comprimento e diametro.
Comprimento (mm) Diametro (mm)
Média EPM  Min-Max Média EPM Min-Max

Corpododtero 12,22 0,963  4,71-24,69 9,43 0,664 4,08-15,67
Cérvix 17,87 1,385 10,50-33,61 13,92 0,705 8,98-20,70
Vagina 59,74 2,066 43,92-77,38 10,96 0,565 6,80-15,59

Na regido vulvar, observa-se o clitdris (Figura 1C), estrutura proeminente de forma
conica e revestida por pele ladeada de alguns pelos. No apice clitoriano encontra-se duas
estruturas gqueratinizadas projetadas lateralmente, as espiculas (Figura 1C e 7A-F) e entre elas
verifica-se a presenca da uretra abrindo-se no ostio uretral (Fig. 7E). Microscopicamente, a
vagina possui trés camadas, uma tinica adventicia externa (tecido conjuntivo), uma muscular
e uma tanica mucosa (Fig. 6H-1). A mucosa é composta por epitélio que varia de acordo com
a fase do ciclo estral (Fig. 6A-D) ou gestacao (Fig.6E-G) em um epitélio pavimentoso pouco
estratificado sem queratinizacdo (fase lutea) a estratificado pavimentoso queratinizado e
cornificado (fase folicular) bastante pregueado e com presenca de células leucocitérias.
Quando mensurado, o epitélio no proestro apresentou média de 50,743 + 4,186 um, na fase de
estro 99,288 + 5,089 um, no metaestro 44,738 = 2,56 um e no diestro 10,336 + 5,551 um
(Tabela 4), sendo evidente 0 aumento da estratificacdo do epitélio na fase folicular e posterior
reducdo na fase lutea. Ja as espiculas apresentam-se compostas por um epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado, repousando sobre tecido conjuntivo frouxo vascularizado (Fig.
7A-D), com caracteristicas hormonio dependentes, que alteram seu tamanho ao longo do ciclo

estral, a ponto de tornarem-se visiveis externamente (Fig. 7D-F).
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Tabela 4- Valores mensurados (um) do epitélio vaginal ao longo do ciclo estral.

Proestro Estro Metaestro Diestro p

50,74%32,70°  99,28+39,75"  44,73+19,96°  10,33+4,33° 0,0001

*Nivel de significancia (p< 0,05).
A genitalia externa ou vulva, localiza-se entre 0 anus (dorsal) e o 6stio uretral, estando
o vestibulo ausente na espécie. Na fase lutea, verifica-se uma vulva pélida e ndo edemaciada,

enquanto na fase folicular verifica-se uma vulva avermelhada e tumefeita.

Figura 6- Vagina de cutia no ciclo estral e gestacdo. A: vagina em fase lutea, evidenciando-se
a formagdo de papilas (*), do tamp&o mucoso (¥) e epitélio PAS positivo. B: epitélio
estratificado pavimentoso ndo queratinizado (seta) com indicios de cornificacdo (cabeca de
seta) e limen (L), na fase folicular. C: epitélio pouco estratificado com reacdo PAS positiva
(seta) e limen (L), observados na fase litea; D: epitélio estratificado pavimentoso(™) com
cornificacdo, queratinizacdo (seta) e lumen (L),na fase folicular; E: epitélio bastante
pregueado corado com Tricrémio de Gomori, observando-se a mucosa (¥), submucosa (Sm),
musculatura (*) e limen (L) na fase lutea; F: detalhe da mucosa na fase secretéria, mostrando
células vacuoladas (seta) e camada muscular circular (¥); G: detalhe da mucosa em fase
folicular com epitélio PAS positivo (*), submucosa (sm) e Iumen (L); H: MEV em corte
transversal, verificando-se as camadas média (M) e mucosa (*) e o 6stio uretral (u). I: detalhe
da mucosa (*) da vagina visto em corte longitudinal. A-D: HE; E-F: Alcian-Mallory; G: PAS.
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Figura 7- Espiculas clitorianas de cutia. A: espiculas cdrneas (E) circundadas pelo prepucio
(p); B: espicula de cutia visualizada em maior aumento evidenciando a queratinizacdo (*) e
delimitada pelo prepucio (p). C: detalhe do epitélio estratificado (¥) e queratinizado (*) das
espiculas. D: MEV, mostrando as espiculas (E) exteriorizadas ao prepucio na fase folicular do
ciclo estral. E: varredura da regido vulvar em fase lutea com espiculas internas (E) ao
preplcio, visualizadas ap6s a remocdo do mesmo e uretra centralizada entre as espiculas
(seta). F: detalhe da extremidade da espicula queratinizada. A-C: HE.
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3.5 DISCUSSAO

Os 6rgdos genitais femininos de D. leporina tém caracteristicas que se assemelham ao
descrito em animais domésticos (DYCE; SACK; WENSING, 2010; KONIG; LIEBICH,
2011), e para outros roedores histricomorfos (WEIR, 1971; GUIMARAES et al., 1994;
FELIPE et al., 1999; Mayor et al., 2002; Mayor et al., 2003; Santos et al., 2014), apresentando
ovarios com forma elipsoide, tubas uterinas bastante convolutas, utero divido em dois cornos,
corpo e cérvix e uma longa vagina abrindo-se no oOstio vulvar. Esta espécie ainda possuli
algumas particularidades, tais como um utero duplo parcial, vestibulo da vagina ausente e a
presenca de espiculas corneas na glande do clitoris, estas Ultimas mencionadas por Reis et al.
(2011a) na paca, o que demonstra o grau de parentesco entre as duas espécies.

Quanto a topografia e os tecidos adjacentes e de fixacdo dos ovarios de D. leporina,
pode-se observar que suas caracteristicas se assemelham ao relatado em Myocastor coypus
(FELIPE et al., 1999), Dasyprocta aguti (ALMEIDA et al., 2003) e Cuniculus paca (REIS et
al.,, 2011a) e diferindo do mencionado em Mus musculus (COOK, 1965), em Rattus
novergicus (GREENE, 1963), em D. prymnolopha (GUIMARAES et al. 1994) e G. spixii
(SANTOS et al., 2014), cujos orgaos estdo imersos em tecido adiposo. O revestimento
epitelial, a divisdo em cdrtex e medula e o desenvolvimento folicular dos ovarios de D.
leporina séo similares ao relatado em M. coypus (FELIPE et al., 1999), Cuniculus paca (REIS
etal., 2011a) e G. spixii (SANTOS et al., 2014), que descrevem que nesses animais podem ser
encontrados foliculos ovarianos em varios estagios de desenvolvimento, a exemplo do
observado nos ovarios do presente estudo. Tal caracteristica apresenta-se como um aspecto
evolutivo das fémeas, que amadurecem seus oditos de forma progressiva a medida que
passam por diversos ciclos reprodutivos.

As tubas uterinas em D. leporina apresentaram-se muito convolutas e divididas em
regides de infundibulo, ampola e istmo, os quais diferenciam-se histologicamente quanto a
composicdo ou espessura das camadas serosa, média e mucosa, semelhante ao descrito para
C. lanigera (WEIR, 1966), M. coypus (FELIPE et al., 1998), Hydrochoerus hidrocaeris
(COSTA et al., 2002), Atherurus africanus (MAYOR et al., 2003), C. paca (REIS et al.,
2011a), G. spixii (SANTOS et al., 2014) e outros mamiferos (ZIEHMER et al., 2010;
MONTEIRO et al., 2012; FAVORETTO et al., 2015), sendo esta ultima camada constituida
por um epitélio colunar simples ciliado.

No que diz respeito ao Utero da cutia, este € classificado como duplo parcial,
corroborando com os achados de Singh et al. (2014) quando estudaram o Utero de D. leporina,

aos de Martins et al. (2011) em D. azarae e aos de Reis et al. (2011a) em estudos com C.



50

paca. Por sua vez, Weir (1971) ao estudar o sistema reprodutor do roedor Lagostomus
maximus, Smallwood (1992) no Oryctolagus cuniculus, Mayor et al. (2011) em D. fuliginosa,
citam um utero completamente duplo, com cérvix dupla que se comunica com uma vagina
simples. Os resultados verificados em D. leporina diferem também do mencionado para M.
coypus (FELIPE et al., 1998) e Hystrix cristata (OZDEMIR e ATALAR, 2009), no G. spixii
(SANTOS et al., 2014) e H. hidrocaeris (COSTA et al., 2002), quando os autores citam que
nestas espécies ha formacdo de um utero duplo que se abre em uma cérvix simples e ainda
diferem do roedor Atherurus africanus (MAYOR et al., 2003), uma vez que na espécie 0s
cornos uterinos culminam em um Gnico corpo e uma cérvix Unica. Microscopicamente, 0
Utero da cutia é composto por trés camadas, o perimétrio formado por tecido conjuntivo; o
miométrio, formado por fibras musculares circulares e outra camada de fibras longitudinais; e
0 endométrio, camada mucosa, formada por epitélio cubico simples a colunar
pseudoestratificado o qual apoia-se sobre a lamina prépria, local onde encontra-se uma grande
quantidade de glandulas endometriais que variam de ovais, retas a tortuosas ao longo do ciclo
estral e gestacdo, corroborando com o descrito por Barrau et al. (1975) em cadelas. E relatado
no M. coypus (FELIPE et al., 1998) a presenca abundante de inimeras glandulas endometriais
que variavam conforme o formato em oval, tubular & vesicular, a exemplo do observado em
D. leporina.

As caracteristicas do epitélio uterino de D. leporina assemelham-se ao relatado no H.
cristata (MAYOR et al., 2002), sendo do tipo colunar pseudoestratificado e difere do relatado
no G. spixii (SANTOS et al., 2014), cujo epitélio é cubico simples. Além disso, a mucosa
endometrial em D. leporina assemelha-se também ao descrito em espécies domésticas como
na cadela e na égua, cujo epitélio é colunar simples, e no suino e ruminantes, nos quais o
epitélio é colunar simples ou colunar pseudoestratificado (BANKS, 1991). Por sua vez, no M.
coypus (FELIPE et al., 1998) e em D. fuliginosa (MAYOR et al., 2011) é relatado um epitélio
colunar simples ciliado, diferindo do encontrado em D. leporina, no que diz respeito a
presenca de cilios, ausentes na espécie estudada. Destaca-se que em nenhum desses estudos 0s
autores fizeram uma relacdo do estdgio do ciclo estral em que os animais se encontravam ou
se estava em fase gestacional.

O corpo do utero é divido por um septo que individualiza os cornos uterinos. Este
corpo abre-se em dois Ostios uterinos internos na ceérvix, semelhante ao relatado em
histricomorfos (FELIPE et al., 1998; COSTA et al., 2002; MARTINS et al., 2011; MAYOR
et al., 2011; REIS et al., 2011a; SANTOS et al., 2014; SINGH et al., 2014). O corpo do Utero

em D. leporina nas fases folicular e lGtea apresentou caracteristicas histolégicas semelhantes
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aos cornos uterinos com epitélio colunar pseudoestratificado, com escassas glandulas
endometriais, a exemplo do mencionado por Ozdemir e Atalar (2009) no H. cristata.

A cérvix em D. leporina é parcialmente dupla, estando separada por um septo na sua
porcdo cranial, formando dois Ostios cervicais internos. Este septo, caudalmente desaparece
culminando em um Unico Ostio cervical externo, o qual comunica-se com a vagina,
semelhante ao descrito em D. azarae (Martins et al. (2011) e em C. paca (REIS et al., 2011a;
MAYOR et al., 2013). A mucosa da cérvix em D. leporina no diestro apresentou reacdo PAS
positiva e no terco final da gestacdo, a mucosa foi bastante pregueada com um epitélio
secretor de muco marcado intensamente com PAS e Alcian-Mallory, indicativo da produgéo
de mucopolissacarideos nestas fases do ciclo e na gestacdo, semelhante ao citado por Felipe et
al. (1998) no M. coypus ao verificarem a presenca de um epitélio secretor de muco, que o
autor classificou como pseudoglandulas.

A vagina na cutia apresentou-se como um tubo longo, de mucosa pregueada com
epitélio variando de pavimentoso pouco estratificado a estratificado pavimentoso
queratinizado e cornificado com presenca de células leucocitarias, padrdo que varia conforme
a fase do ciclo estral e/ou gestacdo, concordando com o que relata Selle (1922) para 0 Cavia
porcelus, Weir (1971) no Lagostomus maximus, Mayor et al. (2011) em D. fuliginosa e
Mayor et al. (2013) em C. paca ao inferirem sobre o aumento do grau de cornificagdo e
queratinizacdo da vagina na fase folicular. A exemplo do que ocorre em A. africanus
(MAYOR et al., 2003), C. paca (REIS et al.,, 2011; MAYOR et al., 2013) e G. spixii
(SANTOS et al.,, 2014), o vestibulo da vagina estd ausente, estando o clitoris e a uretra
separados da regido vaginal, localizados em uma regido delimitada por pele, cranioventral ao
6stio vaginal, portanto, ndo ocorrendo area comum entre 0 trato urinario e genital como
ocorre nas espécies domésticas (KONIG e LIEBICH, 2001).

Da glande do clitoris partem duas espiculas laterais ao 6stio uretral externo ja citados
na C. paca (REIS et al., 2011) como estruturas espinhosas, apresentando em D. leporina,
epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, com caracteristicas hormonio dependentes.
Na literatura, ndo constam dados sobre sua funcionalidade, mas por sofrerem alteracbes de
tamanho ao longo do ciclo estral, a ponto de tornarem-se visiveis externamente, em especial
na fase folicular e por regredirem na fase lutea e gestacdo, pode-se inferir sobre sua funcdo,
como por exemplo no reconhecimento ou estimulo do companheiro em um mecanismo de
chave-fechadura durante a copula, como defendem Arnold (1986) e Reis et al., (2011) ao
analisarem as estruturas diferenciadas presentes nos 6rgdos copulatérios de répteis lacertideos

e roedor como o C. paca ou atuar estimulando a ovulagdo através da excitacdo de receptores
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sensoriais durante o coito como ocorre na gata, coelha e camela (INTERVET, 2003;
CUNNINGHAM, 2004). O que se sabe até 0 momento, € que o processo de canalizacdo da
uretra no clitdris esta associado ao processo denominado de masculinizacdo da genitalia
externa de fémeas. Alguns autores tém relacionado este processo a ontogénese do 6rgédo,
devido a exposicdo dos embrides fémeas a elevada concentracdo de hormonios andrégenos
(YALCINKAYA etal., 1993; PLACE et al., 2002; GLICKMAN et al., 2006; CONLEY et al.,
2006), como demonstrado em Galea spixii (SANTOS et al., 2016b).

Em D. leporina, vale destacar ainda a formacdo do tampdo mucoso e a consequente
formagdo da membrana de oclusdo vaginal descrito em Cavia porcellus, (STOCKARD e
PAPANICOLAQU, 1919; KELLY e PAPANICOLAOU, 1927) e em G. spixii (SANTOS et
al., 2014) evidenciado em fémeas gestantes, sendo ainda necessario outros estudos para
elucidar os fatores envolvidos de como ocorre o processo de formacdo do tampdo mucoso e
membrana de oclusdo vaginal. Até o momento, Santos et al. (2016) demonstraram que a
membrana de ocluséo vaginal possui controle celular de formacdo e ruptura em Galea spixii
gestantes, sendo que sua formacgdo esta associada a proliferacdo das células do estrato
germinativo do epitélio, com formacdo de juncGes desmossémicas entre estas células e sua
ruptura estd associada a apoptose celular e perda de adesdes celulares. Destaca-se que a
formacdo desse tampdo mucoso e consequente formacdo dessa membrana de oclusdo é uma
caracteristica tipica de roedores e que poderia estar associada a impedir a acdo dos machos
apos a copula (ADRIAN; SACHSER, 2011)

A genitalia externa ou vulvar esta localizada entre o anus (dorsal) e o éstio uretral,
apresentando-se aberta, avermelhada e edemaciada na fase folicular e com presenca de
membrana vaginal, estando pélida e ndo tumefeita na fase lutea, semelhante ao descrito em
Atherurus africanus (MAYOR et al., 2003). Vale ressaltar que os 6rgdos genitais femininos
em D. leporina, a exemplo do que ocorre em outros roedores (MAYOR et al., 2003; REIS et
al., 2011a; MAYOR et al., 2013; SANTOS et al., 2014) possuem diversas caracteristicas
interessantes, como a membrana de oclusdo vaginal, auséncia de vestibulo da vagina e um
clitéris externo a vagina, no qual insere-se duas espiculas cdrneas que parecem ser estruturas

horménio dependentes, que carecem de estudos posteriores.

3.6 CONCLUSAO

O sistema genital feminino da cutia se constitui de ovarios, tubas uterinas, um utero

duplo parcial, vagina com vestibulo ausente e vulva, onde pode ser observada a formacéo da
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membrana de oclusdo vaginal em fémeas na fase lUtea e gestantes. O epitélio vaginal mostrou
grau de estratificacdo, cornificacdo e queratinizacdo variavel no decorrer no ciclo estral, sendo
intensificado na fase folicular.

O clitéris encontra-se externo a vagina, projetando-se lateralmente a glande do clitéris
duas espiculas cérneas e uma uretra centralizada, ndo existindo uma parte comum entre 0s

tratos urinario e genital.
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4. CAPITULO 2 — GLICOSAMINOGLICANOS NO SISTEMA REPRODUTOR EM
CUTIAS (Dasyprocta leporina LINNAEUS, 1758) GESTANTES

Glicosaminoglicanos no sistema reprodutor em cutias (Dasyprocta leporina Linnaeus,
1758) gestantes

4.1 RESUMO

RESUMO: Glicosaminoglicanos (GAGSs) séo heteropolissacarideos de superficie e da matriz
extracelular (MEC), envolvidos em inameros processos fisioldgicos e patologicos. Diante da
importancia dos GAGs e sabendo que o conhecimento destas moléculas ajudara a
compreender 0s eventos reprodutivos na cutia, contribuindo diretamente para conservacdo e
exploracdo racional na espécie, realizou-se o estudo. O trabalho teve como objetivo
identificar, caracterizar e quantificar os GAGs nos tecidos tubarico, uterino e vagina no
decorrer da gestacdo, correlacionando-os com a analise de progesterona (P4) e estradiol.
Foram utilizadas 10 fémeas organizadas em grupos de cinco fémeas para um macho,
submetidas diariamente a citologia vaginal para deteccdo da cOpula e por consequéncia
contagem dos dias da gestacdo, sendo os animais eutanasiados nas idades 2, 15, 20, 35, 45,
55, 65, 75, 85 e 100 dias p6s copula. Apoés medicacdo pré-anestésica, a veia cefélica foi
canulada, coletado 3 a 5 mL de sangue para analise dos niveis de P4 e estradiol, em seguida,
foram anestesiados com propofol e eutanasiados com cloreto de potassio por este mesmo
acesso venoso. Fragmentos da tuba uterina, Utero e vagina foram coletados, fixados em
paraformoldeido 4% tamponado em fosfato de sodio e os cortes histologicos destinados a
imuhistocitoquimica. Fragmentos também foram coletados e submetidos a delipidacdo em
acetona, depois pesados 20 a 40 mg de cada amostra, realizado a disgestdo proteica com
prozima (4 mg/mL, 60°C, 48 horas), adicionado acido tricloroacético (TCA) 90% em banho
de gelo (20 minutos), centrifugados (20 minutos), e ao sobrenadante coletado adicionado
metanol. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido, liofilizadas, o p6 ressuspenso
em agua destilada e submetidos a técnica de eletroforese em gel de agarose 0,5%, sendo 0s
GAGs identificados e depois quantificados por densitometria. A concentracao sérica média de
P4 no inicio da gestacdo foi de 3,549 + 2,883 ng/mL, no terco médio 5,143 + 0,202 e terco
final 4,337 + 3,719 ng/mL. O estradiol no ter¢o inicial apresentou concentracdo sérica média
de 14,101 £ 19,773 pg/mL, no terco medio 38,241 + 15,662 e no terco final 31,422 + 28,141
pg/mL. A tuba uterina, o corno uterino e o corpo do Utero apresentaram uma predominancia
ao longo da gestacdo de CS, DS, e AH, com pequena quantidade de HS. A cérvix possuiu
como GAGs predominantes o DS e CS, com pequena concentracdo de HS e AH. Na vagina, o
DS estava em maior quantidade, com pequena concentracdo de HS, CS e AH. Conclui-se que
a concentracdo dos GAGs varia conforme o 6rgdo e ao longo da gestagéo, fato que pode estar
associado com a funcdo desempenhada por cada 6rgdo e em cada fase gestacional e podendo
sofrer influéncia dos hormonios reprodutivos.

