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RESUMO

O uso de primatas ndo humanos (PNH) em pesquisas constitui ferramenta excepcional no
conhecimento sobre inimeras patologias que afetam os humanos. E imperioso que o seu
emprego como biomodelos esteja em consonancia com as normas vigentes. Neste intuito, o
estudo morfologico das diferentes espécies envolvidas na Ciéncia em Animais de Laboratdrio
(CAL) é de extrema relevancia para a evolucdo do processo cientifico. Em criadouros
cientificos, em situagdes em que esses animais tém como desfecho o 6bito, muitas vezes, ndo
ha possibilidade de realizar um exame necroscopico imediato, havendo a necessidade de
congelar a carcaca do animal para posterior analise. Diante dessa abordagem, este trabalho
objetivou descrever a estrutura morfolégica de diferentes regides anatdbmicas do sistema
tegumentar de macacos rhesus (Macaca mulatta), verificar a influéncia do congelamento na
arquitetura celular, bem como estudar potenciais efeitos autoliticos do tecido cutaneo. Os
animais foram divididos em trés grupos: G1 - animais submetidos a eutanasia, tendo sido feita
a necropsia imediatamente; G2 - animais submetidos a eutanasia e imediatamente congelados a
-20°C; e G3 - animais que vieram ao Obito e expostos a condi¢cdes ambientais por até 24h e
congelados a -20°C. Foram coletadas seis regides do tegumento: parietal superior medial,
cervical posterior, toracica intermamaria, toracica interescapular, ventral quadrante esquerdo
inferior e sacral. As amostras foram processadas por técnicas histoldgicas habituais de inclusdo
em parafina e coradas pelo método Hematoxilina-Eosina, mensurando 30 regides da epiderme
e 30 regides da camada coérnea da epiderme, de forma randomizada. A quantificacdo do
colageno na derme foi feita pelo método Picrosirius Red, comcaptura de 20 regiGes da derme.
Os resultados mostraram que o processo de congelamento foi capaz de preservar as carcacgas
dos animais dos grupos G2 e G3, sem alteracBes histopatoldgicas, com excecdo das regides
ventral e cervical. Evidenciou-se uma tendéncia de dermatite nas regides palmar, plantar e
calosidade isquiatica, constatando-se que estas ndo sdo consideradas regiGes viadveis para
submissédo de estudo histoldgico. Os achados sugerem que 0 congelamento é um importante
processo de preservacao do sistema tegumentar e, € possivel coletar amostras deste sistema no
periodo de até 24 horas post mortem em temperatura ambiente, devendo-se, entretanto, evitar

as regides ventral e cervical devido a alteragdes significativas que ocorrem nestas regides.

Palavras-chave: Primatas ndo humanos. Histologia. Pele. Preservagdo tecidual.



ABSTRACT

The use of nonhuman primates (NHP) in research is an exceptional tool in the knowledge
of pathologies that affect humans. It is imperative that their use as biomodels is in line with
current regulations. In this regard, the morphological study of the different species involved
in Laboratory Animal Science (LAS) is extremely important to the evolution of the scientific
process. In scientific breeding sites, in situations where these animals have death as an
outcome, there is often no possibility of carrying out an immediate necroscopic examination,
with the need to freeze the animal's carcass for further analysis. Given this approach and
considering that the integument is the largest organ of living organisms, this study aimed to
describe the morphological structure of different anatomical regions of the integumentary
system of rhesus monkeys (Macaca mulatta), to verify the influence of freezing on the skin
cell architecture of these animals, as well as to study potential autolytic effects of the
cutaneous tissue. The animalswere divided into three groups: G1 - animals that were
submitted to euthanasia and the necropsywas performed immediately; G2 - animals that were
submitted to euthanasia and immediately frozen at -20°C, for subsequent necroscopic
analysis; and G3 - animals that died and exposed to environmental conditions for up to 24
hours and then frozen at -20°C. Six regions of the integument were collected: medial superior
parietal, posterior cervical, intermammary thoracic, interscapular thoracic, ventral left
inferior quadrant and sacral. Samples were processed by usual histological techniques of
embedding in paraffin and stained by the Hematoxylin-Eosin method, measuring 30 regions
of the epidermis and stratum corneum in a random way. The collagen quantification in the
dermis was performed using the Picrosirius Red method, capturing 20 regions of the dermis.
Results showed that the freezing process was able to preserve the animal carcasses in G2
and G3 groups, with no histopathological changes, exceptfor the ventral and cervical
regions. A trend of dermatitis was evidenced in the palmar, plantarand sciatic callosity
regions, noting that these are not considered viable regions for histologicalstudy submission.
The findings suggest that freezing is an important preservation process for the integumentary
system, and that it is possible to collect samples from this system up to 24 hours post mortem
at room temperature. However, the ventral and cervical regions should be avoided due to the

significant changes that occur in these regions.

Keywords: Non-human primates. Histology. Skin. Tissue preservation.
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1. INTRODUCAO

A contribuicdo dos animais de laboratério as novas descobertas para a prevencao,
tratamento de doencas e desenvolvimento de técnicas cirdrgicas tem um valor incalculavel
(ANDRADE, 2002). A demanda por primatas ndo humanos (PNH) como biomodelos na
pesquisa cientificaainda é real enquanto ndo houver uma completa substituicao pelos diferentes
métodos alternativos. Portanto, a atencdo ao refinamento dos diferentes métodos empregados
com os animais de laboratdrio, bem como a redugdo do nimero de animais nos experimentos
constitui uma exigéncia constante para garantir o respeito ao Principio dos 3Rs (RUSSELL;
BURCH, 1959).

Fundamentando-se na premissa preconizada por Russel & Burch (1959), em pesquisas
que envolvem animais, o ponto final humanitario € uma etapa comumente indispenséavel do
processo cientifico. Recomenda-se gque esta seja planejada de forma associada a uma acgéo
posterior, de modo que possa permitir o aproveitamento maximo da carcacga, podendo,
inclusive, ser utilizada em outras investigagdes (Interagency Primate Steering Committee
(IPSC, 1980). A execucdo do exame macroscopico na necropsia e o exame histopatoldgico dos
tecidos coletados, sdo de extrema importancia para 0 monitoramento sanitario das colonias,
fornecendo informacdes para acdes de prevencdo e controle contra patdgenos especificos
(SAISSE et al., 2010).

Diversas alteracdes histologicas ocorrem ap6s o0 ébito do animal. No que se refere ao
tecido tegumentar as principais alteragdes macroscopicas sdo: o algor mortis, o livor mortis,
origor mortis, o dessecamento tegumentar e a pseudomelanose (DIMAIO; DIMAIQO, 2001).
Comrelacdo as principais alteracbes microscopicas que ocorrem no tecido podemos citar: a
perda progressiva da camada celular granulosa, com posterior degeneracdo hidropica da
camada espinhosa e perda da morfologia da camada basal na epiderme. Na derme, ocorre
progressiva perda da estrutura de fibras coldgenas até seu colapso e rompimento e degeneragdo
progressivados apéndices cutdneos. Na hipoderme observa-se degeneracdo progressiva do
tecido subcutéaneo com perda da estrutura lobular e autélise de adipocitos (KOVARIK, 2005;
BARBALE et al.,2012; DENIS-RODRIGUEZ et al., 2016).

Com o intuito de evitar tais alteracGes e possibilitar a andlise macro e microscopica da
espécie, é recomendado que a realizacdo da necropsia ocorra imediatamente ap6s o obito.
Diante da impossibilidade da imediata execucdo do exame, a carcaca deve ser refrigerada por

até 48 horas ap6s a morte. O congelamento pode ser praticado, mas esse procedimento ndo é
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o recomendado para a submissdo do espécime ao exame microscopico devido a formagéo de
cristais de gelo intracelular, sendo utilizado como ultimo recursso (SAISSE et al, 2010).
Dentro desta proposta, os estudos morfolégicos e anatomopatologicos de espécies
criadas em cativeiro sdo de fundamental importancia, visto ser de facil execucéo e baixo custo,
oferecendo resultados importantes tanto a nivel bioldgico quanto nosolégico. Deste modo,
esta dissertagdo foi estruturada, visando ndo apenas um maior conhecimento sobre a espécie
a ser aplicado em diferentes areas, como também a implementacdo de um processo de melhor

aproveitamento da carcaca em respeito aos 3Rs.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O uso de primatas nao humanos em ciéncia

Desde os primordios, nota-se a participacdo de PNH em diversas &reas do
desenvolvimento do conhecimento humano. Dados mostram que estes animais ja haviam
sido utilizados como fonte de estudos anatdmicos e fisiologicos por diversos estudiosos da
antiguidade, entre eles: Galeno, Aristoteles e Vesalius (COHEN, 1984). Contudo, sua
relevancia dentro da pesquisa cientifica como modelo animal, bem como a sua criacdo em
cativeiro é relativamente recente, fato evidenciado a partir da elucidacdo do descobrimento
da vacina contra poliomielite no ano de 1950 (SALK et al., 1953). As principais espécies de
PNHaplicadas em pesquisa estdo entre os membros das familias e Cercopithecidae (simios
do VelhoMundo) (TARDIF et al., 2006), sendo a espécie Macaca mulatta uma das mais
utilizadas.

