
 
 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE ZOOTECNIA E ENGENHARIA DE ALIMENTOS 

DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINÁRIA - ZMV 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOCIÊNCIA ANIMAL 

 

 

 

 

  

 

 

 

LUCIANA CRISTINA MACHADO 

 

 

 

 

 

 

 

BIOLOGIA DA REPRODUÇÃO DO CACHORRO-DO-MATO (Cerdocyon thous) E 

CRIOPRESERVAÇÃO DO MATERIAL GENÉTICO PARA ENRIQUECIMENTO 

DE BANCO DE GERMOPLASMA ANIMAL 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

Pirassununga 

2016 



 

 
 
 

  

 

LUCIANA CRISTINA MACHADO 

 

 

 

 

 

  

BIOLOGIA DA REPRODUÇÃO DO CACHORRO-DO-MATO (Cerdocyon thous) E 

CRIOPRESERVAÇÃO DO MATERIAL GENÉTICO PARA ENRIQUECIMENTO 

DE BANCO DE GERMOPLASMA ANIMAL 

 

 

 

 

 

Tese apresentada à Faculdade de 

Zootecnia e Engenharia de Alimentos da 

Universidade de São Paulo como parte 

dos requisitos para a obtenção de título 

de Doutor em Ciências. 

Departamento: Medicina Veterinária - 

ZMV 

Área de Concentração: Biociência 

Animal. 

Orientador: Prof. Dr. Carlos Eduardo 

Ambrósio. 

 

 

 

 

 

 

Pirassununga 

2016 

 

 

 



 

 
 
 

  

 

 

 

 

 

 
Ficha catalográfica elaborada pelo 

Serviço de Biblioteca e Informação, FZEA/USP, com os 

dados fornecidos pelo(a) autor(a) 

 

 

Permitida a cópia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte - o autor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Machado, Luciana Cristina 

MM149b  Biologia da Reprodução do cachorro-do-mato (Cerdocyon 

thous) e criopreservação do material genético para 

enriquecimento de banco de germoplasma animal / Luciana 

Cristina Machado ; orientador Carlos Eduardo Ambrósio. 

-- Pirassununga, 2016. 

         100 f. 

 

Tese (Doutorado - Programa de Pós-Graduação em Biociência 

Animal) -- Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, 

Universidade de São Paulo. 

 

1. Criopreservação. 2. Reprodução. 3. Banco de 

germoplasma. 4. Canídeos silvestres. 5. Início. 

I. Ambrósio, Carlos Eduardo , orient. II. Título. 

 



 

 
 
 

  

FOLHA DE AVALIAÇÃO 

 

 

Nome: MACHADO, Luciana Cristina 

 

 

Título: Biologia da reprodução do cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e criopreservação 

do material genético para enriquecimento de banco de germoplasma animal. 

 

 

  Defesa de tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Biociência Animal da Faculdade de 

Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade 

de São Paulo para a obtenção do Título de Doutor em 

Ciências.  

 

Data: 30/09/2016 

 

 

Banca Examinadora 

 

 

 

Prof. Dr.____________________________________________________________ 

Instituição:_______________________________ Julgamento:_________________ 

 

 

Prof. Dr.____________________________________________________________ 

Instituição:_______________________________ Julgamento:_________________ 

 

 

Prof. Dr.____________________________________________________________ 

Instituição:_______________________________ Julgamento:_________________ 

 

 

Prof. Dr.____________________________________________________________ 

Instituição:_______________________________ Julgamento:_________________ 

 

 

Prof. Dr.____________________________________________________________ 

Instituição:_______________________________ Julgamento:_________________ 

 

COMITE DE ÉTICA E PESQUISA (C.E.P. - FZEA): 14.1.1465.74.6 

SISBIO: N° 47183-1 

 



 

 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus queridos pais 

Moacir Machado e Maria José da Silva Machado 

Ao meu amado filho Murillo Machado Evangelista 

Pelo incentivo constante, 

E que dignamente me apresentaram à importância da família e ao caminho da 

honestidade e persistência. 

DEDICO 



 

 
 
 

  

AGRADECIMENTOS 

 

Meus sinceros agradecimentos a DEUS acima de tudo, por me conceder esta preciosa 

oportunidade; 

Ao meu orientador Prof. Dr. Carlos Eduardo Ambrósio pela confiança em mim 

depositada e pelas grandes contribuições e apoio para a realização deste trabalho, cuja 

paciência, empenho e conselhos foram de extrema relevância para meu crescimento 

profissional e pessoal; 

Aos meus familiares pela motivação e incentivo: Meus pais “Seu” Moacir, “Dona” 

Zezé, Eduardo, Denise, Duda e Isa, Juliana e Rodrigo, “Lêh”, em especial ao meu filho 

Murillo a quem dedico todos os esforços e conquistas; Aos queridos Teresinha e Roberto 

pelas sábias e carinhosas palavras de sempre. Muito obrigado por fazerem parte da minha 

vida.  

Aos amigos da EE “Lauro de Araújo” EFM (Lagoa Branca - SP) e ETEC “Dr. 

Francisco Nogueira de Lima” (Casa Branca – SP) pela motivação, em especial aos meus 

queridos professores do Ensino Técnico José Carlos Pereira e José Carlos Pinheiro, a quem 

devo muito respeito e gratidão. Muito obrigado pela consideração a qual sempre tiveram 

comigo.  Agradeço também às minhas queridas amigas de graduação, Maraísa e Tycha por 

sempre estarem ao meu lado. 

Também deixo aqui meu muito obrigado aos inúmeros amigos que, distantes ou 

próximos, brasileiros ou estrangeiros, direta ou indiretamente deram sua contribuição para a 

concretização deste trabalho: docentes, funcionários, colegas de Graduação e Pós-Graduação 

da FZEA/USP, companheiros de “bandejão” e “laranjinha” e aos amigos do Laboratório de 

Anatomia Animal, Laboratório de Morfofisiologia Molecular e Desenvolvimento (LMMD) 

e Laboratório de Células-Tronco e Terapias Gênicas (GDTI): Natália Juliana Nardelli 



 

 
 
 

  

Gonçalves (Pós-Doutoranda), Valéria Lara Carregaro (Pós-Doutoranda), Alessandra de 

Oliveira Pinheiro (Doutoranda), Fábio Sérgio Cury (Doutorando), Janine Karla França 

(Doutoranda), Tiago Camara De Bem (Doutorando), Vanessa Cristina de Oliveira 

(Doutoranda), Ingrid Gomes (Mestranda), Jéssica Rodrigues Orlandin (Mestranda), Felipe 

Augusto Rós (Iniciação Científica). Deixo aqui meu agradecimento especial ao Prof. Dr. 

Atanásio Serafim Vidane (Universidade Eduardo Mondlane – Moçambique) pelos bons 

conselhos e orientações, e a Kelly Cristine dos Santos Roballo (Doutoranda), a qual 

colaborou intensamente na etapa de coleta e cultivo celular, obrigado pelos ensinamentos e 

acima de tudo, pela paciência a mim dedicada. 

Meus especiais agradecimentos a Cristina Harumi Adania, Médica Veterinária e 

Coordenadora da Associação Mata Ciliar do município de Jundiaí – SP,  cuja colaboração 

fora de extrema importância na disponibilização de animais para fins de obtenção de 

amostras teciduais. Obrigado por esta indispensável parceria. Estendo meus sinceros 

agradecimentos a toda sua equipe médica veterinária pela contenção e procedimentos 

cirúrgicos realizados. 

Aos especialistas e técnicos responsáveis: Rose Eli Grassi Rici e Ronaldo Agostinho da 

Silva (Laboratório de Histologia e Microscopia Eletrônica – FMVZ/USP), Nilton Pedro dos 

Santos (Laboratório de Histologia – FZEA/ZMV/USP) e Gerlane Medeiros (UNEMAT – 

MT), pelo profissionalismo e pronto atendimento; Aos colegas de trabalho: Flávia Simone 

Munin e Julia Cristina Benassi (BDMV) pela colaboração e prestatividade e, acima de tudo, 

pela amizade e coleguismo. 

Aos amigos Alecsandra Mara Ament de Araújo, Cláudia Scatolini Bonato Pavão, Joel 

Metzner da Cruz, Neimar dos Santos e Wagner Garrido dos Santos (Secretaria de 

Departamento – ZMV/FZEA/USP) pelo apoio moral, consideração e pelos incontáveis 

cafezinhos que tornaram meus dias indispensavelmente mais agradáveis. 



 

 
 
 

  

E como não poderia deixar de mencionar, elevo aqui não apenas os meus 

agradecimentos, como também a minha gratidão aos “moradores” da Associação Mata 

Ciliar, participantes “ativos” nesta tese de doutorado: “Lilica”, “Leleca”, “Leleco”, “Lilico” 

e “Lulu” (Cerdocyon thous), torcendo para que esta pesquisa possa colaborar e ser mais um 

ponto de partida para estudos que priorizem a qualidade de vida aos espécimes que, assim 

como vocês, infelizmente não poderão voltar à vida livre e também,contribuir para  a 

manutenção e preservação desta importante espécie a qual pertencem. Prof. Dr. Laerte 

Antônio Machado (in memorian) (Instituto Biológico de Campinas – SP), que eu saiba 

retribuir seus bons conselhos, sua consideração e sua amizade. Muito obrigado por cada 

palavra de otimismo proferida, as quais não serão esquecidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Só uma sociedade bem informada a respeito da 

riqueza, do valor e da importância da 

biodiversidade é capaz de preservá-la.” 

 

Washington Novaes 



 

 
 
 

  

RESUMO 

 

MACHADO, L.C. Biologia da reprodução do cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e 

criopreservação 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 São Paulo, São Paulo, 2016. 