Palavras chave: reproducéo, polissacarideos, animais silvestres, roedor.
4.2 INTRODUCAO

O sistema reprodutor feminino da cutia € formado pelos ovarios, tubas uterinas, um
utero duplo, cérvix e vagina (MARTINS et al., 2011; MAYOR et al., 2011; SINGH et al.,



60

2014), a qual pode apresentar uma membrana de oclusdo em determinadas fases do ciclo
estral e gestagdo (WEIR, 1971; STOCKARD; PAPANICOLAQU, 1919). Estes 6rgédos
passam por diversas transformacdes no decorrer da gestacdo, mudancas que vao desde
alteracdes macroscopicas com aumento do limen e no tamanho dos 6rgéos, alteracdo na
composic¢do das secrecdes e viscosidade, bem como alteracbes microscopicas e moleculares,
inclusive nos componentes da matriz extracelular (CARSON et al., 1987; GLASSMAN et al.,
1996; IWAHASHI et al., 1996; FAZLEABAS et al., 1997; HAFEZ e HAFEZ, 2002),
decorrentes principalmente das mudancas hormonais.

Os glicosaminoglicanos sdo heteropolissacarideos que tém como estrutura bésica,
unidades alternadas de hexosamina e aglcar ndao-nitrogenado unidas por ligacfes glicosidicas,
estando presentes em todas as células animais com diferencas estruturais dependendo do
tecido ou do organismo de origem (NADER et al., 1987; KJELLEN; LINDAHL, 1991;
NADER et al., 1999; CECHOWSKA-PASKO; PALKA, 2000) e encontrados os tipos:
condroitim 4 e 6 sulfato, dermatam sulfato, heparam sulfato, heparina, queratam sulfato e
acido hialurénico (DIETRICH & DIETRICH, 1976; DIETRICH, 1984; NADER et al., 1984;
FRASER et al., 1997; BAU et al., 2000).

Os GAGs estdo envolvidos em diversas funcGes bioldgicas como adesdo, migracéo e
proliferacdo celular, secrecdo de proteinas e expressdo génica, atuando na maturacdo de
tecidos especializados como a placenta e como organizadores dos componentes da MEC
(LOPES et al., 2006; DREYFUSS et al., 2009). Na gestacdo, os GAGs encontrados nos
Orgdos reprodutivos participam dos processos de decidualizacdo, implantacdo,
desenvolvimento uterino, no parto, na involucdo uterina pés-parto (DIETRICH, 1984;
OLIVEIRA et al., 2015), no processo da formacdo do tampdo mucoso e na abertura da cérvix
uterina (GOLICHOWSKI; KING & MASCARO, 1980; EL MARADNY et al., 1997,
AKGUL et al., 2012), sendo bastante sensiveis as variacdes hormonais (KOFOED et al.,
1972; KOFOED et al., 1977; SIMOES et al., 2012).

Os altos niveis de estrégeno e progesterona proporcionam o crescimento uterino no
terco inicial da gestacéo, alterando sua consisténcia, volume, peso, forma, posicdo e coloragédo
(BARROS, 2006; OLIVEIRA et al., 2015). A vagina que se apresenta na maior parte da
gestacdo pélida e seca, torna-se edemaciada e flexivel ao final da gestacéo, enquanto a cervix
permanece rigida com o canal cervical fechado pelo tampdo mucoso em quase toda a
gestacdo, passando a ser flexivel ao final da gestacdo acompanhado pela abertura do canal
cervical momentos antes do parto (HAFEZ; HAFEZ, 2002).
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Considerando que os GAGs participam direta ou indiretamente de diversos processos
fisiologicos e patologicos e diante da inexisténcia de estudos acerca da presenca destas
moléculas no sistema reprodutor de cutias, realizou-se o estudo, o qual teve como objetivo
descrever o padrdo dos GAGs em cada 6rgao do sistema reprodutor feminino, bem como
analisar e correlacionar estas moléculas com o perfil hormonal ao longo da gestacgéo,
fornecendo conhecimentos que serdo Uteis para manutencdo da espécie em cativeiro e

exploracdo racional em criatérios comerciais.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Animais

Foram utilizadas 10 cutias fémeas adultas, marcadas com tintura e agrupadas em
boxes 5 x 4 m, contendo 5 fémeas para 1 macho no Centro de Multiplicagdo de Animais
Silvestres (CEMAS), da Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA), Mossord, RN.
O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFERSA (processo n°
23091.005467/2013-01) e pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade -
ICMBIo (SISBIO parecer n° 37987-3).

A selecdo dos animais foi realizada mediante exame clinico criterioso, sendo

escolhidos a partir do estado de higidez.

4.3.2 Delineamento experimental

As fémeas foram submetidas ao exame colpocitoldgico diario entre 7 e 8 horas da
manha e as laminas coradas em panético rapido e analisadas em microscépio de luz. Quando
da presenca de espermatozoide na lamina, a fémea era separada do grupo e o dia contado
como dia “zero” da gesta¢do. As fémeas gestantes foram colocadas em boxes individuais e
apo6s comprovada a gestacdo mediante palpacdo abdominal e/ou exame ultrassonografico com
transdutor de 8 MHz e Scanner portatil (Aquila Vet, Pie Medical®, Nutricell, Campinas, SP,
Brazil).

4.3.3 Analise Hormonal

As concentracOes séricas de progesterona e de estradiol foram analisadas a partir de
amostras de sangue, coletadas previamente a eutanasia do animal. Os animais foram
submetidos ao protocolo anestésico, descrito por Oliveira (2012), sendo inicialmente

administrado a dose cloridrato de cetamina (12 mg/kg) e cloridrato de xilazina (2mg/kg) por
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via intramuscular. Apds sedado, a veia cefélica ou safena foi canulada e o sangue logo
coletado em seringas descartaveis de 5 mL e armazenados em tubos de silicone com EDTA
(&cido etilenodiamino tetra-acético). Imediatamente a coleta, os tubos foram centrifugados a
3000 x g durante 15 min para obtencao do plasma sanguineo e depois armazenadas a -18 ° C.
As analises de estradiol e progesterona foram determinadas por imunoensaio (EIA)
(Diagnostic Bio Biochem Canada - DBC), conforme metodologia adotada por Peixoto (2016).
Realizado a coleta do sangue, o animal foi anestesiado com propofol (8 mg/kg 1V) e depois

pelo mesmo acesso venoso realizado a administracdo de cloreto de potassio (1 mL/kg).

4.3.4. Citoquimica e Imunohistoquimica

Foram coletados fragmentos do ovario, tuba uterina, cornos uterinos, corpo, cervix e
vagina, que foram fixados em solucdo de paraformoldeido 4% tamponado com fosfato de
sodio 0,1M, pH 7,4 por 72 horas. Os fragmentos foram desidratados em concentraces
crescentes de etanol, diafanizados em xilol, incluidos em parafina e em seguida obtidos os
cortes histologicos de 5 a 7 um em micrétomo (LEICA RM2235). Para reagdo do Acido
Periodico de Schiff (PAS), o material foi desparafinizado, hidratado e submetido a reacdo em
PAS e os cortes contracorados com hematoxilina e as laminas montadas, analisadas e
fotografados em microscopio de luz (Leica DM 500 HD) com camera acoplada (LEICA
ICC50W).

Para imunohistoguimica, os cortes de 5 um foram aderidos em laminas silanizadas,
desparafinizados em xilol, reidratados em concentracdes descrescentes de etanol (100 a 50%)
e imersos por 5 minutos em tampéo fosfato (PBS; 137 mM NaCl/2.7 mM KCI/4.3 mM
Na2HPO4/1.4 mM KH2PO4; pH 7.3) para lavagem. A exposic¢do antigénica dos tecidos foi
realizada em tampdo citrato (10 mM, pH 6,0), utilizando aparelho de micro-ondas (60° C, 5
min), seguida por duas lavagens em PBS. Para bloqueio da peroxidase enddgena e reagdes
inespecificas foram utilizados uma solucdo de metanol com 3% de peroxido de hidrogénio e
Reagente Imunologico (RUO) ABC Elite VECTASTAIN (Vector Laboratories) por 10 min.
As seccles foram incubadas com anticorpo primario a 4°C por 20 h em cdmara Umida. A
expressdo tecidual dos GAGs foi determinada com o0 uso dos anticorpos contra condrotin
sulfato (AC monoclonal, CAM-56, Abcam), contra &cido hialurdnico (Ac. Policlonal de
ovelha, Abcam) (Tabela 1, Anexo A). Em seguida, os cortes foram incubados por 45 min.
com anticorpo secundario universal Anti-Mouse/Anti-Rabbit/Anti-Goat 1gG  (H+L)
(Universal Pan-Specific, Vector Laboratories). Para amplificacdo do sinal da reacdo foi

utilizado o complexo avidina-biotinilida (kit Vectastain Elite ABC®, Vector Laboratories).
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Para visualizacdo da reacéo foi utilizado Vector NovaRed®. As laminas foram montadas com
uso de Permount ® (Fisher Scientific), analisadas e fotografadas.

4.3.5 Delipidacéo

Para andlise dos glicosaminoglicanos, fragmentos dos ¢rgdos genitais, tecido
placentario e subplacenta foram coletados, picotados e colocados em frascos de 15mL,
contendo acetona, sendo realizado uma troca a cada 24 horas durante trés dias consecutivos,

para remocdo dos lipidios (Delipidacéo).

4.3.6 Extracéo e purificagdo dos GAGs

Apbs finalizado o processo de delipidacdo, as amostras foram pesadas em balanca de
precisdo (BEL M214 Ai) de modo a separar fracdes para cada 6rgdo. Para a tuba uterina,
pesou-se 10 mg e para os demais Orgaos reprodutivos pesou-se 40mg, sendo estas fracdes
colocadas separadamente em microtubos de 2 mL (Eppendorf) e identificados.
Posteriormente, foi adicionado a cada frasco prozima (4 mg/mL) em tampdo TRIS-HCI, 0,05
M pH 8,0 com NaCl 0,15 M, na proporcao de 1 mg de po para 20 uL de tampdo, incubado em
temperatura de 60°C durante 24 a 48 horas. Em seguida, foi adicionado &cido tricloroacético
90%, numa proporcdo de 10% do volume inicial da amostra em banho de gelo durante 20
minutos para precipitacdo dos acidos nucléicos. Depois, as amostras foram centrifugadas a
4700 giros (SOLAB, SL-701) durante 20 minutos a 20° C e ao término descartado o
precipitado, sendo o volume de cada amostra verificado e ao sobrenadante adicionado 2
volumes de metanol para 1 volume da amostra.

As amostras foram entdo congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas (TERRONI,
LS 3000), obtendo-se ao final o pé contendo os GAGs, o qual foi ressuspenso em 10 a 35 pL

de &gua destilada.

4.3.7 Eletroforese em gel de agarose

A identificacdo e quantificacdo dos glicosaminoglicanos foram feitas por eletroforese
em gel de agarose como proposto por Dietrich e Dietrich (1976), sendo aplicado no gel 5 pL
do padréo (1 mg/mL) contendo condroitim (CS), dermatam (DS) e heparam sulfato (HS). Ao
mesmo tempo, a amostra foi agrupada no gel, por tecido e por idade gestacional (Figura 1A e
1B) e submetida a eletroforese com duragcdo média de 1 hora e 15 minutos, sob a tenséo de
110V, 5 A 10 W (Figura 1C).
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Decorrido o periodo, o gel foi retirado da cuba de eletroforese e colocado em solucéo
de cetavlon (CTV) 0,1%, permanecendo nesta solugdo por no minimo 2 h (Figura 1D). Os
géis foram removidos do CTV e envolvidos em papel filtro e colocados para secar em fluxo
de ar continuo, em media por 45 minutos (Figura 1E). Ao término da secagem, as laminas
foram coradas em azul de toluidina (0,1%) por 15 a 20 min (Figura 1F), colocados em solugéo
descorante (etanol 50% e &cido acético 1%) (Figura 1G) por alguns minutos sob agitacdo e

por fim, colocadas para secar e digitalizadas.

Figura 1- Etapas para Eletroforese em gel de agarose. A: aplicacdo das amostras nos pogos. B:
lamina contendo as amostras e o padrdo. C: lamina submetida a eletroforese. D: lamina
colocada em solucdo de CTV 0,1%. E: ldminas envoltas em papel filtro e submetidas a
corrente de ar quente continua. F: [amina corada em azul de toluidina. G: 1dmina aplicada em
solucéo descorante.

4.3.8 Digestdo enzimatica

As amostras foram submetidas ao processo de digestdo enzimatica, utilizando
heparinase 11l obtidas de Flavobacterium heparinum (Sigma-Aldrich®) em solucdo tampao
(20 mM Tris-HCI, pH 7,5 contendo 0,1 mg/ml BSA e 4 mM CaCl,), seguindo recomendacdes
do fabricante (Sigma-Aldrich®).

4.3.9 Densitometria
A quantificacdo dos GAGs foi realizada através da densitometria das laminas de

eletroforese em gel de agarose, analisadas atraves do software ImajeJ® (FLORENTIN, 2015).
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4.3.10 Analise Estatistica

Foram obtidos valores de média e erro padréo para estradiol e progesterona nos ter¢os
inicial, médio e final de gestacdo. Posteriormente, de modo a identificar se ocorreu alguma
relacdo dos GAGs totais nos tercos inicial, médio e final de gestacdo e os hormonios
ovarianos, foram realizados os testes de Correlagdo de Pearson utilizando o software SAS
(SAS 9.3, 2009), considerando o nivel de significancia p<0,05.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 Anélise Hormonal

A analise hormonal realizada nas cutias ao longo da gestacdo, mostra que no 15° dia,
periodo que a placenta ainda é imatura, ocorreu um pico de progesterona (P4) de 6,855
ng/mL, produgdo esta que seria decorrente do corpo luteo, estando acompanhada dos baixos
niveis de estrdgeno. Em geral, no terco inicial da gestacdo a concentracdo média de
progesterona atinge cerca de 3,549 + 1,664 ng/mL, enquanto o estradiol possui média de
24,356 + 14,625 pg/mL. No terco médio de gestacdo, a placenta esta totalmente desenvolvida
e € a responsavel pela producdo de progesterona, tendo neste periodo a maior concentracao
média de P4 com 5,143 + 0,117 ng/mL, a0 mesmo tempo que apresentou também a maior
concentracdo média de estradiol (38,2421 + 9,043 pg/mL). No terco final de gestacdo, a
concentracdo média de P4 passou a ser de 4,337 *+ 2,147 ng/mL, reduzindo drasticamente a
termo (Tabela 1).

Tabela 1- Analise de estradiol e progesterona sérica em cutias gestantes.

Estradiol (pg/mL) Progesterona (ng/mL)
Idade Gestacional — - — -
Media £ Erro Padréo Media £ Erro Padréao
Grupo Controle 6,167 + 0,331 2,773 £ 0,393
Terco Inicial 24,536 £ 14,625 3,549 + 1,664
Terco Médio 38,241 £ 9,043 5,143 + 0,117
Terco Final 31,422 + 16,247 4,337 + 2,147

4.4.2 Perfil eletroforético
O perfil eletroforético de cada 6rgdo do sistema reprodutor de cutias fémeas foi

estudado e analisados isoladamente.
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A tuba uterina possuiu no decorrer da gestacdo um perfil varidvel na concentragdo de
GAGs, com predominio de DS e HS no inicio da gestacdo e DS e CS nos tergos médio e final,

com reducdo drastica a termo (Figura 2).

Figura 2 — Perfil eletroforético da tuba uterina ao longo da gestagdo em cutias. TI- terco inil;
TM- tergo médio; TF- terco final; CS- conroitim sulfato; DS- dermatam sulfato; HS- heparam
sulfato.

O corno uterino apresentou ao longo da gestagdo uma predominancia de CS e DS, com
pequena quantidade de HS (Figura 3A), possuindo queda nas concentracGes dos GAGS totais

ao longo da gestacdo, notada a partir da analise por densitometria (Figura 3B).
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Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose e densitometria das laminas do corno uterino
gestante e ndo gestante. A: Perfil eletroforético do corno uterino gestante ao longo da gestacao
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em cutias. B: densitometria do corno uterino ao longo da gestacdo. C: perfil eletroforético do
corno uterino ndo gestante. D: perfil eletroforético do corno uterino ndo gestante apds
incubacdo com heparinase Ill. E: densitometria do corno uterino ndo gestante e apoés
incubacdo com heparinase Ill. TI- terco inicial; TM- terco médio; TF- terco final; CS-
conroitim sulfato; DS- dermatam sulfato; HS- heparam sulfato.

O corno uterino ndo gestante apresentou maior concentracdo de condroitim sulfato e
dermatam sulfato e uma pequena concentracdo de heparam sulfato (Figura 3C), sendo as
bandas melhor visualizadas ap6s a aplicacao da heparinase 11 (Figura 3D), quando ocorreu a
degradacdo do HS. Neste Orgao, o padréo eletroforético apresentou-se com caracteristicas
similares ao apresentado no corno uterino gestante, no entanto sem variagdo aparente no
inicio e meio de gestacdo e com reducdo destes GAGs proximo do parto (Figura 3E), fato que
pode estar relacionado com a expressao hormonal da progesterona sanguinea ou do estradiol
circulante. Ao analisar a correlacdo entre os niveis de P4 e os GAGs totais no corno uterino
gestante, verificou-se uma tendéncia de correlacdo positiva (p= 0,0763; r=0,99), sendo que o0
aumento da concentracdo de P4 é acompanhado pelo aumento dos GAGs totais neste 6rgao no

terco inicial de gestacdo (Tabela 2).

Tabela 2- Correlagdo dos niveis séricos de progesterona e glicosaminoglicanos totais nos
6rgdos reprodutores de cutias fémeas nos tercos inicial, médio e final de gestacdo.

| Fases da gestacéo
Orgéo o ) )
Terco Inicial Tergo Médio Terco final

p r p R p r

Corno  Uterino
gestante
Corno  Uterino
ndo gestante

0.0763 0.99283 0.2281  -0.93651 0.3371 -0.86309

- - 0.7103  -0.43956 - -

Corpo do Utero - - 0.6094 -0.57578  0.7199  0.42594
Cérvix - - 0.6959 -0.45969  0.3154 -0.87979
Vagina - - 0.4103 0.79937 0.1080  0.98564
*p<0,05

A partir da andlise do tecido por eletroforese, observou-se que o corpo uterino, teve
como principais GAGs, o CS e o DS, com baixas concentragdes de HS (Figura 4A e 4B),
sendo as maiores concentracdes encontradas no inicio da gestacdo, com queda subsequente e

continua no terco médio até o final da gestacdo (Figura 4C).
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Figura 4- Eletroforese em gel de agarose e densitometria das laminas do corpo do Utero. A:
Perfil eletroforético do corpo uterino ao longo da gestacdo em cutias. B: perfil eletroforético
do corpo uterino ap6s incubacdo com heparinase Ill. C: anélise das Unidades Arbitrarias de
Densitometria (UADSs) no corpo uterino. CS- condroitim sulfato; DS- dermatam sulfato; HS-
heparam sulfato.

