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RESUMO

Nos ultimos anos, as amostras somaéticas da pele, tém sido uma das principais fontes
bioldgicas empregadas para a conservacdo da biodiversidade por meio da formacgdo de
criobancos. Essas amostras constituem uma valiosa fonte para o isolamento de células a serem
empregadas na multiplicacdo de individuos por clonagem, obtencdo de células induzidas a
pluripoténcia e modelos de ensaios bioldgicos. Para todas essas finalidades, o conhecimento
acerca do perfil estrutural da regido, na qual essas amostras sao coletadas representa um passo
importante para o desenvolvimento dos protocolos de criopreservacdo e de processamento in
vitro. Portanto, objetivou-se caracterizar o perfil morfologico, morfométrico, ultraestrutural e
proliferativo de amostras de pele oriundas do pavilhdo auricular apical de preds machos,
roedores silvestres, que apresentam inumeras vantagens para os ambitos ecoldgicos e
cientificos. Para tanto, amostras teciduais derivadas de bidpsias do pavilhdo auricular apical
de oito preds adultos pertencentes ao Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres
(CEMAS/UFERSA) foram coletadas e transportadas ao laboratério em solucdo tampéo
fosfato salino (PBS) a 37°C por até 1 h. No laboratério, amostras foram fragmentadas (9,0
mm?3) e destinadas as andlises morfolégicas e morfométricas utilizando a coloracdo
hematoxilina-eosina para identificacdo e quantificacdo de camadas e células, tricromico de
Gomori para as fibras colagenas, Weigert-Van Gienson para fibras eléasticas e microscopia
eletronica de varredura (MEV) para avaliacdo ultraestrutural. Ainda, foi realizada a analise
proliferativa pela marcagéo de regides organizadoras nucleolares por prata (AgNOR). Assim,
para todas as analises, laminas foram confeccionadas e imagens foram avaliadas por meio do
software Image J ou Image proPlus, sendo os valores expressos como média + desvio padrao
(um animal/repeticdo). Inicialmente, por meio da andlise morfologica, foi possivel
caracterizar este tecido como pele fina, sendo evidenciada na epiderme, a camada coOrnea,
espinhosa e basal, e uma derme rica em matriz extracelular. J& na regido mais profunda do
pavilhdo auricular apical, identificou-se o tecido cartilaginoso, contendo condrdcitos e o
pericondrio. Quanto a analise morfométrica, valores de 32,0 £ 4,4 um e 258,2 + 22,9 foram
obtidos para a espessura da epiderme e derme, respectivamente, perfazendo-se uma espessura
total da pele de 290,2 + 23,6 um. J& para as camadas epidérmicas, observou-se 0s valores para
a cornea (3,8 £ 0,6 um), a espinhosa (23,3 + 8,1 um) e a basal (4,8 £ 0,5 um). Para a
identificacdo e a quantificacdo de células presentes na epiderme, os valores de 24,8 + 2,4 de
células de Langerhans, 29,8 + 7,6 de queratindcitos, 29,9 + 6,2 de melandcitos foram
observados. Por outro lado, na regido dermal, foi possivel quantificar 112,1 + 11,3
fibroblastos e na cartilagem foram contabilizados 27,5 + 4,7 de condrdcitos. Ainda, na derme,
quantificou-se 1,3 + 0,2 de glandulas sebaceas e 1,2 + 0,3 de glandulas sudoriparas,
observando-se um percentual de fibras colagenas de 72% + 0,1, com presenca de fibras
elasticas reduzidas. Por MEV, foi possivel obter um panorama geral do pavilhdo auricular
apical, distinguindo as camadas da pele e tecido cartilaginoso. Quanto ao potencial
proliferativo celular, foi avaliado o numero e a area de AgNOR por célula, observando 1,36 +
0,1e 1,01 +£0,1, respectivamente. Em geral, diferencas foram observadas entre preas e demais
roedores quanto ao numero de camadas da epiderme, espessuras e numero de células da pele,
bem como a atividade proliferativa. Finalmente, este foi o primeiro trabalho realizado quanto
a caracterizagdo morfoldgica, morfométrica, ultraestrutural e proliferativa do pavilhdo
auricular apical de preés.

Palavras-Chave: roedores silvestres, género Galea, analises histoldgicas, microscopia
eletronica de varredura.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é detentor de uma rica fauna, representando 20% do namero total de espécies
de todo o planeta (VILELA et al., 2016; MAZUQUELLI et al., 2018), sendo inseridos nesse
quantitativo os roedores silvestres, 0s quais exercem importantes papéis nos ambitos
cientificos, econdmicos e ecologicos (RUAS et al., 2017; BARCELOS, 2018). Dentre 0s
principais roedores silvestres, destacam-se 0s préas, que sdo animais de porte pequeno a
médio (ARRIEIRA et al., 2013) e que exercem diferentes acBes na manutencdo e
funcionalidade do ecossistema que habitam.

Nesse sentido, como acdes ecoldgicas, os preas sdao fundamentais na dispersdo de
sementes e no equilibrio bioldgico por meio da cadeia alimentar, sendo presas de grandes
animais (SALVADOR et al.,, 2008; BARCELOS, 2018). Além disso, estes mamiferos
apresentam uma relevancia econdémica (RUAS et al.,, 2017) em virtude da inser¢do no
ecoturismo, gerando renda para as comunidades locais, atuando em atividades educacionais e
financiando acGes de manejo (KERBE, 2017). Adicionalmente, a utilizacdo da sua carne que
possui alto teor proteico servindo muitas das vezes como alimento para moradores em
comunidades rurais (SOUZA et al., 2017).

Embora sua populacéo seja considerada estavel (CATZEFLIS et al., 2016), estratégias
de conservacao necessitam ser empregadas, visando desenvolver projetos de conhecimento da
espécie, com objetivo de aumentar seu quantitativo populacional em cativeiros e conhecer seu
potencial fisiologico. Além disso, os preds podem funcionar como modelos cientificos para
roedores ameacados de extingdo, como a Cavia intermedia, a qual tem sido avaliada como
criticamente em perigo de extin¢do e a Microcavia shiptoni que se encontra quase ameagada
(JAYAT et al., 2008; ROACH, 2016).

Diante desse cenario, diferentes técnicas podem ser empregadas, visando a
manutencdo e estudo dessas populagdes. Dentre estas, destacam-se as ferramentas in vivo que
se d& por meio da conservagdo de animais em cativeiro ou zooldgicos e a in vitro a qual é
realizada por meio da conservacao da diversidade bioldgica por meio da formacgédo de bancos
biolégicos de amostras somaticas (PRAXEDES et al., 2018).

Em geral, nos ultimos anos, o uso dessas amostras visando a formacdo de bancos
biologicos tém crescido. Isso se da, em virtude as suas finalidades voltadas para a
multiplicacdo de individuos por clonagem por transferéncia nuclear de células somaéticas (LIU
et al., 2018), obtengcdo de células induzidas a pluripoténcia com aplicacdo em medicina

reprodutiva e regenerativa (DZOBO et al., 2018) e em modelo de estudos de toxicidade
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(ABHISHEK et al., 2018). Assim, amostras somaticas se destacam de outros materiais
bioldgicos por ndo restringirem sua colheita ao género ou estagio reprodutivo do animal
(PRAXEDES et al., 2018).

Nesse sentido, como principal amostra biologica, a pele se destaca, especialmente
quando a recuperacdo é realizada a partir das extremidades menos vascularizadas dos animais,
pois representa-se de maneira menos invasiva (COSTA et al., 2016). Desse modo, o pavilhdo
auricular apical tem sido sugerido como regido de maior escolha, especialmente porque
algumas vezes essa colheita é associada as atividades de identificagdo dos animais, e iSSO
possibilita também a recuperacdo de células a partir de um Unico fragmento (PRAXEDES et
al., 2018).

Entretanto, para o sucesso de todas as finalidades anteriormente citadas depende,
inicialmente, do conhecimento da regido/érgdo do animal de onde essas amostras sdo obtidas.
Nesse pensamento, ferramentas empregadas para o conhecimento de carater morfoldgico e
estrutural desta regido, como a histologia e a microscopia eletronica de varredura sdo de
grande importancia.