O uso da espécie se justifica devido a elevada similaridade com os humanos, no que
diz respeito as suas caracteristicas comportamentais (CAPITANIO, 1999), cognitivas
(KOHLER, 1925), fisiolégicas (FINCH; AUSTAD, 2012), filogenéticas (MUBIRU, 2008)
e neurais (VENTURA-ANTUNES; MOTA, 2013), que fizeram desse animal um dos
modelos excepcionais para estudo nas mais diversas patologias que afetam os seres

humanaos.

2.2 Classificacdo taxonémica

De acordo com a taxonomia atual regulada pela International Commission on
Zoological Nomeclature (GROVES, 2017), os PNH fazem parte da Ordem Primates e estdo
classificados em duas subordens principais: Strepsirrhini e Haplorrhini, de acordo com a
estrutura do nariz. Nos estrepsirrinos, o nariz encontra-se ligado ao labio superior e fundido
a gengiva, enquanto os haplorrinos possuem uma membrana ao redor das narinas, 0 que
permite uma maior gama de expressoes faciais (ANDRADE, 2010).

Os integrantes da subordem Strepsirrhini encontram-se nas regides de Madagascar,
nas llhas de Comores, na Africa, india e no Sul da Asia e sdo pertencentes as infraordens
Lemuriformes ou Lorisiformes. Entre as suas principais caracteristicas estdo o formato do
focinho mais proeminente, longas caudas e cérebros menores. A subordem Haplorrhini esta

subdividida em duas infraordens distintas: a Tarsiiformese a Simiformes (GROVES, 1017).
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Esta Gltima, por sua vez, segrega-se em duas Parvordens: a Platyrrhini (primatas do Novo
Mundo) e a Catarrhini (primatas do Velho Mundo) (REIS; PERACCHI; ANDRADE, 2008).

Os Catarrinos habitam o continente africano, sudeste asiatico continental e a Europa
(Figua 1).

Figura 1: Distribuicdo geografica da espécie Macaca mulatta.
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lustragdo do mapa com distribuicdo geografica de Macaca mulatta e area de interse¢cdo com M.

fascicularis. Fonte: Fooden (2000).

Apresentam dois pré-molares, septo nasal estreito e narinas voltadas para baixo
(Figuras 2A e 2B), locomocdo quadripedal, calosidade isquidtica e a cauda, quando presente,
ndo é preénsil. Ainda, podem ser divididos em duas Superfamilias: Cercopithecoidea e
Hominoidea (PISSINATTI; GOLDSCHMIDT; SOUZA, 2010).

Os Platirrinos estao distribuidos na regido neotropical do planeta e se caracterizam
por apresentarem narinas achatadas voltadas para o lado (Figura 2C) (REIS; PERACCHI;
ANDRADE, 2008), podem possuir cauda preénsil, sdo de vida arbdrea e, em sua maioria,
possuem habitos diurnos (AURICCHIO, 1995).
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As principais espécies de PNH aplicadas em pesquisa estdo entre as familias
Cercopithecidae e Cebidae, merecendo destaque, por frequéncia de utilizacdo a espécie
Macaca mulatta, na familia Cercopithecidae e Saimiri sciureus, na familia Cebidae
(PISSINATTI; ANDRADE, 2010)

Figura 2: Macaca mulatta (A) e Saimiri sciureus (B), respectivamente.

Fotos evidenciando a projecdo das narinas entre o grupo dos catarrinos com septo nasal

estreito e narinas voltadas para baixo (A: Macaca mulatta e B:Macaca fascicularis) e platirrinos
com narinas achatadas voltadas para os lados (C: Saimiri sciureus).

Fonte: Arquivo SCPrim, ICTB/Fiocruz.

2.2.1 Macaca mulatta (macaco rhesus)

A espécie Macaca mulatta (Figuras 2A e 3) esta distribuida originalmente entre as
regides da China e da India (Figura 1), podendo ser encontrada também nas regides de Butdo,
Laos, Birménia, Nepal, Bangladesh, Tailandia, Vietnd, Paquistdo e Afeganistdo. S&o

pertencentes a Parvordem Catarrhini e a subfamilia Cercopithecinae (Quadro 1).
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Quadro 1: Distribuicdo taxonémica da espécie Macaca mulatta (macaco rhesus).

Reino

Sub-reino
Infra-reino
Filo
Subfilo

Infrafilo
Superclasse

Classe

Subclasse

Infra-classe

Ordem

Subordem
Infraordem
Superfamilia

Familia

Subfamilia

Tribo

Género

Espécies

HIERARQUIA TAXONOMICA

Animalia - Animal, animaux, animais

Bilateria

Deuterostomia

Chordata - cordés, cordado, cordados
Vertebrata - vertebrado, vertébrés,
vertebrados

Gnathostomata

Tetrapoda

Mammalia Linnaeus, 1758 - mammiféres,
mamifero, mamiferos

Theria Parker e Haswell, 1897

Eutheria Gill, 1872

Primatas Linnaeus, 1758 - homem, macaco,
primata, sagui, primatas, primatas
Haplorrhini Pocock, 1918

Simiiformes Haeckel, 1866
Cercopithecoidea Gray, 1821
Cercopithecidae Gray, 1821 - macacos do
Velho Mundo
Cercopithecinae Gray, 1821 -
cercopithecines

Papionini - papioninas

Macaca Lacépéede, 1799 - macacos
Macaca mulatta (Zimmermann, 1780) -
Macaco Rhesus, Macaca Rhesus

Fonte: Sistema Integrado de Informagdes taxondmicas (2000).
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A espécie apresenta seis subespécies, sendo elas a M. m. vestita, M. m. lasiota, M.
m. sanctijohannis e M. m. brevicaudatus, de origem chinesa e as subespécies M.m. mulatta
e M.
m. Villosa, de origem indiana (SMITH; MCDONOUGH, 2005; CAWTHON, 2005).
Morfologicamente, seus individuos apresentam pelagem de cor marrom a castanho-
avermelhado, com pouco ou auséncia de pelo na regido facial e cauda com comprimento
médioa média corporal em animais adultos entre 5000 — 5600 Kg em fémeas e 5700 — 16800
Kg emmachos (Figura 3) (FOODEN, 2000; ANDRADE, et al., 2004).

Figura 3: Macaco rhesus (Macaca mulatta) macho (A) e fémea (B) com seu filhote.

Fonte: Arquivo SCPrim, ICTB/Fiocruz

Apresentam ainda dimorfismo sexual (FOODEN, 2000; SINGH; SINHA, 2004), séo
quadrupedes, e podem ser tanto arbdreos como terrestres (SETH; CHOPRA; SETH, 2001).
Suadieta é rica, compreendendo uma variedade de vegetais e invertebrados (RICHARD;
GOLDSTEIN; DEWAR, 1989).
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2.3 Principio dos 3 Rs na pesquisa cientifica com PNH

A atencdo ao uso de animais de laboratorio € um fator de relevancia para o
desenvolvimento da pesquisa cientifica de forma ética e confidvel (RIVERA, 2002). Devido a
necessidade de se estabelecer pardmetros para o maior e melhor controle sobre o bem-estar dos
biomodelos amplamente utilizados na pesquisa, em 1959, os pesquisadores Russell & Burch
postularam o Principio dos 3Rs (replacement, reduction, refinement), procurando minimizar o
sofrimento animal e abrir caminhos para a busca por métodos alternativos em substitui¢ao aos
modelos animais empregados em pesquisa (RIVERA, 2002). Este principio é amplamente
propagado e utilizado como referéncia pelas comissdes de ética sobre uso de animais de
laborat6rio em todo o mundo, definindo-se como: Replacement (substitui¢cdo) — sempre que for
possivel, seja realizada a substituicdo ao uso direto de animais de laborat6rios por outros métodos
denominados substitutivos (ex: cultivo celular, métodos computacionais, manequins, etc.) ou,
caso haja a impossibilidade de substituicdo total, que sejam utilizados animais que apresentem
sistema nervoso menos desenvolvido; Reduction (reducéo) - quando o uso de animais se fizer
necessario, deverd haver uso do menor nimero possivel de animais, desde que se leve em
consideracdo uma amostragem estatistica significativa; e Refinement (refinamento) — promocéo
de técnicas menos invasivas e a preservacao do estado de bem-estar animal (fisico e emocional),
minimizando eventos dolorosos, levando-se em consideracao a senciéncia dos animais.

Desta forma, a importancia da aplicabilidade dos 3Rs em ciéncia extrapola para além
de promover o préprio bem-estar dos animais, contribuindo com a representatividade e
reprodutibilidade dos resultados esperados, pois é de amplo conhecimento que o estresse
(especialmente o distresse) influencia no estado fisiolégico do animal, podendo ocasionar
vieses nos experimentos. Dentro da gama de parametros que, quanto alterados, sdo indutores
de distresse, estdo os proprios procedimentos experimentais em si, assim como a ambientacao
externa (macroambiente) e interna (microambiente), luminosidade, umidade, ruidos etc. Logo,
conhecer a taxonomia, anatomia, fisiologia e o comportamento animal sdo de grande
importancia para o desenvolvimento da pesquisa cientifica de forma ética com reproducédo de
dados confiaveis (BRASIL, 2016).
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2.4 A importancia do conhecimento morfol6gico na pesquisa cientifica do sistema
tegumentar em PNH

Embora o conhecimento morfolégico da espécie seja de grande importancia para o
desenvolvimento e aprimoramento cientifico, ainda h& escassa literatura referente a
histologia tegumentar de PNH em ciéncia. Na década de 70, o maior nimero de informacoes
foi registrado referente ao sistema tegumentar de PNH, inclusive demonstrando que cada
espécie possui um perfil cutaneo Unico. Este fato pode ser verificado devido a sua notavel
variacdo na distribuicdode melanécitos (MACHIDA; PERKINS; HU, 1967) e ao arranjo do
foliculo piloso (PERKINS;SMITH; FORD, 1969). Ainda, de acordo com Samuelson (2007),
a distribuicédo das células de Langerhans que compdem a derme, bem com a sua projecao na
epiderme, sdo caracteristicas que podem auxiliar na identificacéo e classificacdo da espécie
estudada.

