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RESUMO

MACHADO, A. S. D. Orgdos genitais femininos do Lobo-marinho-sul-amerano
(Arctocephalus australis): uma abordagem morfofuncional.[Females genitals organs of
the South-american-fur-seal (Arctocephalus austraisyorphofunctional approach]. 2009.
137 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - FaculdadéMddicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2009.

O Lobo-marinho-sul-americancA( australiy apresenta particularidades em seu ciclo
reprodutivo que revelam sua interacdo com o0 edessis onde habita. Dentre estas
podemos citar o intervalo entre partos de 12 messemicronizacao dos partos e copulas no
inicio do verdo, umlongo periodo de diapausa e iompé&antacdo do blastocisto no inicio do
inverno, que ocorre 4 a 5 meses apés a copulaatorame e fisiologia reprodutivas desta
espécie ainda nao foram profundamente estudada®s@nte trabalho tem como objetivo, a
partir do emprego de métodos néo invasivos de pEssqiescrever a anatomia, histologia,
quando possivel a ultraestrutura, e a vasculazadg@rial dos 6rgdos genitais femininos,
bem como investigar proteinas e RNAs mensageirdatdees de crescimento relacionados
a vascularizagdo nestes tecidos. Os dados mordo®doram correlacionados com dados
ambientais, oriundos de estacdes climatoldgicasimpes a area da colonia estudadad.O
australis apresenta especializagbes morfologicas passivet®melacdo com o ambiente,
habitos reprodutivos e ciclo reprodutivo sazonatak estruturas foram identificadas como
importantes em momentos especificos da biologiedepiva e auxiliam na manutencao do
status de conservacdo da espécie. Andlises dos dimasologicos e sua relacdo com as
variacdes durante o ano revelam que os eventoartim popula e implantacdo embrionaria,
ocorrem em momentos onde as maiores variacdes mraibieacontecem. Os dados
morfolégicos revelam que existe uma interacdo erdreciclo reprodutivo e as

especializa¢cbes anatbmicas dos 6rgaos genitaisifersi

Palavras-chave: Arctocephalus australis. Orgdos genitais feminino&natomia.
Morfofisiologia. Ecofisiologia.



ABSTRACT

MACHADO, A. S. D. Female genital organs of the South-American-fur-sg
(Arctocephalus australis): a morphofunctional apprach. [Orgédos genitais femininos do
Lobo-marinho-sul-americancAfctocephalus austral)ls uma abordagem morfofuncional].
2009. 137 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Facelddd Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paul®.20

The South-American-fur-seal(australig presents unique features in its reproductiveesycl
which reflect their interaction with the ecosystermere it lives. The parturition interval of
12 months, synchronization of parturition arapwation in the beginning of the
summer, long diapause and implantation of tlstbtyst in the beginning of the winter,
which occurs 4 to 5 months after copulation are esainthese features. The anatomy and
reproductive physiology of this species have nanb&idely studied. This work describes
the anatomy, histology, some ultrastructural chaeratics, and the main arterial
vascularization of the female genital organs usiog invasive methods. Moreover, this
study investigates the proteins and messenger Rifigsowth factors which are related to
vascularization in these tissues. An associatidwédxn morphological and environmental
data from climatology stations near the area of shalied colony was investigated.
australispresented morphological specialization in geratghans, which might be related to
the environment, reproductive habits and seasoepatoductive cycle. Some of these
identified structures are essential in specifigstaofA. australisreproductive biology, and
play an important role in the maintenance and awasen status of this species. Analysis
of climatological data and their relation with clyas over the year showed that parturition,
copulation and embrionary implantation occur in dinperiods where the highest
environmental variations take place. Morphologidata revealed an interaction between

the reproductive cycle and the anatomic speciadiraif female genital organs.

Keywords: Arctocephalus australis. Female genitghos. Anatomy. Morphophysiology.
Ecophysiology.
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1 INTRODUCAO

O estudo anatdbmico puro, em nossos dias, tem sitiworde discussao de diversos
doutores da &rea. Professores buscam formas @teaaditencao de seus alunos e associar o
ensino da anatomia classica ao uso das modernasica®gc de visualizacao
computadorizadas e tridimensionais de oOrgdos ensés (REIDENBERG; LAITMAN,
2002). Muitos departamentos de importantes unidadgs tém diminuido as horas de
ensino desta disciplina, por avaliar que a Anatpukido ao uso de técnicas cirdrgicas

pouco invasivas e a evolug¢do da imagologia, € uémzia ultrapassada (DI DIO, 1999).

A sistemética de classificacéo e filogenia dos aisgue sempre foi embasada na
morfologia da espécie (SIMPSON, 1945), vem sendiiicada e reformulada.
Gradativamente, mediante a aplicacdo de técnicdscuolares, as espécies estdo sendo
reclassificadas e divididas por uma sistematicayéihética em substituicdo a morfolégica
(MCKENNA; BELL, 1998).

Em contraposicdo, toda a teoria darwinista é endaasam caracteristicas
morfolégicas. A anatomia € base do raciocinio ge@acao. A diferenca entre individuos
gue ocupam 0 mesmo ecossistema ou ambiente, couhpeatu ndo entre si, forma a
grande variedade de formas com que a vida se sg(BARWIN, 1961). A teoria da
eugenia cunhada por Francis Galton em 1883, ormdpertebeu que as diferencas eram
transmitidas entre as geracdes, também se baseiacagatteristicas anatbmicas
(BULMER, 2003). A teoria de Gregor Mendel, publiaagém 1886 (DOUGLAS;
NOVTSKI, 1977), redescoberta no inicio do séculpe@da a descoberta da maquinaria
celular, basearam-se nas diferencas e semelhangdmicas e fenotipicas entre
individuos. Entretanto, as causas das diferencsag@erfolégicas sdo ainda pouco
compreendidas e apesar de apontarmos possiveigisraoa adaptativos na sua origem, a
totalidade das influéncias ambientais nas variagiegdmicas devera ainda por muitos

anos ser motivo de investigagdes cientificas (RENBERG, 2007).

Em muitas espécies de animais, caracteristicaéraitats de 6rgaos e sistemas sédo
ainda desconhecidas, e a descri¢do detalhada ¢estdss, aliada aos dados do ambiente
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em que a espécie vive, pode gerar conclusGes sobmlucdo, influéncia ambiental e
fisiologia dessas espécies que poderdo ser utlizah pratica em outras espécies de
interesse zootécnico ou mesmo no homem (DARWINL188GLINO, 2004; LI et al.,
2009).

O estudo da anatomia classica associada as téoperadicas e moleculares
contemporaneas pode fornecer melhores respostgaeda aplicacdo desses estudos em
separado, na busca do entendimento de como os &aspiecanismos de organizacéo
das moléculas, influenciados pelo ambiente, detexmi 0 mais apto a sobreviver
(DAWKINS, 1979; ANDRABI; MAXWELL, 2007).

O presente trabalho descreve a arquitetura, vasagao arterial principal e
composicdo tecidual dos o6rgdos genitais femininos Ldbo-marinho-sul-americano,
espécie de uma superfamilia que, por influéncidsiemtais, evolui de ancestrais terrestres
para tornarem-se aquaticos. Apontaremos caraatasstmorfolégicas que possam
representar mecanismos evolutivamente selecionaelasselecdo sexual sobre influéncia
das variacbes ambientais. Isto €, apontaremodugsisugue possam representar a selecao
das modificacbes dos 0Orgdos genitais relativas ashom e a capacidade de gerar
descendentes (DARWIN, 1961). Pretendemos participatebate sobre a importancia da
anatomia como disciplina fundamental também par@ntendimento da Anatomia
Funcional e das relacdes da fisiologia com o aniércofisiologia) (COLLINS, 2003).
Ainda, desejamos contribuir na discussado sobre dokigias de estudos em animais

silvestres.
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2 REVISAO DE LITERATURA
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1A. AUSTRALIS MODELO DE ESTUDO

Pinipedes sdo mamiferos que possuem, pelas teamttiatmente aceitas, uma
origem ancestral monofilogenética, a partir de dearcarnivoros que ha aproximadamente
30 milhdes de anos habitavam as regides costeranitrica do Norte e Artico. Por
presséo de predadores e pela maior disponibilidaddimentos, estes animais comecam a
demonstrar adaptacdes morfofisioldégicas que osilplitssn passar grande parte de sua
vida no mar (RYBCZYNSKI et al., 2009).

O Arctocephalus australigA. australis,Zimmermann, 1783) € o mais abundante
pinipede encontrado na costa brasileira (IBAMA, DO®ertence a ordem CARNIVORA,
subordem CANIFORMIA, superfamilia PHOCOIDEA, familiOTARIIDAE, género
ARCTOCEPHALUS (ITIS-USDA, 2005; MCKENNA; BELL, 1998F conhecida pelos
nomes comuns de Lobo-marinho-do-sul, Lobo-marinhdais-pélos, Lobo-fino e Lobo-
marinho-sul-americano (South american fur sealfeRe trabalho encontrou diferencas
genéticas significativas e propde que a espAciaustralisrefira-se apenas aos animais
encontrados na costa Atlantica da América do Sudue, os lobos-marinhos da costa
Pacifica, sejam denominados provisoriamentédidtocephalus sp(PEREIRA, 2005). A
populacdo mundial estimada @o australise subespécies giram em torno de 300.000 a
450.000 animais (PALAZZO; BOTH, 1988; SCHILLER, 200

Sua distribuicdo é sul-americana, ocorre tambénilimas Malvinas, e habita desde
a Peninsula de Paracas (13°53'S; 76°22’'W) costaseru, canal de Beagle, até o Rio
de Janeiro (23°, 18'S; 44°,30'W), Brasil, porém slistribuicdo no mar e o “status” da
espécie ndo sao suficientemente conhecidos (PALAZOIH, 1988; PINEDO et al.,
1992; SCHILLER, 2000). Atinge em média 1,90 a 2,@encomprimento para machos e
1,40 a 1,50 m para fémeas e 0 peso dos machosieatB0 a 180 kg e o das fémeas de 50
a 60 kg (VAZ-FERREIRA, 1976).



25

As caracteristicas reprodutivas desta espécie gramfainda muito estudadas e a
maioria dos trabalhos existentes tratam de invagligs bioldgicas. O periodo de gestacao
€ de 12 meses e 0 nascimento das crias, a amaametacacasalamento, acontecem fora
da agua (HARRISON, 1972). As crias desenvolvemap&amente apos a implantacao e
0S nascimentos ocorrem nas Ultimas semanas de Movenmas primeiras de Dezembro
(PONCE DE LEON, 1983; ALMACA, 1998).

O estro das fémeas ocorre em dezembro, 5 a 8 fdizs @ parto. As fémeas
alcancam a maturidade sexual apos 3 anos de igasEyelmente 2 anos em alguns casos,
e 0 primeiro parto ocorre quando as fémeas témxepaodlamente 4 anos de idade
(PONCE DE LEON, 1983).

O Lobo-marinho-sul-americano apresenta um ciclo résinco com forte
influéncia sazonal, possui um sistema poligamica #tica primaria de acasalamento
compreende o desenvolvimento de haréns. O tamaédtimme cada harém é de 50 metros
quadrados, e a distancia entre os territorios @& gaacho varia de acordo com a
topografia e localizacdo do terreno (TRILLMICH; MAJF, 1981). A média da taxa de
poligamia é de 56 machos para 354 fémeas, 01 mpateocada 6 a 7 fémeas (VAZ-
FERREIRA; PONCE DE LEON, 1984).

Um fendmeno descrito para a maioria dos Pinipedestéaso na implantacédo do
blastocisto que pode durar de 2 a 5 meses, varianti@ as espécies e ainda nao
totalmente definido paraA. australis(RIDGWAY; HARRISON, 1993). Aparentemente,
muitos fatores influenciam esta caracteristica, c@mmpassado reprodutivo da fémea, a
idade, e se ocorre acasalamento e/ou ovulacaal&oestacdo reprodutiva (ANDERSEN,
1969; SCHEFER, 1969; RIDGWAY; HARRISON, 1993). Oripdo de lactacdo parece
n&o influenciar o periodo de implantacdo (BOYD, 9% possivel que outra estrutura
seja responsavel pelo alto nivel de estrégenosttusadiapausa, o qual pode ser secretado
pelo intersticio ovariano ou adrenal (ARENSBUR@GIet1999).

Uma descricdo do ciclo reprodutivo anual para @i no hemisfério norte foi
apresentada esquematicamente por Atkinson (199@¥trdmos a seguir esse esquema

adaptado paraA. australisde acordo com Vaz-Ferreira, 1976:
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Set. Fev.

Ago. Mar.
[ Parigio e copula
[ Diapausa

D Crescimento Fetal

< Transigdes entre as fases

Jun. Mai.

Esquema 1 - Ciclo reprodutivo anual Ae australisde acordo com VAZ-FERREIRA,
1976. Adaptado de: ATKINSON, S. Reproductive bigiof seals. Reviews
of Reproduction, 2, 175-194, 1997.

Pouco se sabe a respeito da anatomia reprodutstasdanimais: a maioria dos
trabalhos cita outras espécies, principalmente atailia Phocidae Quase ndo sao
conhecidas caracteristicas das formas austraif®s&s e mudancas ocorridas nos ovarios e
Gtero durante a atividade reprodutiva, certameibefisndamentais para o entendimento do
modelo reprodutivo, porém, em poucas especies rdpguies estas caracteristicas foram
minuciosamente descritas (ANDERSEN, 1969, TEDMANIO®. Andersen (1969)
descreveu o ciclo ovariano darctocephalus pusillusNa maturacédo, o foliculo atinge
1,7cm de diametro, o corpo luteo tem grandes ®kilapresenta-se muito vascularizado
na fase de implantacdo. O corpo luteo regride eapéhte apos o parto, mas ainda exibe
sinais de ingurgitacdo da vascularizacdo durant@riseiras quatro semanas apos 0
nascimento do filhote. O Gtero dwctocephalus pusillusegride 14 semanas ap0s o parto,
as tubas uterinas necessitam de um tempo menor.hB&mplantacdo do blastocisto
durante os primeiros meses de prenhez. As glandtdasas sdo quase inativas e somente

a superficie epitelial uterina demonstra histolagiente uma atividade secretoria.
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Somente poucos dias antes da implantacdo ha motAueiancas nos niveis de
progesterona, e apds a implantacdo e durante io idécgestacdo as glandulas uterinas

proliferam e demonstram maior atividade secre{@isNIEL, 1981).

Pela grande importancia da diapausa na reprodugda dustralise pela nitida
influéncia ambiental nesta fase, elegemos para a realizacdo de nossos estudos

morfofuncionais.

2.2 DIAPAUSA E IMPLANTACAO

Definida como o intervalo de tempo entre a concepda oOvulo e sua
implantacdo no endométrio, a diapausa é um fenérgeamcorre em aproximadamente
60 espécies de mamiferos eutérios e 30 espéciaradipiais (RENFREE; CALABY,
1981). Durante este periodo se observa uma draan&iilticdo ou parada total da mitose
celular embrionaria, podendo em algumas espéaies;es alguma proliferacdo restrita as
células do trofoblasto (MEAD, 1993). A diapausa subs origem evolutiva
monofilogenética entre as espécies que a apresghf&iDENFORS et al., 2003) com
grande significado ecologico, em geral relacionadn a taxa de sobrevivéncia do

neonato e apresenta controle espécie-especificd$HREE; SHAW, 2000).

Em carnivoros, o embrido em diapausa consiste e 200 células, com zona
pellcida persistindo até a implantacdo (DESMARAISIg 2004). Nestes animais, a zona
pellcida parece ser um suplemento com camadasabprgiteinas adquiridas durante a
passagem do embrido pelas tubas uterinas (ENDERS[Y11996).

O retardo na implantacao € dividido em trés fasésio da diapausa ou parada da
divisdo celular, fase de manutencdo da diapausase tla reativacdo embrionaria
(RENFREE, 2006). Fatores externos como fotoperidaponibilidade de alimentacdo e
lactacdo, assim como fatores enddgenos, eventomlujgaes (enddcrinos) e locais
(uterinos) regulam e determinam o inicio, manuten@ o final da diapausa
(LINDENFORS et al., 2003).
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O inicio da diapausa esta relacionado, na mai@saedpécies, com o fotoperiodo
que influencia os niveis de melatonina secretadds glandula pineal e estes exercem
influéncia sobre os niveis de secrecdo de prolagtéla hipofise. A prolactina possui um
efeito de supressao luteinica, induzindo assimradpatotal ou diminuicdo significativa

das mitoses embrionérias e diapausa (LOPES €08y,).

A manutencdo da diapausa € alcancada mediante exssplmecanismos
moleculares, que envolvem principalmente genesorssyeis por categorias funcionais
do embrido, incluindo ciclo e sinalizacéo celukdesdo molecular e rotas metabdlicas.
Em uma analise de microarray de blastocistos aes,rande mais de 20.000 genes foram
examinados, apenas 1% estava expresso diferenoi@lme blastocisto em diapausa e
apos sua ativacdo, sendo possivelmente estes pensdseis pela interrupcdo do
crescimento durante a diapausa (HAMATANI et alQ4£0

Um gene bastante estudado que parece estar erovalwid multiplos papéis na
regulacédo da diapausa e viabilidade do blastoerstoatos € o Fator Inibidor de Leucemia
(LIF) (HONDO; STEWART, 2004). Para mamiferos euwéyi muitos fatores de
crescimento contidos na secre¢do uterina podem n@atmente regular o
desenvolvimento e metabolismo embrionario, atuateldformas parécrina e autocrina
(RENFREE, 2006). Entre as moléculas conhecidaseszps diferencialmente durante a
manutencédo da diapausa e apoOs a reativacdao dodmastestao: o fator de crescimento
epidermal (EGF, HB-EGF), Wiit/catenina uterina (WNT), Proteina éssea morfogénica
(BMP), fator de crescimento fibroblastico (FGF)captor de estrogeno (ER) (PARIA et
al., 1992; HAMATANI et al., 2004), fator de cres@nto vascular endotelial (VEGF)
(DEY et al.,, 2004), e os genes EDN1 (envolvido coétulas deciduais), Ywahag
(responsavel por adesao celular), Timd2 (relacior@mn processos inflamatorios), Rhou
(responsavel por processos fisicos de adeséo didadd), Pstpip2 (associado com a
tirosina e reativacdo embrionaria), CalBindin (iddr de apoptose) e Cyr61 (envolvido
com a regulacédo do VEGF uterino) (CHEN et al., 2006

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos com o fatde elucidar os mecanismos
da reativacdo pos-diapausa e implantacdo embrégriasie na qual ocorre o contato intimo
do trofoblasto com o endométrio materno e inicipldaentacdo. Um fator de crescimento

envolvido em muitas espécies neste periodo € o(‘Platelet-activating factor’), que
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parece causar uma mudanca na fisiologia uterirendtude maneira autdcrina como um
fator de sobrevivéncia embrionaria no momento daivacdo (O’'NEILL, 2005). Nesta

fase ocorre um desbloqueio da sintese de progeatesilamento na oxidacdo da glicose e
reinicio da atividade mitotica, aumento da proteioi@al endometrial, sintese do Paf,

aumento da sintese de RNA e expansao embrion&dRKREE, 2006).

Segundo Dubowy et al. (2003) o passo mais dificilpnocesso de gestacdo é a
implantacdo do embrido no endométrio. Acreditatse @ anormalidades do processo de
implantacéo sdo bases de muitos casos de infaddithexplicada nas mulheres, atingindo
em torno de 20% destes casos. Os niveis de impéntambém sdo bastante baixos em
casos em que a fecundacéo é feita in vitro, vaoi@edas taxas de gestacao entre 20 a 30%
de acordo com a técnica utilizada para transfeaémigistes embrides em humanos
(FRANCO et al., 1993).

Em animais clonados, os indices de sucesso demed#os sdo ainda bastante
baixos para muitas espécies, sendo os defeitomplaritacdo do concepto os maiores
responsaveis por falhas nesta técnica, contudqu@as nesta area devem ser aprimoradas
e novas tecnologias deverao surgir de modo a @maizjue existe atualmente (VAJTA;
GJERRIS, 2006).