Portanto, visando conhecer histologicamente o pavilhdo auricular apical de preas, a
descricdo do perfil morfolégico, morfométrico, ultraestrutural e proliferativo dos tecidos
dessa regido consiste numa etapa crucial para o estabelecimento de bancos somaticos. Tais
informacdes sdo essenciais para 0 uso adequado de protocolos de cultivo, criopreservagao e

processamento in vitro de células e tecidos.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. Aspectos ecologicos, econdmicos e cientificos dos preas e demais cavideos

Os cavideos sdo roedores sul-americanos representados pela capivara, moco, paca,
porquinho-da-india, preé entre outros (BEZERRA, 2008). Esses animais desempenham papéis
fundamentais no ecossistema que habitam, atuando como agentes ecoldgicos, econdmicos e
cientificos (RUAS et al., 2017; TONETTI et al., 2018).

Em geral, como papel ecoldgico, esses animais exercem importantes funcdes sobre a
fauna e a flora, mantendo o equilibrio dos ecossistemas ja que estes garantem a existéncia e 0
desenvolvimento das areas naturais (DAS et al., 2015). Além disso, muitos sdo polinizadores
por meio da dispersdo de sementes e agentes adubadores (MAZUQUELI et al., 2018). Ainda,
atuam na cadeia alimentar podendo ser presas de animais superiores (SNAK et al., 2017).

Por outro lado, no que diz respeito aos fatores econdmicos, estes animais Sao
importantes na insercdo ao ecoturismo, uma vez que possibilitam o desenvolvimento de
atividades ecoldgicas e educacionais para a populagéo turistica (SOUZA et al., 2017). Além
disso, podem ser fontes de produtos carneos, uma vez que seu produto apresenta um alto teor
proteico o que resulta numa contribuicdo para a economia (ALHO, 2012).

No que se refere aos aspectos cientificos, os cavideos podem ser empregados como
modelos experimentais voltados para o conhecimento anatémico, morfoldgico e fisioldgico,
auxiliando na compreensdo das atividades comportamentais destas espécies ou de outras
filogeneticamente préximas (OLIVEIRA et al., 2017), bem como para a promocao de estudos
aplicados, como a formacéo de bancos de recursos bioldgicos. Como resultado, estudos nestes
diferentes ambitos podem permitir o desenvolvimento de novas estratégias de conservacao e
manutencdo do potencial reprodutivo (DECO-SOUZA et al., 2013).

2.1.1. Importancia dos preés para o ecossistema global

A diversidade biol6gica dos ecossistemas, incluindo a genética e a ecossistémica, pode
ser considerada como a maior heranga inestimavel e insubstituivel para o bem-estar do
homem, servindo para a obtencdo de materiais para estudos ecoldgicos, comportamentais e
morfofisiolégicos (WINTLE et al., 2018). Dessa forma, inserem-se 0s preas, que € 0 home

popular de roedores silvestres, pertencentes a uma das familias da grande ordem Rodentia,
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subordem Hystricomorpha, e que correspondem a cerca de 40% das espécies da classe dos
mamiferos (SILVA et al., 2017).

Nesse sentido, o pred pode participar de trés géneros, sendo Galea, Cavia e
Microcavia (Figura 1), e pertencem a familia Caviidae, subfamilia Caviinae. Em geral, estdo

amplamente distribuidos pela América do Sul. No territorio brasileiro, o género Galea, é

encontrado em todos os estados do Nordeste, além do Parana, Minas Gerais e Distrito Federal
(MACEDO et al., 2018, Figura 2).

"“

_ , Sy I ;
Figura 1. Diferentes géneros os quais pertencem os preas (A) Exemplar do género Galea (B)

Exemplar do género Cavia. (C) Exemplar do género Microcavia. Fonte: Fickr (27/05/2019),
Bioorbis (27/05/2019), iNaturalist (27/05/2019).
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Figura 2. Distribuicdo geografica de preas. Fonte: Macédo et al. (2018).
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Em geral, as espécies do género Microcavia e Cavia possuem caracteristicas
semelhantes, como o porte pequeno a médio, possuindo um corpo alongado, coloragdo
uniforme, com a superficie dorsal cinza-escura e o ventre branco (THOMAS, 1925). Contudo,
0 Galea se distingue dos outros géneros com a morfologia de seus molariformes, onde
apresentam uma coloragdo mais branca em seus dentes incisivos, dorso mais claro e a
presenca discreta de pelos pos-auriculares (WAGLER, 1831).

No que diz respeito ao papel ecoldgico dos preds, essa espécie desempenha um papel
fundamental na cadeia alimentar como dispersores de sementes, equilibrio e manutencdo dos
biomas em que estdo inseridos, habitando areas de formacdo aberta, como campos, cerrados,
caatingas e pumas, embora também sejam observados em é&reas florestais (FLETCHER
JUNIOR et al., 2018). Além disso, os preas sdo animais especializados em roer, apresentando
caracteristicas para formarem pequenos grupos sociais, participando de processos
ecossistémicos, como controle de erosdo, formacdo de solo e ciclagem de nutrientes
(SAMPAIO et al., 2012).

Como presas, estes animais representam uma fonte rica em proteinas, pois sua carne
possui um alto valor energético para consumidores superiores, como aves, mamiferos e ao
consumo humano provenientes da caca de subsisténcia, representando 20% da dieta de
populacdes de algumas comunidades (FLETCHER JUNIOR et al., 2018). Portanto, em
virtude da importancia dos preds para os ecossistemas globais, 0 emprego de técnicas de
conservacao para esta espécie torna-se uma medida de relevancia para evitar a perda da

biodiversidade e garantia da manuten¢éo do nicho ecoldgico.

2.2. Emprego de amostras somaticas para a conservacdo de roedores silvestres e

domeésticos

Diferentes estratégias podem ser empregadas na conservacao de roedores silvestres e
domeésticos. Inicialmente, as técnicas in situ consistem no estabelecimento de areas protegidas
que contemplam a conservacdo em longo prazo da biodiversidade (ORSO et al., 2017;
BARCELOS, 2018). Essa tem como funcdo assegurar a representatividade de amostras
significativas e ecologicamente viaveis de diferentes populacfes, habitats e ecossistemas,
promovendo a manutencdo do patriménio bioldgico (BUCKLEY et al., 2016).

Contudo, essa estratégia apresenta algumas limitagcdes quanto as suas aplicagdes, como
guando se relaciona a comunidade local e o desenvolvimento sustentavel, pois o incremento

da renda pelo turismo pode aumentar o investimento em atividades produtivas de maior
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impacto a biodiversidade, uma vez que 0 manejo e 0 uso recreativo de areas naturais estdo
entre as sete atividades antropicas capazes de causar impacto aos ecossistemas (BARCELOS,
2018). Além disso, a ma distribuicdo dos beneficios pode potencializar conflitos preexistentes
em comunidades, aumentando a degradacdo ambiental (OZORIO et al., 2016).

Dessa forma, as técnicas ex situ tornam-se bastante vidveis, em virtude das suas
aplicabilidades. Esse tipo de estratégia se segmenta em dois tipos, sendo a in vivo, realizada
por meio da conservacdo de animais em cativeiros, sejam esses criadouros comerciais ou
zooldgicos, e a in vitro, realizada por meio da conservacao da diversidade bioldgica fora de
seu habitat natural, envolvendo a conservacdo dos recursos genéticos de uma espécie sob a
forma de bancos de amostras biol6gicas, como gametas, embrides, tecidos gonadais, células e
tecidos somaticos (SILVA et al., 2017).

No que diz respeito a formacéo de criobancos por meio de amostras somaticas, o seu
principal objetivo € garantir a conservacdo de populacfes cativas e geneticamente viaveis.
Como resultado, favorece o resgate de populacbes que ja tenham se extinguido, ou ainda que
tenham caracteristicas bioldgicas importantes a serem conservadas. Além disso, pode ser
empregado na conservacgdo de espécies que estejam em riscos de extin¢do, como ja observado
para alguns roedores silvestres, como as cutias e 0s mocos (SILVA et al., 2012; SANTOS et
al., 2019).

Assim, a conservacdo dos recursos genéticos, por meio da manutencao de colecdes de
amostras somaticas, vem se tornando cada vez mais uma realidade em muitos paises
(ESKANDARI et al., 2018). Isso porque nesta técnica é possivel utilizar pequenos fragmentos
teciduais isolados a partir de animais, conhecidos como explantes, obtidos de amostras
independente do género, da idade e do estagio reprodutivo do animal (SANTOS et al., 2016;
PRAXEDES et al.,, 2018), que podem promover a conservacao, a longo prazo, da
variabilidade genética das espécies, mantendo a maximas integridade génica e bioldgica
possiveis (ZACARIOTTI et al., 2013).

