UFERSA

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PRO-REITORIA DE GRADUAGAO
DEPARTAMENTO CIENCIAS ANIMAIS
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

ANDREZA VIEIRA BRASIL

CARACTERIZACAO E ESTIMATIVA DA POPULACAO FOLICULAR OVARIANA
EM TATUS-PEBA (Euphractus sexcinctus)

MOSSORO
2020



ANDREZA VIEIRA BRASIL

CARACTERIZACAO E ESTIMATIVA DA POPULACAO FOLICULAR OVARIANA
EM TATUS-PEBA (Euphractus sexcinctus)

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado
a Universidade Federal Rural do Semi-Arido
como requisito para obtencdo do titulo de
Bacharel em MEDICINA VETERINARIA.

Orientador: Alexandre Rodrigues Silva, Prof. Dr.

MOSSORO
2020



© Todos os direitos estdo reservados a Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O contetido desta obra é de inteira
responsabilidade do (a) autor (a), sendo o mesmo, passivel de san¢des administrativas ou penais, caso sejam infringidas as leis
gue regulamentam a Propriedade Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n® 9.279/1996 e Direitos Autorais: Lei n°
9.610/1998. O contetdo desta obra tomar-se-a de dominio publico ap6s a data de defesa e homologacao da sua respectiva

ata. A mesma podera servir de base literaria para novas pesquisas, desde que a obra e seu (a) respectivo (a) autor (a)

sejam devidamente citados e mencionados os seus créditos bibliograficos.

B823c Brasil, Andreza.

Caracterizagdo e estimativa da popul agcédo
folicular ovariana emtatus-peba (Euphractus
sexcinctus) / Andreza Brasil. - 2020.

36 f. @ il.

Oientador: Al exandre Silva.

Monografia (graduacdo) - Universi dade Federal
Rural do Sem -arido, Curso de Medicina
Vet erinaria, 2020.

1. Xenarthra. 2. Reproducdo. 3. Folicul ogénese.
4. Animais Silvestres. |. Silva, Al exandre,
orient. II. Titulo.

O servigo de Geragédo Automatica de Ficha Catalogréafica para Trabalhos de Concluséo de Curso (TCC’s) foi desenvolvido pelo Instituto
de Ciéncias Matematicas e de Computacédo da Universidade de S&o Paulo (USP) e gentilmente cedido para o Sistema de Bibliotecas

da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (SISBI-UFERSA), sendo customizado pela Superintendéncia de Tecnologia da Informagéo
e Comunicacgéo (SUTIC) sob orientagdo dos bibliotecarios da instituicdo para ser adaptado as necessidades dos alunos dos Cursos de
Graduacao e Programas de Pés-Graduagdo da Universidade.



ANDREZA VIEIRA BRASIL

CARACTERIZACAO E ESTIMATIVA DA POPULACAO FOLICULAR OVARIANA
EM TATUS-PEBA (Euphractus sexcinctus)

d
a Universidade Federal Rural do Semi-Ando
como requisito para obiencdo do titulo d

Bacharel em MEDICINA VETERINARIA.

Defendidaem: 23 / 0] 720 &) _

BANCA EXAMINADORA

~] | ;
/] f od T AL BT SRR B Al
Prof. Dr. Alexandre Rodrigues Silva (UFERSA)
o Presidente
.‘1"'11_.“.1'_. a Uania. o Sl JCo
Dr. Andréia Maria da Silva
Membro

Prax .

Msc. Erica Camila surge] Praxedes

Membro




RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar e caracterizar a populacdo folicular do ovario de
Tatus-peba (Euphractus sexcinctus). Para tanto, foram coletados os 5 pares de ovarios de
fémeas adultas eutanasiadas. Em seguida os drgéos foram mensurados quanto ao seu tamanho
e peso. Os ovarios foram fixados em Carnoy por 12 horas, processados por histologia
classica, cortados em seccbes de 5 um, corados em hematoxilina/eosina e finalmente
avaliadas diretamente em microscopia de luz ou por meio de microfotografias. Estas imagens
foram utilizadas posteriormente para mensuracao das estruturas foliculares com o auxilio do
programa de processamento de imagens ImageJ. Os foliculos ovarianos pré-antrais (FOPAS)
foram contados e avaliados por microscopia Optica, e classificados quanto a classe pertencente
e quanto a morfologia. A populacdo de FOPAs foi estimada segunda a formula: PF= (n° de
foliculos X n° de seccBes X espessura do corte) + (n° de secgdes observado X diametro médio
do nacleo do odcito). Os resultados foram expressos em média e erro padréo, as comparacoes
foram realizadas através de uma ANOVA unidirecional, sendo considerados estatisticamente
significativos quando P<0,05. Foram observados no ovario direito 7.933,40, 5.497,90 e
307,32 foliculos primordiais, primarios e secundarios, respectivamente. Ja no 6rgao esquerdo,
na mesma ordem, foram 4.683,48, 3.838,98 e 238,15 foliculos. Os diametros dos foliculos
foram 14,65, 11,067 e 7,05 para primordiais, primarios e secundarios, respectivamente. Os
resultados obtidos fornecem informacgdes fundamentais a respeito da populacdo de foliculos
pré-antrais no ovario de Euphractus sexcinctus, que serdo Uteis para uma melhor compreenséo

futura da foliculogénese nesta espécie.

