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RESUMO: Os gambas (Didelphis sp.) sdo marsupiais que possuem um periodo de gestacao
muito curto, portanto, suas proles nascem imaturas e terminardo seu desenvolvimento no
marsupio da mae. Por serem muito precoces em seu desenvolvimento, no estagio fetal desses
animais, eles ja possuem um crescimento prematuro dos seus 6rgaos e tecidos como um todo.
O objetivo deste trabalho foi descrever os estagios de ossificacdo dos fetos de gamba
(Didelphis sp.) em diferentes fases do pos-natal, através da diafanizacdo e do exame
radiografico. Foi utilizado um animal de cada idade (5 dias, 15 dias, 22 dias e 35 dias) para a
verificagdo da ossificagdo e conseqiente comparagdo com outras espécies domésticas. Os
resultados indicam uma prematura ossificacdo da espécie em estagio fetal, diferentemente dos
animais domésticos.
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INTRODUCAO

Marsupiais sdo viviparos, porém diferentes dos eutérios (placentarios). Embora se
forme uma placenta (cério-vitelina) com saco vitelino, a gestacdo é muito breve (média entre 12
a 13 dias) e as proles nascem em uma condigdo extremamente imaturas (o recém nascido do
Didelphis virginiana mede 12,5 mm de comprimento e pesa 0,13g), portanto a mae os mantém
no marsupio onde os amamentam e permitem a continuacao de seu desenvolvimento, pode-se
dizer até que os marsupiais trocaram a placenta pelo teto da mae (CURTIS et al, 2000;
BEHRINGER et al., 2006; HULSEY et al., 1975).

Os marsupiais apresentam caracteristicas que lhes fazem modelos ideais para estudar
o desenvolvimento. Sdo diferentes dos mamiferos eutérios em sua modalidade da reproducéo
e de sua dependéncia maior do teto e da glandula mamaria do que da placenta para o
desenvolvimento. Nasce um jovem altricial que termina seu desenvolvimento quando unido
fortemente a um teto, geralmente dentro do marsupio. O neonato marsupial tem os sistemas
circulatorio, digestivo e respiratério bem desenvolvidos, porém as génadas e genitdlias ainda
s&o indiferenciadas (RENFREE et al., 2001).

Para lidar com este prematuro nascimento, os marsupiais neonatos sao também
precoces para certos aspectos do seu desenvolvimento. Por exemplo, eles tém um suficiente
desenvolvimento neuromuscular nos bragos e nos ombros para conseguirem mover-se até os
tetos da mae. Eles também podem respirar e realizar a digestao do leite (GARCIA et al., 2007).

HULSEY et al. (1975) publicaram que, o mais velho mamifero existente nativo das
Américas, o gamba, tem mudado pouco durante os ultimos 80 milhdes de anos. Nao s6 o
fisico, mas também os aspectos comportamentais do gamba atestam para a origem primitiva.
O gamba tem sido estudado extensamente em consideracdo a anatomia, embriologia e
fisiologia assim como habitos de vida e o nicho que ocupa em relagdo a outros animais.

ALMEIDA (1999) descreveu que a placenta a qual é formada nos marsupiais, chama-
se cério vitelina, sendo o mais primitivo tipo de placenta. A diversidade nas espécies animais
influencia na variabilidade do periodo gestacional, além disso, o niumero de filhotes geralmente
esta associado também a variabilidade do periodo de gestacédo, de modo que, quanto maior o
nuamero de individuos, menor o tempo de gestacgéo.



GONGALVES (2005) relatou que Didelphidae é uma familia muito importante dentre os
marsupiais, pois além de conter muitas espécies, representa o0 modelo do grupo marsupial.
Ancestrais marsupiais, do periodo Cretaceo, apresentavam caracteristicas morfolégicas muito
parecidas as dos gambéas neotropicais de hoje. Por isso suas adaptagdes reprodutivas séo
consideradas diretamente relacionadas a marsupiais primitivos, e tal semelhang¢a é de grande
interesse para o estudo comparativo de sua biologia reprodutiva.

