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RESUMO

As cutias (Dasyprocta leporina) sdo importantes roedores silvestres presentes no bioma
Caatinga, atuando como dispersores de sementes e inseridos na teia alimentar, auxiliando na
manutencdo da biodiversidade. Devido sua boa adaptabilidade em cativeiros, esses mamiferos
podem ser empregados como modelo experimental para espécies filogeneticamente proximas.
Neste contexto, a descri¢cdo de tecidos somaticos derivados do pavilhdo auricular apical € um
valioso parametro no desenvolvimento e aprimoramento de protocolos de criopreservacao e
cultivo in vitro desses tecidos, visando a obtencdo de células somaticas. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar por meio de avaliagbes morfologicas, morfométricas,
ultraestruturais e proliferativas o pavilhdo auricular apical de cutias. Para tanto, amostras
teciduais de oito cutias pertencentes ao Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres
(CEMAS/UFERSA) foram recuperadas e transportadas ao laboratério em solucdo tampéo
fosfato de sédio (PBS) a 4 °C por até 1 h. No laboratério, os fragmentos foram
tricotomizados, fragmentados em 9,0 mm? e fixados em glutaraldeido a 2,5% em PBS
tamponado para microscopia eletrénica de varredura (MEV) ou paraformaldeido a 4% em
PBS tamponado para a histologia classica. Apds o periodo de fixacdo, os fragmentos foram
destinados para MEV onde eles foram pds-fixados em tetroxido de ésmio, desidratados em
concentracdes crescentes de alcool etilico, secados ao ponto critico e metalizados. Os outros
fragmentos foram preparados de acordo com as etapas padrdes da histologia cléssica, onde
foram desidratados em concentracBes crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol,
inclusos e emblocados em parafina, microtomizados (5,0 um) e corados com hematoxilina-
eosina, tricromico de Gomori, hematoxilina de Weigert-Van Gieson e marca¢do com nitrato
de prata das regides organizadoras nucleolares argirofilicas (AgNOR). Com as laminas
histologicas foram obtidas imagens aleatérias e analisadas com o software ImageJ. Em todas
as andlises, os valores foram expressos como média * desvio padrdo (1 animal/l repetigdo).
Assim, foram obtidas médias de 30,51 + 6,55 um e 183,10 + 44,01 um para espessura da
epiderme e derme, respectivamente, perfazendo uma espessura total da pele de 211,76 + 46,00
um. Além disso, foram obtidos médias das espessuras das camadas da epiderme, sendo cornea
(5,26 £ 2,46 um), intermediarias (16,37 + 6,23 pum) ¢ basal (9,91 + 2,11 pm). Na derme nédo
foi possivel distinguir as camadas papilar e reticular. Na cartilagem, a espessura do
pericondrio foi de 27,57 £ 6,07 um. Para a quantificagdo celular, foram obtidas médias de
melandcitos (12,59 + 4,66), queratindcitos (14,74 + 4,24), células epidermais (61,66 + 15,22),
fibroblastos (103,53 + 24,73) e condrécitos (32,73 + 9,04). Por meio da MEV, foi possivel
observar detalhes da ultraestrutura do tecido, como a jungdo das camadas, as lacunas da
cartilagem, e anexos dermais. Para a quantificacdo de fibras coldgenas na derme, foi obtido
um média de 68,00 + 5,50%. Em virtude de sua baixa concentracdo, ndo foi possivel realizar a
quantificacdo de fibras elasticas. Para atividade proliferativa, obteve-se um média de 1,69 +
0,68 AgNOR/célula, 1,86 + 1,07 como &rea individual de cada AgNOR e 3,15 £+ 1,57 como
area de AgNOR/nucleo. Em concluséo, este foi o primeiro trabalho realizando a descri¢do da
morfologia, morfometria, ultraestrutura e atividade proliferativa da regido do pavilhédo
auricular apical de cutias, onde diferencas foram observadas em relacdo a roedores e outros
mamiferos, quanto aos tipos, quantidade e espessura das camadas da epiderme, quantidade de
melandcitos e queratindcitos. Além disso, divergéncias foram observadas para a espessura da
derme, quantidade de fibras colagenas e quantidade de fibroblastos, bem como seu potencial
proliferativo. A partir dos resultados obtidos, permite-se uma melhor otimizacdo de
protocolos de cultivo in vitro e criopreservacao.

Palavras-chave: roedores silvestres, género Dasyprocta, avaliagao histologica, pele.
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1. INTRODUCAO

A investigacdo por novas ferramentas voltadas para a conservacao da biodiversidade,
bem como para a producdo sustentavel de mamiferos € uma corrente crescente da fauna
silvestre (PIRES; GALETTI, 2012). Dois principios importantes regem essa tematica, um
voltado para o conhecimento fisiol6gico e morfoldgico das espécies e suas relagdes cientificas
(FORTES et al., 2005), e outro para o estudo de mecanismos de producdo econdmica
associada ao aumento de rendimentos da populacdo humana (MENDONCA et al., 2006).

Para ambos os principios, estratégias voltadas para a manutencdo do ecossistema
global sdo essenciais para a continuidade da diversidade faunistica (SOUZA et al., 2012).
Assim, dentre as estratégias que podem ser aplicadas, tém-se aquelas in situ, as quais
preservam um habitat e as espécies nele existentes (LICHT, 2017). Contudo, sua realizacdo
envolve fatores relacionados a espaco, condigdes ambientais e econdmicas que podem
inviabilizar tal estratégia (COMIZZOLI et al., 2000).

J& as estratégias ex situ in vitro tém sido sugeridas, especialmente por permitir o
estabelecimento e manutencdo de recursos geneticos pela formacdo de bancos bioldgicos
(COMIZZOLI, 2017). Em geral, esses bancos envolvem a criopreservacdo de gametas,
embrides, células somaticas, tecidos gonadais e somaticos (LEON-QUINTO et al., 2009), e se
caracterizam por manter amostras biolgicas armazenadas e criopreservadas por um longo
periodo, permitindo também a identificacdo génica e de acordo com as finalidades
econdmicas, ecologicas e filogenéticas (MOREIRA, 2012).

Dentre todos os materiais biologicos que podem ser conservados, as amostras
somaticas tém merecido destaque (PRAXEDES et al., 2018) em virtude de alguns fatores,
como a obtencdo de amostras independente do género e estagio reprodutivo do individuo, e o
emprego das células para a multiplicagcdo da populacdo, usando a clonagem por transferéncia
nuclear de células somaticas (TNCS) (WANI et al,, 2017), e para a producdo de células-
tronco pluripotentes induzidas (iPS) (VERMA et al., 2012). Adicionalmente, amostras
somaticas vém sendo empregadas para pesquisas voltadas para o comportamento proliferativo
e de diferenciagdo celular in vitro e in vivo (CARVALHO et al., 2015).

Assim, como etapa importante na manipulacdo de amostras somaticas, faz-se
necessario inicialmente caracterizar a regido do animal a ser coletada, quanto a identificacao e
quantificacdo do nimero de células, tecidos, camadas e demais estruturas. Nesse sentido, em
se tratando de tecidos derivados do pavilhdo auricular apical, a qual tem sido a regido mais

empregada para a recuperacdo de células somaticas (PRAXEDES et al.,, 2018), o seu
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conhecimento morfoldgico, morfométrico, ultraestrutural, bem como o potencial proliferativo
de suas células é essencial para 0 emprego adequado dos protocolos de criopreservacdo e
cultivo in vitro dos tecidos (BORGES et al., 2017a).

Nesse contexto, visando aprimorar os estudos voltados para a conservagédo de roedores
silvestres do bioma Caatinga, como as cutias (Dasyprocta leporina), a caracterizagdo do
pavilhdo auricular apical dessa espécie representa um ponto importante para o0 uso de
amostras somaticas em algumas biotecnologias. Embora tenha sua populacdo considerada
pela Uni&o Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN) (EMMONS; REID, 2016)
CcOmMo menos preocupante, a importancia dessa espécie ndo se resume apenas na conservagdo
da biodiversidade, mas também em fatores econdmicos e ecoldgicos (JORGE; PERES, 2005;
PIMENTEL; TABARELLI, 2004). A cutia tem um papel econémico na producdo de carne
(JORGE; PERES, 2005) e ecolégico pela dispersao de sementes (PFIMENTEL; TABARELLLI,
2004). Além disso, o conhecimento cientifico acerca da D. leporina permitiria sua aplicacdo
em outras espécies filogeneticamente proximas, como a D. ruatanica que se encontra
ameacada de extincdo (SCHIPPER et al.,, 2016) e a D. mexicana que estd criticamente
ameacada de extingio (VAZQUEZ et al., 2008). Portanto, esclarecimentos referentes ao
pavilhdo auricular apical de cutias proporcionaria um conhecimento morfoldgico dessa regiao,
bem como a aplicacdo desse conhecimento a outras espécies filogeneticamente proximas e

gue se encontram ameacadas de extincao.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Importancia ecoldgica, econdmica e cientifica das cutias

A ordem Rodentia é a mais numerosa dos mamiferos placentérios, sendo constituida
por mais de 2.000 espécies, e correspondendo a 40% das espécies de mamiferos (PAGLIA
etal., 2012). Entre as principais espécies silvestres estudadas na América do Sul, ttm-se a
cutia (D. leporina) em virtude principalmente da sua adaptacdo em cativeiros e fonte de renda
pela produgéo de carne e couro (LOPES et al., 2004).

Além de pertencerem a ordem Rodentia, as cutias fazem parte da classe Mammalia,
familia Dasyproctidae e género Dasyprocta, estando na mesma ordem das pacas (Cuniculus
paca), do cobaio (Cavia porcellus), do ouri¢o (Erinaceus europaeus) e do prea (Galea spixii)
(ALMEIDA et al., 2003; WOODS; KILPATRICK, 2005). Em geral, as cutias (Dasyprocta
spp.) sdo encontradas no sul do México, sul da América Central e em regides tropicais da
América do Sul, principalmente nas regides norte, nordeste e sudeste do Brasil
(FERREGUETTI et al., 2018). No Brasil, sdo encontradas cinco espécies: D. azarae, D.
fuliginosa, D. prymnolopha, D. punctata e D. leporina (HOSKEN; SILVEIRA, 2001). Ainda,
a D. leporina (Figura 1) ocorre na bacia amazonica ao sul do rio Amazonas, entre 0s rios
Madeira e Tocantins, e no leste do Brasil, nos estados da Paraiba, Pernambuco e Bahia (REIS
etal., 2011).

