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RESUMO

MACHADO, L.C. Biologia da reproducéo do cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e
criopreservacdo do material genético para enriquecimento de banco de germoplasma
animal [Biology of reproduction of Creb-Eating Fox (Cerdocyon thous) and
cryopreservation of genetic material for enrichment of animal gene bank], 2016. 100p.
Defesa de Tese de Doutorado — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

A expansdo desordenada do processo de urbanizacdo e da malha rodoviaria sem a
construcdo de corredores ecoldgicos que permitam a transposicao segura de varias espécies
de animais silvestres contribui para os elevados indices de mortalidade observados na
atualidade e constitui uma ameaca para o declinio populacional de espécies, como o
cachorro-do-mato (Cerdocyon thous). Estima-se que o nimero de animais vitimados por
atropelamentos chegue a aproximadamente 450 milhdes de animais/ano nas diversas
espécies, sendo: 400 milhdes de pequenos vertebrados, 3 milhdes de grandes vertebrados e
aproximadamente 47 milhdes de vertebrados de médio porte, a partir do estabelecimento
de uma taxa média de 1,7 milhdes de quildmetros a malha rodoviaria do territorio
brasileiro, levando-se em consideracdo a ampla diferenca entre rodovias e estradas de
asfalto e terra, pertencentes as esferas federal, estadual, e municipal. Uma estratégia para a
conservacao ex situ é o estudo da biologia da reproducdo da espécie Cerdocyon thous € a
criopreservacao de seu patrimbnio genético através da formacdo de um Banco de
Germoplasma Animal, onde se contemplou o estudo do sistema reprodutor feminino de
cinco espécimes por descricdo morfoldgica e ultraestrutural, cultivo e criopreservacdo
celular (fibroblastos). Foram utilizadas 7 (sete) fémeas de Cerdocyon thous, (n=7), das
quais 2 (duas) eram vitimas de atropelamento (Km 215 da Rodovia Anhanguera,

Pirassununga — SP), tendo seus sistemas reprodutores dissecados e analisados

macroscopicamente. Os respectivos animais foram encontrados em datas distintas em



periodo que compreende os meses de janeiro a julho do ano de 2015 com sinais de
evisceracdo e um destes apresentava avancado estagio de decomposicdo. Foi realizado o
estudo biométrico dos animais, onde se constatou que as fémeas encontradas eram adultas.
Os achados foram compilados por meio de técnicas histoldgicas (Hematoxilina-Eosina,
Tricromico de Massom, Reativo de Schiff ou “PAS” e Alcian Blue) e microscopia
eletronica de varredura. A partir da observacdo macroscépica do sistema reprodutor
feminino da espécie em questdo, constatou-se que o formato dos ovarios apresenta forma
similar a um gréo de feijdo e tubas uterinas com comprimentos varidveis entre 5 a 8 cm
para 0s espécimes analisados. Constatou-se também, a presenca de um Gtero bicornuado
com aproximadamente 3 cm de comprimento e cornos uterinos compridos e estreitos (9 a
11 cm de comprimento); Como j& observado em estudos realizados em outras espécies
(domésticas e silvestres), a cérvix dos espécimes de Cerdocyon thous analisados faz
comunicagdo entre o Utero e a vagina. A vagina apresenta musculatura alongada e circular
e a vulva uma conformagdo anatdbmica densa com clitoris bastante pronunciado.
Microscopicamente, foram observados que os ovarios apresentavam foliculos primordiais
formados por um ovécito e por células foliculares achatadas, bem como a presenca de
foliculos primarios unilaminares, este Gltimo constituido por um ovécito envolvido por
uma camada de células da granulosa. A analise por microscopia eletrnica de varredura
evidenciou a superficie ovariana, com caracteristica irregular. As tubas uterinas
apresentaram-se com epitélio de revestimento constituido de células ciliadas e células
secretoras nao ciliadas. Através de analise por microscopia eletronica de varredura, foi
possivel verificar que parte da parede da tuba uterina apresentou uma mucosa intensamente
“pregueada”. Microscopicamente, o Utero apresentou uma parede relativamente espessa e,
externamente uma camada serosa, constituida de mesotélio e tecido conjuntivo e,

dependendo da porcdo do Orgdo (adventicia), constituida de tecido conjuntivo sem



revestimento de mesotélio e microscopia eletrénica de varredura que evidenciou a
superficie luminal, ilustrando a disposicdo dobrada do endométrio e a presenca de fibras de
musculo liso. A cérvix se apresentou com epitelio colunar simples, secretor de muco e por
analise de microscopia eletrénica de varredura, foram observadas poucas fibras de muasculo
liso. Quanto a vagina, foi observado epitélio pavimentoso estratificado sobre um tecido
conjuntivo denso, onde se constatou por microscopia eletronica de varredura, a regido de
transicdo entre a cérvix e a vagina, onde se evidenciou a lamina propria da mucosa vaginal,
constituida por um tecido conjuntivo frouxo e, mais externamente, uma parede densa,
constituida por uma camada muscular composta de fibras musculares lisas. A vulva e o
clitoris foram observados recobertos por um epitélio pavimentoso estratificado com uma
delgada camada de células queratinizadas na superficie. No que diz respeito a criacdo de
uma linhagem celular (fibroblastos) para o enriquecimento de banco de germoplasma, os
resultados demonstraram que as células de Cerdocyon thous apresentaram uma baixa
capacidade clonogénica, especialmente quando comparadas ao cdo doméstico. Por serem
espécimes silvestres de historico desconhecido (idade, habitos alimentares), tais fatores
poderiam implicar no tamanho dos telébmeros das células (fibroblastos) e,
consequentemente, ser um impedimento para uma satisfatoria proliferacdo celular. Assim,
0 presente estudo teve carater preservacionista, visando a conservacdo em longo prazo dos
recursos genéticos desta espécie pertencente aos biomas brasileiros, sendo de grande
relevancia e os achados aqui contidos, um ponto de partida para a realizacdo e

continuidade de novas pesquisas com abordagem sobre a espécie em questao.

Palavras-Chave: Criopreservacdo; Reproducdo; Banco de germoplasma; Canideos

silvestres.



ABSTRACT

MACHADO, LC. Biology of reproduction of Creb-Eating Fox (Cerdocyon thous)
and cryopreservation of genetic material is enrichment of animals gene bank. 100p.
Doctoral Thesis - Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao
Paulo, Pirassununga (SP), 2016.

The disorderly expansion of the urbanization process and the road network without
building ecological corridors that allow for the safe implementation of various species of
wild animals contributes to the high mortality rates observed today and is a threat to the
population decline of species such as the Creb-eating fox (Cerdocyon thous). It is estimated
that the number of animals victims of road kill reach approximately 450 million animals /
year in different species, of which: 400 million small vertebrates, 3 million of large
vertebrates and approximately 47 million medium-sized vertebrates, from establishment of
an average rate of 1.7 million kilometers of road network of Brazil, taking into account the
wide difference between highways and asphalt roads and land belonging to the federal, state,
and municipal. A strategy for ex situ conservation is the study of Cerdocyon thous species
reproductive biology is cryopreservation of their genetic heritage through the formation of
an Animal Germplasm Bank, where he contemplated the study of the female reproductive
system of five specimens for morphological description and ultrastructural, cell culture and
cryopreservation (fibroblasts). They used seven (7) female Cerdocyon thous (n = 7), of
which two (2) were victims of running over (Km 215 of Anhanguera Highway,
Pirassununga - SP) and their reproductive systems dissected and analyzed macroscopically.
Their animals were found on different dates in a period comprising the months of January to
July 2015 with evisceration signals and one of these had advanced stage of decomposition.
biometric study of animals, which demonstrated that adult females were found, was

performed. The findings were compiled by histological techniques (hematoxylin-eosin,



Masson's Trichrome, Schiff Reactive or "PAS" and Alcian Blue) and scanning electron
microscopy. From macroscopic observation of the female reproductive system of the species
concerned, it was found that the shape of the ovaries features similar to a grain of beans and
uterine tubes with lengths ranging from 5-8 cm for the analyzed specimens. It was also
found the presence of a bicorn uterus approximately 3 cm and narrow uterine horns (9-11
cm); as noted in studies in other species (domestic and wild), the cervix of Cerdocyon thous
specimens analyzed is communication between the uterus and vagina. The vagina has
lengthened and circular muscle and the vulva a dense anatomical conformation quite
pronounced clitoris. Microscopically, it was observed that the ovaries had primordial
follicles formed by a flattened oocyte and follicular cells, as well as the presence of
unilaminares primary follicles, the latter consisting of an oocyte surrounded by a layer of
granulosa cells. Analysis by scanning electron microscopy revealed the ovarian surface with
irregular feature. The oviducts presented with epithelium composed of ciliated and non-
ciliated secretory cells. Through analysis by scanning electron microscopy, we found that
part of the oviduct wall showed a mucosa intensely "pleated”. Microscopically, the uterus
showed a relatively thick wall and externally a serous layer consisting of mesothelium and
connective tissue and, depending on the body portion (adventitious), composed of
connective tissue without mesothelium coating and scanning electron microscopy which
showed the surface luminal illustrating the folded disposition of the endometrium and the
presence of smooth muscle fibers. The cervix is presented with simple columnar epithelium,
mucus secreting and analytical scanning electron microscopy; a few smooth muscle fibers
were observed. As the vagina was observed stratified squamous epithelium on a dense
connective tissue, where it was found by scanning electron microscopy, the transition region
between the cervix and the vagina, where it showed the lamina propria of the vaginal

mucosa, consisting of a connective tissue loose and more externally a thick wall consisting



of a muscular layer composed of smooth muscle fibers. The vulva and clitoris were observed
covered by a stratified epithelium with a thin layer of keratinized cells on the surface. As
regards the establishment of a cell line (fibroblasts) to the genebank enrichment, the results
showed that cells had a lower Cerdocyon thous clonogenic capacity, especially when
compared to the domestic dog. Being wild specimens of unknown history (age, diet), such
factors could lead to the size of the telomeres of cells (fibroblasts) and thus be a hindrance to
a satisfactory cell proliferation. Thus, the present study was preservationist character, aiming
at long-term conservation of genetic resources of the species belonging to the Brazilian
biomes, being of great importance and the findings contained herein, the starting point for

the implementation and continuity of new research approach the species in question.

