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Fig. 1. Avaliacdo do esqueleto axial de feto de caititu (Pecari tajacu). (A) Imagem
ultrassonografica do cranio, no plano de exame talamico, mostrando a cisterna ambiente (ac)
na secdo posterior da cabeca. O diametro biparietal (BPD), obtido posicionando-se o feixe
sonoro na superficie externa do osso parietal proximal até a porcdo interna distal, didmetro
occipitofrontal (OFD) obtido, perpendicularmente ao BPD. A circunferéncia da cabec¢a (HC)
foi obtida no mesmo exame por um tracado ao redor da margem externa do contorno
hiperecogénico na borda do cranio fetal; (B) Porcdo Cervical; (C) Toraco-lombar e (D)

Sacral da coluna vertebral.

Fig. 2. Avaliacdo ultrassonografica do membro toracico de feto de caititu (Pecari tajacu).
Mensuracdo dos parametros da escapula (A); umero (B); radio (C); ulna (D); ossos do carpo
(*) e metacarpo (E); falanges (P - proximal, M - média e D - distal) (F). Porcdo
ossificada/diafise (linha continua), comprimento total (linha pontilhada), largura (] ).

Fig. 3. Avaliacdo ultrassonografica do membro pélvico de feto de caititu (Pecari tajacu).
Mensuracdo dos 0ssos da pelve: (A) ilio; (B) isquio; (C) pubis; (D) fémur; (E) tibia (t) e fibula
(F); (F) Ossos do tarso [calcanio (c) e talus (t)]; (G) Metatarso; (H) Falanges (P - proximal, M-
média e D- distal). Porcdo ossificada/diafise (linha continua), comprimento total (linha

pontilhada), largura (]).

Fig. 4. Relacdo entre idade gestacional e comprimento total dorsal (TDL) e comprimento
cranio-caudal (CRL) em 83 embrides/fetos de caititu (Pecari tajacu). A linha vermelha
representa o padrdo linear de crescimento esperado para CRL (y = 0.135x) e TDL (y =

0.187x) e a linha verde o modelo n&o-linear.

Fig. 5. Curvas de probabilidades para ossificacdo do esqueleto axial (A) e apendicular do
membro toracico (B) e pélvico (C) em 53 embrides/fetos de caititu (Pecari tajacu).

Fig. 6. Relacdo entre o comprimento total dorsal (TDL) e as medidas do cranio em 53
embribes/fetos de caititu (Pecari tajacu). (A) Didmetro biparietal; (B) Diametro

occiptofrontal; (C) Circunferéncia craniana. A linha verde representa 0 modelo nao linear que



melhor destaca o padréo de crescimento 6sseo, enquanto a linha vermelha representa o padréo

linear.

Fig. 7. Relacdo entre o comprimento total dorsal (TDL) e as medidas dsseas em 53
embribes/fetos de caititu (Pecari tajacu). (A) Comprimento total, (B) porcao ossificada e (C)
largura da escépula; (D) Comprimento total, (E) diafise, (F) largura, (G) epifise proximal e
(H) epifise distal do damero; (I) Comprimento total, (J) diéfise, (K) largura, (L) epifise
proximal, (M) epifise distal do radio; (N) Comprimento total, (O) diéfise, (P) largura, (Q)
epifise proximal e (R) epifise distal da ulna. A linha verde representa o modelo néo linear que
melhor destaca o padrdo de crescimento dsseo, enquanto a linha vermelha representa o padrao

linear, p <0.01.

Fig. 8. Relacdo entre o comprimento total dorsal (TDL) e as medidas Osseas em 53
embribes/fetos de caititu (Pecari tajacu). (A) Comprimento total, (B) largura do metacarpo;
(C) comprimento total, (D) largura da falange proximal; (E) Comprimento total, (F) largura
da falange média, (G) Comprimento total, (H) largura da falange distal do membro toracico.
A linha verde representa 0 modelo ndo linear que melhor destaca o padrdo de crescimento

0sseo, enquanto a linha vermelha representa o padrdo linear, p < 0.01.

Fig. 9. Relacdo entre o comprimento total dorsal (TDL) e as medidas dsseas em 53
embribes/fetos de caititu (Pecari tajacu). (A) Comprimento total, (B) por¢do ossificada, (C)
largura do ilio; (D) Comprimento total, (E) porcdo ossificada, (F) largura do isquio; (G)
Comprimento total, (H) largura do pubis. A linha verde representa 0 modelo ndo linear que
melhor destaca o padrdo de crescimento dsseo, enquanto a linha vermelha representa o padréo

linear, p < 0.01.

Fig. 10. Relacdo entre o comprimento total dorsal (TDL) e as medidas ésseas em 53
embrides/fetos de caititu (Pecari tajacu). (A) Comprimento da diafise femoral, (B) tibial e (C)
fibular, (D) comprimento total do fémur (E) e tibia; (F) largura do fémur (G) e tibia, (H)
epifise proximal do fémur (1) e da tibia, (J) epifise distal do fémur e (K) da tibia. A linha



verde representa 0 modelo ndo linear que melhor destaca o padrdo de crescimento 0sseo,

enquanto a linha vermelha representa o padréo linear, p<0.01.

Fig. 11. Relacdo entre o comprimento total dorsal (TDL) e as medidas dsseas em 53
embrides/fetos de caititu (Pecari tajacu). (A) Comprimento total, (B) largura do metatarso;
(C) Comprimento total, (D) largura do calcaneo; (E) Comprimento total, (F) largura do télus;
(G) Comprimento total, (H) largura da falange proximal; (I) Comprimento total, (J) largura
da falange média; (K) Comprimento total, (L) largura da falange distal do membro pélvico. A
linha verde representa 0 modelo ndo linear que melhor destaca o padrdo de crescimento 6sseo,

enguanto a linha vermelha representa o padréo linear, p<0.01.
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1 CONTEXTUALIZACAO
A Floresta Amazonica se destaca por ser a maior floresta tropical do mundo e por

apresentar grande diversidade de espécies e ecossistemas, além de participar na regulacdo do
clima global e regional. No entanto, grande parte das areas permanecem inexploradas, muitas
espécies sdo desconhecidas e diversos estudos sobre a biologia, ecologia e sustentabilidade da
fauna ainda séo incipientes (BOUBLI & HRBEK, 2012). Por sua biodiversidade e potencial
socioecondémico, a Amazonia constantemente € tema de discussGes sobre conservacdo da
fauna e flora e uso de recursos naturais, minimizando agdes destrutivas e ndo sustentaveis
(FRAZIER, 2017). Os principais fatores responsaveis pela degradacdo da floresta e ameaca
para as espécies locais sdo o desmatamento, efeitos de borda, incéndios, fragmentacdo dos
habitats e a exploracéo direta dos recursos naturais mediante a pesca, caca e corte de madeira
(LAURANCE & PERES, 2006; BARLOW, 2016).

No Brasil, a pratica de caca é proibida pela legislacdo, exceto por situacdes particulares.
A caca de subsisténcia é uma delas, visto que a fauna nativa é uma fonte relevante da dieta
proteica dos povos e comunidades tradicionais sendo intensivamente utilizada na alimentagéo
(REDFORD, 1992). A outra é a caca controlada, como ferramenta para barrar espécies
exoticas invasoras. Sendo assim, a lei de crimes ambientais brasileira (9.605/98), estabelece
que a caga ndo é crime quando, praticada para saciar a fome, proteger lavouras e/ou rebanhos;
ou quando o animal € considerado nocivo. Embora o ato de caca seja bastante praticado, ainda
¢ pouco conhecida a extensdo dos impactos negativos causados sobre a populacdo de
vertebrados (BODMER, 1996; PERES, 1996; ALVARD et al., 1997). Um efeito imediato da
pressdo de caca é a diminuicdo das populacdes de ungulados, dentre eles os taiacuideos
Tayassu pecari e Pecari tajacu, afetando sua abundancia e biomassa, mesmo quando
realizada exclusivamente para consumo (REDFORD, 1992; PERES, 2000).

E importante ressaltar que a qualidade do habitat, disponibilidade de alimento e
densidade de sitios de reproducdo podem ser mais limitantes ao crescimento das populacGes
que a pressdao de caca (PERES, 2000). Autores descrevem que ha condigbes em que, a
extracdo de individuos € inferior a taxa de crescimento populacional demonstrando que a
pratica pode ndo causar uma reducdo significativa de algumas espécies exploradas (ALVARD
etal., 1997; CONSTANTINO et al., 2016). Nesse caso, uma estratégia Util para a conservagédo
¢ garantir a estabilidade da biodiversidade dos ecossistemas extraindo 0s recursos naturais
dentro dos limites do potencial reprodutivo de cada espécie, sem a necessidade de proibir a

caca, 0 que garante a seguranca alimentar da comunidade tradicional.
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No entanto, para a maioria dos mamiferos amazonicos, aspectos sobre a biologia
reprodutiva seguem sendo pouco estudadas, principalmente devido restricdes financeiras e
dificuldades na logistica de obtencdo de material para estudo, resultando em amostragens
pequenas (EL BIZRI et al., 2017; MAYOR et al.,, 2017). Uma alternativa proveitosa e
confidvel para obtencdo de dados sobre a biologia reprodutiva e desenvolvimento intrauterino
é o uso do trato reprodutivo de fémeas capturadas para fins de subsisténcia, oriundo de
animais cacados por comunidades tradicionais locais (MAYOR et al., 2017).

A utilizacdo de material que seria descartado para estudos de biometria e
desenvolvimento intrauterino s&o fundamentais para maior compreensdo das relagoes
filogenéticas e fisioldgicas relevantes para o aprimoramento do diagndstico clinico da
reproducdo de espécies silvestres e seu manejo ex situ e in situ, estimando a capacidade de
resposta das mesmas aos impactos antropicos (MAYOR et al, 2017; DE ANDRADE et al.,
2018).

1.1 O Caititu (Pecari tajacu)

O caititu (Pecari tajacu) € um mamifero ungulado que pertence a ordem Artiodactyla e
a familia Tayassuidae juntamente com o Queixada (Tayassu pecari) e 0 Tagué (Catagonus
wagneri). Entre os ungulados, é uma das espécies com maiores distribuicdes geogréaficas na
América, com ocorréncia no sul dos Estados Unidos, America Central, leste dos Andes,
noroeste do Peru, norte da Argentina e Paraguai (SOWLS, 1997). No Brasil, o caititu esta
presente por todos os biomas e ocupa diversos habitats, desde florestas tropicais umidas,
savanas, regides semi-aridas e desertos, resistindo em areas sob impacto antrépico exceto
ambientes extremamente alterados (SOWLS, 1997; TIEPOLO & TOMAS, 2011). Por
apresentar tolerancia a ambientes modificados, o caititu pode ser considerado indicador da
qualidade ambiental e sua auséncia representa grau elevado de perturbacdo do habitat
(MAZZOLLI, 2006). Além disso, possui papel ecolégico na manutencdo dos ecossistemas
como predador e dispersor de sementes (BODMER, 1991; DESBIEZ & KEUROGHLIAN,
2009).

Os caititus sao robustos, com comprimento total variando entre 80 a 100 cm, altura de
30 a 50 cm e peso em torno de 14 a 30 kg (NOWAK, 1991; BODMER & SOWLS, 1996;
DEBIEZ et al., 2009). Possui pelos longos e asperos e pelagem marrom ou negra com uma
faixa branca com aspecto de colar que se estende desde o dorso até os ombros. A cabeca é
longa, triangular e relativamente grande, os olhos e orelhas sdo pequenos e o focinho
alongado (SOWLS, 1984; BODMER & SOWLS, 1993). O corpo de formato compacto e
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cilindrico e as patas curtas permitem a movimentagdo &gil entre a vegetacdo. No dorso
apresenta crina erétil constituida por cerdas resistentes e de coloracdo mais escura que se
estende as ancas e uma glandula proxima a cauda (TIEPOLO & TOMAS, 2011; MORALES
etal., 2015).

A espécie tem atividade tanto diurna quanto noturna e vive em grupos médios de 15
individuos em ambientes florestais ou areas abertas (SOWLS, 1984; TIEPOLO & TOMAS,
2011). Os grupos sao formados por animais jovens e adultos, de ambos 0s sexos e apresentam
comportamento de coesdo, dominancia hierarquica e colaboracdo mutua para defesa. A
coesdo é mantida por vocalizagGes, contato fisico e sinais olfativos liberados por glandulas, a
dominancia hierarquica esté relacionada ao tamanho, sendo 0s animais dominantes maiores e
mais pesados (BISSONETTE, 1982). Diferentemente dos queixadas que viajam longas
distancias, os caititus ndo se distanciam do seu local de nascimento (SOWLS, 1997). Séo
considerados animais onivoros por apresentarem uma alimentacdo diversificada em folhas,
sementes, frutas, raizes, tubérculos e invertebrados (DEUSTSCH & PUGLIA, 1998; SOWLS,
1997).

As fémeas possuem ovarios ovalados posicionados sob a quarta vértebra lombar e
envolvidos parcialmente pela bolsa ovarica, que é mais desenvolvida cranialmente. As tubas
uterinas sdo finas, tortuosas e alongadas e se curvam craniocaudalmente sobre os ovarios. O
Utero apresenta dois cornos uterinos curtos, grossos e flexuosos que estdo voltados
ventralmente em formato de hélice e de tamanho menor que o da porca doméstica (GARCIA
et al., 2009, MAYOR et al., 2004) (Figura 1 e 2). A cérvix é longa e com projecOes circulares
para o interior do canal e conformando o lumen em um aspecto espiralado (Figura 3). A
placenta é classificada como epiteliocorial, difusa e adecidua com saco alantocoridnico
fusiforme e presenca de interdigitacdes difusas e auréolas distribuidas longitudinalmente no
corion (SANTOS et al., 2000, 2006).
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Figura 1. Vista dorsal dos dérgdos genitais de fémea gestante de caititu (Pecari tajacu). Ovérios (1), Cornos
uterinos (2), Corpo uterino (3), Cérvix (4). Fonte: Adaptado do Atlas de Anatomia Veterindria UAB-UFRA

(https://www.anatomiaveterinaria-uab-ufra.com/).

