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RESUMO

Introducdo. Os murinos constituem-se no principal modelo adotado para estudos em
dermatologia humana e veterinaria. Contudo, persistem relevantes limitacbes quanto a sua
empregabilidade decorrente do reduzido tamanho de camundongos e ratos e a elevada taxa
metabdlica das espécies. Alternativamente a este modelo, a cutia (Dasyprocta prymnolopha) é
um roedor silvestre de porte médio encontrado em todo continente Americano, de elevada
rusticidade, docilidade e prolificidade, cujo tamanho e caracteristicas de manejo a candidatam
a potencial modelo animal (Dasyproctidae) substituto ao tradicional murino. Contudo, ao
contrério de outros roedores, na espécie cutia, pouco se conhece sobre 0s estratos epidérmicos
e anexos cutaneos, perdurando significativas incertezas sobre a caracterizacdo da pele nesses
animais. O objetivo deste estudo é descrever e quantificar os estratos epidérmicos e anexos
cutaneos de cutias machos e fémeas, criadas em cativeiro, para fim de futura validacdo da
espécie como modelo para estudos dermatoldgicos. Materiais e métodos. Foi adotado um
delineamento casualizado, composto de seis cutias saudaveis, alocadas em dois grupos,
nomeados conforme o sexo do animal, machos (GM) e fémeas (GF). Foram obtidas amostras
cutaneas para avaliagdo estereologica e ultraestrutural por microscopia de forgca atdémica
(AFM). Para as analises estereoldgicas, foram avaliadas quatro amostras de pele saudavel, de
cada animal, obtidas de quatro regides anatomicas: dorsal téraco-lombar, plantar do coxim do
membro pélvico, ventral mesogéastrica e lateral da articulacdo do joelho. Para analises de
AFM, obtiveram-se duas amostras de pele, divididas em pele fina (dorso) e pele espessa
(coxim). As amostras cutaneas foram processadas de modo convencional e cortadas a quatro
micrometros e coradas pela hematoxilina e eosina (HE) para analise estereoldgica e cortadas a
dois micrometros em laminulas de 13mm, sem coloracdo, para analise por AFM. Realizou-se
andlise variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey a 5% de probabilidade. Resultados e
discussdo. Identificou-se que ndo ha diferencas estatisticas da volumetria epidérmica e
dérmica entre machos e fémeas, 0 que sugere que 0s hormoénios sexuais aparentemente nao
influenciam o volume dos estratos e camadas da pele. Diametralmente, identificou-se
diferencas significativa (p<0,05) entre as camadas da pele, possuindo a derme maior volume
total que a epiderme. Analogamente, as amostras de pele fina apresentaram diferencas
significativas das amostras de pele espessa, havendo diferencas entre todos os estratos
epidérmicos, quando comparados entre si. Mas, 0s estratos ndo apresentaram diferencas
significativas entre as diferentes regifes anatbmicas de pele fina avaliadas. Os resultados
denotam que os estratos epidérmicos sdo bem delimitados e a volumetria correlaciona-se
provavelmente ao tamanho e densidade celular dos ceratindcitos. A AFM permitiu identificar
que a pele de cutias ndo apresenta topografia pavimentosa linear e uniforme, mas sim
amplitude topografica que eleva-se a partir da membrana basal, com organizacdo nao
homogénea a partir do estrato granuloso, denotando sobreposicdo celular. Identificou-se
corneodesmossomos e tonofilamentos em todos os estratos epidérmicos, inclusive estrato
cdérneo, sugerindo provavel manutencdo da atividade das proteinas de ancoragem, mesmo
apos cornificacdo destas células. Conclusdo. A pele de cutias ndo apresenta diferencas quanto
ao sexo. Ademais, apresenta estratos e camadas bem delimitados, cujos volumes sdo similares
entre as amostras de pele fina em diferentes regiGes anatdmicas. Os resultados sugerem que a
cutia € um modelo potencial para estudos dermatoldgicos por apresentar homogeneidade do
tecido cutaneo entre as regides corporeas e cuja estratificacdo epitelial apresenta volume e
morfologia distintos entre si, o que poderd favorecer a aplicacdo futura de métodos
sistematicos de investigacéo.

Palavras-chave: Cutia, AFM, estereologia, dermatologia.
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ABSTRACT

Introduction. Murines are the main model adopted for studies in human and veterinary
dermatology. However, there remain relevant limitations as to their employability due to the
small size of mice and rats and the high metabolic rate of the species. Alternatively to this
model, the cutia (Dasyprocta prymnolopha) is a medium-sized wild rodent found throughout
the Americas, with a high rusticity, docility and prolificacy, whose size and management
characteristics are a potential substitute for the traditional animal model (Dasyproctidae)
murine. However, unlike other rodents, in the Cutia species, little is known about the
epidermal strata and cutaneous appendages, and significant uncertainties remain regarding the
characterization of the skin in these animals. The objective of this study is to describe and
quantify the epidermal layers and cutaneous attachments of male and female agouti, kept in
captivity, for future validation of the species as a model for dermatological studies. Materials
and methods. It was adopted a randomized design, composed of six healthy fruits, allocated
in two groups, named according to the sex of the animal, males (GM) and females (GF).
Cutaneous samples were obtained for stereological and ultrastructural evaluation by atomic
force microscopy (AFM). For the stereological analyzes, four healthy skin samples from each
animal were obtained from four anatomical regions: thoracolumbar dorsal, pelvic limb
cushion, mesogastric ventral and lateral knee joint. For AFM analysis, two skin samples were
obtained, divided into thin skin (back) and thick skin (cushion). Cutaneous samples were
conventionally processed and cut to four microns and stained with hematoxylin and eosin
(HE) for stereological analysis and cut to two micrometres in 13mm coverslips without
staining for AFM analysis. An analysis was performed (ANOVA), followed by the Tukey test
at 5% probability. Results and discussion. It has been identified that there are no statistical
differences in epidermal and dermal volume between males and females, suggesting that sex
hormones apparently do not influence the volume of strata and skin layers. Diametrically,
significant differences (p <0.05) were identified between the skin layers, with the dermis
having a larger total volume than the epidermis. Similarly, thin skin samples showed
significant differences in thick skin samples, with differences among all epidermal layers
when compared to each other. However, the strata did not present significant differences
between the different anatomical regions of thin skin evaluated. The results indicate that the
epidermal layers are well delimited and the volumetry probably correlates with the size and
cellular density of keratinocytes. The AFM allowed to identify that the skin of agoutis does
not present a linear and uniform topographic pavement, but rather topographic amplitude that
rises from the basal membrane, with non-homogeneous organization from the granular
stratum, denoting cellular overlap. Corneodesmosomes and tonofilaments were identified in
all the epidermal strata, including stratum corneum, suggesting probable maintenance of the
anchorage proteins activity, even after cornification of these cells..Conclusion. The skin of
agoutis does not present differences as to the sex. In addition, it presents well-delimited strata
and layers, whose volumes are similar between fine-skin samples in different anatomical
regions. The results suggest that cutia is a potential model for dermatological studies because
it presents homogeneity of the cutaneous tissue between the corporeal regions and the
epithelial layering presents distinct volume and morphology among them, which may favor
the future application of systematic methods of investigation.

Keywords: Agouti, AFM, stereology, dermatology
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1 INTRODUCAO

Estudos morfoldgicos constituem etapa fundamental da pesquisa dermatoldgica em
humanos e animais, por disponibilizar subsidios cientificos referenciais para fins de
comparagdo e padronizacdo de normalidade intraespecificos (KAMP et al., 2009). De uma
forma geral, os estratos cutdneos tem sido objeto de muitos estudos morfol6égicos e
ultraestruturais, principalmente devido a sua funcdo de barreira fisica para sistema
imunoldgico e mecanismos envolvidos na administragdo de agentes tdpicos externos para as
camadas mais internas. Consequentemente, sabe-se que os estratos dérmicos e epidérmicos,
bem como o0s anexos cutaneos saudaveis variam entre as especies em quantidade, dimensdes e
morfologia (KAMP et al., 2011).

Os murinos constituem-se no principal modelo adotado para estudos em dermatologia
humana e veterinaria. Contudo, persistem relevantes limitagdes quanto a sua empregabilidade
decorrente do reduzido tamanho de camundongos e ratos e a elevada taxa metabolica das

espécies.

Alternativamente a este modelo, a cutia (Dasyprocta prymnolopha) € um roedor
silvestre de porte médio encontrado em todo continente americano, de elevada rusticidade,
docilidade e prolificidade, cujo tamanho e caracteristicas de manejo a candidatam a potencial
modelo animal (Dasyproctidae) substituto ao tradicional murinho. Porem deve-se estabelece
valores de referéncia e dimensbes ultraestruturais da pele saudavel destetes possiveis
subtitutos, o que ndo é tdo simples como possa parecer. As técnicas morfologicas
convencionais baseadas na identificacdo microscopica de amostras de tecido, apresentam
distorcbes das dimensdes teciduais. Tais distorces sdo consequéncias inerentes a
histotécnica, e ao aspecto irregular da juncdo dermo-epidérmica, com elevado risco de
imprecisdo para estabelecer dimensdes por estrato (AMENABAR et al., 2003; KAMP et al.,
2009).

A resolucédo e profundidade das imagens, obtidas por meio de técnicas morfoldgicas
convencionais, sdo limitadas ao plano bidimensional gerando dados qualitativos que se baseia
na subjetividade do observador, induzindo maior imprecisdo, além de ndo oferecer dados de
topografia tecidual (AMENABAR et al., 2003).
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A necessidade de produzir dados quantitativos, imaginolégicos e topogréaficos
confiaveis sobre componentes dos tecidos estimulou o desenvolvimento e o uso de métodos
estereoldgicos e de microscopia de forca atdmica nas ciéncias biologicas (ANDERSEN et al.,
2003). Dessa forma, parametros de perfis das estruturas observaveis em cortes de tecidos,
podem extrapolar informacGes sobre estruturas no espago tridimensional (BEDOYA et al.,
2016).