Elegemos para os estudos moleculares fatores deiroento relacionados a
vascularizacédo dos 6rgdos genitais, visto que B@@igese esta altamente envolvida com
0s mecanismos de manutencdo da diapausa e reativaigdtica embrionaria pés
implantagdo. Além disso, poucos trabalhos descrevemcroscopicamente a
vascularizacéo arterial do australisqtMACHADO et al., 1999).

2.3 FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL (VEGF)

Angiogénese € o processo de formacdo de novos wapasir da proliferacéo e
migracdo de células do endotélio vascular préenxist Este mecanismo ocorre e é
fundamental durante toda vida, sendo envolvido @rarsbs processos patologicos, de
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cicatrizagdo, crescimento e reparacao 6ssea, @akaplacentacdo de diferentes espécies
(DIAZ-FLORES et al., 1994; FERRARA et al., 1998;96EN et al., 1998; GERBER et
al., 1999; WINTHER; DANTZER, 2001). A angiogénesavave diversas moléculas,
consistindo num fenbmeno complexo, controlado palanco de substancias promotoras
e inibidoras (YOSHIDA, 2005). A regulacdo estrita flincionamento deste sistema €&
equilibrada e muito importante para o organismoge tanto a formagao excessiva como
o insuficiente desenvolvimento de vasos pode piodugraves doencas
(KARAMYSHEVA, 2008).

O VEGEF foi isolado pela primeira vez em um procegatologico de cobaias, e
diversos trabalhos o tem relacionado a efeitosuteeato da permeabilidade vascular,
mecanismos proé-inflamatérios e de neuroprotecdo (FHR et al., 1983; FERRARA et
al., 1992). O numero de processos organicos nas QUEEGF esta envolvido, além da
angiogénese onde ele é predominante, tem crescgonencialmente desde sua
descoberta (WISE, 2009).

A hipdéxia € amplamente reconhecida como a forcaimpara estimular a inducéo
do VEGF e de outros fatores angiogénicos. Muitasaewias, além da sinalizacdo do
VEGF, estdo implicadas na formacgdo de novos v&sias incluem as vias de sinalizagéo
extracelular como as Netrin/lUNC, Ephrin/EphR e MNidelta, além de proteinas
intracelulares como a hedgehog e sproutz (AHMEIZKNELL, 2009).

O gene codificante do VEGF humano consiste de @koss separados por sete
introns. Os primeiros 26 aminoacidos do VEGF camstn 0 peptideo sinalizante da
isoforma de VEGF a ser secretada, diferenciada¥E@®F - A a F (PAAVONEN et al.,
1996; SUTO et al.,, 2005; YAMAZAKI et al., 2005). idacOes alternativas do gene
VEGF produzem 8 diferentes isoformas do VEGF-A raxias de acordo com seu numero
de aminoacidos— VEGh, VEGF 45 VEGF4s VEGF6s, VEGF s, VEGRgs VEGRg,,

e VEGHRy diferenciadas pela forma de ligacdo a heparipela matriz extra-celular
(BATES; HARPER, 2002; LANGE et al., 2003). A formaais freqlente € a VEGds,
que consiste de um hemodimero de peso moleculakD450utras isoformas menos
freqlentes, mas também importantes sao descritam MEGh45  VEGFg3, Uma

isoforma foi descrita exclusivamente para camundp¥§Gh2oe novos trabalhos devem
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aumentar ainda mais o numero de descricbes dernsasodeste fator de crescimento
(CARMELIET et al., 1999; KARAMYSHEVA, 2008).

Os fatores de crescimento da familia VEGF exeraganfengdo biolégica através
da interacdo com receptores localizados nas meambidas células. Foram identificados
trés tipos de receptores do tipo tirosina-quinase spiliga a diferentes tipos de VEGF:
VEGFR1 (FLT1), VEGFR2 (FIk1/KDR), e VEGFR3 (FLT4stes receptores também sao
utilizados como marcadores de patologias onde is@see angiogénese estdo envolvidas
(LEE et al., 2009a) (No prelb)

A expressao do VEGF e posterior angiogénese padedesencadeada por uma
série de fatores génicos ou alteragbes no micreameicelular, como hipoxia (HIFel
HIF-1B) (HICKLIN; ELLIS, 2005), genes de estimulacdo awpiessado tumoral (c-Src,
Bcr-Abl, Ras, p53) (BOUVET et al., 1998; ELLIS ét, 4998; IKEDA et al., 2001; EBOS
et al., 2002) proteinas de membrana celular qualizam rotas intracelulares (EGFR,
HER-2, IGF-IR) (MAITY et al., 2000; YANG et al., 2@) outros fatores de crescimento e
citocinas (COX-2, PDGF27) (JOO et al., 2003; DON@lg 2004).

Hormonios como o LH, hCG, FSH, progesterona e @isirtambém estimulam a
sintese e expressdo da proteina VEGF, pelas cé@uktanas (MISRA et al., 1998;
SCHAMS et al., 2001; SCHAMS; BERISHA, 2004; PAPAaét 2007).

2.4 FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL DERIVBO DE
GLANDULAS ENDOCRINAS (EG-VEGF)

O Fator de crescimento vascular endotelial derivdglglandulas enddcrinas (EG-
VEGF) é membro de uma grande familia de proteisaladas primeiramente no veneno

de serpentes e na secrecédo da pele do sapo (JOYBHRIYDOM, 1980). Os quatro

! LEE, C. M.; KIM, E. M.; CHEONG, S. J.; KIM, D. W.; M, S. T.; SOHN, M. H.; JEONG, H. J. Targeted molacu
imaging of VEGF receptors overexpressed in ischeniitovasculature using chitosan-DC101 conjugakestnal of
Biomedical Materials Research - Part A2009a. doi: 10.1002/jbm.a.32470. (No prelo)
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primeiros residuos conservados e idénticos em tedagroteinas deram o nome desta
familia AVIT (Proteinas de vertebrados ricas entir@as, com diversas funcdes). Estas
proteinas estdo envolvidas em diversos processisloflicos, sendo a EG-VEGF
descoberta em uma pesquisa sobre proteinas queulesti a proliferacdo das células
endoteliais do cortex da adrenal de bovinos (LECEREt al., 2001). Ao contrério do
VEGF recombinante, o EG-VEGF s6 atua sobre as cétuldoteliais a partir de glandulas
produtoras de esteroides, como o ovario, as célldagseydig dos testiculos e cortex
adrenal. Tanto VEGF como o EG-VEGF estimulam a agéjiese e aumentam a
permeabilidade (fenestracdo) das células endatelippssivelmente de uma forma
coordenada. O EG-VEGF pode, portanto, ser um exedglum fator angiogénico tecido-
especifico, contudo, a descricdo da expressao ddEE& em O0rgaos nao endocrinos tem
sido relatada (HOFFMAN et al., 2006; MORALES et aD08). Em contraste ao VEGF
que induz a angiogénese em todos 0s 0rgéos tegtafl0OUTER et al., 2002).

O EG-VEGF tem efeito direto sobre as células arégiampas microvasculares do
atero (UtMVEC-Myo ) que expressam os seus recept(P&-R1 e PK-R2) e modula a
proliferacdo celular e aumento do nimero de céletaoteliais. E sugerido que o EG-
VEGEF reforca a proliferacao celular através daagfio da via MAPK, mas ndo através da
via Akt (LEE et al., 2009b).

Os dois receptores descritos até o0 momento pa@YHEGF (PK-R1 e PK-R2) sao
homologos, ligados a proteina G, apresentam baikass de mRNA durante as fases
luteinicas inicial e média, mas apresentam aumeatdase da lutedlise natural ou
induzida. Altos niveis de mRNA para EG-VEGF tamliénam encontrados em foliculos
atrésicos. Este perfil de expressdo do EG-VEGF rmsiderado oposto ao do fator
angiogénico ja melhor caracterizado VEGF (KISLIOEKal., 2007).

A hipoxia regula a expressdo génica e protéica E@®VEGF em células
trofoblastica humanas cultivadas (HOFFMANN et &006). Outros fatores como o
horménio luteinizante, a gonadotrofina coribnicamiana e progesterona tém sido

indicados como potenciais reguladores de sua sgudSRASER et al., 2005).

Tanto o VEGF como o EG-VEGF até o presente momeimderam estudados no

A. australis.
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Métodos de estudos nao invasivos tem se tornadoweimais importantes para o
acumulo de conhecimentos em espécies selvagensdeuaccoleta de materiais biolégicos
apresenta dificuldades técnicas ou bioéticas (WUdYal., 2007). A possibilidade de
propor e conduzir projetos e estudos morfofisialdgiem animais em 0Obito recente tem
sido possivel em muitas espécies de pinipedes, coana o Ledo-marinho-norte-
americano Eumatobia jubatus(BROWNE et al., 2004) e o Lobo-marinho-sulamericano
(A. australi§ (MACHADO, 2006).
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3 HIPOTESE

A plasticidade dos oOrgéos genitais femininos e sets;0es com o ambiente

possibilitam o surgimento de especializagbes monidbnais.

3.1 MODELO HIPOTETICO GRAFICO

De modo a demonstrar graficamente nossa hipétedemenstrar a complexidade das

influéncias ambientais na morfofisiologia da esp&taboramos o Esquema 2 abaixo:

Plasticidade dos érgiios  Variagdes  Selegdo sexual/interagdo com o ambiente

A
\

Especializagdes Morfofuncionais
nos Orgdos Genitais

Esquema 2 — Modelo hipétético grafico: a plastideldos 6rgdos genitais sob influéncia
do ambiente determina o aparecimento de variachafmicas entre 0S
individuos. Sobre estas variagdes, em qualquel estritural, age a selecao
sexual que interage com o ambiente e determina auterado de
especializacbes morfofuncionais identificaveis s@éeie.
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4 OBJETIVOS

¢ DissecarA. australis mortos por causas naturais identificando aspectos
anatdmicos dos 6rgdos genitais femininos, desdosvBracroscopicamente

e correlaciona-los a sua biologia reprodutiva.

¢ Descrever as principais artérias de cada o6rgaotajetid fémea doA.

australis

¢ Localizar por imunohistoquimica a expressao pratéiquantificar por PCR
em tempo real a expressdo do mRNA dos fatoreseseinrento endoteliais
VEGF e EG-VEGF no ovario e corno uterinoAocaustralis,durante a fase

da diapausa.

0 Relacionar os dados obtidos nos estudos anatbrmiotsleculares a dados

climatologicos histéricos da area da colonia estada

¢ Aplicar, disponibilizar e avaliar metodologias dsetuglos em animais

silvestres.
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5 MATERIAIS E METODOS

Por ser o Lobo-marinho-sul-americarfd. australis) uma espécie legalmente
protegida, pelo grande numero de animais mortos gamsas haturais nas colbnias
reprodutivas do litoral do Uruguai e por motivosdiicos, elegemos metodologias néo
invasivas de coleta de materiais. Os tecidos psados sdo oriundos de animais em 0Obito
recente coletados em expedic¢des planejadas dwardros 2006 e 2007. Demonstramos
nesta secdo, as metodologias finais aplicadaszadak ap6s o manuseio laboratorial dos

materiais e ajustes sucessivos.

5.1 ANIMAIS

Mediante convénio firmado em julho de 2005 entréamuldade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Sdo Paulo e a Qrgaéo Civii PROFAUMA, com
autorizacdo concedida pela Direccion Nacional deuR®s Acuaticos (DINARA) —
Ministério da Agricultura e Ganaderia — Uruguaimé&as deA. australisde diferentes
idades foram coletadas em Obito recente (anteporigmr mortis) por causas naturais
(ataque de predadores, afogamentos, acidentes edagjudas pedras onde habitam,
disputas entre animais, etc) ou acfes antropieaisngntos por hélices de barcos, tiros de
armas de fogo, contencdo em redes de pesca, @tcdJdnia reprodutiva de Cabo Polénio
- Uruguai (34° 23' 60S / 53° 46' 60 W).

Durante os periodos de coleta eram realizadasadiarite saidas a campo as 4, 12
e 20 horas na praia La Calavela (aproximadamehta 8e extensao) e encostas rochosas
préximas ao farol de Cabo Poldnio (aproximadamednte km), locais onde todos os
animais foram coletados (Esquema 3). Assim o penieélximo entre a chegada do animal

moribundo ou em oObito recente a costa e sua celetam torno de 8 horas, quando o
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animal estava no maximo emngor mortis. Este foi o parametro de altera¢@est morten

que determinou a utilizagcédo ou nao do animal erso®sstudos.

Rodovia

Praia La Calavera

Camarolu

Polonio *

Esquema 3 — Parque Nacional de Cabo Polénio. Regéecorridas a cada 8 horas

durante os periodos de coletas: Praia La Calalieha (continua — aprox. 5

Km), Encostas rochosas atras do Farol (linha pada -

aprox.1 Km).

ilhas onde existem colbnias reprodutivas, sdo emendl de 3: Isla Raza,

Isla Encantada e Isla Esmeralda, onde habitam epacamente 150 mA.

australis.

Os dias em que percorremos o litoral da coloniadesta em busca de material

estdo apresentados no cronograma abaixo:

Cronograma de coletas
15/11 a 15/12/ 06 e 07 15/01 a 15/02/07 15/03 a 15/04/07

15/05 a 15/06/07

! ! !

Pré-diapausa diapausa peri-implantacao

!

pos-implantacio
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Os animais estudados foram identificados e meddosacordo com o padréo
proposto pelo IBAMA em seu Plano de Acédo — Verdadel 2001 (Medidas Padrao de
Pinipedes, IBAMA. 2001). Os mesmos foram dissecamwglo sua cavidade abdominal
aberta longitudinalmente na linha média. A aor@oatinal foi canulada e perfundida com
solucdo fisiologica 0,9% a temperatura ambiente.véia cava caudal foi aberta
cranialmente a veia renal de modo a permitir aastidthl do sangue retido no sistema
vascular. Trés animais jovens sofreram perfusadPaeformaldeido 4% pela artéria

carotida e posterior perfusdo de latex para eslad@scularizacao.

Cada ¢6rgéo foi caracterizadositu e retirado integro para avaliagdo macroscopica
de sua morfologia, medido para melhor caracterzagicada 6rgéo e futura comparacéo
entre as espécies, fotografado e desenhado esdeameite para registro dos resultados.
As medicBes servirdo genitais, Posteriormentenfeagos de 0,5 chforam seccionados
para identificacdo das caracteristicas microscépiltes 6rgados genitais, a saber: ovarios,
tubas uterinas, utero, cérvix, vagina, vestibuldya e clitoris. Tais fragmentos foram
entdo fixados por imersdo em Solucdo de Parafoaitada 4% ou solugdo de Karnovsky
modificada, descritas a seguir, e armazenados petatura de 4 — 8 ° C para posterior

processamento.

5.2 OBTENCAO DE BLOCOS PARA MICROSCOPIA

Os fragmentos coletados dos 6rgdos genitais feosnito A. australis sofreram
desidratacdo e diafanizacédo, para posterior inclesé Paraplast® (Leica/Germany) e

confecccao de blocos retangulares com base den3x4 c
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5.3 MICROSCOPIA OPTICA

Amostras de cada regido dos orgaos genitais feasrdpA. australisemblocadas,
foram cortadas em micrétomo na espessura de 5 mamFconfeccionadas laminas
histologicas com trés cortes por lamina. Cadararfoi seca em estufa 37° C, na posicéo
horizontal, para melhor aderéncia dos cortes naindBmApds protocolo de
desparafinizacdo, as laminas sofreram diferentesaggdes:

a) Hematoxilina/Eosina - para caracterizacdo micjsa.
b) Tricrébmico de Masson - para diferenciar fibrassoulares lisas de colageno.
c) Aldeido Fucsina — para fibras elasticas.

d) Picrossirius com fundo Verde luz - para difer@nfibras colagenas e realcar musculo

estriado.

e) P.A.S — identificacdo de glicogénio, glicoprogs em secrecéo glandular.

A montagem de todas as laminas de cada colora¢adedlizada com laminula

fixada com resina Enterlan® (Merck KgaA, Darmst&itymany).

ApoOs a secagem (24 — 48 horas) as laminas forammiotografadas (Microscopio
Olympus BX 60 acoplado a camera digital Axio CAM ¢jRe capturadas utilizando-se o
software Zeiss KS 400.
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5.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Fragmentos dos Orgaos genitais femininosAdaustralis,fixados em solucao de
Karnovsky modificada foram selecionados e sofretana bateria de tratamentos para

posterior visualizagcdo em microscopio eletrénicov@eedura, conforme indicado abaixo.

Desidratacdo em Ponto Critico

Consiste na submersdo do fragmento em @guido sob alta pressdo repetidas
vezes até que toda a umidade do fragmento sejad&tio que ocorre sob pressdo em
torno de 75 BAR (ponto critico, Aparelho Balzersdsn- CPD 020).

Montagem em suporte porta-amostra

Primeiramente preencheu-se toda a superficie dorteupom cola de carbono de
modo a diminuir a refracdo. Ap0s secagem e utilpase a mesma cola, fixou-se o

fragmento numa posicdo em que a superficie quessgava visualizar ficasse exposta.

Cobertura com metal condutor

ApoOs a montagem, cada amostra sofreu coberturacoanutor e metalizacdo com

ouro (“sputtering” Emitech K 550).

A microscopia foi realizada em Microscopio Elet@nde Varredura, Leo 435 VP
(LEO Eletron Microscopy Ltda, Cambridge, UK).
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5.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Para observacdo e descricdo das células do epitlavipta ovariana, utilizamos
material oriundo de animais fixados em solucdo den&vsky modificada conforme
descrito na secdo Anexos. Fragmentos de ovarionfargfragmentados e sofreram

protocolo para MET.

Apos incluséo, os fragmentos foram identificad@mazenados em estufa a 37°C
para secagem por 7 dias. Apos a secagem o0s blecésattlite® (Araldite resin, grade
502, Polyscience, Inc. USA + DDSA, Polyscience, I08A + DMP-30, Polyscience, Inc.
USA). Apoés a secagem os blocos sofreram processarmdercortes semifinos, ultrafinos e
visualizagdo em microscopio eletrénico de transiois@Modelo Morgagni 268, FEI,
PHILLIPS).

5.6 ESTUDO DA VASCULARIZACAO ARTERIAL DOS ORGAOS GHTAIS
FEMININOS

No intuito de estudarmos a vascularizacdo arteloal 6rgaos genitais femininos,
trés fémead\. australisjovens tiveram sua artéria carotida esquerda adaupor onde
perfundimos solucao fisioldgica 0,9%, depois Pamaéddeido 4%, seguido de solucdo de
latex (Latex: Industria e Comercio de Latex AltaamiuTDA % SP), adicionado a corante
vermelho especifico (Sulvinil Corante: BASF S.A.v®ide Tintas e Vernizes - S.B.
Campo, SP). A perfusdo de solucao fisiologica Of@8ta aorta abdominal de todos os
outros animais estudados evidenciou o sistemdalrtier seus 6rgdos genitais e permitiu a
observacdo e esquematizagcdo dos vasos mais cabeosmportantes desse sistema,

enguanto os mesmos eram dissecados.
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As artérias ovarianas, uterinas, vesicais, vaginailyares, perineais e clitorianas
foram fotografadas e desenhadas desde a sua ogigam@io apresentadas a partir de um

esquema que as contempla em sua extensao maresaléomacroscopicamente relevante.

5.7 IMUNO-HISTOQUIMICA (VEGF, EG-VEGF, KI67)

Animais jovens (oito) e adultos (quatro) tiveranusevarios e cornos uterinos
dissecados, seccionados e imediatamente fixadosmmsdo em Paraformaldeido 4%
tamponado em pH 7,2. Apos a fixagcao, os fragmeiot@sn lavados com tampéao fosfato
(PBS).

Cada fragmento foi entdo emblocado em Paraplagt@steriormente cortado em
micrétomo. Utilizamos sec¢des degud em laminas tratadas com 3-aminopropiltrietoxi-
silano (APES).

Apos o corte, as laminas foram acondicionadas tii@mente em estufa a 37°C,

por 24 horas e entdo armazenadas em geladeird {€)até o processamento.

Para localizacdo celular/tecidual das proteinas MEEG-VEGF e Ki67 foi
utilizado o método de peroxidase indireta, utildaise os seguintes anticorpos descritos

na Tabela 1:

Tabela 1 — Relac&o dos anticorpos utilizados reages de imuno-histoquimica.

