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ABSTRACT.- Favaron P.O., Rodrigues M.N., Borghesi ]., Anunciagdo A.R.A, Oliveira M.F. &
Miglino M.A. 2016. [Skeletogenesis in punare (Thrichomys laurentinus - Rodentia,
Echimyidae).] Esqueletogénese em punaré (Thrichomys laurentinus - Rodentia, Echimyi-
dae). Pesquisa Veterindria Brasileira 36(Supl.1):51-57. Departamento de Cirurgia, Faculda-
de de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Avenida Prof. Dr. Or-
lando Marques de Paiva 87, Cidade Universitaria, Sdo Paulo, SP 05508-270, Brazil. E-mail:
phelipe.favaron@yahoo.com.br

The aim of this study was to describe the skeletogenesis in punaré (Thrichomys lau-
rentinus). We used 11 embryos and 12 fetuses in different stages of development, alloca-
ted into 4 groups. Samples were obtained from the Multiplication Center of Wild Animals,
at Federal Rural University of the Semi-Arid, Mossoro/RN, Brazil. After fixed in formalin
(10%) or glutaraldehyde (2.5%) the morphological analysis was performed with a magni-
fying glass, and the macroscopic characteristics were photographed. Analysis of X-rays and
alizarin red staining was made to better understand the development of bone structures.
In x-ray analysis, it was possible to verify that the embryos showed no radiopacity, unlike
fetuses that had gradual radiopacity along of the groups. In group II, there was an increase
in radiopacity in the spine, mandibular and maxillary regions. In group IlI, the radiopacity
was increased in the hind limbs, ribs and in the frontal region, and group IV showed higher
radiopacity in the thoracic limbs and occipital, temporal and frontal skull. These charac-
teristics were confirmed by histological and alizarin red analysis. We concluded that the
knowledge of normal skeletal embryology is critical for understanding of adverse effects

caused by nutrition and use of drugs during the development.
INDEX TERMS: Skeletogenesis, punare, forelimbs, hind limb.

RESUMO.- O objetivo deste estudo foi descrever o desen-
volvimento do esqueleto do punaré (Thrichomys laurenti-
nus). Para tanto, foram utilizados 11 embrides e 12 fetos
em diferentes estagios de desenvolvimento, sendo divi-
didos em 4 grupos de acordo com o periodo gestacional.
As amostras foram obtidas no Centro de Multiplicagido de
Animais Silvestres da Universidade Federal Rural do Semi-
-Arido, Mossoré-RN, Brasil. Apés fixados em formol (10%)
ou glutaraldeido (2,5%), foi realizada a analise morfolégica
com auxilio de lupa, sendo as caracteristicas macroscépicas
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fotodocumentadas. Analises de raios-x e coloracao por ali-
zarina red foram realizadas para melhor compreensdo do
desenvolvimento 6sseo. Nas analises de raio-x os embrides
ndo apresentaram nenhuma radiopacidade, ao contrario
dos fetos que apresentavam radiopacidade gradual ao lon-
go dos grupos. No grupo Il houve aumento de radiopacida-
de na regido da coluna vertebral e das regides mandibular
e maxilar. No grupo III a radiopacidade estava aumentada
nos membros pélvicos, nas costelas e na regido frontal e
no grupo IV nos membros toracicos e nas regides occipital,
temporal e frontal do cranio. Tais caracteristicas foram con-
firmadas pelas analises histolégicas e pela técnica de Aliza-
rina Red. Com isso podemos concluir que o conhecimento
acerca da embriologia do sistema 6sseo normal é funda-
mental para o entendimento dos efeitos adversos causados
pela nutricdo e uso de drogas durante o desenvolvimento.

TERMOS DE INDEXACAO: Esqueletogénese, punaré, membros to-
racicos, membros pélvicos.
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INTRODUCAO

O punaré (Thrichomys laurentinus), conhecido como rato
espinhoso é um roedor caviomorfo da familia Echimydae
(Wilson & Reeder 2005). No Brasil, esta distribuido nas re-
gides nordeste, central e sudeste principalmente na Caatin-
ga e regides da floresta Amazonica e Atlantica. A maturida-
de sexual da espécie ocorre entre o sétimo e o nono més de
vida, com periodo gestacional de 95 dias (Streilen 1982).