Key-words: Cryopreservation; Reproduction; Germplasm bank; Wild canids.
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1. INTRODUCAO

A Unido Mundial para a Conservacdo (IUCN) ¢ a responsavel pelo estabelecimento
de categorias de conservacdo de espécies. Com o propdésito de preservar as espécies
tidas como ameacadas (criticamente em perigo, em perigo e vulneravel), esta
classificacdo auxilia na identificacdo de espécies que necessitam de maior atengdo
conservacionista. Isso permite a promocéo de acordos, como a Convencao Internacional
de Espécies Ameacadas (CITES), e, também, outras medidas em prol da conservacéo da
fauna e da flora (PRIMACK & RODRIGUES, 2001).

Com base nessas categorias, a IUCN preparou varias listas vermelhas de espécies
ameacadas de extincdo, em diferenciados taxons, nas quais estdo incluidos animais e
plantas de todo o planeta (IUCN, 2015).

No Brasil, 0 Ministério do Meio Ambiente (MMA) e o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), contando com a parceria da
Fundacdo Biodiversitas para a Conservacdo da Diversidade Bioldgica, da Sociedade
Brasileira de Zoologia e da “Conservation International”, elaboraram a lista nacional
das espécies da fauna brasileira ameacadas de extin¢do. Essa lista serve como referéncia
tanto para programas de recuperacao de espécies ameacadas, provaveis implantacdes de
unidades de conservacdo auxiliares em medidas atenuantes de impactos ambientais,
quanto para pesquisadores e para a aplicagdo da Lei de Crimes Ambientais
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2015).

Apesar do Cerdocyon thous ndo ser uma espécie constante no Livro Vermelho da
Fauna Brasileira Ameacada de Extin¢do, um grande nimero de individuos deste canideo
silvestre e de outras espécies silvestres tém sido frequentemente vitimados por

atropelamentos em estradas e rodovias, devido a auséncia de corredores ecologicos para
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transposicdo dos animais de um lado para o outro da rodovia. Estima-se que 0 nimero
de animais vitimados por atropelamentos chegue a aproximadamente 450 milhdes de
animais/ano de diversas espécies, sendo: 400 milhdes de pequenos vertebrados, 3
milhGes de grandes vertebrados aproximadamente 47 milhdes de vertebrados de médio
porte, a partir do estabelecimento de uma taxa média de 1,7 milhdes de quildmetros a
malha rodoviaria do territério brasileiro, levando-se em consideracdo a ampla diferenca
entre rodovias e estradas de asfalto e terra, pertencentes as esferas federal, estadual, e
municipal (O ECO, 2015).

Os elevados indices de mortalidade por atropelamentos de animais silvestres
registrados em dias atuais se devem ndo sO pela expansdo da malha rodoviaria, mas
também ao que chamamos de “efeito de borda”. Mesmo sendo 0s canideos animais
predadores, podem apresentar comportamento onivoro, em decorréncia da variedade de
alimentos ou se as condi¢cdes ambientais assim o exigirem, incluindo desde frutos,
insetos, crustaceos, peixes, pequenos vertebrados, pequenas aves e roedores, além de
carnicas e alimentos descartados pelo ser humano. Para a obtencdo destes rejeitos
alimentares, muitos animais se arriscam em areas com grande trafego. Apesar de ser
considerada uma espécie comum e abundante, poucas pesquisas sobre reproducdo de
Cerdocyon thous foram realizadas, fazendo-se necessario o aprofundamento de estudos
nesta vertente (WILSON, 1997; LOSKUTOFF, 1998; PRIMACK & RODRIGUES,
2001).

O conhecimento da morfologia dos 6rgdos genitais e fisiologia de qualquer espécie
sdo de suma importancia para a sua sobrevivéncia, prosperidade ou extin¢do. Analises da
diversidade dos sistemas reprodutivos sdo relevantes para a compreensdo dos aspectos
adaptativos e evolutivos envolvidos na sua diferenciagdo (PUKAZHENTHI & WILDT,

2004). Assim, fica evidente a importancia em se conhecer e aprofundar sobre 0s aspectos
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reprodutivos, morfologicos e ultraestruturais, bem como forma e posicionamento dos
orgdos de Cerdocyon thous, como forma de se garantir a perpetuacdo desta espécie de
relevante papel ecolégico.

No intuito de minimizar as taxas de declinio das espécies, no que diz respeito a
conservacdo de material genético de espécies criticamente ameacadas de extingcdo, 0s
chamados "bancos de recursos genéticos” ou "banco de germoplasma animal” sdo
utilizados como repositorios de germoplasma (WILSON, 1997; PRIMACK &
RODRIGUES, 2001). Reservas genéticas de bancos diferem de um banco de células e
tecidos armazenados, disponivel somente como um recurso para a pesquisa genética
porque efetivamente aumenta a "vida genética”, dando continuidade como parte de
programas de reproducao (Martins et al., 2007; Piovezan et al., 2012; COMIZZOLI &
HOLT, 2014; Machado et al.,, 2016). Uma vez que 0 objetivo dos programas
reprodutivos de espécies ameacadas € a manutencdo da diversidade genética maxima,
torna-se evidente que os bancos de recursos genéticos contribuem diretamente para os
objetivos de conservacdo de qualquer espécie, criticamente ameacada ou ndo, uma vez
que proporciona a manutencdo do patriménio genético, enfocando a relevancia de

pesquisas realizadas sobre a tematica aqui apresentada.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora o Cerdocyon thous seja uma espécie comum e de ampla distribuicdo
(EMMONS & FEERS, 1998), algumas informagdes sobre sua morfologia e
comportamento ainda sao desconhecidas, sendo de extrema relevancia para a elaboragéo
de estratégias de manejo e conservacdo da espécie, bem como do ambiente em que
vivem. Pensando no ecossistema e em seu funcionamento, Fontana et al., (2003)
sugerem que o declinio de uma espécie abundante e que cumpre um papel ecoldgico
importante, pode ser encarado como mais preocupante que o desaparecimento de
espécies que nunca foram numerosas e sempre desempenharam um papel ecoldgico
limitado. Em outras palavras, garantir que as espécies comuns se mantenham comuns
pode ser tdo importante quanto salvar espécies raras (Fontana et al., 2003). Sob essa
Otica, mesmo ndo estando ameagados de extingdo em suas areas de ocorréncia, canideos
silvestres como o Cerdocyon thous podem ser considerados importantes para a
conservacao dos ecossistemas em que estdo inseridos devido a sua abundancia e por
desempenharem papel ecoldgico.

Portanto, esta pesquisa visa 0 estudo do sistema reprodutor feminino da espécie
Cerdocyon thous por meio de descricio morfolégica e ultraestrutural, forma e
posicionamento dos Orgdos genitais e da criopreservacdo do seu patrimdnio genético
através do enriquecimento de Banco de Germoplasma Animal, onde serd contemplado e
criopreservacao das células (fibroblastos), objetivando em longo prazo a conservagdo
dos seus recursos genéticos, constituindo um importante material para posteriores

pesquisas sobre a tematica apresentada nesta tese de doutorado.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Mamiferos: Caracteristicas Gerais

Mamiferos sdo animais pertencentes a classe Mammalia, com grande diversidade
de espécies. Suas principais caracteristicas sdo o corpo coberto por pelos, a capacidade
de manter a estabilidade da temperatura corporal, a fecundacdo interna o
desenvolvimento do filhote dentro do corpo materno, a producédo de leite por glandulas
mamarias e os cuidados prolongados da mée com a prole. Destaca-se, ainda, a maior
capacidade do cranio correlacionada ao aumento do tamanho do encéfalo, que junto as
demais caracteristicas conferem ao grupo melhores condi¢cdes de sobrevivéncia. Por
outro lado, outras caracteristicas tornam algumas espécies vulneraveis dentre elas o
grande tamanho corporal, a organizacdo social complexa, o tamanho populacional
reduzido e/ou a distribuicao geografica reduzida (BRAGA, 2004).

Encontra-se taxonomicamente enquadrada na Classe Mammalia a Ordem
Carnivora, esta que é uma ordem bastante ampla e complexa, que possui a importante
funcdo ecoldgica de regular as populacdes de presas. Apresentam varias adaptacdes
morfologicas que possibilitam o sucesso durante a perseguicdo e consumo de caca,
como corpo alongado, musculatura desenvolvida, e membros que permitem o alcance
de grandes velocidades além de sentidos agucados, dentes especializados e garras
desenvolvidas (BRAGA, 2004). A Familia Canidae é uma das familias pertencentes a
Ordem Carnivora. No Brasil, estdo constituidas/representadas pelas espécies que
seguem: Crhysocyon brachyurus (Lobo-Guard), Spheothos venaticus (cachorro-
vinagre), Lycalopex gimnocercus (graxaim-do-campo), Lycalopex vetulus (raposinha-

do-campo) e Cerdocyon thous (cachorro-do-mato), sendo este Gltimo, objeto alvo desta
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tese de doutorado. Outra espécie, Atelocynus microtis, ocorre estritamente na regiao

Amazonica (Tabela 1).

Tabela 1.Classificacdo taxondmica de canideos selvagens com ampla ocorréncia no

Brasil. (Fonte: Adaptada do Instituto Pr6-Carnivoros, 2003).