Nesse contesto a microscopia de forca atdmica apresenta-se como uma técnica em
potencial utilizada para caracterizacdo morfoldgica para tecidos biolégicos, ja que a técnica
permite imagens topogréaficas tridimensionais de materiais ndo condutores. Além disso, e
possivel elencar inimeros beneficios que viabilizam e qualificam a técnica na avaliacdo de
amostras biologica, a exemplo disso tem se o custo beneficio em relagdo a técnicas mais
consagradas por ndo precisar de vacuo durante a varredura e muito menos solugdes fixadoras
ou materiais metalizadores; além de reducdo dos custos a tecnica oferece qualidade de
imagem, e caracteristicas mecanicas e topograficas da amostra (PAIGE 2001; VENTURONI
2003). Como na espécie cutia (Dasyprocta prymnolopha), pouco se conhece sobre estratos
epidérmicos e anexos cutaneos, perdurando significativas incertezas sobre a caracterizacdo da
pele saudavel e importante que para caracterizacdo morfoldgica dessas seja utilizada tal

ferramenta de andlise.

O objetivo deste estudo é descrever e quantificar os estratos epidérmicos e anexos
cutaneos de cutias (Dasyprocta Priminolopha) machos e fémeas, criadas em cativeiro, para

fim de futura validacéo da espécie como modelo para estudos dermatoldgicos.

Esta dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: Introducdo, Manuscrito |
representado por um artigo de revisdo, Manuscrito 11 representado por um artigo experimental

inédito, Consideracdes Finais e Anexos.

O manuscrito | foi intitulado “Aplicabilidade da estereologia e microscopia de
forca atbmica a pesquisa dermatologica veterinaria (revisdo de literatura)” e sera
encaminhado para publicacdo no Jornal Interdisciplinar de Biociéncias. O manuscrito Il foi
intitulado “Caracterizacdo de um modelo experimental para pesquisa dermatolégica
veterindria: estudo morfoquantitativo e ultraestruntural da pele de cutias (Dasyprocta

prymnolopha)” e sera encaminhado para publicacdo no periédico PLOS ONE.
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RESUMO

Em dermatologia veterinaria, persiste a tradicdo morfologica de obtencdo de dados
essencialmente qualitativos. A estereologia e a microscopia de forca atdbmica sao técnicas que
combinam estatistica e microscopia avancada para obter informacdes quantitativas
tridimensionais, como volume total, volume ultraestrutural, densidade volumétrica, nimero
total de estruturas, dentre outras, a partir de imagens bidimensionais. Essas técnicas sdo cada
vez mais relevantes para determinar a heterogeneidade morfolégica comumente encontrada
em amostras teciduais. A utilizacdo concomitante dessas técnicas favorece a obtencdo de
dados matematicos e fisicos, os quais sdo mais fidedignos e de maior acuracia que dados
morfologicos qualitativos, baseados em descricdes morfométricas bidimensionais. Este
trabalho consiste de uma pesquisa de natureza descritiva, na modalidade de pesquisa
bibliografica a respeito do uso das técnicas de delineamento estereoldgico e microscopia de
forca atdbmica. Para tanto, foram selecionados artigos em inglés e portugués, de 2003 a 2019, a
partir de bases de dados online (PUBMED, SCIELO). A estereologia e microscopias
avancadas como a microscopia de forca atbmica sdo altamente relevantes pela sua capacidade
de fornecimento de dados sofisticados e fidedigno, na area de interesse tornando Uteis para a

pratica morfodescritivas veterinarias.

PALAVRAS-CHAVE: Estereologia, AFM, analise topogréfica.
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ABSTRACT

In veterinary dermatology, the morphological tradition of obtaining essentially qualitative
data persists. Stereology and atomic force microscopy are techniques that combine statistics
and advanced microscopy to obtain three-dimensional quantitative information, such as total
volume, ultrastructural volume, volumetric density, total number of structures, among others,
from two-dimensional images. These techniques are increasingly relevant to determine the
morphological heterogeneity commonly found in tissue samples. The concomitant use of
these techniques favors the obtaining of mathematical and physical data, which are more
reliable and more accurate than qualitative morphological data, based on two-dimensional
morphometric descriptions. This work consists of a research of a descriptive nature, in the
method of bibliographical research regarding the use of the techniques of stereological
delineation and atomic force microscopy. To do so, articles were selected in English and
Portuguese, from 2003 to 2019, from online databases (PUBMED, SCIELO). Stereology and
advanced microscopies such as atomic force microscopy are highly relevant for their ability to
provide sophisticated and trustworthy data in the area of interest making veterinary morpho-

descriptive practice useful.
KEY WORDS: Stereology, AFM, topographic analysis.

INTRODUCAO

Avaliacdes morfoldgicas constituem etapa fundamental de quaisquer pesquisas
dermatoldgicas veterinarias, por permitirem a descricdo estrutural dos elementos que
compdem a pele, favorecendo a padronizagdo de caracteristicas de normalidade
intraespecificos (KAMP et al., 2009). De uma forma geral, as camadas e estratos da pele tém
sido objeto de muitos estudos morfoldgicos e ultraestruturais, tanto pela variabilidade entre as
espécies, quanto a funcdo imunoldgica, farmacodindmica e farmacocinética cutanea
(HUSSAIN, 2019; CHANG, 2017; AGARWAL, 2019; LOGGER,2019). Em medicina
veterinaria, dado o elevado nimero de espécies estudadas, tais caracteristicas tornam-se ainda
mais relevantes, haja visto que as variacdes de celularidade, densidade celular, volume celular
e tecidual, influenciam a fisiologia cutanea e, consequentemente, a rotina clinica para a
espécie (KAMP et al., 2011).

O estabelecimento de valores de referéncia para as dimensdes e ultraestrutura da pele
saudavel ndo é tdo simples como possa parecer. As técnicas morfolégicas convencionais

bidimensionais ex vivo, baseadas na identificagdo microscopica de amostras de tecido,
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apresentam distor¢des das dimens@es teciduais. Tais distor¢des sdo consequéncias inerentes a
histotécnica, que induz retracdo tecidual apds o processamento convencional. Além disso, a
morfologia irregular da juncdo dermo-epidérmica eleva o risco de imprecisdo para estabelecer
dimens6es por estrato (AMENABAR et al., 2003; KAMP et al., 2009; CHEN et al., 2019).

A necessidade de analises morfométricas com dados quantitativos, imaginoldgicos e
topogréficos confiaveis sobre componentes da pele estimulou a adogdo dos métodos de
delineamento estereoldgicos e de microscopia de forca atdmica para estudos dermatolégicos
em seres Humanos, mas seu uso permanece restrito em animais (ANDERSEN et al., 2003;
SARAVANAN,2017).

A estereologia é o conjunto de metodos que permite inferéncias tridimensionais (3D) a
partir de imagens bidimensionais fundamentados em principios de amostragem rigorosa e
precisa (KRISTIANSEN e NYENGAARD, 2012). Dessa forma, parametros de perfis das
estruturas observaveis em cortes de tecido, podem extrapolar informacdes sobre estruturas no
espaco tridimensional (BEDOYA et al., 2016). O delineamento estereologico permite estimar
diversos parametros morfoquantitativos cutaneos como numero e volume celular epidérmico,
volume de fibras dérmicas, area de superficie e densidade tecidual, dentre outros (LACERDA,
2003; RODRIGUES,2018).

Complementarmente a microscopia de forca atdbmica (AFM) é uma técnica utilizada
para caracterizacdo morfoldgica tridimensional de inameros tecidos. Esta técnica permite a
identificacdo de caracteristicas de profundidade e volume celular, bem como segmentacdo de
cores e analises mecanobioldgicas celulares, como viscoelasticidade e turgor, favorecendo a
obtencdo de dados que ndo seriam possiveis pela microscopia eletrénica de varredura ou
transmissdo (VENTURONI, 2003).

DESENVOLVIMENTO

Esse trabalho € uma pesquisa de natureza descritiva e retrospectiva, na modalidade de
pesquisa bibliografica a respeito do uso de técnicas de analise morfoldgica e ultraestrutural da
pele. Para tanto, fez-se levantamento bibliografico de artigos cientificos presentes em dois dos
principais bancos de dados online, PubMed e Scientific Electronic Library Online (SCIELO),

abrangendo o periodo compreendido entre 2003 e 2019.

Foram pesquisados e analisados artigos nacionais e internacionais contendo 0s
descritores pele (skin), estudo estereologico (stereologic study) e microscopia de forga

atdmica da pele (skin atomic force microscopy).
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Para a pesquisa realizou-se associacdo dos descritores skin e stereologic no banco de
dados PubMed. Foram encontrados 63 estudos relacionados a estereologia em pele, 30 em
humanos, 27 em animais e 6 revisdes de literatura. Apenas 38 nos ultimos dez anos e a maior
parte relacionada a cicatrizacdo cutanea (Grafico 1 em anexo). A mesma chave de busca foi
utilizada no banco SCIELO, ndo sendo verificado nenhum estudo relacionado. Porem com a
desassociacdo dos descritores verificou-se que, a utilizacdo dos delineamentos estereoldgico tem
sido objeto de estudo morfométrico em outros sistemas: renal 161publica¢des, enddcrino 197

publicaces, reprodutor 43 publicacGes e nervoso 136 publicacoes.