Palavras-chave: Xenarthra, Reproducéo. Foliculogénese. Animais Silvestres.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate and characterize the follicular ovary population
of Tatus-peba (Euphractus sexcinctus). For this, the 5 pairs of ovaries of euthanized adult
females were collected. The organs were then measured for size and weight. The ovaries were
fixed in Carnoy for 12 hours, processed by classical histology, cut into 5 um sections, stained
with hematoxylin / eosin and finally evaluated directly by light microscopy or by
photomicrographs. These images were later used to measure follicular structures with the aid
of the ImageJ image processing program. Pre-antral ovarian follicles (FOPAS) were counted
and evaluated by light microscopy, and classified according to their class and morphology.
The population of FOPAs was estimated according to the formula: PF = (number of follicles
X number of sections X section thickness) + (number of sections observed X mean diameter
of oocyte nucleus). Results were expressed as mean and standard error, comparisons were
performed using a one-way ANOVA and were considered statistically significant when
P<0.05. 7933,40, 5,497.90 and 307.32 primordial, primary and secondary follicles,
respectively, were observed in the right ovary. In the left organ, in the same order, there were
4,683.48, 3,838.98 and 238.15 follicles. Follicle diameters were 14.65, 11.067 and 7.05 for
primordial, primary and secondary, respectively. The obtained results provide fundamental
information about the pre-antral follicle population in the ovary of Euphractus sexcinctus,

which will be useful for a better future understanding of folliculogenesis in this species.

Keywords: Xenarthra. Reproduction. Folliculogenesis. Wild Animals.
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1 INTRODUCAO

O tatu-peba (Euphractus sexcinctus) é uma espécie mamifera silvestre que se distribui
amplamente pela costa leste da América do Sul, sendo classificada quanto ao risco de
extincdo como espécie pouco preocupante, com populacdo estavel (ABBA et al, 2014).
Alimentam-se de pequenos invertebrados presentes em massas orgédnicas como Aarvores
caidas, o que faz com que essas massas sejam fragmentas, e assim aumentam a superficie do
material, o que facilita a decomposicdo por fungos e bactérias. Além disso, promovem a
ciclagem de nutrientes do solo ao introduzir e revolver matéria organica quando preparam
suas tocas (PEREIRA JR.,2007).

Registros arqueoldgicos evidenciam que estes animais eram utilizados como fonte de
alimento ha 13.000 anos (ABBA et al., 2011) e, ainda hoje, a espécie tem sido utilizada como
fonte de proteina e geracdo de renda. Culturalmente, ainda se acredita que partes do corpo do
animal possam ser utilizadas para fabricacdo de remédios, explorados para atividades
cinegéticas e para usos magico religioso (Barbosa , 2009).

Os principais estudos nesta espécie concentram-se na descricdo morfoldgica
(REZENDE et al., 2011), ecologia (BONATO et al.,, 2008; BEZERRA et al., 2001),
parasitologia e epidemiologia de doencas infectocontagiosas (FROTA et al., 2012; ACOSTA
e LOPEZ, 2013).

No ramo da reproducdo, os estudos voltados & coleta e conservacdo de gametas
masculinos de tatus-peba ja encontram-se mais avancados (SILVA et al., 2015; SOUSA et al.,
2014; SOUSA et al., 2016; SOUSA et al., 2013; SANTOS et al., 2011; SERAFIM et al.,
2010). No entanto, pouco se sabe a respeito dos aspectos reprodutivos basicos das fémeas,
como sobre a morfologia do tecido ovariano. Desse modo, faz-se necessario o
aprofundamento dos conhecimentos sobre a fisiologia reprodutiva, para que se possa
aprimorar o manejo desta espécie em cativeiro (CAMPOS et al., 2016).

Nesse contexto, pesquisas a respeito da reproducdo de tatus-peba, com enfoque no
estudo das propriedades morfofisioldgicas de seu ovario, podem fornecer informac6es
importantes a respeito do potencial reprodutivo de uma fémea. Sabe-se que os ovarios das
fémeas mamiferas possuem milhares de o0citos, que em sua maioria estdo inclusos nos
foliculos ovarianos pré-antrais. Apesar disto, uma infima quantidade podera ser ovulada e
fecundada, o que representa uma grande perda de material genético (GONCALVES et al.,
2001).
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Deste modo, 0 conhecimento a respeito da caracterizagdo e quantificagdo dos
foliculos ovarianos pré-antrais (FOPAS) representa um passo significativo para o
desenvolvimento de tecnologias reprodutivas futuras que poderdo contribuir para preservar
essa espécie, bem como o seu material genético, resultando assim na formacao de bancos de

germoplasma.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Tatu-peba

2.1.1 Importéncia da espécie

A ordem Xenarthra (xenon, significa estranho e arthros, articulacdo) é um dos ramos
mais antigos dos grupos de mamiferos placentarios, do qual fazem parte preguicas, tamandués
e tatus. Os tatus sdo o grupo mais diverso em distribuicdo geogréfica e em nimero de
espécies, sendo 21 espécies que habitam desde o sul dos Estados Unidos até o Chile e a
Argentina (BONATO et al., 2008).

A explicacdo mais convencional para a restricdo geografica da ordem é que esta tenha
surgido da América do Sul quando o continente foi isolado de outra grande massa continental
ha milhares de anos (ENGELMANN, 1985). Especificamente no Brasil, o tatu-peba pode ser
encontrado a partir do sul da Amazonia, e a partir dai se distribui em todos os biomas
nacionais — Amazoénia, Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pantanal e Pampas (WETZEL,
1985).