Na cérvix verificou-se um predominio de DS e HS (Figura 5A), com o aumento de CS
no ter¢co médio da gestacdo (Figura 5B). A partir da analise por densitometria verificou-se que
ocorre um pico no 15° dia de gestacdo nos GAGs totais, seguido de uma queda até o terco
final de gestacdo, sendo que no 100° dia ha um pequeno aumento nesta concentracéo (Figura
5C).
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Figura 5- Eletroforese em gel de agarose e densitometria das laminas da cérvix na gestacéo
em cutias. A: Perfil eletroforético da cérvix ao longo da gestacdo. B: perfil eletroforético do
cérvix apos incubacdo com heparinase Ill. C: analise das UADs na cérvix uterina. CS-
Condroitim sulfato; DS- Dermatam sulfato; HS- Heparam sulfato.

Na vagina, o principal GAG encontrado foi o DS, com peguena concentracdo de HS e
CS analisados ao longo da gestacdo (Figura 6A e 6B), sendo verificado as maiores
concentragdes nos GAGS totais entre 15 e 45 dias, ocorrendo uma queda nestas concentragdes

a partir deste periodo até o 75° dia (Figura 6C).
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Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose e densitometria das laminas da vagina em cutias
gestantes. A: Perfil eletroforético da vagina ao longo da gestagdo em cutias. B: perfil da
eletroforese do tecido vaginal apds incubacdo com heparinase Ill. C: anélise das UADs na
vagina ao longo da gestacdo. CS- Condroitim sulfato; DS- Dermatam sulfato; HS- Heparam
sulfato.
4.4.3 Citoquimica e Imunohistoquimica

Analisando as laminas coradas com PAS, verificou-se que na tuba uterina a mucosa, a
submucosa e a camada muscular apresentavam reacdo PAS positiva (Figura 7A) e ao ser
submetido a imunohistoquimica constatou-se a presenca de CS e AH nestas regides (Figura

7B e 7D), sendo a marcacéo fraca proximo do parto (Figura 7D).
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Figura 7- Tuba uterina de cutia submetido a técnicas de citoquimica por PAS e
imunohistoquimica. A: Infundibulo de cutia aos 45 dias possuindo reacdo PAS positiva na
camada muscular (M), na mucosa (cabeca de seta) e na submucosa das vilosidades (V). B:
Istmo aos 45 dias com as camadas muscular (M) e submucosa (Sm) marcados com anti-AH.
C: ampola da tuba aos 75 dias, estando o epitélio ciliado marcado (cabega de seta), submucosa
(Sm) e camada muscular (M) marcadas com anti-AH. D: infundibulo da tuba aos 100 dias
com a submucosa (Sm) das vilosidades marcadas fracamente por anti-CS. Neg: Negativo.

Quanto ao Utero, em especial ao corno uterino e corpo do Utero, observou-se na
mucosa, submucosa e mucosa das glandulas endometriais reagdo PAS positiva (Figura 8A, 8B
e 8E), sendo verificado a presenca de CS e AH no corno uterino e corpo do Utero, evidenciado
pela marcagéo forte com anti-CS (Figura 8D, 8F e 8G) e anti-AH (Figura 8C e 8H). Na cérvix
foi verificado também reacdo PAS positiva na mucosa, submucosa e na camada muscular, no

entanto estas regides foram marcadas fracamente para anti-CS e anti-AH.
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Figura 8- Utero de cutia submetido a técnicas de citoquimica por PAS e imunohistoquimica.
A: Corno uterino de cutia aos 20 dias de gestacdo, mostrando reacdo PAS positiva na mucosa
(seta) do endometrio (E) e miométrio (M). B: reacdo positiva no endotélio das glandulas
endometriais (cabeca de seta) de cutia aos 75 dias. C: corno uterino aos 48 dias com a mucosa
(cabeca de seta amarela) e ldmina basal (cabeca de seta preta) do epitélio endometrial e das
glandulas endometriais (seta) marcadas com o anticorpo para AH. D: corno uterino aos 65
dias, estando a submucosa (Sm) e mucosa (cabeca de seta) e miométrio (M) marcado com
anti-CS. E: corpo do Utero aos 75 dias apresentando reacdo PAS positiva na mucosa (seta) e
mucosa das glandulas endometrias (cabeca de seta). F: corpo aos 20 dias, estando o
endométrio (E), miométrio (M) e serosa (S) marcadas com anti-CS. G: em detalhe o
endométrio do corpo aos 20 dias mostrando as mucosas endometrial (seta) e das glandulas
endometriais (cabeca de seta) marcadas por anti-CS. H: corpo aos 45 dias com marcacao do
anti-AH nas regides de mucosa (seta), glandulas endometriais (cabeca de seta) e submucosa
(Sm). I: cérvix de cutia aos 2 dias pds copula com reacdo PAS positiva na mucosa (seta),
submucosa (Sm) e miométrio (M). J: cérvix aos 45 dias evidenciando-se a reacdo PAS
positiva forte no miométrio e fraca na submucosa. K: verifica-se tampdo cervical mucoso aos
75 dias (estrela), e submucosa com reacdo fraca para PAS. L: cérvix aos 48 dias com a
submucosa marcada fracamente para anti-AH. Neg: Negativo.
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A vagina ao ser analisada por citoquimica por PAS, observou-se que a membrana de
oclusdo vaginal, a mucosa, a submucosa e a camada muscular foram PAS positivas (Figura
9A e 9B). A partir da marcacdo dos anticorpos para CS e AH, foi observado que o epitélio da

mucosa e a membrana de oclusdo vaginal ndo foram marcados por estes anticorpos, estando

100 pm'
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Figura 9- Vagina de cutia submetida a técnicas de citoquimica por PAS e imuhistoquimica. A:
vagina de cutia aos 35 dias mostrando a mucosa (seta) e a membrana de oclusdo vaginal (*)
com reacdo PAS positiva. B: vagina aos 100 dias com membrana de ocluséo (estrela), mucosa
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(*) e camada muscular (M) PAS positivas. C: vagina aos 35 dias possuindo marcacgéo fraca
para anti-CS na submucosa (Sm) e muscular (M). D: vagina aos 75 dias com marcacéo forte
na submucosa e tecido conjuntivo adjascente (Sm) para anti-AH. E: vagina aos 75 dias com
marcacdo na submucosa e tecido conjuntivo para anti-CS. F: vagina aos 100 dias
apresentando marcagdo na submucosa e tecido conjuntivo (Sm) e camada muscular (M), ndo
estando a membrana de oclusdo vaginal marcada para o anticorpo contra AH (estrela). Neg:

Negativo.

4.5 DISCUSSAO

A anélise hormonal realizada nas cutias ao longo da gestacdo, mostra que no 15° dia,
periodo que a placenta ainda é imatura, ocorre um pico de progesterona (P4) de 6,855 ng/mL,
producdo esta que seria decorrente do corpo liteo, mantendo uma média de 3,549 + 2,883
ng/mL, enquanto o estradiol possui concentracdo média de 14,101 + 19,773 pg/mL. Em ratos,
Pepe e Rothchild (1974), relatam que os niveis de P4 aumentaram de forma constante,
apresentando um pico no dia 5 e mantem-se em um patamar de cerca de 70 ng/mL até 9 dias.
Ja McCormack e Greenwald (1974) mencionam em ratas um pico no dia 6 e uma
queda significativa no dia 7, resultados que se assemelham ao encontrado na cutia.

No terco méedio de gestacdo, a placenta esta totalmente desenvolvida (OLIVEIRA,
2012) e é a responsavel pela producdo de progesterona, tendo neste periodo a maior
concentracdo média de P4 com 5,143 0,202 ng/mL, a0 mesmo tempo que apresentou
também a maior concentragdo média de estradiol (38,2421 +£15,662 pg/mL). McCormack e
Greenwald (1974) citam em ratas que a concentracdo de progesterona periférica durante terco
médio da gestacdo aumenta nos dias 12 e 13. Estes autores também relataram que os niveis de
estradiol permaneceram baixos do dia 5
a 16, periodo que ocorre aumento significativo e continuo na concentracdo de 17 B-estradiol
até o dia do parto. Na cutia, os niveis de estradiol aumentaram no terco médio de gestacdo,
tendo uma queda no 85° dia, seguido por um aumento do estradiol a termo, acompanhado
pela queda de P4.

No terco final de gestacdo, a concentracdo média de P4 passou a ser de 4,337 + 3,719
ng/mL, reduzindo drasticamente a termo. Em ratas (PEPE; ROTHCHILD, 1974), no tergo
final da gestacdo, ocorreu um pico de P4 no 15° dia de cerca de 130 ng / mL e a partir do 19°
dia ha uma queda réapida, semelhante ao observado na cutia, cujos niveis de P4 a termo cairam

rapidamente. Resultado semelhante aos da cutia, foi também observado por McCormack e
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Greenwald (1974) em ratas, em que nesta fase, ocorre um pico nos dias 14 a 17, seguido
de queda continua apds o dia 17,3 dias até o parto.

Quanto a andlise dos GAGs nos 0rgdos reprodutivos de cutia, verificou-se que a tuba
uterina possuiu perfil variavel ao longo da gestacdo, com predominio de DS e HS no tergo
inicial e CS e DS nos tergos médio e final e baixas concentra¢des de AH e HS. Coloianu et al.
(1997) demonstraram através de técnicas de citoquimica e imunolocaliza¢do que o principal
GAG encontrado neste 6rgdo em fémeas suinas foi o CS, seguido por baixas concentracfes de
DS e AH, estando o CS fortemente marcado no istmo e também na ampola, em especial na
l&mina propria da mucosa. No suino, Tienthai et al. (2000) mencionam que AH localizava-se
na lamina prépria do infundibulo e nas vilosidades do istmo e o HS (sindecan) no epitélio
ciliado. Por sua vez, Bergqvis e Martinez (2006) em estudos com vacas, verificaram no
epitélio da mucosa e no fluido do infundibulo ha sindecan-1 e sindecan-2, proteoglicano que
contem HS, cujos autores acreditam estar envolvidos na capacitacdo do espermatozdide.
Ressalta-se que na cutia o AH, além do epitélio ciliado este GAG estava presente também na
submucosa e na camada muscular na ampola, no infundibulo e istmo.

O corno e o corpo uterino apresentaram caracteristicas semelhantes na composi¢do dos
GAGs da matriz extracelular, tendo sido encontrado o CS, DS, AH e o HS, com decréscimo
nos niveis de GAGs totais ao longo da gestacdo. Da mesma forma, Munakata et al. (1984) em
coelhas e Gomes et al. (2007) em camundongas citam como principais GAGs presentes no
utero, o CS, DS e o HS. Ja Simdes et al. (2012) em ratas ndo gestantes mencionam como
padrdo de GAGs, o DS, HS e AH, ocorrendo reducdo do HS em fémeas tratadas com P4.
Estes resultados demonstraram que o HS é modulado pela concentragdo sérica de P4, fato que
corrobora com o observado na cutia, em que foi verificado baixas concentracdes de HS ao
longo da gestacdo, provavelmente em funcdo da producdo de P4 pelo corpo luteo e/ou
placenta. Estudos realizados em ratas por San Martin et al. (2003) dias apés a cOpula mostram
gue o AH e o versican, proteoglicano formado por CS/DS, antes da implantacdo embrionéaria
estavam localizados no estroma endometrial, concordando com o verificado na cutia, em que
0 AH e o CS foram marcados na mucosa e na submucosa do endométrio, bem como na
mucosa das glandulas endometriais, fato que pode estar associado a participacdo destas
moléculas no processo de decidualizacdo. Em mulheres, Nasciutti et al. (2006) encontraram
como GAG predominante no endométrio o CS, seguido pelo DS e HS, diferindo do observado
na cutia, que teve como principais polissacarideos CS, DS e AH e baixas concentragdes de
HS.
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Na cérvix da cutia, os principais GAGs encontrados foram DS e HS, com baixas
concentracdes de CS. Similar ao encontrado na cutia, Cubas et al. (2010) citam em ratos que
este 6rgdo tem como principais GAGs o DS e HS, estando o AH, praticamente constante
durante as fases do ciclo estral. Souza et al. (2014) no rato albino, citam como GAGs
predominantes deste 6rgdo o HS e uma mistura formada por CS e DS, semelhante aos GAGS
encontrados na cérvix de cutia em diferentes fases da gestacdo. Por sua vez, Fosang (1984)
relatou em ovelhas que mudancas na matriz extracelular da cérvix sao vistas ja no terco inicial
de gestacdo, com o aumento da sintese de DS, queda nos niveis de proteoglicanos e acido
hialurénico no terco médio e aumento do AH a termo, acompanhado pela destrui¢cdo das
fibras de colageno e invasdo de células inflamatérias, fonte potencial de colagenase e
proteinase. Ja Osmers et al. (1995) em humanos relataram um aumento no total de GAGs
durante a gestacdo, no entanto com queda nas concentracfes de DS no momento do parto.
Diferente do observado por Osmers et al. (1995), na cutia ocorre uma diminuigdo dos GAGs
totais ao longo da gestacéo, em especial a termo.

Lee e Ax (1984) analisando os GAGs presentes no muco cervical mostram um
aumento do CS presente no muco cervical no estro quando comparado ao muco cervical na
fase de diestro, sugerindo que essas moléculas atuam no processo de capacitacdo espermatica
e sao influenciadas pelos niveis hormonais. Na cutia gestante a analise por imunohistoquimica
para CS e AH, o muco cervical apresentou uma reacdo muito fraca, indicativo que estas
moléculas ou estariam em baixas concentracdes ou ausentes neste muco na gestacao.

Shimizu (1980) e Shimizu et al. (1980a) estudando a cérvix em mulheres encontraram
que no pds-parto as concentracdes de AH, CS, HS aumentam pds-parto, enquanto o DS
diminui neste periodo, quando comparado ao tecido ndo gestante, alteracdes que podem estar
relacionadas com a atuacdo destas moléculas no remodelamente tecidual. J& Maillot et al.
(1979) verificaram que os principais GAGs encontrados na cérvix de mulheres gestantes
foram o queratan sulfato (QS), o DS, CS e o AH, diferindo do encontrado em nossos estudos,
devido o queratan sulfato ndo ter sido observado na cérvix de cutias. Os autores acrecentaram
ainda que na gestacdo ocorreu um aumento significativo do queratan sulfato (QS) e reducéo
de DS e CS, com aumento consideravel no momento do parto e aumento significativo do AH
no pés-parto. Ressalta-se que na cutia a concentragdo de CS reduziu apds o terco médio de
gestacdo e a do DS apresentou queda no tergco médio até a termo.

Os resultados observados na cutia, diferiram também do descrito em cadelas por
Linharattanaruksa et al. (2014), quando relataram que o AH foi o0 GAG predominante na
cérvix, estando presentes tambem o CS, DS, QS e HS em menores concentraces. Na cutia 0s
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GAGs predominantes foram o DS e CS, seguido do HS e menores concentracdes de AH.
Golichowski et al. (1980) e EI Maradny et al. (1997) descrevem que na cérvix de mulheres
gestantes ocorre uma baixa concentracdo de AH na maior parte da gestacdo, semelhante ao
observado em cutias, cuja marcacdo foi fraca para anti-AH. Para EI Maradny et al. (1997) a
expressdo do AH ocorreu mais significativamente proximo ao parto, estimulando a migragéo
leucocitéria e producdo de metaloproteinases, e dessa forma atuando na abertura do canal do
parto, no processo de remodelacéo de tecidos e involucdo uterina pds-parto. Estas diferencas
no padrdo dos GAGs cervicais podem estar associadas as diferencas na fisiologia reprodutiva
das espécies.

Em cutias, 0s GAGs predominantes na vagina foram o DS, CS e 0 HS, com pequenas
concentracdes de AH. Em estudos realizados em mulheres no periodo fertil, Bezerra et al.
(2004) verificaram como glicosaminoglicanos padrdes para o 6rgdo uma predominancia de
DS, seguido de concentragdes menores de CS e HS, semelhante ao encontrado em cutias
gestantes. No entanto, estes autores ndo citam a presenca do AH, talvez por ndo terem
realizado a técnica de imunohistoquimica. Vale ressaltar que o perfil dos GAGs vaginais
possuindo maior quantidade de DS, apresentou padrdo tipico de drgdos musculares,
corroborando com o descrito por Carrino (1998).

J&a Ruano et al. (2011) analisando os GAGs na vagina de ratas, observaram que ha
diminuicdo dos GAGs totais e do DS em fémeas gestantes e apds o parto comparado ao tecido
de fémeas ndo gestantes, tendo como GAG predominante o DS. Na cutia, ocorre uma reducao
dos GAGs totais a partir do terco médio de gestacdo. Ruano et al. (2011) e Takano et al.
(2010) verificaram também em ratas a concentragdo dos GAGs no tecido submetido a trauma
natural ou induzido e verificaram que ocorre aumento significativo dos GAGs totais, em
especial do DS, acreditando que o trauma possa provocar alteracdo no equilibrio da MEC, o

que serviria possivelmente como estimulo para o processo de cicatrizacao.

4.6 CONCLUSAO

A concentra¢do dos GAGs variou conforme o 6rgdo ao longo da gestacdo, fato que
pode estar associado a funcdo desempenhada por estes em cada fase da gestacdo. Dessa
forma, a tuba uterina, 0s cornos uterinos e corpo do Utero apresentaram como principais
GAGs na gestacdo o CS, DS, e AH, com baixa concentracdo de HS, enquanto a cervix teve o
DS e CS, com pequena concentracdo de HS e AH e a vagina, o0 DS estava em maior
quantidade, seguido de pequena concentragdo de HS, CS e AH, sendo as concentracOes de

polissacarideos de cada orgdo influenciadas pela concentragdo sérica de P4 e estradiol.
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Ressalta-se que as concentragdes de HS foram baixas ao longo da gestacédo, fato que pode
estar associado ao aumento da producdo de P4 pelo corpo lGteo e/ou placenta, no entanto,
outros estudos sdo necessarios para elucidar a atuacdo dos horménios reprodutivos na

alteracdo do padrdo dos GAGs na matriz extracelular.
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5. CAPITULO 3 — GLICOSAMINOGLICANOS NA PLACENTA E SUBPLACENTA
DE CUTIAS (Dasyprocta leporina LINNAEUS, 1758)

Glicosaminoglicanos na placenta e subplacenta de cutias (Dasyprocta leporina Linnaeus,
1758)

5.1 RESUMO

Considerando a importancia dos glicosaminoglicanos em inimeros processos fisiologicos,
realizou-se o estudo tendo como objetivo identificar os principais GAGs existentes no tecido
placentéario e subplacentario ao longo da gestacdo em cutias. Foram utilizadas nove cutias
fémeas adultas e gestantes com as idades gestacionais de 25, 30, 35, 45, 55, 65, 75, 85 e 100
dias, estabelecidas a partir do exame colpocitolégico diério. Os animais foram eutaniasiados,
dissecados e os fragmentos da placenta e subplacenta coletados e submetidos a técnica de
imunohistocitoquimica marcados para PAS e para CS e AH. Fragmentos dos &rgdos
provenientes a partir de 35 dias também foram coletados e submetidos a delipidacdo em
acetona, depois pesados 20 a 40 mg de cada amostra, realizado a disgestdo protéica com
prozima (4 mg/mL, 60°C, 48 horas), adicionado &cido tricloroacético (TCA) 90% em banho
de gelo (20 minutos), centrifugados (20 minutos), e ao sobrenadante coletado adicionado
metanol. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido, liofilizadas, o pé ressuspenso
em agua destilada e submetidos a técnica de eletroforese em gel de agarose 0,5%, sendo 0s
GAG:s identificados e depois quantificados por densitometria. A placenta de cutia nos estagios
inicial, médio e final de gestacdo apresentaram os GAGs: CS, DS, HS e AH em diferentes
proporcOes, sendo as maiores concentracGes verificadas na placenta madura e a termo,
constituida principalmente de DS e CS. A subplacenta apresentou uma maior quantidade de
GAGs no terco médio e final de gestacdo, tendo como principal GAG o dermatam sulfato,
sendo encontrado ainda baixas concentragdes de condroitim sulfato e heparam sulfato.
Alteracbes na composicdo dos GAGs ocorrem ao longo da gestacdo, estando diretamente
relacionadas com as funcdes destas moléculas na regulacdo do transporte placentario e na
formacédo da barreira placentéria.