 

A expansão desordenada do processo de urbanização e da malha rodoviária sem a 

construção de corredores ecológicos que permitam a transposição segura de várias espécies 

de animais silvestres contribui para os elevados índices de mortalidade observados na 

atualidade e constitui uma ameaça para o declínio populacional de espécies, como o 

cachorro-do-mato (Cerdocyon thous).  Estima-se que o número de animais vitimados por 

atropelamentos chegue a aproximadamente 450 milhões de animais/ano nas diversas 

espécies, sendo: 400 milhões de pequenos vertebrados, 3 milhões de grandes vertebrados e 

aproximadamente 47 milhões de vertebrados de médio porte, a partir do estabelecimento 

de uma taxa média de 1,7 milhões de quilômetros à malha rodoviária do território 

brasileiro, levando-se em consideração a ampla diferença entre rodovias e estradas de 

asfalto e terra, pertencentes às esferas federal, estadual, e municipal. Uma estratégia para a 

conservação ex situ é o estudo da biologia da reprodução da espécie Cerdocyon thous é a 

criopreservação de seu patrimônio genético através da formação de um Banco de 

Germoplasma Animal, onde se contemplou o estudo do sistema reprodutor feminino de 

cinco espécimes por descrição morfológica e ultraestrutural, cultivo e criopreservação 

celular (fibroblastos). Foram utilizadas 7 (sete) fêmeas de Cerdocyon thous, (n=7), das 

quais 2 (duas) eram vítimas 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 



 

 
 
 

  

período que compreende os meses de janeiro a julho do ano de 2015 com sinais de 

evisceração e um destes apresentava avançado estágio de decomposição. Foi realizado o 

estudo biométrico dos animais, onde se constatou que as fêmeas encontradas eram adultas. 

Os achados foram compilados por meio de técnicas histológicas (Hematoxilina-Eosina, 

Tricrômico de Massom, Reativo de Schiff ou “PAS” e Alcian Blue) e microscopia 

eletrônica de varredura. A partir da observação macroscópica do sistema reprodutor 

feminino da espécie em questão, constatou-se que o formato dos ovários apresenta forma 

similar a um grão de feijão e tubas uterinas com comprimentos variáveis entre 5 a 8 cm 

para os espécimes analisados. Constatou-se também, a presença de um útero bicornuado 

com aproximadamente 3 cm de  comprimento e cornos uterinos compridos e estreitos (9 a 

11 cm de comprimento); Como já observado em estudos realizados em outras espécies 

(domésticas e silvestres), a cérvix dos espécimes de Cerdocyon thous analisados faz 

comunicação entre o útero e a vagina. A vagina apresenta musculatura alongada e circular 

e a vulva uma conformação anatômica densa com clitóris bastante pronunciado. 

Microscopicamente, foram observados que os ovários apresentavam folículos primordiais 

formados por um ovócito e por células foliculares achatadas, bem como a presença de 

folículos primários unilaminares, este último constituído por um ovócito envolvido por 

uma camada de células da granulosa. A análise por microscopia eletrônica de varredura 

evidenciou a superfície ovariana, com característica irregular. As tubas uterinas 

apresentaram-se com epitélio de revestimento constituído de células ciliadas e células 

secretoras não ciliadas. Através de análise por microscopia eletrônica de varredura, foi 

possível verificar que parte da parede da tuba uterina apresentou uma mucosa intensamente 

“pregueada”. Microscopicamente, o útero apresentou uma parede relativamente espessa e, 

externamente uma camada serosa, constituída de mesotélio e tecido conjuntivo e, 

dependendo da porção do órgão (adventícia), constituída de tecido conjuntivo sem 



 

 
 
 

  

revestimento de mesotélio e microscopia eletrônica de varredura que evidenciou a 

superfície luminal, ilustrando a disposição dobrada do endométrio e a presença de fibras de 

músculo liso. A cérvix se apresentou com epitélio colunar simples, secretor de muco e por 

análise de microscopia eletrônica de varredura, foram observadas poucas fibras de músculo 

liso. Quanto à vagina, foi observado epitélio pavimentoso estratificado sobre um tecido 

conjuntivo denso, onde se constatou por microscopia eletrônica de varredura, a região de 

transição entre a cérvix e a vagina, onde se evidenciou a lâmina própria da mucosa vaginal, 

constituída por um tecido conjuntivo frouxo e, mais externamente, uma parede densa, 

constituída por uma camada muscular composta de fibras musculares lisas. A vulva e o 

clitóris foram observados recobertos por um epitélio pavimentoso estratificado com uma 

delgada camada de células queratinizadas na superfície. No que diz respeito à criação 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 clonogênica, especialmente quando comparadas ao cão doméstico. Por serem 

espécimes silvestres de histórico desconhecido (idade, hábitos alimentares), tais fatores 

poderiam implicar no tamanho dos telômeros das células (fibroblastos) e, 

consequentemente, ser um impedimento para uma satisfatória proliferação celular. Assim, 

o presente estudo teve caráter preservacionista, visando à conservação em longo prazo dos 

recursos genéticos desta espécie pertencente aos biomas brasileiros, sendo de grande 

relevância e os achados aqui contidos, um ponto de partida para a realização e 

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

 

Palavras-Chave: Criopreservação; Reprodução; Banco de germoplasma; Canídeos 

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 São 

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. INTRODUÇÃO 

 

A União Mundial para a Conservação (IUCN) é a responsável pelo estabelecimento 

de categorias de conservação de espécies. Com o propósito de preservar as espécies 

tidas como ameaçadas (criticamente em perigo, em perigo e vulnerável), esta 

classificação auxilia na identificação de espécies que necessitam de maior atenção 

conservacionista. Isso permite a promoção de acordos, como a Convenção Internacional 

de Espécies Ameaçadas (CITES), e, também, outras medidas em prol da conservação da 

fauna e da flora (PRIMACK & RODRIGUES, 2001). 

Com base nessas categorias, a IUCN preparou várias listas vermelhas de espécies 

ameaçadas de extinção, em diferenciados táxons, nas quais estão incluídos animais e 

plantas de todo o planeta (IUCN, 2015). 

No Brasil, o Ministério do Meio Ambiente (MMA) e o Instituto Brasileiro do Meio 

Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA), contando com a parceria da 

Fundação Biodiversitas para a Conservação da Diversidade Biológica, da Sociedade 

Brasileira de Zoologia e da “Conservation International”, elaboraram a lista nacional 

das espécies da fauna brasileira ameaçadas de extinção. Essa lista serve como referência 

tanto para programas de recuperação de espécies ameaçadas, prováveis implantações de 

unidades de conservação auxiliares em medidas atenuantes de impactos ambientais, 

quanto para pesquisadores e para a aplicação da Lei de Crimes Ambientais 

(MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2015). 

Apesar do Cerdocyon thous não ser uma espécie constante no Livro Vermelho da 

Fauna Brasileira Ameaçada de Extinção, um grande número de indivíduos deste canídeo 

silvestre e de outras espécies silvestres têm sido frequentemente vitimados por 

atropelamentos em estradas e rodovias, devido à ausência de corredores ecológicos para 
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transposição dos animais de um lado para o outro da rodovia.  Estima-se que o número 

de animais vitimados por atropelamentos chegue a aproximadamente 450 milhões de 

animais/ano de diversas espécies, sendo: 400 milhões de pequenos vertebrados, 3 

milhões de grandes vertebrados aproximadamente 47 milhões de vertebrados de médio 

porte, a partir do estabelecimento de uma taxa média de 1,7 milhões de quilômetros à 

malha rodoviária do território brasileiro, levando-se em consideração a ampla diferença 

entre rodovias e estradas de asfalto e terra, pertencentes às esferas federal, estadual, e 

municipal (O ECO, 2015).  

Os elevados índices de mortalidade por atropelamentos de animais silvestres 

registrados em dias atuais se devem não só pela expansão da malha rodoviária, mas 

também ao que chamamos de “efeito de borda”. Mesmo sendo os canídeos animais 

predadores, podem apresentar comportamento onívoro, em decorrência da variedade de 

alimentos ou se as condições ambientais assim o exigirem, incluindo desde frutos, 

insetos, crustáceos, peixes, pequenos vertebrados, pequenas aves e roedores, além de 

carniças e alimentos descartados pelo ser humano.  Para a obtenção destes rejeitos 

alimentares, muitos animais se arriscam em áreas com grande tráfego. Apesar de ser 

considerada uma espécie comum e abundante, poucas pesquisas sobre reprodução de 

Cerdocyon thous foram realizadas, fazendo-se necessário o aprofundamento de estudos 

nesta vertente (WILSON, 1997; LOSKUTOFF, 1998; PRIMACK & RODRIGUES, 

2001).  

O conhecimento da morfologia dos órgãos genitais e fisiologia de qualquer espécie 

são de suma importância para a sua sobrevivência, prosperidade ou extinção. Análises da 

diversidade dos sistemas reprodutivos são relevantes para a compreensão dos aspectos 

adaptativos e evolutivos envolvidos na sua diferenciação (PUKAZHENTHI & WILDT, 

2004). Assim, fica evidente a importância em se conhecer e aprofundar sobre os aspectos 
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reprodutivos, morfológicos e ultraestruturais, bem como forma e posicionamento dos 

órgãos de Cerdocyon thous, como forma de se garantir a perpetuação desta espécie de 

relevante papel ecológico. 