Figura 2. Placenta do tipo epiteliocorial, difusa e adecidua com vasos do cérion espalhados por toda superficie
placentéria. Presenca de um feto de caititu (Pecari tajacu). Fonte: Adaptado do Atlas de Anatomia Veterinaria

UAB-UFRA (https://www.anatomiaveterinaria-uab-ufra.com/).
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Figura 3. (A) Vista dorsal dos 6rgdos genitais de fémea de caititu (Pecari tajacu). (B) Corte longitudinal
demonstrando a presenca de pregas ha mucosa da cérvix uterina. Ovarios (1), Tuba uterina (2), Corno uterino
(3), Corpo uterino (4), Cérvix (5), Vagina (6), Ureter (7), Bexiga urinéria (8), Vulva (9), Canal cervical e (10)
Projecdes  cervicais. Fonte: Adaptado do Atlas de Anatomia Veterinaria UAB-UFRA

(https://www.anatomiaveterinaria-uab-ufra.com/).

Com relacdo aos aspectos reprodutivos, as fémeas sdo poliéstricas ndo-estacionais com
a possibilidade de reproduzir e gerar filhotes durante o ano todo e sem época preferencial. A
atividade reprodutiva inicia a partir dos 8 meses de idade e o ciclo estral dura em média de 22
a 28 dias (MAUGET et al., 2007; MAYOR et al., 2007; GARCIA et al., 2009). A idade
aproximada do primeiro parto em fémeas de vida livre é de 16 a 24 meses (LOCHMILLER &
HELLGREN, 1992). O intervalo médio da gestacao é de 138 dias (MAYOR et al., 2005), no
entanto, a média apresentou uma variacdo em diversos estudos (Tabela 1) sendo poucos dias
mais curta que na queixada, a qual apresenta média de 155 a 160 dias (SOWLS, 1984) e mais

longa que na porca doméstica, com 114 dias de gestacéo.

Tabela 1. Duragdo média da gestacdo em caititu (Pecari tajacu) descrita em diversos estudos.

Duracdo média da gestacdo (em dias) Referéncias

138,3+5,3 Mayor et al. (2005)

140 - 150 Guimardes et al. (2006)
144,7 (141 — 145) Sowls (1997)

144 — 148 Nowak (1991)

145 Tiepolo & Tomas (2011)

146 — 149 Da Silva et al. (2002)
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O tamanho médio da ninhada varia de um a quatro filhotes, com maior ocorréncia de
partos duplos (SOWLS, 1997; GARCIA et al., 2009). Alguns autores descrevem que 0
tamanho da ninhada em cativeiro é de 1,85 * 0,43 filhotes por parto (MAYOR et al., 2007).
Os filhotes possuem pelos mais avermelhados e uma faixa marrom dorsal, nascem com
aproximadamente 604 gramas e sdo desmamados em torno de dois meses. O primeiro estro
pos-parto ocorre entre quatro a 16 dias apdés o desmame com taxa de concep¢do de 67%
(SOWLS, 1984, 1997; MAYOR, 2006). A presenca de estro pds-parto com possibilidade de
nova gestacao é um fator positivo, pois proporciona maior produtividade e rapida reposicao
populacional do grupo. A proporcdo média de partos por ano é de 1,4 a 1,8 partos em fémeas
de vida livre (GOTTDENKER & BODMER, 1998) e de 1,6 em fémeas de cativeiro
(NOGUEIRA-FILHO & LAVORENTI, 1997).

O caititu é uma das espécies amazonicas mais cacadas devido a apreciacdo de sua carne
altamente palatavel e do couro de qualidade utilizado para fabricagdo de acessorios de luxo
(BONAUDO et al., 2002; NOGUEIRA-FILHO & NOGUEIRA, 2004; SANTOS et al., 2009).
Essa demanda é suprida mediante a caca predatdria e ilegal realizada em diversos paises da
América do Sul, inclusive o Brasil (NOGUEIRA-FILHO & LAVORENTI, 1997). Além
disso, a espécie também é visada para a caga esportiva na Amazénia (PERES, 1996), o que
reduz a populacdo disponivel em vida livre.

Segundo a Unido Internacional para a Conservagédo da Natureza - IUCN (GONGORA et
al., 2013), o P. tajacu ainda apresenta estado de conservacdo considerado menos preocupante
“Least concern” (LC) na escala de risco de extingdo. Os fatores que justificam essa
classificacdo sdo a sua ampla distribuicdo nos diversos biomas brasileiros e a maior
capacidade de reposicao da populacdo livre. No entanto, a espécie apresentou um declinio em
biomas, tais como a Caatinga e a Mata Atlantica (GONGORA et al., 2013), e dessa forma,
faz-se necessario avaliar os impactos da caca e da destruicdo dos habitats por serem as
principais ameacas para a conservagdo da espécie (REDFORD, 1992; PERES, 1996; SOWLS,
1997). Para Nogueira-filho & Lavorenti (1997), a manutencdo do habitat natural e a criacdo
em cativeiro sdo medidas que permitem a exploragdo racional da espécie. A implantagéo de
criatérios comerciais também gera rendas aos produtores rurais das regides com suporte
insuficiente das necessidades domesticas (SANTOS et al., 2009).

Em cativeiro, a espécie demonstra aptiddo para reproducdo (SILVA, 2002;
GUIMARAES et al., 2004, 2006; MAYOR et al., 2007), adaptabilidade para arragoamento
balanceado (ALBUQUERQUE et al., 2004) e bom desempenho zootécnico
(ALBUQUERQUE et al., 2008). Para obtencdo de resultados positivos na conservagao ou
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melhoramento genético é importante compreender que o manejo de animais silvestres requer
0 conhecimento dos hébitats, da fisiologia reprodutiva e de desenvolvimento intrauterino,
alimentacéo e das respostas denso-dependentes na dindmica das populacdes e suas respostas a
sobrecaca (GOTELLI, 1995, BODMER et al., 1997). A criacdo de caititu em cativeiro € uma
alternativa para implementar programas de conservagdo (MMA, 2001), garantir a seguranca
alimentar das comunidades locais, além de ampliar o conhecimento para 0 SuCesso

reprodutivo em cativeiro, criando assim, populagdes autossustentaveis.

1.2 A ultrassonografia fetal

A ultrassonografia € um método de diagndstico comumente usada na medicina
veterinaria. A técnica € baseada na formacdo e propagacdo de ondas sonoras de alta
frequéncia que penetram os tecidos gerando imagens bidimensionais em escala de cinza, de
acordo com as diferencas nas densidades dos tecidos observados. Assim, os liquidos por ndo
refletirem ondas sonoras aparecem na cor preta (anecoico), tecidos de densidade intermediéria
sdo visualizados em variados tons de cinza (hipoecoico) e os tecidos densos sdo observados
na cor branca devido a alta reflexdo do som (hiperecoico). Para a realizacdo da técnica é
necessario o uso de um transdutor que origina e emite ondas sonoras em unidades de
frequéncia que equivale a um milh&o de hertz (Megahertz - MHz), a partir de cristais com
propriedades piezoelétricas (FELICIANO et al., 2013).

Uma das areas de maior aplicabilidade da ultrassonografia na medicina veterinaria é a
reproducdo animal. Em comparacéo a outros métodos, a técnica possui uma maior acuracia na
deteccdo da maturacdo sexual permitindo a avaliacdo do trato reprodutivo e identificagdo de
alteracOes clinicas. O exame ultrassonografico também é muito preciso para diagnostico
precoce de gestacdo, predicdo da época de parto e estimativa da idade fetal, sendo uma técnica
segura para a mae e o feto (REECE et al., 1990). Além disso, é indolor, ndo ionizante, ndo
invasiva e relativamente barata como rotina no acompanhamento da gestacdo (MAYOR et al.,
2005; PATRE et al., 2015).

A avaliacdo da idade gestacional dos fetos € util para a clinica, manejo prenatal ou para
fins cientificos. Muitos parametros de avaliacdo fetal sdo utilizados para prever a idade
gestacional correta em diversos mamiferos, tais como o didmetro biparietal (DBP), a
circunferéncia craniana (CC), toracica (CT) e abdominal (CA). Nos casos em que nao é
possivel mensurar o DBP, os comprimentos umeral e femoral permitem uma estimativa
confidvel da idade fetal em espécies domésticas. Por esse motivo, a mensura¢do dos 0ss0s

longos é cada vez mais utilizada para estimar a idade gestacional aumentando a acurécia do
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exame pela avaliacdo de diversos pardmetros (PATRE et al., 2015). Outro fator observado € a
importancia da fetometria ultrassonogréafica na avaliagdo do desenvolvimento fetal e sua
viabilidade. O retardo no crescimento fetal contribui para o aumento do risco de
sobrevivéncia pre-parto, o que reforca a importancia da ultrassografia no acompanhamento da
viabilidade gestacional e diagndstico precoce de anomalias anatdmicas fetais congénitas ou
hereditarias (OGATA, 1999).

Diversos trabalhos sobre diagnéstico gestacional, deteccdo da idade gestacional e
fetometria ultrassonografica foram realizados em diferentes espécies domeésticas, dentre elas,
bovinos (KAHN, 1989; RAJAMAHENDRAN, 1994; OGATA et al., 1999; WOLF &
GABALDI, 2002; MENEZES et al., 2011; ANDRADE et al., 2017), bubalinos (ALl &
FAHMY, 2008), ovinos (GREENWOOD et al., 2002), caprinos (LEE, 2005; LEGA, 2007) e
suinos (KAUFFOLD & ALTHOUSE, 2006; WILLIAMS et al., 2008), demonstrando o
interesse por estudos sobre ultrassonografia ginecoldgica e obstétrica em diversas espécies. A
realizacdo de pesquisas cientificas em fetometria ultrassonogréfica auxilia na identificagdo
dos parametros mais confiaveis para a estimativa da idade gestacional.

No final da década de 90 houve um aumento do uso da ultrassonografia na clinica e
manejo reprodutivo de animais silvestres na Ameérica do Sul (AUGUSTO, 2001). Por
exemplo, esse autor relata a aplicagdo da técnica em diversas espécies selvagens, com
finalidade de avaliar fluido uterino, diagnosticar precocemente a gestagdo e morte fetal,
monitorar o desenvolvimento fetal e auxiliar em programas de reproducdo assistida. Além
disso, destaca-se também o crescimento do desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas
responsaveis por otimizar o desempenho zootécnico em animais silvestres, inclusive o caititu
(SILVA et al., 2012), mediante protocolos de sincronizacgdo de estro (PEIXOTO et al., 2017),
monitoramento e controle do ciclo estral (SILVA et al., 2017) e cultivo de germoplasma
feminino (SILVA et al., 2012).

Com o aumento do interesse pela conservacdo de espécies endémicas com risco de
extincdo e da compreensdo dos mecanismos reprodutivos de espécies precociais e altriciais,
trabalhos sobre ultrassonografia obstétrica foram realizados para elucidar aspectos da biologia
reprodutiva de ungulados, entre eles os cervideos e taiaguideos (BINGHAM, 1990; MAYOR
et al., 2005). Assim, a técnica € util para avaliar aspectos reprodutivos de animais ameacados,

atuando como ferramenta valiosa para 0 manejo dessas espécies em cativeiro e em vida livre.
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1.3 Desenvolvimento 6sseo

O 0sso é um 0Orgdo que possui inervacdo e vascularizacdo sanguinea e linfatica e de
grande importancia para a locomocao, protecao de 6rgaos vitais, sintese de células sanguineas
e reserva de minerais, principalmente o célcio e fésforo (SEIFERT & WARTKINS, 1997;
DYCE et al., 2010). O esqueleto é derivado de células do mesoderma e da crista neural. O
desenvolvimento 6sseo do embrido ocorre por trés linhagens distintas. Os somitos originam
0s 0sso0s do esqueleto axial mediante a porcdo denominada esclerétomo, a placa somatica do
mesoderma lateral gera o esqueleto apendicular enquanto a crista neural ectodérmica e o
mesoderma cefélico formam o arco branquial, cartilagens e ossos craniofaciais (GILBERT,
2000; SINOWATZ, 2010).

As células dsseas derivadas da linha de células osteoprogenitoras sao os osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos. Os osteoblastos sdo responsaveis pela sintese da matriz organica e
revestem a maioria das superficies dsseas. Os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas
derivadas dos macrofagos que realizam a reabsorcdo Ossea. Os ostedcitos sdo osteoblastos
maduros localizados em lacunas na matriz mineralizada que participam da nutricdo e
manutencgéo local (BANKS, 1992; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2010).

O tecido 6sseo é formado por uma matriz extracelular altamente organizada de proteinas
sintetizadas principalmente por osteoblastos e composta por uma por¢do organica e
inorganica. A porcdo organica é constituida principalmente por colageno do tipo | e
proteoglicanos, ambos responsaveis por conferir maleabilidade sem perda da dureza. As fibras
de colageno estdo dispostas de maneira ordenada o0 que garante resisténcia a pressao e
compressdo e formam lacunas Uteis para a mineralizacdo 6ssea. A por¢do inorganica, que é
importante pela resisténcia a deformacdo, apresenta sais de fosfato e céalcio na forma de
cristais de hidroxiapatita (MOTA et al., 2008; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2010). O
processo de mineralizacdo € auxiliado por proteinas ndo colagenosas derivadas dos
osteoblastos: a osteocalcina que estimula a atividade dos osteoblastos e a osteonectina que
facilita a mineralizacao das fibras de coldgeno (OLSEN et al., 2000).