Anticorpo Clone (Isotipo) Hospedeiro Diluicéo Forneedor(Cat.)
VEGF A20 - ] Santa Cruz®
VEGF Policlonal Coelho 1400 (sc - 152
Policlonal
EG-VEGF (peptideo Coelho 1:3000 Invitrogen®
JO0605601K)
Ki67 MBG67 - Camundongo 1:10 BioSource®

Monoclonal (AHF0342)
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Para melhor padronizagéo dos resultados optamositjliaar kits comerciais no
bloqueio da peroxidase endogena, utilizacdo do camid secundario, solucao
amplificadora (estreptovidina HRP) e cromégenoXNB (DAKO K0679). O bloqueio de
proteinas (caseina) era realizado pelo Kit DAKO 0®@@Dako North America, Inc., 6392
Via Real, Carpinteria, CA).

A montagem de todas as laminas foi realizada caoninlala fixada com resina
Enterlan® (Merck KgaA, Darmstadt, Alemanha).

Apés a secagem (24 — 48 horas) as laminas forasmfotografadas (Microscopio
Olympus BX 60 acoplado a camera digital Axio CAM ¢jJRe capturadas utilizando-se o
software Zeiss KS 400.

5.8 ENSAIOS COM RNA DOS CORNOS UTERINOS

Fragmentos dos cornos uterinos de fémeas joverd3 éhadultas (n=3), fixados em
nitrogénio liquido foram submetidos a protocolosedzacdo de RNA (Trizol® TRIZOL
LS REAGENT, Invitrogen Corporation, Carlsbad, USAhdlise quantitativa desse RNA
em espectrofotdmetro (BioPhotometer®, Eppendorf A@manha), andlise qualitativa
em gel de agarose 1% (SeaKehE Agarose, cat. 50001, Lonza Group Ltd, Switzet)a
transcricdo reversa para cDNA em termociclador {dtagcler Personal ®, Eppendorf
AG, Alemanha), amplificacdo e quantificacdo do g&e&5F em PCR em Tempo Real
(ABIPrism” 7500 (Applied Biosystems, Foster, USA).
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5.8.1 Extracdo do RNA Total

Os tecidos foram retirados do nitrogénio liquidesgdos em amostras de 80 mg.
Cada amostra recebeu 1 ml de Trizol® (TRIZOL LS REEAT, n.cat. 15596-026,
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) e foi homogieada em aparelho Polytron (Ultra
Turrax T-25). Apos a homogeneizacdo as amostramfoemtrifugadas por 15 minutos a
11.000 rpm, seguidas da adicdo de 0,2 ml de clomddseguida de nova centrifugacao
por 15 minutos, 11.000 rpm a 4°C. Pela separac@iadposidade o RNA extraido foi
transferido para novos tubos identificados quelr@@m 1 ml de isopropanol. As amostras
foram novamente centrifugadas a 11.000 rpm a 41Cl@aninutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado (RNA-Total) solubilizao 1 ml de alcool 75% diluido em
agua DEPC. Uma nova centrifugacdo foi realizada5parinutos, 7.500 rpm a 4°C e o
excesso de alcool retirado com auxilio de uma pranéstéril e o precipitado (RNA Total)

solubilizado em 20ul de agua tratada com DEPC.

5.8.2 Quantificacdo do RNA Total

Para a quantificagcdo do RNA total, as amostrasifatiduidas na proporcao 1:5 (40
pl de HO DEPC e 10 pl de RNA total). As amostras foram ogemeizadas e
quantificadas em Espectrofotometro (BioPhotometeEppendorf AG, Alemanha); as
leituras feitas em 230/260 nm, 260/280 nm, 320ngoAcentracdo do RNA foi calculada
a partir da premissa de que 40 mg de RNA equival®©B (densidade 6ptica).
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5.8.3 Avaliacéo qualitativa do RNA total

A avaliacado da integridade do RNA foi realizada @letroforese em gel de agarose
a 1% (SeaKef LE Agarose, cat. 50001, Lonza Group Ltd, Suicap @wrante Loading
Dye (10x RNA Loading Dye Solution, FERMENTAS UABitliania). Solucdes de 10 pl
de RNA total, 1 pl de corante Loading Dye e 2 ulHd©® DEPC foram preparadas e
aplicadas com micropipetador no gel de agarose stdonem tampé&o TBE 1x (Tris Borato
e EDTA) em cuba de eletroforese (corrente eléB@d, 60 minutos). Este procedimento

foi realizado em duplicata.

Os géis de eletroforese foram visualizados e fafagos em luz ultravioleta
(100W).

5.8.4 Transcricdo Reversa do RNA em cDNA

Antes da transcricdo reversa, as amostras de DNamfdratadas conforme
instrucdes do protocolo DNase | Amplification Grgtlevitrogen®, Carlsband, USA). A
partir dos resultados quantitativos do espectrafetéo ajustou-se o volume da solugéo de
RNA de cada amostra, de modo que a cada exatald RNA total fosse adicionadoyll
de tampdo DNAse,d de DNAse | (unidadefl) e agua “RNAse free” (agua MiliQ
autoclavada) suficiente para completapl9de solucéo final (Mix 1). Esta solugcao foi
homogeneizada em vortex e incubada a temperatusegeai® por 15 minutos, quando foi
acrescida de Ul EDTA (25mM) por amostra e incubada por 10 minuao$5°C em

termociclador (Mastercycler Personal ®, Eppenddsf Alemanha).

Durante esse periodo preparou-se uma solucdo conigt de dNTP + 1ul Oligo
DT/amostra (Mix 2), que, posteriormente, foi adn@da a cada amostra, homogeneizada e

incubada por 5 minutos a 65° C em termociclador.
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Para a reacdo de transcricdo reversa (RT), fazadid o “Kit SuperScript Il
(Invitrogen®, Carlsband, USA) preparando-se umacsmucontendo 4 de tampao 5x
PCR, 1ul de DTT(0,1M), 1ul de HO, 1l de “RNAse OUT Inhibitor"(40Unidadestl),
1ul (200U) de SuperScript Il (transcriptase reverpaj)a cada amostra a ser transcrita
(Mix 3). Finalmente, esta solugao B- MIX 3) foi adicionada a cada tubo. Cada amostra
foi entdo homogeneizada e iniciou-se a incubacaoeemociclador, primeiramente a 37°
C por 50 minutos, depois a 70° por 15 minutos alirente a 4 ° C por 2 minutos. O
cDNA transcrito foi armazenado a —20°C até o momelat amplificacdo dos genes alvo

pela técnica de PCR em tempo real.

5.8.5 Ensaios de amplificacdo e quantificacdo do RNdo gene VEGF por PCR em
tempo real

Aliquotas do cDNA dos cornos uterinos direito euesdo de animais jovens e
adultos foram amplificados por PCR em Tempo Re&@alRlime PCR) em aparelho
termociclador acoplado a uma camera CCD (ABIPlisi500 (Applied Biosystems,
Foster, USA), no intuito de quantificarmos a expé@sdo gene vasculogénico VEGF

(alvo) e do gene constitutivo GAPDH (controle) eedecidos.

Utilizamos a sonda hidrolizada TagMan® (Applied Bistems, Foster, USA)
como sistema de deteccdo das amplificacées. Asciispedes dos primes e sondas

utilizados estao listadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniceslotilizados para a amplificacdo do
GAPDH e VEGF S=sense & = anti-sense.

Gene N. da Tamanho
Alvo sequencia Primers do
GeneBank amplicom
SGCCCACTGAGGAGTTCAACAT
VEGF AF- 133248 A GCTGGCCTTGATGAGGTTTGAT 60
SONDA CACCATGCAGATTATG

SGCG ATACTCACT CTTCTACTT TCG A
GAPDH AB-098985 A TCG TAC CAG GAAATG AGC TTG AC 74
SONDA TCCCTCCGATGCCTGCTTCACTACCTT
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Utilizamos 20 pl (12,5 ml tampé&o, 1,5 ml primer s&nl,5 ml primer anti-sense,
3,5 ml agua mili@® autoclavada) de cada mistura por poco da placaCde ém Tempo
Real e adicionamos 5 pl de cDNA de cada amostex amsplificada e quantificada, num

total de 25 ul por poco. Todas as amostras foratadas em duplicata.

O célculo da eficiencia para os genes alvo foiofedttravés do programa
“LinRegPCR” (Ramakers et al., 2003). Para issosicmramos a eficiéncia média com
base na curva de amplificacdo individual de cadastma. O calculo da eficiéncia para
GAPDH foi feito pela formulé&E= 10 (-1/slope) na qual E= eficiéncia e slope = valor
obtido a partir da curva padréo gerada pelo apavBi 7500

O calculo da quantificacao relativa dos genes-&wdeito através da formula de
Pfaffl (2001):

ACP controle — amostra
(Etarge) targeg )

ACP (controle— amostra)
(Eref) ref

R(ratio) = expresséao relativa do gene alvo
Ewarger= eficacia de amplificacdo do gene alvo

Eref =eficacia de amplificacdo do gene de referéncia

ACP arger= desvio do CP do controle- amostra do gene alvistrito

ACP = desvio do CP do controle — amostra do gene derti@nscrito
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5.9 DADOS AMBIENTAIS

Foram utilizados dados levantados pela Direccioeidi@l de Meteorologia —
DIMET - Uruguay oriundos da Estacdo MetereoldgioeEdtado de Rocha — UY, estacao
mais proxima da area de coleta. A partir dos datiogtoldégicos mensais, estabelecemos

relacdes com os resultados obtidos nos estudodnaicat e funcionais.

Realizamos a comparacdo dos fatores climaticosdasts com as fases de
diapausa e gestacdo. Aplicamos o teste estatisBtodente consideramos o nivel de
significancia de 5%. ApOs a comparacédo entre &sfasalizamos a distribuicdo dos dados
entre os meses do ano com a utilizagdo simultéaeérthas de tendéncia de cada uma das

fases fisiol6gicas reprodutivas.
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6 RESULTADOS
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6. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados obedecendo @it sgAhio-caudal dos 6rgaos
genitais femininos a partir dos dados morfolégiocb8dos pela macroscopia, histologia, e
microscopia eletrdnica, até os dados provenierdesstlidos moleculares. Serdo detalhadas
as estruturas e enfatizados os dados que demanstiateracdo da morfologia descrita

com o ciclo reprodutivo e a ecofisiologia estaciona

6.1 ANIMAIS

Formas nao invasivas foram eleitas como metodolgieoleta de tecidos. Apds o
total de 120 dias de caminhadas pela costa mainméas colénias, foram obtidas 21
fémeasArctocephalus australigFigura 1A) aptas a serem estudadas, apresentadas n
Tabela 3.
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Tabela 3 — FEmeas coletadas em 06bito por causamisadurante o periodo de 15/02 a 15/03 e
15/05 a 15/06 de 2007no litoral de Cabo Poldnior= U

Animais coletados Fixacao dos tecidos e finalidades
Fémeat N° de dissecacdes Niquido: Paraformol  Karnovsky:

RNAs 4%: IHQ e MET/MEV

Microscopia
Otica

Jovens 12 2 8 6
Adultas em 4 4 4 4
diapausa
Adultas prenhes 2 _ 2 _
Adultas 3

macroscopia

Total de fémeas

estudadas
21 6 14 10

*Convénio FMVZ/USP — PROFAUMA /DINARA — Uy. LicengaCITES 000735 e
000975. 1 Jovens: 2 anos; Adultas: >2 anos.

-ag Coletas

Fev.

Mar.
[] Parigio e copula
[ Diapausa
B3 crescimento Fetal
P Transicbes entre as fases

Jun. Mai.

Esquema 3 — Fases reprodutivas onde ocorreranasalet fémeas viaveis aos estudos
propostos.
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6.2 MORFOLOGIA — MACROSCOPICA, MICROSCOPICA E ULTESTRUTURAL

Os achados morfologicos, de um modo geral, aprasenaracteristicas descritas
pela primeira vez para a espécie. O sistema refmofitminino doA. australisé composto
por érgaos internos constituidos por um par deiesAum par de tubas uterinas; utero
bicérneo; vagina;vestibulo e érgdo externo, a vhigura 1B). Cada um destes 6érgaos
sera descrito de acordo com a NOMINA ANATOMICA VERENARIA — Fith Edition
(2005) e NOMINA HISTOLOGICA — Revised Second Editida Associacdo Mundial de
Anatomistas VeterinariagQVAVA) de 2004.

6.2.1 Ovérios

Apresentam-se caudalmente aos rins, envoltos por aspassa bolsa de tecido
seroso (mesovario) continuo a capsula renal fibragee o sustenta cranialmente.
Caudalmente esta preso ao corno uterino pelo ligarm@aéprio do ovario. Possui forma
ovoide desde a idade jovem, contudo ocorre umatuwexs diferenca de forma entre o
ovario que contém e o0 que nao contém o corpo (@9, sendo o primeiro mais
alongado. Esta diferenca é devida a localizagdddaotalmente no cortex ovariano
(Figura 1C). Nos animais dissecados, que foramtamhds a partir da sexta semana poés-
parto ndo se visualiza cicatriz de corpo albicansarpo liteo em regressao (Figura 1D).
Macroscopicamente observamos intensa vascularizagiwasos de grande calibre na

regido periférica dos ovarios.

Histologicamente, o ovario € composto por uma espisica albuginea revestida
por um epitélio cubico simples. A maioria das aujerminativas encontra-se na periferia

do 6rgado e sdo sustentadas por um estroma abundaatem diferentes tipos celulares,
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fibras colagenas e vasos sanguineos. E evidemtsanga de um hilo ovariano por onde a
vascularizacdo e inervacdo atingem o interior dgadr(Figura 2A). O ovario do A.
australis ndo apresenta, morfologicamente, nenhiegeio especifica para ovulacao,
contudo, estruturas tubulares revestidas por @apitsituadas subepiteliais ovarianas e
internas a tunica albuginea, tornam a tunica afteagguase fenestrada em alguns pontos
(Figura 2B).

No parénquima ovariano encontramos caracteristiGasantes, como a presenca
de células luteinicas, sugerindo diferentes tamaifRigura 2C). Este fato também pode
ser confirmado pela MEV (Figura 2D). Os diferentamanhos de células luteinicas
encontram-se, aleatoriamente, dispersos pelo CLowdoio, contralateral ao ovario com
CL em diapausa, ha poucos foliculos primarios emguéoliculos secundarios e corpo
albicans estao ausentes a partir da sexta semiguaa(RE). Nos animais jovens foliculos

secundarios com dois odcitos podem ser visualizanoambos os ovarios (Figura 2F).

6.2.2 Criptas Ovarianas

Estruturas cilindricasdenominadas criptas ovarianas, partem da por¢cds mai
interna da tunica albuginea e dispersam-se por dogarénquima ovariano (Figura 3A).
Séo constituidas por tubulos de fibroblastos, @iadFigura 3B) e fibras elasticas (Figura
3C). As criptas possuem lumen de calibre varidesestido por epitélio diferenciado que
apresenta dois tipos celulares justapostos, comepegquantidade de matriz extracelular.
Um tipo de tamanho menor e restrito a camada gpitelais profunda, préximo a
membrana basal e, outro tipo, de tamanho maior,ramieo alongado, préximo ao lumen
da cripta (Figura 3D). N&o € rara a visualizacaddlieulos primordiais dentro destas
estruturas (Figura 3E). O epitélio germinativo extedo ovario apresenta morfologia

semelhante a morfologia do epitélio de revestimenyno da cripta ovariana (Figura 3F).

Na MEV evidenciamos a existéncia de um lUmen inbalar (Figura 3G), a
presenca de um epitélio com dois tipos celularégu(& 3H) e morfologia diferenciada

guando comparada a estrutura tipica da tunica mlbadgFigura 3I).
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Na MET evidencia a diferenciacdo de dois tipos laehs no epitélio da cripta
ovariana (Figura 3J). Observamos a existéncia déparcelular de citoplasma abundante
e nucleo arredondado e um tipo celular com o @®ph menos evidente e nucleo
irregular com visualizacdo da eucromatina maisras@tigura 3K). O primeiro tipo parece
ser mais numeroso. As juncdes entre estes dois ¢glalares sdo do tipo desmossomas e
prolongamentos citoplasméticos (Figura 3L).

6.2.3 Tubas Uterinas

As tubas uterinas estdo envoltas por uma espesga tserosa que as mantém
firmemente proximas aos ovarios. A tuba uterina Aloaustralis € composta por
infundibulo com fimbrias, ampola e istmo que possua por¢cdo envolvida pelo corno
uterino (parte uterina do istmo). Apresentam siitaoes por todo seu trajeto desde o
ovario até sua chegada no corno uterino (Figura. 4% fimbrias do infundibulo
apresentam uma especializacdo em formato retiemafémeas jovens e adultas. Estas
estruturas, pentagonais (em forma de favo de wliefjnuem de didmetro a medida que se
aproximam do éstio abdominal da tuba uterina (RigutB e 4C). O 0stio uterino da tuba
encontra-se na parte cranial do corno uterino etegido por bordas livres, revestidas por

mucosa (figura 4D).

Histologicamente as fimbrias do infundibulo, estras pentagonais, sdo compostas
por uma camada de epitélio cubico simples (Figipehvolto por um tecido conjuntivo
frouxo, rico em fibras colagenas (Figura 4F). Atipalo 0stio abdominal, a tuba apresenta
as camadas adventicia, muscular e mucosa, bemddstitNa camada adventicia observa-
se grande quantidade de vasos sanguineos. Profmi@l@amada adventicia encontra-se
uma camada muscular composta por fibras de mud@dolongitudinal e fibras de
musculo liso transverso (circular), sendo estamdtimais interna. A camada muscular
aumenta de calibre desde o infundibulo até o istRiguras 4G, 4H e 41).A camada
mucosa apresenta inUmeras dobras longitudinais,dgterminam um Ilumen bastante

pregueado principalmente na regido do infundibulmpola, sendo quase ausentes na
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regido mais proxima do corno uterino (Figuras 4G e#1). A camada mucosa é revestida
por epitélio colunar simples, composto por doisogipcelulares: células alongadas
(superficiais) e células arredondadas (profundaglta 5A). Fibras colagenas constituem

o tecido conjuntivo frouxo da camada subepitekadira 5B).

Na MEV, observamos a proximidade das fimbrias dangiibulo da tuba e os
foliculos situados no cortex ovariano, internameateatnica albuginea (Figura 5C).
Observamos a grande irrigagdo na regido de teaddumtivo da tunica adventicia e
insercao das fimbrias na regido do infundibulowatuterina (Figura 5D). Esta técnica
também evidencia o pregueamento acentuado da miperitelial destas fimbrias (Figura
5E). Em grande aumento, a MEV revela a morfologiatggonal da superficie formada
pelo apice das jungdes intercelulares do epita® fimbrias desprovido de estereocilios,

semelhante a morfologia macroscopica da mesmeorégigura 5F).

6.2.4 Utero

Classificado como Utero bicorneo, € dividido emnost corpo e cérvix uterina,
localizado na porgéo caudodorsal da cavidade al@dntt sustentado por um espesso
ligamento redondo uterino situado na margem mes@agproximo a por¢cdo mais cranial
de cada corno uterino. O ligamento redondo do #eriosere na regido dorsal da cavidade
peritoneal (Figura 5G) caudalmente aos rins, orelénserem também os ligamentos
redondos da bexiga. O Gtero A@ustralisapresenta externamente morfologia compativel
com o da maioria de outros carnivoros, entretantahservacdo da macroscopia interna e
microscopia permite evidenciar estruturas anatGniadevantes a caracterizacdo da

espécie. Estas caracteristicas serdo aqui descritas



59

6.2.5 Cornos uterinos

Os cornos uterinos dé. australispossuem uma borda livre e outra ligada ao
mesométrio. O ligamento intercornual apresenta-ggugno € pouco evidente.
Externamente, os cornos sdo tubos simétricos, aftmsge com paredes espessas. A
vascularizacéo € abundante pela margem mesomatriabda sua extensdo. Nos animais
prenhes estudados, a porcéo dilatada preenchida deta e membranas fetais, encontra-
se na metade cranial do corno uterino (Figura 5Nas animais adultos, em diapausa,
ambos os cornos uterinos apresentam sinuosidadde deporcdo cranial até o corpo do
utero (Figura 5Hb). Nos animais jovens o0s cornesinds ndo apresentam sinuosidades
(Figura 5Hc). A dissecacgédo, num corte coronal @wojtretirando-se a superficie dorsal
deste 6rgdo, observa-se acentuado pregueamentduftingl em toda a extensdo da
mucosa uterina (Figura 6A). Estas pregas endonsesd® evidentes desde a idade jovem,
mas tornam-se mais pronunciadas na idade aduliz sejreflete num diametro menor do

[imen uterino nestas fémeas (Figura 6B e 6C).