A utilizacdo dos descritores para microscopia de forca atbmica em pele na base de dados
PubMed identificou 230 publicagdes, sendo 109 em humanos, 78 em animais e 11 revisGes
bibliogréficas. Destes, 181 foram publicados nos dltimos dez anos. A busca na base de dados

SCIELO néo revelou nenhuma publicagdo na tematica (Gréafico 1em anexo).

Né&o foram identificadas publicacGes na tematica que estabelecessem valores de referéncia
ou padr@es de caracterizagdo para as camadas e estratos cutdneos em humanos ou animais. Desta
forma, ndo é possivel estabelecer valores referencias de volumetria por estereologia e
caracteristicas ultraestruturais por microscopia de forca atbmica da pele. Os trabalhos disponiveis
mensuram 0 volume e descrevem a ultraestrutura dos elementos cutdneos sem estabelecer
comparacgdes com os valores de referéncia (MINOTA et al., 2019). Nestes, infere-se a evolucéo
do fendbmeno bioldgico estudado baseado na contribuicdo potencialmente positiva da estrutura
analisada na fisiologia cutanea. Nos artigos que utilizaram modelos para cicatrizagdo cutanea, por
exemplo, a volumetria e caracterizacdo ultraestrutural dos diferentes tipos de colageno sdo
comparados diretamente aos percentuais destas estruturas previamente definidas em modelos
bidimensionais (KARLSSON et al., 2013). Tal fato é preocupante, pois dados tridimensionais
(mm®) e bidimensionais (mm?) apresentam grandezas diferentes e, portanto, ndo so passiveis de

comparacao direta.

Neste contexto, mudangas histoldgicas e estruturais sutis podem desencadear efeitos
potencialmente adversos, irreversiveis ou ndo-monitoraveis. Assim, sdo necessarios métodos
quantitativos sensiveis e precisos (MINOTA et al., 2019). Historicamente, métodos
qualitativos geralmente referidos como métodos bidimensionais (2-D) tém sido mais
frequentemente empregados (NOJIMA et al.,2017, CHEN et al., 2019, BROWN, 2017,
AMINI, 2018). Porém, métodos bidimensionais ndo permitem inferéncias baseadas em
valores quantitativos mensuraveis, o que limita a compreensdo real das dimensdes da pele,

comprometem sensibilidade do método e a precisdo estatistica, elevando o risco de erros
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(NOJIMA et al.,2017, CHEN et al.,2019, BROWN, 2017, AMINI, 2018 MARTINEZ-
MARTINEZ, 2016).

As limitacbes dos métodos 2-D podem ser evitadas através do uso de métodos
acurados de obtencdo de dados quantitativos, como estereologia. Esta, é uma técnica de
medicdo e quantificacdo estrutural anatdbmica de estrema relevancia em dermatologia
(AZULAY et al., 2010, BROWN, 2017). O delineamento estereoldgico oferece abordagens
praticas e cientificamente validas para obter estimativas quantitativas precisas de mudancas
estruturais histolégicas (KAMP et al., 2009, NOJIMA et al.,2017, CHEN et al., 2019)

Os estudos utilizando o delineamento estereoldgico concentram-se particularmente nas
areas de desenvolvimento embrionario (ZHANG, 2018), evolugdo (BOGGILD, 2018),
patologia (ASHKANI-ESFAHANI et al.,2019) e neurociéncias (YURT,2018). Em
dermatologia veterinaria, é escassa sua empregabilidade, apesar do potencial para utilizacéo
(KAMP et al, 2009 MARTINS et al, 2010, KAMP et al, 2011).

Para a dermatologia veterinaria, a estereologia pode oferecer uma série de beneficios
para analises em microscopia, favorecendo a obtencdo de dados quantitativos precisos,
permitindo inferéncias funcionais, a partir de imagens bidimensionais (GOKHALE et
al.,2004). Como o delineamento estereoldgico permite estimar dados geométricos como
volume, area, comprimento ou nimero de particulas (células ou outras estruturas), é possivel
descrever com precisdo a morfologia tridimensional da pele (MARCOS et al., 2012,
SARAVANAN et al., 2017).

A analise estereologica pode ser simplificada em duas etapas principais: a
determinacdo da amostragem estatistica apropriada para obtencdo de amostras de tecido e
seccOes histoldgicas, e a quantificacdo das estruturas de interesse (OAKLANDER, 2003,
HERN, 2005). Para esta Gltima, adota-se formas geométricas apropriadas, como pontos ou
linhas, por exemplo, para sobreposi¢do a seccdo histologica e subsequente, quantificacdo de
pontos de interesse (Imagem 1) (KAMP et al, 2009).
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Imagem 1: (a) Uma ilustracdo do principio de Cavalieri empregado para estimar o volume total da
estrutura (b) Um pedago de tecido embebido em uma bola de parafina rolando ao longo de uma mesa (SURS). ¢)
Geracao de se¢des e isotropizacdo da pele. d) llustracdo esquematica de um campo de visdo no microscopio ao

estimar densidade de nucleos celulares. (Fonte Imagem: Adaptado de KAMP,2009).

As estimativas quantificadas obtidas possuirdo, portanto, uma relacdo estatistica com
os valores reais no espaco tridimensional e, consequentemente, a variacdo de erros das
estimativas pode ser prevista (KRISTIANSEN e NYENGAARD, 2012, SARAVANAN et al.,
2017).

Avancos em sistemas de bioinformatica também contribuiram para elevar a acurécia e
precisdo de delineamentos estereoldgicos, gerando o desenvolvimento de novos métodos de
anélise de imagem e padronizacdo de secBes teciduais (AMENABAR et al., 2006, JONES,
2013, SARAVANAN et al., 2017, LIU, 2017). Os pixels obtidos das imagens digitalizadas
sdo utilizados para andlises estereoldgica, desde que 0s mesmos possuam relagdo com cores e
estruturas (JONES, 2013). Métodos de informética semi-automatizados de segmentagdo de
cores, por exemplo, permitem a obtencdo de dados estereologicos baseados nos diferentes
espectros de pixels (AMENABAR et al., 2006, JONES, 2013 SARAVANAN et al., 2017 e
RODRIGUES, 2018).
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Complementarmente a estereologia, a AFM possui relevante potencial de
empregabilidade na dermatologia veterinaria, por permitir a obtencdo de imagens topogréaficas
com resolucdo atdmica, por meio do mddos de varredura (TANG, 2010, ALCARAZ et
al.,2018). Além deste, pode caracterizar as propriedades biomecénicas da epiderme e derme,
como rigidez, por exemplo, por meio do moddulo de Young (FERREIRA,2006,
PAYDAR,2016,). Neste, as imagens atbmicas sdo obtidas pela técnica de contato intermitente,
no qual a sonda de AFM, com dimensBes nanométricas, presa a extremidade do Cantilever, de
125um, toca a superficie celular, determinando suas caracteristicas biomecanicas (Imagem 2)
(PINTO, 2015; PENUELA et al., 2018, KWON,2019).
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Figura 2: (a) Representacdo esquematica da operacdo da AFM para geragdo de imagens células vivas. b)
Comparacdo dos valores médios do modulo de Young para células isoladas obtidas por contato. (c) - (e) imagens
de topologia AFM de (c) célula saudavel, (d) células MCF-7 ndo invasivas e (e) células MDA-MB-231
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invasivas. (f) - (h) Imagens de mapeamento nanomecanico de (f) células MCF-10A saudaveis, (g) células MCF-7
ndo invasivas, e (h) celulas MDA-MB-231 invasivas. (Fonte Imagem: Adaptado de KWON,2019).

Contudo, a técnica deve ser adaptada ao tecido cutaneo, por meio da calibragdo precisa
do microscépio de AFM, afim de evitar danos celulares induzidos pelas forcas de adesdo do
tecido a sonda de AFM (BUTT,2005, ALCARAZ et al.,2018).

Neste contexto, a AFM destaca-se por ser a primeira técnica de microscopia avancada
para dimensGes nanométricas e subnanométrica, fornecendo mapas topogréaficos precisos de
resolucédo atomica (FERREIRA,2006, BUTT,2005, ALCARAZ et al.,2018).

Contrariamente as outras técnicas de microscopia de alta resolugdo, que exigem
protocolos de fixacdo apropriados, o0 AFM dispensa a preparacdo prévia das amostras,
permitindo a avaliagdo das mesmas até em meio liquido (BUTT,2005). Apesar destes
beneficios, ainda é escassa sua utilizagdo em dermatologia veterinaria, limitando-se a estudos
cicatriciais em murinos (RAGHUWANSHI et al, 2017). Em dermatologia humana,
recentemente descreveu-se a composicao nanoestrutural da pele (ECKERSLEY et al., 2018),
corneocitos (DANZBERGER et al., 2018) e fibras colagenas (QUIGLEY et al.,2018).

Arigidez da epiderme, a espessura, orientacao e periodicidade das fibras de colageno,
presentes na derme papilar humana, bem como suas particularidades nanoestruturais, foram
recentemente mensuradas (OLEJNIK, A.; NOWAK, | 2017, PENUELA et al., 2018 e
CHANG et al.,2017). Estas descri¢cGes sdo importantes para determinacdo de parametros de
normalidade, haja visto que entidades nosoldgicas distintas podem alterar as propriedades
mecanicas da pele e seus componentes, as quais podem ser identificadas por AFM
(VIELMUTH, 2018).