Os 0ss0s sdo revestidos externamente por uma membrana denominada de periosteo e
internamente pelo endoésteo. Macroscopicamente podem ser diferenciados em cortical e
esponjoso. O osso cortical ou compacto é denso e compde a maior por¢do do 0sso, a matriz de
colageno forma lamelas concéntricas ao redor de um canal vascular central, constituindo os
canais de Havers. Os canais centrais comunicam-se entre si e com a medula 6ssea mediante 0s

canais de Volkmann. O 0ss0 esponjoso ou trabecular é poroso e possui trabéculas preenchidas
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por medula 6ssea vermelha, onde h& producdo de células sanguineas (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2010).

Nos 0ssos longos, a diafise € composta em sua maior por¢do por 0sso compacto (80%) e
com uma pequena porcdo de 0SSO esponjoso, que constitui 20% da massa 6ssea. O oposto
ocorre nas epifises, que sdo formadas por 0sso esponjoso delimitado por uma delgada camada
compacta. Os 0Ss0S curtos possuem um centro esponjoso envolto por 0sso compacto e 0S
0ss0s achatados apresentam duas camadas de 0sso compacto, uma interna e outra externa,
separadas por 0sso esponjoso, denominado diploe (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2010).

A formacdo dos 0sso0s, ou osteogénese, envolve dois processos para transformagéo de
tecido mesenquimal preexistente em tecido 6sseo. A transformacdo do tecido mesenquimal
diretamente em o0sso € denominado de ossificacdo intramembranosa, enquanto que a
diferenciacdo das células mesenquimais em células cartilaginosas, que serdo substituidas
posteriormente por tecido 0sseo, é conhecido por ossificacdo endocondral (OLSEN et al.,
2000; DYCE et al., 2010).

A ossificacdo intramembranosa ocorre em 0ssos achatados principalmente os do cranio.
As células mesenquimais derivadas da crista neural ou do mesoderma cefalico se proliferam
no interior das membranas do tecido conjuntivo, os centros de ossificacdo primaria
(LARSEN, 1997). Proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) ativam o fator de transcri¢do
CBFA1l (core binding factor alpha 1) das células mesenquimais promovendo a sua
diferenciacdo em osteoblastos que secretam uma matriz ndo-calcificada formada por colageno
e proteoglicanos denominada osteoide, que € capaz de se ligar ao fosfato de célcio. Varios
centros de ossificacdo se desenvolvem no interior do tecido conjuntivo formando espicula
Osseas que se unem com espiculas vizinhas originando o tecido esponjoso, que permite a
penetracdo de vasos sanguineos e a formacdo da medula déssea. Durante a calcificacdo da
matriz osteoide é possivel que osteoblastos fiqguem aprisionados originando os ostedcitos
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2010).

A ossificacdo endocondral ocorre nos 0ssos esfenoides do créanio, na coluna vertebral,
pelve, membros e nas costelas e pode ser dividida em cinco estagios. Primeiro, as células
mesenguimais sdo estimuladas por fatores pardcrinos para expressarem Paxl e Scleraxis
responsaveis pela formacdo das células cartilaginosas. No segundo estagio, as células se
diferenciam em condrocitos e sdo responsaveis pelo inicio da formacdo da matriz
cartilaginosa. Durante o terceiro estdgio, 0s condrocitos se condensam e proliferam
rapidamente originando um molde de cartilagem hialina no formato do futuro osso. No quarto

estagio, os condrocitos se tornam hipertrofiados e promovem o inicio de mineralizagdo e
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reducdo da matriz cartilaginosa na regido central da cartilagem denominada de colar 6sseo.
Por altimo, com a morte dos condrocitos, ocorre a invasdo das cavidades calcificadas por
células mesenquimatosas indiferenciadas vindas do tecido conjuntivo adjacente mediante 0s
capilares sanguineos, que penetram o colar dsseo. Essas celulas se diferenciam em
condroclastos, que degradam a matriz calcificada e em osteoblastos, que depositam camada
de osso primario sobre a cartilagem calcificada formando espiculas 6sseas. Futuramente as
espiculas Osseas sdo remodeladas por acdo dos osteoclastos e osteoblastos (BANKS, 1992;
OLSEN et al., 2000; DYCE et al., 2010).

Os nucleos de ossificacdo secundarios surgem posteriormente nas epifises gerando
cavidades que serdo preenchidas com medula dssea. Apds mineralizacdo, a cartilagem
permanece na regido articular e na placa epifisaria, que liga a epifise a diafise e permite o
crescimento 6sseo apds 0 nascimento até a puberdade (FLETCHER & WEBER, 2004;
MOORE & PERSAUD, 2004; SADLER, 2004). A cartilagem epifisaria pode ser dividida
histologicamente em cinco zonas: 1- a zona de repouso com condrocitos sem atividade
proliferativa; 2- a zona de proliferacdo onde os condrocitos se dividem rapidamente e formam
colunas de células empilhadas; 3- zona de cartilagem hipertréfica com condrocitos
aumentados de tamanho e em inicio de apoptose; 4- zona de cartilagem ossificada que
apresenta inicio de matriz mineralizada e condrdcitos mortos; e 5- a zona de ossificacdo com
presenca de osteoblastos e tecido 6sseo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2010).

Todos os 0ssos do esqueleto apendicular iniciam como um modelo cartilaginoso que se
transformam em o0sso verdadeiro mediante a ossificacdo endocondral posteriormente durante
o desenvolvimento fetal. O mesoderma é responsavel pelo controle morfogenético do
desenvolvimento dos membros com o epitélio da crista ectodérmica apical realizando uma
funcdo estimulatoria para esse processo. O desenvolvimento dos membros anteriores e
posteriores é semelhante, sendo que a morfogénese dos membros anteriores inicia 1 a 2 dias
antes dos membros posteriores (SINOWATZ, 2010).

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo geral
Descrever o desenvolvimento gestacional do esqueleto axial e apendicular de fetos de

caititus (Pecari tajacu).
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1.4.2 Objetivos especificos

I) Relacionar a biometria dos componentes mineralizados (diafises) e ndo
mineralizados (epifises) dos 0ssos em desenvolvimento com o comprimento fetal;

I1) Verificar o aparecimento dos nucleos de ossificacdo secundarios dos 0ssos longos e
seus respectivos diametros relacionando com o comprimento total fetal;

I11) Discutir o grau de precocialidade da espécie e a capacidade motora pds-parto com

dados da literatura para outras especies.
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Resumo: A ultrassonografia tem se apresentado como ferramenta Gtil para o estudo do
desenvolvimento fetal e permite avaliar as diferentes estratégias adotadas por espécies
precocias e altriciais para maximizem a sobrevivéncia ap0s 0 nascimento. O propoésito do
estudo foi avaliar o desenvolvimento dsseo gestacional do caititu (Pecari tajacu), relacionar
com estratégias adaptativas da espécie e as consequéncias em sua histéria de vida.
Inicialmente mensurou-se o comprimento total dorsal (TDL) e a massa corporal de sete
embrides e 46 fetos oriundos de caca de subsisténcia. Em seguida, realizou-se o exame
ultrassonografico para identificacdo de mineralizacdo 0ssea e mensuracdo dos 0ssos do
esqueleto axial e apendicular. Os ossos do cranio (occipitais, frontal e parietais) foram os
primeiros a mineralizarem, sendo observados em fetos com TDL > 5.3 c¢cm (35% do periodo
gestacional). A coluna cervical, toracica, lombar e sacral foi observada juntamente com as
costelas em fetos com TDL > 5.8 cm enquanto a porgdo coccigea foi mineralizada em fetos
com TDL > 8.1 cm. Os primeiros ossos do esqueleto apendicular foram identificados em fetos
com TDL >5.7 cm (36% do periodo gestacional), no qual foi possivel observar mineralizacdo
na diafise do umero e do fémur. Observou-se mineralizacdo da escapula, radio, ulna, ilio,
isquio, tibia e fibula em fetos com TDL > 5.8 cm e do metacarpo e metatarso em fetos com
TDL > 9.7 cm. As falanges proximais, médias e distais dos membros toracico e pélvico foram
identificadas em fetos com TDL > 13 cm, seguidos do pubis e o calcaneo em TDL > 13.1 cm
e o talus com TDL > 17.8 cm. Os Gltimos 0ssos a se mineralizarem foram 0s 0ssos do carpo e
porcdo distal do tarso com TDL > 22.8 cm (79% do periodo gestacional). Com relacdo aos
nucleos de ossificacdo das epifises, o nucleo distal do fémur foi o primeiro a ser visualizado,
surgindo em fetos a partir de 20 cm de TDL (72% do periodo gestacional), seguido pelo
nacleo proximal do radio em fetos a partir de 22.4 cm e nas epifises distais do radio e Umero a
partir de 22.8 cm de TDL. Em fetos com 24.1 cm de TDL foi possivel observar os nucleos
proximais e distais da tibia. Por ultimo, observou-se o ndcleo proximal do Uumero e das
falanges proximais dos membros torécico e pélvico e nucleo distal da ulna, metacarpo, fibula,
metatarso em fetos com TDL > 29.3 cm (95% do tempo de gestacdo). Os demais nucleos de
ossificacdo secundarios ndo foram identificados nos fetos estudados. Com bases nos
resultados obtidos, o presente estudo fornece dados relacionados ao desenvolvimento 6sseo
intrauterino de caititu e auxilia no monitoramento da gestacdo e estimativa da idade
gestacional.

Palavras-chave: biometria dssea, desenvolvimento fetal, obstetricia, precocialidade.
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Abstract: Ultrasonography has been presented as a useful tool for the study of fetal
development and allows to evaluate the different strategies adopted by early and altricial
species to maximize survival after birth. The purpose of the study was to evaluate the
gestational bone development of the caititu (Pecari tajacu), to relate with adaptive strategies
of the species and the consequences on its life history. Initially, the total dorsal length (TDL)
and body mass of seven embryos and 46 subsistence hunting fetuses were measured. Then,
the ultrasound examination was performed to identify bone mineralization and measurement
of axial and appendicular skeleton bones. The skull bones (occipital, frontal and parietal) were
the first to mineralize, being observed in fetuses with TDL > 5.3 cm (35% of gestational
period). The cervical, thoracic, lumbar and sacral spine was observed together with the ribs in
fetuses with TDL > 5.8 cm while the coccygeal portion was mineralized in fetuses with TDL
> 8.1 cm. The first bones of the appendicular skeleton were identified in fetuses with TDL >
5.7 cm (36% of gestational period), in which it was possible to observe mineralization in the
humeral and femur diaphysis. Mineralization of the scapula, radius, ulna, ilium, ischium, tibia
and fibula was observed in fetuses with TDL > 5.8 ¢cm and metacarpal and metatarsal in
fetuses with TDL > 9.7 cm. The proximal, middle and distal phalanges of the thoracic and
pelvic limbs were identified in fetuses with TDL > 13 cm, followed by the pubis and
calcaneal TDL > 13.1 cm and the talus with TDL > 17.8 cm. The last bones to mineralize
were the carpal and distal tarsal bones with TDL > 22.8 cm (79% of gestational period).
Regarding epiphyseal ossification nuclei, the distal femoral nucleus was the first to be seen,
appearing in fetuses from 20 cm TDL (72% of gestational period), followed by the proximal
radius nucleus in fetuses from 22.4 cm and distal epiphyses of the radius and humerus from
22.8 cm TDL. In fetuses with 24.1 cm TDL it was possible to observe the proximal and distal
tibial nuclei. Finally, the proximal humeral nucleus and proximal phalanges of the thoracic
and pelvic limbs and distal nucleus of the ulna, metacarpal, fibula, metatarsus in TDL > 29.3
cm (95% of gestation time) were observed. The other secondary ossification nuclei were not
identified in the studied fetuses. Based on the results obtained, this study provides data related
to intrauterine bone development of collared peccary and assists in monitoring pregnancy and
estimating gestational age.

Keywords: biometry of bone, fetal development, obstetrics, precocity.
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1. Introducéo
O caititu (Pecari tajacu) € um mamifero ungulado pertencente a ordem Artiodactyla e

familia Tayassuidae juntamente com a queixada (Tayassu pecari) e o tagua (Catagonus
wagneri). Desses ungulados é o que apresenta a maior distribuicdo geografica, com
ocorréncia no sul dos Estados Unidos, América Central, leste dos Andes, noroeste do Peru,
norte da Argentina, Paraguai e Brasil (Sowls, 1997; Tiepolo & Tomas, 2006). Apesar de sua
ampla distribuicéo, o caititu € uma das espécies amazonicas mais cagadas devido a apreciacao
de sua carne altamente palatdvel e do couro de qualidade utilizado para fabricacdo de
acessorios de luxo (Nogueira-Filho & Nogueira, 2004).

Com relagdo aos aspectos reprodutivos, as fémeas sdo poliéstricas ndo-sazonais, ou seja,
com a possibilidade de reproduzir e gerar filhotes durante o ano todo e sem época
preferencial. O intervalo médio da gestacdo é de 138.3 + 5.3 dias (Mayor et al. 2005), e 0
tamanho médio da ninhada varia de um a quatro filhotes, com maior ocorréncia de partos
duplos (Sowls, 1997; Garcia et al. 2009). A proporcdo média de partos por ano é de 1.4 a 1.8
partos em fémeas de vida livre (Gottdenker & Bodmer, 1998) e de 1.6 em fémea de cativeiro
(Nogueira Filho & Lavorenti, 1997).