Crhysocyon brachyurus

(Lobo-Guara)

Lycalopex gimnocercus
(Graxaim-do-Campo)

Cerdocyon thous

(Cachorro-do-mato)

Classificagéo Classificacao Classificacao
Cientifica Cientifica Cientifica

Reino:  Animalia Animalia Reino:  Animalia Animalia Reino:  Animalia

Eilo: Chordata Chordata Eilo: Chordata Filo Chordata Filo: Chordata

Classe: Mammalia Mammalia Classe: Mammalia Classe: Mammalia Classe: Mammalia
Ordem: Carnivora Carnivora Ordem: Carnivora Ordem: Carnivora Ordem: Carnivora
Familia: Canidae Canidae Familia: Canidae Familia: Canidae Familia: Canidae
Senero R0 Lind, 1642 [} Senero pelPRe, N cenere AT, | conere Comase
1766
Espécie gr-achyurus \?énaticus Espécie ;)./mnocercus \|7.etulus C

Espécie thous

Apesar da diversificacdo de canideos selvagens existentes no Brasil, esta ainda é a
regido com maior caréncia de dados acerca de suas espécies, se comparado com outros
paises. As espécies Atelocynus microtis e Lycalopex vetulus apresentam poucas
pesquisas devido a insuficiéncia de dados; Speothos venaticus € considerada pela IUCN
vulneravel; Chrysocyon Brachyurus ameacada, sendo estas duas Ultimas espécies as
pertencentes como os Unicos canideos selvagens brasileiros que possuem “studybook”,
tanto regional quanto internacional, com a primeira publicacdo no ano de 1979 (para a
espécie Speothos venaticus) e 1980 (para a espécie Crhysocyon brachyurus).

Da mesma forma como as espécies Atelocynus microtis e Lycalopex vetulus, a
espécie Lycalopex gymnocercus também é pouco estudada. Para a espécie Cerdocyon
thous, a grande maioria das pesquisas apresentam enfoque acerca de sua ecologia, ciclo

reprodutivo, bem como estudos de carater comportamental e preservacionista
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(GINSBERG & MACDONALD, 1990; CLUTTON-BROCK, 1977; RAMOS-JUNIOR
et. al., 2003; SILLERO-ZUBIRI & MACDONALD, 2004, Silva et. al., 2010; IUCN,

2014) (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo geografica e status de consevacgado de canideos selvagens com
ampla ocorréncia no Brasil. (Fonte: Adaptada do Instituto Pré-Carnivoros, 2003).

3.1.1 Cerdocyon thous

Popularmente conhecido como raposa-do-mato, graxaim, graxaim-do-mato,
lobinho e cachorro-do-mato, o Cerdocyon thous pertence ao Filo Chordata, a classe
Mammalia, & Ordem carnivora e a familia Canidae, que por vezes é dividida em duas
tribos: Vulpini e Canini, no qual se encontra o género Cerdocyon, cujo Unico

representante € o Cerdocyon thous (Figura 1). Foi o primeiro canideo sul-americano
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descrito na literatura por Linnaeus (1766), com organizacdo social caracterizada por
uma composi¢cdo que pode variar de dois a cinco individuos que forrageiam a uma
distancia de aproximadamente 100 metros entre si, mas geralmente ndo existindo
cooperacdo durante as cacadas (BRADY, 1979; (BISBAL & OJASTI, 1980)
MACDONALD & COURTENAY, 1996). Pode ser encontrado em varios biomas como
Mata Atlantica, Caatinga, Cerrado, Campos Sulinos, Pantanal. Utiliza bordas de matas e
areas alteradas e habitadas pelo homem como seu habitat, sendo constantemente
atropelados em rodovias. Pode estar presente em quase toda a América do Sul, desde o
Uruguai e norte da Argentina, até terras baixas da Bolivia, Venezuela, Colémbia,
Guianas, Suriname e Brasil, apresentando neste ultimo uma distribuicdo espacial que
compreende todo o territdrio brasileiro, com excecdo das planicies da Bacia Amaz6nia
(BISBAL & OJASTI, 1988, BERTA, 1988; MARINHO-FILHO & MEDRI, 2008).

Esta € uma dentre as espécies de maior ocorréncia de mamiferos terrestres de médio
e grande porte da regido central do Brasil (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e
Tocantins). Apesar disso, alguns dados da ecologia basica dessa espécie, como area de
uso e utilizacdo de habitats, ainda sdo escassos para maior parte dos biomas brasileiros,
principalmente para o Cerrado. Ainda, estudos existentes para a area de distribuicao
do Cerdocyon thous mostram variacGes consideraveis entre as regides estudadas. Na
Venezuela, a area de uso do Cerdocyon thous varia entre 0.45 a 1 km? (BRADY, 1979;
Sunquist et al., 1982). No Brasil, a area de utilizacdo varia entre 0.48 a 10.42 km? na
regido norte do pais (MACDONALD & COURTENAY, 1996), de 1.4 a 11.1 km? em
area alterada de Mata Atlantica (Myers et al., 2000), chegando a 12.8 km2 em regido de
Cerrado (Marinho-Filho et al, 2002).

Espécimes de Cerdocyon thous demonstram preferéncia por areas com formacgoes

mais abertas, como savana arbdrea e mata do tipo capoeira e também, podem utilizar



35

ambientes de campo (BRADY, 1979; Sunquist et al.,, 1982; MACDONALD &
COURTENAY, 1996; Myers et al., 2000).

Possui porte medio, o comprimento do corpo varia de 60 a 70 centimetros e a cauda
mede aproximadamente 30 centimetros. Individuos adultos pesam entre 6 e 10
quilogramas. A pelagem varia de tons cinzentos e castanhos, com faixas de pelos pretos
da nuca até a ponta da cauda, o peito e 0 ventre sdo claros, também possuem tonalidades
amareladas S&o animais que possuem habitos noturnos e crepusculares, ocasionalmente
¢ encontrado de dia. Ao longo de suas trilhas marcam seu territdério por meio da
vocalizagdo e urinando sobre arbustos e ervas, detectadas por forte odor. E comum
encontra-lo buscando seu alimento sozinho, mas podem ocorrer aos pares ou em
pequenos grupos familiares em busca de suas presas. Mas em geral, sdo cacadores
solitarios. Apesar de serem bons corredores, ndo sdo velozes se comparado aos felideos
como as chitas, por exemplo, e cagcam as presas por corridas de resisténcia. (Rodrigues

etal., 2013) .

3.1.2. Ciclo Reprodutivo

Apesar de ser considerada uma espécie comum, poucas pesquisas sobre
reproducdo de Cerdocyon thous foram realizadas, porque 0 sucesso reprodutivo em
cativeiro é muitas vezes baixo, fazendo-se necessario o aprofundamento de estudos
nesta vertente.

O ciclo reprodutivo desta espécie corresponde aos fenébmenos observados em todos
0s mamiferos, exceto em alguns primatas, apresentando periodos regulares, com
periodos limitados de receptividade sexual, o que ocorre em intervalos caracteristicos

para cada espécie. Compreende-se intervalo de ciclo como sendo o tempo desde o inicio
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do periodo de receptividade sexual até o periodo seguinte, ou como o intervalo entre
sucessivas ovulaces. Os canideos domeésticos atingem a puberdade quando estdo em
média com 7 a 8 meses de idade, com pequena variacdo de tempo de acordo com o
porte da raca (até 9 — 12 meses), sendo comum apresentarem ciclos em intervalos
menores ou maiores, até que se estabeleca a normalidade. Normalmente as cadelas
possuem um intervalo de seis meses entre cada ciclo. Em comparacdo com canideos
domeésticos, fémeas de Cerdocyon thous podem gerar, em média, duas ninhadas por
ano, a cada sete ou oito meses. O periodo de gestacdo para a espécie é de cerca de dois
meses, nascendo de trés a seis filhotes com 120 a 160 gramas cada. A independéncia
dos filhotes ocorre entre o quinto e sexto més de vida e a maturidade sexual € alcancada

com cerca de nove meses de idade (CRUSCO, 2005; Rodrigues et al., 2013).

Figura 1. Fémea de Cerdocyon thous - Associacdo Mata Ciliar (Jundiai - SP). Fonte:
MACHADO, 2016.
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3.1.3. Ameacas

E do conhecimento de todos que a degradagio ambiental desencadeia o declinio e a
extincdo de muitas espécies existentes no planeta (Purvis et al., 2000; PRIMACK &
RODRIGUES, 2001). Medidas emergenciais devem ser tomadas para evitar o
agravamento desse quadro critico. A conservacao in situ é sem davida a melhor forma
de conservar a fauna e a flora. Porém, a sua idealizacdo depende de fatores que sdo
trabalhados em longo prazo, como a educacdo ambiental (WILSON, 1997).

Entre os grupos de animais mais comumente afetados pela fragmentacdo e
modificacdo do habitat destacam-se os carnivoros. Animais desse grupo geralmente
ocupam posicbes de alto nivel trofico (CRAWSHAW, 1995), possuem baixas
densidades populacionais baixas taxas reprodutivas e elevada longevidade. Necessitam
de extensas areas e realizam dispersfes de longas distancias. Devido a esse conjunto de
caracteristicas, esses animais tornam-se mais susceptiveis a ameacas de extingdo
(PRIMACK & RODRIGUES, 2001). Também, os mamiferos da Ordem Carnivora,
constituem o principal grupo de predadores de vertebrados dos ecossistemas terrestres
(Pitman et al., 2002).

Como exposto anteriormente, as maiores forcas que determinam a evolucdo, a
composicdo e a funcdo da comunidade de carnivoros sdo a fragmentacao (Dayan et al.,
1989) e a competicdo (ROSENZWEIG, 1966). Em areas ocupadas por seres humanos a
competicdo e a fragmentacdo aparecem fortemente ligadas, iSso porque 0 nOvo mosaico
de vegetacdo propicia ambientes de alta qualidade para espécies generalistas
(GOODRICH & BURSKIRK, 1995). Entre os carnivoros, seguindo o padrdo
anteriormente abordado, animais generalistas seriam potencialmente menos susceptiveis

as mudancas ambientais. O Cerdocyon thous, por exemplo, é considerado um animal
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generalista e oportunista, beneficiando-se em parte de algumas alteracdes antropicas,
como o suprimento extra de alimentos gerados pelo lixo humano ou mesmo por
plantacdes e criagdes domésticas (MONTGOMERY & LUBIN, 1978; BISBAL &
OJASTI, 1980; Sunquist et al., 1982; Motta-Junior et al., 1994; FACURE &
GIARETTA, 1996; FACURE & MONTEIRO-FILHO, 1996; MACDONALD &
COUTERNAY, 1996; Dotto et al., 2001; PEDO, 2002; ALMEIDA, 2003; CHEIDA,

2003).