CONSIDERACOES FINAIS

O delineamento estereoldgico e a microscopia de forca atbmica sdo técnicas avancadas
que permitem a obtencdo de dados teciduais volumétricos e ultraestruturais, com relevante
perspectiva para utilizacdo em estudos dermatoldgicos. Contudo, sua utilizacdo é escassa em
dermatologia veterinaria, refletindo-se num volume insipiente de publicagdes nos ultimos 16
anos. A literatura carece de valores de referéncia ou padrdes de caracterizacdo para as camadas e
estratos cutaneos, tanto em humanos quanto em animais, denotando a necessidade de pesquisas na

tematica.
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CARACTERIZACAO DE UM MODELO EXPERIMENTAL PARA PESQUISA
DERMATOLOGICA VETERINARIA: ESTUDO MORFOQUANTITATIVO E
ULTRAESTRUNTURAL DA PELE DE CUTIAS (Dasyprocta prymnolopha).

BARBOSA, Y.G.S.; ARGOLO NETO, N.M.

RESUMO

Introducdo. A cutia (Dasyprocta prymnolopha) € um roedor silvestre de porte médio
encontrado em todo continente Americano, de elevada rusticidade, docilidade e prolificidade,
cujo tamanho e caracteristicas de manejo a candidatam a potencial modelo animal
(Dasyproctidae) substituto ao tradicional murino. Contudo, inexistem dados sobre 0s estratos
epidérmicos e anexos cutaneos de cutias, perdurando significativas incertezas sobre a
caracterizacdo da pele nesses animais. O objetivo deste estudo foi descrever e quantificar os
estratos epidérmicos e volume da derme de cutias machos e fémeas, criadas em cativeiro, para
fim de futura validagdo da espécie como modelo para estudos dermatolégicos. Material e
metodos. Foi adotado um delineamento casualizado, composto de seis cutias saudaveis,
alocadas em dois grupos, conforme o0 sexo. Foram obtidas amostras cutaneas para avaliagdo
estereoldgica e ultraestrutural por microscopia de forca atdmica (AFM). Para as analises
estereoldgicas, foram avaliadas quatro amostras de pele saudavel, de cada animal, obtidas de
quatro regides anatomicas. Para andlises de AFM, obtiveram-se duas amostras de pele,
divididas em pele fina e espessa. As amostras foram processadas de modo convencional,
cortadas a quatro micrometros e coradas pela hematoxilina e eosina (HE) para analise
estereoldgica e cortadas a dois micrometros em laminulas de 13mm, sem coloracdo, para
analise por AFM. Realizou-se analise variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Resultados e discusséo. Identificou-se que ndo ha diferencas estatisticas da
volumetria epidérmica e dérmica entre machos e fémeas. Diametralmente, identificou-se
diferencas significativa entre as camadas da pele, possuindo a derme maior volume total que a
epiderme. As amostras de pele fina apresentaram diferencas das amostras de pele espessa e
dos estratos epidérmicos, quando comparados entre si. Mas, 0s estratos ndo apresentaram
diferencas significativas entre as diferentes regides anatdmicas de pele fina avaliadas. Os
resultados denotam que o0s estratos epidérmicos sdo bem delimitados e a volumetria
correlaciona-se provavelmente ao tamanho e densidade celular dos ceratindcitos. A AFM
permitiu identificar que a pele de cutias ndo apresenta topografia pavimentosa linear e
uniforme, mas sim amplitude topogréafica que eleva-se a partir da membrana basal, com
organizacdo ndo homogénea a partir do estrato granuloso. Identificou-se corneodesmossomos
e tonofilamentos em todos os estratos epidérmicos, inclusive estrato corneo, sugerindo
provavel manutencdo da atividade das proteinas de ancoragem, mesmo ap0s cornificacéo
destas células. Conclusdo. A pele de cutias ndo apresenta diferencas quanto ao sexo.
Ademais, apresenta estratos e camadas bem delimitados, cujos volumes sdo similares entre as
amostras de pele fina em diferentes regides anatdmicas. Os resultados sugerem que a cutia é
um modelo potencial para estudos dermatoldgicos por apresentar homogeneidade do tecido
cutdneo entre as regides corplreas e cuja estratificacdo epitelial apresenta volume e
morfologia distintos entre si, o que poderd favorecer a aplicacdo futura de métodos
sistematicos de investigagéo.

Palavras-chave: Cutia, AFM, estereologia, dermatologia.
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ABSTRACT

Introduction. The cutia (Dasyprocta prymnolopha) is a medium-sized wild rodent found
throughout the American continent, with a high rusticity, docility and prolificacy, whose size
and management characteristics make it possible to substitute the traditional animal model
(Dasyproctidae). However, there are no data on the epidermal layers and skin attachments of
agoutis, and there remain significant uncertainties about the characterization of the skin in
these animals. The objective of this study was to describe and quantify epidermal and dermis
volumes of male and female calves, kept in captivity, in order to validate the species as a
model for dermatological studies. Material and methods. It was adopted a randomized
design, composed of six healthy fruits, allocated in two groups, according to sex. Cutaneous
samples were obtained for stereological and ultrastructural evaluation by atomic force
microscopy (AFM). For the stereological analyzes, four healthy skin samples from each
animal were obtained from four anatomical regions. For AFM analysis, two skin samples
were obtained, divided into thin and thick skin. Samples were processed in a conventional
manner, cut to four microns and stained with hematoxylin and eosin (HE) for stereological
analysis and cut to two micrometres in 13mm coverslips without staining for AFM analysis.
An analysis was performed (ANOVA), followed by the Tukey test at 5% probability. Results
and discursion. It was identified that there are no statistical differences in epidermal and
dermal volumetry between males and females. Diametrically, significant differences were
identified between the skin layers, with the dermis having a greater total volume than the
epidermis. Thin skin samples showed differences in the thick skin samples and the epidermal
layers when compared to each other. However, the strata did not present significant
differences between the different anatomical regions of thin skin evaluated. The results
indicate that the epidermal layers are well delimited and the volumetry probably correlates
with the size and cellular density of keratinocytes. AFM allowed to identify that the skin of
agoutis does not present linear and uniform topography, but rather topographic amplitude that
rises from the basal membrane, with non-homogeneous organization from the granular
stratum. Corneodesmosomes and tonofilaments were identified in all the epidermal strata,
including stratum corneum, suggesting probable maintenance of the anchorage proteins
activity, even after cornification of these cells. Conclusion. The skin of agoutis does not
present differences as to the sex. In addition, it presents well-delimited strata and layers,
whose volumes are similar between fine-skin samples in different anatomical regions. The
results suggest that cutia is a potential model for dermatological studies because it presents
homogeneity of the cutaneous tissue between the corporeal regions and the epithelial layering
presents distinct volume and morphology among them, which may favor the future
application of systematic methods of investigation.

]
Keywords: Morphoquantification, AFM, stereology, dermatology
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INTRODUCAO

Espécies de roedores do género Dasyprocta tém sido utlizadas com modelo animal
experimental em recentes pesquisas morfologicas e fisiolégicas [1,2,3,4,5,6,7,8,9,10] a
excec¢do, até entdo, de pesquisas em dermatologia. Tem sido elencados aspectos fisicos, como
comprimento superior a 50cm e altura de até 40cm, bem como de manejo, como elevada
rusticidade, docilidade e baixo custo de manutencdo, além de fisioldgicos como elevada
prolificidade, como aspectos positivos para a utilizagdo da espécie como modelo experimental
[4,10,11]. Contudo, inexistem dados descritivos e morfoquantitativos cutaneos da espécie
Dasyprocta prymnolopha, encontrada em todo continente americano e endémica nas faixas de
mata atlantica do Nordeste do Brasil [12].

Em outras espécies, tecnicas de microscopia avancada, como microscopia de forca
atdmica (AFM) e de morfometria tridimensional, como o delineamento estereoldgico, tem
sido frequentemente utilizados para descricdo, caracterizacdo e quantificacdo celular e
tecidual em diversos sistemas bioldgicos [13, 14,15].

A microscopia de forca atdmica (AFM) é uma ultramicroscopia tridimensional que
produz grande quantidade de informacdes de alta resolucdo, permitindo a obtencdo de dados
de profundidade, volume e caracteristicas mecanicas como viscoelasticidade celular, dentre
outras [16]. Esta técnica permite a construcdo de mapas topograficos tridimensionais e
mensuracdo de estruturas subnanométricas [17].

Em dermatologia humana, a AFM tem sido referenciada como de elevada
sensibilidade [18,19], sendo utilizada para diagndstico e monitoramento de alteracdes
morfoldgicas associadas a entidades nosologicas distintas [20, 21], na avaliacdo do tratamento
de feridas [22] e na andlise biomecénica e estrutural da derme [23]. Contudo, na dermatologia
s80 escassos 0s estudos utilizando a AFM [24,25] e inexistem estudos empregando esta

técnica para o estudo da pele de cutias.
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A estereologia é uma técnica morfométrica quantitativa, que permite a extracao de
informacdes microscopicas tridimensionais a partir de seccBes histoldgicas bidimensionais
[26]. Esta técnica baseia-se na aplicacdo de principios matematicos e estatisticos, como
amostragens aleatorias, uniformes e sistematicas, por exemplo, sendo possivel eliminar
distorcbes comumente identificadas em estimativas morfométricas bidimensionais [27].
Pesquisas contemporaneas tém reiterado a acurdcia do método e relevancia de sua
aplicabilidade em estudos em dermatologia veterinaria [28, 29, 30].

Algumas estruturas da pele normal de cadaveres humanos foram quantificadas [31,32],
bem como foram descritas as patologias como mucinose cultanea e hidradenite supurativa
[33, 34], bem como foi avaliado o processo cicatricial nas espécies em ratos [35, 36].
Entretanto, até entdo, nenhum estudo estereologico foi realizado em cutias e ainda se
desconhece a volumetria das camadas e estratos cutaneos nesta espécie.