Os dados coletados pelo 6rgao de preservacao da biodiversidade brasileira, ICMBIo,
contribuem para que a IUCN classifique a situacdo do E. sexcinctus como ‘Menos
Preocupante’ por se tratar de uma espécie comum e de ampla distribuicdo, além de serem
tolerantes a mudancas ambientais (IUCN, 2019).

Os tatus tém caracteristicas Unicas como adaptabilidade as condicGes de laboratério,
alta resisténcia a hipdxia, baixa temperatura corporal, entre outras que os tornam apropriados
para utilizacio em pesquisas cientificas (CODON et al., 2001). Desta forma, sugere-se que
espécies de tatus que ndo estejam em situacdo preocupante como 0s tatus-peba (Euphractus
sexcinctus) possam ser utilizados como modelos experimentais para desenvolvimento de
pesquisas voltadas para espécies ameacgadas como o tatu-bola (Tolypeutes tricinctus) (SOUSA
et al., 2014). Além disso, sdo importantes em pesquisas biomédicas, como agentes infecciosos
como o bacilo Hansen (Mycobacterium leprae), uma vez que este ndo é cultivavel em
laboratdrio. Assim, os tatus sdo utilizados experimentalmente para multiplicacdo do patégeno,
com a finalidade de obter-se material bioldgico para diagnostico e pesquisas de vacinadas,

uma vez que estes sdo susceptiveis a bactéria, desenvolvendo a doenca da mesma forma em
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que ocorre em humanos, com formacdo de hansenomas (PEREIRA JR., 2007; BINFORD et
al., 1976).

Adicionalmente, essa espécie desempenha notavel papel ecolégico uma vez que se
alimenta de invertebrados e pequenos vertebrados, contribuindo para o equilibrio das
populagcdes (BEZERRA, 2001). Podem ainda tornarem-se dispersores de sementes, uma vez
que sdo capazes de alimentar-se de partes vegetais (ABBA e VIZCAINO, 2011). Entretanto,
podem ser considerados pragas, quando ha o crescimento da populacdo, e estes invadem
plantacdes, e também por seu habito de cavar grandes tocas que prejudica a dinamica dos
solos (FALLABRINO e CASTINERA, 2006).

Ademais, a captura destes animais para subsisténcia alimentar em comunidades
tropicais, principalmente as mais afastadas, pode ser essencial para sobrevivéncia destas
(CAJAIBA et al., 2015). Além da carne do animal, outras partes de seu corpo sdo utilizadas
para fins medicinais, como a banha do animal utilizada para tratamento de picadas de insetos,
reumatismo e asma, e religiosos, como a cauda utilizada para prote¢ao contra “mau olhado”
(BARBOZA, 2009). Contudo, a utilizacdo constante de espécies silvestres para tais fins vem
sendo apontada como uma das causas para a diminuicdo populacional das espécies cacadas
(CAJAIBA et al., 2015)

2.1.2 Caracteristicas gerais e reprodutivas da fémea

O tatu-peba (Euphractus sexcinctus Linnaeus, 1758) é o Unico representante do género
Euphractus (Figura 1) da superordem Xenarthra. Dados sobre ecologia, biologia reprodutiva e
analises filogenéticas das espécies pertencentes a esse grupo sao imprecisos, uma vez que sao
dotados de caracteristicas particulares bastante peculiares. A presenca de carapaca, por
exemplo, que é utilizada como defesa contra predadores € uma caracteristica da ordem
Cingulata, da qual pertencem os tatus (WETZEL, 1985).

Figura 1. Tatu-peba (Euphractus sexcinctus Wagler, 1830). Fonte: arquivo pessoal.
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Esta espécie possui atividade principalmente diurna, mas também podem ter atividade
a noite. Em geral, tem hébito solitario, mas podem ser vistos em bando durante a época
reprodutiva (REDFORD e WETZEL, 1985; MEDRI, 2008). Os animais possuem uma
cabeca cOnica e achatada na parte superior; cor da carapaca varia de pardo-amarela a marrom
clara, possuindo 6 a 8 faixas mdveis; a cauda é longa, podendo ter de 11,9 a 24,1cm, além de
ser protegida por anéis corneos. Os animais adultos podem chegar a de 40cm de
comprimento, pesando entre 3,2 e 6,5 kg (LOUGHRY et al., 1998). Ressalta-se ainda, a
presenca de garras em todos os cinco dedos de cada membro, caracteristica essa que lhe
confere grande habilidade para cavar (POCOCK, 1924).

A maturidade sexual nesta espécie ocorre entre 0s 9 meses (GUCWINSKA, 1971) e
um ano (ABBA e SUPERINA, 2010). Campos et al., 2016 relataram que por ocasido do estro,
as fémeas de tatu-peba estudadas apresentaram secrecdo vaginal com sangue, edema vulvar, e
presenga de muco. Os autores em questdo consideraram um ciclo estral como sendo o
intervalo entre periodos de estro, sendo assim constataram a duragdo do ciclo como sendo em
média de 23,5 dias. A fase estrogénica foi identificada com duracdo média de 8,8 dias (com
variacdes de 4 a 16 dias), quando foi possivel observar, através do exame ultrassonografico, a
presenca de foliculos ovarianos em crescimento. Tais estruturas foram descritas como corpos
circulares regulares contendo liquido, em algumas vezes, anecdico, e em outras hipoecoico.