No intuito de minimizar as taxas de declínio das espécies, no que diz respeito à 

conservação de material genético de espécies criticamente ameaçadas de extinção, os 

chamados "bancos de recursos genéticos" ou "banco de germoplasma animal" são 

utilizados como repositórios de germoplasma (WILSON, 1997; PRIMACK & 

RODRIGUES, 2001). Reservas genéticas de bancos diferem de um banco de células e 

tecidos armazenados, disponível somente como um recurso para a pesquisa genética 

porque efetivamente aumenta a "vida genética", dando continuidade como parte de 

programas de reprodução (Martins et al., 2007; Piovezan et al., 2012; COMIZZOLI & 

HOLT, 2014; Machado et al., 2016). Uma vez que o objetivo dos programas 

reprodutivos de espécies ameaçadas é a manutenção da diversidade genética máxima, 

torna-se evidente que os bancos de recursos genéticos contribuem diretamente para os 

objetivos de conservação de qualquer espécie, criticamente ameaçada ou não, uma vez 

que proporciona a manutenção do patrimônio genético, enfocando a relevância de 

pesquisas realizadas sobre a temática aqui apresentada. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Embora o Cerdocyon thous seja uma espécie comum e de ampla distribuição 

(EMMONS & FEERS, 1998), algumas informações sobre sua morfologia e 

comportamento ainda são desconhecidas, sendo de extrema relevância para a elaboração 

de estratégias de manejo e conservação da espécie, bem como do ambiente em que 

vivem. Pensando no ecossistema e em seu funcionamento, Fontana et al., (2003) 

sugerem que o declínio de uma espécie abundante e que cumpre um papel ecológico 

importante, pode ser encarado como mais preocupante que o desaparecimento de 

espécies que nunca foram numerosas e sempre desempenharam um papel ecológico 

limitado. Em outras palavras, garantir que as espécies comuns se mantenham comuns 

pode ser tão importante quanto salvar espécies raras (Fontana et al., 2003). Sob essa 

ótica, mesmo não estando ameaçados de extinção em suas áreas de ocorrência, canídeos 

silvestres como o Cerdocyon thous podem ser considerados importantes para a 

conservação dos ecossistemas em que estão inseridos devido a sua abundância e por 

desempenharem papel ecológico. 

Portanto, esta pesquisa visa o estudo do sistema reprodutor feminino da espécie 

Cerdocyon thous por meio de descrição morfológica e ultraestrutural, forma e 

posicionamento dos órgãos genitais e da criopreservação do seu patrimônio genético 

através do enriquecimento de Banco de Germoplasma Animal, onde será contemplado e 

criopreservação das células (fibroblastos), objetivando em longo prazo a conservação 

dos seus recursos genéticos, constituindo um importante material para posteriores 

pesquisas sobre a temática apresentada nesta tese de doutorado. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1. Mamíferos: Características Gerais 

Mamíferos são animais pertencentes à classe Mammalia, com grande diversidade 

de espécies. Suas principais características são o corpo coberto por pelos, a capacidade 

de manter a estabilidade da temperatura corporal, a fecundação interna o 

desenvolvimento do filhote dentro do corpo materno, a produção de leite por glândulas 

mamárias e os cuidados prolongados da mãe com a prole. Destaca-se, ainda, a maior 

capacidade do crânio correlacionada ao aumento do tamanho do encéfalo, que junto às 

demais características conferem ao grupo melhores condições de sobrevivência. Por 

outro lado, outras características tornam algumas espécies vulneráveis dentre elas o 

grande tamanho corporal, a organização social complexa, o tamanho populacional 

reduzido e/ou a distribuição geográfica reduzida (BRAGA, 2004).  

Encontra-se taxonomicamente enquadrada na Classe Mammalia a Ordem 

Carnívora, esta que é uma ordem bastante ampla e complexa, que possui a importante 

função ecológica de regular as populações de presas. Apresentam várias adaptações 

morfológicas que possibilitam o sucesso durante a perseguição e consumo de caça, 

como corpo alongado, musculatura desenvolvida, e membros que permitem o alcance 

de grandes velocidades além de sentidos aguçados, dentes especializados e garras 

desenvolvidas (BRAGA, 2004). A Família Canidae é uma das famílias pertencentes à 

Ordem Carnivora. No Brasil, estão constituídas/representadas pelas espécies que 

seguem: Crhysocyon brachyurus (Lobo-Guará), Spheothos venaticus (cachorro-

vinagre), Lycalopex gimnocercus (graxaim-do-campo), Lycalopex vetulus (raposinha-

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

Amazônica (Tabela 1). 

Tabela 1.Classificação taxonômica de canídeos selvagens com ampla ocorrência no 

Brasil. (Fonte: Adaptada do Instituto Pró-Carnívoros, 2003). 
Crhysocyon brachyurus 

(Lobo-Guará) 
Spheothos venaticus 

(Cachorro-Vinagre) 
Lycalopex gimnocercus 

(Graxaim-do-Campo) 
Lycalopex vetulus 

(Raposa-do-campo) 
Cerdocyon thous 

(Cachorro-do-mato) 

Classificação  

Científica 

Reino: Animalia  

Filo: Chordata  

Classe: Mammalia  

Ordem: Carnivora  

Família: Canidae  

Gênero  

Chrysocyon 

Smith, 1839 

Espécie  

C. 
brachyurus 

 

Classificação 

Científica 

Reino: Animalia  

Filo: Chordata  

Classe: Mammalia  

Ordem: Carnivora  

Família: Canidae  

Gênero: 
Spheothos 

Lund, 1842 

Espécie  

S. 
venaticus 

 

Classificação 

Científica 

Reino: Animalia  

Filo: Chordata  

Classe: Mammalia  

Ordem: Carnivora  

Família: Canidae  

Gênero  

Lycalopex 

Fisher, 1814 

Espécie  

L. 
gymnocercus 

 

Classificação 

Científica 

Reino: Animalia  

Filo: Chordata  

Classe: Mammalia  

Ordem: Carnivora  

Família: Canidae  

Gênero  

Lycalopex 

Lund, 1842 

Espécie  

L.        
vetulus 

 

Classificação 

Científica 

Reino: Animalia  

Filo: Chordata  

Classe: Mammalia  

Ordem: Carnivora  

Família: Canidae  

Gênero  

Cerdocyon 
Linnaeus, 

1766 

Espécie 

C.        
thous 

 

 

Apesar da diversificação de canídeos selvagens existentes no Brasil, esta ainda é a 

região com maior carência de dados acerca de suas espécies, se comparado com outros 

países. As espécies Atelocynus microtis e Lycalopex vetulus apresentam poucas 

pesquisas devido à insuficiência de dados; Speothos venaticus é considerada pela IUCN 

vulnerável; Chrysocyon Brachyurus ameaçada, sendo estas duas últimas espécies as 

pertencentes como os únicos canídeos selvagens brasileiros que possuem “studybook”, 

tanto regional quanto internacional, com a primeira publicação 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 caráter 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. Distribuição geográfica e status de consevação de canídeos selvagens com 

ampla ocorrência no Brasil. (Fonte: Adaptada do Instituto Pró-Carnívoros, 2003). 

     

Crhysocyon brachyurus 

(Lobo-Guará) 
Spheothos venaticus 

(Cachorro-Vinagre) 
Lycalopex gimnocercus 

(Graxaim-do-Campo) 
Lycalopex vetulus 

(Raposa-do-campo) 
Cerdocyon thous 

(Cachorro-do-mato) 

Distribuição Geográfica 

 

Distribuição Geográfica 

 

Distribuição Geográfica 

 

Distribuição Geográfica 

 

Distribuição Geográfica 

 

Status de Conservação Status de Conservação Status de Conservação Status de Conservação Status de Conservação 

     

 

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, à classe 

Mammalia, à Ordem carnívora e à família Canidae, que por vezes é dividida em duas 

tribos: Vulpini e Canini, no qual se encontra o gênero Cerdocyon, cujo único 

representante é o Cerdocyon thous (Figura 1). Foi o primeiro canídeo sul-americano 
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descrito na literatura por Linnaeus (1766), com organização social caracterizada por 

uma composição que pode variar de dois a cinco indivíduos que forrageiam a uma 

distância de aproximadamente 100 metros entre si, mas geralmente não existindo 

cooperação durante as caçadas (BRADY, 1979; (BISBAL & OJASTI, 1980) 

MACDONALD & COURTENAY, 1996). Pode ser encontrado em vários biomas como 

Mata Atlântica, Caatinga, Cerrado, Campos Sulinos, Pantanal. Utiliza bordas de matas e 

áreas 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  Bolívia,  Venezuela,  Colômbia, 

Guianas, Suriname e Brasil, apresentando neste último uma distribuição espacial que 

compreende todo o território brasileiro, com exceção das planícies da Bacia Amazônia 

(BISBAL & OJASTI, 1988, BERTA, 1988; MARINHO-FILHO & MEDRI, 2008).  

Esta é uma dentre as espécies de maior ocorrência de mamíferos terrestres de médio 

e grande porte da região central do Brasil (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e 

Tocantins). Apesar disso, alguns dados da ecologia básica dessa espécie, como área de 

uso e utilização de habitats, ainda são escassos para maior parte dos biomas brasileiros, 

principalmente para o Cerrado. Ainda, estudos existentes para a área de distribuição 

do Cerdocyon thous mostram variações consideráveis entre as regiões estudadas. Na 

Venezuela, a área de uso do Cerdocyon thous varia entre 0.45 a 1 km² (BRADY, 1979; 

Sunquist et al., 1982). No Brasil, a área de utilização varia entre 0.48 a 10.42 km² na 

região norte do país (MACDONALD & COURTENAY, 1996), de 1.4 a 11.1 km² em 

área alterada de Mata Atlântica (Myers et al., 2000), chegando a 12.8 km² em região de 

Cerrado (Marinho-Filho et al, 2002). 

Espécimes de Cerdocyon thous demonstram preferência por áreas com formações 

mais abertas, como savana arbórea e mata do tipo capoeira e também, podem utilizar 
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ambientes de campo (BRADY, 1979; Sunquist et al., 1982; MACDONALD & 

COURTENAY, 1996; Myers et al., 2000).  