A possibilidade de descrever e quantificar os estratos e camadas cutaneas da pele de
cutias, numa abordagem tridimensional e ultraestrutural € uma ideia inovadora, em area de
fronteira do conhecimento, que podera contribuir indubitavelmente ao avango da
compreensdo da morfologia e fisiologia desta espécie silvestre, que distribui-se em todo
continente Americano, mas ainda tdo pouco estudado.

O objetivo deste estudo foi descrever e quantificar os estratos epidérmicos e volume
da derme de cutias machos e fémeas, criadas em cativeiro, para fim de futura validacdo da

espécie como modelo para estudos dermatoldgicos.

MATERIAL E METODOS

As préticas de manipulacdo animal realizadas foram aprovadas pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI), de acordo com
a declaracéo n° 407/17 e segundo as normas do Colegiado Brasileiro de Experiéncia Animal

(COBEA).
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Adotou-se um delineamento casualizado, composto dois grupos formados por trés
cutias (Dasyprocta prymnolopha) saudaveis cada, de acordo com o sexo. Os animais foram
nativos do bioma de cerrado do Nordeste do Brasil, capturados e criados em cativeiro segundo
autorizacdo SISBIO n° 60484-1 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA). Os animais foram mantidos em criatdrio registrado junto ao
IBAMA n° 02/08 - 618, em baias coletivas, alimentadas com ragdo comercial para roedores
com 15% de proteina bruta, tubérculos e frutas regionais e agua ad libitum.

Foram obtidas e avaliadas seis amostras de pele saudavel de 6 mm de diametro, de
cada animal. Destas, quatro amostras foram obtidas das regides dorsal toraco-lombar, plantar
do coxim do membro pelvico, ventral mesogastrica e lateral da articulagdo do joelho e
submetidas a delineamento estereoldgico. Duas amostras foram obtidas das regi6es dorsal
(pele fina) e coxim (pele espessa), sendo submetidas a avaliacdo por AFM.

Analise estereologica

As amostras de pele foram mensuradas diametralmente e pesadas antes e apos
desidratacdo, fixadas em paraformaldeido tamponado a 10% por 24h, e em seguida
desidratadas em gradientes de concentracdo crescente de alcoois (70, 80, 90, 100%),
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina histologica.

Para obtencdo de dados quantitativos precisos e imparciais, os fragmentos foram
pesados em balanca de precisdo, mensurados quanto ao comprimento e adotadas as
amostragens sistematica e uniformemente aleatorias (SURS) [37]. Os blocos de parafina
foram isotropisados afim de permitir que qualquer regido da biopsia fosse amostrada e
submetidos a cortes seriados de 4um de espessura. O intervalo de seccdes foi diametro
dependente, utilizando micrétomo rotativo, de forma perpendicular a superficie epidérmica e,

portanto, paralelos ao eixo vertical.
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Os cortes histoldgicos consecutivos foram distendidos em laminas de vidro. De cada
biopsia foram obtidas cinco laminas respeitando-se o intervalo pré-determinado pelo
didmetros e tabela randomizada, totalizando 120 laminas para analise. Em seguida, foram
realizadas coloragdo de hematoxilina e eosina (HE) de forma convencional [38]. As amostras
foram avaliadas sob microscopia de luz Otica e lupa em aumentos de 40x e 30x para
fotomicrografias e identificacdo estrutural das biopsias, além da realizacdo de
morfoquantificacdo utilizando o principio de Cavalieri, respectivamente. O volume das
amostras ou volume Cavalieri foi estimado por meio da formula: VRef=T x K x A, onde: T
= espessura media das secc¢bes histologicas, K= distancia entre as seccdes e A= area das
seccdes histologicas [37]. O coeficiente de erro (CE) para a estimativa do volume Cavalieri
(V) 137].

De cada lamina de cada grupo experimental, foram obtidas trés fotomicrografias em
aumento de 40x. Desta forma obteve-se 380 imagens para determinacdo da densidade de
volume estimada de acordo com a equacdo: V. = [ZP(Est epi) / £ P(Vy], onde ZP(ep)=
Numero total de pontos de um sistema teste que tocam os estratos epidérmicos nas
regioes de interesse e XP(VE)= Numero total de pontos do mesmo sistema teste que toca
toda a area de interesse.

As fotomicrografias foram avaliadas com auxilio do software Image J® e utilizou-se o
plugin Grid para aplicacdo do sistema teste (ou malha de quadrantes) de pontos nas
fotomicrografias digitais.

Obtidos os dados, o volume total ou Cavalieri foi estimado a partir do produto da
distancia entre as secc@es de intervalos sistematicos e aleatorios de cada biopsia realizada e a
soma das areas do objeto obtida através do produto do nimero de pontos que toca a estrutura

de interesse (Figura 1) pela area por pondo do Grid.
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Figura 1: Fotomicrografia da area de biopsia cutanea de cutias (Dasyprocta
primnolopha), com sobreposi¢do do sistema teste para contagem de pontos incidentes
nas dérmicas (29 pontos) e epidérmicas (4 pontos), contados para estimar a variavel
‘volume referéncia’ de cada camada.

Avaliacao por microscopia de forca atdmica

O processamento histoldégico da amostra foi realizado de forma convencional, por
fixacdo, desidratacdo, diafanizacéo e inclusdo em parafina, forme descrito previamente [38].
As amostras foram seccionadas com dois micrometros de espessura, sem coloragdo. As
seccOes das biopsias foram estendidas em laminulas de 13 mm de didmetro, incubadas em
estufa a 60° C por 30 minutos para desparafinizagdo e em seguida, submersas em 30 ml de
Xilol sob suave agitagdo por 15 minutos. O Xilol foi removido com o auxilio de uma pipeta
de Pasteur e amostra reidratada em gradientes decrescentes de alcool etilico PA, 90%, 80% e

70%.
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Utilizou-se um microscépio de forca atomica Multimode® 8, Bruker®, no modo
Quantitative Nanomechanics para andlise topogréafica tridimensional dos cortes de dorso e
coxim de cutias machos e fémeas, totalizando quatro amostras. Foram utilizadas sondas
modelo Scanasyst Air® (Figura 2), com constante de mola de 0,4 N/m, resolugdo de imagens

de 256 linhas por imagem e taxa de varredura de aproximadamente 0.5 hz.

Figura 2. Sondas de microscopia de forca atdmica modelo Scanasyst Air..

Adotou-se aumentos de 50, 30 e 15 pm? para avaliacdo das amostras. Utilizou-se trés
varreduras com a sonda AFM para as camadas da epiderme e derme das amostras de dorso e
duas varreduras para 0s estratos corneo, interface cérneo/granuloso (lucido), granuloso,
espinhoso, basal e derme da regido de coxim (pele espessa).

Anélise estatistica
Utilizou-se o software SAS®, aplicando-se analise de variancia (ANOVA), visando

identificacdo de diferencas estatisticamente significativas entre os grupos independentes,
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seguido pelo teste de comparacdo de médias de Tukey. Adotou-se um nivel de rejeicdo da

hipotese de nulidade de 5% (p<0,05) para ambas as analises.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais recuperaram-se completamente e foram reintroduzidos ao rebanho.
O protocolo anestésico dissociativo e infiltrativo local adotado, revelou-se seguro, conforme
esperado, sem alteracGes dignas de nota dos parametros vitais e com rapida recuperacao pos-
anestésica. A seguranca deste protocolo anestésico ja havia sido demonstrada anteriormente
em roedores [39]. Contudo, é relevante reiterar a seguranca do mesmo, haja visto que animais
silvestres criados em cativeiro podem apresentar alteracbes metabolicas secundarias
decorrentes de estresse mediante manejo ou secundario a administragdo de farmacos [40].
Felizmente, tais intercorréncias ndo foram observadas neste estudo.

As lesdes de biopsia apresentaram-se limpas, ndo exsudativas e cicatrizaram apés 14
dias. As amostras obtidas apresentaram diametro medio de 4,45+ 1,10 mm, com peso médio
de 0,035+0,014g. Apbs o processamento histologico, identificou-se reducdo do diametro e
peso médio das amostras, as quais apresentaram 3,45+0,89mm e 0,027+0,011g,
respectivamente. Tais observacdes eram esperadas, pois as amostras sdo desidratadas durante
histotécnica, o que reduz medidas de diametro e peso. Além disso, a retracdo tecidual também
colabora para este resultado, conforme descricdes prévias [41].

Na avaliacdo histologica convencional, mediante coloracdo de hematoxilina e eosina,
identificou-se epiderme pluriestratificada, evidenciando-se nitidamente os estratos cérneo,

granuloso, espinhoso e basal (Figura 3).
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Figura 3: Fotomicrografia da pele saudavel de cutia macho, adulta. Coloragdo em HE. A: Amostra de
pele de coxim, evidenciando os estratos corneo (C), granuloso (G), espinhoso (E), basal (B), juncéo
dermo epidérmica (seta) e capilar (circulo). B: Amostra de pele dorsal, evidenciando foliculo piloso
(FP), glandula sebacea (GSE) e glandula sudoripara (GSU).

N&o foi observado estrato licido nas amostras analisadas por microscopia Optica, em
coloragcdo HE, em ambos os sexos. O estrato lucido é bem desenvolvido nas regides de coxim

em roedores e caes, sendo menos desenvolvido em plano nasal e ausente nas demais regides
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destas espécies [42]. Como o estrato lucido é formado por uma camada delgada de células
achatadas, ndo € incomum ndo identifica-lo em amostras processadas convencionalmente,
mesmo em pele espessa [42]. Em amostras de pele espessa de planta do pé em seres
Humanos, por exemplo, o estrato lGcido pode ndo ser facilmente identificado pelas coloracdes
convencionais [43, 44].