A estacdo reprodutiva pode variar de acordo de acordo a regido e a situacdo em que se
encontram, por exemplo, em climas temperados os animais tendem a apresentar uma estacdo
reprodutiva entre a primavera e o verdo, mas as fémeas em cativeiro podem apresentar estro
durante o outono (NERIS et al., 2002). J& no Chaco boliviano, foi relatado que os animais
apresentam estacdo reprodutiva no periodo seco com maior fecundidade nos primeiros meses
do periodo chuvoso. Desta forma, para que haja reconhecimento do periodo receptivo da
fémea por parte do macho, os animais, de ambos 0s sexos, possuem glandulas no dorso que
liberam secrecdes sinalizadoras, que também podem ser utilizadas para demarcacdo de tocas
(MCDONOUGH e LOUGHRY, 2003). Nas fémeas, a gestacdo tem duracdo média de 60 a 65
dias, com intervalo médio entre pa podendo nascer de um a trés individuos por vez, do mesmo
ou de outro sexo, uma vez que nesta espécie ndo ha ocorréncia de poliembrionia, como
relatado em outras espécies de tatus como o tatu-galinha (Dasypus novemcinctus)
(GUCWINSKA, 1971).
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2.2 O foliculo ovariano

Embora os estudos a cerca da ecologia estejam caminhando ao avango, pouco se sabe
a respeito da fisiologia ovariana desta espécie.

Nas fémeas mamiferas, 0s ovarios podem variar quanto ao peso e sua aparéncia entre
as diferentes espécies, e também de acordo com os diferentes periodos do ciclo reprodutivo.
Este 6rgdo pode ser divido em duas regides, a medula e o cortex. A maior parte do cortex é
formada por foliculos, que sdo a estrutura de sustentacdo dos gametas femininos
(SAMUELSON, 2007).

O foliculo, por sua vez, tem a funcdo de proporcionar um ambiente adequado para a
manutencdo da viabilidade do gameta feminino, e consisti em um odcito primario circundado
por células de sustentacdo que, por conseguinte, sdo circundadas por células estromais
especializadas (GONCALVES et al., 2001). Cada foliculo tem a capacidade de passar por
progressivas mudangas que caracterizam a evolucdo de seus estagios, abrangendo a formacéo
de foliculos primordiais, primarios, secundarios terciarios.

A classificacdo dos foliculos ovarianos pode ser feita de diferentes maneiras, sendo as
principais formas as que consideram: a) o tamanho, pela medida do didmetro folicular; b) o
grau de evolucgdo, observando-se o formato e o nimero de camadas de células da granulosa
(CGs); e ¢) a viabilidade.

A primeira proposta de classificacdo data de 1951 e leva em considerac¢do o formato e
a quantidade de células presentes na camada da granulosa, da seguinte forma: 1, odcito
rodeado por uma camada simples de CGs achatadas; 2, o6cito em crescimento rodeado por
uma camada simples de CGs cuboides; 3, o6cito em crescimento rodeado por duas camadas
de CGs cuboides; 4, o6cito em crescimento rodeado por trés camadas de CGs cuboides; 5,
olcito em crescimento rodeado por quatro ou mais camadas de CGs cuboidais, mas sem
cavidade antral (MANDL & ZUCKERMAN, 1951).

Uma classificacdo proposta mais tarde considera as diferencas morfoldgicas entre os
estagios foliculares, de tal forma que: um foliculo primordial era composto por um gameta
rodeado uma camada de 4 a 8 CGs achatadas; os primarios mostravam um odécito rodeado por
uma camada de 11 a 12 CGs cuboidais; os secundarios, mais de uma camada de CGs
cuboidais (HULSHOF et al., 1994).

Em uma classificagdo mais recente, Cortvrindt e Smitz (2001) caracterizam um
foliculo primordial como sendo um odcito circundado por uma Unica camada de CGs de
formato pavimentoso; os foliculos primarios por um odcito circundado por uma unica camada
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de CGs de formato cuboidais, ndo possuindo células da camada da teca diferenciadas e
podendo apresentar o inicio da formagdo de uma zona pellcida. Os foliculos secundarios
foram caracterizados como um gameta rodeado por pelo menos duas camadas de CGs de
formato cubico e com presenca de uma zona pelicida. Os foliculos terciarios e os pré-
ovulatérios formam o grupo dos antrais, caracterizados por apresentarem uma corona radiata
que circunda-os e células do cumulus que conectam o o6cito as células da granulosa, além das
células tecais e uma cavidade contendo liquido folicular (FIGUEIREDO, 2008).

Os foliculos podem ainda ser considerados normais, quando o gameta possuir formato
regular e seu citoplasma encontra-se homogéneo, e as CGs que o circundam estiverem
organizadas; ou em degenerados quando o odcito possuir formato irregular e/ou for picnético,
0 citoplasma apresentar-se heterogéneo e/ou retraido e as CGs estiverem desorganizadas
(LOPES et al., 2009).

Por ocasido da ovulagdo, as células da granulosa expandem-se em nimero e tamanho
em um processo que as transforma em células luteinicas, especificamente células luteinicas da
granulosa ou células luteinicas grandes. Conforme as células da granulosa sem transformam,
formam-se diversas organelas para a producdo de esteroides, de modo que estas células
passam a ser primariamente envolvidas na producéo de progesterona, e tornam-se capazes de
converter androgénios em estrogénios. Um processo similar ocorre com as células adjacentes
a teca interna, e estas passam a ser chamadas de células luteinicas pequenas, responsaveis por

também produzir progesterona, alguns estrogénios e androgénios (SAMUELSON, 2007).