A embriologia pode levar ao entendimento sobre a ori-
gem e as causas de diversas doencas, e possiveis alteracdes
da formacdo do embrido, as quais podem inclusive levar
ha perdas gestacionais. Frequentemente, espécies de roe-
dores sdo utilizadas como modelos experimentais (Elson
1995, Islam & Loots 2009) por diversas razdes que vao des-
de o baixo custo de manutengio, facil manuseio e curto pe-
riodo de gestacdo, os quais representam fatores importan-
tes para a obtencao e interpretacao dos resultados, assim
como para o acompanhamento das proles (Garzoni et al.
2004). Os roedores sdo particularmente interessantes para
estudos celulares e moleculares. Assim muitas ferramentas
moleculares sdo desenvolvidas com base em estudos reali-
zados em roedores, como o desenvolvimento de anticorpos
especificos e viabilidade e validacdo de dados de sequéncia
do genoma. Além disso, o rdpido desenvolvimento de genes
alvos em roedores transgénicos e a manipulacdo genética
constituem poderosos instrumentos para estudos basicos
e biomédicos (Salvat et al. 2005).

Em relacdo ao sistema esquelético, sabe-se que embrio-
logia classica demonstra 3 linhagens embriondrias distintas
que contribuem para a formagdo inicial do esqueleto, do
qual a crista neural originam os derivados do arco braquial
do esqueleto craniofacial, o escler6tomo gera a maior parte
do esqueleto axial e a mesoderme lateral forma o esqueleto
apendicular (Eriebacher et al. 1995). A osteogénese inicia-se
a partir da diferenciacdo de célula tronco mesenquimal por
uma linhagem osteogénica precurssora, estas células osteo-
progenitoras demonstram capacidade de se diferenciarem
em osteoblastos, condroblastos e fibroblastos (Grandy et al.
2011). Os osteoblastos vao dar origem aos ostedcitos que sao
células que nao possuem potencial proliferativo e migratdrio,
correspondendo ao tipo celular mais abundante no tecido
osseo (Kogianni & Noble 2007). Os osteoclastos sdo células
multinucleadas derivadas das células tronco hematopoiéti-
ca responsaveis pela reabsorcdo dssea (Andia et al. 2006).
Dessa forma a formacdo dssea ocorre por dois tipos de os-
sificacdo: a intramembranosa e endocondral. Na ossificacdo
intramembranosa, os osteoblastos diferenciam diretamente
do mesenquima ricamente vascularizado. Em contraste, na
formacdo do osso endocondral, as células mesenquimais se
condensam para formar um modelo de cartilagem hialina. A
maioria dos ossos longos dos membros, as vértebras, as cos-
telas e pelve sdo gerados pela ossificacdo endocondral com
base em um molde pré-existente de cartilagem hialina, pri-
mordios do futuro osso adulto (Cheng et al. 2014).

0 desenvolvimento do sistema esquelético tem sido alvo
de estudos que buscam compreender nao apenas o desen-
volvimento normal (Abzhanov et al. 2007, Kaufman 2011),
mas também as influéncias de drogas e medicamentos que
possam interferir na formacdo, crescimento e fisiologia
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do esqueleto (Teixeira et al. 2010, Cheng et al. 2014), bem
como descri¢des no individuo adulto podem contribuir
para o conhecimento sobre a funcionalidade dos diferentes
sistemas corpdreos (Borghesi et al. 2015).

Assim, o objetivo deste estudo foi fornecer uma descri-
¢do detalhada do desenvolvimento do esqueleto do punaré,
dados estes que poderao servir de base para estudos rela-
cionados a analises filogenéticas e ecomorfolégicas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 11 embrides e 12 fetos de punaré (Thrichomys
laurentinus) com diferentes idades, as quais foram estimadas
considerando o crown-rump (CR) dos embrides e fetos de acordo
com Evans e Sack (1973), e peso (usando uma balanga digital -
modelo MARTE). Os individuos foram divididos em 4 grupos (],
II, 111, e IV, ver Quadro 1). As amostras foram oriundos do CEMAS
- Centro de Multiplicagdo de Animais Silvestres da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (IBAMA 12.492-0.004), Mossoré-RN,
Brasil e aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (Ntmero 23091.001975/10-24).

