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RESUMO

A criopreservagdo de tecido somatico derivado da pele de catetos consiste numa alternativa para a
conservacao da biodiversidade por meio da associagdo com a transferéncia nuclear. Nesse contexto, a
manipulagdo de tecidos da pele é uma etapa crucial para o sucesso dessa biotécnica. Portanto, o objetivo
do presente estudo, foi caracterizar o sistema tegumentar auricular periférico de catetos, visando
aprimorar a conservagdo tecidual. Para tanto, fragmentos auriculares de oito animais foram avaliados
quanto as camadas teciduais, aos componentes, & atividade proliferativa e & viabilidade metabdlica,
usando-se as coloragdes hematoxilina-eosina e tricrdmico de Gomori, quantificagdo de AgNORs e
microscopia eletrdnica de transmissdo. Assim, tamanhos de 104,2um e 222,6um foram observados para
epiderme e derme, com uma propor¢do volumétrica de 36,6% e 58,7%, respectivamente. Além disso, na
epiderme, foram evidenciadas as camadas basal (22,5um), intermediarias (53,5um) e cornea (28,2um),
com valores médios de 65,3 células epidermais, 43,4 melandcitos e 14,8 halos perinucleares. Ja a derme
apresentou 127 fibroblastos, com 2,5 AgNORs/nucléolo. Adicionalmente, a atividade metabolica foi de
0,243. Em conclusdo, o sistema tegumentar auricular periférico de catetos possui algumas marcantes
variacBes em relacdo a outros mamiferos, quanto ao nimero de camadas e espessura da epiderme,
guantidade de células epidermais, melanécitos e parametros proliferativos.
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ABSTRACT

The cryopreservation of somatic tissue derived from skin of collared peccaries is an alternative for
biodiversity conservation through association with nuclear transfer. In this context, tissue manipulation
of skin is a critical step for the success of this biotechnique. Therefore, the aim was to characterize the
peripheral ear integumentary system derived from collared peccaries, directing to improve tissue
conservation. Thus, ear fragments of eight animals were evaluated for tissue layers, components,
proliferative activity and metabolic viability, using hematoxylin-eosin and Gomori Trichrome, AQNORs
quantification and transmission electronic microscopy. Hence, sizes of 104.2 um and 222.6 um were
observed in the epidermis and dermis, with a volumetric ratio of 36.6% and 58.7%, respectively.
Moreover, basal layer (22.5 um), intermediate (53.5 um) and cornea (28.2 um), with mean values of 65.3
epidermal cells, 43.4 melanocytes and 14.8 perinuclear halos were evidenced in the epidermal. Already
the dermis has 127 fibroblasts with 2.5 AgNORs/nucleolus. Additionally, the metabolic activity was
0.243. In conclusion, the peripheral ear integumentary system derived from collared peccaries possessed
some important variations compared to other mammals, as the number of layers and thickness of the
epidermis, number of epidermal cells, melanocytes and proliferative parameters.
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INTRODUCAO

O cateto (P. tajacu), pertencente a familia
Tayassuidae, subordem Suiformes, ordem
Artiodactyla (Groves e Grubb, 1993), é uma
espécie com comprimento de 84-106cm, altura
de 30-50cm e peso de 18-30kg (Deshiez et al.,
2009). Em geral, os animais possuem pelagem
castanho-cinza com uma faixa branca no
pescoco, uma glandula préxima a cauda e sdo
considerados bons dispersores de sementes
(Morales et al, 2015). Também como
representantes da familia Tayassuidae, tem-se 0
gueixada (Tayassu pecari) e o tdgua (Catagonus
wagneri), 0s quais, ao contrario dos catetos,
encontram-se  em  niveis  populacionais
decrescentes (International Union for
Conservation of Nature, 2016).