Figura 1. Cutias (D. leporina) mantidas em sistema intensivo no Centro de Multiplicacéo de
Animais Silvestres (CEMAS/UFERSA). Fonte: CEMAS/UFERSA.
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Nessas regides, as cutias vivem em condic¢des naturais, como matas e areas cultivadas,
preferindo tocas subterraneas, vegetacdo densa e proximidade com a agua (MOLLINEAU et
al., 2008). Nessas condicOes, esses roedores sdo importantes como dispersores de sementes,
inserindo-se naturalmente na teia alimentar e interferindo na vegetagdo local (PIMENTEL;
TABARELLI, 2004; GALETTI et al., 2015). Além disso, as cutias atuam na aera¢do dos
solos em virtude da formacdo de suas tocas, nas quais por meio da sua urina e defecacédo
auxiliam na reposicdo de nutrientes e sais inorganicos para 0 solo (COSTA et al., 2013).
Adicionalmente, auxiliam na fixacdo de plantas por possuirem habitos de enterrar seus
alimentos (HOSKEN; SILVEIRA, 2001).

No aspecto econdmico, as cutias tém atuado como fonte proteica alternativa, em
virtude do seu potencial econémico para a producdo e venda de carne (JONES et al., 2019).
Além disso, o couro e os pelos tém sido empregados para comercializacdo nacional e
internacional (SILVA et al., 2010). Adicionalmente, 0o comportamento desses animais
desperta o interesse do turismo (COSTA et al., 2013). Contudo, em virtude dessa abordagem
econdmica, a caca predatdria tem gerado preocupacao em diferentes regides (RODRIGUES et
al., 2003), associada ainda as alteracdes climaticas e desmatamento, resultando numa redugéo
no quantitativo desses individuos (FERREGUETTI et al., 2018).

Ja no aspecto cientifico, as cutias possuem um papel importante, especialmente pela
sua adaptacdo a cativeiros, as quais permitem seu emprego em pesquisas cientificas voltadas
para a reproducdo e conservagdo (CASTELO et al., 2015), bem como sua utilizagdo como
modelos experimentais em pesquisas voltadas para a conservacdo de espécies ameacadas de
extincdo (CARVALHO et al., 2015), como a D. ruatanica (SCHIPPER et al., 2016) e a D.
mexicana (VAZQUEZ et al., 2008).

Assim, diante dos seus aspectos ecologicos, econdmicos e cientificos, faz-se
necessario desenvolver estratégias de conservacdo para as cutias. Nesse contexto, uma
alternativa seria a formacdo de bancos de amostras sométicas, as quais quando preparadas
adequadamente permite a conservacdo de informagdes genéticas da espécie e seu uso em
biotécnicas (LEON-QUINTO et al., 2009).

2.2. Conservacdo de cutias utilizando amostras somaticas

Embora ndo tenha sua populacdo considerada criticamente ameacgada de extingdo
(EMMONS; REID, 2016), as cutias tém seu quantitativo reduzido especialmente em virtude
da caca predatdria e desmatamento de seu habitat (FERREGUETTI et al., 2018). Nesse
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sentido, uma das alternativas para conservacdo consiste na criopreservagdo (COSTA et al.,
2015) e cultivo in vitro de amostras somaticas (CARVALHO et al., 2015). Embora poucos
estudos sejam ainda relatados nessa tematica de amostras somaticas para as cutias, varios
outros estudos tém sido desenvolvidos para cobaios (Cavia porcellus), mamiferos da mesma
ordem das cutias, 0s quais sdéo amplamente empregados em pesquisas voltadas para humanos
(COSTA; MARTINS, 2008). Assim, estudos foram desenvolvidos em cobaios gquanto a
caracterizacdo de fibroblastos (MEHRABANI et al., 2014) e andlises citogenéticas
(ROMANENKO et al., 2015).

Nesse sentido, a primeira etapa da implementacdo de amostras sométicas como
estratégias de conservacdo, consiste no conhecimento morfolégico de tecidos e células a
serem empregadas (CONDE-JUNIOR et al., 2012; ROCHA et al., 2012; CIENA et al., 2013).
Em cutias, estudos voltados para essa tematica foram desenvolvidos a partir de amostras
coletadas de diferentes regides do individuo (Quadro 1), apresentando diferentes finalidades.
Assim, Conde-Junior et al. (2012) descreveram a morfofisiologia e morfometria de células
sanguineas de cutias que no mesmo ano permitiu Rocha et al. (2012) identificarem os
diferentes estagios de maturacdo de células progenitoras hematopoiéticas. Ainda, foi possivel
observar as caracteristicas estruturais e ultraestruturais da lingua de cutias (CIENA et al.,
2013). Carvalho et al. (2015) isolaram, expandiram, diferenciaram e caracterizaram por
técnicas de cultivo in vitro células progenitoras da polpa dentaria, usando os conhecimentos
anatdmicos e histolégicos anteriormente obtidos (SILVA et al., 2013). Também foi realizado
estudo com a plasticidade estrutural e o isolamento de células progenitoras do cordao
umbilical de cutias (CARVALHO et al., 2019). Além disso, Nascimento et al. (2018)
realizaram a descricdo de parametros morfologicos e morfométricos da pele do pavilhdo

auricular apical desse animal.
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Quadro 1. Estudos morfoldgicos, morfométricos e celulares de amostras somaticas derivadas

de diferentes espécies do género Dasyprocta.

Espécie Fonte Finalidade Referéncias
Sangue Morfofisiologia e morfometria de Conde-Junior et
celulas sanguineas al. (2012)
Sangue Cultivo in vitro de células Rocha et al.
progenitoras (2012)
Dente Aspectos anatémicos e Silva et al
0. histol6gicos (2013)

prymnolopha

Polpa dentaria  Isolamento, expansdo, Carvalho et al.
diferenciacdo e caracterizacdo de (2015)

células progenitoras

Corddo umbilical Plasticidade estrutural e Carvalho et al.

isolamento de células progenitoras (2019)

Lingua Caracteristicas  estruturais e Ciena et al
) ultraestruturais (2013)
D. leporina : _ _ : _ i
Glandulas Descricdo das glandulas salivares Oliveira Junior
salivares maiores et al. (2016)

Uma estratégia interessante do uso de amostras somaticas para a conservagdo de
mamiferos silvestres consiste no seu uso na clonagem por transferéncia nuclear de células
somaticas. Embora ainda ndo observado em nenhuma espécie do género Dasyprocta, 0 uso
desta técnica permitiria ndo somente contribuir para a conservacdo da biodiversidade, mas
também no aumento produtivo de individuos de interesse zootécnico (LEON-QUINTO et al.,
2009; SILVA et al., 2017).

Nessa tematica, uma das etapas consiste na criopreservacdo de amostras somaticas, as
quais as células poderiam ser empregadas como doadoras de nulcleo (carioplastos) na
clonagem por transferéncia nuclear usando o6citos receptores (citoplastos). Essas amostras
tém sido na maioria dos trabalhos recuperadas do pavilhdo auricular apical em virtude
principalmente da facilidade das condicGes de colheita (PRAXEDES et al., 2018) e das
células obtidas (fibroblastos) serem consideradas modelos interessantes de reprogramacao
nuclear (PEREIRA et al., 2014).
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Nesse sentido, para garantir a qualidade desses fibroblastos, protocolos de
criopreservacdo teciduais devem ser estabelecidos e serem baseados nas informacdes
morfoldgicas, morfométricas e proliferativas da regido coletada. Um exemplo interessante
dessa abordagem ja foi desenvolvido para catetos (Pecari tajacu), mamiferos silvestres do
bioma Caatinga, 0s quais apds caracterizacao da regido auricular periférica com a observacéao
de aspectos marcantes dessa regido, quando comparada aos demais mamiferos, especialmente
guanto ao numero de camadas e espessura da epiderme, quantidade de células epidermais,
melandcitos e parametros proliferativos (BORGES et al., 2017a), protocolos mais especificos
de criopreservacgdo foram desenvolvidos, quanto a defini¢do da técnica de criopreservacdo de
amostras somaticas (BORGES et al., 2017b) e escolha dos crioprotetores (BORGES et al.,
2018).

Especificamente para cutias, ha a necessidade do desenvolvimento de protocolos
adequados de criopreservacao do pavilhdo auricular apical, visando a conservagéao de células
somaticas para diferentes finalidades cientificas e reprodutivas. Além disso, essa abordagem
se fortalece, uma vez que em regides externas (pele auricular, pele abdominal e pele caudal),
diferencas podem ser observadas quanto a descricdio morfolégica, morfomeétrica e

ultraestrutural como observado em pacas (ISOLA et al., 2013).

2.3. Analises descritivas e semi-quantitativas da regido de colheita das amostras

somaticas

As andlises semi-quantitativas e descritivas morfologicas, morfométricas,
ultraestruturais e proliferativas sdo desenvolvidas, visando inicialmente conhecer as
caracteristicas celulares e teciduais de uma determinada espécie, e relacionar essas
caracteristicas com as demais espécies filogeneticamente proximas (SILVA et al., 2017).
Além disso, quando a regido ou 6rgdo do animal silvestre é coletado, objetivando aplicacdo
dessa amostra em procedimentos de cultivo in vitro e criopreservacdo, faz-se necessario
caracterizar tal regido a fim de otimizar a realizacdo desses procedimentos (BORGES et al.,
2017a).

Para essas diferentes finalidades, estudos tém sido realizados em alguns mamiferos
silvestres, como em pacas (ISOLA et al., 2013), ratas Wistar (Rattus norvegicus albinus,
SILVA, 2015), catetos (BORGES et al., 2017a), preds (AQUNO et al., 2018), oncas-pintadas
(PRAXEDES, 2019). Enquanto Borges et al. (2017a) caracterizaram a pele de catetos para
definicdo das condigdes de criopreservacdo de tecidos dessa regido, Isola et al. (2013)
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descreveram todo o sistema tegumentar de pacas, a fim de correlacionar com as demais
espécies, Silva (2015) analisou a histomorfometria da pele de ratas Wistar e sua relagdo com a
diminuicdo de estrogeno, Aquino et al. (2018) caracterizaram a regido auricular de preéas e
Praxedes (2019) descreveu a pele do pavilhdo auricular apical de ongas-pintadas de pelagem

amarela e preta, buscando diferencas entre as mesmas.