Possui porte médio, o comprimento do corpo varia de 60 a 70 centímetros e a cauda 

mede aproximadamente 30 centímetros.  Indivíduos 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 o ventre são claros, também possuem tonalidades 

amareladas São animais que possuem hábitos noturnos e crepusculares, ocasionalmente 

é encontrado de dia.  Ao longo de suas trilhas marcam seu território por meio da 

vocalização e urinando sobre arbustos e ervas, detectadas por forte odor.  É comum 

encontrá-lo buscando seu alimento sozinho, mas podem ocorrer aos pares ou em 

pequenos grupos familiares em busca de suas presas. Mas em geral, são caçadores 

solitários. Apesar de serem bons corredores, não são velozes se comparado aos felídeos 

como as chitas, por exemplo, e caçam as presas por corridas de resistência.   (Rodrigues 

et al., 2013) . 

 

   3.1.2. Ciclo Reprodutivo 

 Apesar de ser considerada uma espécie comum, poucas pesquisas sobre 

reprodução de Cerdocyon thous foram realizadas, porque o sucesso reprodutivo em 

cativeiro é muitas vezes baixo, fazendo-se necessário o aprofundamento de estudos 

nesta vertente. 

O ciclo reprodutivo desta espécie corresponde aos fenômenos observados em todos 

os mamíferos, exceto em alguns primatas, apresentando períodos regulares, com 

períodos limitados de receptividade sexual, o que ocorre em intervalos característicos 

para cada espécie. Compreende-se intervalo de ciclo como sendo o tempo desde o início 
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do período de receptividade sexual até o período seguinte, ou como o intervalo entre 

sucessivas ovulações. Os canídeos domésticos atingem a puberdade quando estão em 

média com 7 a 8 meses de idade, com pequena variação de tempo de acordo com o 

porte da raça (até 9 – 12 meses), sendo comum apresentarem ciclos em intervalos 

menores ou maiores, até que se estabeleça a normalidade. Normalmente as cadelas 

possuem um intervalo de seis meses entre cada ciclo. Em comparação com canídeos 

domésticos, fêmeas de Cerdocyon thous podem gerar, em média, duas ninhadas por 

ano, a cada sete ou oito meses. O período de gestação para a espécie é de cerca de dois 

meses, nascendo de três a seis filhotes com 120 a 160 gramas cada. A independência 

dos filhotes ocorre entre o quinto e sexto mês de vida e a maturidade sexual é alcançada 

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

 

 

Figura 1. Fêmea de Cerdocyon thous - Associação Mata Ciliar (Jundiaí - SP). Fonte: 

MACHADO, 2016. 
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3.1.3. Ameaças 

É do conhecimento de todos que a degradação ambiental desencadeia o declínio e a 

extinção de muitas espécies existentes no planeta (Purvis et al., 2000; PRIMACK & 

RODRIGUES, 2001). Medidas emergenciais devem ser tomadas para evitar o 

agravamento desse quadro crítico. A conservação in situ é sem dúvida a melhor forma 

de conservar a fauna e a flora. Porém, a sua idealização depende de fatores que são 

trabalhados em longo prazo, como a educação ambiental (WILSON, 1997). 

Entre os grupos de animais mais comumente afetados pela fragmentação e 

modificação do habitat destacam-se os carnívoros. Animais desse grupo geralmente 

ocupam posições de alto nível trófico (CRAWSHAW, 1995), possuem baixas 

densidades populacionais baixas taxas reprodutivas e elevada longevidade. Necessitam 

de extensas áreas e realizam dispersões de longas distâncias. Devido a esse conjunto de 

características, esses animais tornam-se mais susceptíveis a ameaças de extinção 

(PRIMACK & RODRIGUES, 2001). Também, os mamíferos da Ordem Carnivora, 

constituem o principal grupo de predadores de vertebrados dos ecossistemas terrestres 

(Pitman et al., 2002).  

Como exposto anteriormente, as maiores forças que determinam a evolução, a 

composição e a função da comunidade de carnívoros são a fragmentação (Dayan et al., 

1989) e a competição (ROSENZWEIG, 1966). Em áreas ocupadas por seres humanos a 

competição e a fragmentação aparecem fortemente ligadas, isso porque o novo mosaico 

de vegetação propicia ambientes de alta qualidade para espécies generalistas 

(GOODRICH & BURSKIRK, 1995). Entre os carnívoros, seguindo o padrão 

anteriormente abordado, animais generalistas seriam potencialmente menos susceptíveis 

às mudanças ambientais. O Cerdocyon thous, por exemplo, é considerado um animal 
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generalista e oportunista, beneficiando-se em parte de algumas alterações antrópicas, 

como o suprimento extra de alimentos gerados pelo lixo humano ou mesmo por 

plantações e criações 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; PEDÓ, 2002; ALMEIDA, 2003; CHEIDA, 

2003). 

3.1.4. Preservação da Espécie 

A manutenção da fauna e da flora em seu habitat natural é denominada de 

conservação in situ. Essa é, incontestavelmente, a melhor estratégia para a preservação 

da diversidade biológica, pelo fato de permitir a continuação dos processos 

evolucionários naturais. Existem várias espécies que ainda não foram nomeadas nem 

descritas em várias partes do mundo, inclusive no Brasil. Somente a conservação in situ 

permitirá que se conheça mais dessas espécies para que seja possível desenvolver 

estratégias de conservação para elas. A conservação in situ pode-se apresentar 

ineficiente em casos de populações reduzidas ou quando a maioria de indivíduos 

remanescentes está localizada em áreas desprotegidas. Existem grupos animais que 

possuem um menor número de espécies e, além disso, para garantir sua sobrevivência, 

necessitam de espaço, por exemplo, grandes vertebrados. Sendo assim, é provável que 

as estratégias de conservação ex situ sejam a única alternativa para evitar a extinção 

desses animais (WILSON, 1997; PRIMACK & RODRIGUES, 2001). 

A conservação ex situ diz respeito a estratégias de conservação que são efetuadas 

fora dos ambientes naturais (SANTOS, 2000). Para os animais, a conservação ex situ 
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inclui bancos de germoplasma, zoológicos, criações em cativeiro, fazendas com criação 

de caça e aquários (PRIMACK & RODRIGUES, 2001). 

A conservação in situ e ex situ, quando integradas, complementam uma à outra, de 

forma que, quando aliados a programas de reintrodução, indivíduos de populações ex 

situ podem ser soltos em seu habitat natural, para auxiliar a conservação in situ 

(NIJMAN, 2006). Há, também, a possibilidade de se desenvolver pesquisa da biologia 

de indivíduos viventes em cativeiro, para criação de novas ideias sobre as estratégias de 

conservação in situ. Populações ex situ que se reproduzem sem maiores dificuldades 

possibilitam que se evite a retirada de indivíduos selvagens de seu habitat para a 

pesquisa ou para serem colocados como vitrine. Quando estão à mostra, esses animais 

em cativeiro podem ser um instrumento de conscientização sobre a importância da 

conservação de espécies in situ e ex situ (PRIMACK & RODRIGUES, 2001). 

A conservação ex situ por meio dos bancos de germoplasma, aparece como 

alternativa imediata de conservação de material genético em potencial (WILSON, 1997; 

Hiemstra et al., 2005). Os bancos podem ser abastecidos de germoplasma de populações 

com pequeno ou com um grande número de indivíduos (permitindo a variabilidade). 

Esse material poderá ser usado posteriormente, para auxiliar no aumento populacional 

se necessário. Quando a população está em pequeno número, para aumentar sua 

variabilidade genética, podem ser utilizados germoplasmas de indivíduos de outras 

regiões (WILSON, 1997). Em casos extremos, há, ainda, a possibilidade do uso das 

células somáticas para multiplicação de indivíduos 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 redução em seu patrimônio genético (pool gênico) e 

possivelmente uma perda de genes importantes para a espécie. Nesse caso, esforços 
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podem ser realizados por meio de utilização das técnicas de reprodução assistida para 

evitar perda total desse material genético de importância. Vários são os fatores de 

ameaça incidentes sobre o Cerdocyon thous.  A descaracterização dos ambientes uma 

grande variedade de espécies dos ambientes naturais afetam uma grande variedade de 

espécies, principalmente àquelas de menor plasticidade que ocupam ambientes 

específicos, ou ainda aquelas que necessitam de grandes áreas. Assim, mesmo que a 

espécie em questão não conste na lista das espécies em ameaça de extinção, a 

preservação deve ser realizada, uma vez que possui a importante função ecológica de 

atuar como uma espécie reguladora das populações de presas (Martins et al., 2007; 

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

3.2. Caracterização do Sistema Reprodutor Feminino de Carnívoros 

a) Ovários 

Os ovários são órgãos pares e situam-se na região sublombar caudalmente aos rins, 

sendo essa localização variável em diferentes espécies devido a um  deslocamento 

desses órgãos, o que acontece tanto para espécies domésticas como para espécies 

silvestres. Em felinos e canídeos domésticos e silvestres, os ovários permanecem na 

região sublombar, caudalmente aos rins; Os ovários possuem um formato elíptico e 

reniforme e sua constituição se dá através da observação de um corte transversal no qual 

se encontra internamente uma zona medular, uma parte de tecido conjuntivo frouxo rico 

em vasos sanguíneos, estroma, uma estrutura densa e uma zona parenquimatosa 

externa. A camada externa é recoberta por uma túnica albugínea, que recobre a camada 

simples de células da gônada. (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 lúmen bastante estreito e ainda um trajeto 

bastante sinuoso para a maioria das espécies domésticas e silvestres.  Está suspensa por 

uma camada serosa (mesossalpinge) com formato que se assemelha a um funil 

(infundíbulo da tuba uterina), cuja função é receber a o ovócito que vai ser liberado no 

momento da ovulação, uma estrutura com pregas na mucosa e na margem conhecida 

como fímbrias. As pregas da mucosa vão forma um aspecto radiado e ainda delimitando 

ao centro o óstio abdominal da tuba uterina, que estabelecerá uma conexão entre a 

cavidade peritoneal e o meio externo. A fecundação 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 óstio uterino da tuba. 