3.1.4. Preservacao da Espécie

A manutencdo da fauna e da flora em seu habitat natural é denominada de
conservacao in situ. Essa €, incontestavelmente, a melhor estratégia para a preservacao
da diversidade bioldgica, pelo fato de permitir a continuacdo dos processos
evoluciondrios naturais. Existem varias espécies que ainda ndo foram nomeadas nem
descritas em varias partes do mundo, inclusive no Brasil. Somente a conservacao in situ
permitira que se conheca mais dessas espécies para que seja possivel desenvolver
estratégias de conservacdo para elas. A conservacdo in situ pode-se apresentar
ineficiente em casos de populacBes reduzidas ou quando a maioria de individuos
remanescentes esta localizada em éareas desprotegidas. Existem grupos animais que
possuem um menor numero de espécies e, além disso, para garantir sua sobrevivéncia,
necessitam de espaco, por exemplo, grandes vertebrados. Sendo assim, é provavel que
as estratégias de conservacao ex situ sejam a Unica alternativa para evitar a extin¢ao
desses animais (WILSON, 1997; PRIMACK & RODRIGUES, 2001).

A conservacao ex situ diz respeito a estratégias de conservacdo que séo efetuadas

fora dos ambientes naturais (SANTOS, 2000). Para 0os animais, a conservacgdo ex situ
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inclui bancos de germoplasma, zooldgicos, criagdes em cativeiro, fazendas com criacao
de caca e aquarios (PRIMACK & RODRIGUES, 2001).

A conservacdo in situ e ex situ, quando integradas, complementam uma a outra, de
forma que, quando aliados a programas de reintroducéo, individuos de populagdes ex
situ podem ser soltos em seu habitat natural, para auxiliar a conservacdo in situ
(NIJIMAN, 2006). Ha, também, a possibilidade de se desenvolver pesquisa da biologia
de individuos viventes em cativeiro, para criacdo de novas ideias sobre as estratégias de
conservacao in situ. Populagdes ex situ que se reproduzem sem maiores dificuldades
possibilitam que se evite a retirada de individuos selvagens de seu habitat para a
pesquisa ou para serem colocados como vitrine. Quando estdo a mostra, esses animais
em cativeiro podem ser um instrumento de conscientizacdo sobre a importancia da
conservacao de espécies in situ e ex situ (PRIMACK & RODRIGUES, 2001).

A conservacdo ex situ por meio dos bancos de germoplasma, aparece como
alternativa imediata de conservacdo de material genético em potencial (WILSON, 1997;
Hiemstra et al., 2005). Os bancos podem ser abastecidos de germoplasma de populacbes
com pequeno ou com um grande nimero de individuos (permitindo a variabilidade).
Esse material podera ser usado posteriormente, para auxiliar no aumento populacional
se necessario. Quando a populacdo estd em pequeno numero, para aumentar sua
variabilidade genética, podem ser utilizados germoplasmas de individuos de outras
regides (WILSON, 1997). Em casos extremos, ha, ainda, a possibilidade do uso das
células somaéticas para multiplicacdo de individuos pelo processo de clonagem
(TROUNSON, 1998; RYDER, 2002).

O material genético de qualquer animal pode ser perdido a qualquer momento por
morte animal, representando uma reducdo em seu patrimoénio genético (pool génico) e

possivelmente uma perda de genes importantes para a espécie. Nesse caso, esforcos
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podem ser realizados por meio de utilizacdo das técnicas de reproducédo assistida para
evitar perda total desse material genético de importancia. Varios sdo os fatores de
ameaca incidentes sobre o Cerdocyon thous. A descaracterizacdo dos ambientes uma
grande variedade de espécies dos ambientes naturais afetam uma grande variedade de
espécies, principalmente aquelas de menor plasticidade que ocupam ambientes
especificos, ou ainda aquelas que necessitam de grandes areas. Assim, mesmo que a
espécie em questdo ndo conste na lista das especies em ameaca de extingdo, a
preservacdo deve ser realizada, uma vez que possui a importante funcao ecologica de
atuar como uma espécie reguladora das populacdes de presas (Martins et al., 2007;

Piovezan et al., 2012; Machado et al., 2016).

3.2. Caracterizacdo do Sistema Reprodutor Feminino de Carnivoros

a) Ovaérios

Os ovarios sdo 6rgdos pares e situam-se na regido sublombar caudalmente aos rins,
sendo essa localizacdo varidvel em diferentes espécies devido a um deslocamento
desses Orgdos, 0 que acontece tanto para espécies domésticas como para espécies
silvestres. Em felinos e canideos domésticos e silvestres, 0s ovarios permanecem na
regido sublombar, caudalmente aos rins; Os ovarios possuem um formato eliptico e
reniforme e sua constituicao se da através da observacdo de um corte transversal no qual
se encontra internamente uma zona medular, uma parte de tecido conjuntivo frouxo rico
em vasos sanguineos, estroma, uma estrutura densae umazona parenquimatosa
externa. A camada externa é recoberta por uma tanica albuginea, que recobre a camada
simples de células da gbnada. (SISSON & GROSSMAN, 1995; COLVILLE, 2010;

HORST & HANS, 2011; KONIG & LIEBICH, 2011).
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b) Tuba Uterina

A tuba uterina é par e apresenta um limen bastante estreito e ainda um trajeto
bastante sinuoso para a maioria das espécies domesticas e silvestres. Estd suspensa por
uma camada serosa (mesossalpinge) com formato que se assemelha a um funil
(infundibulo da tuba uterina), cuja fungdo é receber a o ovécito que vai ser liberado no
momento da ovulagdo, uma estrutura com pregas na mucosa € na margem conhecida
como fimbrias. As pregas da mucosa vado forma um aspecto radiado e ainda delimitando
ao centro o 6stio abdominal da tuba uterina, que estabelecera uma conexdo entre a
cavidade peritoneal e o meio externo. A fecundacdo ocorre na ampola uterina,
permanecendo por alguns dias e sendo encaminhado pelo estreito e sinuoso segmento da
tuba uterina para a extremidade do corno uterino através do 6stio uterino da tuba.
Canideos (silvestres e/ou domésticos) apresentam uma papila que representa uma regiao
propicia a armazenar agentes infecciosos. Nas demais espécies a abertura da tuba uterina
para 0s cornos uterinos vai acontecendo gradualmente. (SISSON & GROSSMAN, 1995;
Frandson et al., 2005; COLVILLE, 2010; HORST & HANS, 2011).

¢) Utero

O utero bicornuado é caracterizado por dois cornos uterinos e um Unico corpo
uterino e um colo uterino (cérvix). Nos carnivoros silvestres e domésticos, 0s cornos
uterinos se estendem na cavidade abdominal alcangando a bolsa ovarica que se encontra
localizada, caudalmente aos rins. (COLVILLE, 2010; Dyce et al., 2010; HORST &

HANS, 2011).

d) Vagina
E 0 segmento que representa o 6rgdo copulatério da fémea que compreende do

Ostio uterino externo até o Ostio uretral externo. As células da mucosa vaginal
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modificam-se nas dependéncias do cio hormonal e s&o utilizadas como indicadores de
cio em canideos silvestres e domésticos (COLVILLE, 2010; Dyce et al., 2010; HORST

& HANS, 2011).

e) Vulva

Constituida pelos labios vulvares que se unem conjuntamente nos angulos dorsal
e ventral. No angulo dorsal é redondo e no angulo ventral ¢ agudo, sendo esta
caracteristica bastante pronunciada em espécies domeésticas e silvestres de canideos e
felinos. Também, para a maioria das espécies (silvestres e domésticas), o clitoris esta
alojado na fossa clitoriana do vestibulo da vagina, cujo formato pode armazenar agentes

infecciosos. (Dyce et al., 2010; HORST & HANS, 2011).

3.3. A importéncia dos Bancos de Germoplasma Animal

A extin¢do é um processo lento e natural que deve manter equilibrio em relacdo ao
numero de especiacBes, mutacdes e modificacbes das frequéncias dos alelos que geram
novas espécies. A exploracdo excessiva do meio ambiente desencadeia a diminui¢do da
biodiversidade, uma vez que a taxa de extin¢do se torna maior que a especiacdo. A atual
perda de espécies € algo sem precedentes e pode ser irreversivel (PRIMACK &

RODRIGUES, 2001).

A criopreservacdo de germoplasma é uma alternativa que diminui as limitacdes
impostas pelo tempo e pela distancia para a conservagdo de diversas espécies silvestres
em risco de extin¢cdo (LOKUSTOFF, 1998). Com a criopreservacdo de Germoplasma
em botijdes de nitrogénio liquido a -196° C, o material biolégico mantém quase as

mesmas caracteristicas apos o descongelamento (SANTQOS, 2000).
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Estratégias de preservacdo que utilizam a criopreservacdo tém grande potencial
para ajudar a manter e proteger espécies raras e ameacadas, especialmente para auxiliar
gerenciamento ou “resgate” dos genomas de individuos geneticamente valiosos. No
entanto, as aplicagdes em larga escala ainda sao limitadas, em decorréncia de variacdes
fisioldgicas significativas entre as espécies, bem como a auséncia de conhecimentos
fundamentais sobre as caracteristicas reprodutivas basicas (COMIZZOLI & HOLT,
2014). Bancos de recursos genéticos sdo repositorios de germoplasma (gametas,
embribes, produtos sanguineos, tecidos e DNA) para programas de conservacdo
definidos, os quais sdo ligados diretamente com as biotecnologias para a execu¢do do
objetivo final, que é a reproducdo animal. Uma possibilidade para preservar o
germoplasma de animais silvestres é o isolamento, cultivo e criopreservacao de células
somaticas como: testiculares, foliculares e fibroblastos, podendo servir para
caracterizacdes moleculares e também para a multiplicacdo animal pela técnica de

transferéncia de nucleos (clonagem) (HOLT & COMIZZOLI, 2014).