Nessa tematica, diferentes abordagens utilizando amostras somaticas visando a
conservacdo dos recursos genéticos de roedores silvestres e domésticos tém sido
desenvolvidas. Isso pode ser observado em estudos com porquinhos-da-india (Cavia
porcellus) e cutias (Dasyprocta leporina), quando os autores realizaram a criopreservacdo de
células (MEHRABANI et al., 2014) e tecidos somaticos da pele (COSTA et al., 2015). Ainda,
em se tratando do armazenamento de amostras bioldgicas, Kadota et al. (2017) realizaram a
criopreservacdo de células sométicas oriundas do coracdo de ratos (Rattus norvegicus

albinus), visando a obtencéo de células pluripotentes.
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Assim, ap6s a obtencdo e o processamento, estas amostras somaticas podem ser
utilizadas para diferentes finalidades, como estudos voltados para o conhecimento da espécie
qguanto ao seu carater morfofisiologico (ISOLA et al., 2013), bem como na geracdo de
embrides pela técnica de clonagem por transferéncia nuclear de células somaticas (OGURA et
al., 2012) e producéo de células induzidas a pluripoténcia (GOMES et al., 2017).

Dessa forma, como principal fonte utilizada nos ultimos anos para a obtencdo de
amostras somaticas, tém-se observado o pavilhdo auricular apical dos individuos
(PRAXEDES et al., 2019), em virtude de alguns fatores, como a facil obtencdo, ser um
procedimento pouco invasivo para o animal e por apresentar alta quantidade de fibroblastos e
condrdcitos que podem ser utilizados como doadoras de nicleo para a clonagem por meio
transferéncia nuclear de células somaticas (COSTA et al., 2008; CETINKAYA et al., 2011).
Embora tecidos somaticos ja tenham sido empregados em distintas espécies para a formacéo
de bancos genéticos (BROCKBANK et al., 2010; ZANATA et al., 2018), as informacGes
ainda sdo escassas quanto ao uso de amostras somaticas da pele de cavideos, visando o
desenvolvimento de protocolos de cultivo in vitro e criopreservacéao.

Assim, como etapa crucial para garantir sucesso na padronizacdo de protocolos de
cultivo in vitro e criopreservagdo, visando a formacdo de bancos biologicos, € interessante
elucidar os padrées morfoldgicos, morfométrico, ultraestruturais e proliferativos destes
tecidos.

2.3. Descricdo do pavilhdo auricular apical para o estabelecimento de estratégias de

conservacao

O 6rgdo de audicdo de roedores, no geral, permite ser identificado por meio de trés
segmentos, sendo a orelha externa, orelha média e orelha interna. A orelha externa se
segmenta em duas porcdes, sendo uma parte formada por tecido cartilaginoso chamada de
auricula ou pina e o meato acustico externo, formado de tecido 6sseo, que possui uma
abertura no osso temporal, favorecendo a comunicagdo com a membrana timpéanica, a qual
limita a orelha externa da média e interna do animal (MARTINS, 2013).

Deste modo, a partir do conhecimento do pavilh&o auricular externo apical, o qual
apresenta em sua constituicdo externa a pele, ha, nesse 6rgéo de revestimento, um conjunto de
caracteristicas importantes, como diferentes tipos e camadas celulares, glandulas e foliculo

piloso (ISOLA et al., 2013). Em geral, a pele é constituida por uma porcao epitelial e pode ser
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designada sob duas formas, sendo, a pele fina e grossa caracterizadas conforme diferentes
estruturas que possam apresentar (SILVEIRA, 2009).

Assim, a pele fina pode ser caracterizada por apresentar poucas camadas celulares e
uma camada de queratina delgada (MONTANARI, 2016). J& a pele grossa é caracterizada por
apresentar em sua constituicdo véarias camadas celulares e uma camada superficial de
queratina bastante espessa. Além disso, a epiderme da pele grossa é mais espessa enquanto a
pele fina apresenta uma epiderme mais delgada (SAMUELSON, 2007). Adicionalmente,
destaca-se uma porcdo conjuntiva denominada de derme (BARBOSA, 2001). Ainda, esta
apresenta um tecido subcutaneo, a hipoderme, que ndo faz parte da pele, servindo apenas de
unido com os 6rgaos subjacentes (SAMUELSON, 2007).

Portanto, ao que se refere ao cunho morfoldgico, a epiderme é composta por um
epitélio de revestimento estratificado pavimentoso queratinizado, formado por camadas e
células diferenciadas pela morfologia, grau de maturacdo e espessura (BARBOSA, 2001).
Assim, a epiderme pode ser dividida em camadas, como o estrato corneo, que é caracterizado
por ser a camada mais externa da pele e é constituido por células mortas e ricas em queratina
(AZULAY, 2015). A lucida é formada por uma delgada camada de células achatadas. Ja a
granulosa possui células ricas em granulos denominados de querato-hialina, bem como,
colesterol e lipidios que promovem a formag&o da barreira contra a penetragdo de substancias
e perca de agua (ENDO et al., 2007). Logo abaixo é observada a presenca da camada
espinhosa, na qual € composta por células como os queratindcitos, células de Langerhans e
Merkel (ALBANESE et al., 2005). Na camada subjacente é verificAvel a camada basal,
caracterizada como camada mais profunda da epiderme, apresentando células germinativas e
melandcitos (AZULAY, 2015).

Em contrapartida, a derme ¢é formada principalmente por tecido conjuntivo que se une
a epiderme por meio da lamina basal e a hipoderme (SAMUELSON, 2007). Esse tecido €
formado por fibras colagenas, elésticas e reticulares, que podem ser classificados como tecido
conjuntivo propriamente dito frouxo e denso, tento a predominancia de fibroblastos
(SIENGDEE et al., 2018). Adicionalmente, a derme pode ser dividida em duas camadas,
sendo a reticular e o papilar.

A camada papilar é caracterizada por ser mais delgada e formada principalmente por
tecido conjuntivo frouxo que forma as papilas dérmicas. Ainda, nesta camada, as fibras
colagenas permitem a adesdo entre a derme e epiderme (SAMUELSON, 2007). Ja na camada
reticular, observa-se a presenca forte de fibras mais espessas, isso porque é constituida

principalmente por tecido conjuntivo denso e é a mais profunda entre as camadas dérmicas.
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Além disso, esta é caracterizada por dar a elasticidade da pele e por apresentar estruturas
como foliculos pilosos e as glandulas sebaceas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Por outro lado, no pavilhdo auricular externo também ocorre a presenca de tecido
cartilaginoso, sendo esse um tecido especializado por apresentar propriedades de suporte para
0s 6rgaos e adjacéncias em virtude de sua consisténcia rigida (LEE et al., 2017). Este por sua
vez e formado por células especializadas, como os condrdcitos, além de fibras e uma estrutura
especifica que promove suporte e nutricdo para as células, conhecido por pericéndrio
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Ainda sobre o tecido cartilaginoso, é observada a
presenca de colageno do tipo Il que caracteriza o tecido como cartilagem elastica que esta
continuamente ligada ao pericondrio, o qual fornece toda a manutengéo (LEE et al., 2017).
Além disso, esta cartilagem apresenta um grande nimero de condrdcitos, que sdo células com
forma alongada que estdo contidas em lacunas garantindo toda a sustentacdo (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Dessa forma, o conhecimento gerado pela caracterizagdo do perfil estrutural
histologico destes animais, em especial o prea, podera auxiliar no estabelecimento de
estratégias de conservacao desta espécie, bem como outras filogeneticamente proximas, tendo

diferentes ferramentas a serem empregadas na descricdo do pavilhdo auricular.

2.4. Ferramentas empregadas na descri¢édo do pavilh&o auricular

Diferentes abordagens podem ser utilizadas quanto a realizacdo de analises de cunho
morfofisiolégico de mamiferos silvestres, especialmente, para os preds. Nesse contexto,
avaliacbes dos padrdes morfologicos, morfométrico, ultraestruturais e proliferativos do
pavilhdo auricular apical surgem como ferramentas fundamentais (BORGES et al., 2017,
SILVA et al., 2019), para posteriores etapas de criopreservacdo e de estabelecimento de

cultivo de células in vitro.

2.4.1. Analises morfologicas

A histologia classica € uma importante ferramenta utilizada para a realizacdo da
analise de carater morfologico, fisiologico, bem como para as anélises de cunho patologico.
Esta técnica permite avaliacbes para tecidos frescos, ap06s o cultivo, e ainda apos
descongelacdo ou aquecimento (LUZ et al., 2017). Isso ocorre, porque com esta ferramenta

pode-se avaliar materiais bioldgicos de maneira semi-quantitativa e qualitativa. Alem disso, a
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sua facilidade, rapidez na execucdo, padronizagdo nas replicacGes, baixo custo e pouca
demanda em infraestrutura faz com que seja uma técnica usual na caracterizagcdo morfolégica
de tecidos somaticos do pavilhdo auricular apical (LUZ et al., 2017).