Além disso, a familia Tayassuidae esta
relacionada com a Suidae, uma vez que
pertencem a mesma ordem (Bosma et al., 2004),
resultando essa proximidade entre as espécies em
um maior interesse pelos catetos, uma vez que a
pele de suinos é a mais comumente utilizada
como modelo na medicina regenerativa humana
(Morimoto et al., 2015). Adicionalmente, os
catetos podem ser empregados como modelo
experimental (Argblo-Neto et al., 2016) para
espécies da mesma familia com niveis
populacionais reduzidos. Ainda, 0s catetos, em
virtude da apreciacdo de sua carne e do couro,
podem ser empregados na criagdo comercial pela
producdo e renda de produtores rurais,
especialmente em regides que ndo possuem
condicbes de suportar as necessidades
domésticas (Santos et al., 2009).

Assim, entre as estratégias de conservacao dessa
espécie, a criopreservacdo de germoplasma pela
preservacéo de tecido somético derivado da pele
consiste em uma alternativa interessante, uma
vez que permite maior facilidade na obtencéo e
ampla amostragem por populacéo (Ledn-Quinto
et al., 2009). Além disso, tecidos somaticos
criopreservados sao fontes importantes de células
doadoras de nucleo para a transferéncia nuclear
ou clonagem. Contudo, h& poucas informagdes
sobre as caracteristicas do sistema tegumentar
auricular de catetos, o que dificulta o
estabelecimento de protocolos de manipulacéo e
criopreservacdo de maneira objetiva. O
esclarecimento dos diferentes componentes da
pele da regido auricular poderia favorecer o uso
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de agentes especificos tanto na criopreservagéo
quanto no cultivo in vitro desses tecidos (Santos
et al., 2016), uma vez que componentes da pele
diferem em sua capacidade de transporte (Grabau
et al., 1995). Adicionalmente, pesquisas voltadas
para identificacdo do tecido tegumentar
poderiam proporcionar um conhecimento sobre a
morfofisiologia dessa espécie e daquelas
filogeneticamente préximas.

Portanto, o presente trabalho objetivou descrever
0 sistema tegumentar da regido auricular
periférica de  catetos, wusando  técnicas
histolégicas e ultraestruturais.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos usados no presente
estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica de Uso de Animais da Universidade
Federal Rural do Semiarido (Ceua/Ufersa,
n°. 23091.001072/2015-92), em conformidade
com o Instituto Chico Mendes de Conservagéo
da Biodiversidade (ICMBio, n°. 48633-1). Para
tanto, foi usado um total de oito animais (trés a
seis meses), entre machos e fémeas, provenientes
do Centro de Multiplicagdo de Animais
Silvestres (Cemas/Ufersa, n°. Ibama 1478912).
As amostras de pele da regido auricular
periférica foram recuperadas de maneira
asséptica, de acordo com o sistema de manejo de
identificacdo dos individuos, e fragmentos (9,0
mm?®) foram submetidos as diferentes analises.

Assim, para a histologia classica e a
quantificacdo de regides argirofilicas
organizadoras nucleorares (AgNORs),
fragmentos foram fixados em 4% de

paraformaldeido, seccionados em  5,0um,
corados com  hematoxilina-eosina  (HE),
tricrébmico de Gomori ou marcados com AgNOR
e visualizados usando-se microscopia de luz
(Leica DM500, Leica Microsystems, Alemanha)
com cémara acoplada (Leica ICC50 HD, Leica
Microsystems, Alemanha) para a obtencdo das
imagens. Para a avaliacdo da HE, 20 campos
aleatdrios (magnitude 40x) foram selecionados
em cada lamina e analisados usando-se o
software Image J (US National Institutes of
Health, EUA) para a quantificacdo das células,
halos perinucleares e proporcdo volumétrica da
epiderme e derme, segundo a férmula de Sharpe
et al. (1989):
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propor¢do  volumétrica = somatério de
sobreposicao da estrutura aos pontos * 100/total
de pontos contados.