Microscopicamente, o corno uterino apresenta exteemte uma tunica serosa que
reveste as camadas adventicia (perimétrio), musgulamétrio) e mucosa com inimeras
glandulas uterinas (endométrio) (Figura 6D). O métiio é constituido por tecido
conjuntivo frouxo, rico em fibras colagenas, ondeesscontram vasos e nervos calibrosos
(Figura 6E). O miométrio € constituido por feixes rddsculo liso dispostos no sentido
longitudinal, internamente ao perimétrio, e no igenttransverso, mais proximo ao
endométrio. As artérias arqueadas, que se orient@amsversalmente aos feixes
musculares, e 0s nervos atravessam estas camasaslanes para atingirem o endométrio
(Figura 6F). O endométrio € a espessa camada awundo Utero, constituida
principalmente por fibras colagenas, que envolvenglandulas uterinas de morfologia
compativel com o inicio da fase secretora, apraseiot pequena quantidade de secre¢ao
glicoprotéica em seu limen (Figura 6G). O endomédsita revestido por epitélio simples

colunar (Figura 6H).
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O endométrio esta dividido em duas camadas: a) darbasal — adjacente ao
miomeétrio e constituida por tecido conjuntivo dergar¢ao inicial das glandulas uterinas,
veias e artérias retas, originadas das artériageadgs que circundam externamente o
miométrio; b) camada superficial - constituida fmmido conjuntivo frouxo, veias, artérias

espirais, porcao final e desembocadura das gléamdtdainas (Figura 7A).

As glandulas uterinas, ao corte histolégico, se adest no endométrio por
apresentarem uma caracteristica basofila em retg@ecido conjuntivo que as envolvem
gue é essencialmente aciddéfilo em todos animaislagdos (Figuras 7A e 7B). Observam-
se diferencas entre a distribuicdo e morfologiagliéisdulas uterinas entre a idade jovem e
adulta. Nos jovens, as glandulas uterinas se ctracemprincipalmente na camada basal do
endomeétrio (Figura 7A) e nos adultos elas se Higtrn uniformemente pelas camadas do
endométrio (Figura 7B). Nos jovens, as glandulasinds possuem epitélio com reduzido
namero de células poliédricas e lumen de pequeametio (Figura 7C). Nos adultos
possuem epitélio simples de células colunaresgastas e limen de maior didametro que

nos jovens (Figura 7D).

Numa vista lateral, em um corte transversal a aegias glandulas no l[imen
uterino, envolvidas por tecido conjuntivo rico ems@s envoltos por fibras colagenas,
visualiza-se uma abertura que se projeta ao lUmapresenta diametro semelhante ao
diametro glandular na sua por¢ao final (Figura &&yacterizando a abertura de uma
glandula. Na MEV, numa vista superficial do lGmeerimo, observam-se as aberturas

glandulares como orificios arredondados difusogquba a superficie uterina (Figura 7F).

6.2.6 Papilas Uterinas

O grande pregueamento longitudinal da superficdomtrial, em determinadas
regides do lumen uterino, é substituido por eststisuperficiais de mucosa, que se
projetam isoladamente ao limen na forma de papegides papilares, diferenciando-se
das pregas endometriais longitudinais, estdo pieseam todas as quatro fémeas

dissecadas durante o periodo de diapausa. Regdaseguais pregas longitudinais uterinas
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dao lugar as papilas, sé@o visiveis principalmemteporcdo cranial dos cornos uterinos

destas fémeas (Figura 7G). N&o se visualizaranigsapd Utero de animais jovens.

Histologicamente a papila uterina é uma projecacemométrio, recoberta com
epitélio cubico simples, que apresenta caractesstcomuns ao endométrio, como a
presenca de aberturas das glandulas uterinas enstwadsuperficie epitelial, a composicéo
tecidual principalmente por fibras de colageno. tGdo, diferenciacdes entre as papilas e
o endométrio pregueado da espécie também poderdesgificadas, como o arranjo das
fibras colagenas que a compde, e regidbes muscudagindulares diferenciadas (Figura
8A). A papila uterina é constituida pelo mesmodeatonjuntivo frouxo que compde a
camada superficial endometrial (Figura 8B). Vizese uma delgada regido muscular no
local de insercdo da papila ao nivel do endoméfigura 8C). Papilas uterinas possuem
uma porcao glandular central (Figura 8D), envoltaa fibras colagenas em arranjo
diferenciado. Encontramos a presenca de um acudwilsecrecado glandular na regido
central da papila, presente em grande numero desceeriados (Figura 8E). Esta secrecao
é glandular e apresenta-se positiva ao Reativahif §.A.S), sendo caracterizada como

de composicao glicogénica e glicoprotéica (Figua 8

6.2.7 Regiao de implantacao

Nas duas fémeas coletadas durante o periodo poéantapio, 0s cornos
gravidicos, um esquerdo e outro direito, apresamtaa regido de implantacdo na porgado
cranial do corno uterino. Na dissecacéo, observams diferenca morfoldgica relevante
na regido endometrial da cinta placentaria, ent@elas demais regibes do mesmo corno.
Nesta regido ocorre a permanéncia das pregas mpapidometriais, ao contrario das
regibes adjacentes, tanto cranial quanto caudagmemiie possuem o endométrio

totalmente desprovido de pregueamentos (Figura, 8Gc.



62

6.2.8 Corpo do utero e véu uterino

Externamente, o corpo do Utero representa a regiédiatamente caudal a uniao
do corno uterino esquerdo ao corno uterino direigpresenta comprimento relativamente
comum aos demais carnivoros. Entretanto, & secgémal, retirando-se a superficie
dorsal desta por¢ao uterina, encontramos um gragadeterino entre as regides distais dos
cornos uterinos. O véu uterino € proeminente nespe&cie e divide o corpo uterino até
bem préximo a regido cervical de todos os animastudados. Levando-se em
considerac@o a extensdo caudal do véu uterinoaddntiitero doA. australis,podemos
considerar que o corpo uterino desta espécie éeqaasente.. Este Ultimo representa
apenas uma pequena regido de comprimento var@eelial ao 6stio uterino interno, em

todas as idades estudadas (Figura 9A e 9B).

Histologicamente, o corpo do Utero apresenta unbensdo dos cornos uterinos,
separados pelo véu uterino (Figura 9C), constityddo numerosos vasos e nervos
calibrosos, envoltos por um tecido conjuntivo dendo modelado, composto por fibras
colagenas (Figura 9D). Na regido do corpo do Utardynica adventicia € espessa e
diferenciada. Logo abaixo da lamina serosa, fazgadi® do perimétrio, encontra-se uma
camada muscular, constituida por feixes de mudisdalivididos em uma por¢éo externa
(feixes dispostos longitudinalmente), e uma porcaderna (feixes dispostos
transversalmente ao comprimento do corpo uteriigoyd 9E). Nesta regido os cornos
uterinos apresentam as mesmas estruturas quegiaessreraniais ao corpo do utero, sendo
encontrados miométrio tipico e endométrio com gidasluterinas (Figura 9F) e epitélio

simples colunar (Figura 9G).
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6.2.9 Cérvix uterina

A cérvix é a por¢ao mais caudal do utero que cangaavidade uterina a vagina.
Apresenta-se como uma regiao circular, possui prégagitudinais que se seguem ao
pregueamento do corpo uterino. E uma estruturddublivida em: a) porcédo pré-vaginal:
estende-se desde o Ostio uterino interno, caudatogwo uterino, até o Ostio uterino
externo, na regido cranial da vagina; b) porcaonahg representada pela porcao externa

da cérvix uterina que ocupa a porcao cranial daaggrigura 10A).

Nesta regido as pregas cervicais fazem do Ostiralrexterno uma estrutura
firmemente fechada, que ocluia entrada do Utercanomais em diapausa e prenhes. Em
todos os animais estudados a por¢ao vaginal daa@mstitui uma pronunciada projecao
caudal, em direcdo a cavidade vaginal, o que datarom extenso canal cervical e um
férnix vaginal profundo (Figura 10B). A porcdo vaagii da cérvix apresenta um angulo
reto em relagdo ao plano horizontal, o Ostio uteemterno ndo possui direcionamento

dorsal ou ventral ao eixo da cavidade vaginal.

Histologicamente, a cérvix uterina apresenta vagagm relacdo as outras regides
do utero. Possui fibras musculares escassas, ggaaadidade de fibras colagenas em seu
tecido conjuntivo e limen pregueado (Figura 10@daCporcdo da cérvix uterina possui
epitélio diferenciado, sendo a porgéo pré-vagieabberta por epitélio simples colunar,
apresentando glandulas cervicais produtoras de rffigara 10D) e a porgédo vaginal

recoberta por epitélio cubico estratificado ricovasos (Figura 10E).

A MEV observamos a pronunciada projecdo da porgagnal da cérvix uterina
desde a idade jovem (Figura 10F). Esta técnica dstrao com grande definicdo a
diferenca da superficie de cada uma das porcoegrdix uterina. A porcao pré-vaginal
apresenta revestimento mucoso com superficie desidagle e apice celular arredondado,
com caracteristica de epitélio simples colunar (f@glOG). A porgcédo vaginal apresenta
revestimento plano, com morfologia e descamacaactaistica de epitélio pavimentoso

estratificado (Figura 10H).
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6.2.10 Vagina

A vagina € um 0Orgado tubular que possui uma pequemge cranial externa a
cavidade pélvica. Esta dorsalmente relacionada @aeto, separada por uma profunda
escavacao retogenital e ventralmente relacionagaigula urinaria e uretra, separada pela
escavacao vesicogenital. Lateralmente esta emdrdontato com as paredes da cavidade
pélvica. A cavidade pélvica na fém@&aaustralisé bastante curta . Externamente, o Utero e
a vagina aparecem como 0rgaos continuos, envatasiesma tanica serosa. A partir de
sua entrada na cavidade pélvica esta envolta paregpessa camada de tecido conjuntivo,
rico plexo vascular e quantidade variavel de gadépds a dissecacdo da cavidade
pélvica, seccdo sagital e abertura da superfiaisatida vagina, observa-se o abundante
pregueamento de seu limen . Numerosas pregasudmgits sdo encontradas desde a

regido do fornix até o himen (Figura 11A).

7

A vagina € um 6rgdo de pequena extensdao em todoaniosais estudados.
Apresenta, nas fémeas adultas, comprimento endre- 4,85 cm 0 que representa em
meédia 4,17 %o comprimento total do animal (168 — 110 cm) (Tald¢. Sua regido mais
cranial, o fornix vaginal, € um profundo recessolanformado pela projecéo intra-vaginal
da cérvix uterina e a parede vaginal. A porcado roaiglal da vagina, o 0stio vaginal, em
todas as idades estudadas € ocluido por eminerggasphimenais, que a separa com
evidente diferenciacdo da estrutura que a segutakaeante, o vestibulo vaginal (Figura
11B).

Histologicamente, a vagina esta coberta por umadilserosa e uma tela subserosa
apenas na sua porcéo peritoneal, Contudo, apresentada sua extensao uma espessa
camada adventicia de tecido conjuntivo denso,amavasos e nervos calibrosos (Figura
11C).
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Tabela 4 — Comprimento vaginal (Cva) e comprimeswovestibulo da vagina
(Cve) em relacdo (%) ao comprimento total (CT)&tedas adultas

Fémeas CT Cva Cva/CT Cve Cve/CT
adultas (%) (%)

1 168 6,85 4,07 3,28 1,95
2 138 5,6 4,05 3,12 2,26
3 119 4,75 3,99 2,9 2,44
4 110 4.4 4 2,8 2,54
5 135 6,5 4,81 3,2 2,37
6 115 5 4,35 3 2,61
7 153 6,3 4,12 3,16 2,06
8 146 6,1 4,18 3,1 2,12
9 121 4.8 3,97 2,9 2,4
Média 133,89 5,59 4,17 3,05 2,31
Desvpad 19,39 0,881 0,27 0,16 0,22

Internamente a camada adventicia encontramos upesses camada muscular
composta por fibras de muasculo liso dispostas tadgialmente na sua por¢cao externa e
transversalmente na sua porcado interna, permeadagbpndante tecido frouxo. Camada
mucosa de tecido conjuntivo frouxo, entremeado deixes musculares e numerosas
fibras elasticas na regido da lamina propria subnias e na regido subepitelial é
composta por tecido conjuntivo denso formado ppaonente por colageno (Figura 11D).
A camada mucosa da vagina é composta pelo tecitjontvo altamente vascularizado
das pregas vaginais longitudinais, que determinamlimen bastante irregular (Figura
11E). A mucosa revestida por epitélio pavimentostoagficado ndo queratinizado, com

auséncia de glandulas em toda a extensdo da \&gguaa 11F).
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A MEV revela o pregueamento diferencial desta i@e@gura 11F), assim como

destaca o nivel de descamacéo do epitélio vagin#tbadrigura 11G).

6.2.11 Vestibulo da Vagina

O vestibulo € um 6rgéo tubular na porcado postatéowvagina, responsavel por
conduzir a urina e o feto diretamente ao meio agteE revestido por grandes pregas
longitudinais que se estendem até a vulva, cono geau de pigmentacao, principalmente
em sua regido ventral (Figura 11A). Esta limitadan@lmente pelas pregas transversais
do himen e por um proeminente tubérculo uretrad, cpbre dorsalmente o oOstio uretral
externo. Laterais ao Ostio uretral externo visaatias as aberturas das glandulas para-
uretrais do vestibulo (Figura 12A). Moaustraliso vestibulo € pequeno e possui de 2,8 —
3,28 cm de comprimento nos animais estudados, oepresenta em torno de 2,3 % do

comprimento total (Tabela 4).

Histologicamente, o vestibulo apresenta um l[Umegywado e uma abundante
camada mucosa (Figura 12B). O tecido conjuntivdtamente vascularizado e rico em
fibras colagenas (Figura 12C). A camada musculaa-sie profundamente em relacdo ao
epitélio, abaixo da camada mucosa (Figura 12D)eSilulo € revestido por um epitélio

pavimentoso estratificado (Figura 12E).



67

6.2.12 Uretra feminina

BN

Situada ventralmente a vagina desde sua porcaoanzedt direcionando-se
caudalmente, a uretra € um tubo musculoso originadoigono vesical, logo apds o ostio
uretral interno. A uretra esté inserida na porgaaial do vestibulo, no qual se abre o éstio

uretral externo (Figura 12A).

Histologicamente, a uretra € composta pelas camadsaenticia, muscular e
mucosa. A camada muscular é espessa e constigfinater uretral na sua porcgao final. A
camada mucosa é constituida de tecido esponjasoem vasos sanguineos e com liumen
pregueado (Figura 12F). A uretra é revestida p@€élep colunar estratificado (Figura
12G).

6.2.13 Vulva

Localiza-se externamente, continua ao vestibulatrgnente ao anus, o 6rgao
apresenta uma rima vulvar, abertura vertical oeluyd@los I4bios vulvares (direito e
esquerdo), revestidos internamente por uma mucaésaquoeratinizada de pigmentacao
variavel e, externamente, pela epiderme da vulvaulka esta recoberta por uma pele
escura, queratinizada, com pregueamento caramteréspélos escassos (Figura 13A). A

vulva esté fortemente ocluida nos animais dissecamogor mortis.

Histologicamente, a vulva apresenta um epitélio imemtoso estratificado
queratinizado, de espessa camada cOrnea, com gresiaeizacdo, camada espinhosa com
abundantes granulos de melanina e camada basajummatinécitos e melandcitos (Figura
13B). Os labios vulvares sdo espessos e apresemtmnerosas glandulas sebaceas
apocrinas e glandulas sudoriparas enoveladas. B#aslulas podem ou ndo estar

associadas a escassos foliculos pilosos primarisecandarios. Numerosos vasos de
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calibres variados séo visualizados na derme degtéa constituida de tecido conjuntivo

denso ndo modelado (Figura 13C).

A MEV, observa-se em grande aumento um acentuaalo de descamacdo da
camada coérnea na epiderme da vulva (Figura 130a tésnica também nos permite
perceber a morfologia diferenciada entre os példsaves. O pélo primario, de maior
didametro, possui humerosas placas de queratirizaskealargada e apice afinado, e o pélo
secundério é constituido de placas retangulares,di@metro menor que no pélo primario

e apice arredondado (Figura 13E).

6.2.14 Clitoris

Situa-se na comissura labial ventral da vulva, caentuada exteriorizagdo da
glande clitoriana. E facilmente identificado e possienor pigmentacdo que a vulva
(Figura 13A). Apresenta glande clitoriana com dmsias bordas laterais e uma
pronunciada projecdo central em todas as fémeadaelsts. O clitoris esta inserido na
fossa clitoriana, protegido por evidente prepu@ed# a idade jovem, contudo este ndo o
oculta totalmente do meio externo (Figura 14A).

Ao corte sagital paralelo a linha média, evidenciaa morfologia caracteristica do
clitéris desta espécie. Podemos visualizar o rewesto conjuntivo e epitelial do 0sso
clitoriano, que forma a projecao central da glaeadevanca além do corpo do clitoris. O
0sso clitoriano € uma ossificacdo visceral a pddicorpo cavernoso do clitéris que possui
a maior parte de seu tecido erétil substituidotpoido compacto. O osso clitoriano esta
envolvido pelo corpo esponjoso da glande do ctitém toda sua extenséo (Figura 14B). O
0sso clitoriano apresenta uma curvatura dorsalenoterco inicial e dilatacbes nas suas
duas extremidades, que representam suas areagsben@nto e ossificacdo durante a
idade jovem. A extremidade cranial tem maior calidré envolta por maior quantidade de
tecido conjuntivo, enquanto a extremidade caudahis livre e apresenta diametro menor
(Figura 14C).
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Histologicamente, o clitoris apresenta-se coberta pon tecido epitelial
pavimentoso estratificado ndo queratinizado, cocass®s granulos de melanina (Figura
14D). O corpo esponjoso da glande do clitoris ésttuido por um tecido conjuntivo
erétil, rico em vasos sanguineos, composto pritrigrate por fibras colagenas (Figura
14E). O clitoris possui numerosas terminacdes sawv@Figura 14F), escassas glandulas

sebaceas (Figura 14G) e numerosas glandulas sadwignoveladas (Figura 14H).