2.3 Caracterizacao e estimativa da populacgao folicular ovariana

A populacdo folicular ovariana, entre as distintas espécies, € marcadamente
heterogénea, sendo 95% desta populacdo constituida por foliculos primordiais, 0s quais sdo
considerados o pool de reserva dos foliculos ovarianos (SAUMANDE, 1991). Em uma
mesma espécie, esta populacdo pode ainda sofrer a influéncia de outras variaveis como idade,
estado nutricional, fatores genéticos, status reprodutivo e raca (SCARAMUZZI et al., 1993).

A obtencédo de informagdes mais precisas a respeito desta populacéo é importante para
que se conheca o potencial reprodutivo de uma fémea, bem como para ajudar no aumento do
sucesso no emprego de biotécnicas reprodutivas (COMIZZOLI et al., 2010). Nesse sentido,
varios trabalhos vém sendo desenvolvidos no sentido de estimar a populacdo folicular
ovariana em espécies mamiferas domeésticas e silvestres, nestas ultimas reforga-se o objetivo

de preservacdo das espécies (grande-tatu-peludo - Chaetophractus villosus -CODON et al.,
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2001; prea -Galea spixii -PRAXEDES et al., 2015; jumento nordestino — Equus asinus —
LOPES et al., 2017; fetos bovinos —Bos tauros —~ANTONINO et al., 2017; cutia -Dasyprocta
leporina —SANTOS et al., 2018).

Na superordem de mamiferos placentarios Xenarthra, a qual pertencem os tatus-peba,
os trabalhos séo restritos. Em grandes-tatus-peludos (Chaetophractus villosus), uma espécie
filogeneticamente mais proxima aos tatus-peba, observou-se caracteristicas estruturais
especificas como foliculos primordiais compostos por células foliculares que podem estar
isoladas ou em camada completa. Constatou-se ainda que morfometricamente existem
diferencas entre os estagios para foliculos e odcitos (CODON et al.,2001).

Em bichos-preguica (Bradypus variegatus), animais também pertencentes a
superordem Xenarthra, a populacdo foi estimada em 5.103,3 foliculos por ovario, dos quais
89% foram caracterizados como primordiais, assim como na maioria dos mamiferos (SILVA,
2018). Favoretto et al. (2015) identificaram foliculos em todos os estigios de
desenvolvimento nesta espécie. Contudo, Saraiva et al. (2015) ndo observaram a presenca de
foliculos pré-ovulatérios, na mesma espécie.

Numeros semelhantes foram encontrados em ovarios de cutia (Dasyprocta leporina),
onde a populacdo foi estimada em 4419,8 e 5397,52 nos ovarios direito e esquerdo,
respectivamente. Além disso, foram encontrados foliculos multiodcitos em 11 animais, e estes
eram mais presentes nos foliculos primordiais (SANTOS et al., 2018). Embora os tipos
celulares constituintes dos ovarios encontrados nesta espécie se assemelhem aos encontrados
por Praxedes el al. (2015) para preas (Galea spixii), observou-se que o comprimento ovariano
destes Gltimos era maior que o de cutias, enquanto a sua populacédo folicular era menor. Nesta
espécie, a populacdo estimada foi de 416 foliculos em cada par de ovérios. Diferentemente do
que ja foi relato em outras espécies mamiferas, em préas a populacdo folicular é formada
predominantemente por foliculos primarios, sendo estes mais de 60% da populacdo de cada
ovario.

Em fémeas suinas pré-puberes, foram isolados mecanicamente em média 599.160
FOPAs. Contudo, nos mesmos ovarios, em observacdo histologica classica foram estimados
131.937,78 foliculos, dos quais 89,41% eram primordiais (GONCALVES, 2001). A
justificativa para tal diferenca pode ser baseada na diferenca das técnicas utilizadas para
quantificar os foliculos e pela contaminagéo por células somaticas observadas no processo de
isolamento mecanico (TELFER, 1996).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Estudar a morfofisiologia ovariana de fémeas de Tatus-peba (Euphractus sexcinctus)
adultas.

3.2 Objetivos Especificos:

a. Estimar o numero de foliculos ovarianos em cada categoria pré-antral.

b. Descrever a morfometria do foliculo e do odcito de tatus-peba.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Os animais foram capturados no municipio de lcapui (4.7159° S, 37.3547° W), no
estado do Ceard, sob autorizagdo do 6Orgdo de protecdo ambiental responsavel, e foram
levados para a Universidade Federal Rural do Semi-Arido - UFERSA (Mossor6, RN, Brasil,
5°10=S,37°=10W).

Para este estudo foram utilizados 5 tatus-peba (Euphractus sexcinctus) fémeas,
adultas, sexualmente maduras. Os animais foram eutanasiados de acordo com as
recomendacgdes do comité de ética da UFERSA (CEUA Proc. N° 23091.002959/2016-43), e
mediante autorizacdo do Instituto Chico Mendes de Biodiversidade — ICMBio (SISBIO
50564-1).

4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DOS OVARIOS

Apds a eutanasia, os pares de ovarios foram coletados e lavados em alcool 70% por 10
segundos, e posteriormente, duas vezes em solucdo fisioldgica também por 10 segundos, para
que fossem retirados sangue e outros contaminantes.

Os ovarios mensurados quanto a sua largura, comprimento e espessura com o auxilio

de um paquimetro, e pesados em balanca digital.

4.3 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apdbs o processamento, cada par de ovario foi fixado em Carnoy durante 12 horas,
seguido de desidratacdo em concentracdes crescentes e diafanizados em xilol, inclusos em
parafina histolégica. Os blocos de parafina confeccionados foram seccionados em séries de 5
pm. A cada 120% secgOes foram montadas ldaminas que foram coradas com hematoxilina-

eosina.
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4.4 ANALISE MORFOMETRICA

Os foliculos foram observados por microscopia de luz, sob aumento de 40x (Zeiss,
Germany), quando foram realizadas microfotografias. A partir destas foram feitas medidas
perpendiculares dos didmetros do foliculo, do odcito e do nlcleo, com o auxilio do programa
de processamento de imagens ImageJ.