Para obtencdo de resultados positivos na conservacdo ou melhoramento genético é
importante compreender que 0 manejo de animais silvestres requer o conhecimento do habitat
e da fisiologia reprodutiva (Sowls, 1997; Gotelli, 1995). Estudos recentes, realizados em
herbivoros ungulados, tais como queixadas (Andrade et al. 2018), veados (Mayor et al. 2019a)
e caititu (Mayor et al. 2019b), demonstraram a precocialidade dessas espécies no
desenvolvimento intra-uterino, mediante avaliacdo dos 6rgéos toracicos e abdominais.

Assim, avaliar o crescimento fetal auxilia no entendimento e na comparacdo das
estratégias adotadas por diferentes espécies para otimizar as taxas de sobrevivéncia materna e

dos filhotes (Derrickson, 1992; Clancy et al. 2001; Franciolli et al. 2011).
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A ultrassonografia mostrou-se util para avaliar 0 aspecto reprodutivo de caititus criados
em cativeiro, atuando como ferramenta valiosa para 0 manejo reprodutivo dessa espécie
(Mayor et al. 2005). Dessa forma, é importante obter informacdes relacionadas a gestacéao
para compreender o processo fisiolégico do crescimento intrauterino. Entretanto, estudos
anteriores ndo avaliaram a relacdo da precocialidade e o desenvolvimento dsseo fetal e a
atuacdo do sistema musculoesquelético na compreensdo da historia de vida dessa espécie.
Nesse contexto, objetivou-se descrever o desenvolvimento gestacional do esqueleto axial e
apendicular de fetos de caititus (Pecari tajacu), visando gerar conhecimento para fisiologia

gestacional de espécies precociais.

2. Material e Métodos
Aspectos éticos

A pesquisa foi autorizada pelo Comité de Etica para Experimentagdo em Vida Selvagem
da Diregdo Geral de Fauna e Flora Silvestre do Peru (Licenga 0229-2011-DGFFS-DGEFFS),
pelo Instituto Chico Mendes para Conservagédo da Biodiversidade do Brasil (Licenga SISBIO
N° 29092) e pelo Comité de Etica em Pesquisas com Animais da Universidade Federal Rural
da Amazénia (CEUA/UFRA protocolo 008/2016). As amostras biol6gicas foram enviadas
para UFRA, Belém, Pard, Brasil sob licenca de exportacdo CITES/IBAMA (No

14BR015991/DF).

Local e coleta de material

O material biolégico foi coletado na regido da Floresta Amaz6nica proxima ao rio
Yavari-Mirin (RYM, S 04°19.53; W 71°57.33), que esta localizado no nordeste da Amazonia
Peruana, sendo uma area continua de 107,000 ha, onde predomina floresta de terra firme. A
comunidade indigena é composta por 307 habitantes e se mantém principalmente com

agricultura familiar e caca e pesca de subsisténcia.
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De 2002 a 2015, cacadores locais capturaram e doaram voluntariamente trato
reprodutivo de 53 fémeas de caititu. Os cacadores foram treinados para remover todos os
Orgdos abdominais e pélvicos com a regido perineal e armazenar em solucdo de formaldeido
4% tamponado (v/v) (Mayor et al. 2017). Todas as amostras coletadas foram oriundas de caca
de subsisténcia e nenhum animal foi capturado para fins desse estudo.

Os uteros foram dissecados e os embrides e fetos foram coletados para avaliagdo
comprimento total dorsal (TDL), do comprimento cranio caudal (CRL) e da massa corporal.
O TDL foi obtido por fita métrica (0.1 mm de precisdo) percorrendo totalmente o dorso do
animal. O CRL foi mensurado por paquimetro (com capacidade total de 300 mm) posicionado
entre os olhos e o inicio da cauda, enquanto a massa corporal foi obtida em balanca digital
(0.1 g de precisao). O estagio gestacional dos embrides e fetos foram determinados de acordo

com o Comité Internacional de Nomenclatura Embriologica Veterinaria (2017).

Avaliagdo ultrassonogréfica

Os exames ultrassonograficos em modo B foram realizados utilizando o aparelho My
Lab™ 30Vetgold (Esaote, Genova, Italia) equipado com transdutor linear multifrequencial
(10-18 MHz). Nos casos de partos gemelares, optou-se por selecionar apenas um filhote por
fémea e, dessa forma, foram examinados 7 embrides e 46 fetos. Os especimes foram
posicionados em um recipiente contendo agua e com transdutor mantendo contato direto com
a superficie fetal para obtencdo das imagens. Um video apresentando o0 exame
ultrassonografico esta disponivel como material suplementar.

Avaliou-se o cranio em corte sagital na altura da linha do tdlamo para mensuracéo do
diametro biparietal (BPD), diametro occipito-frontal (OFD) e circunferéncia craniana (HC). O
transdutor foi posicionado na superficie externa do 0sso parietal proximal e o OFD foi obtido

perpendicularmente ao BPD respeitando as margens dos ossos frontal e occipital. A HC foi
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mensurada por um tracado em torno da borda hiperecogénica do cranio (Fig. 1). A coluna
vertebral foi dividida em cinco porcdes (cervical, toracica, lombar, sacral e coccigea) e foi
examinada mediante identificacdo da ossificacdo da cabeca vertebral em corte longitudinal
dorsal, enquanto as costelas foram identificadas com o transdutor posicionado em posicao
longitudinal ao térax dos fetos.

Fig. 1

Realizou-se 0 exame do membro toracico, iniciando pela regido proximal do membro,
com o transdutor sobre a espinha da escapula em corte longitudinal. Avaliou-se a por¢édo
ossificada, comprimento total (area mineralizada e ndo mineralizada) e largura na
extremidade distal do 0sso em contato com a articulacdo escapulo-umeral. Em seguida,
avaliou-se sucessivamente o umero, o radio e a ulna mantendo o eixo do transdutor o mais
préximo possivel de um angulo reto com a estrutura 0ssea, observando-se as epifises
cartilaginosas. Foram mensurados a regido hiperecoica (diafise), regido hipoecoica das
extremidades proximal e distal (epifises), largura e os nucleos de ossificacdo. A regido do
carpo foi avaliada considerando a presenca ou auséncia dos 0ssos, contabilizando as estruturas
identificadas. Por ultimo, avaliou-se a regido ossificada do metacarpo e das falanges
(proximal, média e distal) (Fig. 2).

Fig. 2

O exame do membro pélvico foi conduzido de forma semelhante ao realizado no
membro toracico, avaliando comprimento total, porcdo mineralizada e largura do ilio e isquio,
mensurada na extremidade em contato com o acetabulo. O exame do fémur, tibia e fibula foi
semelhante ao do umero (Fig. 3). Além disso, verificou-se a mineralizacdo dos 0ssos do
carpo/tarso, sendo mensurados apenas 0 calcaneo e o talus. Com relacdo ao metacarpo,
metatarso e falanges, obteve-se 0 comprimento e largura das diafises.

Fig. 3
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Para a identificacdo dos nucleos de ossificacdo secundarios, orientou-se o transdutor no
sentido do maior eixo da diafise no plano longitudinal, evitando-se seccdes obliquas. Os
nucleos foram mensurados obtendo-se 0 maior didmetro possivel mesmo em cortes sagitais
longitudinais, diferenciando-os de material ecogénico da sindvia ou segmentos de 0SS0S

adjacentes na articulacao, posicionados perifericamente nas epifises.

Anélise dos dados

A idade gestacional (GA) foi estimada utilizando a formula proposta por Huggett &
Widdas (1951), *VW = a (t —to), onde W equivale ao peso fetal a termo, a é a velocidade de
crescimento fetal especifica, t € a idade fetal em dias e tO é o ponto de intercepcao no eixo da
idade. De acordo com esses autores, t0 corresponde a 20% do periodo gestacional (GP) em
espécies com gestacdo entre 100 a 400 dias. Para uso da formula, foi considerado o periodo
gestacional de 138 dias (Mayor et al. 2005), e 0 peso médio ao nascimento de 6689, apds
realizar a média dos valores encontrados em diversos estudos (Garcia et al. 2005; Mayor et al.
2005; Da Silva et al. 2002; Pinheiro, 2001; Nogueira Filho & Lavoreti, 1997; Nogueira, 1991;
Sowls, 1984).

As regressdes logisticas que modelam a relacdo entre 0 comprimento total dorsal (TDL)
e as medidas biométricas foram executadas usando o software CurveExpert 2.6 (°Copyright
2017, Daniel G. Hyams), que definiu as funcGes que melhor se ajustaram aos dados,
considerando a origem como o dia zero de desenvolvimento fetal. Foram aplicadas regressoes
logisticas para estimar a probabilidade de ocorréncia de mineralizagdo de cada osso e dos
nucleos secundarios de ossificacdo em relacdo ao TDL utilizando o software Statistica 8.0
(StatSoft Inc., Tulsa, USA). Relagdes com P < 0.05 foram considerados significativos. Além
disso, relagdes alométricas entre o comprimento e a largura dos ossos longos (Umero, radio,

fémur e tibia) foram avaliadas em comparacao ao desenvolvimento gestacional.
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3. Resultados
A média do TDL dos embrides e fetos avaliados foi de 14.93 + 8.86 cm (variacao entre

1.54 e 32.8 cm), do CRL foi de 10.75 £ 6.32 cm (variacdo entre 1.54 e 24.1 cm) e da massa
corporal foi 174.04 £ 199.99g (variacdo entre 0.59 e 745g). A formula de crescimento da
idade fetal foi VW = 0.079 (t — 27.6), sendo 0.079 o valor de crescimento fetal especifica da
espécie e 27.6 equivalente a 20% do periodo de gestacdo. A idade apresentou forte associacao
positiva com o TDL (r?=0.95; p < 0.01) e CRL (r>= 0.97; p < 0.01) (Fig. 4).

Fig. 4

Ossificacéo do esqueleto axial

Os graficos das curvas de probabilidades da ossificacao do esqueleto axial e apendicular
e as equacbes de probabilidade podem ser observados na Figura 5 e Tabela 1,
respectivamente. Ndo foi observado inicio da mineralizacdo dos 0ssos em embrides, sendo
possivel visualizar no cranio (occipitais, frontal e parietais) em fetos a partir de 5.3 cm de
TDL (48 dias de gestacdo, 35% GP). A partir de 5.8 cm (50 dias, 36% GP) foi identificado
mineralizacdo da coluna vertebral na porcdo cervical, toracica, lombar e sacral, juntamente
das costelas. No esqueleto axial, a Gltima estrutura a ser mineralizada foi a porcdo coccigea da
coluna que teve inicio em fetos com TDL > 8.1 (58 dias, 42% GP) (Fig. 5A).

Fetos com TDL > 8.7 cm (60 dias, 43% GP) apresentaram 100% de probabilidade de
mineralizagdo do cranio. A partir de TDL > 9.8 cm (64 dias, 46% GP), os fetos apresentaram
100% de probabilidade de mineralizacdo das porgdes cervical, tordcica, lombar, sacral e
costelas enquanto que a probabilidade de 100% de mineralizacdo da porcdo coccigea foi
observada com TDL > 11.8 cm (71 dias, 51% GP).

Fig. 5

Tabela 1
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Ossificacéo do esqueleto apendicular

Com relacdo aos 0ssos do esqueleto apendicular (Fig. 5B e 5C), 0s primeiros 0ssos
foram identificados em fetos a partir de 5.7 cm de TDL (50 dias de gestacdo, 36% GP), no
qual foi possivel observar mineralizagdo no membro toracico (Umero) e no membro pélvico
(fémur). Posteriormente, observa-se a mineralizacdo da escapula, radio, ulna, ilio, isquio, tibia
e fibula em fetos com 5.8 cm de TDL (50 dias de gestacéo, 36% GP).

O metacarpo e 0 metatarso foram visualizados em fetos com 9.7 cm de TDL (64 dias,
46% GP). As falanges proximais, médias e distais dos membros toracico e pélvico estavam
mineralizadas em fetos com TDL > 13 cm (75 dias, 54% GP). Em seguida, o pubis e o
calcaneo apresentaram mineralizacdo a partir de 13.1 cm (76 dias, 55% GP).

Os ultimos ossos a se mineralizarem foram identificados no terco final da gestacdo, no
qual se observou mineralizacdo do talus em fetos com TDL > 17.8 ¢cm (91 dias, 66% GP) e
nos ossos do carpo ¢ na por¢ao distal do tarso a partir de TDL > 22.8 cm (109 dias, 79% GP).
Né&o foi observada mineraliza¢do na patela.

Fetos com TDL > 9.8 cm (64 dias, 46% GP) apresentaram 100% de probabilidade de
mineralizacdo dos ossos do membro toracico (escapula, umero, radio, ulna) enquanto 0s 0ss0s
do membro pélvico (ilio, pubis, isquio, fémur, tibia e fibula) apresentam a mesma
probabilidade de mineralizacdo em fetos a partir de 14.4 cm de TDL (80 dias, 58% GP). A

mineralizacdo dos 0ssos longos iniciou na regido central da diafise.