A MEV, o osso clitoriano apresenta uma regido calte esta envolto por um
periostio (Figura 15A).. O osso clitoriano apreaemina regido de osso compacto (Figura
15B) e uma regido central de osso trabecular e la¢Eigura 15C). Esta técnica evidencia
0 grande numero de aberturas de glandulas queciada® a histologia, foram
classificadas como sudoriparas enoveladas, preseoteepitélio da glande do clitoris
(Figura 15D). Em grande aumento, visualizamos uspe@alizacdo ultra-estrutural na
arquitetura dos apices das células epiteliais guensontram dentro e fora das aberturas
glandulares (Figura 15E). As células epiteliais taendas aberturas glandulares,
apresentam um arranjo labirintico de seus apicegurde 15F), enquanto as células
externas a estas aberturas formam uma superfiaie plltra - estruturalmente (Figura
15G).
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Figura 1 — Lobo-marinho-sulamericano: drgdos genitais ex sftu e ovarios. A - Fémea adulta e jovem de
Arctocephalus austrafis; B —Orgios genitais femininos do A austrofis jovem, s3o apontadas as estruturas que
apresentaram morfologia relevante em comparagdo com outros camivoros, as mesmas serao
posteriormente descritas em detalhes — 7) Corpo liiteo (CL) no cortex ovariano, 2} Involug3o corpo albicans
{4-8 semanas), 3} Fimbrias do Infundibulo da tuba uterina, <} Pregas longitudinais no como uterino, 5}
Presenga de papila no lumen do dtero adulto, 6} rigamento redondo do itero, 7} Véu ulerino, 8} fFomix
vaginal, 9) Himen, 70} Osso clitoriano, Barra = 1 cm; ¢ Ovario direito  com CL intracortical e vasos
calibrosos na periferia (<~ ), Barra = 1 cm; D — Ovdrio esquerdo contralateral ao  CL, vasos calibrosos na
periferia (< ), Barra =1 cm.
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Figura 2 — Owdrios I: A - Fémea jovem: foliculos secundirios {4 ) presentes, intensa vascularizacio do
hilo ovariano > } e coligeno (*}, Picrosirius - verde-luz, Barra = 500 pm; B - Ovdrio de fémea adulta:
Tinica albuginea (TA} com fenestragdo determinada pelas criptas ovarianas (setas), HE, Barra = 50 pm;
C - Ovirio de fémea adulta: células luteinicas de tamanhos diferentes { € e < ) HE, Barra= 10 pm; D -
Ovario de fémea adulta: células luteinicas de tamanhos diferentes { 4 e <), MEV, Barra =3 pm; E -
Ovirio contralateral ao CL: Foliculo atrésico (<~ ) [Detalhe — Tric. Masson, Barra = 100 pm) e escassa
visualizag3o de foliculos secunddrios, HE, Barra = 200 pm; F - Foliculo secundario com dois odcitos (= ),
{Detalhe — foliculo monoocitirio, Barra = 50 pm}, HE, Barra = 50 pm.
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Figura 3 - Ovario II: A - Fémea jovem: Criptas ovarianas (<~ ) dispersas pela regido subepitelial da tinica
albuginea e cortex a partir do hilo ovariano (*}, Tric. Masson, Barra = 500 pm; B - Feixes de fibras coligenas
(<} que se projetam ao cortex ( <€ ) As criptas sJo revestidas por epitélio (*), e podem apresentar células no
ldmen (4\}; tinica albuginea (TA). Picrosirius - verde-luz, Barra = 20 pm; € - Cripta no cortex ovariano:
apresenta grande nimero de fibras elasticas (<}, Aldeido-fuccina, Barra = 50 pm; D - Epitélio de revestimento
das criptas ovarianas, apresentando células , mais proximas da membrana basal (<] } @ mais proximas ao
limen { <€}, HE, Barra = 10 pm; E - Tanica albuginea de animal adulto: foliculo primdrio interno ao limen de
cripta ovariana (< ), HE, Barra = 20 pm; F- Epitélio germinativo do ovdrio [€-), epitélio da cripta ovariana (*),
HE, Barra = 20 ym; G - Corte transversal de cripta no cortex do ovario de animal adulto: observa-se o limen
{*} e epitdlio { < ), MEV, Barra = 3 pm; H - Vista longitudinal da superficie interna de cripta do cortex do
ovario de animal adulto: observam-se células mais proximas a membrana basal (<] } e outras mais préximas ao
limen ( <), MEV, Barra = 3 pm; | - Corte transversal da TA de animal adulto: observase a diferenciagio
morfoldgica entre o epitélio da cripta { < ) e a densa arquitetura da TA (*), MEV, Barra = 10 pm; J —
Visualizag3o de dois lipos celulares { <le « } no epitélio da cripla ovariana, MET, Barra = 5 pm; K —
Diferenciagdo dos nicleos dos dois tipos celulares do epitélio da cripta ovariana, nidcleo redondo com
cromatina frouxa [ <4 } e niicleo irregular com cromatina condensada (< ), MET, Barra = 2 pm; L- Junges
intercelulares entre as diferentes células do epitélio da cripta ovariana: prolongamento dtoplasmaticos (<] e
desmossomos ( <€), MET, Barra=1 pm.
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Figura 4 — Tuba uterina I: A - Ligamentos do ovario e tuba uterina com sinuosidades (*} desde o ovario até
o (tero. O ovario estd preso ao como uterino pelo ligamento proprio do ovdrio (& ), Bara=1 cm; B -
Fotografia do infundibulo e 6stio abdominal da tuba uterina (*} de um animal adulto; destaque para a
morfologia reticular das fimbrias (< } nesta espécie, Barra = 0,5 cm; € - Fotografia do infundibulo e éstio
abdominal da tuba uterina (*) de um animal jowem, mostrando a morfologia reticular das fimbrias (< )
desde esta idade, Barra = 0,5 cm; D - Fotografia do éstio uterino da tuba uterina (\l/ ). apresentando-se
protegido por bordas livres (*}, Barra = 5 mm; E - Fimbrias do infundibulo ricas em vasos sanguineos [< },
revestidas por epitélio colunar (Detalhe, Barra =5 pmj} , apresentando acentuado pregueamento estrutural
{*), HE, Barra = 20 pm; F - Fimbrias do infundibulo da tuba uterina: epitélio simples colunar { ™ ) esta
sustentado por um tecido conjuntivo rico em fibras coligenas (=] e apresenta espessa tiinica serosa em
sua regido extema (< }, Picrosirius — verde-luz, Barra = 50; G - Infundibulo da tuba uterina: apresenta
camada adventicia com vasos sanguineos (€ ), delgada camada muscular (*) e limen pregueado, HE, Barra
= 500 pm; H - Ampola da tuba uterina: apresenta camada adventicia (< ), camada muscular mais espessa
do que do infundibulo (*) mas limen com pregueamento menor, HE, Barra = 200 pm; I - istmo da tuba
uterina: apresenta camada adventicia menos espessa [<-) que a ampola mas possui a camada muscular de
maior calibre da tuba uterina {*}. O limen da tuba apresenta pouco pregueamento nesta regido, HE, Barra
=200 pm.
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Figura 5 — Tuba uterina ll, Ligamento redondo e Uteros: A - Epitélio simples colunar da tuba uterina composto
por: células profundas arredondadas (> ) e superficiais alongadas (™ ), HE, Barra = 10 pm; B - Prega de
mucosa da tuba uterina sendo a lamina propria subepitelial, constituida por fibras colagenas. Tecido conjuntivo
frouxo ( =} rico em vascularizagdo (*), Tric. Masson, Barra = 100 pm ; € - Corte transversal de ovario e
infundibulo da tuba uterina de animal jovem: visualizamos o paréngquima ovariano [<—) justaposto a superficie
das fimbrias do infundibulo (= }, demonstrando a proximidade entre as duas estruturas, MEV, Barra = 200
1m; D - Fimbrias da tuba uterina com insercdo na regido do infundibulo: observamos a grande quantidade de
tecido conjuntive de sustentacdo para estas estruturas (*), MEV, Barra = 300 pm; E - Fimbrias do infundibulo
da tuba uterina: vista da superficie epitelial demonstrando o pregueamento dessa regido desde o nivel
ultraestrutural (<), MEV, Barra = 100 pm; F - Fimbria do infundibulo da tuba uterina: superficie formada pelos
apices das células do epitéliio simples colunar, observam-se as jungtes celulares formando uma estrutura
reticular {favo de mel} ao nivel ultraestrutural desta regido, MEV, Barra = 3 pm, Detalhe — Macroscopia da
mesma regido , Barra = 10 mm; G - Fotografia deo ligamento redondo do dtero: situado na margem mesometrial
da parte cranial de cada como uterino (*) e inserindo-se ao peritdnio na regido dorsal da cavidade abdominal
<3}, Bara = 1 cm; H - Fotografia de (teros ex situ: observamos uma margem mesometrial (*} e uma margem
livre nos comos {pontas de setas). Nos animais prenhes estudados a porg3o dilatada, preenchida com o feto e
membranas felais, encontrase na metade cranial do como uterino (Figura 36a: itero fixado em
parformaldeido - » ). Nos animais adultos, em diapausa, ambos os comos uterinos apresentam sinuosidades
desde a porgio cranial até o corpo do dtero (Figura 36b: itero fresco- == }. Nos animais jovens os comos
uterinos ndo apresentam sinuosidades (Figura 36¢ - dtero fixado em Sol. Karnovsky- > ), Barras = 1cm.
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Figura 6 — Corno uterino I: A - Fotografia do como uterino de animal adulto apés corte coronal e retirada
da porgdo dorsal: observamos pregas longitudinais do endométrio por toda a exiensio do como uterino
(V ). Barra = 1 cm ; B - Utero de animal jovem: vista transversal do como uterino, observamos a tinica
serosa que reveste este orgio (™ ), em conjunto com uma espessa camada adventicia & ). A camada
mucosa é abundante e numerosas pregas endometriais estio presentes { ‘I' ). Limen do dtero (*), MEV,
Barra = 300 pm; C - Corte transversal de iitero de animal adulto: observam-se vasos calibrosos na camada
adveticia ™ e Detalhe - Barra = 0,25 pm} e camada muscular justaposta [ ™ ). A camada mucosa
caracterizada por pregas endometriais mais numerosas e pronunciadas que no jovem (4\ }. Limen do dtero
(*). MEV, Barra = 1 mm; D - Vista microscépica transversal do como uterino de animal jovem:
observamos a tunica serosa (™ ), vascularizagio da camada adventicia (> ), camada muscular (= ),
endométrio N } e limen pregueado (*}), HE, Barra = 500 pm; E - <Camada adventicia do tero:
observamos inervagio (=), artéria P } e veia uterina =}, sustentados por tecido conjuntivo frouxo com
fibras coligenas (*}, Tric. Masson, Barra = 50 pm; F - Miométrio: constituido por feixes de misculo liso
longitudinais (= } e transversos {—). Artérias arqueadas atravessam as camadas musculares para atingirem
o endométrio (= ], Tric. Masson, Barra = 50 pm; G — Endométrio em diapausa: tecido conjuntivo da
lamina prépria subepitelial, composto por fibras colidgenas (*) que envolvem as glindulas uterinas (>} que
apresentam-se pouco expandidas, mas com alguma secre¢io no liimen (Detalhe ==: P.A S, Barra = 20 umy},
Picrosirius- Verde-luz, Barra = 50 pm; H - Epitélio simples cibico do itero em diapausa { =), HE, Barra=
S5pm.



Figura 7 — Corno uterino II: A - Endométrio de animal jovem: as glandulas uterinas
concentradas principalmente na camada basal { ™ ) (Detalhe - Barra = 20 pm ), proximas
ao miométrio (*), e mais escassas adjacentes ao liimen (<=}, com vascularizagdo (=), HE,
Barra = 250 pm; B - Endométrio de animal adulto contendo glandulas uterinas [ ™ )
(Detalhe- Barra = 20 pm), distribuidas uniformemente do miométrio (*} até o limen(—3]},
HE, Barra = 250 pm; € - Glandula uterina de animal jovem: observar epitélio simples com
nicleo central (™ } e limen de pequeno didmetro (*), HE, Barra = 20 pm; D - Glindula
uterina de animal adulto: observar epitélio simples de células colunares justapostas, nicleo
na regido basal e citoplasma com vaciolos na regido apical de cada célula (*), HE, Barra = 20
pm; E - Corte longitudinal de itero de animal adulto: observamos o arranjo das fibras
coldgenas (™ } do tecido conjuntivo frouxo que sustenta vasos de pequeno calibre e o
epitélio glandular em sua abertura no limen uterino (*), Picrosirius-Verde-luz, Barra = 20
pm; F - Utero de animal jovem: vista da superficie do endométrio, abertura de indmeras
glandulas uterinas no limen do dtero (*}), MEV, Barra = 10 pm; G - Fotografia de papila
uterina de animal adulto em diapausa ( ™ }, situada préxima a pregas longitudinais (&=},
Barra=05cm.
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Figura 8 —Papila uterina e regido de implantac3o: A - Papila uterina: histologicamente apresenta-se como
uma especializacio endometrial com diferenciagfes na sua regido basal (™ } e central (=]}, revestida por
epitélio simples ciibico (= Jsemelhante ao de outras regides do como (Detalhe — Barra =5 pm), HE, Barra
= 200 pm}, B - Como uterino (papila uterina): abaixo da papila encontramos as camadas endometriais
tipicas: miométrio espesso (< } e o endométrio com glindulas uterinas sustentadas por fribras coligenas
(*). Na regido basal, unindo a papila ao endométrio encontramos uma delgada camada muscular (™ }. O
epitélio simples ciibico & sustentado por fibras colagenas com vasos [ < }{Detalhe- Barra = 20 pm), Tric.
Masson, Barma = 200 pm ; € - Regido basal da papila uterina: feixes de fibras de misculo liso situadas
entre o endométrio e a papila {™ }, notar que o arranjo das fibras coligenas do tecido conjuntivo frouxo
que compde as duas regides apresentam arranjos diferenciados (€~ | D - Regido central da papila uterina:
apresenta uma porg¢do glandular com células baséfilas {™ } e epitélio secretor semelhante ao de glindulas
uterinas { < ){ Detalhe - Barra = 5 pm}, HE, Barra = 50 pm; E - Papila uterina composta por tecido
conjuntivo frouxo em ammanjo especializado de fibras coligenas (™ ), apresentando uma drea central
glandular com acumulo de secregdo ( = } Picrosirius - Verde-luz, Barra = 100 pm; F — Regido central de
papila uterina: demonstrando secre¢io de mucoproteinas e glicolipideos (= ) oriunda de células
glandulares uterinas presentes nesta regido [Detalhe - < , Barra = 5 pm}), P.AS, Barma = 20 pm; G -
Fotografia da drea endometrial referente 3 cinta placentaria (a,b,c), Barra = 1 ¢m: observase a
manuteng3o de papilas e pregueamento [ Ga - = , Barra = 0,5 cm), observamos uma drea de transicdo
onde o pregueamento da muosa deixa de existir { Gb - = , Bama = 0,5 cm]} e dreas imediatamente
adjacentes que sdo desprovidas de pregueamento (Gc - * , Barra = 0,5 cm).



Figura 9 — Véu uterino: A - Fotografia de corte coronal do corpo do idtero de animal adulto:
projecio caudal do véu uterino [ = }, em dire¢do a cérvix, que divide o corpo uterino até
bem proximo a regido cervical. O corpo uterino (*) representa apenas uma regido cranial ao
dstio uterino interno (™ ), Barra = 1 em; B - Fotografia de corte coronal do corpo do itero
de animal jovem, véu uterino ( V ) e regido comunicante (*corpo uterino), Barra=1 cm; C -
Corpo do tero: observamos o véu uterino situado entre os comos uterinos na regido do
corpo do idtero ( » ). Tecido conjuntivo e vasos (*) separam os miométrios (=) dos comos
uterinos, HE, Barra = 50 pm; D - Véu uterino : composto por tecido conjuntivo rico em
fibras coligenas [}, fibras musculares lisas (™ } e vasos (*], Picrosirius — Verde-luz, Barra =
10 pm; E - Corpo do iitero: observamos uma camada muscular na camada subserosa desta
regido (= ). Vasos (—> ) sustentados por fibras coligenas {*) e fibras musculares lisas =}
compde a camada xdventida do corpo do idtero, Tric. Masson, Barra = 50 pm; F - Corpo do
utero: desembocadura (> ) de glandulas uterinas (*) no endométrio da regido do septo
intercornual, HE, Barra = 20 pm; G - Epitélio simples colunar (=) recobre o endométrio na
regiao do corpo do dtero, HE, Barra =5 pm.
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Figura 10— Carvix: A - Fotografia da cérvix uterina de animal adulto aberta dorsalmente: constitui-se de uma
regido circular, com pregas longitudinais que se seguem ao pregueamento do corpo uterino (—). Apresenta
uma porg¢do pré-vaginal (™ }, uma por¢3o vaginal ('I'} e um fémix vagina( * ), Barra = 1cm; B - Fotografia de
cérvix uterina de animal jovem: a porgdo vaginal da cérvix projeta-se caudalmente, determinando um canal
cervical (™ }eum fémix vaginal (€}, Barra =1 cm; € - Cérvix uterina: apresenta fibras musculares {=<3) e
fibras colidgenas (™ } em seu tecido conjuntivo, limen pregueado (*}, Picrosirius-Verde-luz, Barra = 500 pm;
D - Cérvix uterina: por¢do pré-vaginal recoberta por epitélio simples colunar (™ } apresentando glandulas
cervicais (*) sustentadas por fibras colidgenas , Picrosirius-Verde luz, Barra = 20 pm; E - Cérvix uterina:
porcio vaginal recoberta por epitélio pavimentoso estratificado { ™ ) rico em vasos (— ) envolvidos por
fibras colagenas, Picrosirius-Verde-luz, Barra = 20 pum; F - Cérvix uterina: vista caudolateral da projecio
intravaginal da cérvix de animal jovem; 6stio uterino externo ocluido e por¢io pré - vaginal (= } e vaginal da
cérvix (= ), MEV, Barra = 300 pm; G - Cérvix uterina: vista da superficie epitelial simples colunar da mucosa
da por¢do pré-vaginal apresentando revestimento e dpices celulares arredondados (™ ), MEV, Barra =1 pm
{Detalhe - Barra = 0,25 pm}); H - Cérvix uterina: vista da superficie da por¢do vaginal que apresenta
revestimento plano, com morfologia e descamagdo de epitélio pavimentoso estratificado (= } e apices
celulares planos (*}, MEV, Barra = 10 pm (Detalhe - Barra = 0,25 pmy).
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Figura 11 —Vagina: A - Foltografia da vagina, vestibulo e vulva do A. australis abertos dorsalmente: projecio
intra-vaginal da cérvix (== }, férnix uterino [€-), pregueamento da mucosa vaginal { A ), pregas himenais (4},
tubérculo uretral (+ ), vestibulo da vagina { A ), pregas vestibulares (=), pigmentacdo da por¢do caudal do
vestibulo (*), clitéris (=} e vulva [V}, Barra = 1 cm; B - Porgdo peritonial da vagina: apresenta-se coberta por
uma tdnica serosa (<3 ), tela subserosa (*), camada adventicia com veias (™ ), artérias ( =™ ), nervos ('9 }
e espessa camada muscular (& ), HE, Barra = 200 pm; € - Porgio pélvica da vagina: camada muscular
longitudinal { =) e transversa (™ ), camada mucosa com l3mina propria de tecido conjuntivo fromo
entremeado por feixes musculares (*} com fibras eldsticas (Detalhe - =, Barra = 20 pm) e tecido conjuntivo
denso na regido subepitelial { A ], Tric. Masson, Barra = 500 pm; D - Liimen vaginal de animal jovem:
pregueamento do limen (*}, HE, Barra = 500 pm; E - Vagina de animal adulto: mucosa aglandular revestida
por epitélio pavimentoso estratificade nde queratinizado (> ), HE, Barra = 100 pm; F - Superficie vaginal de
animal adulto: prega do epitélio vaginal (™ }, MEV, Barra = 100 pm; 79 - Superficie vaginal de animal adulto:
observamos descamac3o epitelial { ™) e pregueamento (*), MEV, Barra = 100 um.
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Figura 12 — Vestibulo da vagina: A — Foltografia do vestibulo da vagina de animal adylto: pregas himenais (=)
ocluindo o éstio vaginal externo (*), tubérculo uretral {=}, éstio uretral externo ('}, abertura das glandulas
mucosas parauretrais (™ ), Barra =1 cm; B - Vestibulo da vagina: apresenta liimen pregueado (*), HE, Barra =
500 pm; € - Vestibulo da wvagina: teciklo conjuntivo denso rico em fibras coligenas (*) altamente
vascularizado (= }, Tric. Masson, Barra = 50 pm; D - Vestibulo da vagina: camada muscular (™ } profunda,
entremeada por fibras coligenas (*), Tric. Masson, Barra = 500 pm; E - Vestibulo da vagina: apresenta
mucosa revestida por epitélio pavimentoso estratificade £ ), HE, Barra = 20 pm; F - Ostio uretral externo:
apresenta espessa camada muscular (> ) que constitui o esfincter uretral, camada mucosa com numerosos
vasos sanguineos [ ™ ) e limen pregueado (*), HE, Barra = 500 pm; G - Uretra: revestimento da mucosa
uretral por epitélio colunar estratificado [ = ), HE, Barra = 20 pm.