Bancos de germoplasma devem preferencialmente, conter material genético com
variabilidade relativamente grande, para que as popula¢fes em que esse germoplasma
serd utilizado ndo sofram limitagBes genéticas. Existem bancos de germoplasma em
varios zooldgicos, universidades, organizagdes de animais de criacdo, instituicGes de
pesquisa e laboratérios de vida silvestre. Todavia, eles sdo, geralmente, pouco

utilizados, por conta das instalacdes normalmente rudimentares (TROUNSON, 1998).

Independentemente do risco de extingdo, a conservacdo deve ser realizada nédo
sO pelo direito de que os animais tém de existir, mas também pelas aplica¢des possiveis
em atividades humanitarias. Espécies de plantas e animais que podem ser (teis no

futuro estdo sendo perdidas antes que seja comprovada tal serventia para 0s seres
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humanos (WILSON, 1997). Dessa forma, fica clara a relevancia da criacdo e/ou
enriquecimento de um banco de germoplasma, como o realizado nesta tese de
doutorado, a partir do cultivo de células (fibroblastos), servindo as células cultivadas e
criopreservadas como uma importante fonte para pesquisas que visam elucidar e

contribuir para a conservagdo desta espécie pertencente aos biomas brasileiros.



4.0Dbjetivos
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Realizar o estudo morfologico através de parametros histologicos do sistema
reprodutor feminino do cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), bem como do
enriquecimento de banco de germoplasma animal para a criopreservagdo do patrimonio

genético, auxiliares na reproducdo deste canideo silvestre.

4.2. Objetivos especificos

- Estudar descritivamente o sistema reprodutor feminino do cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous);

- Estudar anatomicamente a conformacéo e posi¢do do aparelho genital feminino e
sua caracterizagdo através de estudo morfoldgico e ultraestrutural;

- Obter e cultivar células (fibroblastos) da espécie Cerdocyon thous para o
enriquecimento de banco de germoplasma animal, tendo como objetivo a preservagéo
do seu patrimdnio genético, onde a utilizacdo deste material serd& empregada em

pesquisas futuras sobre reproducdo e preservacao desta espécie.



5. Materiais
€
Métodos
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5. MATERIAIS E METODOS

5. 1 Procedéncia dos Animais

A obtencdo de material bioldgico desta pesquisa encontrou-se de acordo com 0s
principios adotados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal), sob
aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa (CEP — FZEA) n° 14.1.1465.74.6 e SISBIO n°

47183-1.

5.2 Descricdo morfoldgica do sistema reprodutor feminino

Sistemas reprodutores de fémeas de Cerdocyon thous (n=2) foram analisados
macroscopicamente e fragmentos de cada 6rgao do sistema reprodutor feminino foram
seccionados para posteriores analises microscopicas atraveés das seguintes técnicas
histolégicas: Hematoxilina-Eosina, Tricromo de Massom, Reativo de Shiff (PAS) e

Alcian Blue.

5.3 Analise microscopica pela técnica histolégica

O estudo do sistema reprodutor feminino de espécimes de Cerdocyon thous foi
realizado através da dissecacdo, sec¢do em pequenos fragmentos e fixacdo em solucao
de paraformoldeido a 4%, posteriormente submetidos a técnica histoldgica, desidratacdo
em EtOH com concentragfes crescentes (de 70, 80, 90 e 99%), diafanizacdo em
xilol e inclusdo em parafina histoldgica corados com Hematoxilina-Eosina (HE),
Tricromo de Masson; PAS (Reativo de Shiff) e Alcian Blue (TOLOSA et al.,
2003). Os dados histologicos foram interpretados conforme os parametros descritos por

BANKS (1992), BACHA & WHERNER (2003).
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5.4 Microscopia eletrénica de varredura

Pequenos fragmentos do sistema reprodutor feminino de Cerdocyon thous foram
utilizados, os quais foram submersos em glutaraldeido a 2,5% com tampao de fosfato
para a fixacdo. Apds 48h de fixacdo, o material coletado foi lavado trés vezes em
tampédo fosfato 0,1M com pH 7, 4, por 10 minutos. Ap6s 30 minutos de fixacdo, o
material foi submetido a técnica de pos-fixagdo com tetréxido de désmio por 2 horas
girando no escuro a 45°. O material foi lavado novamente com tampéo fosfato a 0,1
molar com pH de 7,4 por 10 min. Para desidratar foi utilizada, uma série crescente de
EtOH (de 70 a 100%) por 15 minutos cada e EtOH 99% por 15 minutos, repetido por
quatro vezes. A total remocdo do EtOH e secagem foi realizada em um equipamento
CPD 020 — BALZERS - UNION, para posterior metalizacdo com ouro.

Na ultima etapa do processo o material foi colocado em “stubs” de aluminio
contendo cola de carbono para a fixacéo das pecas em estufa para secagem por 12 horas.
Com o material fixado, este foi colocado no metalizador (EMITECH — K 550) para o
banho de ouro, sendo esta a Ultima etapa do protocolo. Todo o material metalizado em

ouro seguiu para analise em microscopio eletrénico de varredura (LEO — 435 VP).

5.5 Procedimentos para coleta de material biolégico

A coleta foi realizada no Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS)
do municipio de Jundiai — SP no dia 27 de janeiro de 2016, mediante apresentacao e
aceite do projeto de pesquisa e documento comprobatério de aprovacdo do Comité de
Etica e autorizacdo junto ao SISBIO. Assim, no intuito de se garantir a seguranca na
obtencgdo das células cultivadas (fibroblastos), optou-se pela adoc¢do de procedimentos
apenas em animais de cativeiro, descartando a utilizacdo de tecidos de animais mortos

para esta finalidade. A coleta de tecido epitelial foi realizada por equipe Médica
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Veterinaria da Associacdo Mata Ciliar - CETAS, devidamente licenciada junto ao 6rgéo

competente (CRMV- Conselho Regional de Medicina Veterinaria).

5.5.1 Coleta e transporte de bidpsias de pele

O procedimento de coleta de amostras epiteliais para posterior cultivo celular
(fibroblastos) foi realizada em animais de cativeiro, considerados saudaveis,
disponibilizados em parceria estabelecida com a Associagdo Mata Ciliar (CETAS) no

municipio de Jundiai — SP conforme descrito acima (Figura 11).

5.5.2 Isolamento e cultivo das células fibroblasticas de Cerdocyon thous

Para o isolamento e cultivo dos fibroblastos, foram utilizadas amostras de tecido
epitelial de cinco espécimes de Cerdocyon thous (3 machos e 2 fémeas). As amostras
teciduais foram submetidas a fragmentacdo mecanica em placas de Petri (100 x 20mm)
estéreis (TPP, Suica) e os fragmentos transferidos para tubos de Falcon para digestdo
em colagenase em estufa a 5% de CO, e 38,5°C e observados a cada 15 minutos. Apos a
digestdo, os fragmentos foram transferidos para placas de cultivo com dimensdes de 100
x 20mm (Macho 1, Macho 2 e Macho 3) e 60 x 15mm (Fémea 1 e Fémea 2), de acordo
com o tamanho do fragmento coletado. As células foram cultivadas em meio «MEM
(Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Hyclone, Logan, Utah,
EUA), 1% estreptomicina/penicilina (Sigma-Aldrich®) e 1ul por ml de BFGF
(PeproTech Inc., USA) a 5% de CO, e 38,5°C, apds verificarmos ser esta a melhor

composicao de meio para o cultivo a ser empregado (Tabela 3).



Tabela 3. Composicdo dos diferentes

desenvolvimento de fibroblastos de Cerdocyon thous.

meios de cultivo empregados para

Days Board Culture medinm %o

Male 1 (M1) DMEMF12 (GIBCO®) 87

Male 2 (M2) SFB (FBS@) 10

1°-g° Male 3 (M3) Penicilin/Streptomvecin (Sigma-Aldrich®) 1
Female | (F1) Glutamine 1

Female 2 (F2) Aminoacid no essential 1

DMEMF12 (GIBCO®) 77
SFB (FBS@) 20

7°-18° Male 3 (M3) Penicilin/Streptomvecin (Sigma-Aldrich®) 1
Glutamine 1

Aminoacid no essential 1

Male 1 (M1) DMEMTFI12 (GIBCO®) 27

Male 2 (M2) SFB (FBSE) 10

79 -26° Female 1 (F1) Penicilin/Streptomycin (Sigma-Aldrich®) 1
Female 2 (F2) Glutamine 1

Aminoacid no essential 1

BEGE (PreproTech®) *

*Added each culture Exchange - 1ul/ml culture medium)

5.5.3 Curva de Crescimento

Também foi realizada a curva de crescimento celular, para avaliar a capacidade
clonogénica, por quantificacdo direta do cultivo por contagem celular. O plaqueamento
foi realizado em uma densidade 3x10* em placa (Macho 1). Em cada repique, foi
plaqueado igual nimero de células (3x10%) em um volume determinado com a seguinte
férmula abaixo:

01 +Q,+0Q3+0Q, X10* X fator de diluicdo* = n° de células / ml

4

*Fator de diluicdo =1 ml
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5.5.4 Criopreservacao de fibroblastos de Cerdocyon thous

Para a criopreservacdo as células foram tripsinizadas por 5 minutos e inativadas
com meio de cultivo aMEM (Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1%
de antibidticos e 1pl por ml de BFGF (PeproTech®) as células foram transferidas para
tubos de Falcon com capacidade de 15ml, centrifugadas a 1.500 r.p.m. por 5 minutos. O
sobrenadante formado foi retirado ¢ o “pellet” ressuspendido em meio para
congelamento, composto por 45% de aMEM (Gibco®) suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 1% de antibidticos e 1ul por ml de BFGF (PeproTech@), 10% DMSO
(Synth@, Brasil) e 45% de soro fetal bovino previamente preparado e distribuido em
criotubos. Os criotubos permaneceram alocados em dispositivos proprios para
congelamento (Mr.Frosty), no qual permite o congelamento de -1°C por minuto e
armazenadas em freezer (-80°C) “overnight”. Por fim, as células foram imersas em
nitrogénio liquido, onde permanecerdo armazenadas por tempo indeterminado, até o seu

devido uso, nas passagens PO a P3.