Quadro 1. Valores do comprimento dos embrides e fetos de
punaré (Thrichomys laurentinus - Rodentia, Echimyidae),
CR (cm), peso (g) e idade estimada (de acordo com Evans &

Sack 1973)
Grupos Ndmeros CR (cm) Peso (g) Idade esti-
mada (dias)
I 1 1,2 0,956 18
2 1,4 0,892 21
3 1,4 0,990 21
4 1,5 1,120 22
5 1,6 0,970 24
6 1,6 0,997 24
7 1,6 1,143 24
8 1,6 1,168 24
9 1,7 1,121 25
10 2,0 1,221 29
11 2,0 1,236 29
11 12 2,1 1,074 31
13 2,6 2,221 38
14 3,1 2,351 46
11 15 49 9,799 72
16 5,0 9,178 74
17 52 9,059 77
18 5,6 14,480 83
19 58 15,052 86
20 6,0 15,292 89
v 21 6,1 13,390 90
22 6,2 12,858 92
23 6,4 18,677 95

Ap6s fixacdo em formol (10%) ou glutaraldeido (2,5%), ana-
lisou-se a morfologia com auxilio de uma lente de aumento (Zeiss
Stemi SV6, Alemanha) e camera (Sony MVC - CD500). Irradiacdo
de raios-x foram realizadas em fetos para melhor compreensao do
desenvolvimento das estruturas 6sseas. A nomenclatura baseou-
se no International Committee on Veterinary Gross Anatomical
Nomenclature (2012) e International Committee on Veterinary
Embryological Nomenclature (2006).

Para histologia, as amostras foram desidratadas em solu¢des
de etanol em concentragdes crescentes (70 a 100%), diafanizadas
em xilol e embebidas em paraplast (Paraplast Embedding Media,
Oxford Lab., USA). Cortes de 5 um de espessura obtidos em micré-
tomo automatico (Leika RM2165, Alemanha) foram corados com
hematoxilina e eosina (Tolosa et al. 2003).
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Para a técnica de alizarina red um individuo de cada grupo
foi dissecado removendo-se a pele, muisculos e drgios internos.
Os esqueletos foram mantidos em agua destilada durante 72 h
para entdo serem colocados em solu¢do de 10 mg de azul Alcian,
80 ml de etanol 95% e 20 ml de 4cido acético durante 48 h. Em
seguida, foram transferidos para etanol 95% durante 3 dias, para
entdo serem reidratadas em etanol e agua destilada. Logo apés,
as amostras foram colocadas em 30 ml de borato de s6dio duran-
te 72 h e os esqueletos transferidos para solugdo de hidrdoxido
de potassio 5g, 100 ml de agua destilada, e 5 mg de vermelho de
alizarina, durante 5 h. Finalmente, os esqueletos foram mantidas
em glicerol.

RESULTADOS
No Grupo I os embrides apresentaram curvatura cervical
evidente com formato de “C”, pele translucida, narinas fe-
chadas sem fissura nasal, presenca de foliculos pilosos,
vesicula éptica recoberta por pelicula translucida, orelha
externa arredondada, membros toracicos e pélvicos desen-
volvidos com separacgdo dos digitos (Fig.1A). No Grupo II,
possuiam corpo alongado, pele com pigmentacdo marrom,
olhos perderam a pelicula e ocorreu a formagdo da fissura
palpebral. Os membros toracicos e pélvicos aumentaram
de tamanho e identificou-se o 6rgao genital indiferenciado

Fig.1. Analise macroscépica de embrides e fetos de Punaré (Thrichomys laurentinus). Em [A] grupo I, [B] grupo II, [C] grupo III e [D]
grupo IV. Observar: vesicula optica (1), fissura nasal (2), regido temporal (3), orelha externa (4), digitos (5), regido cervical (6), re-
gido escapular (7), regido abdominal (8), regido femural (9), membro pélvico (10), cauda (11), tuberculo genital (12), garras (13) e

foliculo piloso (14).
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(Fig.1B). Os individuos do Grupo III apresentaram corpo
ainda mais alongado, pele de aspecto enrugado, narinas
com fissuras nasais havendo o aparecimento de garras
(Fig.1C). Individuos do Grupo IV, eram semelhantes a ne-
onatos, com presenca de pélos por todo o corpo, inclusive
sensoriais na regido das narinas. A orelha adquiriu um for-
mato pontiagudo e as garras estavam completamente de-
senvolvidas (Fig.1D).