2.3.1. Anélises morfologicas

Estudos por histologia cldssica sdo uma importante ferramenta utilizada das mais
diferentes formas, seja na realizacdo de analises morfoldgicas, fisioldgicas, patoldgicas (LUZ
et al., 2017). Esta técnica permite a avaliacdo de tecidos frescos e apds a descongelacéo para
visualizar possiveis danos teciduais em virtude da técnica (BORGES et al., 2018). Algumas
caracteristicas a tornam uma técnica usual na caracterizacdo de tecidos somaticos, em especial
do pavilhdo auricular apical, como sua facilidade, baixo custo, padronizacdo de réplicas,
rapidez na execucao, e pouca infraestrutura necessaria (LUZ et al., 2017).

Dentre os corantes utilizados nesta metodologia esta a hematoxilina, que por possuir
carater basico, tem atracdo por substancias acidas presentes nos tecidos, como os ndcleos e
acidos nucleicos, corando-os em azul-parpura. J& a eosina, sendo é&cida, cora
predominantemente o citoplasma, as fibras coldgenas e outras estruturas compostas por
substancias com carater basico, corando-as em vermelho (WITTEKIND, 2003). A partir dos
resultados obtidos, podem-se delimitar os padrOes de pele fina e grossa, espessura da
epiderme e suas camadas, as células presentes, bem como avaliar e quantificar pardmetros na
derme, cartilagem, hipoderme e anexos da pele, permitindo a avaliacdo da qualidade deste
tecido e estabelecimento de padrdes in vitro (NUNES; CINSA, 2016).

Contudo, nem sempre as avaliaces pela histologia classica utilizando hematoxilina e
eosina sdo suficientes para as analises (LOPES; MALHAO, 2016), sendo necessario o
emprego de técnicas auxiliares como a avaliagdo das fibras colagenas e elasticas pela técnica
de tricrbmico de Gomori e hematoxilina de Weigert-Van Gieson, respectivamente, e a
avaliacdo do potencial proliferativo por meio da marcagdo com nitrato de prata das regides
organizadoras nucleolares argirofilicas (AgNORS) irdo permitir obter um maior conhecimento
do tecido analisado (OSHIMA,; FORONES, 2001).
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2.3.2. Analises morfométricas

A analise morfométrica € um dos métodos mais utilizados dentro da histologia, ja que
ela permite a avaliagdo do tecido, sua morfologia, morfometria, ajudando na determinacéao de
alteracGes que possam acontecer no tecido, como algumas injdrias ou desprendimento de
camadas (MALVASIO et al., 2012). Em geral, essa analise garante uma maior confiabilidade
da qualidade do tecido, principalmente quando o mesmo é submetido a técnicas de
conservacao de amostras somaticas, como a congelacdo lenta (PRAXEDES et al., 2019),
vitrificacdo (BORGES et al., 2018) e refrigeracdo (QUEIROZ NETA et al., 2018).

Assim, dentro dos principais parametros que podem ser analisados quanto a
morfometria de tecidos oriundos da pele, estdo a espessura e distribuicdo de camadas
epidérmicas e dérmica com a hematoxilina e eosina, o perfil de fibras coldgenas com o
tricromico de Gomori e padrdo de fibras elasticas com a hematoxilina de Weigert-Van
Gieson. Algumas destas coloracdes foram realizadas em estudos com roedores como pode ser
observado por Bezerra et al. (2018) e Isola et al. (2013), quando realizaram avaliacdes
histomorfométricas da subplacenta de preas (G. spixii) e do tegumento de pacas (C. paca),
respectivamente. Ainda é possivel observar estudos de caracterizacdo histomorfoldgica do
pavilhdo auricular apical de catetos, visando otimizar protocolos de criopreservagdo para
conservar amostras bioldgicas desta espécie (BORGES et al., 2017a).

Parametros morfomeétricos, como a distribuicdo e espessura das camadas celulares,
perfil de distribuicdo das fibras colagenas foram utilizados na descricdo da pele do pavilhdo
auricular apical de catetos por Borges et al. (2017a). Essas analises também foram
empregadas em estudo com a pele do pavilh&@o auricular apical de onga-pintada que objetivou
comparar a melhor técnica de criopreservacdo desse tecido, sendo utilizada a congelacéo
lenta, vitrificacdo direta em criotubos e vitrificacdo em superficie sélida (VSS), onde foi
realizada a mensuracdo das camadas da pele e quantificacdo da matriz de fibras colagenas
para concluir que a VSS como a técnica que promoveu menos danos ao tecido (PRAXEDES
etal., 2019).

Portanto, estudos morfométricos associados a andlises proliferativas das células
permitira um maior conhecimento acerca do tecido que esteja sendo avaliado, permitindo
otimizar os protocolos de conservacdo dessas amostras, bem como para outras aplicagoes

biotecnoldgicas.
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2.3.3. Analises ultraestruturais

Uma das abordagens mais fomentadas atualmente séo as analises ultraestruturais, que
permitem predizer a forma, estrutura e integridade de amostras bioldgicas, bem como algumas
anormalidades e deformacdes que elas podem apresentar (SILVA et al., 2019). Assim, como
principal técnica utilizada para esta abordagem, tém-se microscopia eletrénica de varredura
(MEV), que se baseia no uso de feixes de elétrons no lugar de fétons como observados em
microscépios Opticos convencionais, permitindo solucionar o problema de resolucéo
relacionado com a fonte de luz branca (DEDAVID et al., 2007).

Nesse contexto, a MEV se tornou nas mais diversas &reas um instrumento
imprescindivel para a analise ultraestrutural. 1sso porque a técnica possibilita investigar
superficies de amostras com aproximacéao da ordem de centenas de milhares de vezes (TELES
et al.,, 2017). Assim, & medida que o feixe de elétrons varre a superficie da amostra, em
especial, tecido somatico do pavilhdo auricular da pele, sua interacdo com o material
analisado gera diferentes tipos de sinal que sdo utilizados para a formacdo de imagens ou
analise da composicdo da amostra, fornecendo informagdes quanto a sua morfologia e
topografia (DEDAVID et al., 2007).

Esta técnica apresenta inimeras vantagens, como ndo requerer grandes etapas para a
obtencdo de imagens, possuir uma ampla variedade de magnitude, alta profundidade de
campo e facil interpretacdo das micrografias que séo geradas (GOMES et al., 2017). Assim, a
partir da MEV, é possivel revelar uma riqueza de detalhes podendo ser utilizado em uma
infinidade de amostras, a qual pode ser identificado e caracterizado estruturas que compde o0
pavilhdo auricular apical de cutias, como a epiderme, derme, tecido cartilaginoso e glandulas
anexas que o constitui, como observado em estudos realizados com o tegumento de pacas
(ISOLA etal., 2013).

Em cutias, a microscopia eletrénica de varredura ja foi utilizada na andlise da
ultraestrutura da lingua desses animais, bem como a visualizacdo da sua superficie dorsal e
ultraestrutura epitelial (CIENA et al., 2013). Com o auxilio desta técnica, Silva et al. (2013)
realizaram a descricdo ultraestrutural do dente de cutia (D. prymnolopha). J& Oliveira Junior
et al. (2016) realizaram com o auxilio da MEV a descri¢do de toda a morfologia das glandulas
salivares maiores de cutias (D. leporina), visando a manutengdo destes animais em cativeiro.

Contudo, somente estruturas superficiais podem ser examinadas por meio da MEV,
sendo necessario entdo utilizar outras ferramentas, como a microscopia eletrénica de

transmissdo (MET) caso seja necessario um maior detalhamento do tecido analisado, suas
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células (PADILHA, 2013). Em estudo realizado por Rodrigues et al. (2006) com cutia (D.
leporina), foi realizada a descricdo da ultraestrutura da subplacenta deste animal utilizando a
MET. Além disso, em cutias (D. aguti), Ciena et al. (2013) utilizaram a MET para a
visualizacdo das camadas celulares e detalhes das células que constituiam o epitélio dorsal da
lingua destes animais. Em catetos, Borges et al. (2017a) utilizaram a MET para a visualizacéo
das fibras colagenas presentes na derme da pele do pavilhdo auricular apical destes animais.
Visando complementar os dados obtidos na descricdo da pele do pavilhdo auricular
apical de cutias, analises do potencial proliferativo podem ser aplicadas visando entender o

metabolismo celular.

2.3.4. Andlises proliferativas

Uma das técnicas das quais vem sendo empregadas para avaliaces do pavilhdo
auricular de animais silvestres é a técnica de marcacdo com nitrato de prata das regies
organizadoras nucleolares argirofilicas (TRERE, 2000). Essa metodologia utiliza a prata que
se liga as regibes organizadoras nucleolares (NORs). Elas sdo alcas de 4cido
desoxirribonucleico (DNA) que transcrevem o acido ribonucleico ribossomal (RNAr) e estdo
localizadas em humanos no braco curto dos cromossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21 e 22,
podendo ser visualizadas pela técnica de marcagdo com prata que reconhece as proteinas
associadas a alca de DNA, a qual é identificada como pontos pretos intranucleares, que
posteriormente podem ser quantificados e mensurados, indicando a atividade transcricional,
bem como o potencial proliferativo e o metabolismo celular (GILL et al., 2011; VIEIRA,
2013).

Assim, diferentes abordagens podem ser realizadas acerca desta marcacéo,
principalmente, quando estdo relacionados a patologias (VIEIRA, 2013), ja que é uma técnica
amplamente empregada para estimar o progndstico de células, como observado em animais
domeésticos (CHACUR et al., 2015), onde os mesmos avaliaram as células de testiculos de
ovinos, na busca por linhagens celulares saudaveis. J& em mamiferos silvestres, visando a
otimizacdo de tecnicas de conservacdo animal por meio desta ferramenta, destacam-se
também estudos realizados com a subplacenta de preds por Bezerra et al. (2018), onde a
marcacdo foi empregada na identificacdo e avaliacdo da qualidade de células constituintes
desta estrutura. Essa ferramenta também ja foi empregada em catetos na caracterizagdo
histoldgica de tecidos somaticos da pele desta espécie, por meio da contagem de NORs de
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fibroblastos que sdo células de grande potencial biotecnolégico (BORGES et al., 2017a), bem
como em estudos da solucéo de criopreservacdo ideal para o tecido (BORGES et al., 2018).