Canídeos (silvestres e/ou domésticos) apresentam uma papila que representa uma região 

propícia a armazenar agentes infecciosos. Nas demais espécies a abertura da tuba uterina 

para os cornos uterinos vai acontecendo gradualmente. (SISSON & GROSSMAN, 1995; 

Frandson et al., 2005; COLVILLE, 2010; HORST & HANS, 2011). 

c) Útero 

O útero bicornuado é caracterizado por dois cornos uterinos e um único corpo 

uterino e um colo uterino (cérvix). Nos carnívoros silvestres e domésticos, os cornos 

uterinos se estendem na cavidade abdominal alcançando a bolsa ovárica que se encontra 

localizada, caudalmente aos rins. (COLVILLE, 2010; Dyce et al., 2010; HORST & 

HANS, 2011). 

d) Vagina 

É o segmento que representa o órgão copulatório da fêmea que compreende do 

óstio uterino externo até o óstio uretral externo. As células da mucosa vaginal 
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modificam-se nas dependências do cio hormonal e são utilizadas como indicadores de 

cio em canídeos silvestres e domésticos (COLVILLE, 2010; Dyce et al., 2010; HORST 

& HANS, 2011). 

e) Vulva 

 Constituída pelos lábios vulvares que se unem conjuntamente nos ângulos dorsal 

e ventral. No angulo dorsal é redondo e no angulo ventral é agudo, sendo esta 

característica bastante pronunciada em espécies domésticas e silvestres de canídeos e 

felinos. Também, para a maioria das espécies (silvestres e domésticas), o clítoris está 

alojado na fossa clitoriana do vestíbulo da vagina, cujo formato pode armazenar agentes 

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

3.3. A importância dos Bancos de Germoplasma Animal 

A extinção é um processo lento e natural que deve manter equilíbrio em relação ao 

número de especiações, mutações e modificações das frequências dos alelos que geram 

novas espécies. A exploração excessiva do meio ambiente desencadeia a diminuição da 

biodiversidade, uma vez que a taxa de extinção se torna maior que a especiação. A atual 

perda de espécies é algo sem precedentes e pode ser irreversível (PRIMACK & 

RODRIGUES, 2001). 

A criopreservação de germoplasma é uma alternativa que diminui as limitações 

impostas pelo tempo e pela distância para a conservação de diversas espécies silvestres 

em risco de extinção (LOKUSTOFF, 1998). Com a criopreservação de Germoplasma 

em botijões de nitrogênio líquido a -196º C, o material biológico mantém quase as 

mesmas características após o descongelamento (SANTOS, 2000). 
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Estratégias de preservação que utilizam a criopreservação têm grande potencial 

para ajudar a manter e proteger espécies raras e ameaçadas, especialmente para auxiliar 

gerenciamento ou “resgate” dos genomas de indivíduos geneticamente valiosos. No 

entanto, as aplicações em larga escala ainda são limitadas, em decorrência de variações 

fisiológicas significativas entre as espécies, bem como a ausência de conhecimentos 

fundamentais sobre as características reprodutivas básicas (COMIZZOLI & HOLT, 

2014). Bancos de recursos genéticos são repositórios de germoplasma (gametas, 

embriões, produtos sanguíneos, tecidos e DNA) para programas de conservação 

definidos, os quais são ligados diretamente com as biotecnologias para a execução do 

objetivo final, que é a reprodução animal. Uma possibilidade para preservar o 

germoplasma de animais silvestres é o isolamento, cultivo e criopreservação de células 

somáticas como: testiculares, foliculares e fibroblastos, podendo servir para 

caracterizações moleculares e também para a multiplicação animal pela técnica de 

transferência de núcleos (clonagem) (HOLT & COMIZZOLI, 2014).    

Bancos de germoplasma devem preferencialmente, conter material genético com 

variabilidade relativamente grande, para que as populações em que esse germoplasma 

será utilizado não sofram limitações genéticas. Existem bancos de germoplasma em 

vários zoológicos, universidades, organizações de animais de criação, instituições de 

pesquisa e laboratórios de vida silvestre. Todavia, eles são, geralmente, pouco 

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

Independentemente do risco de extinção, a conservação deve ser realizada não 

só pelo direito de que os animais têm de existir, mas também pelas aplicações possíveis 

em atividades humanitárias. Espécies de plantas e animais que podem ser úteis no 

futuro estão sendo perdidas antes que seja comprovada tal serventia para os seres 
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humanos (WILSON, 1997). Dessa forma, fica clara a relevância da criação 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 conservação desta espécie pertencente aos biomas brasileiros. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo geral 

Realizar o estudo morfológico através de parâmetros histológicos do sistema 

reprodutor feminino do cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), bem como do 

enriquecimento de banco de germoplasma animal para a criopreservação do patrimônio 

genético, auxiliares na reprodução deste canídeo silvestre. 

 

4.2. Objetivos específicos 

- Estudar descritivamente o sistema reprodutor feminino do cachorro-do-mato 

(Cerdocyon thous); 

- Estudar anatomicamente a conformação e posição do aparelho genital feminino e 

sua caracterização através de estudo morfológico e ultraestrutural; 

- Obter e cultivar células (fibroblastos) da espécie Cerdocyon thous para o 

enriquecimento de banco de germoplasma animal, tendo como objetivo a preservação 

do seu patrimônio genético, onde a utilização deste material será empregada em 

pesquisas futuras sobre reprodução e preservação desta espécie. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5. 1 Procedência dos Animais 

A obtenção de material biológico desta pesquisa encontrou-se de acordo com os 

princípios adotados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentação Animal), sob 

aprovação do Comitê de Ética e Pesquisa (CEP – FZEA) n° 14.1.1465.74.6 e SISBIO n° 

47183-1. 

5.2 Descrição morfológica do sistema reprodutor feminino 

Sistemas reprodutores de fêmeas de Cerdocyon thous (n=2) foram analisados 

macroscopicamente e fragmentos de cada órgão do sistema reprodutor feminino foram 

seccionados para posteriores análises microscópicas através das seguintes técnicas 

histológicas:  Hematoxilina-Eosina, Tricromo de Massom, Reativo de Shiff (PAS) e 

Alcian Blue. 

5.3 Análise microscópica pela técnica histológica 

O estudo do sistema reprodutor feminino de espécimes de Cerdocyon thous foi 

realizado através da dissecação, secção em pequenos fragmentos e fixação em solução 

de paraformoldeído a 4%, posteriormente submetidos à técnica histológica, desidratação 

em EtOH com concentrações  crescentes  (de  70,  80,  90  e  99%), diafanização  em  

xilol  e inclusão em parafina histológica corados com Hematoxilina-Eosina (HE),  

Tricromo  de  Masson;  PAS  (Reativo  de  Shiff)  e  Alcian  Blue (TOLOSA et al., 

2003). Os dados histológicos foram interpretados conforme os parâmetros descritos por 

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

Pequenos fragmentos do sistema reprodutor feminino de Cerdocyon thous foram 

utilizados, os quais foram submersos em glutaraldeído a 2,5% com tampão de fosfato 

para a fixação. Após 48h de fixação, o material coletado foi lavado três vezes em 

tampão fosfato 0,1M com pH 7, 4, por 10 minutos. Após 30 minutos de fixação, o 

material foi submetido à técnica de pós-fixação com tetróxido de ósmio por 2 horas 

girando no escuro a 45º. O material foi lavado novamente com tampão 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 remoção do EtOH e secagem foi realizada em um equipamento 

CPD 020 – BALZERS -  UNION, para posterior metalização com ouro.  

Na última etapa do processo o material foi colocado em “stubs” de alumínio 

contendo cola de carbono para a fixação das peças 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 última etapa do protocolo. Todo o material metalizado em 

ouro seguiu para análise em microscópio eletrônico de varredura (LEO – 435 VP). 

5.5  Procedimentos para coleta de material biológico 

A coleta foi realizada no Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) 

do município de Jundiaí – SP no dia 27 de janeiro de 2016, mediante apresentação e 

aceite do projeto de pesquisa e documento comprobatório de aprovação do Comitê de 

Ética e autorização junto ao SISBIO. Assim, no intuito de se garantir a segurança na 

obtenção das células cultivadas (fibroblastos), optou-se pela adoção de procedimentos 

apenas em animais de cativeiro, descartando a utilização de tecidos de animais mortos 

para esta finalidade. A coleta de tecido epitelial foi realizada por equipe Médica 
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Veterinária da Associação Mata Ciliar - CETAS, devidamente licenciada junto ao órgão 

competente (CRMV- Conselho Regional de Medicina Veterinária). 

5.5.1 Coleta e transporte de biópsias de pele 

O procedimento de coleta de amostras epiteliais para posterior cultivo celular 

(fibroblastos) foi realizada em animais de cativeiro, considerados saudáveis, 

disponibilizados em parceria estabelecida com a Associação Mata Ciliar (CETAS) no 

município de Jundiaí – SP conforme descrito acima (Figura 11). 