Inicialmente todo o sistema esquelético dos embrides
era formado por tecido mesenquimal indiferenciado. No
terco inicial da gestacdo, ocorreu o desenvolvimento dos
somitos, da placa mesodérmica e da crista neural. As cé-
lulas mesenquimais primeiro se diferenciaram em tecido
cartilaginoso, sendo possivel notar essa diferenciacdo em
embrides a partir do Grupo II (Fig.2A-2D). Com o avangar
do desenvolvimento as cartilagens do corpo dos embrides
e fetos se desenvolveram de maneira a assumir o formato
do futuro osso.

A medida que a calcificagio ocorreu, foram observadas
pequenas espiculas 6sseas se irradiando para fora da re-
gido onde se iniciava a ossificacdo e substituicdo de tecido
cartilagineo por 6sseo, como visto nas analises de raio-x,
que demonstraram que fetos do Grupo I ndo apresentavam
radiopacidade diferindo dos embrides dos demais Grupos
que apresentavam radiopacidade gradual (Fig.3A-3B). O
inicio do processo de ossificagdo endocondral foi visuali-
zado primeiramente na coluna vertebral, estendendo-se
posteriormente para as costelas, pelve e membros, respec-
tivamente como observado nos exames de raio-x (Fig.3). No
Grupo II ocorreu aumento da radiopacidade na regido da
coluna e regides mandibular e maxilar, com evidéncia dos
incisivos. No Grupo IlI, a radiopacidade estava aumentada
nos membros pélvicos principalmente no fémur, nas coste-
las, nas regides mandibular e frontal. No Grupo IV, ocorreu
radiopacidade nos membros toracicos (ossos do carpo, ra-
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Fig.2. Ossificacdo endocondral em fetos de Punaré (Thrichomys lau-
rentinus) do grupo II. Em [A] somitos (S) dispostos ao longo da
regido lombar e tecido mesenquimal indiferenciado (M) subja-
cente. Em [B], [C] e [D] caracteristicas dos condrocitos (C) em
diferentes aumentos e zona demonstrando inicio do processo
de calcificagdo (setas). Coloracdo hematoxilina-eosina.
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Fig.3. Imagem radiografica de embrido e fetos de Punaré (Thri-
chomys laurentinus) dos quatro grupos estudados (I, II, Il e
IV). Em [A] vista latero-lateral direita e [B] vista latero-lateral
esquerda. Notar: dentes incisivos (In), dentes (pontilhado),
mandibula (Ma), osso frontal (Fr), osso occipital (Oc), osso
temporal (Te), vertebras (Ve), costelas (Co), umero (Um),
radio-ulna (Ru), ossos carpicos (Ca), fémur (Fe), tibia (Ti) e
o0ssos tarsicos (Ta).

dio e ulna e imero), no membro pélvico (nos ossos tarsicos
e tibia), assim como no cranio (regides occipital, temporal
e frontal).

Com relacdo ao desenvolvimento do cranio, os primér-
dios basicos cartilaginosos do condrocranio foram visuali-
zados no Grupo I (Fig.4 AB), o qual era formado por pa-
res de cartilagens que formavam o assoalho e as paredes
rostral e inferior da calota craniana. No grupo II notou-se
o inicio da substitui¢do do tecido cartilaginoso por tecido
6sseo, sendo este denominado de osteocranio. Foram iden-
tificados ainda nessa fase os ossos nasal, frontal, parietal e
occipital (Fig.4 C). Neste grupo ainda foram observados na
regido do cranio uma tabua cartilaginea nasal e uma cap-
sula éptica.