4.5 ESTIMATIVA DA POPULACAO FOLICULAR

Os foliculos foram identificados e classificados como primordiais quando
apresentavam um od6cito de nucleo visivel e eram circundados por uma unica camada de
células da granulosa em formato pavimentoso; primarios quando continham um odcito
circundado por uma camada de células de formato cubico; e secundario quando o odcito
presente era circundado por duas ou mais camadas de célula de formato cubico, sem presenca
de cavidade antral (LIMA, 2011).

Os FOPAs foram contados de acordo com sua categoria e 0s numeros obtidos foram
aplicados na formula para estimativa da populagéo folicular segundo Lucci et al. (1999):

PF n? de foliculos x n2 de sec¢bes x espessura do corte
n? de secgdes observados x diametro médio do nucleo do obcito

4.6 ANALISE DA INTEGRIDADE DOS FOLICULOS

Os foliculos ovarianos foram avaliados de acordo com a integridade do odcito e da
estrutura da camada da granulosa. Os foliculos foram considerados normais quando o odcito
estava presente e tinha formato regular e citoplasma uniforme, e as células da camada da
granulosa bem organizadas. Quando as células da granulosa estavam desorganizadas, e 0
olcito possuia retracdo de ooplasma e/ou nucleo picnético, o foliculo foi considerado
degenerado. A classificacdo foi realizada de forma rigorosa, de forma que a presenca de uma
unica alteracdo folicular foi suficiente para que o foliculo fosse considerado degenerado.

Para evitar a avaliacdo e contagem de um mesmo foliculo mais de uma vez, os FOPAS
foram analisados apenas nas sec¢des nas quais o ndcleo do odcito for observado (PRAXEDES
etal., 2015).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa StatView para Windows (SAS
Institute Inc. Copyright 1992 — 1998. Version 5.0). Os dados referentes a estimativa
populacional de cada categoria e aos diametros das estruturas foliculares foram submetidos a
ANOVA seguida de teste Tukey. Os resultados foram expressos em médias e erro padrdo. Os

valores foram considerados estatisticamente significativos quando P<0.05.
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5 RESULTADOS

As médias das medidas dos ovarios direito e esquerdo foram semelhantes e
encontram-se apresentados na tabela 1. Um total de 13.738,62 e 8.760,61 de FOPAs foram

estimados como a populacdo nos ovarios direito e esquerdo, respectivamente. Do total desta

populagdo, 43,97% (figura 2A) apresentaram-se normais e 56,03% (figura 2B) foram

classificados como degenerados. Observou-se que o nimero de foliculos diminuia de acordo

com a evolucéo da categoria folicular destes, conforme representado na tabela 2.

Tabela 1. Medidas de peso (g), comprimento (cm), largura (cm) e espessura (cm) dos ovarios

direito e esquerdo de tatus-peba (Euphractus sexcinctus) (média * erro padrao).

Caracteristicas Oviério
Esquerdo Direito
Peso (g) 0,06 £0,2 0,06 £0,2
Comprimento (cm) 0,90+0,12 0,89+0,10
Largura (cm) 0,41+£0,03 0,41 £0,06
Espessura (cm) 0,25+ 0,06 0,25 £ 0,06

Resultados ndo apresentam diferencas significativas (P > 0,05).

Figura 2. Aspectos morfologicos dos foliculos ovarianos de tatu-peba (Euphractus

sexcinctus). (A) Foliculo morfologicamente normal e (B) foliculo morfologicamente

degenerado. Fonte: arquivo pessoal.
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Tabela 2. Estimativa da populacgdo folicular ovariana em tatus-peba (Euphractus sexcinctus).

Categoria Populacdo folicular Populagdo Porcentagem de foliculos (%)
folicular total
Direito Esquerdo Direito Esquerdo
Primordial 7.933,40° 4.683,48°  12.616,88 57,74° 53,46°
Primario 5.497,90" 3.838,98"  9.336,88 40,02 43,82
Secundario 307,32° 238,15° 545,47 2,24° 2,72°
Total 13.738,62 8.760,61 22.499,23 100,00 100,00

a, b, c na mesma coluna, diferentes sobrescritos demonstram diferengas significativas (P <0,05).

Os foliculos primordiais (figura 3A) e primarios (figura 3A) estavam situados mais

proximamente as margens externas do cortex ovariano. Foliculos secundérios (figura 3B) e

multiodcitos (figura 3C) foram observados em todos os animais, porém em menor quantidade.

Figura 3. Aspectos histoldgicos dos foliculos ovarianos de tatu-peba (Euphractus sexcinctus).

(A) Foliculos primordiais e primarios situados no cértex. (B) Foliculo secundario com duas

ou mais camadas de células da granulosa. (C) Foliculos multioocitérios. (D) Corte transversal

do ovario. Fonte: arquivo pessoal.
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No tocante a morfometria, as estruturas foliculares, foliculo, odcito e nacleo, diferiam
entre as classes foliculares, com os foliculos secundarios apresentando os maiores diametros

de foliculo, odcito e nucleo (tabela 3).

Tabela 3. Diametro dos foliculos ovarianos pré-antrais, 04citos e seus nucleos (um) em tatus-

peba (Eupharactus sexcinctus), de acordo com as categorias foliculares (média + erro padrao).