O comecgo da organogénese do gamba Didelphis virginiana ocorre durante os Ultimos
trés dias de gestagcao. Durante este periodo de trés dias, a organogénese do embrido em
formacédo prossegue em uma taxa surpreendente, resultando em um feto viavel e capaz de
sobreviver no ambiente externo e de migrar independente para a bolsa. Os membros toracicos
estdo presentes como brotos durante o comego do décimo dia pré-natal, a flexura cervical
ocorre na regido da cabeca em formagédo, e um coragdo em desenvolvimento é claramente
visivel. No contraste a regido cranial ou da cabec¢a, a metade caudal do dorso do gamba tem
aparéncia alongada e lisa e ndo exibe nenhuma evidéncia externa sugestiva de
desenvolvimento dos membros pélvicos. No décimo dia os brotos dos membros pélvicos em
formagao sao visiveis pela primeira vez. O focinho, a boca, e a lingua tornam-se bem definidos
durante o 11° dia pré-natal e pelo 12° dia pré-natal, os digitos dos membros toracicos possuem
garras deciduas. No contraste, os membros pélvicos sdo como “pas” na estrutura e mostram
somente 0s estagios iniciais da formacao dos digitos na hora do nascimento (GARCIA et al.,
2007).

MATERIAIS E METODOS

Para a identificacdo das caracteristicas macroscopicas da ossificagdo dos fetos de
Didelphis sp. em diferentes fases no desenvolvimento pds-natal, foram utilizados 4 animais de
diferentes idades. Estes animais ja estavam mortos e fixados em formaldeido a 10% em
solugdo aquosa. A idade estimada dos fetos foi calculada segundo dados relacionados ao
Snout-rump (SR) (CUTTS et al., 1978). Um animal de cada idade (5 dias, 15 dias, 22dias e 35
dias) foi designado para diafanizacdo segundo o método de Dingerkus (modificado) onde
segue o protocolo: Os animais estavam fixados em formaldeido a 10%, seus 6rgaos internos, a
pele e o tecido adiposo foram retirados e assim permaneceram na agua destilada por 72 horas
(sendo que esta foi trocada a cada 24 horas). Os animais foram colocados em uma solugao de
10 mg de corante Alcian blue, 80 ml de éalcool etilico 95% e 20 ml de &cido acético glacial,
depois de colocado o acido, os animais permaneceram refrigerados por 48 horas, assim, foram
transferidos para o alcool etilico 95%. O alcool foi trocado trés vezes por dia durante trés dias.
Os fetos foram submetidos a uma reidratacdo alcodlica, assim, passados para o alcool 90%,
em seguida 80%, depois 70%, 40%, 15% e finalmente para a 4gua destilada. As peg¢as foram
mudadas de solugéo cada vez que afundavam. Quando os fetos pararam de ficar imersos na
parte superior do recipiente, ou seja, somente afundavam, foram colocados em uma solugéo
saturada de 30 ml de borato de sddio e 70 ml de &gua destilada durante 72 horas. As pecas
foram transferidas para uma solucdo de 5 gramas de hidréxido de potéassio, 100 ml de agua
destilada e 5mg do corante Alizarina Red. Os fetos permaneceram nesta solugao durante cinco
horas e depois foram transferidos para uma solugao de glicerina e agua destilada, sendo que a
primeira solugéo tinha a proporgao de glicerina-agua (1:3), a segunda solugdo utilizada tinha a
proporgédo (1:1), a terceira (3:1) e por ultimo, glicerina pura. As pegas foram mudadas de
solugédo cada vez que afundavam e por Ultimo estocadas em glicerina pura com cristais de
timol. Resultado: regides coradas em vermelho (pontos de ossificacdo) e regides coradas em
azul (cartilagem). Juntamente com esta técnica, um animal de cada grupo foi destinado ao
exame radiografico, exceto o animal de 5 dias de idade, o qual ndo possuia tecidos 0sseos
suficientes para a realizagcao do exame radiografico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ANALISE DO ESTAGIO DE OSSIFICAGAO DOS ANIMAIS ATRAVES DA RADIOGRAFIA

A primeira técnica utilizada foi a radiografia, onde imagens de uma tonalidade mais
radiopaca representa a ossificacao (TICER, 1984).