Ja para a avaliagdo do tricrdomico de Gomori,
imagens foram obtidas quanto a identificacdo de
fibras colagenas e fibroblastos. Para a analise da
atividade proliferativa, foram contabilizados 100
nacleos (magnitude 100x) em laminas da
marcacdo de AgNORs e avaliados conforme
Yang et al. (2013).

Para a microscopia eletronica de transmissdo,
fragmentos foram fixados em glutaraldeido 2,5%
diluido em tampéo fosfato 0,1M (pH 7,3), p6s-
fixados em tetréxido de ésmio 2% e contrastados
com acetato de uranila sob cdmara escura. Na
desidratacdo, foram realizados banhos crescentes
de etanol, Oxido de propileno, 6xido de
propileno-resina Spurr e somente resina. Apés a
inclusdo e polimerizacdo da resina, os blocos
foram seccionados em 60nm, contrastados com
acetato de uranila 2% e em citrato de chumbo
0,5% para posterior visualizagdo em microscopia
(EM-94S2, Carl Zeiss, Alemanha).

Para a avaliagio metabolica, fragmentos
teciduais foram analisados pelo método
calorimétrico brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-
il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT), de acordo com
Boekema et al. (2015). Brevemente, amostras
foram incubadas em meio essencial minimo por
30min a 37°C e, posteriormente, em solugdo de
MTT (2mg/mL) por trés horas a 37°C. Os
cristais formados apds a incubagdo foram
dissolvidos em dimetilsulféxido e, em seguida,
mensuracBes foram realizadas usando-se uma
absorbancia de 595nm. Finalmente, os dados
foram apresentados como média + desvio-
padrdo e avaliados descritivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, a pele da regido auricular periférica
de catetos apresentou uma estrutura histologica
semelhante ao padrdo de mamiferos (Junqueira e
Carneiro, 2013) quanto a diviséio em duas
camadas, epiderme e derme (Fig. 1A) com
diferengas celulares e estruturais visualizadas
entre  elas, evidenciando suas  origens
embriondrias distintas, ectodérmica e
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mesodérmica, respectivamente. Além disso, a
epiderme e a derme apresentaram uma propor¢édo
volumétrica de 36,6% e 58,7%, respectivamente.
Em uma classificacdo apresentada por Grabau et
al. (1995) para mamiferos como suinos, murinos
e primatas, a epiderme pode ser dividida em
epiderme viavel, que contém células nucleadas
(camada granular, espinhosa e basal), e em ndo
viavel, que consiste de uma camada nao nucleada
queratinizada (camada cérnea). Em catetos, a
denominacdo vidvel foi identificada pelas
camadas basal e intermediarias (Fig. 1B), as
quais foram caracterizadas como mitogénicas. Ja
a epiderme ndo viavel de catetos foi identificada
como sendo a camada cérnea (Fig. 1B), a qual
possuia uma forte queratinizagdo. Todas essas
caracteristicas observadas na epiderme foram
similares aos demais mamiferos (Grabau et al.,
1995).