Além disso, estudos do potencial proliferativo tém sido realizados objetivando
conhecer a qualidade de tecidos, como por exemplo no realizado por Queiroz Neta et al.
(2018) com catetos onde os pesquisadores observaram que houve diminui¢do na quantidade e
na area de AgNOR em fibroblastos dos fragmentos armazenados sob refrigeracdo durante
periodo de 30 e 50 dias. Essa diminuicao influenciou diretamente na qualidade do cultivo in
vitro destes explantes, onde foi observado um aumento da quantidade de dias de cultivo, de
crescimento de células, bem como do seu tempo de duplicagéo.

Desse modo, é sabido que o uso de ferramentas adicionais, como a técnica de AQNOR
sdo imprescindiveis no conhecimento acerca do tecido e na selecdo dagqueles com qualidades
superiores. Assim, utilizando-se desta metodologia podem-se obter importantes informagdes
quanto a cinética proliferativa de células e assim aplicar posteriormente biotécnicas de

conservacgao ou reproducéo.

2.4. Descricéo do pavilhdo auricular apical

O termo orelha consiste no conjunto de estruturas que constituem o sistema vestibular
periférico e auditivo de um animal (LUCAS et al., 2016). Esse 6rgao € responsavel pela
percepcao de sons e ruidos, sendo o 6rgdo de manutencao do equilibrio e orientacdo espacial
do organismo inteiro (KONIG; LIEBICH, 2011). Externamente, a orelha é composta por duas
divisGes: o pavilhdo auricular e 0 meato acustico externo. O pavilhdo auricular consiste numa
porcdo cartilaginosa revestida pela pele e situada lateralmente a cabeca, enquanto 0 meato
acustico externo consiste no canal de comunicacdo entre a base auricular e a membrana
timpanica por meio de uma abertura do osso temporal (DYCE et al., 2010).

Em mamiferos, o pavilhdo auricular possui o formato de funil, sua parte distal é aberta
para promover a recepcdo do som, e sua parte proxima, afunila-se em um tubo que se conecta
com o meato acustico externo (EKDALE, 2016b). Em roedores, o pavilhdo auricular pode
mover-se em direcdo da origem do som, inclusive de forma independente, de modo que, cada
um possa concentrar-se em sons isolados e melhorar sua captacdo. Esses animais néo
necessitam movimentar sua cabega para captar 0 som, ou seja, movimentam apenas suas
orelhas, diferentemente dos humanos, que possuem orelha externa imével (BALBANI;
MONTOVANI, 2008).
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O pavilhdo auricular (Figura 2), em algumas espécies de animais, tem a forma de um
cartucho pontiagudo, e, na superficie interna concava, a cavidade do cartucho, a escafa é
distendida de forma plana (EKDALE, 2016a). Essa superficie interna mostra uma ténue e
pouco mdvel cobertura de pelos, com longos pelos de protecédo (trago), que se posicionam na
proximidade do conduto auditivo e que, na profundidade do pavilhdo, sdo mais esparsos e
finos (BALBANI; MONTOVANI, 2008).

Além disso, possui varias depressoes e elevacdes, sendo a concha a maior depressao.
A margem elevada da orelha é chamada de hélice, e, localizada logo abaixo da hélice
encontra-se a ponte ou fossa escafoide, que ¢ uma longa depressdo. Abaixo da ponte, se
encontra uma elevacdo chamada anti-hélice, que termina bifurcada em dois ramos,
encontrando-se uma fossa entre eles, chamada de fossa triangular ou navicular. O conduto
auditivo é um tubo que conecta o pavilhdo auricular com o meato acustico externo,
permitindo a entrada das ondas sonoras até a orelha média. O I6bulo é uma pequena por¢éo de
tecido mole que se encontra na regido inferior do pavilhdo. Localizados superiormente ao
I6bulo, encontram-se o trago e o supra tragos, o primeiro localizado logo na abertura do meato
acustico externo e o segundo, logo acima do Iébulo (ALBUQUERQUE et al., 2009;
MARTINS et al., 2015).

wo
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Figura 2. Descricdo macroscopica do pavilhdo auricular de uma paca (C. paca) adulta,
evidenciando suas estruturas auriculares: 1) hélice, 2) anti-hélice, 3) ponte, 4) concha, 5)
supra tragos, 6) tragos, 7) incisura intertrdgica, 8) conduto auditivo e 9) Idbulo. Fonte:
MARTINS et al. (2015).
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Histologicamente, o pavilhdo auricular é constituido por pele, seus anexos e
cartilagem. A cartilagem é um fator determinante para o formato do pavilh&o auricular, pois a
mesma confere rigidez para dar sustentacdo e manter o pavilhdo sempre ereto. A orelha média
é caracterizada pela formacéo da caixa timpanica ou cavidade timpanica, que € preenchida por
estruturas 6sseas € membranosas. Nesse segmento, sdo localizados os trés ossiculos, como o
martelo, bigorna e estribo a qual estdo suspensos por ligamentos e dois musculos, sendo o
musculo estapédio e o tensor do timpano (MARTINS, 2013). Ja a orelha interna de roedores,
conhecida também como labirinto, é composta pelo labirinto 6sseo e 0 membranéaceo. Essa
por sua vez, abriga o 6rgdo auditivo terminal, onde é denominado de cdclea e os 6rgaos
vestibulares terminais, como o utriculo, saculo e ductos vestibulares (MARTINS, 2013).

Ja a pele consiste em um dos principais 6rgdos, funcionando como barreira de
protecdo externa desses organismos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Em geral, é
considerado um 6rgdo multifuncional, desempenhando diferentes papéis, como protecdo conta
0 atrito, agentes quimicos, microrganismos, radiacdes e dessecamento, termorregulacdo por
meio dos vasos sanguineos, glandulas e tecido adiposo, excrecdo e equilibrio hidrico pelas
glandulas sudoriparas, sensorial, sintese de vitamina D3, defesa imunoldgica e comunicagéo
com o ambiente (NEIVA, 2014).

Para atender a todas essas funcOes, a pele desenvolveu, ao longo dos processos
evolutivos, varias estruturas especializadas, como camadas definidas (epiderme e derme),
tecido subcutaneo, foliculo piloso e glandulas (KONIG; LIEBICH, 2011). Em geral, a
epiderme apresenta cinco camadas, as quais podem variar entres as diferentes espécies de
mamiferos, que sdo: camadas basal, espinhosa, granulosa, licida e cornea.

A epiderme é constituida por células epiteliais geradas na camada basal, a qual
promove uma constante renovacdo celular com intensa atividade mitdtica. Essas células
basais sofrem diferenciacdo, sendo deslocadas para a camada espinhosa e lGcida, que ao se
sobreporem conferem resisténcia mecanica a epiderme (GARTNER, 2017). Na camada
granular sdo sintetizadas substancias que asseguram a coesdo a camada cérnea, a qual é a
mais externa, constituida por células anucleadas e achatada (GARTNER, 2017). Além disso,
as camadas da epiderme sdo avasculares, sendo a fonte de nutricdo a difusdo dos nutrientes
por meio dos capilares dérmicos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Ja a derme é responsavel pela resisténcia e elasticidade da pele. Ela consiste no tecido
conjuntivo em que se apoia a epiderme e une a pele ao tecido subcutaneo ou hipoderme. A
derme apresenta espessura variavel de acordo com a regido observada (SOUZA et al., 2009).

Sua superficie externa € irregular, observando as saliéncias, as papilas dérmicas, que
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acompanham as reentrancias correspondentes da epiderme (BRAGULLA et al., 2004). As
papilas aumentam a area de contato da derme com a epiderme, refor¢cando a unido entre essas
duas camadas, sendo as mesmas mais frequentes nas zonas sujeitas a pressdes e atritos
(KUHNEL, 2005).

As glandulas sebéceas situam-se na derme e 0s seus ductos, revestidos por epitélio
estratificado, geralmente desembocam nos foliculos pilosos (BRAGULLA et al., 2004). Os
pelos sdo estruturas delgadas e queratinizadas, que se desenvolvem a partir de uma
invaginagdo de epiderme. A cor, o tamanho e a disposigéo deles variam de acordo com a cor
da pele e a regido do corpo. Em geral, sdo observados em praticamente toda a superficie
corporal, com excec¢do de algumas regides bem delimitadas (SOUZA et al., 2009). Cada pelo
se origina de uma invaginacdo da epiderme, o foliculo piloso, que, no pelo em fase de
crescimento, apresenta-se com uma dilatacédo terminal bulbo piloso, em cujo centro se observa
uma papila dérmica (SOUZA et al., 2009).

O tecido cartilaginoso é uma forma especializada de tecido conjuntivo com a funcao
de garantir suporte aos tecidos moles (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Em geral, contém
células, os condrocitos, e abundante material extracelular, que constitui a matriz. As
cavidades da matriz, ocupadas pelos condrécitos, sdo chamadas de lacunas (BRAGULLA et
al., 2004). O pericondrio, cuja funcdo é nutrir a cartilagem, € formado por tecido conjuntivo
muito rico em fibras de colageno tipo | na parte mais superficial, porém gradativamente mais
rico em células a medida que se aproxima da cartilagem (KUHNEL, 2005).

Os condrdcitos sdo células secretoras de colageno, principalmente do tipo II,
proteoglicanos e glicoproteinas, como a condronectina. Uma vez que as cartilagens sao
desprovidas de capilares sanguineos, 0s nutrientes transportados pelo sangue atravessam o
pericondrio, penetram a matriz da cartilagem e alcangcam os condrécitos mais profundos
(GARTNER, 2017).

A cartilagem eléstica é encontrada no pavilhdo auditivo, no conduto auditivo externo,
na tuba auditiva, na epiglote e na cartilagem cuneiforme da laringe. Ainda, é semelhante a
cartilagem hialina, porém inclui além das fibrilas de colageno (principalmente do tipo I1), uma
abundante rede de fibras elasticas, continuas com as do pericondrio (KONIG; LIEBICH,
2011).

Dessa forma, observa-se que ainda existe uma lacuna quanto a descri¢do dos padrdes
morfoldgicos, morfométricos, ultraestruturais e proliferativos do pavilhdo auricular apical de
cutias, visando conhecer melhor essa regido de amostra somatica bem como para a otimizacgao

de protocolos de conservagdo dessas amostras.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar por avaliagcbes morfologicas, morfométricas, ultraestruturais e proliferativas a

porc¢éo apical do pavilhdo auricular de cutias.