Categoria Estrutura
Foliculo (um) Odcito (um) Nucleo (um)
Primordial 14,65 + 1,48 11,067 +1,31° 7,05 + 0,83
Primario 21,53 +3,49° 14,97 + 2,39 8,25 + 1,04°
Secundario 38,17 + 14,23° 24,08 + 8,85° 10,85 + 2,53°

a, b, ¢ na mesma coluna, diferentes sobrescritos demonstram diferencas significativas (P <0,05).
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6 DISCUSSAO

Ao nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo a caracterizar e estimar a
populacdo de foliculos preé-antrais ovarianos de tatus-peba (Euphractus sexcinctus). A
aparéncia dos ovarios desta espécie, visualizados em ultrassonografia, foram descritos
anteriormente por Campos et al. (2016) como sendo estruturas bem definidas, arredondadas e
levemente hipoecdicas em relacdo ao tecido adjacente, com o ovério direito apresentando
0,94cm de comprimento e 0,68cm de largura na fase estrogénica do ciclo estral; e 0,67cm de
comprimento e 0,60cm de largura na fase progesterénica; ja o ovario esquerdo apresentou
0,61cm de comprimento e 0,60cm de largura na fase estrogénica, e 0,65cm e 0,57cm de
comprimento e largura, respectivamente, na fase progeteronica. No presente estudo foi
verificado que os ovarios apresentavam comprimento (0,90 cm e 0,89 cm) semelhante a
descrita por Campos et al. (2016) para o ovario direito na fase estrogénica, contudo a largura
(0,41 cm) apresentou-se menor que as medidas encontradas por estes em todas as fases. Vale
ressaltar que durante o processo de formacdo da imagem ultrassonogréfica ha a ocorréncia de
formacdo de artefatos de imagem, que se referem a projecdo de imagens que ndo condizem
exatamente com a verdadeira imagem do local examinado, fazendo com que a imagem gerada
possa ser erronea, superficial ou deslocada (PEIXOTO, 2010).

As caracteristicas ovarianas de comprimento e largura estdo mais proximas as medidas
verificadas por Silva (2018) em ovérios de bicho preguica (Bradypus variegatus) (0,7 a 1,0
cm de comprimento, e 0,5 a 0,8cm de largura) que as medidas encontradas por Barretto et al.
(2013) para Bradypus variegatus (0,6 a 0,8cm de largura, € 0,5 a 0,8 de comprimento).
Contudo, as caracteristicas citadas e a espessura diferiram das encontradas por para tamandua-
mirim (Tamandua tetradactyla) que apresentaram ovario direito medindo 15,69 cm, 6,63 cm e
4,98 cm para comprimento, largura e espessura respectivamente; ja os orgaos esquerdos
apresentavam na mesma ordem 17,27 cm, 7,04 cm e 5,46 cm (Rossi et al., 2011).

A populagdo folicular estimada para cada ovério foi significativamente maior que a
populacdo estimada para bicho preguica (Bradypus variegatus), estimada em 5.103,3 foliculos
por ovario, e de cutias (Dasyprocta leporina) que apresentou para 0s ovarios direito e
esquerdo, respectivamente, 4419,8 e 5397,52 (SILVA, 2018; SANTOS et al., 2018). Ressalta-
se ainda, que embora o tamanho dos ovarios de tatus-peba seja notoriamente menor que os de
jumento nordestinos (Equus asinus), a populacéo total, resultado do somatorio da populacao
estimada em cada ovario, € maior em tatus-peba (LOPES et al.2017). Meira et al. (1998)
descreveram o reconhecimento embrionario asinino como sendo semelhante ao de equinos, de

forma que esta espécie costuma ter apenas um filhote por gestagdo como outros
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individuos do género Equus. Isto faz com que as fémeas desta espécie tenham uma menor
taxa ovulatéria quando comparada a fémeas pluriparas, como as fémeas de tatu-peba que
costumam ter de um a trés filhotes por gestacdo (GUCWINSKA, 1971).

Embora seja sabido que o processo de atresia de foliculos ovarianos € um processo
comum, e responsavel pela perda de um nimero considerdvel de gametas, ressalta-se que na
maioria das espécies, que tem sua populagdo folicular estimada, € mais comum encontrar-se
um numero maior de foliculos normais que atrésicos (PRAXEDES, 2014). Mesmo dentro do
grupo dos Xenarthras, dentre os trabalhos ja citados, este é o primeiro classifica a populagéo
folicular morfologicamente (normal e degenerado), impossibilitando correlacionar os dados
com de outras espécies. Ainda assim, a populagdo morfologicamente normal encontrada em
tatus-peba (9.892,95) € significativamente maior que a encontrada em bichos-preguica
(5.103,3) (SILVA, 2018). Por ora, sugere-se que o fendmeno encontrado pode ser resultado
de um processo infeccioso causado pela bactéria Mycobacterium leprae, causadora da
hanseniase, uma vez que os animais foram diagnosticados como sendo portadores da mesma.
Trabalhos evidenciam que tatus que contraem o bacilo tendem a apresentar a forma
virchowiana da doenca. Esta se caracteriza pela infiltracdo progressiva do bacilo através da
pele, nervos, linfonodos e 6rgdos internos (ARAUJO, 2003). Em trabalho de diagndstico
molecular, Frota et al. (2012) conseguiram isolar o DNA do M. leprae em biopsia tecial de 5
animais da espécie D. novemcinctus e um E. sexcinctus. Anteriormente, em um trabalho de
inoculacdo e diagndstico da bactéria em D. novemcinctus, Binford at al. (1976) avaliaram 0s
ovarios de apenas um animal, observando que neste havia consideravel infiltrado
lepromatoso. Trabalhos recentes tém relatado que estes individuos podem ser portadores e
transmissores de agentes infecciosos como Mycobacterium leprae, Trypanosoma cruzi e
Leptospira spp. (FROTA et al., 2012; ACOSTA e LOPEZ, 2013; FERNANDES, 2015).
Contudo, pouco se sabe sobre como estes agentes afetam clinica e fisiologicamente esses
individuos.