Diferengas quanto ao nimero de camadas da
epiderme podem ser evidenciadas em mamiferos.
Em catetos, apenas trés camadas foram visiveis
na epiderme basal (22,5um), nas intermediarias
(53,5um) e na cdrnea (28,2um), apresentando
um tamanho total de 104,2um (Fig. 2) e com
tecido epitelial  estratificado  pavimentoso
queratinizado. Similaridade dessa divisdo de
camadas da epiderme também foi descrita em
cervideos (Axis axis, Nagaraju et al., 2012). Em
mamiferos, em geral, as camadas da epiderme
podem ser divididas em cornea, Idcida,
granulosa, espinhosa e basal (Jungueira e
Carneiro, 2013) e esse padrdo também pode ser
observado em suinos (Jacobi et al., 2005).
Adicionalmente, Grabau et al. (1995)
apresentaram o tamanho total da epiderme de
alguns mamiferos e observaram camundongos
(Mus musculus) com 46,7um, ratos (Rattus
norvegicus) com 86,0um, cobaias (Cavia
porcellus) com  1154um, suinos  (Sus
domesticus) com 79,5um e macacos (Macaca
mulatta) com 35,7um. Em suinos Yucatan, a
epiderme foi mensurada em 84,0um, em um
valor menor ao observado na epiderme de catetos
(104,2um). Contudo, variacBes dessa espessura
também sdo esperadas em ragas da mesma
espécie (Eggleston et al., 2000), e talvez em
outras ragas suinas, os valores sejam mais
similares aos catetos.
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Figura 1. Fotomicrografias da pele de catetos (P. tajacu). A: Cutis corada com HE. Epiderme (E), derme
papilar (D), arteriola (A), capilares sanguineos (C). B: Corte perpendicular de pele corado com HE.
Camada cornea (CC), camadas intermediarias (Cl), camada basal (CB), fibroblastos presentes na derme
(seta), halos perinucleares (triangulo), (CE) cristas epiteliais, (PD) papilas dérmicas. C: Pele corada com
tricrdmico de Gomori. Fibras colagenas (*). D: Micrografia eletronica de transmissdo de fibras colagenas
em cortes transversais e longitudinais. E: Estrutura do foliculo piloso (FP) e glandula sebécea (GS). F:

Quantificacdo de AQNORs. Pontos marcados do nucléolo (seta).
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Figura 2. Mensuragéo dos tamanhos das camadas da pele e da epiderme da regido auricular de catetos (P.

tajacu) usando-se coloracdo de hematoxilina-eosina.

Além disso, a camada cdrnea apresentou células
pavimentosas caracteristicas dessa camada ja
evidenciada em diferentes espécies (Doran et al.,
1980). Ja como camadas intermediarias, foram
consideradas a granulosa e a espinhosa, as quais
foram de dificil distincdo, conforme também
observado em pacas (Cuniculus paca) por Isola
et al. (2013) e em suinos por Turner et al.
(2014).

Ainda, o sistema tegumentar auricular periférico
de catetos apresentou algumas peculiaridades
guando foi comparado ao dos demais mamiferos,
especialmente quanto ao nudmero de células
presentes e aos pardmetros proliferativos
guantificados por AgNOR. Especificamente
quanto & camada basal (Fig. 1B), esta apresentou
células cubicas com nlcleos esféricos e forte
coloracdo em virtude da alta quantidade de
melanina. A quantidade de melandcitos
evidenciada na camada basal foi de 43,4 (Tab. 1)
e a alta produgdo de melanina ja era esperada em
razdo da coloracdo escura que 0s catetos
possuem. Para suinos Yorkshire, a quantidade
média de melandcitos é de 6-15 (Navarro et al.,
2001).

Independentemente das camadas teciduais,
variacbes nas camadas de células epidermais
dentro das camadas basal, intermediarias e
cérnea puderam ser observadas. Adicionalmente,
foram evidenciadas quatro camadas de células
epidermais nos catetos, resultado que difere de
pacas, com seis camadas (Isola et al., 2013),
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cervideos, com trés camadas, e bovinos, com
cinco camadas (Nagaraju et al., 2012), mas que é
similar aos suinos (Monteiro-Riviere et al., 1990)
e aos caprinos (Nagaraju et al., 2012).