3.2. Objetivos especificos

- Identificar, distinguir e quantificar as células, tecidos, camadas, fibras colagenas e elasticas
do pavilhao auricular apical de cutias;

- Descrever a ultraestrutura do pavilhdo auricular apical de cutias;

- Determinar o potencial proliferativo de células somaticas do pavilhdo auricular apical de
cutias;

- Conhecer a regido de colheita de amostras somaticas desta especie.
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4. METODOLOGIA

4.1. Reagentes e meios

Todos os produtos quimicos foram provenientes da Labimpex (Sdo Paulo, SP, Brasil).
Solucdo tampdo fosfato de sédio (PBS) utilizada teve seu potencial hidrogenidnico (pH)
ajustado para 7,4.

4.2. Bioética e locais de execucao

A presente proposta foi aprovada pela Comissdo Etica no Uso de Animais, da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (CEUA/UFERSA, n°. 23091.001074/2015-81),
bem como pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio, n°.
48635-1).

O experimento foi realizado no Laboratoério de Biotecnologia Animal (LBA/UFERSA,
responsavel: Profa. Dra. Alexsandra Fernandes Pereira) em parceria com o Centro de
Multiplicacdo de Animais Silvestres (CEMAS/UFERSA, responsavel: Prof. Dr. Moacir
Franco de Oliveira) e o Laboratorio de Morfofisiologia Animal Aplicada
(LABMORFA/UFERSA, responsavel: Prof. Dr. Moacir Franco de Oliveira).

4.3. Animais experimentais e desenho experimental

Um total de oito animais da espécie D. leporina provenientes do CEMAS/UFERSA
(IBAMA n°. 12.492-0004) foram utilizados. As amostras auriculares foram coletadas de
animais ap0s sua eutanasia para controle populacional, utilizando a combinacgéo de cetamina e
xilazina para anestesia, seguida da administracdo de cloreto de potassio para a eutanasia.
Além disso, cutias foram selecionadas dentro da mesma faixa etaria (21 = 10 meses).

A presente proposta consistiu na caracterizacdo morfolégica, morfométrica,
ultraestrutural e proliferativa do pavilhdo auricular apical, utilizando coloracdes de
hematoxilina e eosina, tricromico de Gomori, hematoxilina de Weigert-Van Gieson,

visualizacdo da ultraestrutura pela MEV e marcacdo de NORs (Figura 3).
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Figura 3. Obtencdo e processamento histolégico de fragmentos do pavilhdo auricular apical

de cutias, visando sua descricdo morfoldgica, morfométrica, ultraestrutural e proliferativa.

4.4. Obtencdo das amostras somaticas

Inicialmente, para a recuperacdo de amostras do pavilhao auricular apical, cutias foram
capturadas com pucad para sua imobilizacdo mecénica e manipulacdo (Figura 4A).
Posteriormente, os animais foram anestesiados utilizando cloridrato de cetamina (15 mg/kg) e
cloridrato de xilazina (1 mg/kg) por via intramuscular. Imediatamente depois de confirmado o
plano anestésico, os animais foram eutanasiados utilizando uma solugéo de cloreto de potassio
(1 mL/kg) por via intravenosa (CASTELO et al., 2015). A eutanasia desses individuos foi
necessaria visando atender a demanda de todos o0s experimentos a serem realizados por varios
discentes da area de morfofisiologia animal que utilizam tais animais do CEMAS.

Apoés a confirmacdo do Obito dos animais, a colheita do pavilhdo auricular foi
realizada utilizando uma tesoura cirdrgica (Figura 4B). Em seguida, as amostras foram
lavadas em alcool a 70% e transportadas ao laboratério em tubos cénicos contendo PBS, a 4
°C dentro de 1 h (Figura 4C). No laboratério, as amostras foram submetidas a consecutivos
banhos em PBS, objetivando retirar possiveis residuos derivados da colheita, sendo
recuperado o pavilhdo auricular apical em cortes de 0,25 cm de diametro por 0,5 mm de
espessura. Posteriormente, foi realizada a fragmentacdo dos tecidos (9,0 mm3) e sua
destinacdo para o processamento histol6gico (Figura 4D).
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Figura 4. Colheita, transporte, processamento e armazenamento de fragmentos da pele do

pavilhdo auricular apical de cutias. (A) Contencdo mecénica do animal, para aplicacdo do
plano anestésico e eutanasico. (B) Regido de colheita do pavilhdo auricular do animal. Linha
tracejada demarca o pavilhdo auricular apical, regido utilizada no experimento. (C) Transporte
das amostras em PBS a 4 °C. (D) Tricotomizacdo e fragmentacdo do tecido. (E)

Armazenamento das amostras bioldgicas em fixador histologico.

4.5. Processamento histoldgico

Para a confeccdo das laminas histologicas, fragmentos foram fixados em
paraformaldeido a 4% tamponado em PBS (Figura 4E), visando interromper o processo de
autolise pelo qual qualquer tecido passa ao ser retirado de seu organismo (NUNES; CINSA,
2016). Apos o periodo de fixagdo de 21 dias, fragmentos foram submetidos a banhos em
graduagdo crescente de alcool etilico (70%, 80%, 95% e 100%), para que ocorresse a
desidratacdo do tecido. ApoOs a desidratacdo, as amostras foram diafanizadas em xilol,
necessario para que o alcool que entrou nas pecas na etapa anterior, também insolGvel na
parafina, fosse substituido por uma substancia apolar e que possuisse afinidade com a
parafina, promovendo uma clarificagdo do tecido. Depois da diafanizacdo, os tecidos foram
impregnados em parafina, que ao adentrarem nos espacos vazios dos mesmos e solidificar,
promoveu rigidez suficiente para a realizacdo dos cortes. Em seguida, os tecidos foram
emblocados em parafina liquida pois ela envolveu o exterior da peca e, apés esfriar e
endurecer, resultou em um bloco que foi submetido & microtomia. Para que fosse possivel
analisar o tecido em microscépio Optico, foi necessaria a disposi¢do de uma seccdo de 5,0 um
do tecido na lamina.

Para a analise por microscopia eletrénica de varredura, o tecido foi fixado em solucdo
de glutaraldeido 2,5% em PBS tamponado (Figura 4E) por um periodo de 14 dias. Em
seguida, os tecidos foram pos-fixados em tetroxido de ésmio 1% em agua destilada, lavados
com PBS, &gua destilada e desidratados com concentracGes crescentes de alcool etilico (15—
100%).
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4.6. Avaliacdo morfoldgica, morfométrica, ultraestrutural e proliferativa
4.6.1. Avaliacdo das camadas da pele, identificacdo e quantificacdo de tecidos e células

As laminas foram submetidas a banhos com xilol para retirada do excesso de parafina,
em seguida o tecido foi reidratado com banhos em concentracdes decrescentes de alcool
etilico (100%, 95%, 70%). Entdo, os cortes histoldgicos foram submetidos a banhos em
solucdo de hematoxilina, que em virtude de possuir atracdo por substancias acidas presente
nos tecidos, principalmente no ndcleo, corou de azul-purpura. Em seguida, os tecidos foram
submetidos a coloragdo com eosina, que ao possuir atracdo por substancias com carater basico
presentes principalmente no citoplasma e fibras colagenas, corou em vermelho. Finalmente, o
tecido foi novamente desidratado com concentragBes crescentes de alcool etilico (95%,
100%), diafanizado em xilol e montado com laminula (QUEIROZ NETA et al., 2018).

Para as analises, foram obtidos 20 registros fotograficos de campos aleatorios de cada
lamina em aumento de 40x com o uso de fotomicroscopio (Leica DM500, Leica
Microsystems, Alemanha) com cémera acoplada (Leica ICC50 HD, Leica Microsystems,
Alemanha). Em cada lamina (1 1amina/animal) foi realizada a identificacdo e mensuracdo da
epiderme (em um) e suas camadas (cérnea, camadas intermediarias e basal); identificacdo e
mensuracdo da derme (em pm); mensuracdo da pele total (em pm); identificacdo e
mensuracdo do pericondrio (em um); quantificacdo de células epidermais, queratindcitos,
melanacitos, fibroblastos; quantificacdo de condrdcitos e lacunas na cartilagem; identificacdo
de glandulas sebaceas, sudoriparas e foliculos pilosos. Para todas as analises, foi utilizado o
software Image J (US National Institutes of Health, Bethesda, Rockville, USA) (BORGES et
al., 2017a). Para a obtencdo dos valores finais, foi calculada a média dos valores de

quantificages e mensuracgdes de todas as imagens analisadas dos oito animais.

4.6.2. Anélise da matriz extracelular

Para a quantificacdo de fibras colagenas, as laminas foram submetidas a banhos com
xilol para retirada do excesso de parafina. Em seguida o tecido foi reidratado com banhos em
concentracOes decrescentes de alcool etilico (100%, 95%, 70%). Os cortes histologicos foram
expostos a solucdo de Bouin em estufa (BUFALO et al., 2016), utilizado para intensificar a
cor final e aderir o corante ao tecido. Os nucleos foram corados com hematoxilina férrica de

Weigert. Com a solucdo tricrdmica, o colageno foi corado em azul. Logo apds, uma solugédo
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de &cido acético foi usada para enxaguar as se¢fes apos a coloracéo, o0 que produziu um tom
mais delicado de coloracdo do tecido (TOLOSA et al., 2003). Finalmente, o tecido foi
novamente desidratado com concentracdes crescentes de alcool etilico (95%, 100%),
diafanizado em xilol e montado com laminula (BORGES et al., 2017a).

Para as analises, foram obtidos 10 registros fotograficos aleatérios de cada lamina em
aumento de 40x com o uso de fotomicroscopio (Leica DM500, Leica Microsystems,
Alemanha) com camera acoplada (Leica ICC50 HD, Leica Microsystems, Alemanha), sendo
selecionada uma é&rea da derme superficial com presenca de fibras coldgenas. Em cada lamina
(1 lamina/animal) foi analisada a propor¢do volumétrica da matriz de fibras colagenas. A
quantidade de fibras presentes em cada area foi avaliada e registrada aplicando o plug-in do
software Threshold Color e a conversédo de formato red, green e blue (RGB) de 32 bits, sendo
avaliados 0s seguintes parametros: area de imagem (um?), area de coligeno (um?) e
porcentagem de colageno (densidade) calculada como éarea total com fibras de colageno
dividida pela area total da secdo analisada (MORAIS et al., 2017). Para a obtencdo do valor
final, foi calculada a média dos valores de percentual de fibras colagenas de todas as imagens
analisadas dos oito animais.