Assim, diferentes estudos ja foram realizados, mostrando o sucesso desta ferramenta
na caracterizacdo histomorfoldgica de diferentes regides de roedores silvestres (Quadro 1).
Além disso, essas analises ja foram realizadas em outras espécies, como 0s catetos, em que,
(Pecari tajacu) por histologia classica, o pavilhdo auricular apical apresentava diferencas em

relacdo a outros mamiferos (Borges et al., 2017).

Quadro 1. Descricdo morfoldgica de alguns sistemas fisioldgicos de roedores silvestres.

Fonte Espécie Finalidade Autores
_ o Capivara (H. Descricdo dos aspectos Moreto et al.
Sistema respiratorio _ o
hydrochoeri) morfoldgicos (2017)
_ _ Porquinho-da-India  Descrigdo dos aspectos )
Papilas gustativas o Cienaetal. (2017)
(C. porcellus) morfoldgicos

Descricdo morfoldgica

para  irrigacdo  dos Oliveira et al.

Artéria celiaca Pred (G. spixii) o _
orgdos do  sistema (2017)
digestorio
) o Descrigdo dos aspectos Bezerra et al.
Subplacenta Prea (G. spixii) .
morfoldgicos (2018)

. o Descrigdo dos aspectos
Glandula adrenal Prea (G. spixii) ) o Lobo et al. (2018)
histomorfométricos

Descricdo dos aspectos
Paca (C. paca) o Isola et al. (2013)
morfoldgicos
Pele . _
_ ) Descrigcdo dos aspectos  Nascimento et al.
Cutia (D. leporina) .
morfologicos (2018)

Em geral, a histologia classica € uma metodologia fundamentada pelo uso de reagentes
acidos e bésicos por meio do uso da hematoxilina e eosina, a qual ird corar o nucleo das
células constituintes da epiderme, derme, hipoderme, células que realizam sintese proteica e
cartilagem ao tom de azul-pdrpura. J& a eosina, é atraida pelos elementos béasicos das
proteinas do citoplasma das células e, como resultados, promove a coloracdo réseo a
vermelho (JARDIM et al., 2013).
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Nesse aspecto, por meio dos parametros histologicos, pode-se discriminar os padrdes
da pele fina ou grossa, como a espessura da epiderme, a qual é formado pelas camadas que a
constituem, sendo a basal, espinhosa, granulosa, lucida e cornea (LUZ et al., 2017) e suas
células residentes. Além disso, permite identificar e avaliar de forma quali-quantitativa as
regibes da derme, cartilagem, hipoderme e glandulas anexas da derme, promovendo a
avaliacdo da qualidade deste para o estabelecimento de padroes (NUNES; CINSA, 2016).

Contudo, nem sempre avaliagdes dos padrdes histologicos por meio da histologia
classica permitem uma maior eficiéncia no carater de analise (LOPES et al., 2017). Desse
modo, técnicas segmentadas dentro da histologia, como as avaliagdes de fibras colagenas e
elasticas por meio de coloragdes, como o tricromico de Gomori e pelo método de Weigert-
Van Gienson para fibras elasticas, respectivamente, e o perfil da atividade proliferativa das
células por meio da avaliacdo das regides organizadoras nucleolares (AgNOR), permitem
obter um maior conhecimento acerca do tecido analisado, auxiliando a caracterizacdo

morfologica e morfométrica do mesmo.

2.4.2. Andlises morfométricas

A analise morfométrica é um dos métodos mais utilizados dentro da histologia, uma
vez que permite avaliar a morfologia do tecido, e pode ser utilizado para determinar diferentes
alteracdes que o tecido possa sofrer, como injarias ou desprendimentos da epiderme e derme
(ISOLA et al., 2013; SILVA et al., 2015). Assim, podem-se gerar valores de referéncia, uma
vez que estes poderdo ser utilizados para comparar individuos da mesma espécie ou outras
filogeneticamente proximas (MALVASIO et al., 2012). Dessa forma, garante-se uma maior
confiabilidade quando o tecido obtiver uma maior qualidade, ou seja, criando uma
classificacdo base na tomada de decisfes quando aplicado em estudos de conservacdo de
amostras somaticas (SILVA et al., 2019).

Dentro dos principais parametros das quais podem ser analisados quanto a
morfometria de tecidos oriundos da pele, podem ser citados as espessuras de camadas
epidérmicas, derme, perfis de fibras de colageno e elastica da derme papilar. Em outros
estudos, Bezerra et al. (2018) e Isola et al. (2013) realizaram avaliagbes morfométricas da
subplacenta de preas (G. spixii) e do tegumento de pacas (C. paca), respectivamente, usando
essas ferramentas morfométricas. Além disso, abordagens morfométricas foram empregadas
em catetos, onde os autores realizaram a descricdo morfométrica do pavilhdo auricular

visando otimizar protocolos de criopreservacdo (BORGES et al., 2017).
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2.4.3. Andlises ultraestruturais

Nos ultimos anos, uma das abordagens mais fomentadas para conhecer o perfil
estrutural de tecidos sdo estudos ultraestruturais, uma vez que por meio destas avaliacdes
pode-se predizer a integridade de amostras bioldgicas, bem como observar anormalidades que
as mesmas possam apresentar (SILVA et al., 2019). Nesse contexto, a microscopia eletrénica
de varredura (MEV) surge como a principal ferramenta empregada nestes tipos de analises,
uma vez que € possivel solucionar alguns problemas relacionados a resolucdo de
microscopios Opticos convencionais (DEDAVID et al., 2007). Isso ocorre porque nesta
técnica sdo utilizados feixes de elétrons que permitem uma maior magnitude da amostra
bioldgica (TELES et al., 2017).

Assim, a MEV tornou-se um dos instrumentos imprescindiveis nas mais diversas
areas, uma vez que é possivel obter uma riqueza de informacgdes quanto a morfologia e a
topografia do tecido ou amostra bioldgica que esteja sendo utilizada (TELES et al., 2017).
Portanto, diferentes abordagens empregando esta ferramenta nas analises tém sido utilizadas,
como observado em estudos com tecidos somaticos oriundos do pavilhdo auricular apical de
pacas por Isola et al. (2013), e em ratos quando Bakeeva et al. (2019) que descreveram por
meio da ultraestrutura, células do coracdo destes animais.

Alem disso, esta ferramenta tem sido utilizada em estudos voltados a medicina
regenerativa, onde por meio desta é possivel avaliar a capacidade regenerativa de tecidos
construidos artificialmente, como pdde ser observado no estudo realizado por Cuijpers et al.
(2011), onde os autores mostraram que esta ferramenta € crucial neste tipo de analise.

Dessa forma, a MEV funciona como uma ferramenta de extrema importancia em
avaliacbes para estudos com diferentes finalidades, podendo auxiliar aos estudos
morfoloégicos na caracterizacdo do pavilhdo auricular apical de preds juntamente com as

analises proliferativas das células que o consistem.
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2.4.4. Andlises proliferativas

Uma das técnicas as quais vem sendo empregadas nos ultimos anos para avaliacfes do
pavilhdo auricular de mamiferos silvestres, por auxiliar em protocolos visando a conservacao
de espécies é a técnica de regides organizadoras de nucléolo marcadas com prata ou AgNOR.
Essa metodologia é fomentada pelo uso da prata na qual se ligardo as regiGes organizadoras
nucleolares, conhecidas também como NORs. Como resultado desta marcacéo, sao formados
granulos escuros nos nucleos das células indicando a atividade transcricional, bem como a sua
proliferacédo (VIEIRA, 2013).

Assim, diferentes abordagens podem ser realizadas acerca desta marcagéo,
principalmente, quando estdo relacionados a patologias (VIEIRA, 2013), ja que é uma técnica
amplamente empregada para estimar o prognostico de células, como observado no estudo
realizado com mamiferos domésticos (CHACUR et al., 2015), onde os mesmos avaliaram as
células de testiculos ovinos, na busca por linhagens celulares saudaveis.

Ja em mamiferos silvestres, visando a otimizacdo de técnicas de conservacdo animal
por meio desta ferramenta, destacam-se também estudos realizados com a subplacenta de
preés por Bezerra et al. (2018), onde a marcacao foi empregada na identificacdo e avaliacdo
das qualidades células constituintes desta estrutura. Ainda, a ferramenta é empregada em
catetos na caracterizacdo histoldgica da pele (BORGES et al., 2017).