5.5.2 Isolamento e cultivo das células fibroblásticas 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 fêmeas). As amostras 

teciduais foram submetidas à fragmentação mecânica em placas de Petri (100 x 20mm) 

estéreis (TPP, Suíça) e os fragmentos transferidos para tubos de Falcon para digestão 

em colagenase em estufa a 5% de CO2 e 38,5ºC e observados a cada 15 minutos. Após a 

digestão, os fragmentos foram transferidos para placas de cultivo com dimensões de 100 

x 20mm (Macho 1, Macho 2 e Macho 3) e 60 x 15mm (Fêmea 1 e Fêmea 2), de acordo 

com o tamanho do fragmento coletado. As células foram cultivadas em meio αMEM 

(Gibco
®

) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Hyclone, Logan, Utah, 

EUA), 1% estreptomicina/penicilina (Sigma-Aldrich
@

) e 1µl por ml de βFGF 

(PeproTech Inc., USA) a 5% de CO2 e 38,5ºC, após verificarmos ser esta a melhor 

composição de meio para o cultivo a ser empregado (Tabela 3). 
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Tabela 3. Composição dos diferentes meios de cultivo empregados para 

desenvolvimento de fibroblastos de Cerdocyon thous. 

 

5.5.3 Curva de Crescimento 

Também foi realizada a curva de crescimento celular, para avaliar a capacidade 

clonogênica, por quantificação direta do cultivo por contagem celular. O plaqueamento 

foi realizado em uma densidade 3x10
4
 em placa (Macho 1). Em cada repique, foi 

plaqueado igual número de células (3x10
4
) em um volume determinado com a seguinte 

fórmula abaixo: 

Q1 + Q2 + Q3 + Q4     X 10
4
  X   fator de diluição* = n° de células / ml 

                       4 

*Fator de diluição = 1 ml 
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5.5.4 Criopreservação de fibroblastos de Cerdocyon thous 

Para a criopreservação as células foram tripsinizadas por 5 minutos e inativadas 

com meio de cultivo αMEM (Gibco
@

) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% 

de antibióticos e 1µl por ml de βFGF (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 e o “pellet” ressuspendido em meio para 

congelamento, composto por 45% de αMEM (Gibco
@

) suplementado com 10% de soro 

fetal bovino, 1% de antibióticos e 1µl por ml de βFGF (PeproTech
@

), 10% DMSO 

(Synth
@

, Brasil) e 45% de soro fetal bovino previamente preparado e distribuído em 

criotubos. Os criotubos permaneceram alocados em dispositivos próprios para 

congelamento (Mr.Frosty), no qual permite o congelamento de -1ºC por minuto e 

armazenadas em freezer (-80ºC) “overnight”. Por fim, as células foram imersas em 

nitrogênio líquido, onde permanecerão armazenadas por tempo indeterminado, até o seu 

devido uso, nas passagens P0 a P3.  

5.5.5 Procedimentos de descongelamento e cultivo das células (fibroblastos)  

As células cultivadas e criopreservadas em nitrogênio líquido foram 

descongeladas para realização da curva de crescimento celular. Foi necessária a 

utilização banho-maria a 38°C e retirada do criotubo do nitrogênio líquido, mantendo 

por 30s na água aquecida. Logo após, fez-se a transferência do conteúdo para o tubo de 

Falcon com 15 ml com meio de cultivo αMEM (Gibco
@

) suplementado com soro fetal 

bovino, antibioticos e βFGF (PeproTech
@

) e homogenizado seguido de centrifugação 

por 5 minutos a 1500 r.p.m., onde o sobrenadante foi desprezado e o “pellet” 

reconstituído com 1 ml de meio de cultivo. Logo após o processo de reconstrução do 
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“pellet”, o conteúdo foi transferido para placas de cultivo contendo 3ml de meio cultivo 

e mantidas em condições de cultivo a 5% de CO2 em ambiente a 38,5ºC. 
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6. RESULTADOS  

6.1 Estudos macroscópicos e análise por técnica histológica 

Duas fêmeas de Cerdocyon thous foram encontradas evisceradas (um dos 

espécimes em avançado estágio de decomposição) em períodos distintos, 

compreendendo os meses de janeiro a julho de 2015. Ambas vieram a óbito por 

atropelamento no Km 215 da Rodovia Anhanguera (050), no município de 

Pirassununga – SP (Figura 2).  

 

Figura 2. Localização dos espécimes de Cerdocyon thous vítimas de 

atropelamento na Rodovia Anhanguera (050). Fonte: Google Maps, 2016. 

 

Através de estudo biométrico, constatou-se que as fêmeas encontradas eram 

adultas, com tamanho aproximado entre 80 e 90 cm (medida compreendida da cabeça 

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. Análise biométrica em Cerdocyon thous. Fonte: MACHADO, 2014. 

 

 

Figura 4. Fotografia do sistema reprodutor feminino de Cerdocyon thous: A) 

Vulva (V) e clitóris (C); B) Ovário esquerdo (seta); C) Ovário direito (seta); D) Sistema 

reprodutor completo: ovários direito e esquerdo (setas), cornos uterinos (H), corpo do 

útero (U), vulva (V) e clítoris (C). Fonte: MACHADO, 2014.  
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O estudo macroscópico do sistema reprodutor feminino de Cerdocyon thous 

permitiu uma análise visual da conformação morfológica e posicionamento dos órgãos 

desta espécie (Figura 4). 

 Posteriormente ao estudo macroscópico, as estruturas foram seccionadas para 

análise microscópica por técnica histológica (Hematoxilina-Eosina, Tricromo de 

Masson, PAS e Alcian Blue) e microscopia eletrônica de varredura, conforme descritos 

a seguir. 

A) Ovários 

Os ovários (direito e esquerdo) estão situados na cavidade abdominal, mais 

especificamente localizados na região sublombar, em contato direto com os intestinos, 

próximos dos rins e são sustentados pelos ligamentos largos e vasos sanguíneos 

(construído por uma veia e uma artéria). Apresentam-se consistentes, superfície externa 

lisa, com 1 cm de comprimento e 1 cm de largura e aspecto similar ao de um grão de 

feijão. Visualmente, não foram constatadas diferenças (no que diz respeito aos aspectos 

morfológicos) entre os ovários direito e esquerdo (Figura 4A). 

Microscopicamente, foi observado que os ovários apresentavam folículos 

primordiais formados por um ovócito e por células foliculares achatadas, bem como a 

presença de folículo primário unilaminar, este último constituído por um ovócito 

envolvido por uma camada de células foliculares cubóides, também denominadas 

células da granulosa (Figura 5C), em aumento de 10 e 40x (20µm). A análise por 

microscopia eletrônica de varredura evidenciou a superfície ovariana, com característica 

irregular, bem como a presença de folículos ovarianos (Figura 5B e C). 
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Figura 5. Fotomicrografia do ovário de Cerdocyon thous: A) Macroscopia do ovário 

(seta); B e D: microscopia eletrônica de varredura evidenciando folículos ovarianos 

(seta), nos aumentos de 30 e 100µm; C) Análise microscópica por técnica histológica 

(PAS e HE): Ovócito (O), ovócito primário (PO), células da Teca externa (TE), líquido 

folicular (FF), célula folicular (FC); Folículo contendo um ovócito envolvido por um 

conjunto de células da granulosa. O folículo apresenta-se envolvido por uma teca. 

Aumentos de 10 e 40x (20µm). 

 

 

B) Tuba uterina 

As tubas uterinas (direita e esquerda) realizam a comunicação entre os ovários e 

o útero. São 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 próximo ao ovário 

(infundíbulo) com prolongamentos em forma de franja (fímbrias), e um canal flexuoso 

que se abre no interior no útero (extremidade intramural) (Figura 6A). 
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Microscopicamente, foi verificado que o epitélio de revestimento das tubas 

uterinas é constituído de células ciliadas e células secretoras não ciliadas (Figura 6D), 

característica que está relacionada à função de contribuírem para o transporte do ovócito 

ou zigoto até o útero.  Através de análise por microscopia eletrônica de varredura, é 

possível verificar que parte da parede da tuba uterina apresentou uma mucosa 

intensamente “pregueada”, sendo este um indicativo de ser esta uma região próxima ao 

ovário (Figura 6B). 

 

Figura 6. Fotomicrografia da tuba uterina de Cerdocyon thous. A) Visão macroscópica 

(seta): Tuba uterina (UT), Fímbrias (F) e infundíbulo da tuba uterina (I); B) Análise por 

microscopia eletrônica de varredura indicando a tuba uterina (seta), em região próxima 

ao ovário (O); C e D: Análise microscópica por técnica histológica (HE): Luz da tuba 

uterina (seta), presença de tecido conjuntivo (CT) e seta indicando células ciliadas (CC), 

nos aumentos de 10 e 40x (20µm). 
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C) Útero 

É formado pela cérvix, corpo do útero e cornos uterinos (direito e esquerdo), 

conforme pode ser observado na Figura 7A. Com conformação cilíndrica, o útero na 

espécie Cerdocyon thous apresenta aproximadamente 3 cm de comprimento. Os cornos 

uterinos em número de dois são relativamente compridos e estreitos em relação ao 

corpo do útero, com tamanho variável (de 9 a 11 cm de comprimento), sendo esta uma 

característica presente nos carnívoros, os quais se estendem pela cavidade abdominal 

alcançando a bolsa ovárica (Figura 8A, B, C e D).  

Microscopicamente, o útero apresenta uma parede relativamente espessa e, 

externamente uma camada serosa, constituída de mesotélio e tecido conjuntivo e, 

dependendo da porção do órgão (adventícia), constituída de tecido conjuntivo sem 

revestimento de mesotélio, bem como uma espessa camada de músculo liso (miométrio) 

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

 

D) Cérvix 

A cérvix é a região intermediária, como um canal em forma de anel único que 

realiza a comunicação entre o útero (cranialmente) e a vagina (caudalmente) (Figura 

7C), tendo início no óstio uterino interno, finalizando no óstio uterino externo. 