Figura 13 — Vulva: A - Fotografia da regido externa da vulva: apresenta-se como uma regido com
escassa cobertura pilosa, situada ventralmente ao dnus, coberta por pele escura e pregueada (*),
possuindo libios vulvares esquerdo (= ) e direito (< ) ocluindo a vulva. Clitéris projetado na
regido ventral da rima [™ }; B - Vulva: apresenta epitélio pavimentoso estratificado queratinizado
{ A ) com numerosos melandcitos (Detalhe: = Barra = 10 pmy), grinulos de melaninina (&) e
espessa camada cémea (€ ), HE, Barra = 20 pm; € - Vulva: labios vulvares apresentam foliculos
pilosos primdrios [ A ) ehsecundérios { < ), glandulas sebiceas apdcrinas [ — ), glindulas
sudoriparas enoveladas ( 1 } e vasos calibrosos (=), sustentados por tecido conjuntivo denso n3o
modelado rico em fibras coligenas (*), Tric. Masson, Barra = 200 pm; D - Vulva: vista superficial
da camada comea da epiderme da vulva de animal adulto para observacdo do nivel de
descamacdo celular desta regido (*), MEV, Barra = 20 pm; E - Vulva: visualizamos a morfologia
diferenciada entre os pélos vulvares primdrios (™ ) e secundarios (=}, MEV, Barra = 10 pm.
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Figura 14 — Clitéris I: A - Fotografia de animal jovem: apresenta-se inserido na fossa clitoriana (==},
projetado além de prepiicio (> ), glande clitoriana e bordas laterais { = ), projegio central (*), Barra =
0,25 am; B - Fotografia de corte sagital do clitoris de animal jovem: observamos a existencia de um

clitoriano (*}, inserido na projeg3o central da glande clitoriana (=2 ). Corpo cavernoso do clitoris
{1 ). Tecido fenestrado (corpo esponjoso} envolve o osso clitoriano { — ) que se continua caudalmente
como parte média dos bulbos do vestibulo {€- ), Barra = 0,5 cm ; € - Fotografia da vista lateral do asso
clitoriano de animal adulto: observamos curvatura (*} e dilatagdes nas extremidades do osso (‘" ),
Barra = 0,5 cm; D - Clitdris: apresenta revestimento de epitélio pavimentoso estratificado ndo
queratinizado { = ) apresentando estrato lucido como regido epitelial mais externa (*). Possui
excassos granulos de melanina em sua camada basal = } e junges intercelulares que se evidenciam
entre as células da camada espinhal { = Detalhe - Barra = 5 pm), HE, Barra = 20 pm; E - Clitoris:
Corpo esponjoso com tecido erétil, numerosos seios venosos [ — ) e artérias calibrosas [ = ),
sustentados por tecido conjuntivo denso ndo modelado rico em fibras coldgenas (*), Tric. Masson,
Barra = 100 pm; F - Clitdris: observamos numerosas terminagbes nervosas dispersas pelo corpo
clitoriano (== ), [Detalhe: Axdnic = ; Barra = 10 pm}, HE, Barra = 100 pm; G - Clitdris: glandulas
sebdceas apdcrinas { = ), HE, Barra = 20 pm; H - Clitoris: glindulas sudoriparas enoveladas { = }, Tric.
Masson, Barra = 200 pm.
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Figura 15 — Clitéris 1I: A — Osso ditoriano: Apresenta a regido cortical periférica de osso compacto (™ j, uma
regido medular (*} e perigstio (==}, MEV, Barra = 300 pm; B — Regido cortical do osso clitoriano (™ }, MEV,
Barra = 3 pm; € — Regido medular do osso clitoriano (*), MEV, Barra = 10 pm; D - Clitéris: vista da superficie
epitelial da glande do clitdriss numerosas aberturas de glandulas {(*), MEV, Barra = 100 pm; E - Clitoris:
abertura de glandula clitoriana em maior aumento, recoberta por epitélio intemo (=} e edemo { = ) ao
ostio glandular {(*), MEV, Barra = 30 pm; F - Clitdris: especializa¢cdo ultraestrutural da superficie epitelial da
abertura glandular F: dpices celulares formam uma arquitetura labirintica nesta regido (Destaque, Barra=
1 pm}, MEV, Barra = 3 pm; G - Clitoris: vista em grande aumento da superficie adjacente a abertura de
glandula da glande do clitdris: superficie plana, sem aspecto de labirinto (™ ], (Destaque, Barra = 1 pm},
MEV, Barra = 2 pm.
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6.3 VASCULARIZACAO DOS ORGAOS GENITAIS FEMININOS D@. australis

O A. australisapresenta diferenciacbes em sua vascularizacambaiedominal e
pélvica quando comparado a outros carnivoros jérities. Apos injecdo de latex por via
arterial em trés animais, dissecacdo e estudo skeulaizacdo abdominal e pélvica de
outros 18 espécimes fémeas, observamos uma acamsiecializacdo dos vasos arteriais
caudais as artérias renais (Figura — 105 A). Ambgdes referentes as artérias mais

calibrosas e relevantes aos 6rgaos genitais feasrsardo aqui descritas.

6.3.1 Artérias ovarianas

Em todas as fémeas estudadas o numero de arteaaanas € sempre igual ou
maior que duas. A maioria dos animais possuiaepdhahente trés artérias ovarianas
(16/21) denominadas cranial (Figura 16B,C,D - Btgdial (Figura 16B,C,D — B2) e
caudal (Figura 16B,C,D — B3). Apenas alguns aniniai81) apresentam duas artérias

ovarianas em um dos antimeros corporais.

Todas as artérias ovarianas apresentam ramificapiese direcionam ao rim
ipsilateral, visivel ao nivel da serosa renal. ASraas ovarianas ao se aproximar do ovario
emitem numerosos ramos tubaricos e artérias deepequalibre e arteriolas que atingem o

hilo ovariano.

Caudal as artérias ovarianas, observamos a origeartétia mesentérica caudal.
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6.3.2 Artéria lliaca interna

ApOs a mesentérica caudal, a aorta abdominal myoesem direcdo a cavidade
pélvica e apresenta uma diminui¢cdo gradual de slfore. Na regido cranial da cavidade
pélvica, da aorta originam-se as artérias iliacéereas (Figura 16B,C,D - C) e, seguidas a
estas, as artérias iliacas internas direita e edguas iliacas externas avancam em direcao
a regido externa da pelve e atingem a regidao ab@draudal e profunda do membro

pélvico.

A artéria iliaca interna (Figura 16B,C,D - D) ammes divisdo em artérias

pélvicas menores e altamente especializadas nossnadultos e jovens estudados.

Assim que a artéria iliaca interna avanca peladeald pélvica encontramos a
origem da artéria umbilical (Figura 16B,C,D - E)egavanca ventralmente em direcdo a

bexiga, penetra no ligamento lateral deste orgémite ramificacdes craniais.

Imediatamente caudal a artéria umbilical enconteamartéria uterina (Figura
16C,D - F). Esta € um pouco mais calibrosa quenagira e alguns animais apresentam-na
fusionada a artéria umbilical em sua origem. A raxtéterina (Figura 16C,D - G),
principal artéria do Utero, avanca em direcdo abntlesde a entrada da cavidade pélvica
até a regido do corpo uterino. Ao se aproximartdoola artéria uterina emite 4 ramos: 1)
ramo vaginal (Figura 16D - G1) que avanca caudaiemel) ramo uretral (Figura 16D —
G2) que avanca em direcdo a porcao inicial daajrdjrramo vesical caudal (Figura 16D —
G3) que avanca até o colo da bexiga e 4) ramo ab(Rigura 16D — G4) que avanca em
direcdo cranial desde o colo e corpo, até o comaitdro. O ramo cornual apresenta
ramificacbes mediais no mesométrio e diminui sdibreaa medida que se aproxima da

porcao cranial do corno uterino.

A artéria iliaca interna segue pelo teto da caedaélvica caudalmente a artéria
uterina e apresenta entdo duas ramificacbes dolsgsimeira é a artéria obturadora
(Figura 16C,D - H), que penetra pelo orificio obtlor e a segunda, de maior calibre, é a
artéria glutea caudal (Figura 16C,D - 1), que asaa direcdo a regido glutea caudal

externamente a pelve.
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Caudal a artéria glutea caudal, contudo na regediral da artéria iliaca interna,
origina-se a artéria vaginal (Figura 16C,D - J). Eestaria avanca caudoventralmente em
direcdo a vagina. Antes de atingir a vagina, aiart@ginal (Figura 16C,D — J), emite trés
ramos: 1) Artéria retal média (Figura 16D — J1) quanca dorsalmente em direcdo ao
reto; 2) Artéria do bulbo do vestibulo (Figura 16032), que entra no bulbo do vestibulo;
3) Artéria clitoriana (Figura 16D — J3) que se emaupelo aspecto lateral do vestibulo

vaginal até o clitoris.

Caudal a artéria vaginal, da iliaca interna origigaa artéria perineal ventral
(Figura 16C,D - K) que avanca ao longo do retocapgerineo. A artéria perineal emite
duas artérias: 1) artéria retal caudal (Figura £881), que avanca até o reto e canal anal;

2) ramo labial dorsal (Figura 16D — K2) que avaeigedirecao ao labio pudendo.

Caudal a artéria perineal ventral, a artéria iliatarna emite ventralmente a
artéria glutea caudal (Figura 16C,D — L). Estarmtéegue ao longo da borda dorsal da
espinha isquiatica e avanca lateralmente em diregddal, emitindo trés ramos: 1) Artéria
iliolombar (Figura 16D — L1), que avanca em diregdmor¢do muscular da regido glutea,;
2) Artéria caudal lateral (Figura 16D — L2), quegse em direcdo a cauda e 3) Artéria

perineal dorsal (Figura 16D — L3), que irriga aidieglorsal do perineo.

Uma caracteristica que representa a grande espacé da vascularizagdo
arterial doA. australisé a continuagéo da artéria iliaca interna pela ffiaediana e plantar
do membro pélvico diferenciado da espécie (nadadaiudal). Encontramos em todos os
animais estudados, apés a artéria glutea caudasegmento apendicular da artéria iliaca
interna que avanca até a regido da articulagadortétinio-patelar, quando entdo comecga a
apresentar bifurcacdes que avancam até as parieslistais do membro pélvico (Figura
16C,D — M).



Figura 16 - Vascularizacio arterial dos drgios genitais femininos do A. australis: A — Animais com
os membros pélvicos auxiliando na termoregulacdo corporea (circulos). B - Animal jovem com
injecdo de latex e dissecacdo da Aorta abdominal e seus ramos. € — Animal adulto com injegdo de
sol. fisiologica e paraformoldeido 4% caudal a A. renal, seguida de retirada dos orgdos genitais
femininos, dissecagdo e realce da Aorta abdominal e lliacas com seus respecitivos ramos. D -
Esquema da vascularizagio arterial dos orgao genitais femininos do A australis. Legendas: A—A.
renal esquerda; B1- A. ovariana cranial; B2 — A. ovariana medial; B3 — A. ovariana caudal; C - A.
mesentérica caudal; D — A. iliacas externas; E — A. iliacas internas; F — A. umbilical; G —A. uterina;
G1 — Ramo vaginal da A. uterina; G2 — Ramo uretral da A. uterina; G3 — Ramo vesical caudal da A.
uterina; G4 — Ramo cornual da A. uterina; H —A. obturatdria; | — A. glitea cranial; J — A. vaginal; J1 —
A. retal média; J2 — A. do bulbo do vestibulo; J3 — A. clitoriana; K — A. perineal ventral; K1 — A. retal
caudal; K2 — Ramo labial dorsal da A. perineal ventral; L — A. glitea caudal; L1 — A. iliolombar; L2 —
A. caudal lateral; L3 — A. perineal dorsal; M — Segmento apendicular da A. iliaca interna.
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6.4IMUNO-HISTOQUIMICA

Serdo agora descritos os resultados referentamwmliocalizacdes das proteinas
vasculogénicas, VEGF (Fator de Crescimento Vasdinaotelial) e EG-VEGF (Fator de
Crescimento Vascular Endotelial derivado de Glaaslw@nddcrinas), nos ovarios e nos
cornos uterinos de animais jovens e adultos, eroiipa Ki67 (Proteina marcadora de

Proliferacédo Celular), no epitélio das criptas @aas de animais jovens e adultos.

6.4.1 Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEB)

A imuno-histoquimca da proteina VEGF nos animaidtasidioi realizada, contudo
estes resultados ndo serdo apresentados uma vdmgue identificacdo nuclear desta
proteina na maioria das células luteinicas, esimmaarianas e das glandulas uterinas,

marcacao esta ndo esperada para o VEGF, alénogésinatica como esperado.

Os resultados imuno-histoquimicos dos animais joserio agora descritos.

6.4.1.1 Ovarios

A proteina VEGF esta localizada no citoplasma demaadas células do estroma

dos ovarios de animais jovens (Figura 17A).
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6.4.1.2 Cornos uterinos

A proteina VEGF ¢é localizada no endotélio de caepia das células do epitélio

das glandulas uterinas de ambos 0s cornos uterosanimais jovens (Figura 17C).

6.4.2 Fator de Crescimento Vascular Endotelial devado de Glandulas Enddcrinas
(EG-VEGF)

Este fator foi identificado nos ovarios e corncyinbs jovens e adultos.

6.4.2.1 Ovarios

A proteina EG-VEGF esté localizada no citoplasmaaidulas luteinas, estromais

e endoteliais dos vasos dos ovarios de animaisigoge@dultos.

Como anteriormente descrito, o corpo luteo (CL)Adaustralisesta composto por
células de diferentes tamanhos. Estas célulaspe@mdiente do seu tamanho, expressam a
proteina EG-VEGF no seu citoplasma (Figura 18A)s Nwarios de animais adultos,
contralaterais ao CL, o EG-VEGF esta localizado itoplasma de grande parte das

células estromais (Figura 18B).

Nos ovarios de animais jovens as células estropwiem ou ndo expressar o EG-
VEGF no seu citoplasma, contudo, esta proteinalessédizada na grande maioria destas

células e endotélio de vasos ovarianos (Figura.18C)
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6.4.2.2Cornos uterinos

Todos os cornos uterinos estudados apresentaraf@-WHEGF localizado no
citoplasma das células endoteliais e no citopladasacélulas do epitélio das glandulas

uterinas de animais jovens (Figura 18E).

Nos cornos uterinos dos animais adultos foi poksibservar a localizacao
nuclear desta proteina, além da citoplasmaticaimAsendo, estes resultados ndo seréao

apresentados.

6.4.3 Ki67

Esta proteina relacionada a proliferacéo celuld espressa nas células do epitélio

das criptas ovarianas.

6.4.3.1Criptas ovarianas

O epitélio das criptas ovarianas apresenta cékds proximas ao limen ou mais
proximas a membrana basal. Contudo, a proteina &jipg&senta-se localizada no nucleo
de células presentes nas duas camadas do epiééloipda. A imunolocalizacdo desta
proteina, marcadora da proliferacéo celular, ociam& na camada mais superficial como
na profunda do epitélio da cripta, assim como esldas duas camadas também séo
negativas para a reacdo imunohistoquimica testadaanimais jovens (Figura 19A) e
adultos (Figura 19B).



Figura 17 — Imunohistoquimica para VEGF utilizando-se anticorpo monoclonal {VEGF — SC152: A20,
Santa Cnz), diluido 1: 400: A - Ovdrio de animal jovem: células do estroma ovariano jovem podem
ser positivas (4 } ou negativas (‘ ) para a expressio da proteina VEGF em seu citoplama , Barra = 20
pm; B - Ovdrio de animal jovem: células do estroma ovariano { ﬂ ). controle negativo (CNJ, Barra =
20 pm; € - Como uterino de animal jovem: células das glandulas uterinas expressam a proteina VEGF

em seu citoplama ( < ). Barra = 20 pm; D - Como uterino de animal jovem: glandula uterina (Q ).
Controle Negativo, Barra = 20 pm.
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Figura 18 — Imunohistoquimica para EG-VEGF utilizando o anticorpo policlonal {Peptideo J0605601K -
Invitrogen®) diluido 1:3000: A - Ovdrio de animal adulto : corpo liteo {CL) em diapausa - todas as
células luteinicas expressam a proteina EG-VEGF em seu citoplasma, (‘ e ), Barra =20 pm; B -
Ovario de animal adulto contra-lateral ao €L em diapausa - a maioria das células do estroma ovariano
expressam a proteina EG-VEGF em seu citoplama ( | ), Barra = 20 pm; € - Ovdrio de animal jovem:
células do endotélio de artérias de pequeno calibre s3o positivas (¢} e células do estroma ovariano
jovem podem ser positivas { @ ) ou negativas (<1 ) para a expressdo da proteina EG-VEGF em seu
citoplama, Barra = 20 pm; D - Ovdrio de animal jovem: células endoteliais {¢== } e do estroma ovariano

). controle negativo (CNJ, Barra = 20 pum; E - Como uterino de animal jovem: células das glandulas
uterinas expressam a proteina EG-VEGF em seu citoplama ( < ), Barra = 20 pm; F - Como uterino de
animal jovem: células endoteliais (¢ } e de glindula uterina ( Q), Controle Negativo, Barra = 20 pm.



Figura 19 - Imunohistoquimica para o antigeno Ki67 utilizando o anticorpo monoclonal {clone
MB67, BioSource® - AHF0342) na diluicdo 1:10. A - Ovirio de animal jovem: corte longitudinal das
criptas ovarianas, seu epitélio apresenta células positivas ( < } e negativas (Q ) para a expressio
da proteina Ki67 , Barra = 20 pm; B - Ovario de animal adulto: corte transversal, observamos no
epitélio da cripta, células positivas (< ) e negativas ( ﬂ } para a expressdo da proteina Ki67, Barra =
10 pm; € - Cripta ovariana de animaljovem ( <), Controle Negativo, Barra = 20 pm.
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6.5 ENSAIOS COM RNA DOS CORNOS UTERINOS

A partir dos materiais coletados e fixados em géroo liquido, obtivemos RNA
dos cornos uterinos em diapausa (direito) e pas-gesquerdo) de 4 animais adultos (42,

43, 44 e 52), passiveis de serem estudados.

6.5.1 Qualidade do RNA

Apés extracdo pelo método do Trizol o RNA Total assla corno uterino, foi
guantificado através do espectrofotometro (BioPieter®, Eppendorf AG), utilizando-
se como padrad®lanck de leitura (0,00) H20 DEPC. O resultado da quiaaiio da
concentracdo de RNA (ug/ul) das amostras estaaapteeto na Tabela 5, abaixo:

Tabela 5 — Quantificacdo do RNA total / Espectraiudtria

[ 1 RNA Razao
Animal / C. pg / pl 230/260 nm 260 /280 nm VTF*
Ut.

42 | direito 4,3838 2,16 1,85 20l
42 | esquerdo 8,4119 2,03 1,90 20ul
43 / direito 5,6206 2,13 1,87 20l
43 | esquerdo 7,2933 2,14 1,91 30l
44 [ direito 5,3819 2,16 1,93 30ul
44 | esquerdo 9,9054 2,18 1,88 20ul
52 / direito 6,2474 2,19 1,87 20pl

52 / esquerdo 4,5517 2,16 1,86 20l
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A analise quantitativa revela uma boa concentralfid&RNA Total extraido, e a
Razao observada nos propde que a qualidade deacawtdra, a se julgar por este dado, é

passivel de processamento para analises quamtdaimo o PCR em Tempo Real.

As amostras de RNA Total foram também analisadaaljtgtivamente através de
gel de agarose a 1%. Utilizando-se o coramizding Dy® na concentracdo de 10 % do

volume de RNA Total obtivemos o seguinte resultgdgura 20):

42 43 44 52C

| U

Figura 20- Analise qualitativa por eletroforese em gel deresgm 1% do RNA Total dos

cornos direito (D) e esquerdo (E) dos animais &2e 414, corno direito do

animal 52 e GAPDH como controle (C).
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6.5.2 Ensaios de amplificagcéo e quantificagdo em R@&m tempo real

Aliguotas de cDNA sofreram ensaios em PCR em TeR@al em Aparelhe
ABIPrism” 7500 (Applied Biosystems, Foster, USA), para gifiaatao das amplificaces
do gene VEGF, que foram normalizados a partir ¢ g@nstitutivo GAPDH.