Nos animais do Grupo III, os elementos individuais do
crondrocranio passaram por varios padroes de crescimen-
to e de fusdo para entdo formar os ossos do basicranio, o
occipital, esfendide, ossos temporais, bem como grande
parte dos ossos de apoio da cavidade nasal. Alguns destes
0S50S, como o0s 0ssos occipital e temporal incorporam com-
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ponentes membranosos durante o seu desenvolvimento,  E). Ao longo do desenvolvimento, as regides mais periféri-
tornando-se estruturas compostas (Fig.4 D). Nos animais  cas de cada molde dos ossos cranianos, ainda formadas por
do grupo 1V, a parte caudal da trabécula nasal e as cartila- tecido cartilaginoso, fecharam-se continuamente durante o
gens trabeculares aumentaram de tamanho e se ossifica-  desenvolvimento mediante a substituicdo do tecido cartila-
ram para formar a lamina crivosa do osso etmoide (Fig.4  ginoso por tecido ésseo, diminuindo os espagos existentes
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Fig.4. Desenvolvimento do cranio de Punaré (Thrichomys laurentinus). Em [A] analise histolégica do cranio dos embrides pertencentes
ao grupo [ evidenciando o cranio (C), tecido cartilaginoso subjacente (Ca) e mesénquima (M). Em [B], [C], [D] e [E] desenvolvimento
macroscépico do cranio corado pela técnica de Alizarina red, nos animais dos grupos [, II, III e IV, respectivamente. Notar as regides:
o0sso occipital (Oc), osso parietal (Pa), osso frontal (Fr), osso nasal (Na), osso zigomatico (Zi), fissura craniana (pontilhado). A colora-
¢do (azul) em [B] especialmente evidencia o cranio completamente cartilaginoso em individuo do grupo I. Enquanto que nos grupos
II, I1I e IV gradualmente ha uma diminuicdo dos espagos entre os diferentes ossos que constituem o cranio, assim como aumento da
ossificacdo (coloragdo vermelha). Em [F], [G], [H] e [I] analise histolégica da cavidade oral dos animais do grupo 1. Notar: na cavidade
oral (Cor) os dentes incisivo superior (Is) e incisivo inferior (li) encontram-se dentro dos respectivos alvéolos. Detalhe dos amelo-
blasto (Am), dentina (De) e esmalte (Esm). Em [A] e [F-I] coloragdo hematoxilina-eosina.

Fig.5. Desenvolvimento do aparelho locomotor de Punaré (Thrichomys laurentinus). Em [A] e [B] desenvolvimento ésseo corado pela téc-
nica de Alizarina red dos animais pertencentes ao grupo IV. Notar as seguintes regides: osso nasal (Na), osso frontal (Fr), orbita (Or),
osso parietal (Pa), osso zigomatico (Zi), osso occipital (Oc), osso mandibular (Ma), atlas (At), axis (Ax), vertebra cervical (Vc), vertebra
toracica (Vt), vertebra lombar (V1), vertebra coccigea (Vcc), costelas (Co), clavicula (Cl), ossos tarsicos (Ta). Regides em vermelho indi-
cam pontos de calcificagdo enquanto que aquelas coradas em azul sdo regides formadas por tecidos cartilaginosos. Em [C] e [D] analise
histolégica dos membros nos animais do grupo 11, I1], respectivamente. Notar: costelas (Co) e esterno (Es) fazendo sintonia com o co-
racgdo (C). Em [E] e [F] desenvolvimento do membro toracico corado pela técnica de Alizarina red dos animais pertencentes ao grupo
IV. Notar: cartilagem escapular (Ce), escapula (Esc), imero (Um), radio (Ra), Ulna (Ul), osso metatarsico (Om) e falange proximal (Fp).
Em [G] histologia do membro pélvico demostrando as falanges (setas) ossificadas. Coloracdo de hematoxilina-eosina em [C, D, G].
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entre ossos, restando ao final (Grupo IV) apenas as suturas
que comunicam um 0SS0 com o outro.

No grupo II notou-se que o processo mandibular ex-
pandia-se em direcdo a linha média ventral e faringe. O
processo maxilar crescia e se expande medialmente sob
as elevacdes nasais e posteriormente fundiam-se com o
processo nasal, juntos esses componentes formam o 0sso
maxilar e o incisivo. Neste grupo, notou-se que a partir dos
primérdios do osso incisivo as cavidades nasal e oral inicia-
vam seu processo de separa¢do, notando-se uma pequena
membrana oronasal a qual posteriormente se fundia dando
origem a formacgao do processo palatino. Nos animais do
grupo I foi possivel observar o inicio do desenvolvimento
dos dentes. Estes se desenvolvem a partir de componentes
ectodérmicos e mesenquimais. Os dentes em formacao, po-
rém ainda nao eruptados, encontravam-se recobertos pela
gengiva (Fig.4F-4H), estando presentes os trés principais
componentes do 6rgdo dental: o esmalte, dentina e o ce-
mento (Fig.4H-41). Nos animais do Grupo III foi verificada
uma arcada dentaria bem desenvolvida. No grupo IV todos
os 0ssos do cranio encontravam-se formados (Fig.3).