Palavras-chave: Tecido placentario, polissacarideos, matriz extracelular, Dasyprocta

leporina, roedor.

5.2 INTRODUCAO

Pesquisas tém demonstrado que os proteoglicanos (PGs) e os glicosaminoglicanos
(GAGs), bem como as proteinas de adesdo apresentam um notavel efeito sobre o
comportamento celular, influenciando na sua proliferacéo e diferenciacdo tecidual. E relatado
na literatura a presenca de um material amorfo, elétron denso que se cora facilmente ao Acido
Periodico de Schiff (PAS) na interface materno-fetal da placenta, o qual varia no decorrer da
gestacdo entre as espécies mamiferas (LOVELL; TIGHE e CURRAN, 1967; CALATRONI e
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DI FERRANTE, 1969; LEE; JAMIESON e SCHAFER, 1973; WASSERMAN et al., 1983;
OTT; WILEY e BARTOL, 1997).

Os GAGs sédo heteropolissacarideos que possuem como estrutura basica, unidades
alternadas de hexosamina e acUcar ndo-nitrogenado unidas por ligacdes glicosidicas, estando
presentes em todas as células animais com diferencas estruturais dependendo do tecido ou do
organismo de origem (DIETRICH & DIETRICH, 1976; DIETRICH, 1984; NADER et al.,
1984; KJELLEN e LINDAHL, 1991; CECHOWSKA-PASKO e PALKA, 2000). Na placenta
sdo encontrados o heparam sulfato (HS), condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e o
acido hialurénico (AH), podendo o queratan sulfato (QS) estar presente em baixas
concentracdes (LOVELL et al., 1967; LEE; JAMIESON e SCHAFER, 1973; OLIVEIRA et
al., 2015). Com exce¢do do &cido hialurdnico, os GAGs agrupam-se formando cadeias
laterais, as quais estdo conectados a um corddo proteico formando os PGs, sendo identificados
na placenta sindecan e perlecan, PGs contendo HS (JOKIMAA et al., 1998; YANG et al.,
2005) e o decorin e biglican, PGs com CS e DS (CHEN et al., 2007).

Os GAGs estdao envolvidos em inumeros processos fisiologicos, desempenhado
importantes fungbes como adesdo, migracdo e proliferacdo celular, secrecdo de proteinas e
expressao génica, atuando na maturagédo de tecidos especializados e como organizadores dos
componentes da matriz extracelular (MEC) (NADER et al., 1987; LOPES et al., 2006;
DREYFUSS et al., 2009). Estas moléculas estdo presentes em diferentes tecidos em padrdes
tipicos, que podem ser alterados ao longo da gestacdo (CALATRONI; DI FERRANTE,
1969), do ciclo estral com as variacdes hormonais (KOFOED et al., 1972; KOFOED et al.,
1977; SIMOES et al., 2012; GOMES et al. 2007) e em decorréncia do amadurecimento e
envelhecimento do tecido (MEYER, 1969). Neste aspecto tem se especulado que as mudancgas
gue ocorrem no processo de maturacdo, no tecido placentario, em especial a composicéo e
estrutura molecular dos GAGs presentes neste tecido possam resultar numa matriz
extracelular com propriedades fisicas diferentes, e assim alterar o transporte de moléculas
através do tecido conectivo placentario, o que afetaria diretamente a taxa de crescimento fetal,
variavel nas diferentes fases da gestacdo (LEE; JAMIESON e SCHAFER, 1973; OLIVEIRA
etal., 2015).

Além disso, na gestacdo, os GAGs participam dos processos de decidualizacdo e
implantacdo embrionaria (DIETRICH, 1984), sendo que na placenta, o DS e o HS,
contribuem para formagdo de uma barreira placentéria eficiente resistente a hialuronidase
(CALATRONI e DI FERRANTE, 1969) e ainda possuem importante acdo anticoagulante, de
modo a evitar possiveis eventos tromboticos (GIRI e TOLLEFSEN, 2006), enquanto o CS e
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AH atuam na manutencdo estrutural do 6rgao (LEE et al. 1973; GREISS e WAGNER 1983),
tendo sido associado a alteracdo do padrdo dos GAGs dispostos no tecido placentério, o
desenvolvimento de complicacfes na gestacdo, a exemplo da pré-eclampsia (WARDA et al.,
2008).

Dada a importancia e o envolvimento dos GAGs em inimeros processos fisioldgicos
e, atrelando-se a inexisténcia de dados sobre o perfil destes ao nivel da placenta e subplacenta
de cutias, este trabalho se coloca como um precursor desses estudos em animais silvestres.
Além do mais, a subplacenta é um 6rgéo tipico dos roedores histricognatas, sendo este estudo
0 primeiro a analisar o perfil dos glicosaminoglicanos e inferir sobre a fungdo destas
moléculas no 6rgdo ao longo da gestacdo, fornecendo assim conhecimentos para a biologia da

especie.
5.3 MATERIAL E METODOS
5.3.1 Animais

Foram utilizadas nove cutias fémeas com idades gestacionais de 25, 30, 35, 45, 55, 65,
75, 85 e 100 dias, estabelecidas a partir do exame colpocitoldgico diario. Os animais foram
provenientes do Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres (CEMAS) da Universidade
Federal Rural do Semiarido (UFERSA), Mossord, RN, sendo o experimento aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFERSA (processo n® 23091.005467/2013-01) e
pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade — ICMBio (SISBIO N°
37987-3).

A gestacdo foi comprovada mediante palpacdo e/ou ultrassonografia utilizando
transdutor de 8 MHz e Scanner portatil (Aquila Vet, Pie Medical®, Nutricell, Campinas, SP,
Brazil).

Figura 1- Ultrassom do utero de cutia fémea 30 dias de gstagéo, evidenciando-se o0 embrido
(seta) dentro da vesicula gestacional e a placenta (*). Fonte: Acervo do pesquisador.
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5.3.2 Anestesia e Eutanésia

Os animais foram anestesiados e eutaniasiados para coleta do material, recebendo
estes medicacgdo pré-anestésica cloridrato de cetamina (12 mg/kg) e cloridrato de xilazina (2
mg/kg) por via intramuscular, a veia cefélica foi canulada e coletado 5 mL de sangue para
analise hormonal e depois realizado medicagdo anestésica com administracdo de propofol
(8mg/kg) pelo mesmo acesso venoso (veia cefélica), sendo em seguida submetidos a
eutanasia, injetando-se solugédo de KCI (1 mL/kg IV).

5.3.3 Anélise Hormonal

As amostras de sangue coletadas previamente a eutanasia do animal foram colocadas
em frascos contendo EDTA, sendo centrifugados em 3000 x g durante 15 min para obtencéo
do plasma sanguineo e depois armazenadas a -18 ° C e submetidos ao teste de
radioimunoensaio (Diagnostic Bio Biochem Canada - DBC) para obtencdo dos niveis séricos
de estradiol e progesterona.

5.3.4. Material para Citoquimica e Imunohistoquimica

Foram coletados fragmentos da placenta e subplacenta entre 25 e 100 dias, e 0s
mesmos foram fixados em solucéo de paraformoldeido 4% tamponado com fosfato de sddio
0,1M, pH 7,4 por 72 horas. Os fragmentos foram desidratados em concentragdes crescentes de
etanol, diafanizados em xilol, incluidos em parafina e em seguida obtidos os cortes
histolégicos de 5 pm em micrétomo (LEICA RM2235). Para reacio do Acido Periédico de
Schiff (PAS), o material foi desparafinizado, hidratado e submetido a reacdo em PAS e 0s
cortes contracorados com hematoxilina e as laminas montadas, analisadas e fotografados em
microscopio de luz (Leica DM 500 HD) com camera acoplada (LEICA ICC50W).

Para imunohistoquimica, os cortes foram aderidos em laminas silanizadas,
desparafinizados em xilol, reidratados em concentragdes descrescentes de etanol (100 a 50%)
e imersos por 5 minutos em tampéo fosfato (PBS; 137 mM NaCl/2.7 mM KCI/4.3 mM
Na2HPO4/1.4 mM KH2PO4; pH 7.3) para lavagem. A exposi¢do antigénica dos tecidos foi
realizada em tampao citrato (10 mM pH 6,0) a 60° C por 5 min., seguida por duas lavagens
em PBS. Para blogqueio da peroxidase enddgena e reacdes inespecificas foram utilizados uma
solugdo de metanol com 3% de peroxido de hidrogénio por 10 min e reagente Imunologico
(RUO) ABC Elite VECTASTAIN (Vector Laboratories), respectivamente. As secc¢des foram
incubadas com anticorpo primario a 4°C por 20 h em camara Umida. A expressao tecidual dos

GAGs foi determinada com o uso dos anticorpos contra condrotin sulfato (AC monoclonal,
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CAM-56, Abcam, 1:300), contra acido hialurénico (Ac. Policlonal de ovelha, Abcam, 1:300).
Em seguida, os cortes foram incubados por 45 min. com anticorpo secundario universal Anti-
Mouse/Anti-Rabbit/Anti-Goat 1gG (H+L), Universal Pan-Specific, Vector Laboratories). Para
amplificacdo do sinal da reacdo foi utilizado o complexo avidina-biotinilida (kit Vectastain
Elite ABC®, Vector Laboratories). Para visualizagdo da reacdo foi utilizado Vector
NovaRed®. Finalmente, as laminas foram montadas com uso de Permount® (Fisher

Scientific), analisadas e fotografados.

5.3.5. Coleta do material e extragéo e purificagdo dos GAGs

Fragmentos da placenta e subplcacenta a partir dos 35 dias foram coletados e
colocados em acetona, com trocas a cada 24 horas durante 3 dias consecutivos, deixando apds
a Ultima troca ocorrer a evaporacao do liquido.

Posteriormente, as amostras foram pesadas em balanca de precisdo (BEL M214 Ai
0,0001g) de modo a separar fracbes para cada 6rgdo, separando-se 40 mg da amostra e a
fracdo colocada em microtubos de 2 mL (Eppendorf), e adicionado a esta prozima (4 mg/mL)
em tampdo TRIS-HCI, 0,05 M pH 8,0 com NaCl 0,15 M, na proporc¢do de 1mg de p6 para 20
pL de tampéo, incubado em temperatura de 60°C durante 24 a 48 horas e depois adicionado
acido tricloroacético 90%, numa propor¢do de no maximo 10% do volume inicial da amostra
em banho de gelo durante 20 minutos.

As amostras foram centrifugadas a 4700 g a 20°C durante 20 minutos (SOLAB, SL-
701), sendo ao término o sobrenadante pipetado e o volume analisado, sobre o qual foi
adicionado metanol na proporgédo de 2 volumes de metanol para 1 da amostra. As amostras
foram congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas (TERRONI, LS 3000), obtendo-se ao

final o p6 contendo os glicosaminoglicanos, que foi ressuspenso em 35ul de 4gua destilada.

5.3.6. Eletroforese em gel de agarose

A identificacdo e quantificacdo dos glicosaminoglicanos foram feitas por eletroforese
em gel de agarose como proposto por Dietrich e Dietrich (1976), sendo aplicado no gel 5 pL
do padréo (1 mg/mL) contendo condroitim (CS), dermatam (DS) e heparam sulfato (HS). Ao
mesmo tempo, as amostras foram agrupadas no gel por tecido e por idade gestacional (Figura
2A, 2B e 2C). A corrida foi realizada sob tensdo de 110 V, 5 A e 10 W, com duragdo média
de 1 hora. Posteriormente, a lamina foi colocada em solucdo de CTV 0,1% (Figura 2D),
permanecendo nesta solugdo por no minimo 2 horas, depois, envolvidos em papel filtro e

colocados para secar em fluxo de ar continuo por 1 hora (Figura 2E). Ao término da secagem,
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as laminas foram coradas em azul de toluidina (15 a 20 minutos), removido 0 excesso de
corante e apds secas foram digitalizadas.

Para certificar-se do tipo de glicosaminoglicano presente no tecido, as amostras foram
submetidas ao processo de digestdo enzimatica, que consistia na adicdo de heparinase Ill
obtidas de Flavobacterium heparinum (Sigma-Aldrich®) em solu¢do tampao (20 mM Tris-
HCI, pH 7,5 contendo 0,1 mg/ml BSA e 4 mM CaCl»), seguindo recomendagdes do fabricante
(Sigma-Aldrich®), sendo posteriormente submetidas a eletroforese em gel de agarose.

A quantificacdo dos GAGs foi realizada através da densitometria das laminas de

eletroforese em gel de agarose, analisadas através do software ImajeJ®.

5.3.7. Analise Estatistica
Realizou-se o teste de Correlacdo de Pearson a partir do software estatistico SAS (SAS
9.3, 2009) de modo a identificar a correlagdo entre as concentracdes sericas de progesterona e

estradiol e 0s GAGs totais na placenta e subplacenta ao longo da gestagéo.

5.4. RESULTADOS

As andlises de tecido placentario de cutias apresentaram como principais
glicosaminoglicanos o dermatam sulfato e o condroitim sulfato, além do heparam sulfato em
menores concentracfes (Figura 2A, 2B). A anélise dos GAGs totais por densitometria,
demonstrou que as menores concentracbes dos GAGs foram no terco inicial da gestacgéo,
apresentando-se praticamente constantes entre 35 e 45 dias, possuindo 82,48 e 76,85 UADs,
respectivamente. Apds o 55° dia ocorre um pico, atingido a maior concentracdo aos 75 dias
com 96,46 UADs, seguido de uma leve reducdo aos 85 dias e permanecendo quase que

constante até os 100 dias de gestacdo com 87,8 UAD (Figura 2D).
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Figura 2- Perfil eletroforético da placenta e subplacenta de cutia analisada ao longo da
gestacdo. A: Analise da placenta entre 35 e 100 dias. B: placenta entre 35 e 100 dias apds
tratamento com heparinase Ill. C: andlise da subplacenta enre 35 e 100 dias. D: Densitometria
das laminas de eletroforese da placenta e subplacenta ao longo da gestacdo. Condroitim
Sulfato (CS), Dermatam Sulfato (DS), Heparam Sulfato (HS) e Unidades Arbitréarias de
Densitometria (UAD).

Quando analisado a correlagdo entre os niveis séricos dos hormoénios ovarianos e 0s
valores de GAGs totais verificou-se no terco final da gestacdo uma tendéncia com correlagéo
positiva, em que na ocorréncia do aumento do estradiol ocorre 0 aumento dos GAGs na
placenta (Tabela 1). Quanto aos niveis de progesterona, ndo ocorreu correlacdo significativa

quando analisados 0s GAGs placentarios e subplacentérios (Tabela 2).
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Tabela 1- Correlacdo dos niveis séricos de estradiol e glicosaminoglicanos totais na placenta e

subplacenta ao longo da gestagéo.

Idade Estradiol

Gestacional  (pg/mL) Placenta p r Subplacenta p r

Terco Inicial 53,399 82,489 - - 65,505 - -

Terco Médio 38,241 83,421 0.4103 -0.79938 75,624 0.2583 -0.9188

Tergo Final 31,422 89,802 0.0554 0.99622 81,659 0.9718 -0.0443
*p<0,05

Tabela 2- Correlacdo dos niveis séricos de progesterona e glicosaminoglicanos totais na

placenta e subplacenta ao longo da gestacéo.

Idade Progesterona [ ] GAGs p r [ 1 GAGs p R
Gestacional (ng/mL) Placenta Subplacenta
(UAD) (UAD)
Tergo Inicial 1,559 82,489 - - 65,505 - -
Terco Médio 5,1433 83,421 0.8526  0.22946 75,624 0.9954 -0.00729
Tergo Final 3,605 89,302 0.6667 -0.50001 79,376 0.3605  0.84393
*p<0,05

A partir da andlise histolégica, verificou-se uma intensa marcacdo por PAS no
sinciciotrofoblasto banhado pelo sangue materno (Figura 3A) e na regido proximo a decidua,
células trofoblasticas gigantes PAS positivas (Figura 3C) e intensa marcacdo da decidua basal
(Figura 3B). Na margem lateral da placenta, o citotrofoblasto encontrava-se marcado em PAS
(Figura 3D) e marcado fortemente na reacdo de imunohistoquimica para anti-CS e ani-AH,
indicativo da presenca de polissacarideos, em especial, condroitim sulfato e &cido hialurénico.
Com andlise das laminas, verificou-se que o CS e o AH estariam localizados
preferencialmente no estroma placentario (Figura 4A-P), de forma a manter a organizacao
estrutural da placenta, localizados principalmente no trofoboblasto celular (Figura 4C-D, G) e
no sincicial (Figura 4H-K), nas células trofoblasticas gigantes na zona juncional (Figura 4E-F,
4L), algumas vezes variando ao longo da gestacdo. O citotrofoblasto na margem lateral da
placenta apresentou reacdo positiva para PAS, confirmado ap6s aplicado os anticorpos anti-
CS e anti-AH (Figura 4D-C). Estas células aos 35 dias marcaram-se fracamente para o
anticorpo especifico CS e fortemente para AH. As células trofoblasticas gigantes

encontravam-se marcada fortemente aos 65 dias com o anticorpo para CS e fracamente aos
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100 dias para o anticorpo CS, mostrando uma reducdo deste GAG na fase final de gestacéo
(Figura 4E, 4L).