Dois artigos classicos na area (PERKINS, 1975; GRANT; PHILIP; HOFF, 1975)
reforcaram ainda mais o emprego das caracteristicas da pele como uma ferramenta (til
inclusivena taxonomia de primatas.

Segundo Oria et al. (2003), a espessura da pele e a sua propriedade viscoelastica
variamde acordo com a quantidade de material presente na camada derme da pele, bem
como a sua organizacao estrutural. Assim, o envelhecimento também é um fator importante
a ser considerado na avaliagdo da espessura cutanea, assim como o fato de
independentemente da idade, a espessura total da pele, varia de acordo com a regido do
corpo (VITELLARO- ZUCCARELLO, 1994).

Em uma breve mineracdo de dados na plataforma PubMed (DEMARQUE et al.,
2019),foi possivel constatar um amplo espectro de pesquisas relacionadas a algumas das
principais espécies de PNH utilizadas em pesquisas aplicadas nos Gltimos 10 anos (5.604.841
artigos, cercade 31% de toda a publicacéo desde 1969). Ainda, em relacdo apenas ao aspecto
histologico do sistema tegumentar destas espécies (excluindo os dados para fins
diagnosticos), foram encontrados 27 artigos para Macaca mulatta e somente dois para
Saimiri sciureus em todo o periodo estudado. Por conseguinte, estes dados demonstraram a
necessidade de ampliacdo e persisténcia no estudo e conhecimento morfoldgico destas

espécies para evitar vieses em pesquisas e proporcionar resultados confiaveis.
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2.5 O Sistema tegumentar de PNH

O tegumento constitui-se 0 maior 6rgdo dos seres vivos, representando cerca de 16%
deseu peso corporal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Dentre as fungdes desempenhadas
pelotegumento estdo a protecdo a agentes externos, a regulacdo da temperatura corporal
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), a protecédo contra os raios ultravioletas, a manutencéo
da hidratacdo do organismo, e atuar na percepcdo sensorial externa (OVALLE;
NAHIRNEY, 2008). A pele (Figura 4) € constituida pela epiderme, composta por tecido
epitelial pavimentoso estratificado queratinizado, de espessura varidvel, e pela derme
formada por tecido conjuntivo frouxo e densondo modelado. Abaixo daderme encontra-se o
tecido subcutaneo, formado por células adiposase tecido conjuntivo frouxo (ROSS;
PAWLINA, 2012). Como sera discutido posteriormente, acredita-se que a disposi¢do
morfolégica dos constituintes da pele pode auxiliar na identificacdoe classificacdo da espécie
estudada (SAMUELSON, 2007) e, portanto, generaliza¢cdes sobre osconstituintes da pele de

primatas devem ser realizados com muita cautela (MONTAGNA, 1972).



Figura 4: Pele fina da regido ventral quadrante inferior esquerdo de macaco rhesus
(Macaca mulatta).
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Fotomicrografia representativa evidenciando as camadas cutdneas e subcutineas, anexos
epidérmicos (cabeca de seta) e melandcitos intradérmicos (seta) e adipdcitos do tecido
subcuténeo (*). Coloragdo:Hematoxilina & Eosina. Objetiva 10x.

Fonte: Arquivo pessoal (2020).

2.5.1 Epiderme

A epiderme é a camada mais superficial da pele. De origem embrionaria
ectodermica,é formada por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado. Em sua
estrutura verifica-sea presenga de cinco camadas celulares - queratindcitos — (Figura5): 1) a
camada basal, formadapor células colunares ou cubdides; Il) a camada espinhosa, com
células poliédricas a pavimentosas; I11) a camada granulosa, composta apenas por células
pavimentosas; IV) a camada lucida, com células pavimentosas e anucleadas; e V) a camada
cornea, composta porcélulas pavimentosas anucleadas e queratinizadas (GARTNER,;
HIATT, 2007; SAMUELSON, 2007; KRAMER; BIELITZKI, 2012).

28
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Figura 5: Esquema representativo (A) e Fotomicrografia (B) evidenciando os estratos
basal, espinhoso, granuloso, licido e cérneo da epiderme.
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Fonte: Tortora e Nielsen (2013).

Assim como em outros mamiferos, a epiderme em PNH se caracteriza por ser de
espessura fina em regides cobertas por pelos, enquanto em regides onde ha a auséncia ou pouca
pelagem (como a regido da face), apresenta-se grossa. Nota-se ainda, presenca de melandcitos
epidérmicos e dérmicos bem distintos entre si (MONTAGNA, 1972). A camada basal, também
denominada de camada germinativa, é responsavel pela continua renovacéo de queratindcitos,
onde ha a sintese de filamentos de citoqueratina (tonofilamentos) que, quando unidos aos
hemidesmossomas dao suporte da base da epiderme a derme (HADLER; SILVEIRA, 1993;
SAMUELSON, 2007). Ainda, nessa regido, verifica-se a presenga de melandcitos e células de
Merkel (ROSS; PAWLINA, 2012). Os melandcitos produzem a melanina que dao tonalidade a
pele, e que é sintetizada e direcionada para a regido supracelular dos queratinécitos, fornecendo
protecdo ao material genético contra a radiacdo ultravioleta (GENESER, 2003). Sua sintese
ocorre em estruturas intracelulares denominadas melanossomas, onde ocorre a conversao
quimica do aminoacido tirosina em melanina (tirosina—dopa—dopaquinona—melanina)
(ACKERMAN;BOER; GOTTLIEB, 2005). Ja as células de Merkel sdo mecanorreceptores

tateis encontrados em grande quantidade na pele grossa e na base dos foliculos pilosos (LOWE;
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ANDERSON, 2015). Apresentam pequenos granulos citoplasmaticos elétron-densos e estdo
firmemente ancorados & membrana basal por meio de hemidesmossomos (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013).

A camadaespinhosa possui enorme quantidade de filamentos de citoqueratina, agrupados
em tonofibrilas que se projetam para o exterior da célula e se ligam aos desmossomos
conferindo a esta camada aparéncia espinhosa, a atribuindo resisténcia ao atrito (HADLER,;
SILVEIRA, 1993; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Possui espessura variavel e o formato
de sua célula se modifica em direcao a superficie (BACHA; BACHA, 2003), sendo geralmente
pouco definida em muitas espécies de PNH (BIELITZKI, 2012). A camada basal em conjunto
com a camada espinhosa frequentemente é referenciada como camada de Malpighi
(KIERSZENBAUM et al., 2004), onde € possivel notar a presenca de células de Langerhans.
As células Langerhans sdo apresentadoras de antigeno e possuem prolongamentos distribuidos
em diferentes dire¢cbes (SAMUELSON, 2007). Essas células possuem a funcao de fagocitar e
processar antigenos estranhos encontrados na pele, e apresentar os antigenos capturados aos
linfécitos T, que iniciam a resposta imunoldgica. Ainda, estas células também participam
das respostas alérgicas que ocorrem na pele (GARTNER; HIATT, 2007; GENESER, 2003).
Tais células sdo encontradas em todos os PNH, apresentando apenas diferencas quando a sua
forma e tamanho (MONTANGNA, 1972) e, acredita-se, que sua morfologia pode auxiliar na
classificacdo e identificacdo entre as espécies animais (SAMUELSON, 2007).

A granulosa é formada por cerca de trés a cinco camadas de querandcitos, que
apresentam em seu citoplasma uma abundancia de granulos basofilos de queratohialina. Esses
granulos consistem em pro-filagrina, precursor da filagrina, proteina responsavel pelo processo
de queratinizacdo e da permeabilidade da epiderme (EURLL; FRAPPIER, 2006). Nessa
camada, verifica-se também a presenca de terminacdes nervosas livres que atuam como
receptores tateis da temperatura e dor (HAM; CORMACK, 1983).

Encontram-se ainda a presenca de receptores encapsulados, situados tanto na derme
como também na camada subcutanea da pele, entre eles os corplsculos de Ruffini, Vater-
Pacini, Meissner e Krause, que atuam como mecanorreceptores (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013). Estudos realizados na espécie Macaca mulatta evidenciaram que os corpusculos de
Meissener presentes na espéecie sao idénticos aos da especie humana e sdo encontrados
associados as papilas dérmicas com terminagdo na camada basal da epiderme. A disposicao
desses corpusculos tende a influenciar a arquitetura dermatolégica (RENEHAN; MUNGER,
1990).
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A camada lucida se limita a regides de pele grossa, e € uma camada fina, transltcida e
osinofilica com citoplasma repleto de filamentos de queratina envolto por material elétron-
denso. As células dessa regido sdo anucleadas, compactas e sem a presenca de organelas
citoplasmaticas. O citoplasma das células dessa regido possui carater espesso pela presenca da
proteina involcrina (GARTNER; HIATT, 2003; BACHA; BACHA, 2003; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013).