Desse modo, € sabido que o uso de ferramentas adicionais, como a técnica de AgNOR,
na selecdo de tecidos € imprescindivel no conhecimento acerca do tecido visando a
conservacdo da biodiversidade, uma vez que por meio desta metodologia podem obter
importantes informacfes quanto a cinética proliferativa de células e, assim, aplicar em

biotécnicas de conservacéao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Descrever o0s aspectos morfolégicos, morfométricos, ultraestruturais e o potencial

proliferativo do pavilh&o auricular apical de preas.

3.2. Objetivos Especificos

- Distinguir e identificar por histologia classica o tipo de pele e células presentes no pavilhdo

auricular apical de preas;

- Avaliar morfometricamente e identificar, por metodologias histoldgicas, o nimero de
camadas, células, fibras colagenas e elasticas presentes nos tecidos epidérmicos e dérmicos do

pavilhdo auricular apical de preas;

- Caracterizar a ultraestrutura por microscopia eletronica de varredura do pavilh&o auricular

apical de preas;

- Avaliar o potencial proliferativo de células somaticas derivadas do pavilhao auricular apical

de preas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Bioética e locais de execugdo

A presente proposta foi aprovada pelo Comité de Etica de Uso de Animais da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (CEUA/UFERSA, no. 23091.010566/2017-20),
bem como pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio, no.
60428-1).

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Animal (LBA/UFERSA,
responsavel: Profa. Dra. Alexsandra Fernandes Pereira) em parceria com o Laboratério de
Morfofisiologia Animal Aplicada (UFERSA, responsavel: Prof. Dr. Moacir Franco de
Oliveira) e o Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres (CEMAS/UFERSA, responsavel:
Prof. Dr. Moacir Franco de Oliveira) criado pela portaria ESAM N° 154/89 em 29 de
setembro de 1989 e registrado junto ao IBAMA como criadouro cientifico (1478912).

4.2. Biopsia do pavilh&@o auricular apical e desenho experimental

Inicialmente, para a recuperacdo de amostras, oito preds machos e adultos (> seis
meses de idade) foram submetidos a procedimento anestésico. Brevemente, utilizou-se uma
associacdo de cloridrato de xilazina (Xilazin® 2% na dose de 1 mg.Kg?, Syntec) e cloridrato
de cetamina (Quetamina® 10% na dose de 15 mg.Kg?, Vetnil) ambos por via intramuscular.
Em seguida, confirmado o plano anestésico, os animais foram eutanasiados utilizando cloreto
de potassio (Cloreto de potassio® 19,1% na dose de 2,56 mEq.Kg?, Halexistar) por via
intravenosa. A eutandsia desses animais foi necessaria para atender a demanda de todos 0s
experimentos realizados por varios discentes da area de morfofisiologia animal e que utilizam
0s animais residentes no CEMAS.

Assim, apés a confirmagdo de 6bito dos animais, a colheita foi realizada no pavilhdo
auricular apical utilizando uma tesoura cirargica. Em seguida, as amostras foram lavadas em
alcool a 70% e transportadas ao laboratério em tubos conicos contendo solugdo tampdo
fosfato (PBS), a 37°C no intervalo de até 1 h.

No laboratdrio, as amostras foram submetidas a consecutivos banhos em PBS,
objetivando retirar possiveis debris resultantes do procedimento da colheita. Posteriormente,
foi realizada a fragmentacdo dos tecidos (9,0 mm3) entre as regifes da hélice e anti-hélice,

segundo Martins et al. (2013). Em seguida, apds a fragmentacao dos tecidos, foi realizada a
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distribuicdo aleatoria e fixacdo das amostras, parte realizada com uso do paraformaldeido
tamponado a 4% em PBS, e outra parte em glutaraldeido 2,5% tamponado em PBS (Figura
3). Assim, a partir de tais amostras foi realizado o processamento com colora¢do por
hematoxilina-eosina, tricromico de Gomori, Weigert-Van Gienson, microscopia eletrénica de

varredura e marcagéo de regides organizadoras nucleolares (Figura 4).

Figura 3. Colheita e processamento de fragmentos do pavilhdo auricular apical de preas. (A)
Processo de anestesia e eutanasia do animal. (B) Transporte dos fragmentos em PBS a 37°C.
(C) Lavagem das amostras do pavilhdo auricular apical em PBS. (D) Tricotomizagdo e
fragmentacdo em 9,0 mm3 das amostras. (E) Distribuicdo das amostras. (F) Fragmentos

armazenados em solucdes fixadoras.
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Figura 4. Desenho experimental para a descricdo morfoldgica, morfométrica, ultraestrutural e

proliferativa do pavilhdo auricular apical de preés.

4.3. Processamento histologico

Para confeccdo de laminas histoldgicas para avaliacdo da morfologia da pele, os
fragmentos foram processados conforme Tolosa et al. (2003) descreve, com adaptacdes no
tempo para cada etapa do processamento histoldgico. Assim, ap6s um periodo de sete dias na
presenca do fixador (paraformaldeido tamponado a 4% em PBS), as amostras foram
desidratadas em concentragdes crescentes de alcool variando de 70% a 100%. Posteriormente,
amostras foram diafanizadas em solugdo de xilol e impregnadas em parafina.
Subsequentemente, amostras foram incluidas em parafina para a obtencdo dos blocos. Apos a
obtencdo dos blocos, os fragmentos foram seccionados usando um micrétomo em 5,0 um e
seguidos para a coloracdo e marcacdo dos tecidos e células, sendo utilizada a hematoxilina-

eosina, tricromico de Gomori, Weigert-Van Gienson e AgNOR.

4.4. Avaliacdo morfolégica e morfométrica das camadas da pele, identificacdo e
quantificacdo de células

Para a identificacdo e quantificacdo das células, tecidos e suas camadas, ldaminas foram

coradas com hematoxilina-eosina para a visualizacdo dos seguintes pardmetros: identificacdo
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e mensuracdo (em pm) da epiderme e suas respectivas camadas (basal, espinhosa, granulosa,
lucida e cornea), identificacdo e mensuracdo da derme (em um); identificacdo e mensuragdo
da espessura da cartilagem (em pm), contabilizacéo e localizacdo das células de Langerhans,
fibroblastos, melandcitos, queratindcitos, condrdcitos, glandulas sebaceas e sudoriparas
(Quadro 2).

Para a padronizacdo na obtencdo das analises acima, 20 imagens (magnitude 40x),
foram capturadas e registradas, usando um fotomicroscopio (Leica, DM5000 B; Wetzlar,
Alemanha) acoplado a uma camera digital (Leica DFC3000 FX; Wetzlar, Alemanha).
Posteriormente, as imagens foram analisadas com auxilio do software Image J.

Quadro 2. Caracterizagdo e descricdo das estruturas do pavilhdo auricular apical. Fonte:
SAMUELSON, 2007.

Camadas e constituintes da pele

Células, como as germinadoras e melandcitos
Camada Basal o _
sintetizadores de melanina.

L _ Células como queratindcitos, celulas de
Descricdo Camada Espinhosa
Langerhans e Merkel.

Epidérmica . ~ —
Camada Granulosa Células contendo granulos querato-hialina.

Camada Lucida Células achatadas.

Estrato Corneo Células mortas rica em queratina.

Camada de tecido conjuntivo frouxo e grande
_ presenca de células como os fibroblastos,

L Camada Papilar . . . .
Descricéo macrofagos, plasmocitos, leucocitos, mastocitos e

Dérmica fibras colégenas.

) Camada de tecido conjuntivo denso, fibroblastos,
Camada Reticular X ) )
glandulas sebaceas e sudoriparas.

Presenca de condrdcitos, rica em fibras elasticas,

Cartilagem ) ) ]
o poucas fibras colagenas e continuas ao
Eléastica .
) pericondrio.
Descrigéo da i _
] Camada de tecido conjuntivo que promove a
Cartilagem ) ) o o
. nutricdo, oxigenacdo e eliminacdo de substancias
Pericondrio

metabolizadas  pelas celulas do  tecido

cartilaginoso.
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4.5. Avaliacdo morfoldgica e morfométrica da matriz extracelular

Para a identificacdo e quantificacdo de fibras colagenas, laminas foram coradas com
tricromico de Gomori. A coloracdo, ocorreu por um procedimento de passo Unico, onde
combinou coloragbes de hematoxilina férrica de Weigert e solucdo tricrébmica. Ja para a
identificacdo de fibras elasticas, ldaminas foram coradas pelo método de Weigert-Van Gienson,
onde processo se deu pela combinacdo dos corantes hematoxilina férrica de Weigert e o
corante de Weigert e Van Gienson.