Para a quantificacdo de fibras elasticas, as l1dminas foram submetidas a banhos com
xilol para retirada do excesso de parafina, em seguida o tecido foi reidratado com banhos em
concentracOes decrescentes de alcool etilico (100%, 95%, 70%). Os cortes histologicos foram
entdo expostos a hematoxilina Férrica de Weigert para coloragdo do nucleo. Em seguida, os
tecidos foram expostos ao corante de Weigert (fucsina basica/resorcina) para corar as fibras
elasticas de preto. Posteriormente, os tecidos foram submetidos ao corante de van Gieson
(fucsina acida) para coloracdo das fibras colagenas de vermelho. Finalmente, o tecido foi
novamente desidratado com concentracdes crescentes de alcool etilico (95%, 100%),
diafanizado em xilol e montado com laminula (HERNANDEZ-MORERA ¢t al., 2017).

Para visualizacdo das fibras, foram obtidos registros fotograficos aleatorios de cada
lamina em aumento de 100x com o uso de fotomicroscopio (Leica DM500, Leica
Microsystems, Alemanha) com camera acoplada (Leica ICC50 HD, Leica Microsystems,

Alemanha).

4.6.3. Avaliacgéo ultraestrutural

A amostra desidratada foi levada ao equipamento de secagem ao ponto critico de

didxido de carbono (COz) (K850 Critical Point Dryer, Quorum Technologies, Reino Unido),
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visando sua completa secagem sem a deformagdo da amostra. Em seguida, a amostra foi
montada no suporte porta amostras do MEV (“stub”) ¢ metalizado com uma fina camada de
ouro (com até 20-30 nm de espessura) para melhorar a conducéo dos elétrons. Logo apds, a
amostra foi visualizada em microscopio eletronico de varredura (TESCAN VEGA3
TESCAN, Republica Tcheca) para a visualizacdo da ultraestrutura do tecido (DEDAVID et
al., 2007).

4.6.4. Andlise do potencial proliferativo celular

As laminas foram submetidas a banhos com xilol para retirada do excesso de parafina
e, em seguida, o tecido foi reidratado com banhos em concentracdes decrescentes de alcool
etilico (100%, 95%, 70%). Posteriormente, os cortes histoldgicos foram colocados em solucéo
de coloracéo de prata preparada em 1 parte de gelatina a 2% em &cido formico aquoso a 1% e
2 partes de solucédo aquosa a 50% de nitrato de prata em camara escura por 30 min, lavados e
expostos a solucdo de metabissulfito de sddio (3%) e tiossulfato de sddio (3%). Finalmente, o
tecido foi novamente desidratado com concentracdes crescentes de alcool etilico (95%,
100%), diafanizado em xilol e montado com laminula (BORGES et al., 2017a). Assim, foram
avaliados os pontos escuros marcados pelo nitrato de prata ligados a proteinas do ndcleo e
contabilizados de acordo com localizacdo que a célula foi marcada (BORGES et al., 2018).

Para a analise, foram obtidos 12 registros fotograficos aleatérios de cada lamina em
aumento de 100x por meio de fotomicroscopio (Leica DM500, Leica Microsystems,
Alemanha) com camera acoplada (Leica ICC50 HD, Leica Microsystems, Alemanha). Nas
oito laminas (1 l&mina/animal), foram contados ao total 100 nucleos de células corados e
selecionados aleatoriamente, onde foram calculadas as médias da area de cada AgNOR, &rea
de AgNOR/célula e quantidade de AgNOR/célula. Para todas as andlises, foi utilizado o
software Image Pro-Plus (YANG et al., 2013). Para a obtencdo dos valores finais, foi
calculada a média dos valores de quantidade de AgNOR/célula, area de cada AgNOR e area
de AgNOR/célula de todas as imagens analisadas dos oito animais.

4.7. Analise dos dados

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) de um total de oito

repeticbes (um animal/uma repeticdo), sendo apresentados de forma descritiva. Comparagoes
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dos dados observados nas cutias foram realizadas com estudos em outros roedores e

mamiferos em geral.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacao das camadas da pele, identificacdo e quantificacao de tecidos e células

Inicialmente, observou-se que a pele do pavilhdo auricular apical de cutias foi
constituida de duas camadas, a epiderme e a derme. Além disso, apds a pele observou-se a
presenca da hipoderme, tecido muscular e cartilaginoso (Figura 5A).

A epiderme do pavilhdo auricular apical € constituida por camada basal, camadas
intermediarias (granulosa e espinhosa) e camada cornea, denotando um epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado. Embora a camada basal e a cornea sejam bem delimitados, isso
ndo foi observado com a granulosa e a espinhosa, sendo denominadas camadas
intermediarias. A camada basal compreendeu uma Unica camada de células com uma forma
cuboide, a camada espinhosa geralmente observada com apenas uma camada de células e a
camada cornea como uma camada de células mortas e achatadas sem nucleo. Além disso, a
epiderme pode ainda ser dividida em viavel (nucleada) que é formada pelas camadas basal e
intermediarias e a ndo viavel (anucleada e queratinizada), formada pela camada cdrnea. Ainda
na epiderme, evidenciou-se a presenca de melandcitos na camada basal e de queratindcitos em
todas as camadas, constituindo assim trés camadas de células (Figura 5B).

Logo abaixo, na regido dermal, ndo foi possivel identificar suas camadas, a papilar e
reticular. 1sso ocorreu em virtude do tipo de tecido que foi estudado, sendo caracterizada
como pele fina, diferentemente da pele grossa que provavelmente permitiria a distin¢do entre
as duas regides. Ainda, na derme, foram identificadas células, como os fibroblastos, capilares
sanguineos e anexos dermais, como as glandulas sebaceas e sudoriparas, e os apéndices
queratinizados a qual foi associado com a estrutura do foliculo piloso (Figura 5C).

Quanto ao tecido cartilaginoso, foi possivel realizar a mensuracdo do pericéndrio,
identificacdo e quantificacdo de condrocitos, bem como de lacunas, que sdo os locais
ocupados pelas condrdcitos na matriz cartilaginosa, obtendo-se um valor de 37,21 + 10,86

lacunas (Figura 5D).
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Figura 5. Fotomicrografias da pele de cutia na regido do pavilhdo auricular apical coradas
com hematoxilina-eosina. (A) Pele de cutia. Epiderme (E), derme (D), tecido muscular (TM),
glandula sebacea (GSB), glandula sudoripara (GSD), capilares sanguineos (C). (B) Pele
corada. Camada cérnea (EC), camadas intermediarias (Cl), camada basal (CB), melandcitos
(M), queratinécitos (Q), fibroblastos (F). (C) Corte perpendicular da pele evidenciando as
estruturas anexas e glandulas. Foliculo piloso (FP), glandula sebacea (GSB), glandula
sudoripara (GSD), haste do pelo (*). (D) Tecido cartilaginoso. Condrdcito (C), pericéndrio
(P). A 20x. B, C e D 40x.

Em estudos morfométricos do tecido, foi realizada a mensuracdo das camadas da
epiderme, obtendo-se para a camada basal, intermediarias e cérnea media de 9,91 + 2,11 um,
16,37 + 6,23 um e 5,26 + 2,46 um, respectivamente (Figura 6A), perfazendo uma espessura
total da epiderme de 30,51 + 6,55 um. Na mensuracdo da derme, foi obtido uma média de
183,10 = 44,01 pm, resultando uma espessura total da pele de 211,76 + 46,00 pm.
Adicionalmente, foi mensurado no tecido cartilaginoso o pericéndrio, regido responsavel pela
nutricdo e suporte dos condrécitos presentes na cartilagem, obtendo-se uma média de 27,57 +
6,07 um (Figura 6B).
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pavilhdo auricular apical de cutias utilizando coloragcdo de hematoxilina-eosina. Valores
expressos como meédia £ desvio padrdo (DP). (A) Mensuracdo das camadas epidermais. (B)

Mensuracdo da epiderme, derme, pele total e pericéndrio.

Alem da mensuracdo das diferentes camadas da pele, foram identificados e
quantificados distintos tipos celulares presentes na epiderme e derme (Tabela 1). Na
epiderme foram quantificados melandcitos e queratindcitos com média de 12,59 + 4,66 e
14,74 + 4,24, respectivamente. Ainda nesta camada, foram contabilizadas 61,66 = 15,22
células epidermais onde se incluem além dos tipos celulares citados anteriormente, células de
Merkel, e de Langerhans. Na derme, foi quantificada uma populacéo de 103,59 * 24,73

fibroblastos e na cartilagem uma média de 32,73 £ 9,04 condrocitos.

Tabela 1. Quantificacdo de diferentes tipos celulares da epiderme e derme do pavilhdo

auricular apical de cutias. Valores expressos como media * desvio padréo (DP)

Tipo celular NuUmero de células (média £ DP) Variacao
Melanocitos 12,59 + 4,66 0-29
Queratindcitos 14,74 £ 4,24 6-29
Células epidermais 61,66 = 15,22 29-132
Fibroblastos 103,53 + 24,73 43-171

Condrécitos 32,73+9,04 13-60
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5.2. Andlise da matriz extracelular

A anadlise das fibras colagenas presentes na matriz extracelular foi possivel pela
utilizacdo da coloracdo tricromica de Gomori, sendo possivel analisar e quantificar seu perfil
de distribuicdo na derme, bem como seu padrdo de espessamento, que apareceu em azul nas
camadas mais profundas (Figura 7A). Assim, foi padronizada uma medida de area nas
fotomicrografias para que fossem quantificadas as fibras colagenas, obtendo-se uma
densidade de colageno no valor de 68,00 + 5,50%.

Contudo, por se tratar de tecido conjuntivo, o tricrémico de Gomori ndo é capaz de
diferenciar as fibras colagenas das elasticas que também estdo presentes na matriz
extracelular. Deste modo, foi realizada uma segunda coloracdo por meio do método de
hematoxilina de Weigert-Van Gieson para visualizacdo das fibras elasticas (Figura 7B).
Apesar da sua fundamental importancia, na regido da pele do pavilhdo auricular apical, as
fibras elasticas mostraram-se em baixas quantidades, ndo sendo possivel realizar sua

quantificacao.