Figura 3- Placenta de cutia no terco inicial de gestacdo submetida a reacdo de citoquimica
(PAS). A: placenta aos 25 dias, verifica-se reacdo intensa para PAS marcando o
sinciciotrofoblasto (Sin), circundando as lacunas maternas (*) numa placenta ainda imatura.
B: detalhe da decidua basal com intensa reacdo PAS na placenta aos 25 dias. C: placenta aos
35 dias com o sincicio (cabeca de seta) ainda marcado em PAS e a decidua (Dec) e células
trofoblasticas gigantes (seta) mostrando reacdo intensa para PAS. D: citotrofoblasto marcado

em PAS na borda lateral da placenta e sincicio (Sin) com marcagéo fraca. Neg: Negativo.
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Figura 4- Placenta de cutia no terco inicial e final de gestacdo submetida a reacdo de
imunohistoquimica. A: placenta aos 30 dias, evidenciando-se a reagdo positiva do
sinciciotrofoblasto (seta) para condroitim sulfato. B: sinciotrofoblasto com reacdo positiva
para &cido hialurénico. C: citotrofoblasto (Cit) marcado com reacédo fraca para anti-CS aos 35
dias. D: citotrofoblasto (Cit) marcado fortemente para Acido Hialurénico aos 35 dias. E e F:
placenta aos 65 dias com células trofoblasticas gigantes (seta) marcadas para anti-CS e anti-
AH, respectivamente. G: citotrofoblasto (Cit) na placenta aos 65 dias com forte marcacédo para
anti-CS e sincicio marcado fracamente (Sin). H: placenta aos 65 dias com sincicio (Sin)
marcado para anti-AH (seta). I: placenta aos 85 dias com sincicio proximo a borda marcado
fortemente para anti-CS (cabeca de seta). J: placenta aos 85 dias com sincicio (Sin) marcado
com anti-AH. K: placenta aos 100 dias com reacdo anti-AH com sincicio (Sin) marcado
positivamente. L: células trofoblasticas gigantes marcadas fracamente para anti-CS (cabeca de
seta) aos 100 dias e decidua (Dec) fortemente marcada. Neg: Negativo.

Quanto a subplacenta, verificou-se que esta apresenta uma maior quantidade de GAGs
no terco médio e final de gestacdo, sendo o principal GAG o dermatam sulfato, além do
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condroitim sulfato e heparam sulfato encontrados em baixas concentragfes (Figura 1C).
Observou-se que condroitim sulfato estava presente principalmente no terco médio de
gestacdo. Verifica-se ainda os GAGs subplacentarios apresentaram semelhancgas com o tecido
placentario, possuindo uma maior concentracdo de agucares no terco medio de gestacéo, fato
que pode estar associado a sua maior atividade nesta fase, ja que apesar de permanecer até o
final da gestagdo, tem sua involugdo préximo ao parto.

Quanto a anélise das laminas histologicas, verificou-se uma reacdo PAS positiva no
sinciciotrofoblasto préximo a subplacenta (Figura 5A) e nas células trofoblasticas internas ao
septo subplacentario e uma intensa reagdo decidual PAS positiva (Figura 5A-B) e as células
da subplacenta marcadas para Anti-CS aos 30 dias de gestacdo e 35 dias (Figura 5C-D)
reduzindo com o avancar da gestacdo (Figura 5F). Quanto ao acido hialurdnico este foi

marcado fortemente nos septos de tecido alantoidiano que chegavam entrelacavam os l6bulos

Figura 5- Subplacenta (S) de cutia entre 30 e 85 dias de gestagdo submetida as técnicas de
citoquimica e imunohistoquimica. A: sinciciotrofoblasto (sin) préximo a regido da
subplacenta e circundando as lacunas maternas (*) mostrando reacdo PAS positiva. B: detalhe
dos septos subplacentarios (S), sendo verificado internamente as células trofoblasticas
marcadas em PAS (cabeca de seta) e externamente, o sinciciotrofoblasto marcado fortemente
em PAS (seta). C: trofoblasto dos septos subplacentarios marcados para anti-CS circundando
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as lacunas da subplacenta aos 30 dias. D: subplacenta aos 35 dias com as células do septo com
reacdo positiva para anti-CS. E: células do septo da subplacenta aos 65 dias, PAS positivas
(seta). F: células trofoblasticas do septo aos 65 dias marcadas fracamente para anti-CS (seta) e
tecido alantoidiano marcado fortemente (*). G: subplacenta aos 75 dias com células do septo
PAS positivas (seta). H: detalhe das células do septo marcadas fracamente para anti-AH e
tecido alantoidiano fortemente marcado. |: subplacenta aos 85 dias com células do septo
marcadas fortemente para anti-AH. Reacdo citoquimica para PAS: A-B, E, G.
Imunohistoquimica para anti-CS: C-D, H. Anti-AH: F, I. Neg: Negativo.

5.5 DISCUSSAO

A placenta de cutia nos estagios inicial, médio e final de gestacédo, possuiram CS, DS,
HS e AH, em diferentes proporcdes. As maiores concentracdes de GAGs foram verificadas na
placenta madura e a termo, constituida principalmente de DS e CS. Por sua vez, Lee et al.
(1973) relataram em humanos que a maior concentracdo de GAGs ocorria na placenta jovem
em comparagdo com a placenta a termo estando a MEC constituida principalmente de CS e
HS e em menor concentragdo o DS. Os autores citam ainda que a termo o DS era
predominante, seguido de HS e baixas concentragdes de CS. Diferente do relatado em
humanos, na cutia CS esteve em maiores concentraces no terco médio de gestacdo, periodo
gue a placenta estava totalmente formada e madura, fato que pode estar associado a atuacao
destas moléculas na manutencdo do estroma placentario.

O HS na cutia esteve presente em toda a gestacdo em baixas concentra¢des, mas com
maior predominancia no terco médio, fato que pode estar associado a atuacdo destas
moléculas na manutencdo da homeostase sanguinea. Sabe-se que o HS e DS apresentam
importantes fungdes anticoagulantes, prevenindo a formacdo de trombos na placenta, sendo
gue o HS atua associando-se a antitrombina através de uma sequéncia de
pentassacarideos, enquanto as cadeias de DS ligam-se ao Cofator Il de heparina inibindo a
trombina (DELORME et al.,, 1998; CHEN e LIU, 2005; GIRI e TOLLEFSEN, 2006).
Alteracbes no padrdo da regulacdo da trombina tém sido observados em placentas
de gestacdes complicadas pela pré-eclampsia (WARDA et al., 2008), inclusive em humanos,
(FAMA et al., 2014; GUNATILLAKE, 2015), quando os autores citam a participacdo de HS
em concentragdes elevadas na MEC nos casos em que desencadeam patologias. Chauhan et
al. (2014) também estudando em humanos acrescentaram que a placenta proveniente de parto
prematuro possui concentragdes de GAGs mais baixos em comparagdo com o0s tecidos
oriundos de placenta a termo, sendo na pré-eclampsia estas concentragdes ainda menores em

comparagdo ao 6rgao prematuro, podendo-se inferir que alteracbes nos padrdes de GAGS ao
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longo da gestagdo possa ser um fator determinante no desenvolvimento de patologias
gestacionais.

Svejcar (1968) analisando os glicosaminoglicanos na placenta de ratos entre 0 12°e
19° dia de gestacéo verificou que ocorre um pico na concentracdo de GAGs no terco final de
gestacdo entre os dias 14 e 15, seguido de um declinio acentuado até o 19° dia, corroborando
com o observado na cutia, cujo pico ocorre entre 65 e 85 dias, seguido de um declinio. Para
Svejcar (1968) este pico, estaria relacionado a GAGs de baixo peso molecular, glicoproteinas
e ao acido  hialurénico, estando a funcdo destas moléculas associadas
a mecanismos imunolégicos.

Na placenta a termo da cutia, observou-se o DS e CS, estando o HS em baixas
concentracdes diferindo do descrito por Calatroni e Di Ferrante (1969), quando descrevem
para a placenta humana a termo como principais GAGs o queratan sulfato (QS) e DS, com
uma proporgdo menor de CS. Para os autores 0 DS e QS, por serem resistentes a
hialuronidase constituiriam uma barreira para a passagem de células imunocompetentes da
mée para o feto. No entanto, na cutia 0 QS ndo foi observado na placenta deste roedor, sendo
esta barreira composta pelo DS e HS, fato que pode estar atrelado ao tipo de barreira
placentéria dos roedores.

Por sua vez, Lee et al. (1973) estudando a placenta humana jovem e a termo,
encontraram AH, CS, condroitim ndo sulfatado, DS, HS em diferentes proporgdes e baixos
niveis de QS, sendo relatado uma maior quantidade de GAGs sulfatados na placenta a termo,
guando comparado a placenta em estagio inicial. Lovell et al. (1967) acrescentam ainda que o
AH, o CS e o DS localizavam-se na regido das vilosidades coridnicas. J& Wasserman et al.
(1980b) estudando as mudangas na composi¢cdo dos GAGs na placenta humana, verificaram
uma reducdo dos agucares com o amadurecimento da placenta, estando presentes em todas as
placentas iniciais e maduras o DS, CS, HS e AH. De acordo com 0s autores com 0
envelhecimento da placenta, a proporcdo de CS diminuiu e as de DS e HS aumentaram com a
idade. Diferente do que ocorre em humanos, na placenta da cutia, ocorre um aumento dos
GAGs com o amadurecimento placentario, decorrente principalmente do aumento do CS e
DS.

Estudando a placenta de ratos no terco medio e final de gestacdo, Batbayal et al.
(2006) utilizando técnica de imunohistoquimica com marcacdo do decorin, proteoglicano
formado por cadeias laterais de CS ou DS, verificaram que a reagdo se intensificava com o
avancar da gestacdo, estando no rato formado principalmente de CS, sendo que a proporc¢ao

CS e DS aumentava com a idade. Na placenta da cutia verificou-se que o CS e DS
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aumentavam com o avancar da idade gestacional e reduziam sua composi¢do a termo, néo
tendo sido possivel neste estudo fazer a proporcdo de CS e DS ao longo da gestacdo.
Corroborando com Batbayal et al. (2006), quando citam que as mudangas na composic¢ao dos
GAGs ao longo da gestacdo estariam diretamente relacionadas com o papel de cada GAG na
organizacao do tecido placentério.

Greiss e Wagner (1983) estudando os placentomas de ovinos, verificaram que o CS e
AH eram os principais GAGs encontrados neste tecido, estando o AH predominante no terco
inicial de gestacao e praticamente restrito ao mesénquima viloso fetal. Na cutia, o AH esteve
presente ao longo de toda a gestagdo marcando todo o sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto
fortemente. Os autores citam ainda que as concentragdes destes GAGs aumentam no decorrer
da gestacdo, sendo que o AH tem seus niveis reduzidos drasticamente no terco final, a ponto
de atingir os menores niveis a termo. Acredita-se que 0 mecanismo envolvido no processo de
regulacdo dos niveis de AH placentarios no decorrer da gestacdo, atue como fator
determinante para o processo de maturacdo placentéria, bem como para a regulacéo da taxa de
crescimento fetal (OTT et al., 1997).

Wasserman et al. (1979) analisando a composicdo de GAGs em vasos sanguineos da
placenta a termo verificaram como principais agucares o AH, CS, DS e em menor
concentracdo de HS e ainda acrescentaram que o teste através da coluna de cloreto de cetil-
piridinio de celulose exibe, uma atividade anticoagulante, o qual pode ter importancia
fisioldgica para a manutencédo da fluidez do sangue da placenta. Ha de ressaltar que na cutia, 0
dermatam sulfato e o heparam presentes na placenta deste roedor estariam participando
diretamente da inibicdo da trombina no 6rgdo, mantendo o fluxo sanguineo e as trocas de
nutrientes entre a mée e o feto.

Parmley et al. (1984) analisando a presenca dos GAGs no tecido placentario humano a
termo através do método Spicer's high-iron diamine (HID), verificaram que a superficie do
sinciciotrofoblasto era intensamente corado e continha o CS e a lamina basal continha uma
mistura de CS, marcada pela reacdo intensa e GAG N-sulfatada, corados fracamente. Ja
Wasserman et al. (1983) estudando histoquimicamente a composi¢do dos GAGs em placentas
no terco inicial e a termo tratadas com condroitinases ABC ou AC e hialuronidase,
verificaram a presenca de CS e AH principalmente no estroma, enquanto o HS e DS estavam
associados as vilosidades dos vasos sanguineos fetais e a superficie intervilosa do
sinciciotrofoblasto.

Wasserman et al. (1980a) analisando a composi¢do de GAGs em placentas de

individuos diabéticos e placentas normais, observaram que na placenta diabética a
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concentracdo dos GAGs estava muito elevada comparado a placenta normal, estando o AH e
0 HS em concentragdes superiores e 0 DS abaixo do normal.

Considerando a localizacdo dos GAGs placentarios e correlacionando com sua funcao,
pode-se inferir que o CS e o AH estariam desempenhando importante papel na manutencéao da
integridade estrutural da placenta, a0 mesmo tempo em que o DS e o0 HS estariam envolvidos
no processo de homeostase sanguinea e formando a barreira placentaria (CALATRONI e DI
FERRANTE, 1969; WASSERMAN et al., 1983; SAID, 2011).

Na subplacenta de cutia, estrutura caracteristica dos cavideos, localizada entre a
placenta principal e a decidua, comportou-se quanto a concentracdo de GAGs semelhante a
placenta, formada principalmente de CS e DS com baixas concentra¢fes de HS. Na década
de 70, Roberts e Perry (1974) especularam a presenca de material PAS positivo na
subplacenta de varios caviomorfos, inferindo a possibilidade desta estrutura estar envolvida
no transporte de nutrientes, em especial, de polissacarideos, transferindo-os da decidua para o
feto. Verifica-se que na cutia o sinciciotrofoblasto que esta banhado pelo sangue materno
préximo a subplacenta apresenta reacdo PAS positiva juntamente com células trofoblasticas
que estdo no interior dos septos subplacentarios. Na zona juncional verifica-se que as células
trofoblésticas gigantes apresentaram reacdo PAS positiva, 0 que nos faz acreditar que estas
células sejam secretoras de polissacarideos.

Segundo Bonatelli et al. (2005) estudando a placentagdo em pacas
verificaram na zona juncional entre a subplacenta e decidua, a presenca das células
trofoblasticas gigantes PAS positivas, sugestivo que estas células secretem polissacarideos
concordando com o0 observado na cutia. Amarante-Paffaro et al. (2004) no camundongo
acrescentam ainda que estas células possuem enzimas lisossomais, em sua grande maioria de
natureza glicoproteica, fato que as tornam PAS positivas.

No que diz respeito a analise ao longo da gestacdo, verificou-se que na subplacenta da
cutia, os GAGs apresentaram concentracbes maiores no terco médio, mantendo-se
praticamente constante até o final da gestacdo, reduzindo ao aproximar-se do parto, fato que
pode estar associado as alteracBes degenerativas do orgdo proximo do parto citadas por
Rodrigues et al. (2006). Bonatelli et al. (2005) citam em pacas uma marcagdo fraca para
Alcian Blue pH 2,5 junto a massa celular sincicial das lamelas da subplacenta e nas células
trofoblasticas gigantes proximo a subplacenta no terco médio de gestacdo e ausentes no terco
final, fato que pode estar associado a reducdo dos GAGs no terco final de gestacdo na cutia.

O estudo dos GAGs subplacentarios sdo ainda preliminares e o primeiro a ser

realizado no Orgdo, sendo necessario ainda outros estudos de modo a entender o
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comportamento e a funcdo destas moléculas ao longo da gestacdo nas espécies cujo 6rgao se
faz presente. Acredita-se que esta estrutura seja uma zona de crescimento para proliferacdo de
células trofoblasticas e um possivel local de atividade enddcrina placentaria (DAVIES et al.,
1961; MESS, 2004; KAUFFMAN, 2004), sendo esta producdo direcionada para o feto
(RODRIGUES et al., 2006). Dessa forma, o entendimento do padrdo dos GAGs
subplacentarios podera ser Util para identificar a funcéo deste 6rgéo ao longo da gestacao.

A analise dos GAGs na placenta e na subplacenta sugerem que as mudancgas na
composicdo destes acucares ao longo da gestacdo pode estar relacionado na regulacdo do

transporte materno-fetal e na formacao da barreira placentéria.

5.6 CONCLUSAO

A analise dos glicosaminoglicanos na placenta da cutia entre 25 a 100 dias de gestacédo
mostra diferencas quanto a composic¢do e localizacdo destes polimeros com o avanco da idade
gestacional. A placenta e subplacenta jovens contém uma menor quantidade de GAGsS,
enquanto no terco médio e final de gestacdo possuem as maiores concentraces de
polissacarideos, fato que pode estar associado com o processo de maturacdo tecidual e o
desenvolvimento fetal, que nestas fases é intensificado. Além disso, altera¢cdes na composicao
dos GAGs ao longo da gestacdo pode estar relacionado com as fungdes destas moléculas na
regulacdo do transporte placentario e na formacdo da barreira placentéria.
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6 CAPITULO 4 — DESENVOLVIMENTO POS-IMPLANTACIONAL DE CUTIA
(DASYPROCTA LEPORINA LINNAEUS, 1758)

Desenvolvimento pds-implantacional de cutia (Dasyprocta leporina Linnaeus, 1758)

6.1 RESUMO

A cutia é um roedor da familia Dasyproctidae com ampla distribuicéo no territorio brasileiro,
que apresenta periodo medio de gestacdo de 117 dias e parindo de um a dois filhotes. O
conhecimento sobre o desenvolvimento embrionario e fetal é essencial, servindo como base
para a aplicacdo do exame ultrassonografico e biotécnicas reprodutivas, contribuindo na
identificacdo de anomalias congénitas durante o desenvolvimento. Dada a importancia e a
inexisténcia de dados na literatura sobre o assunto, realizou-se o estudo, com intuito de
descrever as caracteristicas morfolégicas externas e a biometria dos embrides e fetos ao longo
da gestacdo. Foram utilizadas 12 cutias fémeas, adultas, prenhes entre as idades gestacionais
de 30, 32, 35, 40, 45, 55, 65, 75, 85, 100 dias, sendo duas fémeas para as idades de 55 e 100
dias, totalizando 24 embriGes/fetos, somados a estes dois neonatos com 110 dias. As fémeas
foram eutanasiadas e os embrides/fetos, pesados, analisados e fotografados. Os embrides aos
30 dias pos copula possuiam forma de “C”, com brotos dos membros em forma de remo,
Crown-Rump (CR) de 10,75 + 0,11 mm e peso de 0,17 £ 0,03 g. Aos 32 dias, iniciava-se a
formacdo dos raios digitais no membro toracico, CR de 10,97 £ 0,37 mm e peso 0,192 +
0,039 g; aos 35 dias, o valor de membro toracico em forma de remo e pélvicos de nadadeiras,
saliéncia hepatica evidente, CR de 15,6 + 0,16 mm e peso de 0,39 + 0,023 g; aos 40 dias a
pele era lisa e transparente e saliéncia hepatica e curvatura do corpo reduzidas, CR de 19,5 +
0,007 mm e peso 1,34 + 0,01 g; aos 45 dias, boca e narinas diferenciadas, dentes incisivos
inferiores em processo de brotamento e presenca de pelos tacteis proximo as narinas, CR de
40,8 £ 0,4 mm e peso 5,21 + 0,13 g; aos 55 dias unido das suturas cranianas, formagéo dos
dentes incisivos superiores, digitos dos membros totalmente separados, inicio da formacao
das unhas e CR de 58,8 + 0,1 mm e peso de 11,77 0,03 g; aos 65 dias, o tubérculo genital ja
estava diferenciado e CR observado foi de 83 + 0,08mm e peso de 29,22 + 0,46 g; aos 75 dias,
pele espessa, formacdo dos toros palmares e plantares e mamas, CR de 97,1 £ 0,35mm e peso
de 56,27 + 1,43 g; aos 85 dias, presenca de pelos curtos distribuidos pelo corpo, olhos
parcialmente abertos,CR de 127,7 £ 0,6 mm e peso de 96,56 + 7,37 g; aos 100 dia, feto
maduro com pelos longos e em todo o corpo, unhas e dentes completamente formados e
meato acustico externo aberto, CR foi de 164,3 + 10,4 mm e peso de 166,5 + 7,79 g; 0s
neonatos apresentaram pelos ericados e olhos abertos ao nascer, com CR de 179,1+ 0,5 e peso
de 201,88 + 1,89 g. Conclui-se com, base nos dados morfométricos, que a idade do
embrido/feto pode ser avaliada durante gestagédo para estimar idades gestacionais, e os dados
podem ser usados como pardmetros para exames ultrassonograficos, ajudando na
identificacdo de patologias ao longo do desenvolvimento.