Identificou-se grande quantidade de glandulas sebaceas nas amostras de coxim, com
morfologia simples, localizadas profundamente na derme reticular (Figura 4a). Este resultado
contrasta com as observacdes de outros autores que ndo identificaram tais glandulas no coxim
de cées [44]. Costumeiramente, apresentam-se em maior quantidade em areas com menor
densidade de pelos [45], mas na especie cutia, tanto em machos quanto em fémeas, as
glandulas sebaceas foram observadas em todas as amostras de pele. Em amostras de pele fina,
estas glandulas foram localizadas superficialmente em derme papilar, préximas aos foliculos
pilosos (Figura 4b). Resultados semelhantes foram descritos em pacas (Cuniculus paca
Linnaeus) [46].

Como a cutia é uma espécie silvestre, que vive em ambientes tropicais, provavelmente
a disposicdo continua de glandulas sebaceas ao longo da pele fina e espessa seja uma
adaptacdo evolutiva para proporcionar maior protecdo fisica, microbiolégica e quimica, haja
visto que os acidos graxos do sebo, como o linoleico, miristico e palmitico, dentro outros,
possuem atividade antimicrobiana e hidratante [46]. Embora a composi¢cdo do produto das
glandulas sebaceas ndo tenha sido avaliada neste estudo, parece-nos provavel que tais
inferéncias possam estar presentes. Obviamente, outros estudos, mais aprofundados, que
quantifiquem e qualifiguem a producdo sebacea de cutias sdo necessarios para elucidar tais

hipdteses.
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Figura 4 Fotomicrografia da pele saudavel de cutia macho, adulta. Coloracdo de HE. A: Amostra de
pele de coxim, demonstrando a localiza¢do da glandula sebéacea (seta) profundamente na derme
reticular. B: Amostra de pele dorsal, evidenciando aspecto alveolar ramificado, em maior aumento,
da glandula sebacea (seta). Avaliado sob luz branca.

Analogamente, as glandulas sudoriparas também foram identificadas em toda a pele
das cutias avaliadas, independente do sexo. Na pele com pélos foram identificadas glandulas
sudoriparas apoécrinas, com morfologia sacular tipica, em derme papilar € nos coxins,
glandulas écrinas, com morfologia enrolada (Figura 3a,b). Em pele espessa de coxim, as
glandulas sudoriparas écrinas apresentaram-se em volume superior as apocrinas da pele fina,
denotando hipertrofia evidente (Figura 3a). Identificou-se também que ndo havia correlacdo
morfoldgica direta entre as glandulas écrinas e foliculos pilosos, tal qual identificado entre

glandulas apdcrinas e foliculos. Estes achados sdo discrepantes aos ja descritos, nos quais ndo
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foram identificadas glandulas sudoriparas em regides pilosas de pacas (Cuniculus paca
Linnaeus) [46,47]. Dada a proximidade filogenética entre cutias e pacas, surpreende-nos tais
diferencas. Talvez a auséncia de habitos aquaticos em cutias contribua para a maior presenca
de glandulas sudoriparas nesta espécie, mas ndo se pode afirmar tal conjectura.

Quanto aos estratos cutaneos identificados, estes ndo diferiram quanto ao descrito para
a maior parte dos mamiferos [44]. A camada cornea foi constituida por células sem nucleo e
completamente achatadas em forma de laminas sobrepostas (Figura 5). A camada granulosa
foi caracterizada pela presenca de células poligonais com nucleo central, achatadas, com a
presenca de granulos intracitoplasmaticos (Figura 5). Estudos anteriores ja haviam descrito
que tais granulos, em roedores [32], constituem-se em ceratina e acredita-se que ocorra da
mesma forma nas cutias analisadas. Faz-se mister, entretanto, estudos quimicos que
esclarecam tais particularidades, doravante tais aspectos excedem o0s objetivos do presente
trabalho. Cabe salientar que, reiterando tais aspectos morfologicos, identificou-se que o0s
granulos observados eram dispostos extracelularmente e linearmente, como uma barreira de
protecdo no estrato avaliado (Figura 5).

A camada espinhosa foi formada por células cuboides, com ndcleo central e pequenas
expansdes no citoplasma, conferindo-lhe aspecto que nomeia o referido estrato. A camada
basal foi o estrato mais profundo da epiderme, estabelecendo area linear epidermio-dermo-
juncional formada por uma Unica fileira de células prismaticas (Figura 3a,b).

Identificaram-se células de Langerhans e os melandcitos, com morfologia
arredondada, localizadas na camada basal da epiderme (Figura 5), tal qual identificado em

outras espécies animais [48].
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Figura 5 Fotomicrografia da pele saudavel de cutia macho, adulta. Coloracdo de HE: camada granular e granulos
(retingulo), Célula de Langherans (circulo) e melandcito (Seta) em microscopia 6tica.

O tempo de analise por AFM variou por area entre 10 e 50 minutos e obtiveram-se
imagens com 256 linhas de resolucdo. Segundo estudos pregressos, tal resolucéo é a ideal
para analise de imagens de tecidos que apresentem amplitude de variacéo topogréafica [16,17].
A resolugdo obtida permitiu delimitar e mensurar estruturas teciduais especificas, mas, em
contrapartida, limitou a area de observacdo e obtencdo de varreduras topograficas amplas.

A avaliagdo nanométrica tridimensional por forca atbmica, favoreceu a identificacéo

das relagbes topogréficas ultra estruturais entre o0s estratos cutdneos. Neste aspecto, a
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epiderme das cutias ndo apresenta topografia pavimentosa linear e uniforme, como a
histologia bidimensional poderia sugerir. Mas diametralmente, evidenciou-se que entre o
estrato basal e a camada cornea hd uma diferenca de profundidade de 0,96+1,04um, que se
alterna irregularmente, como mosaico, entre as células dos estratos e entre os estratos. Tais
diferencas provavelmente indicam o estagio de desenvolvimento do ceratindcito e o volume
do estrato no qual estd inserido (Figura 6f).

Em dermatologia animal, as caracteristicas de desenvolvimento dos ceratindcitos séo
bem documentadas, sendo amplamente descritas as variacbes moleculares da matura¢do dos
diferentes estagios de ceratinas intracitoplasmaticas e as alteracbes morfologicas celulares
decorrentes destas, como reducdo do volume celular e reducdo da elasticidade do
citoesqueleto [49]. Tais condigdes, podem ser responsaveis pela identificacdo de uma
topografia nanométrica longitudinal irregular, com variacbes de profundidade que se
acentuam diretamente proporcional a proximidade com a camada basal, a zona limitrofe entre
derme e epiderme. Como a membrana basal é composta por uma camada singular de células
indiferenciadas, mas comprometidas com a diferenciacdo ectodermal, de morfologia cuboide
e citoplasma abundante, em comparacdo aos estratos granuloso e espinhoso, por exemplo,
formados por trés a cinco segmentos de ceratindcitos justapostos e sobrepostos, pode-se
inferir como possivel e provavel que tais condicdes influenciem o volume do estrato e, por
seguinte, a topografia ultraestrutural da mesma.

Em pele fina, tanto em machos quanto fémeas, o estrato corneo apresentou 30,8+6,4
pm de comprimento longitudinal médio (Figura 6a,b), enquanto em pele espessa, ndo foi
possivel mensurar completamente o estrato corneo, pois na escala de 10 um, ndo foi
visualizado os limites do mesmo (Figura 6a). Contudo, devido a espessura elevada dos coxins,
a mensuracdo parcial do estrato corneo revelou 42,54+10,2 um de comprimento longitudinal

médio, superior a todo o comprimento do estrato em pele fina (Figura 6f).
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Figura 6 Ultra fotomicrografia de varredura tridimensional de amostras de pele saudavel de cutias,
demonstrando a organizacdo do tecido e amplitude topografica entre nandmetros e micrémetros. Em
‘angulos longitudinais de varredura de sonda, identifica-se A: estrato cutaneo de pele espessa, B: estrato
corneo, C: estrato granuloso, D: estrato espinhoso, E: estrato basal ou germinativo, F: Epiderme e derme
43lge pele fina em regido dorsal. Microscopia de forga atdmica.
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Tais resultados sugerem a relevancia da funcdo biomecénica dos coxins plantares,
sobretudo em espécies de elevada rusticidade, como as cutias. A elevada espessura do estrato
cérneo dos coxins plantares, avascularizada, de baixa permeabilidade, provavelmente
contribui para os efeitos fisicos de protecdo mecanica e térmica, favorecendo a absor¢do de
impacto em superficies irregulares, resisténcia abrasiva ao ambiente e protecdo térmica da
epiderme e derme a temperatura elevada do solo. Curiosamente, cutias possuem o habito de
bater os coxins contra o solo quando se sentem intimidadas [12], implicando em provavel
funcéo social comportamental da morfologia dos coxins.

Os corneodesmossomos apresentaram-se evidentes entre 0s corneocitos, na forma de
filamentos ou projecdes entre as camadas de células ceratinizadas justapostas no estrato

corneo (Figura 7).

02181947.001

915.0 nm

Figura 7: Fotomicrografia da area de biopsia de pele espessa de cutia, em regido de estrato
corneo. Imagens nanométricas de corneodesmossomos (circulo), entre as camadas do
estrato. Imagem obtida por microscopia de forca atbmica.
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Isso demonstra que, embora o cornedcito tenha perdido a maioria das organelas
intracelulares e ndo apresentem atividade metabodlica relevante [50], os corneodesmossomos
permanecem ativos e desempenham funcdo preponderante para manter a coesdo celular.
Permanece inconclusivo se 0s corneodesmossomos identificados no estrato cérneo mantem-se
unidos apenas de forma estrutural ou se ainda h& afinidade quimica atuante sobre o
citoesqueleto.