Nucleos de ossificacdo secundarios

As curvas de probabilidade de ossificacdo dos nucleos secundarios e as equacgdes de
probabilidade estdo dispostas na Figura 6 e Tabela 2, respectivamente. Os nucleos de
ossificacdo das epifises foram visualizados em fetos a partir de 20 cm de TDL. O nucleo da

epifise distal do fémur foi o primeiro a ser observado em fetos com TDL > 20 cm (99 dias de
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gestacdo, 72% GP). As epifises proximais do radio apresentam inicio do nucleo de ossificagdo
a partir de 22.4 cm (107 dias, 77% GP) e nas epifises distais foram observadas a partir de 22.8
cm de TDL (109 dias de gestacdo, 79% GP), juntamente com os nucleos distais do Umero. Em
fetos com 24.1 cm de TDL (113 dias de gestacdo, 82% GP), foi possivel observar os nucleos
proximais e distais da tibia. Por Gltimo, observou-se os ndcleos proximais do Umero e das
falanges proximais do membro toracico e pélvico e nucleos distais da ulna, metacarpo, fibula,
metatarso em fetos com TDL > 29.3 cm (131 dias de gestagdo, 95% GP). Nenhum dos fetos
estudados apresentou inicio de mineralizagcdo dos demais nucleos de ossificacao epifisarios.
Fig. 6

Tabela 2

Medidas 6sseas e a idade gestacional

Todas as relacbes entre as medidas biométricas e o TDL foram significativas com
altos coeficientes de determinagdo (r? > 0.85; p < 0.01). As medidas cranianas apresentaram
fortes relagdes com o TDL, com o OFD apresentando o maior coeficiente de determinacao (r2
=0.98). Com relacdo ao esqueleto apendicular, a relagdo mais forte do comprimento total dos
0ssos com o TDL foi observada com o Gimero (r? = 0.99), enquanto que a associagio entre as
diafises e TDL foram maiores na escapula, radio, ulna, ilio, fémur e tibia (r> = 0.98). Na
relacdo entre TDL e largura dos ossos longos, o fémur apresentou a maior relagio (r> = 0.97)
seguido pelo umero e radio (r> = 0.96 e 0.94, respectivamente). As relagBes entre as medidas
biométricas e o0 TDL de todos os 0ssos estudados podem ser observadas nas Figuras 7 a 12.

Figs. 7-12.
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4. Discussao
Os resultados observados revelam importantes caracteristicas reprodutivas e etapas do

desenvolvimento 0sseo fetal em caititu que contribuem no manejo reprodutivo da espécie
tanto em cativeiro quanto em vida livre, sendo Util para desenvolver préaticas na avaliacdo
ultrassonografica do crescimento intrauterino. Além disso, o presente estudo demonstra a
eficiéncia no uso da ultrassonografia para avaliar os esqueletos axial e apendicular
relacionando-o0s com o comprimento corporal. Assim como observado em outros ungulados, o
caititu apresenta caracteristicas de alta precocialidade, com a formacdo de neonatos mais
pesados e com avancado desenvolvimento musculoesquelético apropriado para a
sobrevivéncia pds-natal, independéncia locomotora e menor dependéncia do cuidado materno
(Derrickson, 1992; Grand, 1992).

Com base na férmula proposta por Huggett e Widdas (1951), a velocidade de
crescimento fetal especifica observada em caititu (a=0.075) é maior que a observada em
espécies altriciais, tais como Lagothrix poeppigii (a=0.042 (Andrade et al., 2018b). No
entanto, € menor que a observada em Tayassu pecari (a=0.084 (Andrade et al., 2018a), Sus
domesticus (a=0.104), Bos taurus (a=0.145), Ovis aries (a=0.147) (Huggett & Widdas, 1951),
e relativamente semelhante a de Mazama americana (a=0.072 (Mayor et al., 2019) e
Cuniculus paca (a=0.077 (El bizri et al., 2017). A presenca de menor velocidade de
crescimento em caititus pode ser visualizada no surgimento de menores nucleos de
ossificagdo secundarios e auséncia dos nucleos secundarios da epifise distal da ulna, epifise
proximal do fémur e de ossificagdo da patela, estrutura que foi observada no terco final de
fetos de queixada (Matos, dados ndo publicados).

Na regido Amazonica, os principais predadores naturais de caititus sdo grandes felinos
(Puma concolor e Panthera onca) que preferem predarem animais mais jovens e com baixa

capacidade de locomoc¢do (Crawshaw & Quigley, 1991). Com o objetivo de promover o
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aumento na taxa de sobrevivéncia de neonatos durante o periodo de ossificacdo e crescimento
das epifises Osseas pos-natal, as fémeas permanecem protegendo os filhotes juntamente com
0s demais componentes do grupo que demonstram receptividade aos animais mais jovens e
comportamento cooperativo (Tiepolo & Tomas, 2011). Dessa forma, os filhotes e juvenis se
desenvolvem precocemente, demandam menor energia materna que possui intervalos de
partos mais curtos em comparacao a especies altriciais, entretanto, necessitam do cuidado
parental nas primeiras semanas de vida durante o desenvolvimento dos nucleos epifisarios e
mineralizacdo das superficies dsseas nas regides articulares.

A ultrassonografia € amplamente utilizada para mensuracdo do desenvolvimento fetal
mediante avaliacdo do comprimento cranio-caudal (CRL) como ferramenta para estimativa da
idade gestacional em muitas espécies domésticas (Kahn, 1989; Ogata et al., 1999; Menezes et
al., 2011; Ali & Fahmy, 2008; Lee et al., 2005; Daneze et al., 2012). Assim como observado
por Andrade e colaboradores (2018a), o TDL apresentou alta associacdo com o CRL e com a
idade gestacional, atuando como método alternativo para avaliagdo do desenvolvimento fetal
em caititus por ndo ser influenciado pelo posicionamento fetal.

Observou-se que a calcificacdo do esqueleto fetal é identificada primeiramente nos
0ssos do cranio, seguidos pelo inicio da mineralizacdo da escapula, Umero e fémur e
ossificagdo da coluna vertebral e costelas. A mineralizacdo do cranio de caititus ocorre a partir
do 43° dia de gestacdo (31,4% do tempo de gestacdo), sendo possivel realizar a mensuracao
do DBP, DOF e CC em fetos maiores que 5.3 cm. Esse resultado demonstra que a espécie
apresenta mineralizacdo mais tardia que porcos domesticos, no qual observa-se as estruturas
Osseas cranianas a partir de 37 dias de gestacédo (25,7% do tempo de gestacdo) (Daneze et al.,
2012). O DBP apresentou alta correlagdo com a idade gestacional e pode ser considerado um
parametro fidedigno para estimativa da idade fetal devido a praticidade e viabilidade da

mensuracdo, assim como observado por outros autores em suinos, caprinos, bovinos e
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bubalinos (Daneze et al., 2012; Kahn, 1989; Menezes et al., 2011; Ali & Fahmy, 2008; Lee et
al., 2005).

O desenvolvimento precoce da porcdo proximal do esqueleto apendicular toréacico foi
evidenciado pelo aparecimento da escapula e umero mineralizados em fetos acima de 47° de
gestacdo (34,05% do tempo de gestacdo). Assim como os demais ungulados, o caititu ndo
possui clavicula e, devido sua auséncia, necessita do desenvolvimento de uma potente
musculatura para o suporte do peso toracico (Getty, 1986), o que pode justificar a
mineralizacdo precoce dessas estruturas em comparacdo aos demais 0ssos do esqueleto
apendicular.

A mineralizacdo da coluna, das costelas e dos demais 0ssos longos (radio, ulna, tibia e
fibula) ocorre a partir do 51° dia de gestacdo (36,95% do tempo de gestacdo). O
desenvolvimento dessas estruturas 0Osseas no inicio do segundo terco de gestacdo &
fundamental para o posicionamento e insercdo dos musculos epaxiais e hipoxiais originados
dos miétomos dos somitos (Gilbert, 2000; Sinowatz, 2010). Assim como observado em outros
trabalhos, a diafise dos 0ssos longos mostrou-se um pardmetro Util para estimativa da idade
fetal, principalmente nos casos de gestacfes gemelares ou em fases avancadas do periodo
gestacional no qual a mensuracgdo do crénio ou do CRL apresenta dificuldades de execucéo
(Daneze et al., 2012; Kahn, 1989; Ali & Fahmy, 2008).

A mineralizacdo do metacarpo e 0 metatarso € observado a partir do 65° (47,10% do
tempo de gestacdo), enquanto as falanges estdo mineralizadas a partir do 84° (60,87% do
tempo de gestacdo). O desenvolvimento precoce do metacarpo, metatarso e das falanges esta
relacionada ao fato de serem animais cursoriais unguligrados (Hildebrand, 1995). Dessa
forma, por sustentarem o peso do corpo sobre os dedos e por necessitarem fugir de possiveis

predadores, apresentam membros e falanges alongados e estreitos com capacidade de
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sustentacdo pouco tempo apds o nascimento, oferendo aos neonatos independéncia na
locomocdo (Hildebrand, 1980; Varela, 1990).

Durante a mensuracdo ultrassonografica, observou-se uma grande variacdo nas
medidas dos nucleos secundarios e por esse motivo, a idade gestacional € melhor estimada
quanto a presenca ou auséncia de nucleos do que baseada nos valores encontrados,
semelhante ao observado por Donne Jr. e colaboradores (2005). Os nucleos de ossificacdo
secundarios nas epifises dos 0ssos longos comecaram a surgir no final do periodo gestacional
iniciando na articulacdo femorotibiopatelar e Umero-radial (81,88% do tempo de gestacdo),
sequido pela articulacdo carpica, tarsica e metatarso-falangeana (86,95%, 89,13% e 99,27%
do tempo de gestacdo, respectivamente). Um estudo relata que o fendtipo muscular é
altamente correlacionado com o desenvolvimento das eminéncias 0sseas, e apesar dos 0SS0S
apresentarem desenvolvimento independente do masculo, as estruturas secundarias dependem
do desenvolvimento da musculatura (Huang, 2017), assim, o surgimento tardio dos nucleos
secundarios para formacdo das eminéncias ocorre posteriormente ao crescimento da
musculatura e desenvolvimento do tenddo de insercao.

Com bases nos resultados obtidos, o presente estudo demonstra a aplicabilidade da
ultrassonografia como técnica para o estudo do desenvolvimento ésseo intrauterino e
realizacdo de biometria fetal para a estimativa da idade gestacional. Adicionalmente,
observou-se que o Pecari tajacu apresenta caracteristicas de uma espécie precocial com

desenvolvimento de neonatos com esqueleto apto para sustentacdo e movimentacao.
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Table 1. Logistic equations for the axial and appendicular bones parameters in 53 embryo/fetuses of
collared peccary (Pecari tajacu).

Bones Equations Chiisbqf;lare va::; o

Skull y=exp(-5.9923+(1.31498)*x)/(1+exp(-5.9923+(1.31498)*x))  38.8052(1) <0.001

7 Cervical y=exp(-7.7969+(1.35572)*x)/(1+exp(-7.7969+(1.35572)*x))  43.6749 (1) <0.001

é ;» Thoracic y=exp(-7.7969+(1.35572)*x)/(1+exp(-7.7969+(1.35572)*x))  43.6749 (1) <0.001

=3 Lumbar y=exp(-7.7969+(1.35572)*x)/(1+exp(-7.7969+(1.35572)*x))  43.6749 (1) <0.001

% E Sacral y=exp(-7.7969+(1.35572)*x)/(1+exp(-7.7969+(1.35572)*x))  43.6749 (1) <0.001

e Coccyge y=exp(-12.206+(1.49393)*x)/(1+exp(-12.206+(1.49393)*x))  55.2271 (1) <0.001

Ribs y=exp(-7.7969+(1.35572)*x)/(1+exp(-7.7969+(1.35572)*x))  43.6749 (1) <0.001

Scapula y=exp(-6.8592+(1.3328)*x)/(1+exp(-6.8592+(1.3328)*x)) 41.0196 (1) <0.001

Humerus y=exp(-6.8592+(1.3328)*x)/(1+exp(-6.8592+(1.3328)*x)) 41.0196 (1) <0.001

Radius y=exp(-7.7969+(1.35572)*x)/(1+exp(-7.7969+(1.35572)*x))  43.6749 (1) <0.001

é R Ulna y=exp(-7.7969+(1.35572)*x)/(1+exp(-7.7969+(1.35572)*x))  43.6749 (1) <0.001

5 € Proximalcarpus  y=exp(-82.467+(3.64266)*x)/(1+exp(-82.46)+(3.64266)*x))  55.0999 (1) <0.001

é § Distal carpus ~ y=exp(-21.083+(.994499)*x)/(1+exp(-21.083+(.994499)*x))  51.8424 (1) <0.001
S L

‘é = Metacarpus y=exp(-15.286+(1.58772)*x)/(1+exp(-15.286+(1.58772)*x))  61.9896 (1) <0.001

< ?;f;‘r:g“eas' y=exp(-21.817+(L.79427)*X)/(1+exp(-21.817+(1.79427)*x))  69.6152 (1) <0.001

Middle falanges  y=exp(-21.817+(1.79427)*x)/(1+exp(-21.817+(1.79427)*x))  69.6152 (1) <0.001

Distal falanges ~ y=exp(-21.817+(1.79427)*x)/(1+exp(-21.817+(1.79427)*x))  69.6152 (1) <0.001

llio y=exp(-7.7969+(1.35572)*x)/(1+exp(-7.7969+(1.35572)*x))  43.6749 (1) <0.001

Ischium y=exp(-7.7969+(1.35572)*x)/(1+exp(-7.7969+(1.35572)*x))  43.6749 (1) <0.001

Pubis y=exp(-19.255+(1.72256)*x)/(1+exp(-19.255+(1.72256)*x))  57.1387 (1) <0.001

Femur y=exp(-6.8592+(1.3328)*x)/(1+exp(-6.8592+(1.3328)*x))  41.0196 (1) <0.001

a Tibia y=exp(-7.7969+(1.35572)*x)/(1+exp(-7.7969+(1.35572)*x))  43.6749 (1) <0.001

.§ = Fibula y=exp(-7.7969+(1.35572)*x)/(1+exp(-7.7969+(1.35572)*x))  43.6749 (1) <0.001

c—g % Calcaneus y=exp(-12.397+(.930626)*x)/(1+exp(-12.397+(.930626)*x))  59.4665 (1) <0.001

g E/ Talus y=exp(-42.837+(2.4294)*x)/(1+exp(-42.837+(2.4294)*x)) 63.6935 (1) <0.001

o

2 Tarsus y=exp(-82.467+(3.64266)*x)/(1+exp(-82.467+(3.64266)*x))  55.0999 (1) <0.001

Metatarsus y=exp(-15.286+(1.58772)*x)/(1+exp(-15.286+(1.58772)*x))  61.9897 (1) <0.001

i;f;‘r:g“ez' y=exp(-21.817+(1.79427)*X)/(1+exp(-21.817+(1.79427)*x))  69.6153 (1) <0.001

Middle falanges  y=exp(-21.817+(1.79427)*x)/(1+exp(-21.817+(1.79427)*x))  69.6153 (1) <0.001

Distal falanges ~ y=exp(-21.817+(1.79427)*x)/(1+exp(-21.817+(1.79427)*x))  69.6153 (1) <0.001

(Df) Degrees of freedom



Table 2. Logistic equations for the secondary ossification center in forelimb and hide limb parameters
in 53 embryo/fetuses of collared peccary (Pecari tajacu).