Em vista ventro-dorsal, o animal de 35 dias apresentou a regido da cabega, coluna e
parte proximal da cauda em tonalidade radiopaca. O restante do corpo apareceu com discreta
radiopacidade. O animal de 22 dias apresentou a regido da cabeg¢a e coluna em tonalidade
radiopaca, o restante do corpo quase ndo demonstrou ossificagdo. O feto de 15 dias mostrou
somente a regido da cabeca em tonalidade mais radiopaca na posi¢cdo ventro-dorsal. O



restante do corpo ndo demonstrou indicios de ossificagdo. No feto de 5 dias néo foi possivel a
realizagédo da radiografia, pois 0s recém-nascidos nao apresentaram tecidos ésseos suficientes
para a realizagdo do exame radiografico.

Em uma vista lateral, o jovem marsupial de 35 dias apresentou maior radiopacidade em
regido da cabega, dentes, coluna vertebral e parte proximal dos membros. O animal de 22 dias
apresenta uma radiopacidade diminuida devido a uma maior quantidade de tecido
cartilaginoso. Em vista lateral, a regido de cabeca e coluna representa uma radiopacidade
marcante. No marsupial de 15 dias, a radiopacidade diminui, pois o animal apresenta uma
quantidade maior de tecido cartilaginoso. Temos a presenca de uma tonalidade cinza escura
correspondente aos tecidos moles e uma discreta radiopacidade das vértebras.

ANALISE DO ESTAGIO DE OSSIFICAGAO DOS ANIMAIS ATRAVES DA DIAFANIZAGAO

A segunda técnica realizada foi a de diafanizagdo segundo o método de Dingerkus
(modificado), o qual utiliza os corantes Alcian blue (azul) para colorir as cartilagens e Alizarina
(vermelho) para colorir os centros de ossificagao.

Quanto a diafanizagéo, o feto de 35 dias apresentou a maior parte de seu corpo corado
de vermelho, isto indica que nesta fase o animal j& mostra a cabecga, a coluna e os membros
em inicio de ossificacdo. A regido da cartilagem xiféide se mostrou em coloragdo azul, isto
indica que esta regido permanece em estagio de desenvolvimento.

O jovem gamba de 22 dias mostrou certas regides em coloragéo azul, como a regiao
do focinho, falange proximal, média e distal dos membros pélvicos e inicio da cauda. Isto indica
gue as regides citadas ndo comegaram seu estagio de ossificacdo. Ao contrario das costelas,
0sso0s longos e coluna as quais apresentaram indicios de ossificagéo pela coloragéo vermelha.

O feto de 15 dias mostrou certas regides em coloracdo azul, como a regido da
cartilagem xiféide e inicio da cauda. Isto indica que as regides citadas ndo comegcaram seu
estagio de ossificacdo. Ao contrério das costelas, ossos longos, coluna e escapula, as quais
apresentaram indicios de ossifica¢do pela coloragao vermelha.

O feto de 5 dias apresentou macroscopicamente todas as regides do corpo em
coloragé@o azul e os digitos ndo se encontram separados. As vértebras toracicas e lombares da
coluna vertebral apareceram coloridas de um vermelho muito claro, diferente dos discos
intervertebrais 0s quais apareceram em coloracdo azul. Esta diferenca de coloragdo entre as
diferentes idades (cor vermelho claro e vermelho escuro) indica pequenos pontos de
ossificacao distribuidos pelo corpo do recém-nascido de 5 dias. A coloracdo vermelha clara
apareceu de maneira irregular em alguns pontos do cranio e regidao de mandibula, levemente
nas costelas e nos ossos dos membros toracicos.

CONCLUSAO

Os fetos de gambé apresentam um desenvolvimento ésseo bastante precoce, apos
estes resultados, podemos concluir que a espécie Didelphis sp. tem o comeco da
organogénese durante os ultimos trés dias de gestagéo e este desenvolvimento prossegue em
uma taxa surpreendente, resultando em um feto viavel e capaz de sobreviver no ambiente
externo e de migrar independente para a bolsa. Portanto, podemos afirmar o importante
desenvolvimento neuromuscular e 6sseo de estruturas como a cabegca e 0 membro toracico
devido a dependéncia nutricional do feto no momento de se arrastar até o teto em busca da
amamentacao que perdura por meses sem interrupgao.
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