Palavras-chave: Morfometria, embriologia, embriogénese, roedor.
6.2 INTRODUCAO

A cutia pertence a classe Mammalia, ordem Rodentia, subordem Hystricomorpha,

familia Dasyproctidae, estdo representados por pelo menos 10 espécies distribuidas
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geograficamente por quase todo o continente americano, a exemplo do sul do México,
passando pela América Central, Argentina, Uruguai, Paraguai e em todo territorio brasileiro
(DEUTSCH; PUGLIA, 1988), sendo no Brasil encontrado cinco espécies, D. azarae, D.
fuliginosa, D. prymnolopha, D. punctata e D. leporina (WOODS; KILPATRICK, 2005).
Esses roedores habitam regi6es de floresta pluvial, semidecidua e ainda regides de cerrado e
caatinga. Particularmente a espécie Dasyprocta leporina distribui-se por quase todo territério
brasileiro, sendo encontrada na bacia amazo6nica ao sul do rio Amazonas, entre 0S rios
Madeira e Tocantins, e no leste do Brasil, nos estados da Paraiba, Pernambuco, Babhia,
Espirito Santo, Rio de Janeiro e So Paulo (REIS et al., 2011).

O comprimento médio de uma cutia € de 50 cm, medindo-se da base da cauda ao nariz
externo, com altura média de 23 cm e peso ndo ultrapassando 3 kg (DEUTSCH; PUGLIA,
1988). As cutias apresentam uma fase impubere que vai do nascimento até os cinco meses de
idade, uma fase de transicdo da pré-puberdade a puberdade que vai de seis a oito meses, sendo
esta Ultima fase atingida entre nove a dez meses (ASSIS-NETO et al., 2003), podendo esta
fase ser antecipada com a presenca do macho (GUIMARAES et al., 2009). As fémeas s&o
consideradas poliéstricas continuas, em que a frequéncia e o tipo de parto ndo sofrem
influéncia da época do ano (CARLETON; MUSSER, 2005). O ciclo estral tem duracdo média
de 28 dias (CAMPOS et al., 2015), periodo de gestacdo médio de 117 dias, parindo de um a
dois filhotes com peso médio de 171,74 g + 3,10 e intervalo entre partos com média de 150,
28 dias + 4,41 (PINHEIRO et al., 1989).

As cutias apresentam papel importante na natureza, pois as tocas feitas no solo para
moradia servem também para aerar o terreno. Sao importantes ainda na dispersao de sementes
e de frutos, uma vez que se alimentam destes e carregam por metros de distancia, e muitas
vezes enterrando-o0s (HOSKEN; SILVEIRA, 2001; GALETTI et al., 2010).

Em roedores a gestacdo é facilmente comprovada através de palpacdo abdominal,
sendo identificada na cutia apés 30 dias de gestacdo (HOSKEN e SILVEIRA, 2001),
apresentando-se como uma esfera rigida no abdome. Ao exame ultrassonografico, a
visualizagdo do embrido j& é possivel em exame ultrassonogréafico a partir do 18° dia, com 0s
batimentos cardiacos ouvidos aos 25 dias, brotos de membros e ossificacdo do crénio aos 27,
corddo umbilical aos 30 dias, cabeca e corpo definidos aos 40 dias e 6rgdos como estdmago,
pulmdes e figado aos 50 e rins aos 55, enquanto os intestinos e a bexiga urinaria so a partir do
85° dia de gestagdo (SOUSA et al., 2012).

A cutia tem sido bastante estudada e utilizada, sobretudo em pesquisas com modelo de
placentacdo (MIGLINO et al., 2002; RODRIGUES et al., 2003; CONCEICAO et al., 2008;
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OLIVEIRA, 2012). No entanto, nada se sabe, sobre o desenvolvimento embrionério e fetal em
D. leporina, constando na literatura pouquissimos estudos em roedores histricognatas
(ROBERTS e PERRY, 1974; FELIPE e MASON, 2008; FRANCIOLLI et al., 2011a;
FORTES et al., 2013). Considerando a inexisténcia de dados em D. leporina e sabendo que
conhecimentos sobre o desenvolvimento fetal é fundamental para estudos em biotecnologia
de reproducgédo, bem como serve de pardmetros para ultrassonografia como ferramenta para
estudos com morfologia, contribuindo para determinar anomalias congénitas durante a fase de
desenvolvimento e para 0 manejo reprodutivo em cativeiro, realizou-se o estudo, o qual teve
como objetivos descrever a macroscopia e fornecer dados biométricos dos fetos entre 30 e
100 dias de gestagéo e neonatos.

6.3 MATERIAL E METODOS

Foram realizados exames colpocitoldgicos diariamente em 12 fémeas, adultas, as quais
foram agrupadas em 3 boxes contendo quatro fémeas para um macho, de modo, a
caracterizacdo do estro e a confirmacdo da cobertura pelo macho, com a visualizacdo de
espermatozoides nos esfregacos vaginais. As laminas foram coradas pelo método Panético
Répido (Laborclin®), e observadas em microscopio de luz, utilizando lente ocular de 10x e
objetiva de 20x e 40x, e quando da identificacdo do espermatoz6ide na lamina, a fémea era
imediatamente separada do grupo e o dia contado como dia “zero” da gestagdo e a data da
coleta agendada, para comprovacdo da gestacdo. Deste modo foram utilizadas as fémeas nas
idades gestacionais de 30, 32, 35, 40, 45, 55, 65, 75, 85, 100, sendo duas fémeas para as
idades de 55 e 100 dias, totalizando 24 embriGes/fetos, somados a estes dois neonatos com
110 dias.

Para comprovacdo da gestacdo, foi realizado inicialmente palpacdo abdominal e
exames ultrassonogréficos utilizando transdutor de 8 MHz e Scanner portatil (Aquila Vet, Pie
Medical®, Nutricell, Campinas, SP, Brazil). Ao atingir as idades gestacionais pré-
determinadas, os animais foram eutanasiados, recebendo inicialmente dose pré-anestésica de
cetamina (12 mg/kg) e xilazina (2 mg/kg) por via intramuscular, seguida da realizagdo da
anestesia, através da canulacdo da veia cefalica e administracdo de propofol (8mg/kg). Apds a
identificacdo do 3° plano anestésico, procedia-se a eutanasia do animal, injetando-se solucéo
de cloreto de potassio (1 mL/kg) por este mesmo acesso venoso.

Os embrides e fetos foram pesados em balanga analitica (MARTE®, Japdo) e

mensurados com paquimetro digital (MITUTOYO®, Japéo) e fio de algoddo. Posteriormente
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foram fixados em solucdo de formaldeido tamponado a 10%. Foram considerados para a
mensuracdo dos fetos e embrides as medidas de comprimento: CR (crown-rump),
comprimento total, cefalico, céfalo-caudal; cauda; circumferéncia cefélica, didmetro
biparietal, didmetro do olho; comprimento do olho; orelha; dos membros toracicos e pélvicos;
da tibia; do réadio-ulna; das unhas do membro torécico e pélvico; largura das unhas do
membro toracico e pélvico; comprimento dos dentes incisivos superiores e inferiores,
perimetro toracico e perimetro abdominal, expressas em mm. Quando o espécime em
desenvolvimento apresentava caracteristicas proprias da espécie passava a ser denominado
feto (MELLO, 1989; MOORE e PERSAUD, 2004).

As mensuragdes de comprimento “crown-rump”’, peso, comprimento do olho,
diametro do olho, comprimento total, céfalo-caudal, cefalico, membro toracico, membro
pélvico, da cauda, didmetro biparietal, circunferéncia cefalica, e perimetro toracico e
abdominal foram realizados em todas as idades; o comprimento da orelha a partir dos 40 dias;
e 0 comprimento da tibia, rddio/ulna, comprimento e largura das unhas dos membros pélvicos
e toracicos, bem como o comprimento dos dentes superiores e inferiores, a partir dos 45 dias.
A média e desvio padrdo foram calculados com o auxilio da ferramenta Excel, do pacote
Microsoft Office 2013.

Os protocolos utilizados nesse estudo foram autorizados pelo Instituto Chico Mendes
de Conservacédo da Biodiversidade — ICMBIio (SISBIO N° 37987-3) e aprovados pelo Comité
de Etica Institucional (Parecer 16/2014, Processo n° 23091.005467/2013-01).

6.4 RESULTADOS
Com base na andlise morfologica externa dos fetos de cutias, nas diferentes idades

gestacionais, verificaram-se as seguintes caracteristicas:

6.4.1 Embri&o 30 dias

Verificou-se nesta idade a presenca das vesiculas encefalicas (prosencélafo,
mesencefalo e rombencéfalo), placoide cristalino assimétrico (com pigmentagdo cinza),
fosseta dptica (primordios das saliéncias auriculares), meato acustico externo presente, inicio
da formacdo do nariz, presenca dos arcos faringeos (mandibular; hioideo; terceiro arco
branquial; quarto arco branquial). A face do embrido estava voltada para a proeminéncia
cardiaca, reduzindo assim a distancia entre a cauda e a cabeca e dando a forma do embrido de

um “C”, caracteristica desta fase. O coragéo com saliéncia cardiaca e vasos superficiais foram
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observados. Os brotos dos membros toracicos e pélvicos estavam presentes e possuiam
formato de remo (Figura 1A).

6.4.2 Embrido aos 32 dias

A face do embrido ainda estava voltada para a proeminéncia cardiaca, no entanto,
verificou-se uma redugdo na curvatura do embrido. Os somitos estavam localizados
dorsalmente, proximo a regido caudal, os brotos dos membros toracicos foram mais
desenvolvidos, apresentando o primordio dos dedos (raios digitais) e membrana interdigital,
ainda em forma de remo, enquanto os raios digitais dos membros pélvicos ndo foram
evidenciados e estes possuiam forma de nadadeiras. O corddo umbilical e o primérdio do
tubérculo genital estavam presentes e a cauda era longa e com uma pequena curvatura na

porcdo distal (Figura 1B).

6.4.3 Embrio aos 35 dias

Nesta idade as estruturas embrionarias foram mais proeminentes quando comparado
ao estagio anterior, especialmente para a vesicula mesencefalica. A curvatura do embrido
estava mais reduzida, o placoide optico possuia forma oval (Figura 1 C), e verificava-se o
inicio da formacdo das palpebras e das saliéncias auriculares (conduto auditivo externo) com
o desenvolvimento do pavilhdo auricular externo, divisdo da cavidade oral e nasal (inicio da
formacdo da boca e narinas), inicio da formacdo das costelas e articulacdo do cotovelo e
joelho. Os dedos eram mais longos em relacdo ao estagio anterior e permanecia a membrana
interdigital (Figura 3A). A saliéncia hepética foi bem evidente e o tubérculo genital estava
mais desenvolvido (Figura 1 C).

6.4.4 Embrido de 40 dias

As estruturas embrionarias foram mais desenvolvidas comparado ao estagio anterior,
especialmente para a vesicula mesencefélica, curvatura reduzida do embrido, verificada pela
mudanca do formato do embrido, devido o distanciamento da cabeca & cauda, em relacdo a
idade anterior. Possuiam pele lisa e transparente, sendo possivel a visualizacdo de vasos
sanguineos na regido da cabeca e dos membros pélvicos e toracicos (e no corddao umbilical)
(Figura 1D). As vesiculas dpticas possuiam forma oval, as palpebras eram pouco evidentes, as
saliéncias auriculares (meato acUstico externo) encontravam-se em desenvolvimento para
formagéo do pavilhdo auricular externo (Figura 3B). Nesta fase a cavidade oral e nasal

separavam-se e visualizava-se 0s ductos nasais e a boca ja formada e aberta. As costelas
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estavam mais desenvolvidas, a articulagéo do cotovelo e joelho eram pouco desenvolvidas, os
raios dos dedos dos membros toracicos e pélvicos eram evidenciados, mas com presenga de
membrana intergidital. A saliéncia hepatica estava menos evidente que o estagio anterior,
sendo verificado uma mancha escura localizada na regido toracica e abdominal,
caracterizando a formacdo dos 6rgdos abdominais e torécicos, estando o tubérculo genital
mais desenvolvido e a cauda mais curta e rombuda que na fase anterior (Figura 1D).

Figura 1- Embrides de cutia. A: embrido aos 30 dias de idade com membros em formato de
remo. B: embrido aos 32 dias, com o inicio da formacdo do focinho (*) e dos digitos (cabeca
de seta). C: embrido aos 35 dias com membros em formato de nadadeiras, formacgdo do
focinho e saliéncia hepatica (a). D: embrido aos 40 dias com reducdo da saliéncia hepatica e
inicio da formac&o do sulco labial (seta), diferenciacdo da boca e narinas e presenca dos raios
digitais com membrana interdigital (cabeca de seta). Tém-se ainda o plactide Optico (1),

vesicula prosencefalica (2), mesencéfalo (3) e robencéfalo (4), saliéncia auricular (5), membro
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torécico (6), saliéncia cardiaca (7), membro pélvico (8), cauda (9), corddo umbilical (10),
costelas (11). Barra= 1cm.

6.4.5 Feto de 45 dias

Aos 45 dias os embrides possuiam uma curvatura dorsal menos acentuada, perdendo o
formato de “C” observado anteriormente. A pele era fina e transparente, porém mais opaca
que nas idades anteriores, ndo sendo possivel mais a visualizacdo de vasos sanguineos. Os
poros estavam presentes, mas sem pelos, com excecdo de pequenos pelos tacteis na regido
facial, préximo as narinas. A cabeca estava bem diferenciada com crénio em formacéo,
vesiculas encefélicas desenvolvidas e ndo apresentava uma proeminéncia externa, as vesiculas
Opticas encontravam-se simétricas, e de forma circular e retina pigmentada e palpebras em
formacdo. O pavilhdo auricular externo encontra-se diferenciado, com caracteristicas faciais
detectadas, sendo possivel fazer a diferenciacdo da boca e narinas com ductos nasais
presentes, e as narinas fechadas. O sulco labial estava presente, a boca aberta, a lingua
formada, os dentes incisivos superiores ausentes, e incisivos inferiores em erupgao.

A caixa toracica estava em formacdo, com marcas escuras observados na regido
torécica e abdominal indicando a presenca de 6rgdos como o coragdo, figado e visceras do
trato gastrointestinal. Os membros toracicos possuiam cinco digitos e os membros pélvicos,
trés digitos cada, ambos separados, com unhas ainda ausentes (Figura 2A). O corddo
umbilical estava na por¢do caudoventral do abdome com tubérculo genital pequeno na regido

perineal e cauda pequena (Figura 3E).

6.4.6 Feto 55 dias

Nesta idade, as regides do corpo estavam bem definidas, a pele era lisa e transparente
(Figura 2B), continha pelos tacteis na regido facial, na por¢do médio-ventral da mandibula,
proximo as narinas e alguns pelos nas sobrancelhas (Figura 3B). O crénio era bem
desenvolvido e percebia-se a unido das suturas coronal, sagital, lambdide e frontonasal
(Figura 3D). As vesiculas Opticas possuiam retina pigmentada e sem a presenca de cilios,
palpebras mais desenvolvidas e delimitadas, pavilhdo auricular externo proeminente, narinas
fechadas e boca aberta com sulcos labiais laterais, formacao dos dentes incisivos superior e
inferior e visualizagdo da lingua. Visualizava-se ainda as veias facial, oftalmica externa
dorsal, angular do olho, jugular externa, cefalica, axilar, mamarias, safena e femoral, estando
a caixa tordcica formada, garantindo a protecdo de Orgdos nobres. Os 0ssos estavam

diferenciados com 0s membros toracicos contendo cinco digitos e os membros pélvicos trés
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digitos, completamente separados e com delimitacdo de 0ssos do carpo, tarsos, metacarpos,
metatarsos e falanges proximal, média e distal e inicio da formacdo das unhas. Na regido
perineal foram observados o tubérculo genital indiferenciado (Figura 3F) e a borda anal e uma

cauda pequena, caracteristica peculiar para o animal adulto (Figura 2B).

6.4.7 Feto de 65 dias

Nessa fase o animal apresenta pele lisa e coloracdo esbranquicada, percebendo-se uma
mancha escura na regido toracica e abdominal, indicando a formacdo dos 6rgdos dessas
cavidades, pequenos pelos técteis na regido facial, na por¢do médio-ventral da mandibula,
proximo as narinas e alguns pelos nas sobrancelhas e na regido caudal, entre olho e orelha.
Poros definidos foram observados com foliculos pilosos, na regido da dorsocaudal, na face e
nuca, corados em castanho. O pavilhdo auricular apresentava cor branco-acastanhado, estando
o canal auditivo ainda fechado, narina externa esta bem desenvolvida e fechada internamente.
Os olhos achavam-se fechados, sendo possivel visualizar a esclerdtica pigmentada (escura), e
retina branca; vasos sanguineos visiveis como veias facial, jugular externa, cefalica, axilar,
safena e as veias metacarpicas e metatarsais. A parte dorsal das unhas possuia cor
acastanhada, enquanto a parte palmar e/ou plantar eram esbranquicadas. Nesta fase verificou-
se diferenciacdo sexual com a identificagao nos machos do prepucio, glande do pénis e
escroto (Figura 3G) e nas fémeas a vulva.

6.4.8 Feto de 75 dias

Os fetos mostraram diferenciacdo completa das regides do corpo, com pele mais
espessa e pigmentada, palpebra desenvolvidas e cobrindo os olhos ainda fechados, presenca
de cilios curtos, esclera visivel ao abrir o olho, retina pigmentada, pavilhdo auricular externo
desenvolvido e iniciando a abertura do canal auditivo, narinas abertas bem desenvolvidas com
o canal nasal ainda se formando. Os dentes incisivos superior e inferior ja estavam presentes e
eram rigidos. Percebia-se pelos tacteis na regido facial, na porcao ventral média da mandibula,
préximo as narinas (grandes e coradas em castanho), nas sobrancelhas, na margem caudal do
olho e alguns pelos tacteis finos e incolores na regido caudal do antebraco (ulna). As vibrissas
eram bem desenvolvidas, incolores e evidenciadas em torno da boca. Os pelos estavam
presentes possuiam cor castanha na regido da cabeca, nuca e garupa.Visualiza-se as veias
superficiais ao longo da extensdo da pele como as veias facial, angular do olho, cefélica,
safena e femoral, sendo mais evidentes em regies onde a pele era mais delgada. Percebia-se

as unhas de cor escura na parte dorsal e branco na face palmar e/ou plantar. A pele da regido
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posterior dos membros pélvicos na regido plantar metatarsal era espessa, lisa e pouco mais
escura (marrom claro) em comparacdo ao restante do corpo; toros dos membros pélvicos e
toracicos estavam em formacdo, com coloracdo esbranquicada. Na regido perianal foram
observados, 0 anus e no perineo a genitalia diferenciada e pequena cauda formada e sem a
presenca de pelos, caracteristica peculiar para o animal adulto (Figura 2D). Podia-se verificar
nessa idade a presenga das mamas.