Chi- 5
Bones Equations square
(Df) values
Humerus _
(oroximal)  Y=EXP(-220.38+(7.84059)*x)/(1-+exp(-220.38+(7.84059)*x))  37.436 (1) <0.001
- H(‘éfggll)‘s y=exp(-82.467+(3.64266)*x)/(1+exp(-82.467+(3.64266)*x))  55.009 (1)  <0.001
£ :
é 0 (pfjfi'r‘:]zl) y=exp(-65.403+(3.12319)*x)/(1-+exp(-65.403+(3.12319)*x))  58.914 (1) ~ <0.001
o =
T 2 Radius (distal)  y=exp(-82.467+(3.64266)*x)/(1+exp(-82.467+(3.64266)*)) 55099 (1)  <0.001
= LL
%~ Ulna(distal)  y=exp(-190.51+(6.94552)*x)/(1+exp(-190.51+(6.94552)*x))  37.193 (1)  <0.001
© Metacarpus  y=exp(-220.38+(7.84059)*x)/(1+exp(-220.38+(7.84059)*x))  37.436 (1)  <0.001
;g;’l’;nrgi's y=exp(-31.872+(1.08918)*x)/(1+exp(-31.872+(1.08918)*x))  23.252 (1)  <0.001
Femur (distal)  y=exp(-55.659+(2.81965)*x)/(L+exp(-55.659+(2.81965)*x))  60.050 (1)  <0.001
% R (prg(ti’:;‘al) y=exp(-92.587+(3.94674)*x)/(1+exp(-92.587+(3.94674)*x))  53.715 (1)  <0.001
(&) e}
< E Tibia (distal)  y=exp(-92.587+(3.94674)*x)/(1+exp(-92.587+(3.94674)*x)) 53.715 (1) <0.001
B2 Fibula(distal)  y=exp(-220.72+(7.86406)*X)/(1+exp(-220.72+(7.86406)*x))  36.945 (1)  <0.001
= £
'g Metatarsus y=exp(-220.38+(7.84059)*x)/(1+exp(-220.38+(7.84059)*x)) 37.435(1) <0.001
ppr:;’é'n”;aeg y=exp(-34.543+(1.18755)*x)/(1+exp(-34.543+(1.18755)*x))  27.730 (1)  <0.001

(Df) Degrees of freedom
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FIGURAS
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estomago

Fig. 1. Avaliacdo do esqueleto axial de feto de Caititu (Pecari tajacu). (A) Imagem ultrassonogréfica do créanio,
no plano de exame taldmico, mostrando a cisterna ambiente (ac) na secdo posterior da cabeca. O didmetro
biparietal (BPD), obtido posicionando-se o feixe sonoro na superficie externa do osso parietal proximal até a
porcéo interna distal, didmetro occipitofrontal (OFD) obtido, perpendicularmente ao BPD. A circunferéncia da
cabeca (HC) foi obtida no mesmo exame por um tracado ao redor da margem externa do contorno
hiperecogénico na borda do cranio fetal; (B) Porcdo Cervical; (C) Toraco-lombar e (D) Sacral da coluna

vertebral.
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Fig. 2. Avaliacdo ultrassonogréafica do membro toracico de feto de Caititu (Pecari tajacu). Mensuracdo dos
parametros da escapula (A); Umero (B); Réadio (C); Ulna (D); Ossos do carpo (*) e metacarpo (E); Falanges (P -

proximal, M - média e D - distal) (F). Porcdo ossificada/diéfise (linha continua), comprimento total (linha

pontilhada), largura (]).
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Fig. 3. Avaliacdo ultrassonogréfica do membro pelvico de feto de Caititu (Pecari tajacu). Mensuracéo dos 0ssos
da pélve: (A) ilio; (B) Isquio; (C) Pubis; (D) Fémur; (E) Tibia (t) e fibula (f); (F) Ossos do tarso [calcanio (c) e
talus (t)]; (G) Metatarso; (H) Falanges (P - proximal, M- média e D- distal). Porcéo ossificada/diafise (linha

continua), comprimento total (linha pontilhada), largura ().
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Fig. 4. Relacdo entre idade gestacional e comprimento total dorsal (TDL) e comprimento crénio-caudal (CRL)

em 83 embrides/fetos de caititu (Pecari tajacu). A linha vermelha representa o padréo linear de crescimento

esperado para CRL (y =0.135x) e TDL (y = 0.187x) e a linha verde o modelo néo-linear.
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Fig. 7. Relacdo entre o comprimento total dorsal (TDL) e as medidas do cranio em 53 embrides/fetos de caititu (Pecari tajacu). (A) Didmetro biparietal; (B) Didmetro
occiptofrontal; (C) Circunferéncia craniana. A linha verde representa 0 modelo ndo linear que melhor destaca o padrdo de crescimento dsseo, enquanto a linha vermelha

representa o padrdo linear
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Fig. 8. Relagdo entre o comprimento total dorsal (TDL) e as medidas 6sseas em 53 embrides/fetos de caititu (Pecari tajacu). (A) Comprimento total, (B) porcéo ossificada e
(C) largura da escapula; (D) Comprimento total, (E) diafise, (F) largura, (G) epifise proximal e (H) epifise distal do umero; (I) Comprimento total, (J) diafise, (K) largura,
(L) epifise proximal, (M) epifise distal do radio; (N) Comprimento total, (O) diéafise, (P) largura, (Q) epifise proximal e (R) epifise distal da ulna. A linha verde representa o

modelo ndo linear que melhor destaca o padrdo de crescimento 6sseo, enquanto a linha vermelha representa o padréo linear, p < 0.01.
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Fig. 9. Relacdo entre o comprimento total dorsal (TDL) e as medidas 6sseas em 53 embrides/fetos de caititu (Pecari tajacu). (A) Comprimento total, (B) largura do

metacarpo; (C) comprimento total, (D) largura da falange proximal; (E) Comprimento total, (F) largura da falange média, (G) Comprimento total, (H) largura da falange

distal do membro toracico. A linha verde representa 0 modelo ndo linear que melhor destaca o padrdo de crescimento 6sseo, enquanto a linha vermelha representa o padrédo

linear, p < 0.01.
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Fig. 10. Relagéo entre o comprimento total dorsal (TDL) e as medidas 6sseas em 53 embrides/fetos de caititu (Pecari tajacu). (A) Comprimento total, (B) por¢do

ossificada, (C) largura do ilio; (D) Comprimento total, (E) porcéo ossificada, (F) largura do isquio; (G) Comprimento total, (H) largura do pubis. A linha verde

representa 0 modelo ndo linear que melhor destaca o padrdo de crescimento dsseo, enquanto a linha vermelha representa o padrao linear, p < 0.01.
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Fig. 11. Relacdo entre o comprimento total dorsal (TDL) e as medidas ésseas em 53 embrifes/fetos de caititu (Pecari tajacu). (A) Comprimento da diafise femoral, (B) tibial
e (C) fibular, (D) comprimento total do fémur (E) e tibia; (F) largura do fémur (G) e tibia, (H) epifise proximal do fémur (1) e da tibia, (J) epifise distal do fémur e (K) da

tibia. A linha verde representa 0 modelo ndo linear que melhor destaca o padréo de crescimento 6sseo, enquanto a linha vermelha representa o padrao linear, p<0.01.
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Fig. 12. Relagdo entre o comprimento total dorsal (TDL) e as medidas 6sseas em 53 embribes/fetos de caititu (Pecari tajacu). (A) Comprimento total, (B) largura do

metatarso; (C) Comprimento total, (D) largura do calcaneo; (E) Comprimento total, (F) largura do talus; (G) Comprimento total, (H) largura da falange proximal; (I)

Comprimento total, (J) largura da falange média; (K) Comprimento total, (L) largura da falange distal do membro pélvico. A linha verde representa 0 modelo ndo linear que

melhor destaca o padrdo de crescimento ésseo, enquanto a linha vermelha representa o padréo linear, p<0.01.
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Manwscript:
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s Indicate desrly iF color should be wsed for any Agures in print
Graphical Abstracts / Highfights fles (where applicable)
Supplerental fles (where applicable)
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= All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

» Permission hes been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Iribesrmvest )

= A cormpeting interests statement i provided, even if the suthors heve no competing Interests to
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s Journal policdes detzibed in this guide hewe bean reviewed

» Referes sugpestions and contact details provided, based on journal requirernents

For further information, wisit our Support Center,
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Etfics in publisiving
Plegse see our Informmation pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for joumal publication.
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IF the work inwolves the we of hemen subjects, the author should ensune that the work desoribed
hes besn carred out in sccordance with The Code of Ethics of the World Medical fssociation
[ Dederation of Heink) for experments imnolving humans. The manuscript should be in line with the
Recornmendations for the Conduct, Reporting, Editing and Publication of Scholarly Work in Medical
Journals and aim for the incdusion of representative human populations (sex, age and ethnidty) as
per those recommendations. The terms sex and gender should be used cormectly.

Authors should include a staternent in the manuscript that informed consent was obtained for
experimentation with human subjects. The privacy fghts of human subjects must always be observed.

All animal axperiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be camed out in
sooordence with the UKL Animals (Scentific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU
Directive 2010/65/EU for animal experments, or the National Irstitutes of Health guide for the care
Bnd use of Laboratory anirmals (MIH Publications No. 8023, revised 1978 and the authors should
ﬂﬂﬂ'r indicate in the manusoipt that such I?JHEH'H b bean followed. The sex of animals must
be indicated, and where appropriate, the influence (or association) of Sex on the results of the study.

Declaration of interest
MIuﬂmmLﬁdsdmeuqﬂnwuﬂnm mm@ﬂm#ﬂﬁhﬁm
thet mould inappropriately influence (bias) thelr work. Examples of potential competing Interests
include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent
applications/registrations, and grants or other funding. Authors must disclose any interests in bwo
: 1. & summary declaration of interest statement in the title page file (if double-blind) or the
manusript file {if single-blind). If then: are no interests to dedare then plesse stabe this: 'Dedarations
of imterest: none’. ThiE summary statement will be ultimately published if the artide & actepbed.
2. Detailed disdasures 25 part of 8 separate Uﬂﬂrﬂﬂﬂ'ﬁﬂ]l‘ﬂrﬂtm wihich forms pﬂtﬂlﬁ&
journalz official mecords. It s important for pobential interests to be dedared in both places and that
the inforrmation meatches, More information.

Submission declaration and verification

Submission of an article Implies that the work described has not been published previously (exoept in
the form of &an abstract, & published lecture or academic thesis, See Multiple, redundant ar mourment
publication” for more inforrmation), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
i publication is approved by all authors and taditly or explidthy by the responsible authorites where
the work was carried out, and that, if acoepbed, it will not be published elsewhers in the same form, in
Englizh or in any other language, incuding eledronically without the written corsent of the copyright-
holder. To werify originality, your article may be chedoed by the originality detaction service Crossref
Sirnilarity Check.

Preprints
Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing policy.

Sharing your preprints e.g. on a prepdnt serer will not count a5 prior publication (Ses "Multiple,
redundant or concurment publication” for more information).

Use of inclusive language

Inclusive language scknowledges diversity, conveys respect to all people, & sensitive o differences,
&nd promotes egual opportunities. Artides should make no assurmptions about the beliefs or
commitrents of amy reader, should contain nothing which might irmply that one individual s superior
to ancther on the grounds of rece, sex, culture or eny other characteristic, and should use indusive
language throughout. Authors should ersune that writing is free from bias, for instance by using "he
or she', “his/her’ instead of "he' or "his’, and by making use of job ttles that are free of stersatyping
(e.g. ‘chairperson’ Instead of "chairman’ and 'flight attendant’ irstead of 'Shewardess™).

Comtributors

Each author S rsfuired to dedan: his or ber individual contribution to the article: all suthors must hawve
matedally participated in the research andlor artide préparation, so robes for 2l authors Should be
dascribad. The cetarmaent thet &ll authors have approeed tha final articde should be true and indudad
in the disdosure.
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Authorship
All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the conception and
design of the study, or scguisition of data, or analysis and Interpretation of data, (2) drafting the
article or revising it critically for Important intellectual content, (3) final approval of the version to
b ke it

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definithve list of authors &t the time of the orginal submission. Any
addition, deletion or resrrangement of author names in the authorship list should be made only
hﬂmﬁtmﬂpthubunmpmﬂarﬂmlywwmﬁﬁumﬂmT-:-requut-h.:h
& change, the Editor must recelve the following from the commesponding author: (&) the resson
for the change in suthor list and (b)) writhen confirmation (e-mail, letter) from all suthors that they
sgres with the addition, remowval or rearrangement. In the case of addition or removel of authors,
this indudes confirrmation from the author being added or mrmdased.