A coluna foi dividida em cinco regides: cervical, toracica,
lombar, sacral e caudal (Fig.5A e 5B). Aregiao cervical inclui
o eixo que liga a coluna vertebral ao cranio. Duas vértebras
modificadas foram identificadas: o atlas e axis (Fig.5B).
Nessa regido em individuos do grupo II foram verificados
caracteristicos pontos de ossificagdo. Na regido toracica,
observou-se o ponto de inicio de formagao das costelas ver-
dadeiras (Fig.5C). O processo de ossificagcdo das costelas foi
bem evidenciado nos individuos dos grupos 1l e IV.

A regido lombar, por sua vez compreende a drea onde
encontravam as vértebras lombares. Na regido sacral as
vértebras fundiam-se para a estruturacdo de um tnico osso
sacral. Na regido caudal foi notado que o processo de ossifi-
cagao ocorre mais vagarosamente que nas regides mencio-
nadas anteriormente, sendo possivel verificar uma comple-
ta formacao vertebral desta regido nos animais do Grupo III.

As extremidades distais das costelas cresciam em dire-
¢do a linha média fazendo contato em cada face para for-
mar uma agregacao longitudinal de mesoderma somatico.
Esta agregacdo estruturava pares de bandas cartilagineas
que convergiam para a linha média ventral, as quais pu-
deram ser observadas nos animais do Grupo II. Ndo foram
observados pontos de ossificagdo desse mesmo 0sso nessa
fase. O processo de calcificagdo do agregado cartilagineo
ocorria a partir dos 72 dias de gestacao (Grupo III). Nes-
ses individuos foi observada inicialmente a fusio entre as
cartilagens para entdo posteriormente sofrer ossificagio e
formar um unico osso, o esterno (Fig.5 D).

Com relagdo a ossificagdo dos ossos longos, notou-se
que essa inicia na por¢do central (diafise) da cartilagem
estendendo-se para as por¢des mais periféricas (epifise
proximal e distal). Nos animais do grupo I ndo foram veri-
ficados pontos de ossificacdo, sugerindo que a calcificacdo
ainda ndo havia iniciado (Fig.3). Nessa fase, ainda estava
ocorrendo a substituicdo das células mesenquimais por
condroblastos

Os primeiros pontos de ossificacdo dos membros tora-
cicos e pélvicos foram observados em animais do grupo II,
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com idades gestacionais de 31-46 dias. O crescimento 0s-
seo dos membros toracicos e pélvicos ocorreu de maneira
distinta, uma vez que pelas imagens de raio-x a ossificagao
dos ossos que compdem o membro pélvico precede a ossi-
ficacdo do membro toracico (Fig.3).

Observou-se ainda um tecido cartilagineo que integra
as cartilagens articular e epifisaria. Estes dois tecidos carti-
laginosos persistem ao longo da vida adulta, e foram encon-
trados nos fetos do grupo IV (Fig.5E-5G).