Microscopicamente, a cérvix se apresenta com poucas fibras de músculo liso, sendo a 

porção que faz saliência no lúmen da vagina revestida por um epitélio pavimentoso 

estratificado. Apresenta também um epitélio colunar simples, com células das glândulas 

mucosas responsável pela proliferação de muco, especialmente durante o período de 

fertilidade.  
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Figura 7. Fotomicrografia do útero de Cerdocyon thous. A) Análise 

macroscópica: Cornos uterinos (representado pelas letras C), Corpo do útero (U) 

e cérvix (C); B e D) Análise microscópica pela técnica histológica (HE e 

Tricromo de Massom): Tecido conjuntivo (CT), epitélio simples (Ep), 

endométrio (E) e glândula retilínea em um endométrio em sua fase proliferativa 

(Gl), no aumento de 40x (20µm). C) Na análise por microscopia eletrônica de 

varredura, observa-se a transição entre útero, cérvix e vagina, onde se evidencia 

a superfície luminal ilustrando a disposição dobrada do endométrio. 

Visualmente, a cérvix se apresenta com poucas fibras de músculo liso e a porção 

que faz saliência no lúmen 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) 

Análise por microscopia eletrônica de varredura dos cornos uterinos em cortes 

longitudinal e transversal, onde é possível verificar uma parede espessa 

constituída de músculo liso e sua estreita abertura (luz) e, mais externamente, 

tecido conjuntivo denso, nos aumentos de 200 e 300µm; B e C) Análise 

microscópica pela técnica histológica (Alcian Blue e PAS): Músculo liso (SM), 

luz (L), tecido conjuntivo (CT), dobras da mucosa e epitélio (Ep), ambos 

indicados por seta, nos aumentos de 10 e 40x (20µm). 

 

E) Vagina 

 Constituída 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 

coloração clara, em decorrência da grande quantidade de glicogênio depositado no 

lúmen da vagina quando as células do epitélio vaginal sofrem descamação. Isto 

acontece porque as bactérias presentes na vagina metabolizam o glicogênio e produzem 
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ácido lático, acidificando o pH vaginal, o que contribui como agente protetor contra 

alguns patógenos (Figura 9). 

 

Figura 9. Fotomicrografia da vagina de Cerdocyon thous. A) Análise macroscópica: 

Porção onde se situa a vagina internamente (seta); B e D: Análise microscópica pela 

técnica histológica (PAS e HE): Vasos sanguíneos (BV), lâmina própria (LP), capilar 

(Ca), tecido conjuntivo (CT) e epitélio (Ep); C) Análise por microscopia eletrônica de 

varredura: Na imagem é observada a região de transição entre a cérvix e a vagina, onde 

se evidencia a lâmina própria da mucosa vaginal, constituída por um tecido conjuntivo 

frouxo. A seta indica a presença de secreção 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, constituída por uma camada muscular composta de fibras musculares 

lisas. Aumento de 1 mm. 

 

 

F) Vulva e Clítoris 

A vulva apresentou-se com lábios externos grossos formando uma comissura 

inferior aguda, o clitóris, medindo entre 2 a 3 cm de comprimento, relativamente 

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

superfície (Figura 10). 

 

Figura 10. Fotomicrografia da vulva de Cerdocyon thous. A) Análise macroscópica: 

Vulva (V) e clitóris (C), muito evidentes, onde os lábios maiores são preenchidos por 

uma densa camada de tecido adiposo; B, C e D) Análise microscópica pela técnica 

histológica (HE, PAS e Alcian Blue): Epitélio  (Ep), vasos sanguíneos (BV), tecido 

conjuntivo (CT), músculo liso (SM), nos aumentos de 10 e 40x (20µm). 

 

 

Através das imagens obtidas em diferentes aumentos e por diferentes técnicas, 

também foi possível observar que as fotomicrografias expressaram histologicamente, as 

diferentes organizações celulares e teciduais dos órgãos que compõem o sistema 

reprodutor feminino, observadas nas Figuras 5 a 10. 
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6.2 Cultivo celular para constituição ou enriquecimento de banco de 

germoplasma (Cerdocyon thous) 

 

6.2.1 Obtenção das amostras teciduais (Epitélio) 

Foi realizada a contenção física de cinco espécimes de Cerdocyon thous (três 

machos e duas fêmeas), mantidos em jejum por 12 horas pela equipe Médica 

Veterinária do empreendimento (Associação Mata Ciliar - Jundiaí/SP) (Figura 11).  

 

Figura 11. Localização espacial da Associação Mata Ciliar (Jundiaí – SP). 

Fonte: Google Maps, 2016. 

 

Com o auxílio de um puçá, os animais foram capturados no recinto e 

imobilizados com auxílio de escudo. Em seguida, realizou-se o protocolo de contenção 

química, com injeção intramuscular dos fármacos: 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 três dardos, para o caso dos primeiros disparos não acertarem a 

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

2016. 

Em duplas e em intervalos de aproximadamente 50 minutos (tempo médio de 

realização dos procedimentos), espécimes de Cerdocyon thous foram encaminhados ao 

centro cirúrgico do próprio empreendimento para procedimento simultâneo. Durante 

todo o tempo da contenção, as frequências respiratória e cardíaca foram monitoradas, 

assim como a temperatura corporal. Os animais foram pesados em balança 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 análise biométrica dos espécimes 

(Cerdocyon thous). Fonte: Machado, 2016. 

 

Estabilizada as condições vitais dos animais iniciaram-se os procedimentos 

para a coleta de tecido epitelial. Antes do procedimento de retirada de amostra tecidual, 

a área da pele a ser utilizada foi higienizada com escova, água, sabão e EtOH 70%, para 

realização da tricotomia na área para retirada dos pêlos (Figura 14). Com o auxílio de 

pinça e bisturi, pequenas amostras teciduais da região da virilha foram retiradas, com 

dimensões variáveis entre 0,5 a 1,2 cm de diâmetro e posteriormente armazenadas 

individualmente em tubos de Falcon de 50 ml devidamente identificados, contendo 

solução PBS e estreptomicina/penicilina e colocados em isopor contendo gelo. O 

material coletado foi transportado em caixa de isopor contendo gelo e encaminhado para 

o Laboratório de Terapias Gênicas (cultivo celular) localizado no Departamento de 

Medicina Veterinária da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da 

Universidade de São Paulo, campus Pirassununga para início do cultivo celular 

(fibroblastos) (Figura 15). 
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Figura 14. Procedimentos de coleta para obtenção de amostra tecidual. A e B) 

Tricotomia e higienização local; C e D) Biópsia epitelial. Fonte: Machado, 2016.  

 

 

Figura 15. Etapas de cultivo primário (fibroblastos) de Cerdocyon thous. A e B) 

Dilaceração do tecido com bisturi; C e D) Digestão celular (colagenase); E) “Pellet” 

obtido após centrifugação da amostra digerida; F, G e H) Cultivo em placas de Petri 

(100x20mm/60x12mm); Acondicionamento em criotubos da amostra residual 

(epiderme) para análises posteriores. Fonte: Machado, 2016. 
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6.2.2 Cultivo de fibroblastos de Cerdocyon thous 

Houve necessidade de adequação do protocolo a partir da utilização de meios de 

cultivo com composições diferentes (Tabela 3), bem como transferência de 1ml de cada 

placa (Macho 1-M1, Macho 2-M2, Macho 3-M3, Fêmea 1-F1 e Fêmea 2-F2) para 

placas menores (10 x 35mm), no intuito de aumentar a superfície 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 três dias. Somente após 

o 18º dia de cultivo, foi possível observar células aderidas à placa, quando se optou pela 

utilização de meio de cultivo αMEM (Gibco
@

), suplementado com 10% de soro fetal 

bovino, penicilina/estreptomicina e βFGF (PeproTech
@

) a partir do 16° dia de cultivo, o 

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

 

 
Figura 16. Etapas de desenvolvimento de fibroblastos de Cerdocyon thous. Dia 1) A 

seta aponta para a presença de célula não aderida; Dia 5) A seta aponta para um 

aglomerado de tecido parcialmente digerido contendo células; Dia 11) Células em 

início de aderência à placa. Dia 18) Presença de fibroblastos aderidos à placa, no 

aumento de 20x (100µm). 
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As placas M1, M2, M3, F1 e F2 (35 x 10mm) foram descartadas no 26º dia de 

cultivo por não apresentarem desenvolvimento celular, assim como as placas M3 

(100mm), F1 e F2 (60mm). A placa Macho 2 (100mm) atingiu confluência de 80% no  

33º dia de cultivo, sofrendo tripsinização e contagem celular. Um montante de 260.000 

células foram criopreservadas em passagem “P0”.  

Na placa M1 (100 x 60mm) as células tiveram propagação celular, atingindo 

confluência de 80% em seu 26º dia de cultivo. A placa também foi trispinizada 

realizada a contagem celular. Antes da criopreservação, um número de 30.000 células 

foi plaqueado para realização da cinética de crescimento celular. O restante (220.000 

células) foi criopreservado em passagem “P0”.   

6.2.3 Curva de crescimento celular (pré e pós-criopreservação) 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 plaqueamento em uma densidade 3x10
4
 por placa de 

Petri.  

Após estabelecimento do cultivo celular, 30.000 células (fibroblastos) foram 

cultivados em placa de Petri (60 x 15mm) até atingirem confluência de 80-90%, as 

células sofreram tripsinização como já descrito em passagens anteriores e seu número 

total determinado pela contagem celular em câmara de Neubauer. Subsequentemente, 

igual número de células foi plaqueado (3x10
4
) em volume determinado com a fórmula 

anteriormente descrita.  

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

constantes no Gráfico 1. 
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Gráfico 1. Curva de crescimento (pré e pós-criopreservação) de fibroblastos de 

Cerdocyon thous.  