Only in exceptional dreurnstances will the Editor consider the addition, deletion or rearangernent of
authors, after the manuscript has been acoepted. While the Editor considers the request, publication
of the rmanusaript will be suspended. 1f the manuseript has alrasdy besn published in s online ssoe,
any requests spproved by the Editor will result in 8 comigendum.

Copyright

Lipan acoeptance of an article, suthors will be asked to complete & "Journal Publishing Agreament’ (See
mare infarmation on thig). &n e-rmall will be sent to the comesponding author corfirming receipt of
the manuscript together with & "Journal Publishing Agreement”’ form or a link to the onling wersion

of this agreament.

Submcribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Perrnistion of the Publither £ required for resale or dstribution
outside the institution and for all other derfvative works, induding compilatiors and translations. 1F
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written perrmission
from the copyright owners and credit the source(s) in the articke. Blsevier has prepented forms for
use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptence of an article, authors will be asked to cormplete an
'Exclusive License Agreement’ (more information). Permitted third party reuse of gold open access

articles [ determined by the author's choloe of user licenss,

Arrthor rights
As an suthor you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
irforrmation.

Elsevier supparts respansible sharng
Find aut how you @an shar your research publighed in Blbevier joumals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the condwct of the refeanch and/or
preparation of the artiche and to briefly describe the role of the sponsor(s), If any, in study design; in
the collection, snalysis and Interpretation of data; in the writing of the repart; and in the decision to
submit the artiche for publication. If the funding source(s) had no such inwoleerment then this should
be stated.

Funding body agreaments and palicles

Elsevier hat established a nurmber of agrearments with funding bodies which allow authors to comply
with their funder's open access policies. Sorme funding bodies will reimburse the authar for the gold
open access publication fee. Detalls of existing agreements are available online.

After acceptance, open acoess papers will be published under a8 noncommercial lcense. For authors
requiring a commercial CC BY lioense, you can apply after your manuscript | acoepted for publication.
Open access

This jourmal offers authors 8 choloe in publishing thelr ressanch

Subscription
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s Articles mre made availlable to subsaibers & well as developing countries and patient groups through
our universal aooess programs.

» No open aocess publication fee payable by suthors.

s The Author i entitled to past the accepted manuscript in thelr institution's repository and make this
public after an ernbargo period (known as green Open Access). The published journal article cannot be
shered publicy, for example on ResearchGate or Acadernia.adu, b ensure the sustainability of peer-
reviewed reseanch in journal publications. The ermbargo period for this journal can be found below.
Gold open access

o Articles are frealy svailable to both subscribers and the wider public with permitted recs.

A gold open acomss publication fee i payable by suthors or on their behalf, &.g. by their research
funder or Iinstitution.

Regardiess of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and scoeptance standands.,

For gold open scoess articles, permitted third party (rejuse & defined by the following Crestive

Comrmons wiar |[omngess -

Cregtive Commons Anbution-NonCommsrsal-MoDemes (O BY-MC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the artice, and to include in & mllective
work (such & an anthology), 85 long &5 they credit the author(s) and provided they do not alter or
modify the article.

The gold open access publication fee for this journal & USD 2500, exduding taxes. Leam more about
Elsevier's pricing policy: https: /Haww. elsevier comopenamesspricing .

Gresn Spen Hoiead
Authors can shere their ressanch in & varety of different weys and Elsevier has a nurmber of
ptmnpmmnpﬂuumllaﬂa ‘We recomirmend authors e our gréen open acess page for
further information. Authors can also self-archive their manuserpts imrmedistely and enable public
Bocess from their institution”s repository after an embanrgo period. This 1§ the wergion that has been
mocepted for publication and which typlcally indudes author-incorporated dhanges suggested during
submission, pesr review and in editor-suthor communications. Embargo period: For subsoription
articles, an appropriste amount of trme 1§ redaded for oumals b dellver value to Subseribing customers
before an article becomes freely avallable to the public. This IS the embargo period and &t begins from
‘the date the article & formally published onling in it final and fully citable forrm. Find cut more.

This journal has an embangs period of 12 months.

Elieigr Resmarchar Academy

Resesrcher Academy 18 a free e-leaming platforrn designed to support early and mid-camer
researchers throughout thelr research journey. The "Leam” environment at Resssndher

offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through
the process of writing for ressarch and going through peer review. Feel free to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (Armerican or British usage i accepted, but not & mikture of
these). Authors who feel their English language manusaipt may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling ermors and to conform to comedt scientific English may wish to use the English
Language Editing sarvice svallable from Elsender's WebShop.

Bubmisgion

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The systern converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process, Editable files (e.g., Word, LaTeX) are reguired to typeset your article for
final publication. All comrespondence, induding notification of the Editor's decision and requests for
revisian, IS sent by e-mail,

Subymit pour artide
Plezse submit your article via hbpsffwwaoevise comfprofile’ & THERIO/agin.
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Plagse submit the names and institutional e-mall addresses of several potential referses. For mors
ﬂtlﬂll.'tr'l'l.'ﬂtﬂl.l'ﬂumﬂrt site. Mobe that the edbor réetains the sole rln:ﬂ'rt o decide whether or nok the
!Llﬁ#h‘.‘d e s Ere S,

PREPARATION

Lise of word processing sofbware

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-colurnn formet. Keep the layout of the text &= simple &5 possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the erticle. In particular, do not use the word
processor's options: to justify text or to hyphenate words, However, do use bold face, talics, subscripts,
superscripts etc. When prepering tables, If you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. IF no grid is used, use tabs, not spaces, to align colurnns.
The electronic text should be prepared in & way very similar to that of conventional manuscripts (Ses
giles the Guide to Publishing with Elsevier), Note that source files of figures, tables and text graphics
will be required whether or not you ernbed your figures in the text. See also the section on Electronic
artwork.

To avold unnecessary errors you are strongly advised to use the 'Spell-check” and ‘grarmmar-check'
functions of your word processor.

Pagess and lines shauld be Aurrmbered.

Article struclure

Subdhasion - nurmbansd sactions

Divide yowr artide Imo dearty defined and numberad ssctions. Subsections should be Aumbensd
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2_ ...], 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering &lsa for internal coss-referencing: do not just refer to "the text’. hny subsedion may be

given a brief haading. Each heading should appear on (B own Separabe 1ime.

Introducan
State the objectives of the wark and provide an adeguate background, avolding & detailed literature
Supney or 8 summary of the nesults,

Materis and rmathods

Prowide sufficlent details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are slmady published should be summarized, and indicated by a reference . If quoting directly
from a previously published method, use quotation marks and also dte the source. Ary modifications
to existing methods should also be desoribed.

Fesialis

Retults should be dear and concise.

Discustion

Thie should explore the Significance of the mesults of the work, not nepest thermn. A combined Results

and DEcussion section i€ often appropriste. fweold extensive citationd and discussion of publishead
literature.

Candlptiong
The rnain conclugions of the study may be presented in & shart Condusions Section, whidch may Stand
Blone or farm a subsection of & Disowsion or Fesults and Difoussion Section.

Essential title page information
« Thle, Concise and informetive. Titdes sre often wsed in information-retrieval systerns, Aveid
ebbreviations end formulse where possible.

s Author names and affillations. Please clearly indicate the given name(s) and fermnily name(s)
Hmﬂnﬂwﬂdﬂ&uﬂnmnmrﬂf ﬂﬂ.?mmuﬂmrnmbmm
parenthesss in your own script behind the English transiteration. Present the suthors' affillation
Bddracsas I:HMI'EH'E.IEIJ.I-H H'l:l'kﬂs-ﬂjl"ll!] balow the names. Indicate all afillations with a lower-
m&mmmptlutmlmnﬂlutﬂ-paﬂu—meawsnmuﬂInﬁmﬁﬂmwmm
Prowide the full postsl sddress of eech sfiliation, incuding the courtry name and, If aveileble, the
e-mall address of each author
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s Corresponding author. Claarly indicate who will hendle cormespondence at &l stages of referssing

&nd publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Mathodology and Meterals. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding authar.
s Present/permanent address, If an suthor has moved since the work described in the artide was
done, or was visiting &t the time, a 'Present address’ (or "Permanent addness’) mey be indicated as
& footrote to that suthor's name. The address at which the author actually did the work rust be
retained & the main, sfiliation address. Superscript Arabic nurnerals are used for such footnotes.

Abstract

A condse and factusl abstract IS required. The abstract should state bdefly the purpose of the
resaarch, the principal results and major conclusions. Since an abstract i often presented separately
from the article, it must be able to stand alone. For this resson, references should generally be
avoided, but If essential, they must be cted in full, without reference to the reference list. Alss, non-
standard or uncommon shbreviations should be avoided, but if their use | essential, they must be
defined at their first mention in the abstract itself. Abstracts must be limited o a single paragraph
with no more than 2,500 keystrokes [characters plus spaces).

Kaywords

Immediately after the shstract, provide a maximum of B keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avold, for example, "and’, 'of"). Be sparing
with abbrevistions: only abbréviations firmly established in the feld may be eligible. These kéywords
will bee used for indexing purposes.

Acknowledgements

Collate acknowdedgerments in & separate séction &t the end of the artice before the neferenoes;
dio mot include them on the tithe page, a5 a4 footnobe to the title, ete.. List indhiduale who

provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading

the article, &t ), sources of finandal suppaort, and donations of products and materials.

Farmatting of funding Sources

List funding soumes in this standard way to facilitate compliance to funder’s reguirerments:

Funding: This work was supported by the National Iretitutes of Health [grant nurmbers oo, yvyv];
the Bill & Melinda Gabes Foundation, Seattie, WA [grant number zz22]; and the United Stabes [rnetitutes
of Peace [grant nurnber sasza].

It Is not necessary to indude detailed descriptions on the program or bype of grants and awards, When
funding i fram a block grant or other respurces available o a university, college, or other research
institution, Submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the resesnch, please include the following senbences:

This ressarch did not recelve any spedhic grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Normencisbure snd wiks

Fallow imtermationally Eﬂ:ﬁlﬂd rules and orventions: ese the intemational system of units I{El}. If
other qLI.h'ﬂ'HH &El'l‘lﬂl'ﬂdn‘rhﬂ, Ijhl'l! their eguivalent in SE. 'I'ﬂu-ﬂ'tlrlﬁd‘tlh-:ﬂl‘:luft IUER: Bochamical
Normenclature @nd Related Documents for further information.

Math formulas

Please submit math equations s< editable text and not &= images. Present fmple formulae in
line with narrmal test where possible and use the solidus (F) instesd of 8 horizontal line for Small
fractional terms, e.g., %Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of & are often
mare convenlently denoted by exp. Nurmber consecutively any equations that have to be displeyed
separately from the text (if referred to explicitly in the bext).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Mumber them mnsscutively throughout the artice. Marmy word
processors can bulld footnotes into the text, and this faature may be used. Dtherwise, plasse indicate
the pasition of footnobes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Referenos list.
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Artwork

Image manipwation

Whilst it is scoepbed that authors sormetimes need to manipulate images for darity, manipulation for
purposes of deception or fraud will be seen & scentfic sthical abuse and will be dealt with accordingly.
Far graphical images, this journal is applying the following policy: no spedfic feature within an image
may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast,
or color balance are acceptable IF and as long as they do not obscure or eliminate any information
present in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disdosed

in the figure legend.

Elestranic artwonk

Genaral polmis

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

s Embed the used fonks if the application provides that aption.

w Aim to use the following forts in your illustrations: Adal, Courder, Timeas New Rorman, Symbol, or
use forts that ook similar.

s flurnber the [llusrations sooording o thelr sequence in the tet.

= U a logical naming comvention for your arbwork files.

s Prowide captions to lllustrations separstely,

» Size the illustrations close to the desired dimensons of the published warsion.

s Submit each illustration & & separate file.

A detailad guide on alectronic artwork £ available,

You are urged bo visit this site; some excerpts from the detailed information are given hare.
Farmals

IF your electronic artwark IS created in a Microsoft Office application [Word, PowerPoint, Ewcel) then
please supply "% ' in the native document format,

Regardless of the application used other than Microcsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save 85" or convert the images to one of the following formats (note the resalution
requirernents for line drawings, halftones, and line/halftone combinations ghven below):

EPE {or PDF): Vector drawings, embed all uvsed fonts.

TIFF {or IPEG): Color ar grayscale phobographs (halftones), kesp ko & minimuorn of 300 dpi.

TIFF [or JPEG): Bitmapped [pure black & white pi=els) line drawings, keep o & minimum of 1000 dpi.
TIFF {or JFEG): Combinations bitmapped lina/half-tone (color or grayscale), keep to 8 minimurm of

= Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low nurnber of picels and limited set of colors;
» Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Calor artwark

Flease make sure that artwork files an: in &an acoaptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or POF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, topether with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in colar anling [e.g., ScenceDired and other Sibes] regardless of whether or not thesa [llustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your acoapbed article. Flesss
indicate your preference for colar: In print or onling only. Further information on the preparation of
electronic arbwark.