Obtivemos os seguintes resultados iniciais, refesea quantificacdo relativa do
gene VEGF para o RNA de todos os cornos uterinoslados (Figura 21):

, {4} 7500 System 505 Software - [alexti_38 (Absolute Quastification)]
O] Fie View Tosk Insument Acsbys: Widow Hebp

1S H SGREGHE D »?
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Theeshold: |0.2000000

" Auto Basedne

& Manual Baselne:
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Cycle Number
&

5 | 7 | [ | s | 0 | it | 12 |

Ducorneded HUM

Figura 21- Andlise da quantificacdo relativa por PCR em TerRgal das amostras de

cDNA dos cornos uterinos direito e esquerdo domaisi 42, 43, 44 e 52,

testadas para os gene VEGF e GAPDH como contrigem
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Como resultados, visualizamos que todas as amaatnaificaram em torno do

ciclo de nimero 22.

O nivel de expressdao do mRNA do VEGF entre os coasguerdo (diapausa) e

direito (pdésparto) em todos os animais adultosdestos estdo apresentados na Figura 22:

VEGF

08 1

RGE

06 A

04 A

02 1

42 43 44 £2

Animais

ACornc dircito B Zorno csgucrdo

Figura 22 - Analise da quantificagéo relativa p@RPem Tempo Real das amostras de
MRNA dos cornos uterinos direito (6 a 8 semanapagt®) e esquerdo
(ipsilateral ao CL em diapausa na época de coles)adimais 42, 43, 44 e

52, testadas para o gene VEGF.



6.6 DADOS CLIMATOLOGICOS

Obtivemos informacgdes climatoldgicas de Rochareetes aos anos 1961 a 1990
(Figura 23) e para o dado Temperatura média meefakntes aos anos de 1910 a 2005
(Figura 24). Estes dados revelam diferencas masaenitre os meses e estagcdes do ano.

Relacionaremos estes dados a biologia reprodutiva dustralis,na sessao de Discusséao.

ESTACION METECROLOGICA ROCHA

ALTITUD: 1816 m

LATITUD: 34729 65 LONGITUD: 54%18 7%

99

Ml JLIM el 5 P O OIC ARLAL
OISR E1-00 217 | 215 | 1959 166 137 111 109 114 127 15,1 176 | 202 16,0
T F190| 388 | 390 | 390 | 330 | 301 288 | 306 | 306 [ 306 | 314 /4| 3825 385
T B1-90| 52 50 48 20 -28 58 -4 6 26 -3.4 07 1.2 38 A8
PAGRN G100 278 | 273 | 255 | 224 19 4 1549 158 16 5 178 | 205 232 | X2 215
WRERN E1-90 | 16,1 160 | 144 11,3 g4 67 64 55 7 95 118 14 4 108
HF B1-90| 75 s 80 83 85 85 85 83 83 g2 78 7B a1
P B1-90 (1011 6 [10125(1014 3 (10159 [1016,3 (1017 31018 61017 9 |1018,1 |[1016 0| 1013 4 [ 1012 3| 1015 4
H= 8190|2573 2013 | 2279 (1892 | 1693 (1342 | 1376 (1603 | 1751 | 2146 | 2325 | 2688 | 23781
P F190| 205 | 208 | 191 152 139 118 11 B 115 126 145 16 4 185 15k
F1-90| 40 39 3.2 29 26 32 25 31 35 40 41 4.1 35
51-90| 99 107 90 72 g9 99 107 111 106 95 83 52 1122
51-90 B 7 7 5] 5] 7 7 7 7 7 7 5 G

INTemperatura Media, mensual o anual

grados Celsius (°C)

Termperatura Maxima aboluta del periodo, Mensual o anual

grados Celsius (?C)

Termperatura Minima aboluta del periodo, Mensual o anual

grados Celsius (°C)

Temperatura Maxima hedia, mensual o anual

grados Celsius (*C)

Temperatura Minima Media, mensual o anuall

grados Celsius (*C)

Hurmedad Relativa, media mensual o anual

porcentaje

Presidn atrmosférica (al nivel medio del mar), media mensual o anual

Hectopascales (hFa)

Tiempo de insalacian directa, acumulada por mes, media mensual o anual del periodo

haoras (v décimas)

Presién de vapor , media mensual o anual
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namero de dias

Figura 23 — Dados meteorolégicos de 1961 a 199(mteFdDireccion nacional de

meteorologia, Uruguai, 2008.
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ESTACAO METEOROLOGICA DE ROCHA
TEMPERATURA

Décadas® jan fev mar abr mai jun jul ago  set out v nodez  Anual

1910-19 29 284 252 228 18,7 154 151 16,1 17204 245 275 21,7
1920-29 28,9 283 263 221 17,7 144 143 158717194 244 273 21,4
1930-39 28,2 281 255 214 16,4 148 135 14,57 1619,8 23 26,6 20,3
1940-49 28,2 285 251 22,7 199 16,8 154 16,43180,2 239 26,6 22,3
1950-59 28,2 26,9 26,2 215 19 15,7 159 16,9 171939 231 26,3 21,4
1960-69 28,1 278 254 223 19,7 16,2 156 16,47 17201 234 26,4 215
1970-79 274 274 254 23 194 16,1 16,4 16,7 109 232 264 21,4
1980-89 28,1 27,2 258 224 19,2 158 154 16,3717204 232 259 21,4
1990-99 27,6 26,6 259 222 19,2 16 154 17,3 1728,7 23,1 26,2 21,4
2000-05 28,4 27,2 26 22,3 189 16,8 154 17,7 17289 236 255 21,7

Figura 24 —Dados de temperatura de 1910 a 2006te HRENOM, 2009.

Apés atenta observacdo dos dados climatolégicosseguidos de fontes
bibliograficas para a area da col6nia reprodutigstudada, realizamos uma série de
analises estatisticas de modo a melhor entendeemoterpretarmos a relacdo entre os
fendmenos ambientas sazonais e o ciclo reprodutov@d\. australis Os resultados e

graficos obtidos com estes estudos serdo agorsempaelos:
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Temperatura

A figura 25a demonstra que a temperatura dos meksesdiapausa foi
significativamente maior do que a dos meses deaggst (p=0.003). A figura 25b
representa os valores de temperatura mensais cdmhas de intersec¢cdo das médias
ocorrendo em junho. A figura 26 demonstra que smeariacdo de temperatura de um
més para o outro ocorre de abril para maio, corinhas de tendéncia demonstrando a

mudanca de comportamento neste mesmo més.
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a 28
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diapausa gestacio
dez jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov
—+—diapausa — W - gestacdo Linear (diapausa) ~ -------- Linear {gestacdo)

Figura 25 - Temperatura (°C): diapausa X gestaggonf@dia mensal de 1900 a 2005 (b),
(p=0.0033).

aq | 241 3,46
dez-jan jan-fev fev-mar mar-abr abr-mai mai-jun jun-jul jul-ago ago-set set-out out-nov nov-dez

 diapausa . g estacio

Lirear [diapausa)  -------- Linear {gestagio)

Figura 26 - Variacdo da temperatura més a més ifi€jia mensal de 1990 a 2005 com
interseccédo das linhas de tendéncia em abril -.maio
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Fotoperiodo

7

O fotoperiodo é significativamente maior durantefame da diapausa em
comparacao com a gestacdo (p=0,0210) (Figura 2®Wudanca de comportamento deste
fator acontece da seguinte forma: diminui de dezensbmaio e aumenta, de maio a

novembro, de acordo com as linhas de tendéncia@lfagura 28).
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Figura 27 - Horas de sol (H/més): média mensal disgpa media gestacao (p=0,0210).
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Figura 28 - Horas de sol (H/més): média mensal degpa meédia gestacdo com
interseccédo das linhas de tendéncia em maio.
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Umidade Relativa do Ar

A umidade relativa durante a fase da diapausandfisegivamente menor que
durante a gestacao (p=0,0309) (Figura 29). O mésimado é o més de maio, més no
qual também as linhas de tendéncia se cruzam endéram uma mudancga de

comportamento deste fator (Figura 30).
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Figura 29 - Umidade (%): média mensal diapausa xargastacao (p=0,0309).
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Figura 30- Umidade (%): média mensal diapausa Xiangestacdo com intersec¢do das
linhas de tendéncia em maio.
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Precipitacdo Acumulada

A precipitagdo acumulada ndo apresenta diferengtistea significativa entre as
fases da diapausa e gestacao (p=0,0637) (Figur®3thgs que apresenta 0 menor volume

de acumulo de aguas de chuva é o més de dezermabuids por abril (Figura 32).
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Figura 31 - Precipitacdo acumulada (mm): média neligpausa x média gestacao
(p=0,0637).
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Figura 32 - Precipitacdo acumulada (mm): média meli@gpausa x média gestacdo com
linhas de tendéncia de comportamento semelhante.



105

Dias de Precipitacdo

Durante a gestacao ocorrem mais dias de chuvaaansésl que durante a diapausa
(p=0,0373) (Figura 33). Os meses em que o0s digsre&@pitacdo ocorrem menos Sao

dezembro, seguido por abril e maio (Figura 34).

7 -
6 -
5
4 -
3 -
2

o

diapausa gestacio

Figura 33 - Precipitacdo (dias/més): média mensgladisa X média gestacao (p=0.0373).

dez jan fev mar abr mai jun jul ago set out now

—e— diapausa =— = —gestacdo Linear (diapausa) -------- Linear (gestacdo)

Figura 34 - Precipitacdo (dias/més): média mensgadisa X média gestacdo, com linhas
de tendéncia paralelas.



106

Pressao Atmosférica

A pressdo atmosférica é significativamente menaarte a diapausa que durante a
gestacao (p=0,0071) (Figura 35). As linhas de tecidése cruzam no inicio do més de
julho (Figura 36).
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Figura 35 - Pressdo atmosférica (hPA): média mehaphusa x media gestacéo
(p=0.0071).

1020 +
1019 -+
1018 -
1017 -
1016 -
1015 -+
1014
1013 -
1012 S
1011 S
1010 T . T . T T . T T . 1

dez jan fewv mar abr mai jun jul ago set  out nowv

—e— diapavsa — # — gestacao Linear (ciapausa) -------- Linear (gestzcdo)

Figura 36 - Pressdo atmosférica (hPA): média meligphusa x media gestacdo com
intersec¢do das linhas de tendéncia em junho.
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Velocidade do Vento

A velocidade do vento ndo apresenta diferenca fgigtiva entre as fases da

diapausa e gestacédo (p=0,4273) (Figura 37). O mésagresenta 0 menor volume de

vento é o més de maio e 0 que apresenta o maiamece novembro (Figura 38).
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Figura 37 - Velocidade do vento (m/s): média medeglausa X média gestacao
(p=0.4273).
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Figura 38 - Velocidade do vento (m/s): média medesglausa X média gestacdo com
intersecc¢édo das linhas de tendéncia em junho.
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7 DISCUSSAO
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7 DISCUSSAO

Descrever a anatomia nos niveis macroscopico, Buopco e ultraesrutural de um
conjunto de 6rgédos que trabalham em sintonia, étareéa ardua e delicada. Contudo, 0s
resultados obtidos deste trabalho, por si sO, efio $eu valor e beleza totalmente
revelados. Assim, ao arriscar-se pelo terreno dwidnalidade, o anatomista deve
conhecer a biologia, ecologia, taxonomia, fisicdogievolucdo da espécie, para propor ao
recorte de um momento fisiologico (fotografia, eptémina) funcéo e uso, essa sim, tarefa
mais delicada ainda. Conscientes da importancestielos dessa natureza, assumimos 0s
riscos e apresentaremos uma discussdo morfofuhceoreofisiologica no intuito de

contribuir ao conhecimento da espécie.

O conjunto que compfe os oOrgaos reprodutores daafédo Arctocephalus
australisapresenta anatomicamente, estruturas passive@mm@¢acado ao ciclo sazonal de
selecdo folicular e ovulacdo, cOpula, diapausa, lamacdo, gestacdo e parto.
Relacionaremos a importancia de estruturas anaéSmeén cada uma destas etapas.

Obedeceremos a ordem cranio-caudal das estruturas.

7.1 ESTUDOS MORFOFUNCIONAIS

A fisiologia ovariana d@\. australisé ainda pouco estudada. Entretanto a auséncia
do corpo albicans, observada em todos os ovarioera de seis a oito semanas apos o
parto revela que importantes mecanismos de regreeséorpo Iuteo, reabsorcédo do corpo
albicans e reestruturagdo do estroma ovariano atapitiamente neste periodo. Em céaes,
0s mecanismos de lutedlise estrutural levam apraciéimente o mesmo periodo apenas
para a regressdo do corpo luteo (CONCANNON, 2009) erpo albicans é visivel
macroscopicamente ainda trés meses apos o parteAMMBRU et al., 2009). A proteina

EG-VEGF encontrada no citoplasma da maioria daslaldo estroma ovariano



110

contralateral ao CL indica que a angiogénese, aémutras funcdes atribuidas ao EG-
VEGF, é um mecanismo envolvido na dinamica ovar@ma&. australispossivelmente
auxiliando a rapida reabsorcédo do CL como despdi@ outras espécies. O EG-VEGF
induz a proliferacdo de células endoteliais emrdive tecidos (LEE et al., 2009b) e esta
presente em todas as fases luteinicas em bovint®taamto, apresenta-se aumentado
durante a lutedlise, agindo na ativagdo de célmasocitarias e aumentando 0s niveis
ovarianos do Fator de Necrose Tumoral (TNF) (KISUKOet al., 2007).

O corpo lateo (CL) € uma glandula enddcrina trénsit originaria do foliculo
ovulatério onde ocorrem constantes remodelamentos inensa proliferacéo,
movimentagédo, diferenciagdo e morte celular. Asllagldo CL s&o classificadas como
esteroidogénicas e ndo esteroidogénicas (SCHAMRISHA, 2004). Em bovinos, a
existéncia de células luteinicas grandes e pequetasiona-se a diferentes niveis de
secrecdo de progesterona (80% e 20%, respectiveyneendo que as células grandes
formam 3% do volume total do corpo Iuteo, enquante as pequenas representam 26%
(DIAZ et al., 2002).

A visualizacéo de células de diferentes tamanho€IlndosA.australisestudados
na fase da diapausa pode relacionar-se ao long®davida desta glandula temporaria as
transformacdes e remodelamentos estruturais rekdos ao seu éxito funcional em todas
fases reprodutivas (KNOBIL et al., 2006). O cicltwal exigiria de fato um funcionamento
e morfologia diferenciados deste 6rgdo, em rela;&@wtros carnivoros de ciclo menor
como 0s caes que possuem apenas um tipo de célalaida (VERMEIRSCH et al.,
2001). Estudos especificos do CL d@o australis precisam ser realizados para que
possamos entender melhor a morfofisiologia desémdglla temporaria na espécie e

acompanharmos suas modifica¢des estruturais enfaseldo ciclo reprodutivo.

As criptas ovarianas estdo presentes em ratos,fogniaovinos, cées e gatos, além
dos pinipedes. Sdo estruturas morfologicamenteioel@adas aos cordfes sexuais corticais,
Chordae sexualegjurante a vida embriolégica (GILBERT, 2000) quajavia, ndo se
degeneram depois do nascimento nestas espéciesA(BBBTOI, 2007). As criptas
ovarianas tém sido descritas como possiveis proaiitte células germinativas (foliculos
primordiais) ap6s 0 nascimento e durante a idadeltaadem algumas espécies
(BUKOVSKY et al., 2008). Nossos estudos e resukadoomo: (1) a semelhanca
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morfoldgica entre o epitélio de revestimento datarie o epitélio germinativo que reveste
0 ovario sabidamente envolvido na colonizacao doiopor oogbnias (GILBERT, 2000),
(2) a presenca de dois tipos celulares dentro déliepda cripta, (3) a existéncia de células
epiteliais positivas e negativas para o marcadqrdiferacao celular no epitélio da cripta,
(4) a constante visualizagédo de foliculos primasdieentro do limen da cripta ovariana e
(5) a escassez destes no ovario contralateralrpo titteo durante a fase da diapausa, nos
fazem acreditar que as criptas ovarianas relacieseara possibilidade de neoogénese
durante a idade adulta Wa australis A grande influéncia sazonal na reproducédo desta
espécie € compativel com a possibilidade da selegifiwal de um mecanismo de geragéo,
recrutamento e maturacdo folicular especializadmleoa disposicdo gradual de células
oocitarias seja, hipotéticamente, favoravel a namg#o da fémea em reproducdo. A
morfologia especializada das fimbrias do infunddtuld tuba uterina visualizada em todas
as fémeas estudadas revela um direcionamento ritfad® da selegcdo e uso destas
estruturas neste carnivoro aquatico, quando compa®utros carnivoros terrestres como
0s canideos, que apresentam estas estruturasaemeritios organizados em torno do 6stio
abdominal da tuba uterina (SCHALLER et al., 1998@pntudo, ndo se observa a
morfologia das fimbrias ovarianas n&. australis como nas éguas, que também
apresentam sazonalidade a cada ovulacdo (NICKEAL efl979). As fimbrias da tuba
uterina séo responsaveis e provavelmente sofrezgé&sebpara garantirem, apos a ruptura
folicular, o recolhimento do évulo e sua conducéd @ostio abdominal da tuba uterina
com sucesso. A estrutura, em forma de favo dedaslfémeas. australisesta justaposta

e € capaz de envolver grande parte do ovario. @uaasicdo permite uma mobilidade em
conjunto, o que seria uma excelente e segura fer@anrde conducao do ovulo a luz da
tuba uterina, etapa fundamental a manutencéo deptecie unipara. O Ostio uterino da
tuba é protegido por bordas livres capazes de enabstio e impedir a saida do 6vulo
ou embrido, caso a concepcédo ocorra dentro dautebaa, como descrito na maioria das
espécies (KNOBIL et al., 2006). Este mecanismo pesder relacionado a longa diapausa,
pois possibilitaria uma retencdo do embrido, pessignte no estagio de blastocisto
(RENFREE; SHAW, 2000) determinando um tempo ma&pdrmanecia na luz da tuba.
Contudo, nossos resultados ndo apontam evidéneiggathde especializacdo em nivel

celular no epitélio da tuba uterina.

O utero doA. australislocaliza-se, mesmo quando gravidico, proximo aaeegi
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dorsal da cavidade abdominal, sustentado pelo égémredondo do Utero. Este fato pode
relacionar-se a necessidade do animal nadar eaefehwvimentos proprioceptivos

multidirecionais durante esta atividade (HOCHACHK2(Q00), além da fémea ainda
efetuar a alternéncia entre os ambientes aquétitcesestres. O curto e forte ligamento
minimiza a movimentacdo uterina intracavitariapfgue diminui os riscos de tor¢des

uterinas e colabora para o sucesso da gestacao.

O grande pregueamento observado na mucosa uteritzdas as fémeas estudadas
estabelece uma maior area de superficie endome®iabndomeétrio esta repleto de
glandulas uterinas, e estas parecem ser resposigaiai manutencdo da viabilidade do
blastocisto durante a diapausa e implantacdo (ALLBMN.SHER, 2009) (No preld) O
pregueamento pronunciado da mucosa uterina papetes nossos achados, ainda ser
importante para a regidao de implantacédo. A visagfip de areas de formacdes papilares,
originando-se das pregas do endométrio em regideergo cranial do corno uterino,
justamente onde a cinta placentéria costuma seafpmssociada a presenca de secre¢éo
das glandulas uterinas destas estruturas, indicaenpgdem interferir na escolha ou
sinalizacdo mecanica ou quimica do sitio de implgid (VALLET et al., 2009; DEMIR
et al., 2002) ou se modificarem apos a mesma (IGWEKR, 2009).