DISCUSSAO

Nos animais estudados, observamos que as células mesen-
quimais se diferenciam em tecido cartilaginoso entre os
dias 31-46 de gestacdo semelhante as descri¢oes de Abzha-
nov et al. (2007) e Cheng et al. (2014) em outros vertebra-
dos, os quais afirmaram que os 0ssos intermembranosos
surgem mediante a diferenciacdo do mesénquima. Tal des-
cricdo também assemelha-se aos achados de Hall & Miyake
(2000), que relatam que a condensacdo do tecido mesen-
quimal é a fase crucial do desenvolvimento do esqueleto.
Ela ocorre quando uma populagdo anteriormente dispersa
de células se retine para se diferenciar em um tipo de célula
ou tecido. Karsenty (2008) e Grandy et al. (2011) relataram
que os condrdcitos sdo o primeiro grupo celular a organizar
um molde do esqueleto, durante o desenvolvimento em-
briondrio. Para os autores tanto os condrocitos quanto os
osteoblastos possuem origem mesenquimal. Nos animais
analisados nesta pesquisa, os primoérdios basicos cartilagi-
nosos do condrocranio, e o inicio do desenvolvimento dos
dentes foram visualizados nos embrides do Grupo I. Aos
31-46 dias de gestacdo (Grupo II) notou-se o inicio da subs-
tituicdo do tecido cartilaginoso, o qual formava o molde cra-
niano por tecido 6sseo. O processo mandibular expandia-se
em direc¢do a linha média ventral, ocasido na qual a faringe e
os dentes ainda encontravam-se em formagio, porém ainda
ndo eruptados para a cavidade oral. Segundo Abzhanov et
al. (2007) a mineralizacdo do esqueleto fornece elementos
estruturais para formagdo morfoldgica da cabeca e do tron-
co na maioria dos vertebrados. A maior parte do esqueleto
é produzido a partir de moldes cartilaginosos, os quais sao
substituidos por osso no processo de ossificacdo endocon-
dral (Erlebacher et al. 1995, Olsen et al. 2000, Kronenberg
2003). De forma semelhante, observou-se que nos animais
do Grupo III os elementos individuais do crondrocranio so-
freram varios padroes de crescimento e de fusdo, para entdo
formar os ossos do cranio. Nesta mesma idade foi verificada
uma arcada dentaria ja bem desenvolvida. Muitos dos os-
sos do esqueleto craniofacial surgem diretamente a partir
da derme craniana (Noden 1983, Dunlop & Hall 1995, Jiang
etal. 2002). No grupo IV todos os ossos do cranio encontra-
vam-se formados, inclusive os dentes.

Martin & Sims (2005) relatam que na remodelagdo 6s-
sea os osteoblastos sdo induzidos a se diferenciar em células
Osseas. A diferenciacdo dos osteoblastos em osteoclastos,
ocorre relativamente cedo, e é modelado por enzimas ativa-
das as quais posteriormente sinalizam para os osteoclastos
a transmitirem informacgées para o osteo-linhagem para a
formagao do osso. Nos animais pertencentes ao grupo II fo-
ram verificados pontos de ossificagdo nas vértebras e forma-
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¢do cartilaginea que dara origem a caixa toracica. No grupo
III notou-se completa formagao vertebral, bem como a fusdo
entre as cartilagens, para formar o esterno. No grupo IV o
processo de ossificagdo das costelas estava bem evidencia-
do. Abzhanov et al. (2007) afirmam que os 0ssos intermem-
branosos surgem diretamente através da diferenciacdo do
mesénquima, semelhante ao observado no punaré.

Nossos resultados em relagdo ao inicio dos pontos de
ossificacao se diferem dos descritos por Theiler (1989) e
Kaufman (2011) em camundongo onde é possivel verificar
essa caracteristica a partir do 132 e 142 dias gestacionais,
respectivamente. Ao contraio do nosso que ocorre a partir
do 312dia gestacional. Segundo Theiler (1989) as extremi-
dades do corpo se desenvolvem rapidamente nesta fase no
camundongo. O esqueleto do membro pélvico aos 13 dias
de gestacdo ja contém moldes cartilaginosos, enquanto que
no membro toracico continua formado por tecido mesen-
quimal, resultados esses que se assemelham aos nossos,
uma vez que as analises de raio-x evidenciaram formacao
tardia do membro toracico em relacdo ao pélvico.

CONCLUSOES

Assim como em outras espécies de roedores, no punaré
(Thrichomys laurentinus) o desenvolvimento do esqueleto
mostrou-se como um conjunto gradual de processos celu-
lares que envolvem migragao, adesao, proliferacao e cresci-
mento celular.

Com este estudo foi possivel conhecer a esqueletogéne-
se desta espécie, uma vez que os roedores sdo frequente-
mente utilizados como modelos experimentais, inclusive
para testar os efeitos de drogas sobre a formacgao 6ssea.

O conhecimento acerca da embriologia do sistema ds-
seo normal é fundamental para o entendimento dos efeitos
adversos causados pelo uso de drogas no desenvolvimento
6sseo ao longo do desenvolvimento embrionario.

Os resultados aqui apresentados acerca das caracteris-
ticas da osteogénese do punaré podem servir como para-
metros para tracar relacdes filogenéticas durante a espe-
ciagdo entre diferentes espécies.
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