Flgure captisns

Ersure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should cornprise a brief tithe (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations thermselvwes to & minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphios
Text graphics may be embedded in the text at the appropriste position. IF you are working with LaTe

and have such features armbadded inthe taxt, thee can be left, Ses further under Elactronic artwork.
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Tablas

Please submit tables &5 editable text and not as images. Tables can be placed either next o the
relevant bext in the artide, or on Seperate page(s) at the end. Number tables consecutively in
socordance with their appesrance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
describad aawhen: in the artide. Please avald using vertical rules and shading in table ok,

References

Citation in text

Plesse ensure that every reference cbed in the text is sl4o present in the reference list (and vice
wersa). Any references died in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications sre not recommended in the reference list, but may be rentioned in the text. If these
referdamnces ar: induded in the reference list they should follow the standard nefierence style of the
Jjournal and should indude & substitution of the publication date with either '‘Unpublished results” or
'Personal communication’. Citation of & reference & "in press' implies that the ibem has been scoepted
for publicatian.

Wb references

As & minirmurm, the full URL should be gheen and the date when the reference wes |ast accessed. Ay
further information, if known (DO, suthor names, dates, reference to & source publication, ete.),
should alsa be given. wa:-ﬁuutumnbelmadmmﬁﬂtq,ﬁﬂumfammlln}mdua
different heading if desired, or can be includéd |n the referenoe list.

Diata refersnces

This journal encourages you to cite underdying or relevant datesets in your manuseript by cting them
in your text and induding a data reference in your Reference List. Data references should incdude the
following elerments: author narme(s), dataset tithe, deta repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference S0 we can properly
identify it 8% & data reference. The [dataset] idertifier will not sppear in your published artide.

Referancs in 8 special B
Please ensure that the waords "this issue’ are added bo army refersnces in the lisk (and any dtations in
the text) to other articles in the Sarme Spedal Ttue.

Rﬁhwmmrmm
Mtfm&rmummﬂmm&m&lﬂmm&ﬂtmwm
management software products. Thess include all products that support Citation Style Language
styles, such Bf Mendeley and Zotero, as well a5 Endhobs. Using the word processor plug-ins from
these products, suthors only need to select the eppropriate journal template when preparing thesie
artiche, after which citstions end bibliographies will be automatically formetted in the joumal's style.
If no template is vet svailable for this journal, plesse follow the format of the sample refersnoes
uﬂmﬂm&usﬁmnlnﬂuﬁuﬂt!fmmmwmrﬁﬂuﬂtmm
wau remove all fald codes bafore !-I.Ihrl'lltﬂr'llj the alactronic r'rl-H"lLEhI:rlFH:. Mom nformation an Rhow B
ramoyve flekd codes,

Users of Mendel ey Deskiop can easily install the referancs style fior this journal by dicking the following
limk:

http:fiopan. mendeley. comfute-dtation-styla tharioge nology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Micrasoft Word or LibreQfioe.

Referances styie

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the bext. The actual suthors
can be referred to, but the reference number(s) must always be

List: Nurnber the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text,

Exampiles:

Reference to 8 journal publication:

[1] Ven der Gesr ], Hanraads 1A), Lupton RA. The art of writing & scentific article. 1 S Cammun
2010;163:51-9. https://dol.orgf10.1016/1.5¢.2010.00372.

Reference to 8 journal publication with an article number:

[2] van der Gesr ], Manreads JA), Lupton BA. The art of writing & sclentific artiche. Heliyon.
2018; 1%:@00205. hitps: dol.orgd 10. 1016/ hadiyan. 201 8«00 205

Fefarencs o a book:
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[3] Strunk Jr W, White EB. The slernerts of style, 4th ed. New York: Longman; 2000.

Feferencs bo a chapber in an edited book :

[4] Mettam GR, Adams LB, How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith
RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304.
Feférence to 8 website:

[5] Cancer Research UK. Cancoer statistics reports for the UK, hitp: /s cancermesearchuk.orgf
aboutcancernstatistics/cancestaterapartf; 2003 [aocetted 13 March 2003].

Reféerence to a datasat:

[dataset] [6] Ogura M, Imahim S, Saito S, Mekeshizuka T. Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015, https:fidol.org/10. 17632/
wwj98nb39rl.

Moke shorbened form for last page number. e.g, 51-9, and that for more than & authors the first 6
should be lisbed followed by ‘et al." For further details you ame refermed to 'Uniform Requirerments for
Manusoripts submitted to Blomedical Journals’ (1 &m Med Assoc 1997, 277927 -34) [See also Sarmples
of Formatted Refersno=s).

Journal Abbrendation Sownce
Jourmal names  should Be  sbbrevisted aotording  to Index  Medicus  journal
abbreviations:  Mipofwweonimonib.govitsdieedals i html; Ust of serial Hte word
abbreviations: bttp: ffwwecgsn. ongf2-22661-LTWa-online. php; CAS (Chemical Abstracts Service):
hittp:fif wws c2s. arg'sent. itml

Video

Elgevier acrepks oiden material and animabon saquénces to Support and enhance your scientific
reseanch. Authors who hawve video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the artide. This can be done in the
same way &% a figure or table by referring to the video or animetion content and noting in the bady
text where it should be plased. All submitted fles should be propedy labeled so that they dinedty
relste to the video file's content. . In order to ensure thet your video or animation material = dired]y
usable, plesgse provide the file in one of owr recormmended file formats with a préferred maxdirmwm
Size of 150 HB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published onling in
the electronic version of your article in Blsevier Web products, including Sclencebirect. Please supply
sHlls” with wour files: you can choose amy frame from the vides or animation or make a Separate
irnage. These will be used instead of standard icons and will personalize the link b your video data. For
more detsibed instructions pleate vislt our video instruction pages. Nobe: sinoe Wided and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, pleate provide text fior bath the alectronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary material

Supplementary maberal such &% applications, Images and sound dips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary ibtems are published exactly as they are received (Exos|
or PowerPoint Ales will appear as such onling). Plesse submit your material together with the artide
and supply & concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wigh to make changes to
supplementary material during any stage of the process, plesse make sure to provide an updated file.
Do not annotate ary comections an & previous version. Messe switch off the "Track Changes' option
in Microsoft Office files & these will sppear in the published version.

Research data

This journal encourages and enables you to shere data that supports your ressarch publication
where appropriste, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of chservations or expermentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal alss encourages you to share your software, code, models,
algarithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make & staternant
about the avallability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you ane encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References” section for mone information about data citation. For more Informetion on depesiting,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.
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Dits Nrking
IFyou have made your research date available in a data repasitory, you can link your article directly to
the dataset. Eleevier collaborates with & number of repasitories bo link articles on SclenceDinect with
relevant repositores, giving readers socess to underdying data that ghves them a better understanding
of the réSeanch desorbed.

There ame different ways to link your detasets to your artide. When available, you cen directly link
your dataset to your artide by providing the relevant information in the submission SyStem. For rmorne
informietion, wisit the database linking page.

For supporbed data repositories & repasitory banner will automatically appesr next b your published
artiche on Sdencelired.

In m,mmlmmrﬁtﬂamdumewmmﬂummﬂ&smmatﬁm
manuseript, using the following format: Detabase: xoo (e.., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mandaiey Data
This joumal supports Mendeley Data, ensbling you to deposit any research data (including raw and
processed data, videa, code, software, slgorithms, protocols, and rmethods) assocdated with your
manuscript in & free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datassts dinsctly to Mendeaiey
Data. The datasets will be listed and directly acoessible to readers next to your published article online.

Far mone Irformation, wisit the Mendeley Data for journals page.

Data statement

To faster trénsparency, we encourage you to state the avallability of your data in your subrmission.
This migy be & requirernent of your funding body or institution. I your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
fior example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScenceDirect. For more information, visit the Date Statement page.

Additional Style Notes

Please use the following words, phrases, abbreviations, and styfistic conventions

o Avokd the word "injected,” (e.g., "Cows were injected with doprostensl™) but indude the generic
narne, proprietary name, dosage and route of administration (e.g., "Cows were trested with
cloprostencl [Estrumate 500 pg im]").

» Either dte a P wvalue (recommended for Abstract and for Results) or use the term
‘signficant’ {recarnmended for Discussion), but generally avoid daing both.

» Terms with & specific statistical meaning (Le. significant, bended and correlated), should only be
used in & strict statistical context.

s Numbers less than 10 are written as a word, unless followed by an abbreviation for unit of measune,

&.g. five ernbryos, 5 min

Usze the following expressions

» transrectal palpation, not rectal palpation

« mucleus transfer, not nuclear transplant

s estrus (noun) synchronization, but, estrous (adjective) behavior
« Sperrn can be used a5 both noun and adjective

w 100 to 125, not 120-125

» treatrient by period, not treatment X period

» gravity: 100 X g {in Beu of speed for centrifugation)

« magnification: X 100

s jdentification number of an animal: Na. 10, but 30 animals: n = 30
« 3 d, Day 3 (define Day 0)

Standard definition=s

» pogonium: female gamete before meiosis

» pocyte, primary: fernale gamete from onsst of the first maturation division (melosis) to extrusion
of the first polar body

» ocyte secondary: fernale gamete from onsat of Second melosis to extrusion of the second palar body
& gvurn: femalke gamete frorm the end of both melotic divigions until the union of the male and fiemeale
pronuclel (differs from the common use of ovum &% & general barm for any famale garmete)
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perrninal vesicle: nucleus of the ovum
rygote: a fertilized ovum, from fusion of the male and fernale garmete to completion of first deavage
ermnbryo: & conceptus from the 2-cell stage to the stage when cell migration and differentiation are

» fetus: & conceptus after organogenesic i mastly complebe (primarily increasing In size)

s foncEptus: an emboys or fetus with all it membranes Hr'ﬂ-h:ﬂEHtrp.ﬂ:rLﬂl.l'H-

» sbortion: expulsion of a conceptus incapable of independent life

» prémature parturition: expulsion (before full term) of a conceptus capable of independent life

w stillbirth: swold this berrm (use fetal death or sbartion])

Abbreviations
Htmmemattrmdmmmnam.ﬂmuﬂhtﬂuﬂnﬂmumﬂamhmﬂq
including the manuscript's ttle and In figures, table tittes and legends, without definition; athers may
nok be used in the e, but may be wed in the test without definition. In genéral, abbrevistions
rust be defined whan vied for the first time (thie mey be aeoided in the ABSETRACT F neoesdary
to conserve space). To make reading the paper more pleasant, avold using excessive abbreviations
and acronmyrms; instead uSe short synonyms, for instance: for "Cesaresn section” instesd of "CS” use
"artion” or A

Tl'htﬂlﬂl'ﬂr'lﬂﬂbtlﬁl-m‘ﬂ midry B i it bt wil Bt ﬂEﬂﬁHﬂ\{fﬂﬂﬂt-ﬂhr&lﬂﬂﬂﬁﬂ-tﬂﬂLﬂE
periods):

theriochart. jpochart

Linfls of Magsure

Cpm - Counts o min

dpm - disintegrations per rmin

g - gram

ga - gauge of hypodermic nesdie

k- haur

kg - kilogram

L - liter

miL - roilliliter

pL - microliter

m - rossher

i - ik

ma - moanth

% - Sacond

wiw - wilurmed ratio
wihk - ik

whivol - welght per volume
¥ - pear
FAoutes of reatrmant

id - intradermail

irm - intramuscular

lu = intrautedne

Iw - intravénous

5 - subcirtansous

po - oral

Statstics expressions
ANOVA - Bnabysis of varianos
CW - coefficiert of varstion
off - degrees of freedom

F - warianoe ratio

NS - not significant

P - probability

S0 - standard desiation

SEM - standard error of the meaan
r - cormelation coefficent

r - coefficent of regression
Additional information

s For istues of style and format nat addressed here, please consult Sdentific Style and Farmat: The
CEBE Manual for Authars, Editors, and Publishers, Sixth Edition.
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= For spelling, word formation and divisions, plurals, possessives, meanings and usage, consult the
CBE Manual or a current English language (aollegiate-level or higher) dictionary.

= For conflicts between instructions in this Guide and any of the references, the Guide takes
precedence. Do not hesitate to contact the Editorial Office i you hewe any guestions regarding
preparation of your manuscript.

AFTER ACCEPTANCE

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mall with a link to sur online proofing System, allowing
ennotation and correction of proofs online. The environment i similer to MS Word: in addition ko
editing text, you can also commment on fAguresftables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less ermor-prone process by allowing you to directly bype
your corrections, eliminating the potential intreduction of emors.

IF prefernsd, pou can <till choose to annotate end upload your edits on the POF version. Al Instructions
for proafing will be given in the e-maill we Send to authors, induding atermative methods to the anline
wergion and POFE

wie will do everything possible to get your artice published quickly and accurately. Please use this
proaf anty for checking the typesetting, editing, cormpletensss and cormectness of the test, tables and
figures. Signficart changes to the arbide as scoepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor It is Important to ensure that all corrections are sent back
te us in one comrmunication. Mease check carefully before replying, as Indusion of any subsequent
eormections cannot be guarenteed . Proofreading ks solely your responsiblling.

Offprints

The comesponding auther will, at no cost, recshe & customized Shame Lnk providing 50 deys fres
Bocess to the final published version of the artide on ScenceDiredt. The Share Link can be vsed for
shering the article via amy communication channel, incduding ermall gnd sociel media. For an axtra
cherge, paper offprimts can be ordered via the offprint onder form which is sent once the article Is
eocapted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprinks &t amy tHime wia
Elsevier's Webshop, Cormesponding authors who have published their artide gold open socess do
ok receive 8 Share Uink as their final published version of the article & available open acess on
SoenceDirect and can be shared through the article DOD Bk

AUTHOR INQUIRIES

Vigit the Elsevier Support Center to find the answers pou need. Here you will find everything fom
Frequently fsked Questions to ways bo get in touch.

You can also ched: the status of youwr Submitted artide or find out when pour acoEpbed article will
b published.

& Copyright 201E Bsevier | hibps: /reww elsesieroom
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