O veéu uterino noA. australis representa uma caracteristica morfologica
especializada, que parece estar relacionada aamnpdsgopula e concepcdo. A Unica
oportunidade anual de cOpula para a espécie oeorterno de uma semana apos o parto e
mesmo com a rapida regressao do CL, é provaveh geerecao de substancias resultantes
do parto e involucdo do corno uterino, anteriorraegravidico, ainda ocorra no momento
do estro e copula. Este fato faz com que a fémeagqgssua maior projecdo caudal do véu
uterino e menor corpo do utero, ofereca mais tiile de chegada do ejaculado do macho
ao seu 6vulo, devido ao corno contralateral ao €aremais livre de secrecdes puerperais.
Outra vantagem do pouco contato do corno no p@spamn 0 meio externo seria a
prevencdo de contaminacdes e infeccbes causadas p@bulas, comuns durante o
puerpério (AZAWI et al., 2008). Essa selecdo comduzertamente a quase inexisténcia

de corpo do utero descrita em nossos resultados.

2ALLEN, W. R.; WILSHER S. A Review of Implantatiomd Early Placentation in the Marfelacenta Oct
20, 2009. (No prelo).
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A cérvix projetada ao interior da cavidade vagir@m Ostio uterino externo
centralizado, representa uma barreira fisica aeqyéo. Os dados de trabalhos na area de
paternidade em pinipedes sugerem que, em torn® pderento das fémeas copuladas por
um macho geram um descendente dele, a outra meghaeieenta descendentes de machos
de cépulas em téticas secundarias de acasalancento, copulas com machos jovens na
periferia da colonia (LIDGARD et al., 2004). Notsimia de acasalamentos multiplos e
formacdo de haréns db. australis,a fémea pode ser copulada e o local de ejaculagcéo
ocorrer no fornix vaginal, profundo nesta espé@ienacho que conseguir ejacular mais
préximo do éstio uterino externo ou, se possivel, regido intracervical, tem maior
probabilidade induzir a concep¢ao. Outros fatoresnac momento de ovulagéo,
receptividlade ao macho, etc também interferem nxa tade concepcéo
(KARUPPASWAMY et al., 2009; LIDGARD et al., 2004).

O pregueamento e descamacdo do epitélio vaginalarava caracteristica de
resisténcia ao atrito que esse 6rgao desenvoleemodo a adaptar-se ao atrito da glande e
pénis durante as coOpulas e do filhote durante o d®ATEL et al, 2006). O himen
pronunciado doA. australis que praticamente oclui o Ostio vaginal externo epod
relacionar-se a necessidade de evitar o contatessixo da agua com o epitélio vaginal
que a espécie esta sujeita. Lavagens excessivamudesas estdo relacionadas ao
surgimento de patologias, pelo desequilibrio qua g& flora microbiana sapréfita dos
orgaos genitais (FLEISS et al., 1998).

O fato da superficie ventral do vestibulo apresemialaninizacdo e isto ndo
ocorrer na superficie dorsal da mesma regido,ioglacse a protecéo a radiacédo solar que
pode ocorrer nesta regido durante as horas quaeafpermanece sob o sol, descansando
sobre as rochas. A deposi¢cdo de melanina estédorsdaa a protecdo contra injurias ao
DNA pela radiacdo Ultravioleta (UV), visto que alamna protege a célula de lesdes
(HAKKINEN et al., 2003). A pele da vulva passa@@ehesmo processo de exposicio
solar, e em maior intensidade. O alto grau de nredana epiderme da vulva demonstra
relacdo com o tempo de exposicdo ao sol e a pméex§landulas sudoriparas desta regido
das lesdes por radiacdo UV (JABLONSKI; CHAPLIN, @DMA espessa camada cornea do
epitélio da vulva fornece a essa regido uma resistéao atrito, fato que pode ser
importante ecologicamente pela grande exposicavutlea ao meio. Os queratonocitos

estdo envolvidos com a renovacdo epitelial e ¢izgifio de injurias de pele (SMILEY et
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al., 2006).

A espessura da camada muscular dos labios vulgaragaz de ocluir fortemente a
rima vulvar, evitando a entrada excessiva de agueestibulo e vagina durante o nado e
mergulho, fato importante a manutencdo da composig&robiana simbidtica destas
cavidades (FLEISS et al., 1998).

A menor melanizacéo do clitoris em relacdo aosokaliulvares indica que apesar
da facil exposicdo deste 6rgdo nos animais estsdat recebe uma menor insolacéo, e
encontra-se protegido pelos labios e pélos vulvayemde parte do dia. O clitoris é
protegido de varias formas: pelos labios vulvapedp prepucio clitoriano, pela fossa
clitoriana e ainda pelas bordas livres que poderobrér diretamente a projecéo central do
clitoris. Esta protecdo, associada aos multiploee$ede nervos encontrados nesta regido,
determina que ela apresenta uma grande sensilglidathervacao clitoriana deriva dos
nervos pudendo e hipograstrico, sendo responsqetis excitacdo sexual (MARTIN-
ALGUACIL et al., 2008). A estimulacdo da glandetariana desencadeia uma resposta
vaginal, reflexo clitorovaginal, o que contrai agwvea durante o coito aumentando o
contato com o pénis do macho, estimulando sexudmanfémea da espécie murina
(SHAFIK et al., 2008). O osso clitoriano, associadmapacidade erétil do corpo esponjoso
do clitoris, poderia projetar o 6rgdo caudalmerdeonasiao de erecdo, o que deixaria o
clitéris exposto durante a cépula, sensibilizarg&aterminais nervosos e interferiria na

aceitabilidade do macho pela fémea.

O detalhe microestrutural dos orificios das glaaglulo clitoris podem relacionar-
se com o direcionamento e melhor escoamento dacsecrglandular evitando seu
acumulo e possivel obstrucédo destes orificios. fatberevela o quanto ocorre em todos os
niveis, teciduais e celulares, as especializacéssespécies e que se apresentam como

objetos de sele¢ao do mais apto.

A vascularizacdo, de uma maneira geral, serveqmrduzir nutrientes, oxigénio e
células de defesa até os tecidos, além de retitas ds metabdlitos e CO2 (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2004). A vascularizagdo arterial dos oOmydenitais femininos da\.
australis demonstrada em nossos resultados, apresenta gsandaridade com o ja
descrito para outros carnivoros (SCHALLER et &99). Contudo, a existéncia de trés

artérias ovarianas e do seguimento apendiculaart&sas iliacas internas, irrigando toda a
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regido plantar da nadadeira pélvica, representagrarale adaptacdo destes pinipedes em
relacdo a outros carnivoros. A vascularizacdoAdaaustralis € pouco estudada, e a
descricdo das artérias ovarianas da espécie estlb gealizada pela primeira vez.
Acreditamos que além da nutricdo e protecdo ovarias artérias ovarianas também
possam se relacionar a manutencdo da homeostaseatélestes tecidos. Um animal que
vive em aguas geladas, com um isolante térmicoddmpela pele, tecido adiposo na tela
subcuténea e pélos espessos e impermeabilizadogldmatulas cutaneas (SCHEFFER,
1958), deve apresentar mecanismos de perda ou ghmhemperatura, representados
principalmente pelo sistema vascular (HOCHACHKAD@D O mesmo mecanismo vale
para o seguimento apendicular da artéria iliacanat A adaptacdo do membro pélvico ao
estilo de locomocao natatério dos pinipedes refletem um fortalecimento muscular
desta regido em comparacao com outros carnivonesties (REIDENBERG, 2007). A
necessidade de maior movimentagdo dos membrosdressgo modificacdes no aporte
sanguineo desta regido, sendo que a existéncimaérgacao arterial ventral no membro
pélvico (ramo apendicular da A. iliaca interna) adm as artérias que normalmente
irrigam a porcgao cranial do fémur das espécieseetgmbém ocorrem nA. australis(A.
safena, por exemplo) representam um excelente s@castrutural na evolugéo
biomecéanica da espécie. A constante exposicao dwbnoepélvico ao ambiente externo a
agua, quando o animal esta nadando ha bastante,t@uapquando estdo secos, apos
muitas horas ao sol, quando molham os membroscpélvantes de entrar na agua,
percebidas durante as horas de observagbes daacdldnante as coletas (Figura 16A),
podem relacionar-se a essa especializacdo vasdalanembro pélvico, de modo a

aumentar a eficiéncia do resfriamento sanguinesraaale temperatura corporea.

As caracteristicas morfofuncionais, aqui apresestademonstram que a sele¢éo
natural atua de forma a perpetuar fémeas que apaesesvolucdes estruturais em seus
orgaos reprodutivos que lhes permitem, adaptandaeseambiente: ovular (criptas
ovarianas), evitar a perda do odcito (fimbrias diundibulo da tuba uterina), aceitar a
copula e ser excitada sexualmente (clitéris — reero0sso clitoriano), ser concebida
respeitando a elei¢cdo oculta da fémea (céervix mxrmanter o embrido viavel durante
todo o periodo de diapausa (Ostio uterino da tuleasina, pregueamento e glandulas

uterinas), implantar este embrido de modo que dofgra auxiliasse nesta etapa tao
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comprometedora para 0 sucesso gestacional (pregnéam papilas uterinas), garantir o
suprimento sanguineo e aporte nutricional durantegeatacdo (vascularizacdo e
angiogénese), parir e evitar a contaminacdo dooceonmtralateral ao gravidico (véu

uterino).

7.2 ECOFISIOLOGIA

Desconhecemos o passado das espécies e as comliedese determinam sua
abundéancia e distribuicdo. S8o numerosas e coatdsres adaptacbes para se
adaptar uma espécie a novos habitos de exist&Parées necessarias devem
variar na mesma diregdo até o grau necessario. Hitosncasos a presenca
simultdnea de condigbes complexas, de longa duralgfionaneira particular,
atuando conjuntamente sao necessarias ao desenentei de certas
conformacgfes (DARWIN, 1961).

Os dados climatolégicos da regido da colbnia repgreal do A. australis
apresentados na sessdo dos resultados configuraan comparacao inédita entre o
ambiente e a biologia reprodutiva da espécie. Da nmaneira geral todos os fatores de
ordem ou variaveis ambientais aqui dispostos sésiyes de correlacdo com as principais
épocas reprodutivas dentro do ciclo sazonal dacesp& temperatura, o fotoperiodo, a
umidade, a precipitacdo acumulada e o numero dedéi@huva, a pressdo atmosférica e a
velocidade do vento podem ser relacionados em nw@iomenor grau com 0O ciclo
reprodutivo doA. australis.Contudo, ndo sabemos até o momento como cada wsasdes
fatores interage com a fisiologia da espécie, taropae existe um mais importante para o

controle endocrino e ciclo circadiano desses asimai

O fotoperiodo apresenta menor variacdo ao longempo, o que o transforma em
um indicador de atividade sazonal para varios e bioldgicos ja estudados como a
migragdo em espeécies migratorias (PROT; VAN GUNDNM81) e a implantagdo
embriondria em outros pinipedes (DANIEL, 1981). daslos de fotoperiodo de Rocha

demonstram que o maior niumero de horas de sol/ousecem dezembro, onde ocorrem
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0s partos, copulas e inicio da diapausa da esp€ameidanca no comportamento das horas
de sol/més acontece justamente no més de abriidquaossivelmente esteja ocorrendo o
fim da diapausa, retorno da atividade mitotica plamtacdo do blastocisto. O inicio da
diapausa é influenciado pelos niveis de melatoegw@etados pela glandula pineal que
estimula a secrecdo de prolactina pela hipofise algmmas espécies, a prolactina possui
um efeito indutor na diminuicdo das mitoses emigims (LOPES et al., 2004). Estudos
com o Lobo-marinho-norte-americano relacionam dadoglichinuicdo de fotoperiodo
com mudancas no corpo luteo e aumentos na concaotde progesterona e estradiolp-17
no utero, sinalizando o inicio da implantacdo e @i diapausa (TEMTE, 1985). A
mudanca no fotoperiodo é um marcador das mudargamas, ndo interferindo na
temperatura do ambiente, mas indicando um estirnatalicional que se reflete na
adaptacao térmica e modificacbes no ritmo inteBRGNSON, 2009; ALEXANDROV,
1977). Esta idéia explicaria, por exemplo, o inidas alteracdes fisiolégicas de acordo
com o fotoperiodo, no més de maio, anteriormelim¢edseccdo das linhas de tendéncia de

temperatura que ocorrem em junho.

A temperatura € um parametro passivel de correlagio varios processos
organicos, sendo um marcador biologico de adapsagiie produzir respostas celulares
imediatas e posteriores adaptacBes genotipicagndyertermoestabilidade celular e
permitindo que encontremos seres vivos em todasnaigeraturas ambientais conhecidas
(ALEXANDROQV, 1977). A temperatura age suprimindéuacao celular pela denaturagao
protéica, e cada tipo celular responde diferentéené&s modificagcbes térmicas. A
termoresisténcia priméria varia entre cada compeneglular e é a estabilizagdo de cada
um desses componentes frente as diferentes temm@eraassociada a mecanismos de
reparo celular que gera a adaptacédo. A termoesiaid celular geral corresponde a
movimentacéo da agua livre no citoplasma. A messao protoplasmatica € atingida em
diferentes temperaturas nos diferentes individuespg&cies (SHABTAY; ARAD, 2005;
ALEXANDROV, 1977). Foi relatado que a hipertermeusa alteracdes morfolégicas no
citoesqueleto e membranas de células sanguineasie caltera as caracteristicas de
transporte destas membranas (RENIN et al.,, 2008¥at@r de ordem climatologico
temperatura é perceptivel instintivamente entre eapécies e somado as nossas
observacgdes, pode estar envolvido no processo ldedeenatural dos mecanismos de

disparo da implantacdo embrionaria, parto e copolka australis.
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A umidade relativa do ar registrada na série hstéque analisamos, revela uma
coincidéncia entre 0 més de maio e o pico de mamwdade do ano assim como o ponto
onde as linhas de tendéncia se cruzam, demonsttandomudan¢ca no comportamento
deste fator muito proxima a época na qual a impt#itt do blastocisto dA. australis
ocorre. No més de novembro, por sua vez, ocorre areatuada queda nos niveis de
umidade relativa do ar, fato que poderia estaci@iado ecologicamente com mudangas
endocrinas na fémea que se antecipam ao partorifbgmeos com umidade relativa tém
demonstrado modificacdes em nivel de DNA em célptasariontes a partir do uso de
diferentes porcentagens de umidade relativa nasliggcies de cultivo celular. Estes
experimentos relacionam um efeito deste fator amthiea modificacGes estruturais

celulares, que também podem ocorrer atmosferican{&MITH et al., 1992).

A pressao atmosférica esta significativamente mdomante os meses de diapausa,
ocorrendo um aumento gradual até o més de maioinm de junho esta variavel
atmosférica, de acordo com as linhas de tendémmdifica seu comportamento e inicia
uma diminuicdo até o més de novembro quando apeesena queda acentuada que
coincide com a ocasiao do parto. Em cultivo delaéwa alta presséo promove a sintese de
DNA (HISHIKAWA et al., 1994).

A precipitacdo acumulada ndo apresentou diferesigiie os periodos de diapausa
e gestacdo, entretanto nos meses de abril e novklebembro, onde ocorrem a
implantagdo e o0 parto respectivamente, os dada®ribss revelam uma sensivel
diminuicdo no volume de chuvas. Em relagdo aos deaprecipitacdo, estes mesmos
meses apresentam uma acentuada queda, demonstgaedoos menores indices
pluviométricos relacionam-se aos fendmenos sazawimplantacdo e parto da espécie

A.australis.

A velocidade do vento também ndo apresenta difaresignificativa entre os
periodos da diapausa e implantagéo, contudo o nisarorre a menor velocidade média
durante todo o ano coincide com 0 mesmo més ondeeoa implantagcdo embrionaria
(maio). O més onde ocorre a maior velocidade méd@oincidentemente novembro,
guando acontecem o0s partos. A perda de calor @rmpende da temperatura e
velocidade do vento. A perda de calor pela vela®ddo vento é maior nas temperaturas

baixas (ALEXANDROV, 1977). Maio, junho e julho sé&e meses mais frios, o0 vento com
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baixa velocidade faz com que o animal perca poatwr e economizando energia com a
termoregulacdo. Em outubro e novembro a temperatuedta, mesmo com a maior
velocidade do vento. A perda de calor pelo ventoedor que quando comparada com
épocas frias, contudo ocorre, podendo este fatbéanauxiliar na perda de calor corpéreo
exigida pela alta temperatura ambiente e grandedede insolacdo caracteristico da

época.

Dos fatores de ordem aqui expostos, a excec¢do wpeidodo e temperatura
principalmente, os demais necessitam ser melhada&dbs isoladamente e em conjunto,
de modo a aumentarmos nossos conhecimentos sohoeestas variaveis que apresentam
uma certa repetibilidade anual, podem ser respeisgelas mutacdes “espontaneas” que
ocorrem a nivel celular e tecidual e que sédo anmgtéma da sele¢cédo natural no intuito de
serem preservadas e transmitidas hereditariam#mt®odo a fazer as espécies evoluirem.
Estas indagacdes ocorrem desde os tempos de Dasgiguem sem respostas satisfatérias
até os dias atuais. Como o ambiente real e comfiéxsuas interferéncias na fisiologia
das espécies? Como situacdes quantificaveis, edagfbientais e reprodutivas de uma

espécie como a aqui apresentada, podem além demsar também melhor explicadas?

Estudos ecofisioldgicos sdo escassos e necessalicetudo para a previsibilidade
de modificacbes bioldgicas das espécies de acoodo mudancas climaticas ja em
andamento (BRONSON, 2009).

A disponibilidade sazonal de alimentos durante @ &sta relacionada ao
aparecimento e extensao da diapausa embrionateafde®meno relaciona-se sobretudo a
otimizagdo das possibilidades de sobrevivéncia emato, de modo que o nascimento
ocorra numa estacdo do ano que minimize os ristiseatais ao filhote recém nascido
(RENFREE; SHAW, 2000). Contudo, a sazonalidadeedagcies de que se alimentA.o
australisrevela que o maior numero de espécies encontredafezes dos adultos durante
0s meses de inverno, sdo opérculos de peixes, el@seAnchova Anchoa marinj,
Anchoveta Engraules anchoifa PescadasGQynocium guatucupag@ Trichiurus lepturus,
de em média 200g pesbnquanto que, durante o verdo ocorre uma mai@rsldade de
espécies consumidas, sendo a maioria cefalopodegANt al., 2002). Os peixes em sua

maioria eclodem dos ovos no inicio do verdo, dedddato de que neste momento 0s
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pequenos invertebrados, que sdo seu principal miongambém estdo numerosos. Estes
fatos se relacionam a fase de eclosdo dos ovos@nmentos, sendo assim um bom
momento para que o peixe recém nascido enconinertios e consiga sobreviver. Entao,
0s peixes nascidos no verdo chegam a idade jovemanmdo inverno e entdo, participam
ativamente da dieta de carnivoros (GIGLIOTTI ef a007). Desta forma, a fémda
australis encontra pesca farta durante os meses de inicigestacdo, e aproveita para
ganhar peso. Desde o momento do nascimento, dusaldetacdo, a fémea ndo pode
deixar seu filhote s6 por muito tempo, alimentanel@stao neste periodo principalmente
de invertebrados menores que captura durante sudas encursdes em busca de alimento
(NAYA et al.,, 2007) O inicio do verdo apresenta temperatura alta, mémice de
pluviosidade, umidade relativa do ar alta, entrgasucaracteristicas climaticas, e fémeas
com peso acumulado durante a gestacdo, capazesrodezip leite com grande
porcentagem de gordura para alimentacdo dos fdhaexiliam no entendimento da
importancia ecolégica da longa diapausa seleciodadmte a evolucdo da espécie.
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8 CONCLUSOES
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8 CONCLUSOES

A morfologia dos 6rgdos genitais femininos Ao australis apresenta diversas
caracteristicas passiveis de correlacdo ao ampigote estral e habitos reprodutivos da

espécie.

Os fatores de crescimento VEGF e EG-VEGF estdoeptes nos ovarios
participando de processos como a lutedlise e astigdo ovariana na fase de diapausa e

em ambos 0s cornos uterinosAlaaustralis no pésparto e em diapausa embrionaria.

Fatores de ordem ambiental relacionam-se e parem®duzir o ciclo estral

sazonal anual dA.australis

A tatica de coleta de animais encontrados em nmredente por causas naturais
apresenta a vantagem ecoldgica de quase nenhuenier@ncia antropica na coldnia da
espécie, entretanto o estado de decomposicdo dteriaisa coletados determina as

possibilidades de abordagem e os estudos realizados
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