Figura 2- Fetos de cutia no terco médio de desenvolvimento. A: feto aos 45 dias,
identificando o sulco labial (cabecga de seta) e dedos totalmente separados (seta). B: feto aos
55 dias, verificando-se o pavilhdo auricular (*) e inicio da formacéo das unhas (cabeca de

seta). C: feto aos 65 dias, observando-se a formacdo da palpebra (cabeca de seta branca),
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rugas na pele (cabecas de seta preta) e pelo téctil (seta). D: feto aos 75 dias, observando-se 0
pavilhdo auricular formado (seta) e pelos técteis na face (cabeca de seta). Barra= 1cm

Figura 3 — Detalhe das estruturas dos embrides/fetos de cutia ao longo do desenvolvimento.
A: embrido aos 35 dias com broto do membro torécico em formato de nadadeira e presenca de
membrana interdigital. B: saliéncia auricular (cabeca de seta) de embrido aos 40 dias,
formacdo da drbita ocular (seta). C: feto aos 55 dias detalhe dos vasos superficiais (seta) e
olho com retina pigmentada e com membrana ocular (cabeca de seta); D: feto aos 55 dias com
formacéo das suturas dos 0ssos cranianos (seta) e formacao das vibrissas (cabega de seta). E:
tubérculo genital indiferenciado (seta) aos 45 dias. F: tubérculo genital em processo de
diferenciacdo aos 55 dias. G: feto aos 65 dias com identificacdo da glande (cabeca de seta
preta) do pénis (seta), e escroto (cabeca de seta branca). H: feto aos 100 dias com vulva

fechada (cabega de seta).

6.4.9 Feto de 85 dias

Os fetos mostraram diferenciacdo completa das regides do corpo, mais avancadas que
em comparagdo ao estagio anterior; pele mais espessa e pigmentada em cinza, com exce¢ao
do ventre, que se apresentou na coloracdo branco amarelada. Os pelos eram mais espessos que
no estagio anterior e ao longo do corpo, estando corados em castanho e dourado nas regides
da cabeca, pescoco e garupa. Os pelos tacteis eram maiores, mais espessos e corados, com
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excecdo de alguns pelos tacteis incolores na regido ventral média da mandibula, e na regido
caudal do antebrago (ulna), com vibrissas incolores em torno da boca. Os olhos estavam
parcialmente abertos com presenca de cilios e esclera visivel ao abrir o olho e retina
pigmentada. As palpebras desenvolvidas e cobrindo parcialmente o olho, conjuntiva pouco
visivel e coloragdo esbranquicada (em formagdo). O pavilhdo auricular externo era
desenvolvido e presenca de pequenos pelos, canal auditivo completamente aberto, narinas e
cavidade nasal desenvolvido e abertos, apresentando sulcos nasais. Os dentes incisivos
superiores ainda estavam em processo de calcificacao e inferior ja calcificados e, maiores que
superiores, estando a lingua maior e mais espessa que estagio anterior. Ndo era mais possivel
visualizar vasos sanguineos superficiais e as unhas estavam formadas e de coloracdo escura na
face dorsal (cinza/preto) e branco na face palmar e/ou plantar (Figura 4A). A pele da regido
caudal dos membros pélvicos, na regido plantar metatarsal era espessa, apresentando rugas
(sulcos plantares) e pouco escura (cinza/preto) em comparacdo ao restante do corpo.
Observava-se quatro toros nos membros tordcicos e dois nos membros pélvicos mais
desenvolvidos que estagio anterior possuindo coloragdo cinza claro, mamas presentes, cauda
maior que estagio anterior, mais espessa e auséncia de pelos, iniciando a formacdo de rugas,

caracteristica peculiar para o animal adulto.

6.4.10 Feto de 100 dias

Esta fase foi caracterizada como a fase de feto maduro, pois todas as regides do corpo
foram diferenciadas, estando a pele mais espessa e pigmentada com pelos tacteis maiores,
mais espessos e corados em preto, com excecdo de alguns pelos tacteis incolores na regido
ventral média da mandibula e com vibrissas em torno da boca e incolores e pelos asperos e
corados distribuidos por todo o corpo de acordo com as caracteristicas da espécie
(preto/dourado/marrom), com excec¢do para a cauda, regido posterior dos membros pélvicos e
da regido metatarsal plantar. Os olhos estavam abertos com presenca de cilios e pestanas,
esclera visivel, retina pigmentada, conjuntiva bem visivel, desenvolvida, e de coloragao cinza
e pélpebras desenvolvidas. O pavilhdo auricular externo estava desenvolvido e com presenca
de pelos maiores e mais espessos que no estagio anterior e canal auditivo completamente
aberto. As narinas estavam abertas e desenvolvidas e dentes incisivos superiores (menores) e
inferiores (maiores), ambos calcificados com lingua maior e mais espessa que estagio
anterior, unhas maiores, toros dos membros pélvicos (2) e toracicos (4) mais desenvolvidos
que o estagio anterior de coloracdo cinza escura. A cauda era maior que estagio anterior, mais

espessa e pelos ausentes, apresentando rugas, caracteristica peculiar para o animal adulto. Em
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fémeas foi observado que a vulva estava fechada (Figura 3H) e identificou-se a presenca de

espiculas clitorianas.

6.4.11 Neonato
Os neonatos aos 110 dias apresentaram olhos completamente abertos e pelos erigados
a0 nascer.

Figura 4- Fetos no terco final de desenvolvimento e neonato de cutia. A; feto aos 85 dias,
observa-se pelos distribuidos pelo corpo e os olhos parcialmente abertos. B: feto maduro aos
100 dias p6s copula, verificando-se a presenca dos toros palmares (cabega de seta) e unhas
formadas (seta). C: neonato de cutia aos 110 dias com os olhos completamente abertos.
Barra=1 cm.
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6.4.12 Dados biométricos

Distribuidos os dados das variaveis “crown-rump” e “peso” no decorrer da gestacao
verifica-se que estes ndo apresentaram curva linear, tendo o peso permanecido praticamente
constante entre 30 e 45 dias, passando a ter um aumento mais expressivo a partir do 55° dia.
Ja com o crown-rump foi possivel inferir que o embrido/feto cresce pouco na fase inicial de

gestacdo e intensifica-se a partir dos 40 dias (Figura 5 e Tabela 1).
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Fig_ura 5- Variagdo em peso (P) e crown rump (CR) ao longo do desenvolvimento fetal (i) de
cutias.

As varidveis comprimento total (CT), céfalo-caudal (CC), perimetros toracico (PT) e
abdominal (PA) e os comprimentos dos membros toracico (CMT) e pélvico (CMP)
apresentaram curva de crescimento linear, com um aumento no crescimento a partir do 45°
dia (Fig.6A, 6C e 6D).

As variaveis circunferéncia cefalica (HC), comprimento cefalico (CEF), diametro
biparietal (DBP), diametro maior do olho (OL) e diametro menor do olho (DO) apresentaram
um pequeno crescimento até os 40 dias e posteriormente intensificando o crescimento ao
longo do desenvolvimento (Figura 6B e 6E). Ja a cauda inicia um processo de regressdo de
tamanho a partir do 40° dia (Figura 6E), ocorrendo posteriormente um leve crescimento aos
45 dias e depois a taxa torna-se estavel até o 65° dias, intensificando-se ap6s o 75° dia,
acompanhando o crescimento corporeo. Esta mudanga no tamanho da cauda ao longo da

gestacdo, mostra o processo de adequacéo da estrutura para espécie.
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Figura 6- Analise das medidas corporeas ao longo do desenvolvimento embrionario/fetal (i).
A: comprimento total (CT) e céfalo-caudal (CC). B: comprimento cefalico (CEF), diametro
biparietal (DBP) e circunferéncia cefélica (HC). C: perimetro toracico (PT) e abdominal (PA).
D: comprimento dos membros pélvicos (CMT) e comprimento dos membros pélvicos (CMP).
E: didmetro maior do olho (DMA), didametro menor do olho (DME) e comprimento de cauda
(C). F: comprimento da orelha (OR) no decorrer da gestacéo (i).

As medidas de comprimento de réadio (R), tibia (T), dentes incisivos superiores (DIS) e
inferiores (DII) e largura das unhas pélvicas (LUP) tiveram um crescimento formando uma
curva linear (Figura 7A). As medidas de comprimento das unhas dos membros toracicos (UT)
e pélvicos (UP) possuiam um crescimento continuo até o 100° dia de desenvolvimento,
ocorrendo uma regresséo de tamanho verificada ao nascimento (Figura 7B). Por sua vez, a
largura das unhas do membro pélvico (LUP), tiveram um crescimento até o 75° dia, reduzindo
de tamanho até o 85°, com um novo aumento até o 100° dia e posteriormente tém-se uma leve
reducdo verificada ao nascimento (Fig. 7C), diferente do que ocorre na variavel LUT, em que

ocorre um leve aumento até o final do desenvolvimento. Quanto ao DIS e DII, verificou-se
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que entre o estagio de 45 e 55 dias os valores de comprimento permaneceram praticamente
estaveis, ocorrendo um crescimento a partir dos 55 dias até o final da gestacdo. O DIl possui
crescimento inferior ao DIS, fato que foi observado no animal adulto, com dentes incisivos

superiores maiores do que os inferiores (Figura 7D).
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Figura 7- Analise das medidas corpéreas ao longo do desenvolvimento embrionario/fetal (i).
A: comprimento do radio (R) e tibia (T). B: comprimento das unhas dos membros toréacicos
(UMT) e unhas dos membros pélvicos (UMP). C: largura das unhas dos membros toréacicos
(LUT) e unhas dos membros pélvicos (LUP). D: comprimento dos dentes incisivos superiores
(DIS) e comprimento dos dentes incisivos inferiores (DI1) no decorrer da gestacéo (i).

6.5 DISCUSSAO

As caracteristicas morfol6gicas e os dados biométricos nos embrides e fetos de cutia
se mostraram tipicos para cada periodo de desenvolvimento, fato que permite estimar a idade
gestacional na espécie. Na literatura pode-se encontrar dados de embriologia e organogénese
em roedores tais como Octodon degus (ROJAS et al., 1982), Myocastor coypus (FELIPE et
al., 2006; FELIPE e MASSON, 2008), Mus musculus (KAUFMANN, 2008; SALVADORI et
al., 2012), Cavia porcellus (BARBINO et al., 2011a,b), Oligoryzomys sp. (FAVARON et al.,
2012), D. prymnolopha (FORTES et al., 2013), Necromys lasiurus (OLIO et al., 2014) e de
maneira comparativa e simplificada em Cuniculus paca, Galea spixii e Hydrochaeris
hydrochaeris e D. leporina (FRANCIOLLI et al., 2011a).

Quanto a definicdo do numero de estadios de desenvolvimento embrionario e fetal, ha

uma certa divergéncia na literatura. A Nomina Embrioldgica Veterinaria (2006) estabelece 15
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estadios, o sistema Theiler (1972) cita 27 em ratos, Sterba (1975) cita 27 estadios, o critério
de Carnegie que estabelece 23 estadios para embrides de vertebrados, delineados a partir do
desenvolvimento das estruturas (MOORE e PERSAUD, 2004) e por fim, em humanos, em
que Mello (1989), menciona 3 etapas distintas, o periodo pré-embrionario que vai da
fecundacdo a terceira semana de desenvolvimento, o periodo embrionario da 42 a 8 semana e
o periodo fetal que se estende do 3° més ao término da gestacdo (MELLO, 1989). De uma
forma geral, a descricdo do desenvolvimento embrionario e fetal em outras espécies foi
baseada no aparato de informacbes que levam em consideracdo a idade, as mudancas
corporais por diferenciacdo gradual, aumento do tamanho do corpo e peso, e desenvolvimento
total de sistemas e 6rgdos (THEILER, 1972; KNOSPE, 2002; BEAUDOIN et al., 2003),
método este escolhido para padronizar o desenvolvimento pré-natal na cutia.

Na cutia, os embrides de 30 e 32 dias apresentaram caracteristicas que se
assemelharam ao estagio 13-14 de Carnegie, estando encurvado e em forma de “C”, quatro
pares de arcos branquiais visiveis, fossetas Gticas presentes e pigmentadas e uma saliéncia
cardiaca distinta, caracteristicas também descritas por Franciolli et al. (2011a) em embrides de
Dasyprcota leporina com 11mm de CR, em Galea spixii com 17 mm de CR e em Cuniculus
paca com 18 mm de CR, por Fortes et al. (2013) em Dasyprocta prymnolopha na idade de 30
dias e 9,5 mm de CR, por Olio et al. (2014) em embrides de Necromys lasiurus com idade
estimada de 14 dias e 9 mm de CR e também em ratos entre 10,5 a 11 dias p6s copula e
estadio Theiler 16-17 (THEILER, 1972; KAUFMANN, 2008). Da mesma forma, Favaron et
al. (2012) estudando roedores do género Oligoryzomys sp.observaram que nestas espécies 0s
embrides com 4 a 5 mm de CR, apresentavam formato de “C”, o nariz era curto, a vesicula
Optica era de forma esférica, os botdes dos membros toracicos e pélvicos estavam presentes,
mas em estagio inicial de desenvolvimento, existindo uma protuberancia toracica devido o
coracdo e uma abdominal decorrente do crescimento do figado, protuberancias vistas em D.
leporina entre 30 e 35 dias, respectivamente.

Por sua vez, Rojas et al. (1982) estudando o desenvolvimento embrionario em
Octodon degus, mencionaram que entre 29 e 31 dias 0s embriGes apresentavam curvatura
acentuada em forma de “C”, trés arcos branquiais, brotos dos membros tordcicos
reconheciveis e ovais, diferente do observado em D. leporina, espécie a qual parece ter o
desenvolvimento inicial mais precoce, cujo periodo os embrides ja apresentavam os brotos
dos membros pélvicos, apesar de possuirem periodo de gestacdo mais longo.

Aos 35 dias de desenvolvimento em D. leporina, verificou-se que a curvatura do

embrido € mais reduzida, tém-se uma vesicula mesencefalica proeminente, inicio da formacéo
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das pélpebras e formacdo das saliéncias auriculares, divisdo da cavidade oral e nasal com
ductos nasais presentes,saliéncia hepética, dedos com raios digitais evidentes nos membros
toracicos e pouco evidentes nos membros pélvicos e ainda interligados, caracteristicas que
assemelham-se ao relatado em ratos aos 11,5 a 12 dias no estagio Theiler 19 (THEILER,
1989) e em embrides de Cavia porcellus entre 16 e 22 dias de gestacdo (EVANS; SACK,
1973).

Olio et al (2014) citam em N. lasiurus que entre 14,5 e 15 dias de desenvolvimento
com 10 a 11 mm de CR na espécie, os embrides possuiam os membros toracicos mais
desenvolvidos que os membros pélvicos e sulcos interdigitais ainda em formacdo. Na cutia,
esta fase compreende o periodo de 40 dias, com embrides com 19,5 mm de CR, possuindo
curvatura do corpo menos acentuada e protuberancias tordcica e abdominal reduzidas
caracteristicas similares apresentadas em embrides humanos aos 48 dias e no estagio Carnegie
19. Favaron et al. (2012) citam em Oligoryzomys sp. que a diferenciacdo dos digitos na
espécie inicia-se em embribes aos 12,5 dias e 5 mm de CR, estando os digitos totalmente
formados e individualizados em embrifes entre 14,5 a 16 dias com 1 e 14 mm de CR,
situacdo encontrada em D. leporina aos 45 dias e com 40,8 mm de CR.

Em D. leporina ao 45° dia, o concepto assume a conformacdo de feto em
desenvolvimento, com conformagdo caracteristica de individuo adulto possuindo nariz
alongado, pele tornando-se opaca, com cabeca, cauda e membros claramente visiveis,
vibrissas proximo as narinas e um tubérculo genital indiferenciado, a exemplo do citado em
fetos de D. prymnolopha (FORTES et al., 2013), em Oligoryzomys sp.(FAVARON et al.,
2012) entre 17 e 18,5 dias com 18 a 22 mm de CR, em fetos de N. lasiurus com 18 e 18,5 dias
(OLIO et al., 2014). Da mesma forma Evans e Sack (1973) descreve no Cavia porcellus aos
31 dias de desenvolvimento um plano nasal evidente, digitos separados e os membros em
grau igualitario de desenvolvimento, similar ao observado em D. leporina ao 45° dia. Ja em
Octodon degus (ROJAS et al., 1982), os membros toracicos apresentavam digitos formados
entre 41 e 45 dias, estando os membros pélvicos somente com os raios digitais formados,
diferindo do observado em D. leporina, em que nesta idade os digitos dos membros toracicos
e pélvicos estavam completamente formados. Fortes et al. (2013) acrescentam que nesta fase
em fetos de D. prymnolopha, nota-se as costelas através de marcas claras na regiéo toracica e
0s 0rgdos internos abdominais visualizados através de marcas escuras, auséncia de saliéncia
hepética, vesiculas Opticas simétricas e circulares com retina pigmentada e corddao umbilical

na regido caudal, semelhante ao verificado em D. leporina.
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Ao 55° dia os fetos de D. leporina possuem as regides do corpo bem definidas, pele
lisa e ainda transparente, pavilhdo auricular externo é proeminente, formacdo de unhas e
presenca do tubérculo genital, corroborando com os dados em fetos de C. paca
(FRANCIOLLI, 2007) com 57 a 68 mm de CR e em N. lasiurus (OLIO et al., 2014) entre
16,5 e 17,5 dias com 16,5 a 18 mm de CR, respectivamente. Para Rojas et al. (1982) aos 56
dias em fetos de Octodon degus, as palpebras estavam presentes e ainda fundidas, o pavilhdo
auricular era mais desenvolvido, a hérnia umbilical tinha sido reduzida e os dentes
comecavam a surgir, iniciando também nesta fase o processo de diferenciacdo sexual,
semelhante ao que relatado em Myocastor coypus (FELIPE et al., 2006) e o observado em D.
leporina. Por sua vez, os resultados observados em D. leporina diferem do descrito em M.
coypus por Felipe et al. (2006), quando estes citam que nesta espécie ocorre a presenca de
membrana interdigital nos dedos dos membros pélvicos aos 60 dias pds copula, estrutura
caracteristica para espécie.

No 65° dia em D. leporina, a pele ¢ lisa e de coloracdo esbranquigada, percebendo-se
uma mancha escura na regido toracica e abdominal, indicando a formacdo dos Orgaos
presentes nessas cavidades; pequenos pelos tacteis na regido facial, na porcdo médio-ventral
da mandibula e alguns pelos nas sobrancelhas e na regido caudal entre olho e orelha. Estas
caracteristicas foram relatadas no Octodon degus aos 66 dias (ROJAS et al., 1982) e em fetos
de C. paca (FRANCIOLLI, 2007) com 96 a 105 mm de CR. Em D. leporina, a partir dos 65
dias é possivel identificar o sexo, diferente do relatado em fetos de Octodon degus, cuja
diferenciacéo ocorre entre 72 e 82 dias (ROJAS et al., 1982), em M. coypus que ocorre aos 90
dias pés copula (FELIPE; MASSON, 2008) e em D. prymnolopha, onde Fortes et al. (2013)
relata a defini¢do do sexo aos 75 dias de desenvolvimento. Neste tltimo caso a diferenga entre
as espécies de cutia pode estar relacionado ao fato dos autores ndo terem estudado um periodo
intermediario entre 55 e 75 dias, haja visto que aos 75 dias em Dasyprocta leporina, a
diferenciacdo esta completa. Por sua vez, Santos et al. (2014) citam que no Galea spixii, 0
sexo pode ser diferenciado a partir do 20° dia de desenvolvimento, diferente do verificado em
Dasyprocta leporina. Esta diferenca entre os dois cavideos pode estar associada ao periodo
curto de gestacdo do Galea spixii.