A camada cdrnea apresenta células anucleadas, queratinizadas e pavimentosas. As
células mais superficiais dessa camada ndo estdo aderidas aos desmossomos, 0 que fazem com
que haja a continua descamacdo dessa regido. Ela forma uma camada impermeavel a agua,
confere protecédo ao atrito e contra invaséo de microrganismos (OVALLE; NAHIRNEY, 2008;
SAMUELSON, 2007).

Dentre as diversas variagdes interespécies que podem ocorrer na epiderme destaca-se,
que em PNH, os melandcitos (sua presenca e quantidade) apresentam- se como um elemento
importante no estudo destes animais (MONTANGNA, 1972). Porém, sdo dificeis de ser
quantificados, j& que muitos animais possuem a pele rajada, ndo possuindo um padréo viavel

deser analisado por area.

25.2 Derme

A derme é uma camada de origem mesenquimal, vascularizada e subdividida em derme
papilar, regido correspondente as papilas dérmicas, e derme reticular, regido profunda daderme
(GARTNER; HIATT, 2007). As papilas dérmicas sdo regides em que ha a projecdo da derme
na epiderme, fornecendo uma maior regido de contato de forma a proporcionar maior
resisténcia apele, sendo mais proeminentes em regifes de pele grossa (MONTAGNA, 1962).
A camada papilar € constituida por tecido conjuntivo frouxo, enquanto a derme reticular é
constituida portecido conjuntivo denso ndo modelado, que apoia a epiderme e a une ao tecido
subcutaneo, sendo este composto por adipocitos, tecido que contribui com a formagao do
contorno do corpoe tem estreita relagdo com a regulacéo da temperatura corporal, além de ser
estoque de energia corporal (SAMUELSON, 2007). Ainda, € sugerido pela literatura
especializada que a composicdo estrutural que forma o tecido cutdneo na regido papilar
apresenta variacOes entre as especies simias (MONTAGNA, 1972), devendo ser

cuidadosamente estudado de forma individualizada entre as diferentes espécies.
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A derme possui diferentes tipos celulares, dentre eles os fibroblastos, macrofagos,
mastdcitos (células residentes da derme), melandcitos e leucocitos. A derme também é a regido
onde estdo localizados os anexos da pele: os foliculos pilosos, as glandulas sebaceas e
as glandulas sudoriparas, além de vasos sanguineos, linfaticos e terminacdes nervosas,
podendo ser livres ou encapsuladas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). As terminacdes
nervosas livres se localizam proximo aos foliculos pilosos e atuam tanto como
mecanorreceptores como nocireceptores (HAM; CORMACK, 1983). Os corpusculos de
Meissner, os corpusculos de Pacini, os corpusculos de Ruffini e os bulbos terminais de Krause
compdem as terminacdes nervosas encapsuladas (GARTNER; HIATT, 2007).

Estruturas importantes também presentes nesta camada sao as fibras colagenas, fibras
elasticas e fibras reticulares que atribuem a pele resisténcia e elasticidade (HAM; CORMACK,
1983; LOWE; ANDERSON, 2015). A camada dérmica tende a possuir uma estrutura grossada
em regibes com maior ocorréncia de efeitos abrasivos (SAMUELSON, 2007). Ela se encontra
ancorada a membrana basal, estrutura responsavel pela aderéncia da epiderme a derme, regula
a proliferacdo celular e atua no metabolismo celular. Sdo compostas por colageno tipo 1V,
laminina, entactina e proteoglicanos (JUNQUEIRA;CARNEIRO, 2013).

Os simios possuem uma derme mais grossa e vascularizada que os prossimios e, em
relacdo as fibras existentes na regido, os diferentes simios possuem quantidades variaveis de
fibras elésticas, porém em menor quantidade que a derme humana. As fibras elésticas estdo
presentes ao redor dos foliculos pilosos, sustentando os musculos eretores do pelo e as glandulas
sudoriparas. Ainda, pigmento dérmico de melanina pode ser encontrado na derme de simios
(MONTAGNA, 1972).

2.5.3 Anexos

Estdo situados nas regides mais profundas da pele e sua quantidade varia de acordo
com a sua localizacdo (SAMUELSON, 2007).

Os pelos sdo estruturas vastamente queratinizadas, em forma de haste que crescem
ancorados a invaginacdo da epiderme, o foliculo piloso. Sua disposi¢cdo e cor varia
consideravelmente entre as diferentes espécies de PNH (MONTAGNA, 1962), e é circundado
pela bainha do tecido conjuntivo fibroso e pela membrana vitrea, correspondente a membrana
basal. Possui uma bainha radicular interna e externa derivadas da epiderme. Na porcao terminal
do pelo é encontrada a raiz associada as papilas dérmicas, formando o bulbo piloso. As células

centrais formam a medula do pelo e ao redor destas células ha a presenca de células com maior
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quantidade de queratina, o cortex do pelo, enquanto nas regiGes mais externas formam-se a
cuticula (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; LOWE; ANDERSON, 2015).

Encontram-se ainda, os musculos eretores do pelo que estdo dispostos obliqguamente a
bainha do tecido conjuntivo e a camada papilar da derme. Quando o musculo contrai, ocorre a
elevacdo do pelo, permitindo o movimento de ar e liberando maior quantidade de calor.
Adicionalmente, isola o corpo para reduzir a troca de calor com o ambiente, por meio da
retencdo de ar devido a sua movimentacdo (YOUNG, 1775b). Quando associado a cobertura
sebosa, forma-se uma camada de resisténcia a agua, contribuindo para o isolamento térmico do
corpo a baixas temperaturas e, deste modo, fornecendo protecdo fisica (SAMUELSON, 2007).
Os pelos funcionam como importante barreira anatbmica e fisiol6gica contra possiveis doengas
gue comprometem o bem-estar de PNH criados em cativeiros, o que pode comprometer a
qualidade da pesquisa cientifica. O comprometimento da pelagem pode ocasionar a diminui¢do
das camadas celulares da epiderme (STEINMETZ; KAUMANS; DIX, 2006).

Destaca-se que os PNH possuem vibrissas mais longas e melhor desenvolvidas nas
espécies noturnas do que nas diurnas (VAN HORN, 1970 apud MONTAGNA, 1972). Em
macacos rhesus, por exemplo, o bulbo capilar possui melandcitos que produzem melanina
marrom, laranja ou amarelo palido (MONTAGNA, 1972). Ainda, a coloracéo, disposicao de
pelagem e os ciclos de crescimento capilar sdo peculiares a cada espécie. Apesar de alguns
foliculos apresentarem uma rede nervosa bem elaborada em humanos, na maioria dos PNH néo
apresentam esta caracteristica, sendo mais comum nas vibrissas e nos foliculos dos discos
faciais e da area anogenital.

A glandula sebacea é uma glandula alveolar ramificada simples que secreta o sebo, uma
mistura complexa de lipidios e fragmentos celulares. Possuem células pequenas, de formato
cubico a pavimentoso. A secrecdo das glandulas sebaceas é do tipo holdcrina. Estas glandulas
estdo associadas aos foliculos pilosos, onde despejam o seu conteddo nos ductos dos foliculos
pilosos, formando o canal pilossebaceo (SAMUELSON, 2007). S&o abundantes em regides
pilosas e ausentes em locais de pele grossa. Possuem ducto diminuto formado por epitélio
estratificado pavimentoso ligado os foliculos pilosos. Nas areas do corpo onde ha auséncia de
pelos, as glandulas sebaceas se desembocam diretamente na superficie da epiderme
(STRAUSS;MATOLTSY, 1981). A principal funcédo das glandulas sebaceas é proporcionar
a lubrificacdo e protecdo da pele e do pelo (LOWE; ANDERSON, 2015) e em PNH,
possivelmente uma fontede ferorménio (MONTAGNA, 1972).

Estas glandulas séo raras na maioria das espécies de PNH, com excecdo dos Iémures,

que apresentam abundancia de glandulas sebaceas semelhante a espécie humana. Na grande



34

maioria das espécies de PNH, estas glandulas se concentram nas regides faciais e anogenitais.
Em PHN a maioria das glandulas sebaceas possui melandcitos melanoticos gigantescos em sua
periferia e outras com apenas alguns granulos de pigmento (MONTAGNA, 1972).

As glandulas sudoriparas possuem uma unidade secretora (adenémero) tubulosa
simplesenovelada ligada a pele por toda a extensdo do corpo e sdo abundantes nas regides
palmar e plantar. As glandulas sudoriparas mais comuns produzem secrecao clara, aquosa e
que contémesais, principalmente de cations de sddio e potassio. Elas se encontram na regiao
profunda da derme e sua secrecdo é eliminada no ducto da glandula localizado na superficie
da epiderme. Aglandula é cercada por tecido conjuntivo frouxo, onde h& abundancia de
irrigacdo sanguinea. Aprincipal funcdo da produgéo de suor é o resfriamento do corpo quando
este é aquecido; porém,nas espéecies de PNH esta funcdo esta relacionada apenas as glandulas
palmares e plantares. Ja as de secrecdo merdcrina sdo predominantemente encontradas em
PNH e hé variacbes em sua morfologia de acordo com a espécie analisada, bem como a
atividade normal das glandulas sudoriparas localizadas na maior parte do tegumento é variavel
entre as espécies(SAMUELSON, 2007; GARTNER; HIATT; MONTAGNA, 1972).