Dessa forma, para a padronizacdo na obtencdo de andlises, um total de 10 imagens
foram obtidas para fibras coldgenas (magnitude 40x) e 10 imagens para fibras elésticas
(magnitude 100x) usando o microscopio (Leica, DM5000 B; Wetzlar, Alemanha) acoplado a
uma camera digital (Leica DFC3000 FX; Wetzlar, Alemanha). Finalmente, as imagens
obtidas foram analisadas com o auxilio do software Image J quanto a &rea total de fibras
colagenas do tecido, e posteriormente submetidas ao calculo percentual para a obtencdo da

quantidade total de fibras por area de tecido analisado.

4.6. Processamento e andlise da ultraestrutura do pavilh&o auricular apical

Inicialmente, foi realizado o processamento de amostras oriundas do pavilhdo
auricular apical de preas. Para tanto, fragmentos foram fixados em solucdo de glutaraldeido
(2,5%) em 5,0 mL de PBS durante 7 dias. Apo6s a fixacdo, os fragmentos foram lavados em
PBS 0,1 M e pH 7,4 por meio de banhos de imersdo durante 10 min, sendo este processo
repetido duas vezes e pos-fixados em solucdo de tetroxido de 6smio 2% por uma hora. Na
sequéncia, os fragmentos foram lavados e desidratados em concentracdes crescentes de alcool
etilico (15-100%) durante 5 minutos

Apbs a etapa de desidratacdo, as amostras foram encaminhadas ao ponto critico, para
que houvesse a remocao de agua e posteriormente fossem metalizados com ouro. Em seguida,
os tecidos foram avaliados no microscopio Tescan Performance in Nanospace (Type, VEJA 3
LMU) e obtidas fotoeletromicrografias para a visualizacdo ultraestrutural do tecido. Portanto,
a partir deste processamento foram analisados 0s seguintes parametros: organizacao
morfoldgica da pele quanto as camadas, sendo a epiderme, derme e cartilagem que estara
localizada na subjacéncia da pele. Alem disso, também foram identificados estruturas anexas

que fazem parte da pele, como o foliculo piloso.
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4.7. Avaliacdo do potencial proliferativo

Para a analise do potencial proliferativo, a técnica de AgNOR foi realizada, onde a
partir da ligacdo da prata as NORs foi possivel visualizar a formacao de granulos escuros, que
sdo proteinas distribuidas pelo ndcleo das células. Assim, 12 imagens (magnitude 100x) por
animal foram obtidas usando um fotomicroscépio (Leica, DM5000 B; Wetzlar, Alemanha)
acoplado a uma camera digital (Leica DFC3000 FX; Wetzlar, Alemanha). Posteriormente, foi
realizado a quantificacdo de 100 ndcleos de células marcados e selecionados aleatoriamente,

onde se calculou os valores de AgGNOR area/célula (um?) e AGQNOR numero/célula.

4.6. Analise dos dados

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo de um total de oito repetigcdes
(um animal/uma repeticdo), sendo apresentados de forma descritiva.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo morfologica e morfométrica das camadas da pele, identificacdo e

quantificacédo de tecidos e células do pavilhao auricular apical de preas

Por meio da microscopia de luz, observou-se um tecido organizado de forma regular,
com evidente distincdo entre epiderme, caracterizada por um epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado e a derme formada por uma rica matriz extracelular (Figura 5A).
Assim, primeiramente na epiderme foi possivel identificar as camadas basal (4,8 + 0,53 pm),
espinhosa ou camada intermediaria (23,36 + 8,11 um) e o estrato cérneo (3,85 + 0,6 pum)
(Figura 5B-6A), aferindo-se uma espessura total de 32,01 + 4,4 um (Figura 6B).
Adicionalmente, nesta mesma regido, foi observado que a camada basal como uma camada
Unica de células e a camada intermediaria com média de quatro camadas de células
epidermais (Figura 5B).

Ainda, como constituicdo celular na regido epidermal, foi possivel visualizar as células
de Langerhans, queratindcitos e melandcitos (Figura 5B). Ja na regido mais profunda,
evidenciou-se a derme que continha uma area de 258,24 + 22,89 um, obtendo-se 290,25 *
23,68 um para espessura total do tecido (Figura 6B). Além disso, na regido dermal foram
identificados os fibroblastos e glandulas anexas, sendo estas evidenciadas pelas glandulas
sudoriparas e sebaceas (Figura 5B-C), localizadas principalmente na regido mais superficial,
préximas ao foliculo piloso, sendo esta a principal estrutura queratinizada da pele (Figura
5A).

Adicionalmente, os diferentes tipos celulares presentes na epiderme e na derme foram
quantificados (Tabela 1), observando que na epiderme os tipos celulares mais abundantes
foram queratindcitos (29,84 + 7,61) e melandcitos (29,91 £ 6,2). Além disso, a regido dermal
apresentou um numero de fibroblastos 112,14 + 11,33 com presenca de 1,23 + 0,36 glandulas
sudoriparas e 1,34 + 0,24 sebaceas. Finalmente, quanto as caracteristicas observadas na
cartilagem foram evidenciadas um pericéndrio com 10,51 + 1,81 um de espessura (Figura

5D; Figura 6B), com a presenca de 27,51 + 4,72 condrdcitos.
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Figura 5. Fotomicrografias do pavilhdo auricular apical de preéas coradas com HE. (A) Panorama
geral da cutis, evidenciando suas camadas, Epiderme (E), Derme (D), Tecido cartilaginoso (TC),
Tecido muscular (TM), Foliculo piloso (FP). (B) Corte perpendicular da pele indicando o Estrato
cérneo (ES), Camadas Intermediarias (Cl), Camada basal (BA), Célula de Langerhans (CL),
Queratinécito (A), Melanécito (*), Camada de células (CC), Fibroblastos (F), Glandula sudoripara
(GSD). (C) Anexos da derme, Glandulas sebaceas (GS) e Foliculo piloso (FP). (D) Tecido
cartilaginoso, Condrocitos (CD), Pericondrio (P). A 20x. B, C e D 40x.
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Figura 6. Mensuracdo da epiderme e suas camadas, derme, area total e pericondrio do pavilhdo
auricular apical de preas utilizando a coloracdo HE. Valores expressos em média + desvio padrao.
(A) Mensuracdo das camadas epidérmicas. (B) Mensuracéo da epiderme, derme, espessura total do

tecido e pericondrio.

Tabela 1. Namero de células da epiderme e derme do pavilhdo auricular apical de preés.

Quantificacao

Células
Media £ D.P. Variacao
Ii‘;'gé"’r‘z:rfs 24,80 + 2,41 15— 34
Queratindcitos 29,84 + 7,61 15-56
Melandcitos 29,91 £ 6,21 16 -51
Fibroblastos 112,14 + 11,33 68 — 158
Condrécitos 27,51+ 4,72 15-41

5.2. Avaliacdo morfoldgica e morfométrica da matriz extracelular do pavilhdo auricular

apical de preas

A partir da andlise do perfil de fibras colagenas e elasticas da matriz extracelular de
preas (Figura 7) foi possivel observar o padrdo do espessamento de fibras colagenas na
camada da derme, ndo sendo possivel distinguir derme papilar e reticular. Adicionalmente,
uma densidade total de colageno de 72,0 % + 0,1 foi obtida (Figura 7B). Na regido dérmica, a

identificacdo de fibras elésticas por meio do uso da hematoxilina de Weigert-Van Gienson
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revelou uma baixa propor¢do de fibras elasticas, quando comparadas as fibras colagenas
(Figura 7C).

9000 (B)
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Quantidade de colageno por area Area total do tecido avaliada

(nm?) (nm?)

Figura 7. Perfis de fibras colagenas e elasticas do pavilhdo auricular apical de preés. (A)
Corte perpendicular da pele indicando a area de colageno avaliada, corado por tricrdmico de
Gomori. (B) Valores por area e area total de colageno. (C) Corte perpendicular da pele
indicando fibras elasticas, corado por hematoxilina de Weigert-Van Gienson. Fibras elasticas
(*). A 40x. C 100x.
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5.3. Descricao ultraestrutural do pavilhdo auricular apical de preas

A partir da avaliacdo ultraestrutural do pavilhdo auricular apical de preas foi possivel
visualizar um panorama geral do tegumento (Figura 8A), sendo possivel distinguir as
camadas que formam a pele, sendo estas a epiderme e a derme (Figura 8B). Além disso,
abaixo da derme foi possivel evidenciar o tecido cartilaginoso (Figura 8B).