Tabela 1. Valores médios de diferentes células da
epiderme derivada da regifo auricular de catetos
(P. tajacu) usando a coloragdo de hematoxilina-
eosina

Parametros Médiatdesvio Variagdo
padrdo

Células epidermais 65,3 + 18,3 14-193

Melandcitos 43,4 +£16,4 10-94

Fibroblastos 127,0+41,1 54-275

Quanto a derme, esta apresentou um tamanho de
222,6um, com os seguintes apéndices cutaneos:
arteriolas e capilares sanguineos (Fig. 1A), fibras
colégenas (Fig. 1C), foliculo piloso observado na
papila dérmica e glandula sebacea localizada
abaixo do foliculo (Fig. 1E). Essa localizacdo da
glandula sebécea se assemelhou & identificada
em cervideos (Nagaraju et al., 2012), pacas
(Isola et al., 2013) e suinos (Vardaxis et al.,
1997). Na coloragdo com tricrémico de Gomori,
foram observadas fibras colagenas de espessura
aparentemente homogénea. Ja por microscopia
eletrénica de transmissdo, foi possivel observar
cada fibrila formada por bandas claras e escuras,
delimitadas por estriagBes transversais com
espaco entre elas constituido de matriz
extracelular (Fig. 1D).
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Além disso, a derme de catetos apresentou um
alto perfil proliferativo evidenciado pela
quantificagdo de  AgNORs  (Tab. 2).
Especificamente, as regides organizadoras de
nucléolo (NORs) séo unidades estruturais e
funcionais do nucléolo, nas quais estdo
localizadas as proteinas necessarias para a sintese
de RNA ribossomal e, por isso, a quantificacédo
de AgNORs evidencia a atividade transcricional
e a proliferacdo celular (Mondal et al., 2015).
Nesse sentido, a avaliacdo dos padrdes de
AgNORs para um epitélio saudavel e sem

nenhum tratamento permitira em catetos a
padronizacédo para futuras analises. O ndmero de
AgNORs em catetos (2,48 com area de 1,15um,
Tab. 2) foi similar ao evidenciado em epitélio
humano (Jaafari-Ashkavandi e Fatemi, 2013), no
qual esses autores obtiveram um ndmero de 2,38
AgNORs numa éarea de 1,36um. Para suinos, o
nimero de AgNORs foi de 1,22, e a area foi de
4,39um (Leong e Gilham, 1989; Preziosi et al.,
2000). Adicionalmente, os valores relacionados a
area do AgNOR foram de acordo com a
biogénese do ribossoma (Derenzini, 2000).

Tabela 2. Avaliacdo da atividade proliferativa na derme da regido auricular de catetos (P. tajacu) usando

a quantificacdo de AQNORs
Quantificacdo de AGNOR (média * desvio padrao)
Nimero Area (um)
AgNORs AgNORs/nucleo AgNORs Nucleo AgNOR/ ntcleo
2,48 + 0,95 0,02 +0,01 1,15+ 0,60 14,47 + 6,09 0,14+ 0,44

A atividade metabdlica pelo ensaio de MTT
permitiu inferir um padrdo de 0,243 para a pele
ndo submetida a nenhum tratamento nos catetos
avaliados. Essa informagdo poderd ser Gtil em
outras analises para quantificacdo de resposta
metabolica apds o processo de criopreservagdo.
Além disso, o nimero de halos perinucleares
evidenciados no tecido ndo submetido a
criopreservagdo foi de 14,8 £ 10,1 (0-56). Esses
halos sdo estruturas que sinalizam o inicio da
apoptose e sdo formados quando o ndcleo é
separado do citoplasma (Boekema et al., 2015), o
que caracteriza um pardmetro também
interessante na analise de um protocolo de
conservacao tecidual.

CONCLUSAO

O presente estudo caracterizou-se como o0
primeiro trabalho de descrico da estrutura
histolégica do sistema tegumentar da regido
auricular periférica de catetos. Apesar de
algumas similaridades, ha parametros que variam
marcadamente entre as espécies mamiferas e 0s
catetos, especialmente quanto ao numero de
camadas e a espessura da epiderme, a quantidade
de células epidermais e de melandcitos e a
atividade proliferativa. O conhecimento obtido
permitird o direcionamento de protocolos de
conservacao de tecido somatico da pele, visando
a clonagem nessa espécie e naquelas
filogeneticamente proximas, bem como oferecera
informagdes sobre o desenvolvimento e o
comportamento desse tecido.
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