254 Particulares cutaneas em PNH

Na pele de algumas espécies de PNH é possivel notar a presenca de “sex skin” (Figura
6),coloracdo avermelhada na pele, nas regifes do perineo e ao redor da cauda das fémeas, bem
como na regido posterior das coxas e se relaciona visivelmente ao periodo de funcéo ovariana
(MONTAGNA, 1972).
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Figura 6: Sex skin em Macaca mulatta.

Base da cauda e regido glutea apresentam intumescimento (setas) e

intensificacdo da coloracdo da pele. A regido perineal e djacéncias

demonstram pele em um tom vermelho intenso.

Fonte: Arquivo SCprim SCPrim/ICTB/Fiocruz

Na ovulacdo, a derme nesta regido é esponjosa devido a grande quantidade de seios
venosos que, durante a ovulagdo, se tornam ingurgitados e com acumulo intrafibroso de
polissacarideos (BENTLEY, 1970 apud MONTAGNA, 1972). Este tipo de arranjo de seios
venosos também pode ocorrer na face de macacos rhesus, principalmente nas fémeas
(MONTAGNA et al.,1966 apud MONTAGNA, 1972).

Em simios mais velhos podem ser encontrados angiomas benignos distribuidos pelo
corpo (LOWENSTINE, 2003). Macacos do Velho Mundo apresentam duras calosidades
isquidticas (Figura 7) (MONTAGNA, 1972).
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Figura 7: Calos isquiaticos em Macaca mulatta.

Calos isquiaticos em carcaca de Macaca mulatta apontados pelas

setas.

Fonte: arquivo SCPrim/ICTB/Fiocruz.

Entre as suas funcbes descritas em literatura, afirma-se que os calos isquiaticos
permitem que estes animais consigam adormecer por algum tempo sentados e, vale ressaltar
que embora muitas espécies de animais tenham a capacidade de se sentarem, somente 0 género
Macaca e os grandes simios (bonobos, gorilas orientais e ocidentais, chimpanzés e
orangotangos) possuem anatomia especializada para essa funcdo (WASHBURN, 1957). Deste
modo, estas sdo particularidades que devem ser de conhecimento do analisador para evitar

vieses em estudos e diagnosticos.

2.6 O calendario tanatologico e o sistema tegumentar

Os exames anatomopatoldgicos sdo de grande importancia para o reconhecimento
histoldgico das estruturas que compdem os diferentes sistemas organicos e tém por objetivo
realizar o diagndstico das alteracfes morfoldgicas tanto macro quanto microscépicas dos
tecidos e células animais por meio de bidpsia ou por meio da coleta post mortem (SAISSE et
al., 2010; LOWENSTINE, 2003). Contudo, € preciso considerar que em caso de coleta post
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mortem, podem ocorrer alteracbes no espécime analisado devido ao processo de autdlise,
podendo o dano tecidual ser de maior ou menor grau (FIEGUTH et al., 1997). Tais alteragdes
jaforam amplamente descritas dentro da espécie humanacom o intuito de elucidar a causa mortis
e estimar o tempo de morte, principalmente dentro de investigacbes forense, sendo estas
estimativas de importancia tanto dentro da espécie humana quanto em animais (BROOKS,
2016).

As alteracOes cadavéricas sdo classificadas em abidticas imediatas (morte somatica) e
tardias (autdlise), e bioticas ou transformativas (onde ha o inicio do processo de putrefacdo). O
conhecimento preciso de cada etapa tem contribuido de forma significativa na determinacédo do
intervalo post mortem, dentre elas o livor mortis, rigor mortis, algor mortis, grau de putrefacéo,
alteracdes quimicas no vitreo, assim como a avaliacdo tecidual por citometria de fluxo e a
avaliacdo do conteudo estomacal e da atividade de insetos (DIMAIO; DIMAIO, 2001).

2.6.1  AlteracGes macroscopicas do sistema tegumentar

Sobre as alteragcBes macroscopicas que acometem a pele, destacam-se o algor mortis, 0

livor mortis, o rigor mortis, o dessecamento tegumentar e a pseudomelanose.

2.6.1.1 Algor mortis

De acordo com a 22 lei da termodindmica, os corpos tendem a entrar em equilibrio
termostatico com o ambiente que o cerca e ndo seria diferente no caso da perda de vitalidade
de um corpo. Quando um organismo perde a sua capacidade de termorregulacdo, como no caso
de morte, ocorre a perda gradativa de cerca de 1°C por hora, podendo essa estimativa variar
entre as espécies, até atingir o equilibrio com o ambiente que o cerca (SWIFT, 2006). Para
estimar o intervalo da morte tendo como base frigidez cadavérica, é preconizada a sua contagem
a partir de trés horas apdés a morte (BROOKS, 2016). No entanto, diversos parametros podem
influenciar nessa estimativa. O esfriamento ocorre sempre das extremidades para o centro e,
guanto maior o paniculo adiposo, maior a dificuldade de resfriamento do cadaver. Ademais,
pacientes que apresentavam enfermidades crénicas ou hemorragias severas podem apresentar
grau mais rapido de resfriamento em contraste com aqueles que antes da morte apresentaram
insolacdo, internacdo, intoxicacdo por venenos, além de doencas infecciosas agudas e o
tamanho corporal que ocasionam resfriamento mais lento do cadaver (FRANCA, 2001;
BROOKS, 2016).
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2.6.1.2 Livor mortis

O livor mortis, € também chamado de manchas de posicdo, manchas de hipostase, ou
livor cadavérico e ocorrem em todos os cadaveres, com excecao apenas dos que padeceram de
intenso processo hemorragico (FRANCA, 2001). Nessa etapa ocorre a coloragdo roxo-
avermelhada do tegumento em razdo do acumulo sanguineo em pequenos vasos sob a for¢a da
gravidade (DIMAIO; DIMAIO, 2001), variando, portanto, com a regido do corpo, e se
apresentando sob a forma de placas ou, em casos mais raros, de pontilhados denominados de
parpuras hipostaticas. O tempo de aparecimento se inicia em cerca de 30 minutos a 2 horas em
humanos segundo Brooks (2016), e de 2 a 3 horas segundo Franga (2001). Consiste em uma
alteracdo importante tanto para o diagndstico de causa mortis como para a estimativa do tempo
de morte e para avaliacdo da posicdo do cadaver apos a morte (FRANCA, 2001). Neste
processo, regides do corpo que entram em contato direto com a superficie adquirem coloragédo
arroxeada, enquanto as regides mais elevadas tendem a sofrer uma descoloracdo denominada
lividez cadavérica (KNIGT, 1996).

E importante destacar que, apos um periodo entre 8 a 12 horas héa o extravasamento do
sangue para os tecidos proximos em resposta a degradacao dos vasos por hemdlise, resultando
em livor mortis fixo (BROOKS, 2016). Essa alteracéo dificulta a sua interpretacdo em relacao
a patologias com extravasamento tecidual de sangue. Apesar de tal processo ser notério dentro
da espécie humana, ndo ha ampla evidéncia em animais (ERLANDSSON; MUNRO, 2007).

2.6.1.3  Rigor mortis

O rigor mortis, também conhecido com rigidez cadavérica, é caracterizado pelo
enrijecimento da musculatura corporal ocasionado pela falta de trifosfato de adenosina (ATP),
base da energia muscular. Logo apos a morte a geracao de ATP cessa, ocasionando o estado de
contracdo muscular permanente das fibras de actina e miosina, até que por meio do processo de
putrefacdo das fibras o complexo actina e miosina seja desfeito. O rigor mortis tem inicio cerca
de 2 a 4 horas ap0s a morte e atinge seu climax entre 6 a 12 horas. Fatores como doencas e 0
tipo de clima na ocasido da morte podem antecipar o desenvolvimento da rigidez cadaverica
(DIMAIO; DIMAIO, 2001).
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2.6.14 Dessecamento tegumentar

O dessecamento tegumentar ocorre logo ao final da rigidez cadavérica onde ha o
relaxamento da musculatura e posterior flacidez tecidual. Este fendmeno resulta na diminuicéo
do peso corporal ocasionado pela perda de liquido e posterior enrijecimento da pele e
diminuicdo do globo ocular (BROOKS, 2016).

2.6.15 Pseudomelanose

Com o inicio do processo de putrefacao, etapa onde ha grande proliferacdo bacteriana,
surge a pseudomelanose. Nessa fase, ocorre a interagdo do acido sulfidrico produzido por
bactérias e a hemoglobina, gerando sulfametamoglobina, resultando em uma colora¢éo cinza-
esverdeada na pele da regido abdominal, mais proeminente na regido inguinal direita (pela
presenca do ceco e sua proximidade a parede abdominal). Seu aparecimento ocorre em média
20 a 24 horas ap6s a morte (FRANCA, 2001). Além disso, ocorre o surgimento de enfisema
tecidual, presenca de bolhas de ar por toda a extensdo da pele devido a alta producao de &cido
sulfridrico por bactérias, bem como na musculatura e em 6rgdos internos. Outros processos
podem ainda ocorrer mais tardiamente de acordo com otempo (coliquacédo e esqueletizacao)
ou ambiente em que é exposto ao cadaver (mumificacdo, saponificacdo, calcificagdo,
corificagdo e congelacdo) (BANDARRA;SEQUEIRA, 1999).