 

A curva de crescimento celular mostrou o comportamento das células 

(fibroblastos) em suas diferentes situações: pré-congelamento (representado pela linha 

azul do Gráfico 1) e pós-congelamento (representado pela linha vermelha do Gráfico 1). 

Ambas apresentaram um desenvolvimento semelhante, com discreta vantagem para as 

células pré-congelamento, apresentando um ápice de 610.000 células durante a 

passagem P3. Tanto para as células pré-congelamento quanto para as células pós-

congelamento, foi verificado um declínio a partir da passagem P4 seguida de apoptose. 

 A partir da realização da cinética de crescimento celular, foi observada que 

houve um declínio no desenvolvimento pós-congelamento das células (fibroblastos) de 

Cerdocyon thous e dificuldade de cultivo após a 4ª passagem (P4). Porém, foi possível a 

criação de um banco de células (fibroblastos) viáveis. 
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7. DISCUSSÃO 

 

 No presente estudo foi realizado o estudo descritivo dos órgãos que compõem o 

sistema reprodutor feminino de Cerdocyon thous, bem como a criopreservação de células 

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

Observando-se os resultados obtidos a partir da observação macroscópica do 

sistema reprodutor feminino da espécie em questão, constatou-se que os ovários em 

número de dois, possuem coloração clara e formato similar a de um grão de feijão, com 

superfície regular, da mesma forma como descrito por Dyce et al., (2004), apontando para 

a similaridade com os ovários de canídeos e felinos domésticos. Microscopicamente, 

apresentavam folículos primordiais formados por um ovócito, células foliculares achatadas 

e folículo primário unilaminar, este último constituído por um ovócito envolvido por uma 

camada de células foliculares cubóides ou células da granulosa. Os diferentes estágios de 

desenvolvimento folicular encontrados nesta espécie é semelhante ao descrito de forma 

genérica para os mamíferos (DERIVAUX, 1980) e também são descritos por Behringer et 

al., (2006).   

As tubas uterinas apresentaram-se com coloração clara, compreendendo um 

comprimento de 5 a 8 cm na espécie estudada, ligando-se à bolsa ovárica cranialmente e ao 

corno uterino caudalmente, remetendo às características encontradas em canídeos e felinos 

domésticos (Dyce et al., 2004). Microscopicamente, recoberta por tecido conjuntivo, 

semelhante às de outras espécies de mamíferos (WICK & KRESS, 2001; BANKS, 1992; 

JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).  

Também foi constatada a presença de útero bicornuado e cornos uterinos compridos 

e estreitos tais quais as características atribuídas ao útero de fêmeas de canídeos e felinos 
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domésticos (ATWOOD, 1955; SCHWARZE & SCHRÖDER, 1970; Nickel et al., 1979; 

GETTY, 1997; KÖNIG & LIEBICH, 2004), bem como em espécies silvestres como as 

pacas (MATAMOROS, 1981) e o gato maracajá (Arantes et al., 2014). Na análise 

microscópica por técnica histológica (Hematoxilina-Eosina, Tricromo de Masson, PAS e 

Alcian Blue), observou-se que o útero de Cerdocyon thous apresentou características 

semelhantes às descritas para as espécies domésticas, ou seja, contando com a presença das 

camadas: serosa, muscular e mucosa (perimétrio, miométrio e endométrio), 

respectivamente assim conhecido (SCHWARZE & SCHRÖDER, 1970; Nickel et al., 

1979; BANKS, 1992; Dellmann et al., 1993; GARTNER, 1999; Dyce et al., 2004; KÖNIG 

& LIEBICH, 2004 e JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Na análise por microscopia 

eletrônica de varredura se evidenciou para os espécimes estudados, presença de mucosa 

formada por epitélio simples apoiado em tecido conjuntivo frouxo. Tais características se 

assemelham aos dos canídeos domésticos, nas quais o epitélio uterino apresenta a mesma 

conformação (BANKS, 1992; Dellmann et al., 1993). Foram poucos os achados na 

literatura onde foi feito o emprego de microscopia eletrônica de varredura como 

complementação, aprofundamento e compilação dos resultados obtidos por técnicas 

histológicas tradicionais para estudos sobre o sistema reprodutor feminino de canídeos 

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

Como já observado em estudos realizados em outras espécies (domésticas e 

silvestres), a cérvix dos espécimes analisados estabeleceu comunicação entre o útero e a 

vagina, compreendendo do óstio uterino e finalizando no óstio uterino externo, se 

posicionando cranialmente ao útero e caudalmente à vagina, da mesma forma como em 

canídeos e felinos domésticos (Dyce et al., 2004), com parede relativamente espessa assim 

como nas fêmeas de porco espinho (Mayor et al., 2003). Foi verificado 
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microscopicamente, que a cérvix compõe-se de uma camada serosa constituída ou não de 

mesotélio, dependendo da porção do órgão (adventícia) (BANKS, 1992; Dellmann et al., 

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

A vagina apresentou proeminência significativa nos espécimes de Cerdocyon thous 

estudados; A vulva uma conformação anatômica densa e clítoris bem evidente, sendo este 

um indício de que as fêmeas se apresentavam reprodutivamente maduras. Os achados 

entram em concordância com as características encontradas em canídeos e felinos 

domésticos (Pough et al., 2003; Dyce et al., 2004) e felinos silvestres como o gato 

maracajá  (Arantes et al., 2014). Microscopicamente apresentou-se com um epitélio 

pavimentoso estratificado, sobre um tecido conjuntivo denso, em consonância com os 

achados descritos por BANKS (1992), GARTNER (1999) e JUNQUEIRA & CARNEIRO 

(2008). 

A respeito dos achados de cultivo celular, obtivemos sucesso no isolamento, cultivo 

e propagação de células fibloblásticas de Cerdocyon thous. Para o sucesso do cultivo, foi 

verificado que fibroblastos requerem de fatores que auxiliam no seu desenvolvimento e sua 

proliferação. Em nossos experimentos, ficou demonstrado que a adição do suplemento 

ßFGF ao meio de cultivo promoveu a proliferação e a intensa formação de colônias. Isto 

foi muito bem reportado em animais de laboratório como coelhos por Kakegawa et al., 

(2008) e camundongos por Resnick et al., (1998), em animais domésticos como o cão (Han 

et al., 2003, Caamaño et al. 2008, Bai et al. 2012) e em espécies silvestres (León-Quinto et 

al. 2011), onde foi constatado que o ßFGF estimula a proliferação das células e 

multiplicação dos tecidos, diferentemente da sua não utilização, em que foi observado que 

as células demandaram maior tempo de cultivo. Associou-se o tempo para estabelecimento 

do cultivo primário (P0) a pequena quantidade de amostra tecidual obtida. 
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León-Quintino et al., (2011) reportou que a dificuldade na obtenção tecidual de 

animais silvestres, especialmente àquelas espécies ameaçadas de extinção, bem como a 

obtenção de uma pequena quantidade de fragmentos teciduais destes animais podem ser 

apontados como fatores interferentes  na proliferação celular, porém, um problema que 

pode ser resolvido a partir da utilização de meios de cultura suplementados com fatores de 

crescimento como Monolayer Embryonic Fibroblast (MEFs), Leukemia inhibitory factor 

(LIF) e Fibroblast Growth Factor basic (bFGF/βFGF), conferindo ao cultivo uma elevada 

capacidade de  crescimento. Valores similares no que tange a visualização, tanto da 

formação de colônias quanto da proliferação e desenvolvimento celular, também foram 

reportados por Durcova-Hills, Hustin e McLaren (2001) em camundongos, suínos por Lee 

& Piedrahita (2000) e canídeos silvestres por León-Quinto et al., (2011). Portanto, em 

cultivo, quando adicionado tal fator de crescimento (ßFGF) ficou evidente que este 

promoveu um aumento da população das células fibroblásticas, mantendo o cultivo mais 

homogêneo (CHENG et al., 1994). Assim, neste estudo houve a obtenção de linhagem de 

células fibroblásticas para o enriquecimento de banco de germoplasma (até a 3ª passagem), 

as quais posteriormente foram criopreservadas e contribuirão com estudos posteriores 

pertinentes à conservação do Cerdocyon thous. 
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8. CONCLUSÃO 

 

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

as seguintes conclusões: 

 

1. Os achados do estudo sobre o sistema reprodutor feminino do cachorro-do-mato 

(Cerdocyon thous) abordaram aspectos de descrição morfológica e ultraestrutural, forma e 

posicionamento dos órgãos genitais, cultivo e criopreservação das células (fibroblastos), 

este último com intuito preservacionista por longo período dos recursos genéticos e 

enriquecimento de Banco de Germoplasma Animal, imprescindível para o conhecimento 

dos aspectos biológicos e reprodutivos básicos desta importante espécie, favorecendo os 

conhecimentos sobre a sua preservação.  

  

2.  As características do trato reprodutivo das fêmeas de Cerdocyon thous são 

semelhantes às de espécies de carnívoros silvestres e domésticos, sendo: ovários 

consistentes, com forma semelhante a um grão de feijão; tubas uterinas que realizam 

comunicação entre o ovário e o útero, com sutil abertura na cavidade peritoneal próximo 

ao útero; útero bicornuado, com cornos compridos e estreitos, cérvix em forma de anel 

único realizando a comunicação entre o útero e a vagina; vagina constituída de fibras 

musculares de forma circular; vulva com lábios externos grossos e clitóris formando uma 

comissura inferior aguda; 

 

3. Foi possível a criação de um banco de células viáveis; 
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4. Os dados, relatados nesse estudo, sobre a morfologia do sistema reprodutor 

feminino e a constituição de um banco de germoplasma são inéditos na literatura para a 

espécie 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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