Figura 7. Fotomicrografias da pele do pavilhdo auricular apical de cutia para quantificacao

das fibras presentes na matriz extracelular. (A) Corte perpendicular da pele corado com
tricromico de Gomori para quantificagdo da matriz extracelular evidenciando a area analisada.
Fibras colagenas (*). (B) Corte da pele identificando fibras colagenas pelo método de

hematoxilina de Weigert-Van Gieson. Fibras elasticas (—). A 40x. B 100x

5.3. Avaliagéo ultraestrutural dos tecidos

A MEV permitiu uma aproximacéo das estruturas sem perca da qualidade, bem como
a visualizacdo de todos os lados do fragmento. As etapas as quais os fragmentos teciduais
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foram submetidos (fixagdo, pds-fixacdo, desidratacdo, secagem ao ponto critico) levaram a
formacéo de danos no tecido, como separacao e retracdo das camadas celulares (Figura 8A).
Na visualizacdo superficial da epiderme, foi possivel observar detalhadamente a
camada cérnea e o desprendimento de suas células anucleadas e queratinizadas (Figura 8B).
Com a visualizacdo lateral do tecido, observou-se as suas camadas constituintes (epiderme,
derme e tecido cartilaginoso), bem uma visdo de sua espessura. Ainda, foi possivel observar
as fibras da matriz extracelular, responsaveis por manter a adesao e conexao entre as camadas
(Figura 8C). Adicionalmente, com a visdo lateral do fragmento foi possivel observar detalhes
do tecido cartilaginoso, com uma ampliacdo da estrutura e detalhamento das lacunas, que s&o
0s espacos onde estdo alojados os condrécitos, principais células desse tecido (Figura 8D).
Com a visualizacdo superior do fragmento, foi observado com maiores detalnes um dos

anexos da pele, o pelo, mostrando seu local de saida da epiderme (Figura 8E).

| SEM HV: 20.0 kV WD: 9.95 mm VEGA3 TESCAN
Det: SE SEM MAG: 71 x 500 pm

epiderme 1 Date(m/dly): 03/13/19 Laboratorio de microscopia eletronica - CPVSA

Figura 8. Eletrofotomicrografia de varredura da pele do pavilhdo auricular apical de cutia.
(A) Panorama geral do fragmento tecidual. (B) Superficie da epiderme, detalhando a camada
cornea. (C) Visualizagdo lateral do fragmento, mostrando a juncdo epiderme-derme-
cartilagem. Epiderme (E), derme (D), tecido cartilaginoso (TC). Fibras da matriz extracelular
(seta branca). (D) Regiéo do tecido cartilaginoso, onde observa-se as lacunas. Lacuna (L). (E)

Visualizacdo superior do fragmento, evidenciado um pelo.
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O potencial proliferativo celular foi determinado utilizando a marcacdo das regides

organizadoras nucleolares com nitrato de prata em fibroblastos presentes na regiéo superficial

da derme (Figura 9A). O potencial proliferativo foi determinado em 1,69 + 0,68
AgNOR/célula (Figura 9B). Ainda, foi quantificada a area dos AgNORs individualmente,
bem como a area total ocupada pelos mesmos nas células, obtendo-se valores de 1,86 + 1,07 e

3,15 + 1,57 respectivamente (Figura 9C).
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Figura 9. Atividade proliferativa da pele do pavilhdo auricular apical de cutia utilizando a

marcagdo por nitrato de prata para a quantificacdo e mensuracdo de NORs nos fibroblastos

dérmicos. (A) Fotomicrografia da pele do pavilhdo auricular apical de cutia. NOR (seta)
(40x). (B) Quantificacdo do numero de AgNORs/célula, area de AgNOR e éarea de

AgNOR/célula. Valores expressos como média + desvio padrao (DP).
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6. DISCUSSAO

Neste estudo foi possivel analisar e avaliar toda a estrutura da pele do pavilhdo
auricular apical de cutias, em especial suas caracteristicas morfologicas, morfométricas,
ultraestruturais, bem como o potencial proliferativo celular. Estudos dessa natureza mostram-
se importantes principalmente na padronizacdo de protocolos que visam a conservacdo do
material genético desses animais, garantindo sua aplicacdo em posteriores biotécnicas
(PRAXEDES et al., 2018).

Histologicamente, a pele do pavilhdo auricular apical de cutias dividiu-se em duas
camadas, a epiderme e a derme, sendo condizente com o padrdo ja apresentado para
mamiferos (SAMUELSON, 2007), onde foi possivel observar diferencas celulares e
estruturais entre as camadas. Além dessas duas camadas, em tecidos da pele é possivel
evidenciar normalmente uma outra camada, mais profunda e que ndo pertence a pele, a regido
hipodérmica (SOUZA et al., 2009). Contudo, no presente trabalho néo foi possivel identifica-
la. Em contrapartida, foi identificado o tecido muscular, sendo evidente com o encontrado por
Isola et al. (2013) no tegumento de pacas.

De forma geral, a estrutura da epiderme de mamiferos é organizada por camadas,
sendo encontradas a camada basal, espinhosa, granulosa, licida e a camada coOrnea
queratinizado, recebendo assim o nome de epitélio estratificado pavimentoso queratinizado
(HIB, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Todavia, nesse estudo foi observavel apenas
a camada basal e a cornea bem delimitados, e as camadas intermediérias, sendo constituidas
pela granulosa e espinhosa, ja que entre si elas ndo apresentavam muita distin¢do, conforme ja
observado em pacas (ISOLA et al., 2013) e catetos (BORGES et al., 2017a). Esse padrao de
divisdo das camadas epidermais esta associado ao tipo de pele estudado, onde ela pode ser
dividia em dois tipos, a pele fina e grossa, ou ainda as caracteristicas morfoldgicas especificas
do animal estudado (SOUZA et al., 2009).

Dessa forma, a pele fina de mamiferos é geralmente composta por trés a quatro
camadas de células na epiderme, conforme foi observado nesse estudo e na literatura,
diferindo da pele grossa que é composta por cinco camadas de células epidermais (SILVA,
2015). Esse valor também difere daquele encontrado por Isola et al. (2013) em pacas, onde foi
observado a presenca de quatro a seis camadas celulares na epiderme. Além disso, as camadas
granulosa e lucida na epiderme da pele fina sdo menos distinguiveis ou nem estdo presentes
(SILVEIRA et al., 2009).
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Em cutias, a epiderme pode ser dividida em duas zonas, a viavel que é constituida por
células nucleadas (camada basal e intermediarias) e a nao viavel, constituida por células ndo
nucleadas e queratinizadas. Essa divisdo é condizente com aquela apresentada por Grabau et
al. (1995), onde para alguns mamiferos, eles dividiram a epiderme em uma &rea vidvel com
células nucleadas (camada granular, espinhosa e basal) e ndo viavel com uma camada de
células anucleadas e queratinizadas (camada cornea).

Assim, diferentes estudos tém sido realizados com roedores visando a descrigcdo
histomorfoldgica do seu tegumento, como pacas (ISOLA et al., 2013) e ratas Wistar (SILVA,
2015), onde foi evidenciado que eles apresentam pele grossa. Em outros mamiferos como
catetos, Borges et al. (2017a) realizaram a descricao histologica e viram que sua pele é do tipo
fina. J& Praxedes (2019) realizou essa descricdo em onca-pintada, também observando uma
pele fina.

Quando se compara a espessura da epiderme de cutias (30,51 + 6,55 um) com pacas
(31,20 = 3,80 um) (ISOLA et al., 2013), observou-se valores semelhantes. Em contrapartida,
os valores da camada cérnea de pacas (6,86 + 1,36 um) sdo maiores que de cutia (5,26 + 2,46
um). Em estudo realizado Grabau et al. (1995) eles obtiveram o tamanho total da epiderme de
alguns roedores, e observaram camundongos (Mus musculus) com 46,70 um, ratos com 86,00
um e cobaias com 115,40 pm sendo todos maiores que 0 observado em cutias.

Em estudo realizado com preéas foi obtido um valor de 32,0 £ 4,4 um para a epiderme
destes animais (AQUINO et al., 2018), sendo valores proximos ao encontrado em cutias no
presente estudo. Nesse mesmo estudo, também foi mensurada a espessura das camadas
epidermais, onde foi observado que em preas a camada basal foi menos espessa (4,8 £ 0,5
um), quando comparado com cutias (9,91 + 2,11 um), bem como a camada cornea (3,8 = 0,6
um vs 5,26 = 2,46 um) ¢ apenas as camadas intermediarias de preds (23,30 + 8,10 um) foi
mais espessa do que em cutias (16,37 + 6,23 um). Essa diferenca entre os valores demonstra
que apesar de serem animais pertencentes a mesma ordem e com o mesmo local de colheita
das amostras somaticas, 0s valores apresentaram divergéncias.

Além da mensuracdo das camadas epidermais, foram quantificados diferentes tipos
celulares presentes nessa regido, como 0s melandcitos, células de grande importancia na pele
que produzem o pigmento melanina e estando localizados na camada basal do tecido
(GARTNER, 2017). Esse pigmento ao ser produzido migra para células préximas chamadas
de queratindcitos, que sdo responsaveis por armazenar a melanina (ANDRADE; FERRARI,
2014).
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Os queratindcitos localizaram-se em sua grande maioria na camada basal e
intermediarias, proximos aos melandcitos. Em geral, é o tipo celular mais abundante na
epiderme, entretanto, no presente estudo essa afirmacdo ndo se concretizou, pois, a quantidade
de queratindcitos foi muito parecida com a de melandcitos (ANDRADE; FERRARI, 2014).
Assim, pode-se observar com a quantidade de melandcitos e queratindcitos de cutias, que esse
valor esta relacionado com a coloracdo da pele, pois em preas que possuem uma coloracdo
mais escura, foi obtido um valor de 29,9 = 6,2 melandcitos (AQUINO et al., 2018) em
comparagao com os 12,59 + 4,66 obtidos no presente estudo.

Em estudo realizado com catetos por Borges et al. (2017a), foi encontrado um valor de
43,4 + 16,4 melandcitos, valor bem elevado quando comparado com o encontrado em cultias,
mas condizente com a pelagem escura dos catetos. Também em um mamifero silvestre,
Praxedes (2019) realizou a quantificacdo de melandcitos em oncas-pintadas com pelagem
escura e clara, e observou que as de coloragdo escura apresentavam mais melanocitos que as
de coloracdo clara. Em mamiferos domésticos, foi observado que a populacdo de melandcitos
e queratindcitos de cées e gatos variaram de 1 melandcito para cada 10 a 20 queratindcitos
(SOUZA et al., 2009).