2.6.2 AlteracGes microscopicas tegumentares no post mortem

Ainda hoje ha poucos trabalhos sobre as altera¢fes cutaneas oriundas do periodo post-
mortem e que demonstrem a sua progressdo. Em um destes estudos, realizado por Kovarik et
al. (2005), foram observadas alteracbes destrutivas dermicas caracterizadas por uma
diminuig&o da espessura da derme com uma discreta saliéncia das fibras elasticas.

Jaem 2012, de acordo com Bardale e colaboradores, nas primeiras 6 horas apds a morte
ndo é possivel constatar mudancas morfoldgicas significativas na epiderme e na derme. Apds
esse periodo, € possivel notar o surgimento de vacuolos nas camadas espinhosas e basal da
epiderme e posterior despendimento. Com o0 avango do intervalo post mortem, em
aproximadamente 12 a 18 horas, ha a separacédo estrutural da epiderme e da derme e, entre 6 a
9 horas h& a degeneracdo focal visivel na derme. Apds ultrapassar as 18 horas ocorre a

desintegracao da derme.
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Denis-Rodriguez et al. (2016) acompanharam diversos parametros histologicos em 23
bidpsias cutaneas durante um intervalo de 6 até 78 horas em temperatura de 26°C e 70% de
umidade. Foram observadas: i) alteracdes quanto a presenca das camadas cornea e granulosa;
ii) topografia de degeneracao hidrépica na camada espinhosa; iii) alteracdo na orientacéo das
fibras de colagenas e no percentual de degeneracdo hidrdpica de células espinhosas; iv) perda
demorfologia da camada basal; v) degeneracdo de melandcitos; vi) hialinizacdo das fibras
colagenas; vii) degeneracéo hidrdpica de glandulas sudoriparas; viii) descolamento e necrose de
glandulas sebaceas; ix)necrose de foliculos pilosos; x) perda da morfologia dos adipécitos e na
conservagao da estrutura lobular hipodérmica.

Por conseguinte, a partir dos estudos encontrados, pode-se atribuir a seguinte progresséo
dos eventos microscéopicos tegumentares apds o Obito: sem alteracfes até as 6 primeiras horas,
seguido de perda progressiva da camada coOrnea e granulosa, com posterior degeneracao
hidrépica da camada espinhosa e perda da morfologia da camada basal na epiderme. Na derme,
ocorre progressiva perda da estrutura de fibras colagenas até seu colapso e rompimento e
degeneracdo progressiva dos apéndices cutaneos. No tecido subcutaneo, observa-se
degeneracgdo progressiva do tecido subcutaneo com perda da estrutura lobular e autolise de
adipdcitos (KOVARIK, 2005; BARBALE et al.,2012; DENIS-RODRIGUEZ et al., 2016).

2.6.3 Fatores que influenciam no processo de decomposigéo

Apesar de serem conhecidos 0s principais eventos tanatoldgicos, o processo de
decomposicdo pode ser influenciado por diversos fatores, incluindo o quantitativo de células
adiposas presentes no organismo, patologias presentes, e em casos de humanos, o tipo de roupa,
pois tendem a manter o corpo quente e aceleram este processo (DIMAIO; DIMAIO, 2001).

Fatores como a temperatura ambiental e corporal, causa da morte e a microbiota presente
também influenciam na estimativa do intervalo post mortem (IPM), onde temperaturas
ambientais elevadas aceleram o processo de autdlise, assim como a elevada temperatura
corporal ante mortem, seja por causa febril, alta taxa metabolica ou calor excessivo. Além
disso, animais obesos tendem a apresentar um retardo no resfriamento corporal, fato que
ocasiona uma aceleracdo do processo de decomposic¢do do organismo (ZACHARY; GAVIN,
2013). Nao obstante, climas quentes e secos tendem a acarretar uma rapida desidratacéo
podendo levar a um processo de mumificacdo (LEW; MATSHES, 2005). Em climas tropicais,
como o Brasil, onde a taxa de umidade e temperatura sdo elevadas ha uma tendéncia de Obj

significativo dos fenbmenos autoliticos e putrefativos, resultando na aceleracdo dos processos
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destrutivos da morfologia cadavérica (LUCIO, 2013).

A presenca de insetos no cadaver também pode colaborar com a determinacéo do tempo
de morte e influenciar no grau de decomposicéo. Varias espécies sao atraidas por meio do odor
recorrente, dentre eles os necrofagos, espécies que se alimentam do préprio corpo, predadores
e parasitas que se alimentam dos insetos necrdfagos, e as espécies onivoras, que se alimentam
tanto do corpo como também dos demais insetos; sendo as espécies necréfagas mais
importantes para determinar o IPM (DIMAIO; DIMAIO, 2001).

Vale ressaltar que o tamanho corporal e a espécie em analise sdo um fator importante a
ser considerado, pois a expressdo das alteracdes cadavéricas se da de forma peculiar entreas
espécies. Com isso, o intervalo entre o inicio do processo de decomposi¢édo até o seu climax
pode variar de acordo com a propor¢do corpérea e a temperatura corporal em vida (BROOKS,
2016).

Em funcgdo dos diferentes fatores que podem influenciar acelerando o tempo para a
decomposic¢édo, medidas devem ser implementadas de forma a minimizar os danos teciduais e
permitir uma observacdo e diagnostico fidedignos em caso de morte de animais, principalmente
mediante a impossibilidade de realiza¢do da necropsia no momento logo apos o 6bito. Uma da
formas mais utilizadas é o resfriamento da carcaca, com posterior descongelamento em
momento oportuno para realizacdo do procedimento de exame necroscopico. Entretanto, apesar
de retardar o tempo de desenvolvimento dos processos decompositores, alguns fatores devem
ser avaliados e levados em consideracdo para avaliar a viabilidade ou ndo de utilizar este

procedimento em PNH.

2.7 O Impacto do tempo de congelacdo na morfologia do sistema tegumentar

Mansoor e colaboradores (2015) mostraram que o congelamento pode ocasionar
danosestruturais ao tecido tegumentar, como o Obj da porosidade e alteracdes das propriedades
mecénicas da pele, provavelmente devido & formacédo de cristais de gelo durante o processo
de congelamento. As observacOes dos referidos autores corroboram com as descobertas de
Kasting e Bowman (1990), onde descreveram que a permeabilidade dos ions de sddio na pele
humana fresca era significativamente menor do que na pele humana previamente congelada.

De acordo com Schiozer (2012), a pele apos ser refrigerada perde gradualmente a
viabilidade celular ocasionando a degeneracdo das caracteristicas bioldgicas. Este processo de

preservacdo da pele por congelamento pode ocasionar o Obj da porosidade e alteracdes da
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propriedade mecénica da pele devido a formacdo de cristais de gelo durante o processo de
congelamento; quanto mais lentamente o processo de congelamento ocorre, maior sera
também a formacdo de cristais de gelo e a distor¢do do tecido (MEHREGAN; ALBERTA,;
PINKUS, 1966).

Para evitar a formacdo esse artefato, Saisse et al. (2010) sugeriram que 0 exame
necroscopico seja realizado imediatamente apds o 6bito do animal, ou caso em situacoes
em que ndo ha a possibilidade de imediata realizacdo do exame necroscopico que acarcaca seja
armazenada e refrigerada por até 48h. Essa recomendacéo se aplica, pois em alguns casos o
congelamento pode formar cristais de gelo que causam destruicdo da arquiteturacelular,
dificultando o exame microscépico. Considerando a impossibilidade da presenga de ummeédico
veterinario 24 horas nas instalacdes de criacdo, manutencdo e experimentacdo de PNH para
realizacdo das necropsias, muitas das vezes o congelamento da carcaca € realizado com mais
de 48 horas ap6s a morte.

Portanto, o artefato de congelamento se manifesta em sec¢Ges de tecido em varios graus
de gravidade, variando de vacuolizagdo minima de células com perda parcial de capacidade de
seus nucleos até a vacuolizacdo severa com perda completa de estrutura celular. Entretando,
secBes histoldgicas quando bem fixadas pela técnica de congelacdo demonstram raras
evidéncias de congelamento quando descongeladas e submentidas a técnica de habitual
histoldgica de rotina (MEHREGAN; ALBERTA; PINKUS, 1966).

Apesar de ndo ser um procedimento ideal, destaca-se que o congelamento de carcacas
também pode influenciar reduzindo o padrdo de decomposicdo, onde a taxa de putrefacdo e
dessecagéo ocorre de forma mais lenta em comparacgao aos animais ndo congelados (BROOKS,
2016). Salienta-se que estudos relacionados a preservacdo da pele em humanos realizados a
partir do século XX por Webster e sua equipe e, desde entdo, foi confirmado por inUmeros
autores que a pele pode ser refrigerada por aproximadamente 15 a 30 dias, porém com perda
gradual da viabilidade celular e degeneragéo das caracteristicas biologicas (SCHIOZER, 2012).
Neste aspecto, a cronologia destas alteracGes e o impacto deste procedimento em PNH ainda

representam uma lacuna na area de pesquisa nas diferentes espécies simias.
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3. JUSTIFICATIVA

Os exames anatomopatologicos sdo bastante utilizados no controle sanitario das
colonias tanto na criagdo quanto na experimentacéo animal. Com o intuito de evitar vieses nos
estudos e proporcionar resultados confiaveis, o conhecimento morfoldgico sobre as
peculiaridades de cada espécie e seus respectivos sistemas se torna indispensavel. Os PNH
sdo biomodelos para diversas patologias cutaneas. Porém, apesar de na década de 70, 0 maior
namero de informagdes sobre a pele de PNH ter sido gerada, constatou-se que cada espéciepossui
um perfil cutdneo Unico e, como a necropsia e a histopatologia sdo técnicas utilizadas com
frequéncia em PNH, algumas consideracdes devem ser ponderadas. No estudo histolégico em
biomodelos deve-se levar em conta que as alteracGes post mortem podem influenciar de forma
decisiva em diferentes técnicas de diagnostico, inclusive causando resultados falso-positivos,
como no caso de algumas rea¢Ges imuno-histoquimicas.