5.5.5 Procedimentos de descongelamento e cultivo das células (fibroblastos)

As células cultivadas e criopreservadas em nitrogénio liquido foram
descongeladas para realizacdo da curva de crescimento celular. Foi necessaria a
utilizacdo banho-maria a 38°C e retirada do criotubo do nitrogénio liquido, mantendo
por 30s na dgua aquecida. Logo apds, fez-se a transferéncia do contetido para o tubo de
Falcon com 15 ml com meio de cultivo cMEM (Gibco®) suplementado com soro fetal
bovino, antibioticos e BFGF (PeproTech®) e homogenizado seguido de centrifugacéo
por 5 minutos a 1500 r.p.m., onde o sobrenadante foi desprezado ¢ o “pellet”

reconstituido com 1 ml de meio de cultivo. Logo ap0os o processo de reconstrucdo do
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“pellet”, 0 contetdo foi transferido para placas de cultivo contendo 3ml de meio cultivo

e mantidas em condicdes de cultivo a 5% de CO, em ambiente a 38,5°C.



6.Resultados
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6. RESULTADOS

6.1 Estudos macroscdpicos e analise por técnica histoldgica

Duas fémeas de Cerdocyon thous foram encontradas evisceradas (um dos
espécimes em avancado estdgio de decomposicdo) em periodos distintos,
compreendendo os meses de janeiro a julho de 2015. Ambas vieram a 6bito por
atropelamento no Km 215 da Rodovia Anhanguera (050), no municipio de

Pirassununga — SP (Figura 2).

Figura 2. Localizacdo dos espécimes de Cerdocyon thous vitimas de
atropelamento na Rodovia Anhanguera (050). Fonte: Google Maps, 2016.

Através de estudo biométrico, constatou-se que as fémeas encontradas eram
adultas, com tamanho aproximado entre 80 e 90 cm (medida compreendida da cabeca
até a cauda) e altura dos espécimes variando entre 27 e 30 cm (Figura 3). Os espécimes
tiveram seus sistemas reprodutores dissecados e analisados macroscopicamente (Figura

4).
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Figura 3. Andlise biométrica em Cerdocyon thous. Fonte: MACHADO, 2014.

Figura 4. Fotografia do sistema reprodutor feminino de Cerdocyon thous: A)
Vulva (V) e clitoris (C); B) Ovério esquerdo (seta); C) Ovario direito (seta); D) Sistema
reprodutor completo: ovarios direito e esquerdo (setas), cornos uterinos (H), corpo do
utero (U), vulva (V) e clitoris (C). Fonte: MACHADO, 2014.
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O estudo macroscépico do sistema reprodutor feminino de Cerdocyon thous
permitiu uma analise visual da conformacdo morfologica e posicionamento dos 6rgaos
desta especie (Figura 4).

Posteriormente ao estudo macroscépico, as estruturas foram seccionadas para
analise microscopica por técnica histologica (Hematoxilina-Eosina, Tricromo de
Masson, PAS e Alcian Blue) e microscopia eletronica de varredura, conforme descritos
a sequir.

A) Ovarios

Os ovarios (direito e esquerdo) estdo situados na cavidade abdominal, mais
especificamente localizados na regido sublombar, em contato direto com os intestinos,
préximos dos rins e sdo sustentados pelos ligamentos largos e vasos sanguineos
(construido por uma veia e uma artéria). Apresentam-se consistentes, superficie externa
lisa, com 1 cm de comprimento e 1 cm de largura e aspecto similar ao de um grao de
feijdo. Visualmente, ndo foram constatadas diferencas (no que diz respeito aos aspectos
morfol6gicos) entre os ovarios direito e esquerdo (Figura 4A).

Microscopicamente, foi observado que os ovéarios apresentavam foliculos
primordiais formados por um ovdcito e por células foliculares achatadas, bem como a
presenca de foliculo priméario unilaminar, este Gltimo constituido por um ovadcito
envolvido por uma camada de celulas foliculares cubdides, também denominadas
células da granulosa (Figura 5C), em aumento de 10 e 40x (20um). A analise por
microscopia eletrénica de varredura evidenciou a superficie ovariana, com caracteristica

irregular, bem como a presenca de foliculos ovarianos (Figura 5B e C).
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Figura 5. Fotomicrografia do ovario de Cerdocyon thous: A) Macroscopia do ovario
(seta); B e D: microscopia eletrdnica de varredura evidenciando foliculos ovarianos
(seta), nos aumentos de 30 e 100um; C) Andlise microscopica por técnica histolégica
(PAS e HE): Ovaocito (O), ovocito primario (PO), células da Teca externa (TE), liquido
folicular (FF), célula folicular (FC); Foliculo contendo um ovdcito envolvido por um
conjunto de células da granulosa. O foliculo apresenta-se envolvido por uma teca.
Aumentos de 10 e 40x (20um).

B) Tuba uterina

As tubas uterinas (direita e esquerda) realizam a comunicagao entre 0s ovarios e
0 Utero. S@o tubos musculares de grande mobilidade, apresentando nos espécimes de
Cerdocyon thous comprimento variando entre 5 a 8 cm de comprimento, sendo uma de
suas extremidades com sutil abertura na cavidade peritoneal préximo ao ovario
(infundibulo) com prolongamentos em forma de franja (fimbrias), e um canal flexuoso

gue se abre no interior no Gtero (extremidade intramural) (Figura 6A).
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Microscopicamente, foi verificado que o epitélio de revestimento das tubas
uterinas é constituido de células ciliadas e células secretoras ndo ciliadas (Figura 6D),
caracteristica que esta relacionada a funcéo de contribuirem para o transporte do ovdcito
ou zigoto até o utero. Através de analise por microscopia eletronica de varredura, é
possivel verificar que parte da parede da tuba uterina apresentou uma mucosa
intensamente “pregueada”, sendo este um indicativo de ser esta uma regido proxima ao

ovario (Figura 6B).

Figura 6. Fotomicrografia da tuba uterina de Cerdocyon thous. A) Visdo macroscopica
(seta): Tuba uterina (UT), Fimbrias (F) e infundibulo da tuba uterina (1); B) Anélise por
microscopia eletrénica de varredura indicando a tuba uterina (seta), em regido préxima
ao ovario (0); C e D: Analise microscépica por técnica histologica (HE): Luz da tuba
uterina (seta), presenga de tecido conjuntivo (CT) e seta indicando células ciliadas (CC),
nos aumentos de 10 e 40x (20pum).
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C) Utero

E formado pela cérvix, corpo do Utero e cornos uterinos (direito e esquerdo),
conforme pode ser observado na Figura 7A. Com conformacéo cilindrica, o dtero na
espécie Cerdocyon thous apresenta aproximadamente 3 cm de comprimento. Os cornos
uterinos em ndmero de dois sdo relativamente compridos e estreitos em relacdo ao
corpo do utero, com tamanho variavel (de 9 a 11 cm de comprimento), sendo esta uma
caracteristica presente nos carnivoros, os quais se estendem pela cavidade abdominal
alcancando a bolsa ovérica (Figura 8A, B, C e D).

Microscopicamente, o Utero apresenta uma parede relativamente espessa e,
externamente uma camada serosa, constituida de mesotélio e tecido conjuntivo e,
dependendo da porcdo do orgao (adventicia), constituida de tecido conjuntivo sem
revestimento de mesotélio, bem como uma espessa camada de musculo liso (miométrio)

e mucosa uterina (miométrio) (Figuras 7 e 8).

D) Cérvix

A cérvix é a regido intermediaria, como um canal em forma de anel Unico que
realiza a comunicacdo entre o Utero (cranialmente) e a vagina (caudalmente) (Figura
7C), tendo inicio no O6stio uterino interno, finalizando no Ostio uterino externo.
Microscopicamente, a cérvix se apresenta com poucas fibras de masculo liso, sendo a
porcdo que faz saliéncia no lumen da vagina revestida por um epitélio pavimentoso
estratificado. Apresenta também um epitélio colunar simples, com células das glandulas
mucosas responsavel pela proliferacdo de muco, especialmente durante o periodo de

fertilidade.



Figura 7. Fotomicrografia do Utero de Cerdocyon thous. A) Analise
macroscopica: Cornos uterinos (representado pelas letras C), Corpo do utero (U)
e cérvix (C); B e D) Analise microscopica pela técnica histoldgica (HE e
Tricromo de Massom): Tecido conjuntivo (CT), epitélio simples (Ep),
endométrio (E) e glandula retilinea em um endométrio em sua fase proliferativa
(GI), no aumento de 40x (20um). C) Na analise por microscopia eletrdnica de
varredura, observa-se a transicao entre (tero, cérvix e vagina, onde se evidencia
a superficie luminal ilustrando a disposicdo dobrada do endométrio.
Visualmente, a cérvix se apresenta com poucas fibras de musculo liso e a por¢édo
que faz saliéncia no Iimen da vagina é revestida por epitélio pavimentoso
estratificado. Aumento de 1mm.
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Figura 8. Fotomicrografia dos cornos uterinos de Cerdocyon thous. A e D)
Analise por microscopia eletrénica de varredura dos cornos uterinos em cortes
longitudinal e transversal, onde é possivel verificar uma parede espessa
constituida de musculo liso e sua estreita abertura (luz) e, mais externamente,
tecido conjuntivo denso, nos aumentos de 200 e 300um; B e C) Analise
microscopica pela técnica histoldgica (Alcian Blue e PAS): Mdsculo liso (SM),
luz (L), tecido conjuntivo (CT), dobras da mucosa e epitélio (Ep), ambos
indicados por seta, nos aumentos de 10 e 40x (20um).

E) Vagina

Constituida de fibras musculares potentes de forma circular, relativamente
alongadas e forrada internamente por membrana mucosa formando pregas longitudinais.
Microscopicamente, observou-se um epitélio pavimentoso estratificado, sobre um
tecido conjuntivo denso, com citoplasma das células epiteliais visualizados com
coloragdo clara, em decorréncia da grande quantidade de glicogénio depositado no
limen da vagina quando as células do epitelio vaginal sofrem descamacdo. Isto

acontece porque as bactérias presentes na vagina metabolizam o glicogénio e produzem
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acido latico, acidificando o pH vaginal, o que contribui como agente protetor contra

alguns patogenos (Figura 9).