Logo abaixo da epiderme em mamiferos no geral, é possivel observar normalmente a
membrana basal (SAMUELSON, 2007). Contudo, nesse estudo ndo foi possivel distingui-la
de forma téo evidente, que pode variar conforme o tipo de tecido que esteja sendo avaliado.
Isso pode ser evidenciado quando Isola et al. (2013) identificaram a membrana basal no
tegumento de pacas. Em sequéncia, logo abaixo da membrana basal € possivel observar a
derme da cutis de cutias, assim como sdo descritos para roedores silvestres e domésticos, bem
como em mamiferos maiores (BORGES et al.,, 2017a; NASCIMENTO et al.,, 2018;
PRAXEDES, 2019).

Em geral, a derme é constituida por um tecido conjuntivo, com diferentes tipos de
fibras, uma grande quantidade de fibroblastos, foliculos pilosos e glandulas anexas, sendo
responsavel pela nutricdo e suporte da epiderme (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Ela
pode ser dividida em duas camadas, a derme papilar e a reticular, onde a camada papilar é a
mais superficial e delgada e a reticular € mais profunda e com presenca de fibras elasticas
(GARTNER, 2017). Neste estudo ndo foi possivel realizar a distingdo entre as camadas
papilar e reticular, isso corrobora com estudos realizados em preas (AQUINO et al., 2018) e
cobaios (CIENA et al.,, 2019). Contudo, em pacas (ISOLA et al., 2013) e ratos Wistar
(SILVA, 2015) houve distincdo entre essas duas camadas, possivelmente resultado do

espessamento da derme nas regides analisadas pelos pesquisadores.
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Quanto a sua mensuracédo, a derme de cutias obteve valores de 183,10 + 44,01, o que
difere de mensuracdes realizadas em outros roedores, como preas com 258,20 + 22,89 um
(AQUINO et al., 2018), ratos Wistar com 673,63 + 222,46 um (SILVA, 2015), regido do
pescoco de pacas com 2768,20 + 183,60 um (ISOLA et al., 2013). Em mamiferos silvestres,
foram encontrados valores de 222,6 um em catetos (BORGES et al., 2017a) e em onga-
pintada preta e amarela valores de 242,0 £ 8,4 um e 243,9 £ 17,0 um, respectivamente
(PRAXEDES, 2019).

Ainda na derme de mamiferos em geral é comum ser observado principalmente um
tipo celular, os fibroblastos, responsaveis pela producdo e manutencdo da matriz extracelular
através da sintese de proteinas que constituem as fibras colagenas, elasticas e reticulares
(SAMUELSON, 2007). Além de serem as células eletivas para a conservacdo animal através
de sua aplicacdo em determinadas biotécnicas reprodutivas, como a clonagem (PRAXEDES
et al., 2018). Tendo em vista a importancia desse tipo celular, foi realizada sua quantificagéo,
onde foi obtido um valor de 103,53 * 24,73 fibroblastos. Esse valor ndo diferiu muito daquele
observado por Aquino et al. (2018) quando encontraram 112,1 + 11,3 fibroblastos em preas.
Ja em ratos Wistar, a quantificagdo de fibroblastos realizada por Silva (2015) objetivou
relacioné-los com a area ocupada por fibras colagenas que sdo produzidas por estas células,
onde obteve-se 7,14 + 4,71 de células por mm? da regifo tegumentar do animal. Em
contrapartida, no estudo realizado por Praxedes (2019) foram obtidos valores de 23,0 £ 29 e
26,8 + 2,7 fibroblastos para onga amarela e preta, respectivamente.

Também na regido dermal foram encontrados foliculos pilosos conforme pode ser
observado na eletrofotomicrografia, e glandulas anexas, como as sudoriparas e sebaceas, que
na maioria das vezes estavam préximas do bulbo folicular, sendo similar ao observado em
outros roedores como em preds (AQUINO et al., 2018), pacas (ISOLA et al., 2013) e outros
mamiferos em geral (GARTNER, 2017).

Continuando na derme, foram realizadas a identificagdo e quantificacdo das fibras
colagena e elastica presentes na sua matriz extracelular, tendo em vista que sdo as mais
abundantes encontradas na pele (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Dessa forma, utilizando
coloracdes especificas foi realizada a identificacdo e posterior quantificacdo da matriz de
fibras colagenas presentes na derme do pavilhdo auricular apical de cutias, obtendo-se valor
de 68%.

Os valores encontrados neste estudo se divergiram de ratos, onde se obteve um
percentual de 45% de fibras colagenas (SILVA, 2015). J4 em felideos silvestres, observou-se

um percentual de fibras colagenas de 65% e 49% para ongas-pintadas amarelas e pretas
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respectivamente (PRAXEDES, 2019). Em mamiferos domésticos, como cédes e gatos,
observou-se o perfil de colageno de 87% (SOUZA et al., 2009). Essa diferenca entre os
valores de fibras colagenas se da principalmente pela diferenca na quantidade de fibroblastos
da derme, intimamente relacionado com o equilibrio entre proliferacdo e apoptose celular
(SOUZA et al., 2009).

Para visualizacdo das fibras elasticas presentes na derme, foi realizada a coloracao de
hematoxilina de Weigert-Van Gieson, onde foi observado uma baixa quantidade das mesmas
e distribuidas de forma espacada, impossibilitando sua quantificacdo. Esse padrao também foi
observado na pele auricular de suinos, onde as fibras estavam espacadas e em baixa
quantidade (KHIAO IN et al., 2019). Apesar de estar em baixa quantidade, a falta dessa fibra
poderia acarretar em deformidades no tecido, bem como provocar doencas degenerativas e
inflamatdrias em geral (WHITE et al., 2017).

Abaixo da derme no pavilhdo auricular apical de cutias, foi possivel observar um outro
tipo de tecido, o cartilaginoso, um tipo de tecido conjuntivo com caracteristicas especiais que
o torna responsavel principalmente pela manutencdo da estrutura e da forma do tecido
tegumentar do animal (SAMUELSON, 2007), sendo visivel pela andlise ultraestrutural e
histoldgica, além disso, ele também é responsavel pela absorcdo de choques mecanicos. Por
ndo possuir vascularizacdo propria, ele é nutrido pelo pericondrio, uma camada de tecido
conjuntivo que fica ao redor da cartilagem, fornecendo toda a nutricdo (HIB, 2003).

Primeiramente, foi realizada a mensuracdo do pericondrio, obtendo-se um valor de
27,57 = 6,07 um. Em seguida foi realizada a identificacdo e quantificacdo do principal tipo
celular presente no tecido cartilaginoso, os condrdcitos, ja que essas células sdo as
responsaveis pela formacdo da matriz cartilaginosa., estando localizadas nas lacunas do tecido
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013) visualizadas atraves da MEV e histologia classica. Foi
observado uma quantidade de 32,73 + 9,04 condrécitos em cutias, sendo um valor superior ao
encontrado em preas 27,5 + 4,7 (AQUINO et al., 2018). Entretanto, esse valor mostrou-se
menor quando foi comparado com um estudo realizado por Cardoso (2018) onde foi realizada
a conservacao do tecido cartilaginoso de ratos Wistar sobre diferentes tratamentos alcalinos e
obteve uma quantidade de 38,75 + 5,95 condrdcitos.

Finalmente, neste estudo foi avaliada e mensurada a atividade proliferativa de
fibroblastos dérmicos de cutias, sendo um importante parametro indicativo da qualidade do
material. Em geral, as regides organizadoras nucleolares indicam a taxa de divisdo da célula
(MONDAL et al., 2015). Assim, foi obtido um valor de 1,69 AgNOR/célula, com area
individual de 1,86 um? e ocupando uma area de 3,15 um? em cada célula, onde esses valores
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mostram similaridade com a atividade proliferativa de células da subplacenta de prea
(BEZERRA et al., 2018). Ja em catetos, foi encontrado valor de 2,48 £ 0,95 AgNOR/nucleo e
area de 1,15 + 0,60 um? por AGNOR (BORGES et al., 2017a), mostrando-se uma quantidade
maior de AgNOR por célula, mas ocupando uma &rea menor. Em estudo desenvolvido por
Praxedes (2019), foi encontrado um valor de 1,2-1,3 AgNOR/célula em onga-pintada preta e
amarela.

Por outro lado, em estudo realizado em ovinos foi observado um valor de 9,04 + 0,96
AgNORs em células do testiculo destes animais para o estabelecimento de parametros
androldgicos (CHACUR et al., 2015). Nesse estudo foi encontrado um valor muito superior
na quantidade de AgNORs tendo em vista a predominancia de células germinativas na regido.

Assim, foi evidenciado com o presente estudo que existiram similaridades e diferencas
das cutias com outros roedores e mamiferos em geral. Quando comparado com outros
roedores, as cutias apresentaram similaridades quanto a distin¢cdo das camadas epidermais, a
espessura da epiderme e quantidade de fibroblastos. Todavia houve divergéncias, com uma
quantidade menor de camadas de células epidermais, camada cdrnea e intermediarias com
espessura menor, enquanto que a camada basal apresentou valores maiores, a derme foi
menos espessa e uma quantidade menor de melandcitos.

Elas mostram-se semelhantes aos mamiferos quanto a estrutura geral do tecido e suas
camadas, a quantidade de camadas de células epidermais, divisdo da epiderme em viavel e
ndo viavel, ndo distingdo das camadas papilar e reticular na derme e a pouca quantidade de
fibras elasticas. Entretanto, diferiu quanto a espessura da epiderme que foi menor, os valores
proximos de melandcitos e queratindcitos, a menor quantidade de melandcitos influenciando
na pelagem mais clara, quantidade maior de fibroblastos, quantidade de fibras colagenas e

padréo proliferativo.
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7. CONCLUSOES

Dessa forma, este foi o primeiro trabalho a caracterizar a pele do pavilhdo auricular
apical de cutias, evidenciando que apesar de algumas similaridades, ha parametros que
diferem de outros roedores bem como de outros mamiferos, ressaltando a importancia de
estudos que visem a descricdo do pavilhdo auricular apical desta espécie bem como de outras
como estratégia de conservacao.

Assim, o conhecimento acerca da morfologia, morfometria, ultraestrutura e atividade
proliferativa de do pavilhdo auricular apical de cutias permite um maior conhecimento do
tecido bem como o direcionamento e otimizacdo de protocolos de cultivo in vitro e
criopreservacdo dessas amostras. Ainda, esses conhecimentos podem ser empregados em
estratégias que visem a conservacao dessa espécie e de outras filogeneticamente préximas que

se encontram ameagadas de extingao.
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