Pesquisas quantitativas em estudos tanatologicos apresentam grande variabilidade, fato
que reforca ainda mais o papel da anatomia patoldgica no diagndstico post mortem. Ademais,
a fim de evitar vieses, a literatura recomenda que a necropsia deve ser realizada imediatamente
apo6s a morte do animal para minimizar os efeitos da aut6lise. No entanto, a literatura cientifica
é limitada em estudos sobre a cronotanatognose e o impacto do processo de congelacdo no
sistema tegumentar destes animais. Apesar de algumas alteracBes cutaneas ja terem sido
amplamente estudadas para o modelo humano, h4 uma lacuna na &area de estudos em
primatologia sobre as alteragdes macroscépicas e histologicas da pele, bem como de sua
histologia normal de PNH. Dentro deste escopo, o conhecimento das caracteristicas
morfologicas cutaneas em PNH e de provaveis alteracdes post mortem observadas se torna
importante para o diagndstico diferencial de possiveis causas de lesdo ante mortem, auxiliando
no processo de diagnostico necroscopico, inclusive na determinacdo do tempo de morte.

Este estudo pretende contribuir com informaces acerca da histologia cutanea de PNH,
assim como da viabilidade da técnica de congelamento para preservacdo da morfologia da pele
para exames macroscopicos e histologicos. Os resultados irdo contribuir para elaboracédo de um
atlas de histologia da pele de PHN, auxiliando patologistas para o diagnéstico histopatolégico
mais acurado, contribuindo para um melhor monitoramento sanitario de col6nias e na
experimentacdo com PHN que envolva estudos macro e microscopicos histoldgicos e

patoldgicos do sistema tegumentar.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Avaliar a estrutura macroscopica e histoldgica da pele de macaco rhesus
(Macaca mulata), bem como o impacto do procedimento de congelamento de carcacas

e de efeitos autoliticos na morfologia da pele da referida espécie simia.

4.2 Obijetivos especificos

e Comparar os achados microscopicos do sistema tegumentar da espécie
estudada emdiferentes regides anatdbmicas;

e Comparar os achados em microscopia de luz, histoquimica e
histomorfometria dos constituintes teciduais de amostras congeladas diante das
amostras frescas, ndo congeladas (controle);

e Disponibilizar informagdes cientificas sobre a histologia tegumentar da
espécie simia estudada, para composicao de um atlas digital sobre PNH, servindo como
material didatico, sendo este o produto da dissertacao.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Principios éticos

Nenhum animal foi submetido a eutanésia para a realizagéo do presente trabalho. Desta
forma, o estudo tem a dispensa da licenca da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
de acordo com a legislacdo do CONCEA (Lei 11784/2008 e Decreto 6899/2009) (ANEXO
A).

5.2 Animais

Para o experimento, foram utilizadas 20 carcagas de macacos rhesus (Macaca
mulatta),de ambos os sexos, de diferentes faixas etérias, provenientes do Servico de Criacao
de Primatasndo Humanos (SCPrim) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
(ICTB/FIOCRUZ).

Os animais foram distribuidos entre trés grupos experimentais: G1 (grupo controle),
composto por seis animais; G2 (grupo experimental), formado por oito animais; e G3 (grupo

experimental), por seis animais, conforme a descri¢do a sequir:

e G1 (grupo controle): Animais submetidos & eutanésia que se fez necessaria devido a
diferentes histéricos clinicos e tiveram as suas amostras coletadas entre 15-30 minutos
aproximadamenteap0s 0 6bito. Asamostras foram fixadas em formalina tamponda a 10%.

e G2 (grupo experimental): Animais que foram submetidos & eutanasia por causas distintas
e que foram armazenados em temperatura de -20°C, com aproximadamente 15-30 minutos
apos o Obito para posterior coleta e fixacdo do material bioldgico.

e G3 (grupo experimental): Animais que foram encontrados mortos dentro do recinto entre
12 horas e 24 horas apds o obito e que foram congelados em temperatura a -20°C com

posterior coleta e fixagdo do material.

Para a selecdo dos espécimes, foi feita uma rigorosa avaliagdo macroscopica dos
animais durante o procedimento de necropsia, incluindo apenas 0s animais que né&o
apresentaram alteracdes patoldgicas cutaneas, e que poderiam ter impacto direto sobre a
analise da pele. Foram excluidos os animais que apresentaram estados avancados de

putrefacéo.



Quadro 2: Dados dos animais incluidos no estudo do biomodelo Macaca mulatta.
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Expg:il:::ntal Animal Data da Coleta Sexo Idade ccEJsr:(:arreal
5 31/05/2019 M 20 anos 5

11 30/08/2019 M 12 anos 3

15 04/12/2019 M 8 anos 4

G1 19 12/11/2020 M 5 anos 2
21 10/12/2020 M 6 anos 3

22 28/09/2020 F 15 anos 4

6 11/06/2019 F 12 anos 5

12 11/09/2019 F 2 anos 4

17 12/11/2020 M 10 anos 2

G2 18 12/11/2020 M 4 anos 2
20 03/12/2020 M 20 anos 5

23 12/05/2021 M 5 anos 3

25 14/05/2021 M 5 anos 3

27 18/05/2021 M 14 anos 5

1 10/05/2019 M 4 anos 2

3 15/05/2019 F 9 anos 4

G3 13 23/10/2019 M 4 anos 4
14 28/11/2019 M 4 anos 3

16 07/01/2020 M 4 anos 4

26 21/05/2021 F 22 anos 4

G1 (grupo controle) - Animais submetidos a eutanésia com coleta imediata do material biolégico; G2
(grupo experimental) — Animais submetidos a eutanasia, e imediatamente congelados a -20°C para
posterior coleta do material; G3 (grupo experimental) — Animais encontrados mortos no recinto e

congelados a -20°C para posterior coleta do material. M — Macho; F — Fémea.
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5.2 Coleta das amostras

Para coleta do material biolégico os animais do grupo G1 tiveram suas amostras
coletadas para anélise com 15-30 minutos apds o 6bito. Os animais dos grupos G2 e G3 foram
retirados do freezer entre 19 e 24 horas antes do procedimento, a fim de serem descongelados
a temperatura ambiente para posterior coleta.

As carcagas foram dispostas paralamente a mesa para exame necroscopico, onde foi
realizado um minuncioso exame macroscépico da pele para posteriormente prosseguir com a
coleta. As areas coletadas para analise foram: regido pariental superior medial (PA), regido
cervical posterior (CE), regido toracica intermamaria (TORIM), regido toracica interescapular
(TORES), regido ventral quadrante inferior esquerdo (VE) e regido sacral (SA), totalizando seis
amostras por animal. Todas as amostras foram retiradas de pele intacta, sem trauma ou leséo
aparente. Ainda, foram coletadas amostras das regides palmar (PL), plantar (PT) e calosidade
isquiatica (CI).

Para a coleta, foi feita prévia tricotomia das regifes, seguida da remocdo de um
fragmento de aproximadamente 6mm de didmetro atraves de uma incisdo percutanea ate atingir

a area da musculatura (Figura 8).

Figura 8: Coleta do material biolégico para analise.

Fragmento de pele em macaco rhesus (Macaca mulatta), removido apds tricotomia da regido para posterior
Colheita, utilizando um “punch” dermatolégico de 6mm de didmetro.

Fonte: Arquivo pessoal.
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As amostras foram fixadas em formalina tamponada 10% em solucdo de tampao fosfato
(PBS). Posteriormente, o material foi clivado no plano longitudinal de modo que os cortes
pudessem elucidar todas as camadas presentes da pele e processadas pelas técnicas habituais
para inclusdo em parafina, seccionadas em 5um de espessura em microtomo e coradas pelas
técnicas de Hematoxilina-Eosina (H&E) e Picrossirius Red (Figura 9). Todas as amostras foram
processadas no Laboratorio de Histotécnica da Coordenacdo de Experimentacdo Animal
(CPEA/ICTB/FIOCRUZ).

Figura 9: Fotomicrografia representativa das técnicas de coloracéo histolégica H&E (A) e
Picrossirius Red (B).

Legenda: H&E e Picrossirius Red. Obj 40x, pele, macaco rhesus.

Fonte: Arquivo pessoal.

5.3 Andlise macroscépica do sistema tegumentar

As amostras foram avaliadas qualitativamente com relagdo a presencga das
alteracOes cadavéricas como dessecamento tegumentar, hipostase cadaverica, estado de
conservacao geralda pele, presenca de pseudomelanose e a varia¢ao do escore corporal

entre os animais do estudo (Quadro 3).
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Quadro 3: Parametros macroscopicos para avaliacdo do sistema tegumentar de PNH.