Figura 9. Fotomicrografia da vagina de Cerdocyon thous. A) Analise macroscopica:
Porcdo onde se situa a vagina internamente (seta); B e D: Andlise microscépica pela
técnica histologica (PAS e HE): Vasos sanguineos (BV), l1amina prépria (LP), capilar
(Ca), tecido conjuntivo (CT) e epitélio (Ep); C) Analise por microscopia eletronica de
varredura: Na imagem é observada a regido de transicao entre a cérvix e a vagina, onde
se evidencia a lamina propria da mucosa vaginal, constituida por um tecido conjuntivo
frouxo. A seta indica a presenca de secre¢cdo mucosa, sendo este um indicativo de que o
animal se apresentava em fase reprodutiva. Mais externamente, observa-se que a parede
da vagina é densa, constituida por uma camada muscular composta de fibras musculares
lisas. Aumento de 1 mm.

F) Vulva e Clitoris

A vulva apresentou-se com labios externos grossos formando uma comissura
inferior aguda, o clitéris, medindo entre 2 a 3 cm de comprimento, relativamente

pronunciado para a espécie. Microscopicamente, o clitoris é coberto por um epitélio
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pavimentoso estratificado, com uma delgada camada de células queratinizadas na

superficie (Figura 10).

Figura 10. Fotomicrografia da vulva de Cerdocyon thous. A) Analise macroscépica:
Vulva (V) e clitoris (C), muito evidentes, onde os labios maiores sdo preenchidos por
uma densa camada de tecido adiposo; B, C e D) Analise microscdpica pela técnica
histologica (HE, PAS e Alcian Blue): Epitélio (Ep), vasos sanguineos (BV), tecido
conjuntivo (CT), masculo liso (SM), nos aumentos de 10 e 40x (20um).

Através das imagens obtidas em diferentes aumentos e por diferentes técnicas,
também foi possivel observar que as fotomicrografias expressaram histologicamente, as
diferentes organizacdes celulares e teciduais dos Orgdos que compdem o sistema

reprodutor feminino, observadas nas Figuras 5 a 10.
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6.2 Cultivo celular para constituicdo ou enriguecimento de banco de
germoplasma (Cerdocyon thous)

6.2.1 Obtencao das amostras teciduais (Epitélio)

Foi realizada a contencéo fisica de cinco espécimes de Cerdocyon thous (trés
machos e duas fémeas), mantidos em jejum por 12 horas pela equipe Meédica

Veterindria do empreendimento (Associacdo Mata Ciliar - Jundiai/SP) (Figura 11).

Figura 11. Localizacdo espacial da Associacdo Mata Ciliar (Jundiai — SP).
Fonte: Google Maps, 2016.

Com o auxilio de um pucd, os animais foram capturados no recinto e
imobilizados com auxilio de escudo. Em seguida, realizou-se o protocolo de contencao
quimica, com injecdo intramuscular dos farmacos: tiletaminazolazepan (7mg/kg);
cetamina e xilazina (12 e 1mg/kg); cetamina, xilazina e atropina (12, 1,0 e 0,04mg/kg);
cetamina e midazolam (12 e 0,5mg/kg) e cetamina e acepromazina (12 e 0,1mg/kg).
Foram preparados trés dardos, para o caso dos primeiros disparos ndo acertarem a

musculatura do animal (Figura 12).
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Figura 12. Contencdo dos espécimes (Cerdocyon thous). Fonte: Machado,
2016.

Em duplas e em intervalos de aproximadamente 50 minutos (tempo médio de
realizacdo dos procedimentos), espécimes de Cerdocyon thous foram encaminhados ao
centro cirurgico do proprio empreendimento para procedimento simultdneo. Durante
todo o tempo da contencdo, as frequéncias respiratoria e cardiaca foram monitoradas,
assim como a temperatura corporal. Os animais foram pesados em balanca digital
(Toledo®), e submetidos a estudo biométrico (Figura 13). Os espécimes apresentaram
peso variando entre 7 a 9 kg, medindo aproximadamente entre 65 e 80 cm de

comprimento.
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Figura 13. Pesagem, monitoramento e analise biométrica dos especimes
(Cerdocyon thous). Fonte: Machado, 2016.

Estabilizada as condigfes vitais dos animais iniciaram-se os procedimentos
para a coleta de tecido epitelial. Antes do procedimento de retirada de amostra tecidual,
a area da pele a ser utilizada foi higienizada com escova, agua, sabdo e EtOH 70%, para
realizacdo da tricotomia na area para retirada dos pélos (Figura 14). Com o auxilio de
pinca e bisturi, pequenas amostras teciduais da regido da virilha foram retiradas, com
dimens@es variaveis entre 0,5 a 1,2 cm de diametro e posteriormente armazenadas
individualmente em tubos de Falcon de 50 ml devidamente identificados, contendo
solucdo PBS e estreptomicina/penicilina e colocados em isopor contendo gelo. O
material coletado foi transportado em caixa de isopor contendo gelo e encaminhado para
0 Laboratério de Terapias Génicas (cultivo celular) localizado no Departamento de
Medicina Veterinaria da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da
Universidade de Sdo Paulo, campus Pirassununga para inicio do cultivo celular

(fibroblastos) (Figura 15).
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Figura 14. Procedimentos de coleta para obtencdo de amostra tecidual. A e B)
Tricotomia e higienizacdo local; C e D) Biopsia epitelial. Fonte: Machado, 2016.

Figura 15. Etapas de cultivo primario (fibroblastos) de Cerdocyon thous. A e B)
Dilaceragédo do tecido com bisturi; C e D) Digestdo celular (colagenase); E) “Pellet”
obtido apos centrifugacdo da amostra digerida; F, G e H) Cultivo em placas de Petri
(100x20mm/60x12mm); Acondicionamento em criotubos da amostra residual
(epiderme) para andlises posteriores. Fonte: Machado, 2016.
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6.2.2 Cultivo de fibroblastos de Cerdocyon thous

Houve necessidade de adequacao do protocolo a partir da utilizacdo de meios de
cultivo com composicdes diferentes (Tabela 3), bem como transferéncia de 1ml de cada
placa (Macho 1-M1, Macho 2-M2, Macho 3-M3, Fémea 1-F1 e Fémea 2-F2) para
placas menores (10 x 35mm), no intuito de aumentar a superficie de contato, uma vez
que os fibroblastos demonstravam um crescimento significativamente lento. O meio de
cultivo de todas as placas foi trocado parcialmente (50%) a cada trés dias. Somente apds
0 18° dia de cultivo, foi possivel observar células aderidas a placa, quando se optou pela
utilizacdo de meio de cultivo aMEM (Gibco®), suplementado com 10% de soro fetal
bovino, penicilina/estreptomicina e BEGF (PeproTech®) a partir do 16° dia de cultivo, o

que resultou em um crescimento celular favoravel (Figura 16).

Figura 16. Etapas de desenvolvimento de fibroblastos de Cerdocyon thous. Dia 1) A
seta aponta para a presenca de célula ndo aderida; Dia 5) A seta aponta para um
aglomerado de tecido parcialmente digerido contendo células; Dia 11) Células em
inicio de aderéncia a placa. Dia 18) Presenca de fibroblastos aderidos a placa, no
aumento de 20x (100um).
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As placas M1, M2, M3, F1 e F2 (35 x 10mm) foram descartadas no 26° dia de
cultivo por ndo apresentarem desenvolvimento celular, assim como as placas M3
(100mm), F1 e F2 (60mm). A placa Macho 2 (100mm) atingiu confluéncia de 80% no
33° dia de cultivo, sofrendo tripsinizacao e contagem celular. Um montante de 260.000
células foram criopreservadas em passagem “P0”.

Na placa M1 (100 x 60mm) as células tiveram propagacao celular, atingindo
confluéncia de 80% em seu 26° dia de cultivo. A placa também foi trispinizada
realizada a contagem celular. Antes da criopreservacdo, um numero de 30.000 células
foi plaqueado para realizacdo da cinética de crescimento celular. O restante (220.000

celulas) foi criopreservado em passagem “P0”.

6.2.3 Curva de crescimento celular (pré e poés-criopreservacdo) de

fibroblastos de Cerdocyon thous

A curva de crescimento celular foi realizada a fim de se avaliar a capacidade em
cultivo e o repique celular, com plagueamento em uma densidade 3x10* por placa de
Petri.

Apbs estabelecimento do cultivo celular, 30.000 células (fibroblastos) foram
cultivados em placa de Petri (60 x 15mm) até atingirem confluéncia de 80-90%, as
células sofreram tripsinizacdo como ja descrito em passagens anteriores e seu nimero
total determinado pela contagem celular em camara de Neubauer. Subsequentemente,
igual nimero de células foi plaqueado (3x10%) em volume determinado com a férmula
anteriormente descrita.

Os resultados obtidos na curva de crescimento celular foram analisados e estéo

constantes no Grafico 1.
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Gréafico 1. Curva de crescimento (pré e pos-criopreservacdo) de fibroblastos de
Cerdocyon thous.

A curva de crescimento celular mostrou o comportamento das células
(fibroblastos) em suas diferentes situacOes: pré-congelamento (representado pela linha
azul do Gréfico 1) e pos-congelamento (representado pela linha vermelha do Gréfico 1).
Ambas apresentaram um desenvolvimento semelhante, com discreta vantagem para as
celulas pré-congelamento, apresentando um &pice de 610.000 células durante a
passagem P3. Tanto para as células pré-congelamento quanto para as células pos-
congelamento, foi verificado um declinio a partir da passagem P4 seguida de apoptose.

A partir da realizacdo da cinética de crescimento celular, foi observada que
houve um declinio no desenvolvimento pds-congelamento das células (fibroblastos) de
Cerdocyon thous e dificuldade de cultivo apds a 42 passagem (P4). Porém, foi possivel a

criagdo de um banco de celulas (fibroblastos) viaveis.



7.DiIscussao
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7. DISCUSSAO

No presente estudo foi realizado o estudo descritivo dos 6rgdos que compdem o
sistema reprodutor feminino de Cerdocyon thous, bem como a criopreservacdo de células

para a constituicdo e o enriquecimento de um banco de germoplasma animal.