Diversos autores estimaram a populacdo folicular de diferentes espécies utilizando
diferentes metodologias. Em relacdo as categorias foliculares os resultados obtidos
corroboram com os demais trabalhos de estimativa da populagdo folicular, em que os
foliculos primordiais sdo quantitativamente dominantes, com decréscimo das categorias
seguintes. Contudo, as proporgdes entre as classes foram notadamente distintas as encontradas
por Lima (2011) em catetos (Tayassu tajacu), quando os foliculos primordiais representaram

mais de 90% da populagdo estimada, bem como em bichos-preguica (SILVA et al., 2018).
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Tal qual aqui descrito para os tatus-peba, a ocorréncia de odcitos agrupados em um
mesmo foliculo tem sido relatada por diversos autores tanto em outras espécies da familia
Euphractinae quanto em outras familias. Cetica, Marcos e Merani (2005) descreveram em
tatus das familias Euphractinae (Ch. Villosu, Ch. Vellerosus, Z. pichiy e C. truncatus) e
Tolypeutinae (T. matacus) a presencga de foliculos multiodcitos formados por uma camada
simples de células colunares ou cubicas. A ocorréncia destas estruturas foi descrita mais uma
vez na especie Zaedyus pichiy, desta vez por Superina, Carefio e Jahn (2009), além de Coddn
e Casanave (2000) que verificaram 0 mesmo nesta espécie e em Chaetophractus vellerosus. O
motivo da ocorréncia deste fendmeno, ainda ndo est4d completamente elucidado. Contudo
algumas teorias foram sugeridas para explicar sua existéncia, como a divisdo mitotica com
alta taxa de diferenciacdo de células durante o crescimento do foliculo, a partir da qual
surgem Vvarios oocitos de foliculos primordiais (KENNEDY, 1924). Outros autores acreditam
que a ocorréncia desta classe folicular se d& em decorréncia de uma falha da diviséo celular
nos estagios iniciais de desenvolvimento do foliculo (LUCCI et al., 1999; TINGER et al.,
2009). A teoria mais recente sugere que as células da granulosa podem ser invasivas, e assim
causam a fusdo de células adjacentes (GAYTAN et al., 2014).

Quanto a morfometria folicular, Codon et al. (2001) estimaram as médias dos
didametros dos foliculos e dos odcitos de seis classes foliculares do grande-tatu-peludo
(Chaetophractus villosus): primordiais, primario precoce, priméario tardio, secundario,
terciario e foliculo de Graaf (ou foliculo antral). Estes encontram didmetros médios
foliculares de 28,23um, 38,64um, 71,00um e 134,52um para foliculos primordiais, primarios
precoces, primarios tardios e secundarios, respectivamente. J& para os o6citos, as médias
encontradas foram de 19,38um, 26,36um, 38,27um e 84,63um para a mesma ordem de
classes foliculares. Marcadamente os diametros encontrados nesta espécie diferem das
medidas encontradas para os foliculos e o6citos de foliculos primordiais, primarios e
secundarios de tatus-peba, encontrados no presente estudo. Contudo, os diametros das
estruturas dos foliculos primordial e priméario de Euphractus sexcinctus sao préximos aos
didmetros das mesmas classes encontrados em cutias e preas. Ressalta-se que ambas as
espécies tem tamanho semelhante, com o individuo adulto medindo em média 40 cm. Além
disso, 0 nimero de individuos que nascem em cada paricdo também é o mesmo (Smith,
2008).

Carrijo et al. (2010) observaram que os diametros dos componentes foliculares de

gatas domesticas (Felis catus) aumentavam conforme as classes destes evoluiam. O mesmo
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foi observado em FOPAs de cabras (Capra aegagrus hircus) isolados mecanicamente, onde
os didmetros dos foliculos primordiais, primarios e secundarios foram respectivamente,
20,1um, 49,7um e 72,7um (RODRIGUES et al., 1998). Este aumento crescente dos
didmetros pode ser explicado pelo crescimento do 06cito, uma vez que no estagio primordial
0 odcito mede em média 10um, apresentando o dobro deste tamanho no estagio primario e
continuando a crescer no estagio secundario. Além disso, durante as evolugdes as células da
granulosa aumentam seu tamanho, e posteriormente se dividem dando origem a um epitélio
estratificado (SAMUELSON, 2007). Deste modo, o crescente didametro verificado nos nucleo,
odcito e do foliculo ovariano de acordo com o avango destes em tatus-peba estd de acordo

com o que foi observado em outras espécies mamiferas domésticas e silvestres.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho constituem informacdes fundamentais sobre a
populacédo de foliculos pré-antrais no ovario de Euphractus sexcinctus, que serdo Uteis para
uma melhor compreensdo da foliculogénese nesta espécie. Além disso, assumindo sua
importancia como modelos biomédicos, pode constituir um claro auxilio & manutencdo em

cativeiro.
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