Assim, detalhando as estruturas encontradas em cada uma destas camadas, observou-
se que na epiderme ha uma camada mais superficial, o estrato cérneo (Figura 8C). J& na
derme, a qual esta localizada logo abaixo da epiderme, foi possivel identificar as fibras que
constituem a matriz extracelular (Figura 8D). Além disso, na regido mais profunda da pele,
foi possivel distinguir o tecido cartilaginoso, por meio da visualizagcdo dos condrdcitos
(Figura 8E), bem como as lacunas que sdo as regifes nas quais as células estdo localizadas
(Figura 8F).

Ainda, por meio das analises ultraestruturais do pavilhdo auricular apical de preas, foi
possivel visualizar como constituintes anexos a pele a ocorréncia de pelos (Figura 8G),
estruturas queratinizadas formadas pelas células que estdo na derme, e prolongadas até o

ducto exterior & epiderme.
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5.4. Avaliacao da atividade proliferativa de células do pavilh&o auricular apical de preas

A técnica de AgNOR foi utilizada para determinar o nimero e a area de granulos
escuros de fibroblastos, uma vez que estes indicam a atividade proliferativa celular. Nesse
contexto, os NORs puderam ser observados em fibroblastos localizadas na regido dermal
(Figura 9A). Portanto, para a atividade proliferativa de fibroblastos observou-se 1,36 + 0,15
para nimero de NORs/célula e 1,01 £ 0,13 de NORs de area/célula (Figura 9B).

N° de AgNOR/Célula Area de AgNOR/Célula

Figura 9. Avaliacdo do potencial proliferativo de fibroblastos da derme do pavilh&o auricular
apical de preéds, marcadas por meio do nitrato de prata (AgNOR). (A) Fotomicrografia
identificando NORs de fibroblastos (setas). 100x. (B) Média + desvio padrdo quanto ao

numero e area de NORs de fibroblastos.
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6. DISCUSSAO

O conhecimento acerca do padrdo morfologico da pele do pavilhdo auricular apical de
preas é fundamental para o estabelecimento de bancos somaticos voltados para roedores
silvestres. Nesse contexto, sabe-se que a arquitetura epidérmica de mamiferos é constituida
por cinco camadas, sendo estas a basal, espinhosa, granulosa, licida e o estrato corneo
bastante queratinizado (HIB, 2003). Contudo, na pele auricular de preas apenas foi possivel
visualizar a camada basal, espinhosa e o0 estrato corneo. Assim, essa caracteristica pode estar
associada principalmente ao tipo de pele estudada, sendo caracterizada como uma pele fina
(SOUZA et al., 2009), onde as camadas da granulosa e IUcida estdo menos evidentes ou quase
sempre ausente (HIB, 2003; SILVEIRA et al., 2009). Tal caracteristica foi similar ao
observado em ratos Wistar (BEM, 2008), catetos (BORGES et al., 2017) e onca-pintada
(PRAXEDES et al., 2019).

Ainda, sobre a epiderme, foi realizada a mensuracdo da espessura de cada uma de suas
camadas constituintes. Assim, quando comparamos a epiderme de preas com a de pacas
(ISOLA et al., 2013), foi observado que pacas apresentaram o dobro do espessamento da
camada coOrnea e da area total da epiderme para cada regido avaliada do tegumento. Em
contrapartida, ao compararmos as camadas epidérmicas de cutias, foi observado em preas
uma camada espinhosa mais espessa, quando comparada a estes animais (NASCIMENTO et
al., 2018). Contudo, a regido basal e o estrato cérneo foram menores quando comparados ao
mesmo animal. 1sso pode ter ocorrido porque apesar desses roedores pertencerem a mesma
ordem sdo espécies de familias diferentes, indicando possivelmente a particularidade existente
para cada espécie, ou ainda, que o ambiente pode refletir sobre os padrées morfoldgicos da
pele, uma vez que este 6rgao estd em contato direto com o meio ambiente. Estudos anteriores
demonstraram que as propriedades deste 6rgdo variam de acordo ndo s6 com o local em que
cada espécie habita (KLAUER et al., 1999; BIELAVSKI et al., 2018), como também a idade
e 0 género da espécie. Adicionalmente, a ocorréncia de desprendimento da camada cornea
pode levar a quantificacdo de uma maior espessura da epiderme (SILVEIRA et al., 2009). Por
outro lado, um estudo realizado por Ciena et al. (2017) em que descrevem as caracteristicas
morfologicas da regido da lingua de cobaias mostraram que a camada epidérmica é muito
maior quando comparado aos preas.

No que se refere a presenca de células constituintes da epiderme de preas foi
observado, principalmente, a presenga de queratindcitos que localizavam-se,

predominantemente, na camada basal e espinhosa, proximas aos melandcitos, conforme
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descrito para mamiferos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; ANDRADE; FERRARI, 2015)
Em geral, estas celulas s@o de grande importancia para a pele, pois sintetizam a melanina,
pigmento este relacionados a pelagem do animal (HIB, 2003; ANDRADE; FERRARI, 2015).

Desse modo, foi observado 29,84 + 7,61 de queratindcitos e 29,91 + 6,21 melandcitos
presentes na epiderme de preéds. Esse numero de células difere ao que € apresentado para as
cutias, onde os autores visualizaram uma média de 14,74 + 4,24 queratindcitos e 12,59 + 4,66
melanocitos (NASCIMENTO et al., 2018). Ja em estudos com catetos, Borges et al. (2017)
observaram uma média de 43,4 + 16,4 de melandcitos, valor quase que o dobro para o que foi
verificado em preéas. Essas divergéncias nos valores podem ser justificadas em virtude da
atividade proliferativa das células localizadas no estrato basal da epiderme (SILVA, 2015),
uma vez gque em catetos foi observado uma espessura da camada basal de 22,5 um, quando
comparado ao pred em que a espessura de sua camada foi 4,8 £ 0,53 pm.

Ja no que diz respeito a regido dermal foi possivel identificar a presenca de fibras
colagenas e elasticas, além dos fibroblastos como principal tipo celular. Ainda, foi possivel
visualizar também estruturas queratinizadas, como o pelo o qual estava localizado
especialmente na regido superficial da derme e as glandulas anexas, sendo a sebacea e
sudoripara que estavam esparsas sobre a camada dérmica associadas ao foliculo piloso.
Entretanto, no presente estudo ndo foi possivel distinguir a derme superficial ou papilar, bem
como a derme profunda ou reticular.

Esse resultado provavelmente estd relacionado a esta ser uma regido de pele fina,
corroborando com o descrito para outras espécies de roedores, como cutias (NASCIMENTO
et al., 2018) e cobaias (CIENA et al., 2017) onde também n&o foi possivel distinguir tais
camadas. Além disso, em pacas, foi possivel identificar e diferenciar as duas camadas dermais
(ISOLA et al., 2013), provavelmente porque neste estudo os autores descreveram a regido
como pele grossa. Ainda, em ratos domésticos, Santos et al. (2006) mostraram que a derme de
rato Wistar ndo apresentava as camadas da regido dermal, relatando que a pele pode variar
conforme a regido que esteja sendo estudada e que a derme sofre, normalmente,
espessamentos, justificando a néo distingéo entre essas camadas.

Assim, além da caracterizagdo da camada dérmica da pele do pavilh&o auricular apical
de preés, foi realizado também mensuracdo desta regido, obtendo-se uma espessura total de
258,24 + 22,89 um, o que divergiu de outros roedores silvestres e domésticos, como
observado na pele do pavilhdo auricular de cutias (183,10 = 44,01 pum; NASCIMENTO et al.
2018, na derme da regido toracica de pacas (3120,90 + 40,30 um; ISOLA et al., 2013) e em
ratos Wistar (673,63 £ 222,46 um, SILVA, 2015). Por outro lado, em outras espécies
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silvestres, Borges et al. (2017) observaram que a regido dermal da pele de catetos apresentava
uma espessura de 222,6 um. Ja em pele da regido toracica de suinos, obteve-se 3848,2 um e
em macacos-rhesus 1457,2 um (GRABAU et al.,, 1995). Em geral, foram observadas
diferencas significativas para todas as espécies descritas quando comparadas aos preas. I1sso
pode estar relacionado, em virtude da atividade sintética dos fibroblastos, ja que estas células
estdo intimamente relacionadas a producdo de fibras que constituem a regido dérmica (MOIR,
2004).