Observando-se o0s resultados obtidos a partir da observacdo macroscépica do
sistema reprodutor feminino da espécie em questdo, constatou-se que 0s ovarios em
namero de dois, possuem coloracéo clara e formato similar a de um gréo de feijdo, com
superficie regular, da mesma forma como descrito por Dyce et al., (2004), apontando para
a similaridade com os ovarios de canideos e felinos domésticos. Microscopicamente,
apresentavam foliculos primordiais formados por um ovacito, células foliculares achatadas
e foliculo primario unilaminar, este Gltimo constituido por um ovdcito envolvido por uma
camada de células foliculares cuboides ou células da granulosa. Os diferentes estagios de
desenvolvimento folicular encontrados nesta espécie é semelhante ao descrito de forma
genérica para os mamiferos (DERIVAUX, 1980) e também sdo descritos por Behringer et

al., (2006).

As tubas uterinas apresentaram-se com coloracdo clara, compreendendo um
comprimento de 5 a 8 cm na espécie estudada, ligando-se a bolsa ovarica cranialmente e ao
corno uterino caudalmente, remetendo as caracteristicas encontradas em canideos e felinos
domésticos (Dyce et al., 2004). Microscopicamente, recoberta por tecido conjuntivo,
semelhante as de outras espécies de mamiferos (WICK & KRESS, 2001; BANKS, 1992;

JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Tambem foi constatada a presenca de Utero bicornuado e cornos uterinos compridos

e estreitos tais quais as caracteristicas atribuidas ao Utero de fémeas de canideos e felinos
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domésticos (ATWOOD, 1955; SCHWARZE & SCHRODER, 1970; Nickel et al., 1979;
GETTY, 1997; KONIG & LIEBICH, 2004), bem como em espécies silvestres como as
pacas (MATAMOROQOS, 1981) e o gato maracajd (Arantes et al., 2014). Na andlise
microscopica por técnica histoldgica (Hematoxilina-Eosina, Tricromo de Masson, PAS e
Alcian Blue), observou-se que o utero de Cerdocyon thous apresentou caracteristicas
semelhantes as descritas para as espécies domésticas, ou seja, contando com a presenca das
camadas: serosa, muscular e mucosa (perimétrio, miométrio e endométrio),
respectivamente assim conhecido (SCHWARZE & SCHRODER, 1970; Nickel et al.,
1979; BANKS, 1992; Dellmann et al., 1993; GARTNER, 1999; Dyce et al., 2004; KONIG
& LIEBICH, 2004 e JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Na anélise por microscopia
eletrbnica de varredura se evidenciou para 0s espécimes estudados, presenca de mucosa
formada por epitélio simples apoiado em tecido conjuntivo frouxo. Tais caracteristicas se
assemelham aos dos canideos domésticos, nas quais o0 epitélio uterino apresenta a mesma
conformacdo (BANKS, 1992; Dellmann et al., 1993). Foram poucos 0s achados na
literatura onde foi feito o emprego de microscopia eletrénica de varredura como
complementacdo, aprofundamento e compilacdo dos resultados obtidos por técnicas
histoldgicas tradicionais para estudos sobre o sistema reprodutor feminino de canideos

silvestres, como os realizados em babirusa, por exemplo, por Ziemer et al., (2009).

Como ja observado em estudos realizados em outras espécies (domésticas e
silvestres), a cérvix dos espécimes analisados estabeleceu comunicacdo entre o Utero e a
vagina, compreendendo do o¢stio uterino e finalizando no o6stio uterino externo, se
posicionando cranialmente ao Utero e caudalmente a vagina, da mesma forma como em
canideos e felinos domésticos (Dyce et al., 2004), com parede relativamente espessa assim

como nas fémeas de porco espinho (Mayor et al, 2003). Foi verificado
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microscopicamente, que a cérvix compde-se de uma camada serosa constituida ou nao de
mesoteélio, dependendo da porcdo do 6rgdo (adventicia) (BANKS, 1992; Dellmann et al.,

1993; GARTNER, 1999; Dyce et al., 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A vagina apresentou proeminéncia significativa nos espécimes de Cerdocyon thous
estudados; A vulva uma conformacdo anatdmica densa e clitoris bem evidente, sendo este
um indicio de que as fémeas se apresentavam reprodutivamente maduras. Os achados
entram em concordancia com as caracteristicas encontradas em canideos e felinos
domésticos (Pough et al., 2003; Dyce et al., 2004) e felinos silvestres como o gato
maracaja (Arantes et al., 2014). Microscopicamente apresentou-se com um epitélio
pavimentoso estratificado, sobre um tecido conjuntivo denso, em consonancia com 0s
achados descritos por BANKS (1992), GARTNER (1999) e JUNQUEIRA & CARNEIRO

(2008).

A respeito dos achados de cultivo celular, obtivemos sucesso no isolamento, cultivo
e propagacao de células fibloblasticas de Cerdocyon thous. Para o sucesso do cultivo, foi
verificado que fibroblastos requerem de fatores que auxiliam no seu desenvolvimento e sua
proliferacdo. Em nossos experimentos, ficou demonstrado que a adi¢do do suplemento
RFGF ao meio de cultivo promoveu a proliferacdo e a intensa formacdo de col6nias. Isto
foi muito bem reportado em animais de laboratério como coelhos por Kakegawa et al.,
(2008) e camundongos por Resnick et al., (1998), em animais domésticos como o cdo (Han
et al., 2003, Caamario et al. 2008, Bai et al. 2012) e em espécies silvestres (Ledn-Quinto et
al. 2011), onde foi constatado que o RFGF estimula a proliferacdo das células e
multiplicacéo dos tecidos, diferentemente da sua nédo utilizagdo, em que foi observado que
as células demandaram maior tempo de cultivo. Associou-se o tempo para estabelecimento

do cultivo primério (P0O) a pequena quantidade de amostra tecidual obtida.
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Ledn-Quintino et al., (2011) reportou que a dificuldade na obtencédo tecidual de
animais silvestres, especialmente aquelas espécies ameacadas de extin¢do, bem como a
obtencdo de uma pequena quantidade de fragmentos teciduais destes animais podem ser
apontados como fatores interferentes na proliferacdo celular, porém, um problema que
pode ser resolvido a partir da utilizacdo de meios de cultura suplementados com fatores de
crescimento como Monolayer Embryonic Fibroblast (MEFs), Leukemia inhibitory factor
(LIF) e Fibroblast Growth Factor basic (bFGF/BFGF), conferindo ao cultivo uma elevada
capacidade de crescimento. Valores similares no que tange a visualizagcdo, tanto da
formacdo de coldnias quanto da proliferacdo e desenvolvimento celular, também foram
reportados por Durcova-Hills, Hustin e McLaren (2001) em camundongos, suinos por Lee
& Piedrahita (2000) e canideos silvestres por Ledn-Quinto et al., (2011). Portanto, em
cultivo, quando adicionado tal fator de crescimento (BFGF) ficou evidente que este
promoveu um aumento da populacdo das células fibroblasticas, mantendo o cultivo mais
homogéneo (CHENG et al., 1994). Assim, neste estudo houve a obtencdo de linhagem de
células fibroblasticas para o enriquecimento de banco de germoplasma (até a 32 passagem),
as quais posteriormente foram criopreservadas e contribuirdo com estudos posteriores

pertinentes a conservacao do Cerdocyon thous.



8.Conclusao
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8. CONCLUSAO

Com base nos objetivos propostos e resultados obtidos nesse estudo podem ser feitas

as seguintes conclusoes:

1. Os achados do estudo sobre o sistema reprodutor feminino do cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous) abordaram aspectos de descricdo morfoldgica e ultraestrutural, forma e
posicionamento dos 6rgdos genitais, cultivo e criopreservacdo das celulas (fibroblastos),
este Gltimo com intuito preservacionista por longo periodo dos recursos genéticos e
enriquecimento de Banco de Germoplasma Animal, imprescindivel para o conhecimento
dos aspectos bioldgicos e reprodutivos basicos desta importante espécie, favorecendo os

conhecimentos sobre a sua preservacao.

2. As caracteristicas do trato reprodutivo das fémeas de Cerdocyon thous sdo
semelhantes as de espécies de carnivoros silvestres e domésticos, sendo: ovarios
consistentes, com forma semelhante a um grdo de feijdo; tubas uterinas que realizam
comunicacdo entre o ovario e o Utero, com sutil abertura na cavidade peritoneal proximo
ao Utero; utero bicornuado, com cornos compridos e estreitos, cérvix em forma de anel
unico realizando a comunicacdo entre 0 Utero e a vagina; vagina constituida de fibras
musculares de forma circular; vulva com labios externos grossos e clitéris formando uma

comissura inferior aguda;

3. Foi possivel a criagdo de um banco de células viaveis;
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4. Os dados, relatados nesse estudo, sobre a morfologia do sistema reprodutor
feminino e a constituicdo de um banco de germoplasma sdo inéditos na literatura para a

espeécie aqui estudada.

5. Os achados desta pesquisa constituem um importante material a fim de elucidar e

contribuir com estudos posteriores realizados em Cerdocyon thous.
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germplasm banks have been the subject of great interest in
the preservation and maintenance of the genetic patrimony.
To ensure a minimum biodiversity and the maintenance
and perpetuation of the species, it is necessary the appro-
priate manipulation of the populations, with that it is used
alternative strategies for the preservation of the biodiversi-
ty, where the creation of germplasm banks is stood out as an
alternative for the conservation of threatened species. The
technique has been assuming as an addition importance for
the maintenance and preservation of the Brazilian fauna,
contemplating the cryopreservation of somatic cells as tes-
ticular cells, follicular and fibroblasts, long-term in order to
conserve their genetic resources as an important material
for further research. Several banks appeared in the last ye-
ars with the intention of preservation of the Brazilian fauna,
but they are still many necessary studies in that area and in-
vestments for a fauna warranty. It is stood out although the
best form of maintenance of the fauna continues being the
preservation of the natural atmospheres of those animals.
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