O estrato lucido foi identificado na microscopia de forca atbmica apenas nas amostras
de pele espessa de coxim, localizado logo abaixo do estrato corneo, como uma camada
translicida com 8,36+2,24 um de comprimento longitudinal médio (Figura 8b). Como n&o foi
identificado nas amostras ultramicroscépicas de pele fina e na microscopia Optica
bidimensional, acredita-se que este estrato ndo seja facilmente identificado em menores
volumes de tecido, tal qual discutido anteriormente e referenciado em estudos pregressos [42,
43,44].

Em pele fina, tanto em machos quanto fémeas, o0 estrato granuloso apresentou 7+1,06
pm de comprimento longitudinal médio e o espinhoso, 11,5+1,21 um. De forma analoga ao
estrato corneo, em pele espessa ndo foi possivel mensurar completamente os referidos
estratos, pois na escala de 10 um, ndo foi visualizado os limites dos mesmos.

No estrato granuloso evidenciou-se topografia com diferenca de profundidade de
1,9+0,2 pum, enquanto no estrato espinhoso identificou-se diferenca de 2,1+0,15 pm,
denotando maior amplitude entre os ceratindcitos espinhosos. Tanto o estrato granuloso,
guanto espinhoso apresentaram superficie topografica irregular e granular, com baixa
definicdo de limites citoplasmaticos no estrato granuloso, conferindo-lhe aspecto continuo.
Contrariamente, os ceratindcitos do estrato espinhoso apresentaram clara distin¢do de limites
citoplasméticos e evidentes projecGes intercelulares identificadas como tonofibrilas e

corneodesmossomos. A mensuracdo meédia dos corneodesmossomos do estrato espinhoso foi
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de 0,5 um (Figura 8b,c) e as células apresentaram-se justapostas. Ndo foram identificadas, até
0 presente momento, publicacdes cientificas que tenham descrito tais estruturas com o
requinte de detalhes tridimensionais de profundidade e forma como no presente trabalho, o
que obriga-nos a aguardar a reprodutibilidade da técnica em outras espécies e na cutia, para
assegurar tais descobertas em definitivo. Por seguinte, as evidéncias ultramicroscopicas
sugerem que o estrato espinhoso possui organizacdo dindmica, ndo linear e ndo uniforme de
forma completamente distinta ao identificado na microscopia bidimensional.

As diferencas entre tonofibrilas e corneodesmossomos, em diferentes populacdes de
ceratindcitos foram inferidas empiricamente, sem descrigbes prévias que permitissem
comparagdes, baseado nas proporcgdes dessas estruturas. Tais propor¢des tornam-se evidentes
nas imagens obtidas do estrato basal (Figura 8d), no qual os provaveis corneodesmossomos
apresentam-se como projecdes celulares lateralizadas e em organizacdo espiralada,
completamente distintas das projecfes alongadas das provaveis tonofibrilas tdo evidentes no
estrato espinhoso (Figura 8c).

Estudos anteriores ja haviam determinado que as tonofibrilas sdo constituidas de
feixes intermediarios de ceratina [50], mas ndo foram encontradas informacdes em literatura
cientifica sobre a disposicdo dos mesmos, o que realca a relevancia das imagens descritivas
obtidas e da descri¢do qualitativa.

A diferenca de profundidade média do estrato basal foi de 3,1+0,1um e o
comprimento longitudinal médio de 5,06+0,2um. Observou-se maior organizacdo que O
estrato espinhoso, sem evidéncias de sobreposicdo celular, mas com intensa projecdo de
estruturas morfologicamente compativeis com tonofibrilas e corneodesmossomos, tal qual o
estrato espinhoso. Curiosamente, apesar do estrato basal apresentar menor comprimento que o

espinhoso, foi identificado maior densidade celular. Provavelmente haja maior atividade
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mitdtica nesta camada, decorrente da atividade da populacdo de células indiferenciadas que

mantém mitoses assimétricas para prover os estratos acima.

-1.9 um

10.0 pm
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Figura 8 Fotomicrografia da area de biopsia de pele fina (A) e pele espessa (C) de cutias corado pela
técnica de HE, identificando seus estratos cutaneos (a) estrato cérneo, (b) estrato granuloso (c) estrato
espinhoso (d) estrato basal ou germinativo (e) derme e suas respectivas imagens nanométricas
tridimensionais e amplitudes topogréficas entre nanémetros e micrémetros, obtidas por microscopia de
forga atbmica.
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O estrato basal apresentou-se com predominancia de células pequenas e poliédricas,
intercaladas com células grandes e arredondadas, medindo 6,6+0,1 um x 4,4+0,2 um. As
menores células do estrato possuiam 2,2+0,1 pum x 3,96+0,1 um, evidenciando a discrepancia
entre os tamanhos celulares identificados (Figura 8d).

Tais diferencas entre didmetros celulares ja haviam sido descritas em dermatologia
veterinria [51]. Segundo estes autores, as células mononucleares redondas do estrato sdo
melandcitos intercalados, os quais possuem dimensdes superiores as demais. Infelizmente,
embora tenha-se identificado células com topografia condizente com melandcitos, nao foi
possivel distinguir os tonofilamentos melanociticos para citocrinia, dos demais tonofilamentos
presentes nas amostras analisadas. Posteriormente pretende-se mensurar todos 0s
tonofilamentos de grupos de células, por estrato, sob diferentes angulos das sondas de
microscopia por forca atdmica para tentar agrupar tais estruturas por suas dimensdes
nanometricas.

A avaliacdo ultraestrutural dos anexos cutaneos da derme, tanto em pele fina quanto
espessa, confirmaram as observacfes obtidas pela microscopia éptica bidimensional. As
cutias apresentaram grande quantidade de glandulas sebaceas na derme reticular e glandulas
sudoriparas apocrinas e écrinas.

As glandulas sudoriparas foram identificadas como estruturas curvilineas, de
superficie irregular, com diferenca de profundidade de 3,4+1,1 um, dispostas de forma tubular
ou colunar ramificadas, sem distingdo evidente de bordas. Estudos anteriores em microscopia
eletrbnica ja haviam descrito que essas estruturas sdo definidas como rolos secretorios
compostos de células mioepiteliais fusiformes [46]. Os limites citoplasmaticos referidos pelos
autores ndo foram identificados no presente trabalho, mas evidenciou-se que, em cutias, 0S
rolos secretdrios localizam-se entre células cuboides e alongadas. Como ha perda de liquido

intracelular durante o processamento das amostras, 0s espagos celulares da glandula conferem
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aspecto trabecular ao tecido, que na projecdo tridimensional da imagem revela-se como
sinuosidades que acompanham as dimensdes celulares (Figura9 B I, I1).

Similarmente, as glandulas sebaceas foram identificadas com morfologia alveolar
ramificada, separadas por septos irregulares, com diferenca de profundidade de 2,7+0,8 um
(Figura 9 C I, ). DescricGes prévias destas glandulas em diversas espécies, utilizando
microscopia eletronica de varredura, identificaram que os septos irregulares visualizados
constituem-se numa fileira simples de células basais responsaveis pela producdo sebacea [42].
Na microscopia de forca atdbmica, as células basais apresentam-se como uma estrutura
continua, com limites indistinguiveis, que elevam-se cerceando as zonas alveolares.

A derme foi avaliada em amostras de escala de 6 pum, evidenciando-se Substancia
amorfa de matriz extracelular, em padrdo desorganizado (Figura 9AIl). N&o foi possivel
identificar as fibras dérmicas neste estudo, pela necessidade de utilizacdo de sondas de AFM
com maior area de varredura. Pretende-se prosseguir com esta pesquisa e caracterizar as fibras

dérmicas, vasos e plexos nervosos da derme posteriormente.



587

588

589

590

591

592

593

594

595

596

597

598

599

600

601

602

603

604

605

606

607

608

609

51

02201537.001

8042 om

-2.2 um
-875.9 nm

3.0pm

16

-1.8ym e e

6.0 ym

1.2 pm

Figura 10 Ultra fotomicrografia de varredura trldlmensmnal de amostras de pele saudavel de cutias,
demonstrando derme e anexos e suas respectivas amplitudes topogréficas em nanémetros e
micrémetros. Al: Angulo longitudinal de sonda em derme reticular, All: Angulo longitudinal de sonda
demonstrando abundante substancia amorfa extracelular em derme reticular. Bl: Angulo transversal
de sonda em fragmento de 6pm de uma glandula sudoripara denotando organizagéo longilinea tubular,
BIl: Angulo longitudinal de sonda demonstrando aspecto tubular ramificado de glandula sudoripara.
Cl: Angulo transversal de sonda em glandula sebacea. Cll: Angulo longitudinal de sonda em glandula
sebdcea. Em ambos, identifica-se organizagdo alveolar ramificada separada por septos elevados e bem
circunscritos. Imagens por microscopia de forca atdmica.
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A avaliacdo estereoldgica das amostras de pele saudavel de cutias ndo apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) entre os sexos, possuindo machos e fémeas volumes totais

similares de epiderme e derme (Tabela 1).

Tabela 1: Amostras de 6mm da pele saudavel de cutias (n=6) machos e fémeas. Valores
medios estereoldgicos de volume epidérmico (V.Epi) e dérmico (V.Der).