No que diz respeito a constituicdo celular da derme de preds, os fibroblastos
constituem o tipo celular mais abundante, sendo de grande importancia para a manutencao da
camada dérmica, bem como, por serem utilizados em ferramentas biotecnoldgicas visando a
conservacdo de espécies (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; PRAXEDES et al., 2019).
Portanto, levando em consideracdo esta premissa, foi realizada a quantificacdo de fibroblastos
na derme da pele de preds, onde obteve-se 112,14 + 11,33. Esse valor difere de outras
espécies filogeneticamente proximas aos preés, como cutias (103,53 + 24,73) e ratos Wistar a
qual os autores obtiveram um nimero de 7,14 + 4,71 células (SILVA, 2015; NASCIMENTO
et al., 2018). Por outro lado, Borges et al. (2017) quantificaram este mesmo tipo celular na
derme do pavilh&o auricular de catetos e observaram um nimero de 127,0 £+ 41,1 celulas. J&
em onca-pintada, Praxedes et al. (2019) verificaram um nimero de 20,6 £ 3,2 células. Dessa
forma, percebe-se que preds possuem uma elevada quantidade de fibroblastos, quando
comparados a outras espécies e esses valores se aproximam ao que foi reportado para cutias,
roedor filogeneticamente préximo.

Ainda, na derme foram observadas como estruturas anexas, as glandulas sebaceas e
sudoriparas, onde se obteve um numero de 1,34 + 0,24 para glandulas sebéceas e 1,23 + 0,36
de glandulas sudoriparas em preds. Em geral, essas glandulas desempenham papéis
fundamentais por meio da secrecdo de fluidos corporais, promovendo o controle e a
homeostase do animal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Dessa forma, comparando-se a
quantidade de glandulas presentes em preds e em outros roedores, observou-se que a partir da
descricdo morfologica da pele da cabega de Spalax (Spalax ehrenbergi) ndo é possivel
identifica-las (KLAUER et al., 1999). Isso pode estar relacionado ao habitat do animal, pois o
mesmo vive em ambientes desérticos e com pouca agua, sendo um gasto energético
desnecessario para a espécie na liberacdo de agua, diferentemente dos preas que vivem em
regides tropicais (KLAUER et al., 1999).

Ja no que diz respeito & quantificacdo de fibras presentes na derme, observou-se um

percentual de 72% = 0,1 de fibras colagenas, valor superior ao que é descrito para roedores,
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como a paca com 50% de colageno na pele da regido toracica e medial do carpo (ISOLA et
al., 2013) e em ratos com 45% (SILVA, 2015). J& em onga-pintada foi observado um
percentual de fibras coldgenas de oncas-amarelas e pretas de 65% e 49%, respectivamente
(PRAXEDES, 2019). Adicionalmente, comparando-se esse resultado ao que foi observado
para mamiferos domésticos como cées e gatos, observou-se o didmetro do perfil de coladgeno
com 87% (SOUZA et al., 2009). Ja comparando com suinos e preds, houveram também
divergéncias, uma vez que autores observaram uma baixa concentracdo de colageno da regido
da pele avaliada (KHIAO et al., 2019).

Em geral, a divergéncias de valores observados sob as diferentes espécies se da
principalmente pela manutencdo do nimero de células na derme, que dependem tanto do
balanco entre a proliferacdo e a morte celular (apoptose) de fibroblastos, ja que estes sdo
produtores das fibras que constituem a derme (SILVA, 2015). Além disso, pode estar
associado a faixa etaria do animal, uma vez que com o tempo a sintese de colageno da derme
decresce por diversos fatores, como o nimero de células e a acéo efetiva de horménios, como
0 estrogénio que induz a atividade proliferativa das células (LANGE, 2001; PAPALEO et al.,
2005).

Além de fibras colagenas presentes na derme de preds, foi realizada a identificacdo de
fibras elasticas. Assim, a partir das analises realizadas, foi evidenciado a presenca de fibras
elasticas sobre a camada dérmica, 0 que corroborou com 0s estudos observados tanto em
cutias quanto em ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), bem como em bufalos
mediterraneos (Bubalus bubalis), bovinos da raca Red Sindi (Bos indicus), suinos e humanos
(RIBEIRO et al., 2013; BRITO et al., 2013; KHIAO et al., 2019). Assim, em geral, as fibras
elasticas sdo de grande importancia para os tecidos do pavilhdo auricular, promovendo a
elasticidade do tecido, bem como auxiliando na fixacdo da pele sobre as estruturas adjacentes,
garantindo suporte ao longo da vida para o animal, uma vez que a falta desse componente
comprometeria a arquitetura do pavilh&o auricular e assim causaria doencas degenerativas ou
inflamatorias (KHIAO et al., 2019).

Abaixo da derme do pavilhdo auricular apical de preés, foi observado um terceiro
tecido, sendo este o tecido cartilaginoso o qual promove a manutencédo e a forma da estrutura
do tegumento do animal, como pdde ser observado por meio da analise da ultraestrutura e
morfologica. Assim, ao que se refere a este tecido, 0 mesmo é considerado um tipo de tecido
conjuntivo com caracteristicas de suporte a qual garante a forma de estruturas por se
apresentar altamente resistente (HIB, 2003). Contudo, este tecido apresenta uma

particularidade, ndo apresentar vasos sanguineos, sendo nutrido entdo pelo pericéndrio. Em
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geral, o pericondrio é uma camada de tecido conjuntivo em volta a cartilagem fornecendo a
nutricdo do mesmo (HIB, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Assim, no que se refere ao tecido cartilaginoso de preas, foi identificado o pericondrio
na regido mais superficial do tecido. Ainda na regido do pericondrio, foi possivel verificar
celulas semelhantes a fibroblastos chamadas de condroblastos. Estas células sdo imaturas e
posteriormente formam os condrocitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Os condrocitos
sdo o principal tipo celular do tecido cartilaginoso, esta célula é responsavel em garantir e
formar toda a matriz cartilaginosa. Segundo relatos histolégicos, as mesmas estdo localizadas
em lacunas do tecido (HIB, 2003). Assim, foi observado 27,51 + 4,72 células. Esse nimero
foi similar ao observado em cutias (NASCIMENTO et al., 2018), ratos Wistar (CARDOSO,
2018).

Além de avaliagcbes morfologicas destes tecidos por diferentes coloracdes, foi
caracterizada por meio da técnica de MEV a pele apical do pavilhdo auricular de preés.
Assim, a partir dos resultados obtidos, percebeu-se, inicialmente que a regido estudada,
ultraestruturalmente, se divide em duas camadas, sendo a epiderme e derme conforme é
observado descri¢fes para roedores e mamiferos silvestres, padrdo este também evidenciado
por meio da histologia classica (SAMUELSON, 2007).

Finalmente, avaliando-se a atividade proliferativa de fibroblastos por AQNOR, na pele
de preas foram obtidos valores que estdo de acordo ao que foi descrito por Bezerra (2018) na
avaliacdo de células de placenta de preds. Em contrapartida, estudos realizados com cutias
mostraram que o numero AgNORs em fibroblastos da derme do pavilhdo foi maior quando
comparado ao de preas, onde os autores obtiveram valores de 1,69 + 0,67 numero de
AgNOR/célula e 1,85 + 1,0 para area de AgNOR/célula (AQUINO et al., 2019). Ja em outros
mamiferos silvestres, Borges et al. (2017) e Praxedes et al. (2019) observaram que a atividade
proliferativa de fibroblastos de catetos foi de 2,48 para area de AgNOR/célula e de onca-

pintada foi 1,2 para atividade proliferativa, respectivamente.
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7. CONCLUSOES

Este foi o primeiro trabalho que caracterizou o pavilhdo auricular apical de preas,
permitindo-se concluir que ha similaridades e diferencas quanto a arquitetura do pavilhao
auricular apical desses animais. Dessa forma, diferentes parametros observados neste estudo
divergiram de outros roedores e mamiferos silvestres, para a organizacdo e espessura das
camadas epidermais, numero de células que as formam, concentracdo de fibras colagenas e
potencial proliferativo dos fibroblastos.

Finalmente, por meio deste estudo, puderam-se estabelecer padrbes no que diz respeito
ao perfil morfoldgico, morfométrico, ultraestrutural e proliferativo do pavilhdo auricular
apical de preéas, permitindo, conhecer e auxiliar em protocolos que visem a conservacao de
amostras somaticas ndo sé desta espécie, mas de outros roedores silvestres proximos

filogeneticamente.
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