Aos 75 dias em D. leporina os fetos mostraram diferenciacdo completa das regides do
corpo, com pele mais espessa e pigmentada com pelos finos distribuidos por todo corpo,
pavilhdo auricular externo desenvolvido, boca com dentes incisivos superior e inferior em
fase de erupgdo e mamas presentes, caracteristicas semelhantes ao relatado em fetos de

Octodon degus entre 72 e 82 dias (ROJAS et al., 1982), de M. coypus aos 90 dias pos copula
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(FELIPE; MASSON, 2008) e aos de Dasyprocta prymnolopha aos 75 dias de
desenvolvimento (FORTES et al., 2013).

Aos 85 dias em D. leporina os fetos mostraram diferenciacdo completa das regides do
corpo, pele espessa e pigmentada em cinza, com exce¢do do ventre, que se apresentou na
coloragdo clara, pelos técteis maiores e olhos, nariz, mandibula e cavidade oral definidos,
dentes bem desenvolvidos, cauda maior que estagio anterior, caracteristicas semelhantes ao
descrito por Olio et al. (2014) em fetos no estagio que compreende 28 a 30 mm de CR. Da
mesma forma, em Necromys lasiurus (OLIO et al., 2014) nas idades gestacionais estimadas
entre 19 e 19,5 dias pos copula, os fetos possuiam uma regido craniana formada com uma
mandibula desenvolvida e regido nasal formada com pelos tacteis espessos e canal auditivo
fechado, semelhante ao verificado em D. leporina.

Aos 100 dias os fetos de D. leporina, encontravam-se totalmente formados com os
pelos distribuidos por todo o corpo, garras e dentes completamente desenvolvidos,
caracteristico de fetos maduros em final de gestacdo, possuindo corpo totalmente formado e
tamanho bem proximos aos animais dos recém-nascidos, corroborando com o citado em
outros roedores (EVANS; SACK, 1973; FRANCIOLLI, 2007; OLIO et al., 2014). Este
estagio de desenvolvimento em D. leporina, equivale ao descrito em M. coypus (FELIPE;
MASSON, 2008), na idade entre 120 e 135 dias pds cdpula, cujos autores observaram uma
cobertura corporal constituida por pelos densos, caracteristica do animal recém-nascido. Em
D. prymnolopha, Fortes et al. (2013) acrescentam ainda que aos 100 dias, os olhos, narinas e
0s condutos auditivos estavam abertos, os cilios e pavilhGes auriculares completamente
formados e unhas bem desenvolvidas, a exemplo do observado neste estudo em D. leporina.
Por sua vez, em ratos (THEILER, 1989; KAUFMANN, 2007) os olhos permanecem fechados
até o final da gestacdo, diferente do encontrado em D. leporina. No G. spixii, Santos et al.
(2014) mencionam que aos 50 dias, os fetos machos apresentavam um pénis com 0stio uretral
e uma cavidade prepucial, enquanto, na fémea, tinha-se o clitoris com uma abertura de 0stio
da uretra e a vagina possuindo a membrana de oclusdo vaginal, caracteristicas que
assemlham-se ao observado em D. leporina aos 100 dias de desenvolvimento.

Ao nascimento, os filhotes de D. leporina apresentavam-se com os pelos ericados e 0s
olhos abertos, diferindo do relatado em Octodon degus (ROJAS et al., 1982), em que 0s
filhotes podem apresentar os olhos fechados ao nascer.

Os valores de CR obtidos em D. leporina no inicio da gestagdo aos 35 dias (15,6+ 0,16
mm), assemelharam-se ao relatado em D. prymnolopha (FORTES et al., 2013), entretanto

difere desta ultima no final da gestacdo, mais especificamente no estagio de 100 dias p.c.,
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sendo que os fetos de D. leporina possuiram valores de 164,3 + 10,4 mm, valores acima do
relatado em D. prymnolopha com 137,5 + 4,9 mm.

Quanto aos valores de peso dos fetos aos 100 dias p.c. em D. leporina verificou-se que
0 peso foi de 166,5 + 7,8 g superiores ao relatado em D. prymnolopha, onde Fortes et al. (2013)
citam 136,65 * 9,4 g, sendo possivel inferir que os fetos de D. leporina ao final da gestacdo
sd80 maiores e mais pesados, fato que pode estar atrelado a variacdo interespecifica e/ou
individual ou ainda ao numero de fetos por parto, haja visto que em D. leporina os fetos de
100 dias foram provenientes de fémeas diferentes, enquanto em D. prymnolopha os fetos
foram de uma Unica fémea.

Ao nascimento, os neonatos de D. leporina apresentaram peso médio de 201,88 +
1,896 g, diferindo do relatado por Pinheiro et al. (1989), quando observaram um peso médio
de 171,74 £3,10q, variacdo que pode estar atrelada ao niUmero de neonatos por parto ou até

mesmo dieta alimentar.

6.6 CONCLUSAO

A morfogénese do concepto em D. leporina entre 30 a 100 dias de gestacdo, permitiu
estabelecer o desenvolvimento embrionério e fetal, possibilitando a comparagdo com outros
roedores, como pacas, ratos, cobaias nos diferentes estadios de desenvolvimento, dando a
devida atencdo para as etapas gestacionais e particularidades de cada espécie. Os dados
biométricos realizados nas diferentes idades gestacionais e em recém-nascidos determinaram
a curva de crescimento intrauterino na espécie, permitindo que a idade gestacional possa ser
estimada por exame ultrassonografico e/ou em casos de abortos, contribuindo para 0 manejo
reprodutivo racional da espécie em cativeiro.

Os dados permitem ainda que se possa afirmar que as espécies mamiferas guardam
entre si um padrdo de desenvolvimento embriondrio comum, que se particulariza com o

amadurecimento do feto.
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ANEXO A

Tabela 1- Anticorpos Utilizados para marcacdo do condroitim sulfato e acido hialurénico nos
6rgéos reprodutores e na placenta e subplacenta de cutias fémeas.

Produto Descricéo Diluicdo Referéncia
Anti-Chondroitin Anticorpo monoclonal 1:300 Ab11570
Sulfate antibody [CS- de camunundongo
56] [CS-56] contra

Condroitim Sulfato
Anti-Hyaluronic acid ~ Anticorpo  policlonal  1:300 Ab53842

antibody

de ovelha contra &cido
hialurdnico
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ANEXO B

Tabela 2- Correlacdo dos niveis séricos de estradiol e glicosaminoglicanos totais nos 6rgaos

reprodutores de cutias fémeas nos tercos inicial, médio e final de gestag&o.

3 Fases da gestacéo
Orgao . : ,
Terco Inicial Terco Médio Tergo final

p r Y r Y r

Corno  Uterino
gestante
Corno  Uterino
néo gestante

0.5689 -0.62658  0.9651  -0.05474  0.9483  0.08104

- - 0.5527 0.64626 - -

Corpo do Utero - - 0.6535 0.51775  0.6688  0.49707
Cervix - - 0.5670 0.62890  0.2959  0.89389
Vagina - - 0.3267 0.87116  0.7193  -0.42673

*p<0,05
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Tabela 1- Média e desvio padrdo do peso e comprimento crown-rump de embriGes e fetos de
cutias (Dasyprocta leporina Linnaeus, 1758).

Idade (dias p. c.) CR (mm) Peso (g)
30 10,75 + 0,106066 0,1745 + 0,028
32 10,97 + 0,367696 0,192 + 0,039
35 15,585 + 0,162635 0,392 + 0,023
40 19,465 £ 0,077782 1,344 + 0,011
45 40,82 + 0,424264 5,208 £ 0,131
55 58,815 + 0,106066 11,777+0,035
65 83,02 £ 0,084853 29,220 £ 0,467
75 97,075 £+ 3,514321 56,269 + 1,438
85 127,725 + 0,586899 96,565 + 7,375
100 164,265 + 10,41568 166,5+ 7,778
RN (110 dias) 179,085 + 0,544472 201,88 + 1,896

CR: comprimento crown-rump; p.c.: pés-cépula; RN: recém-nascido.
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Tabela 2- Média e desvio padrdo das medidas corpdreas de embrides e fetos de cutias
(Dasyprocta leporina Linnaeus, 1758), em diferentes idades pos-cobertura, medidas em

milimetros.
Idade
. CT CEF CcC HC DBP DMA DME OR CMT CMP PT PA C
(dias p.c.)
30 3356+ 1044+ 2311+ 1797% 3’12 1,07+ O’ZS ) 2’:‘_36 323+ 1593+ 11,58+ 3fg
0,59 0,35 0,94 0,13 0,55 0,01 0,04 0,01 0,01 0,08 2,99 0.15
3,98
32 3382+ 12,83+ 2380+ 1829+ 3’?8 111+ OES ) 3’32 348+ 16,03+ 12,09 +
0,91 3,69 0,64 0,42 0,95 0,03 0.11 0.19 0,79 1,42 3,479 O,gg
35 36,79+ 17,38+ 1941+ 22,04+ 5’82 154+ 1f5 ) 4’Z2 495+ 17,94+ 1534+ 3f9
0,01 0,44 0,45 0,11 0,05 0,05 0,01 0.16 0,17 0,20 0,44 0.13
0 4655+ 20,275 26,27+ 2658+ 6fg 1,95+ 1’f3 2’:_16 5’35 6,166+ 20,15+ 20,035 35’2j
2,68 +0,02 2,70 3,48 0.41 0,04 012 00l 030 0,19 0,75 +0,176 0,05
45 73,77+ 2954+ 4424+ 4195+ 140+0 4,88 + 4’32 4’Z8 174’_74 2486+ 3694+ 4084+ 3f1
0,62 0,19 0,43 0,42 0,08 0,14 016 004 046 0,078 0,03 0,06 0,06
55 103,02 3756+ 6546+ 54,92+ 194+7 7,23+ 6’31 7’38 22’_?9 34,63+ 44,64+ 4754+ 4’+19
+0,21 0,03 0,18 0,23 0.11 0,12 006 026 016 0,1 0,17 0,30 0,06
65 12794 44,07+ 8387+ 6831l 128+9 9,33+ 7fl 141+5 41’4 58,57+ 6361+ 6698+ 4,26
+0,44 0,29 0,35 0,38 0.16 0,21 057 047 011 0,18 0,29 0,67 +0,7
75 14546 58,115 87,35+ 81,67 241f 9,76 £ 7’31 175+1 56;83 6755+ 7167+ 8751+ 52+
+5,13 + 3,66 1,48 1,39 0,68 0,20 0007 011 397 0,31 1,02 0,43 0,01
85 172,43 64,04+ 108,39 96,23+ fo’ 10,6 + 8’56 291’+1 752)’:10 101,97 100,45 115,13 12’6
+5,89 1,37 +4,53 3,68 0,50 0,49 030 014 322 +0,73 + 3,03 +0,17 0,97
100 219,72 7422+ 1455+ 105,25 23’2 11,17+ 91+ 262f gg’il 121,75 12164  139,9+ 151+5
+21,97 2,01 19,69  +10,87 105 1,10 0,14 0.40 132 +75 +9,25 11,6 0,09
RN 224,68 75,08+ 1557+ 106,98 287+2 13,71+ gfs 273’+6 96;57 142,68 120,92 132,33 ;i;
+1,82 10,45 18,82 + 3,55 0,52 1,02 013 085 016 +5,01 +2,45 +5,01 6

CT: comprimento total; CEF: comprimento cefalico; CC: céfalo-caudal; HC: circunferéncia cefalica; DBP: diametro
biparietal; DMA: didmetro maior do olho; DME: diametro menor do olho; OR: comprimento da orelha; CMT: comprimento
do membro toracico; CMP: comprimento do membro pélvico; PT: perimetro toracico; PA: perimetro abdominal; C: cauda.
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ANEXO E

Tabela 3- Média e desvio padrdo das medidas corporeas de embribes, fetos e animais recém-
nascidos aos 110 dias, de cutias (Dasyprocta leporina Linnaeus, 1758), medidas em
milimetros.

Idade
B RU CUT CUP  LUT  LUP DIS DI
(dias p.c.)

45 828+ 696+ 071+ 136+ 078+ 122+ ] 08+
0,06 0,04 003 005 003 006 0,03

s 1375+ 1058+ 137+ 25+ 133+ 155+ 0,69+ 1,06 +
0,16 0,08 003 006 003 004 0,02 0,05

o5 2092+ 1698+ 249+ 35+ 141+ 193+ 150+ 239+
031 0,05 038 001 003 005 0,04 0,03

s 2715+ 1958+ 359+ 359+ 154+ 297+ 189+ 426+
1,31 0,15 005 004 008 022 0,13 0,54

o5 335+ 2513+ 489+ 682+ 160+ 2%  o5p4 6,31+
0,14 0,56 006 033 0007 g 0,15 0.11

100 4332+ 3301+ 751+ 866+ 153+ 672+ 318+ 8,26 +
1,43 0,48 259 298 035 1,68 0,95 055

4886+ 3462+ 595+ 583+ 219+ 618+ 9,63+

- +

RN-1100 503 093 033 024 004 030 °*042 5ig

TB: comprimento da tibia; RU: radio/ulna; CUT: comprimento das unhas dos membros toracicos; CUP: comprimento das
unhas dos membros pélvicos; LUT: largura das unhas dos membros toracicos; LUP: largura das unhas dos membros
pélvicos; DIS: comprimento dos dentes incisivos superiores; DII: comprimento dos dentes incisivos inferiores.
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIQ|

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 37987-3 | Data da Emissdo: 27/12/2015 22:14 Data para Revalidagdo®: 25/01/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular

Nome: GLEIDSON BENEVIDES DE OLIVEIRA CPF: 013.586.734-70

Titule do Projeto: GLICOSAMINOGLICANOS SULFATADOS EM EVENTOS REPRODUTIVOS DE CUTIAS FEMEAS(Dasyprocta aguti Linnaeus,
1766)

Nome da Instituigdo - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO CNPJ: 24.529.265/0001-40

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (mes/ano) [ Fim {mes/ano)
1 | Coleta e pr 1to do material 1172013 05/2014
2 | Projeto Piloto 1272013 0272014
3| Formagao de quairo grupos 0212014 0772014
4 | Processamento do material com os dados de morfologia 06/2014 1272014
5 [ Processamento de material para quantificacdo e identificacdo dos GAGs do plasma sanguineo 04/2015 1112015
6 [P iento do matenal para isclamenio e purificagao dos GAGS sanguineos 06/2015 1272015
7 | Analise do material coletado para quantificacao quimica e determinagao da massa molecular dos glicos 01/2016 07/2016
8 | Defesa da Tese 12/2016 1212016
9 | Relatorio final 0172017 0272017

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territdrio nacional, que impliguem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtides por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, 3 difusdo ou 3 pesquisa, esido sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizag3o NAQ exime o pesquisador fiular e 0s membros de sua equipe da necessidade de obier as anuéncias previstas em oufros insirumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela drea, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do orgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservacdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacdo
federal cujo processo de regularizagdo fundiaria encontra-se em curse.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucde Nermativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrucde Normativa ICMBie n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizacdo, ndo podendo ser ufilizado para fins comerciais, industriais ou esportives. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

4 A autorizagdo para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida per meio do endereco eletrénico www.ibama.gov.br (Senvigos on-ine -
Licenca para importagde ou exportacdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O fitular de licenca ou autorizag3o e os membros da sua equipe deverdo opiar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitande a morte ou dano significativo a outros grupos: e empregar esforco de coleta ou captura gue ndo comprometa a viabilidade
de populacdes do grupo taxonémico de interesse em condicdo in situ.

O titular de autorizac3o ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, gquando da violag3o da legislagdo vigente, ou quando da inadequaco,
6 | omissdo ou falsa descricdo de informacdes relevantes gue subsidiaram a expedigo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizag3o ou licenga
suspensa ol revogada pelo ICMBio, nos termos da legislaco brasileira em vigor,

Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislacdo que dispoe sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territdrio nacional, na
7 | plataforma continental & na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
hioprospecgdo e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informacgfes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizac3o devera contactar a administraco da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedigies, as condigdes para realizacio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade

Outras ressalvas
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1] As fémeas serao posteriomente eutanasiadas, porém por serem oriundas de criadouro, esta autorizagcdo cabe a administragao do mesmo.
- E obrigatdrio o acompanhamento do veterinario relacionado na equipe nas atividades que envolvem a sedagdo dos animais.

Equipe
[#] Nome [ Fungédo [CPF [ Doc. Identidade [ Nacionalidade
|1 | MOACIR FRANCO DE OLIVEIRA | Crientador |325.945.504-59 | 552984 SSP-RN | Brasileira

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instru¢&o Normativa n° 03/2014. Através do cddigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www_icmbio.gov.br/sisbio).

cougodeauentagiosozrsssso I
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Dados do titular
Nome: GLEIDSON BENEVIDES DE OLIVEIRA
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[2 THugo Alexandre de Oliveira Rocha
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[ Co-Ornientador
| Colaborador
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[1163386 S5P-RN
[ 1571286 SSP-RN

[ Brasileira |
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Locais onde as atividades de campo serao executadas

[#] Municipio [ UF [Descricao do local
[1 [mossoro [RN_ [ Centro de Multiplicago de Animais Silvestres (CEMAS/UFERSA)

[Tipo |
| Fora de UC Federal |

Atividades X Taxons

[#] Atividade | Taxons |
[1_[Coletaftiransporte de amosiras bioldgicas ex situ | Dasyprocta agouti |

Material e métodos

1 [ Amostras biolégicas (Outros mamiferos)

Fragmento de tecido/orgdo, Sangue

2 | Método de captura/coleta (Outros mamiferos)

Puga, Outros métodos de captura/coleta(Uso de medicaA§ALo prA® anestA@sica e anestABsica)

3 | Método de marcagao (QOuiros mamiferos)

Tatuagem (tinta)

Destino do material biolégico coletado

[#] Nome local destino | Tipo Destino |
[1_JUNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMIFARIDO | criadouro cientifico |

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo

de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www _icmbio.gov br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 62755486
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 37987-3 ‘ Data da Emisséo: 27/12/2015 22:14 Data para Revalidagédo™: 25/01/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizac3o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular
Nome: GLEIDSON BENEVIDES DE OLIVEIRA CPF: 013.586.734-70

Titulo do Projeto: GLICOSAMINOGLICANOS SULFATADOS EM EVENTOS REPRODUTIVOS DE CUTIAS FEMEAS(Dasyprocta aguti Linnaeus,

1766)

Nome da Institui¢io - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO | CNPJ: 24.529.265/0001-40

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrucdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biologico ou de substrato n&o

contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por

ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizac&o ou da licenga permanente com a devida
anotacdo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de ColecGes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov_br/sisbio).

cougodeauentasiosozrssiso 1IN
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 37987-3 ‘ Data da Emisséo: 27/12/2015 22:14 ‘ Data para Revalidagdao™ 25/01/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentac&o do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisso.

Dados do titular
Nome: GLEIDSON BENEVIDES DE OLIVEIRA CPF: 013.586.734-70

Titulo do Projeto: GLICOSAMINOGLICANOS SULFATADOS EM EVENTOS REPRODUTIVOS DE CUTIAS FEMEAS(Dasyprocta aguti Linnaeus,
1766)

Nome da Instituicio - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO CNPJ: 24.529.265/0001-40

* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugo Normativa n° 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www _icmbio.gov br/sisbio).

Cédigo de autenticagéo: 62755486 H‘"‘HH'I"H”
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