Parametros Morfolagico Macho Fémea Significancia
V. Epi (mm3) 3,743+ 3,5 (a) 2,930+ 3,1 (a) P>0,05
V. Der (mm3) 18,435+10,9 (b) 14,334+ 5,4(b) P>0,05

*Valores com letras diferentes diferem entre si ao teste de Tukey a 5% de probabilidade

Contudo, identificou-se diferencgas significativas entre as camadas da pele (p<0,05),
possuindo a derme maior volume total que a epiderme. Esta, possuiu aproximadamente cinco
vezes mais volume que epiderme, ou seja, 84% do volume referente as amostras de 6mm
analisadas da pele de cutias é constituida de derme e apenas 16% equivale a epiderme (tabela
1). Analogamente a analise da densidade do volume da epiderme e derme, ndo foram
identificadas diferencas significativas (p>0,05) entre os sexos, mas persistiram diferencas

significativas (p<0,05) entre estas camadas (Tabela 2).

Tabela 2: Valores médios estereoldgicos para as variaveis volume Cavalieri epidérmico, na
avaliacdo de biopsias cutaneas em cutias, (n=6), entre as diferentes regides.

Parametros Morfolégico V. Epi (mm?3) V.Der (mm3p28
Coxim 8,4100+ 0,92 (a) 22,037+ 4,4 (BF°
630
Joelho 2,2250+ 0,37 (c) 17,575+ 4,5 (
631
Ventre 1,4517+ 2,4 (e) 13,7502 16,0(f)
632
Dorso 1,2583+ 0,38(g) 12,157+ 1,9 (h)
633
634

*Valores com letras diferentes diferem entre si ao teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Tais achados corroboram relatos prévios que identificaram estas diferencas em ratos
[32, 52]. Ademais, estas diferencas refletem a caracteristica morfofuncional da pele, a qual,
nos mamiferos superiores, apresenta a derme em maior volume por se tratar de tecido
conectivo de sustentacdo e nutricdo e a epiderme, em menor volume, representando a
linhagem ectodermal cujas principais funcdes sdo de barreira fisica e resisténcia abrasiva
[24,25]. Obviamente, ndo se pretende com tal reducionismo desconsiderar as inimeras
atividades metabdlicas e imunoldgicas da pele, tanto em derme quanto em epiderme, mas
apenas estabelecer o silogismo que correlaciona o volume da camada com a funcéo
preponderante da mesma.

Aparentemente, o metabolismo androgénico parece ndo influenciar o volume dos
tecidos cutaneos, ao contrario do que os habitos de caca e demarcacdo de territorio exercidos
predominantemente pelos machos da espécie cutia poderiam sugerir como adaptacao
evolutiva funcional. As fémeas apresentaram grande similaridade quanto aos volumes da
epiderme e derme dos machos, demonstrando que, para cutias criadas em cativeiro, 0 sexo é
fator de baixa relevancia (p>0,05) para o0 volume das camadas da pele.

As andlises de densidade de volume, referentes as amostras de 6 mm analisadas,
revelaram diferencas significativas quanto ao sexo dos animais (p<0,05), entre os estratos
epidérmicos de uma mesma regido corpérea avaliada. Contudo, demonstraram-se similares
(p>0,05), em amostras de pele fina, quando comparado o mesmo estrato entre as distintas

regibes corporeas analisadas (Tabela 3).
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Tabela 3: Valores médios estereoldgicos para volume total de cada estrato epidérmico, em

amostras de biopsias cutaneas de cutias, (n=6), entre machos e fémeas.

Estrato epidérmico Macho Fémea Significancia
Cdérneo (mm?) 1,2208+1,2(a) 1,3867+ 1,4 (a) P>0,05
Granuloso (mm?) 0,6125+0,6 (b) 0,6033+ 0,6(b) P>0,05
Espinhoso (mm?) 0,9067+0,9 (c)  0,9658% 0,9(c) P>0,05
Basal (mm?) 0,9533+0,8 (d)  0,7858% 0,7(d) P>0,05

*Valores com letras diferentes diferem entre si ao teste de Tukey a 5% de probabilidade

Para pele espessa (coxim), identificou-se diferencas significativas (p<0,05) tanto entre

0s estratos entre si, quanto entre estes e as regides corporeas avaliadas (Tabela 4).

Tabela 4 Valores médios estereologicos para o volume total de cada estrato epidérmico, na

avaliacdo de biopsias cutaneas de cutias (n=6), entre quatro regides distintas.

Estrato epidérmico Dorso Ventre Joelho Coxim

Corneo (mm?3) 0,7700+0,90(a) 0,7867+ 0,84 (a) 0,5217+ 0,20(a) 3,1367+ 0,53 (b)
Granuloso (mm3) 0,4500+ 0,53 (c) 0,3467+ 0,32(c) 0,2650+ 0,07(c) 1,370040,49 (d)
Espinhoso (mm?3) 0,6650+0,84 (e) 0,4950+0,51 (e) 0,3683+ 0,12(e) 2,2167+ 0,18(f)
Basal (mm?3) 0,6433+0,69 (g) 0,6183+ 0,73 (g) 0,3550+0,10 (g) 1,861710,34 (g)

*Valores com letras diferentes diferem entre si ao teste de Tukey a 5% de probabilidade

As diferencas estruturais, no presente trabalho identificadas em volume de estrato, ja
haviam sido descritas previamente em outras espécies [53]. Tais diferencas representam tanto
0 estagio de maturagdo e desenvolvimento dos ceratindcitos, quanto da composigéo e funcéo

dos mesmos na mecanobiologia cutanea.



673

674

675

676

677

678

679

680

681

682

683

684

685

686

687

688

689

690

691

692

693

694

695

696

697

55

Tal silogismo baseia-se no conhecimento prévio que o volume individual dos
ceratindcitos diminui proporcionalmente ao aumento da produgdo e maturacdo de
citoceratinas [53]. Estas citoceratinas sdo utilizadas como marcadores da senescéncia de
ceratindcitos [54] e consequentemente, evolucdo do processo de cornificacdo [55]. A medida
que a ceratogénese progride, acentua-se a degeneracao de organelas intracitoplasmaticas e o
volume celular reduz. A manutencdo da funcédo de resisténcia abrasiva da epiderme dependera
entdo de uma maior concentracdo de ceratindcitos por camada (55). Neste estudo, identificou-
se que a densidade de volume dos estratos epidérmicos aumenta a partir do estrato basal ao
cdérneo, pois embora as andlises de microscopia de forgca atdmica tenham indicado que o
volume individual dos ceratindcitos basais sejam superiores, a estereologia revela que estratos
acima do basal possuem volume total e densidade de volume superiores, provavelmente
decorrentes da maior concentracéo celular.

Contrariamente, ainda que os volumes dos estratos difiram entre si, em pele fina, ndo
diferem entre as regides cutdneas avaliadas. Provavelmente, tal circunstancia represente a
baixa relevancia da pele fina como agente fisico para resisténcia abrasiva, haja visto que, em
animais, normalmente a pele fina é coberta de pélos, os quais, dependendo da espécie, podem
estar organizados como manto e submanto [56], elevando a protecédo cutanea.

Para pele espessa, 0s dados obtidos sugerem o inverso. Como normalmente esta
diferenciacdo do tecido cutaneo localiza-se em regiGes glabras, submetidas ao estresse
biomecanico de abrasdo, a descamacdo do estrato cdrneo pode tronar-se mais acentuada,
exigindo maior velocidade de reposicao celular. Tal inferéncia pode ser defendida avaliando
as densidades e volumes dos estratos, 0s quais tornam-se maiores na regido de pele espessa,
como identificado no presente trabalho. Corrobora a esta observacdo, os dados micrométricos
deste estudo, que identificaram maior quantidade de tonofilamentos entre ceratindcitos de

pele espessa, sugerindo maior coesdo celular, tal qual observado em outras espécies [48].
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CONCLUSAO

O presente estudo é o primeiro em quantificar tridimensionalmente elementos da pele
saudavel de cutias (Dasyprocta primnolopha) do Nordeste do Brasil, criadas em cativeiro.

A pele de cutias ndo apresenta diferengas quanto ao sexo. Ademais, apresenta estratos
e camadas bem delimitados, cujos volumes séo similares entre as amostras de pele fina em
diferentes regiGes anatdmicas. Os resultados sugerem que a cutia € um modelo potencial para
estudos dermatoldgicos por apresentar homogeneidade do tecido cutaneo entre as regibes
corporeas e cuja estratificacdo epitelial apresenta volume e morfologia distintos entre si, o que

podera favorecer a aplicacdo futura de métodos sistematicos de investigacéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente dissertacdo representou grande desafio profissional e pessoal, decorrente da
mudanca de linha de pesquisa profissionalmente seguida e da necessidade de adaptacdo do
estilo de pesquisa adotado pelo Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisas com Células-
tronco, onde estive vinculado. No decorrer da dissertagdo muitas dificuldades foram vencidas
desde a reducdo do numero de animas disponiveis para execu¢do do experimento a
necessidades financeiras, nesse sentido obteve-se apoio incondicional dos pesquisadores
Profs. Drs. Maria Acelina Martins de Carvalho, Napoledo Martins Argblo Neto, Fernando
Vagner Lobo Ladd (UFRN), Luciana Magalhaes Rebelo Alencar (UFMA) que
disponibilizaram laboratorio, equipamento e material de consumo necessario.

A metodologia executada durante a pesquisa era, até entdo, desconhecida pelo discente
e contribuiu indubitavelmente na formacdo profissional uma vez que foi necessario conhecer
técnicas estereoldgicas, topograficas tecidual e principalmente a aplicabilidade dessas
técnicas. Ademais, os dados obtidos permitiram, tanto o treinamento cientifico do discente,
quanto contribuiram para dar inicio a estudos morfométricos cutaneos tendo como modelo

cutia.
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