Item Analisado Critério de Avaliacao
Dessecamento tegumentar Presente ou Ausente
Hipdstase cadavérica Presente ou Ausente
Autolise 0% <10%. 10-50% >50%
Estado macroscopico geral da pele Otimo, Bom ou Regular
Presenca de Pseudomelanose Presente ou Ausente

Caquético, Magro, Normal, Sobre peso
Escore corporal
leve, Obeso

5.4  Viabilidade das amostras para inclusdo dentro do estudo histoldgico

Com o intuito de verificar a viabilidade das amostras, foi feito uma triagem
microscopica das laminas coradas pelo método H&E através de microscopia Optica avaliado
por médico veterinario experiente em histopatologia. As amostras que apresentaram alteracoes
patoldgicas foram excluidas do estudo.

5.5 Histopatologia tegumentar

As laminas histoldgicas foram avaliadas semi-qualitativamente quanto a integridade das
camadas (epiderme/E, derme/D,), tendo como base uma adaptacdo do critério de Denis-
Rodriguez e colaboradores (2016) (Quadro 4) e avaliadas por um médico veterinario

patologista da equipe.
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Quadro 4: Parametros microscopicos para avaliacdo do sistema tegumentar de PNH.

Item analisado Critério de classificacdo
Presenca de camada cOrnea presente ou ausente
Compactacao da camada cornea compacto ou solto
Percentual de destacamento da camada cornea 0%, <10%, 10-50%, > 50%
Condensacéo basofilica 0%, <10%, 10-50%, > 50%

ausente, metade

Topografia da degeneracdo da camada espinhosa )
superior,total

Percentual de degeneracdo hidrépica precoce da camada
0%, <10%, 10-50%,> 50%

espinhosa

Percentual de perda da morfologia da camada celular basal 0%, <10%, 10-50%,> 50%

5.6 Morfometria da epiderme e camada coérnea de Macaca mulatta

As imagens registradas para analises quantitativas foram capturadas por meio do
programa Zen 2 (Carl Zeiss) através do microscopio Primo Star Zeiss® viculado a uma
microcamera digital (AxionCam Erc.®). A espessura da epiderme (EP) e camada cornea (CO)
foi determinada através da mensuracgdo de sua espessura em 30 campos de Obj de 40X distintos
da EPe da CO (Figura 10) para cada animal e posteriormente calculada a média e o desvio
padrdo. Para a analise, as laminas foram confeccionadas em corte corados pela técnica de H&E

e a mensura foi feita com o uso do software ImageJ.
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Figura 10: Fotomicrografia representativa da mensuracéo da epiderme e da camada cornea.

Coloragdo por H&E. Obj de 40X, pele, Macaca mulatta.

Fonte: Arquivo pessoal.

Todas as analises foram realizadas no Laboratorio de Histotécnica da CPEA
(ICTB-Fiocruz).
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5.7 Quantificacdo de fibra colageno

Com o objetivo de quantificar o percentual total de fibras coldgenas presente na camada
dérmica da pele, foi feito o preparo de laminas coradas pelo método Picrosirius Red, onde as
imagens foram registradas através da microcamera AxioCam Erc 5 acoplada ao microscopio
Leica MC190 HD e associada ao programa LAS-V4-13 (Leica Apllication Suite. Para a
realizacdo da medicdo, foi feito a captura de imagens de 20 campos aleatorios em objetiva de
Obj de 40X, e as analises foram realizadas por meio do software ImageJ e os valores obtidos

foram comparados entre os diferentes grupos experimentais.

5.8 Fatores de interferéncia no processo de decomposicdo apds a morte

Para verificar a interferéncia quanto a temperatura e umidade relativa sobre o grupo
experimental G3, foi feita a coleta de dados climatoldgicos através do banco de dados do
Sistema Alerta Rio da Prefeitura do Rio de Janeiro referente ao dia do obito de cada animal
pertencente ao grupo. Foi submetido a andlise estatistica de regressdo simples para avaliacdo

quanto a interferéncia quanto a integridade da estrutura tegumentar.

5.9 Elaboracéo do atlas digital de histologia de PNH

Conforme anteriormente descrito, as imagens captadas das camadas e anexos do sistema
tegumentar (em resolucdo minima de 2584 X 1936 pixels), foram utilizadas para exibicdo e
inauguracdo virtual do “Atlas digital de histologia de biomodelos convencionais e ndo
convencionais do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Biomodelos/Fiocruz”. O Atlas sera
vinculado ao projeto estratégico intitulado Animenos - Plataforma de Compartilhamento de
Material in vivo e Digital de Animais Experimentais do ICTB em parceria com a Vice-

Presidéncia de Pesquisa e Colec¢des Bioldgica (VPPCB) da Fiocruz.
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5.10 Anadlise estatistica

Os dados foram analisados e descartados os “outliers” (discrepancias) pelo método
ROUT, considerando Q = 1% e, posteriormente, realizada a andlise descritiva. Os dados foram
apresentados em quadros como médias e erros padrdes da média (EPM).Os resultados foram
avaliados através de teste T de amostra independente, pela utilizacdo de Andlise de Variancia
univariadas (WANOVAS), de acordo com a variavel estudada. ANOVAs de menor ordem foram
utilizadas sempre que houve interacdo entre os fatores. Diferencas entregrupos individuais
foram submetidos a analise post-hoc pelo teste de Dunnett. As interagcdes entre 0s parametros
estudados foram mensuradas através da Analise de Regressdo Simples. As analises ndo
paramétricas foram avaliadas pelo teste de Kruskal Wallis. Para fins de comparacdofoi assumido
um valor de significancia de P<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1  Macroscopia

Dos parametros macroscopicos analisados, o dessecamento tegumentar ndo foi
observado em nenhum dos grupos estudados (Tabela 1). Em relacdo a pseudomelanose e
hipostase cadavérica, foram observados apenas no grupo G3, onde, em ambos 0S processos
ocorreram em 50% dos casos estudados. Ja com relacdo ao estado geral da carcaca avaliado pela
macroscopia, houve diferenca estatisticamente significativa dos grupos G2 e G3 em relagédo ao
grupo G1 (P=0,004 e P=0,001, respetivamente) (Figuras 11 e 12).

Tabela 1: Avaliacdo quanto ao percentual das alteragdes macroscopicas post mortem da pele

da espécie Macaca mulatta.

AlteracOes cadavérias post mortem Gl G2 G3
Dessecamento tegumentar - Presente 0% 0% 0%
Hipdstase cadavérica - Presente 0 0 50%
Estado macroscopico geral da pele - Otimo 100% 0% 0%
Estado macroscopico geral da pele - Bom 0 75%  50%
Estado macroscopico geral da pele - Regular 0% 25%  50%
Pseudomelanose - Presente 0 0 50%

G1 (grupo controle) - Animais submetidos a eutanasia e coleta imediata do material biolégico; G2 (grupo
experimental) — Animais submetidos a eutanasia e congelados a temperatura de -20°C para posterior coleta do
maretial; G3 (grupo experimental) — Animais encontrados mortos no recinto, congelados a -20°C para posterior
coleta do material.
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Figura 11: Grau de alteracfes da macroscopicas da pele entre 0s grupos experimentais do

biomodelo Macaca mulatta.

Grau de alteracdo da macroscopia tegumentar
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G1: grupo controle - animais frescos; G2: grupo experimental - animais submetidos a eutanasia e posteriormente
congelados; G3: grupo experimental - animais encontrados mortos no recinto e congelados ap6s 12-24h. (Grau 1

-6timo; grau 2 - bom; grau 3 - regular).**P<0,01.
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Figura 12: Pseudomelanose da regido abdominal e livor mortis na pele da regido inguinal e

face interna das coxas da espécie Macaca mulatta.

Regido abdominal carcaca de Macaca mulatta — A: Pele regido demonstrando tonalidade em uma carcaga fresca; B:
Regifo inguinal e face interna da coxa apresenta areas de tonalidade avermelhadas difusas pela pele em
consequéncia do livor motis, sdo observados dois hematomas circulares bilateral (setas); pele demonstrado
tonalidade esverdeada caracteristica de pseudomelanose. C: Regido subcutanea demostrando tonalidade

esverdeada caracteristica de pseudomelanose. D: Detalhe da regido subcutanea com tonalidade esverdeada.
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6.2  Histologia

6.2.1 Achados histologicos da pele normal encontrados no biomodelo Macaca mulatta

Foi realizado um breve estudo da histologia cutanea da espécie Macaca mulatta no qual
foram utilizadas imagens de microscopia éptica e realizado registro fotografico. Na pele das
regibes parietal superior medial, cervical posterior, toracica intermamaria, toracica
interescapular, ventral e sacral, observou-se que a epiderme apresentou a camada espinhosa com
cerca de duas a quatro camadas de células (Figura 13 A) e a camada granulosa aparentemente
descontinua composta por granulos de querato-hialina como nas descri¢fes bibliograficas
anteriores (Figura 13A). Nestas regides foi possivel observar uma espessura média de epiderme
variando de 11,46 um na regido cervical, a 13,71 um na regido sacral, com espessura média da
camada cornea variando de 2,18 um na regido ventral a 5,11 um na regido intermamaria.

Nas regides que sofrem frequentemente atrito como a palmar, plantar e a calosidade
isquiatica, pode-se observar um estrato granuloso bem proeminente, com uma densa camada
cornea, intensamente queratinizada (Figura 13 B). Nessas regides, foi possivel verificar a
presenca de cristas epidérmicas bem definidas e a presenca de 8 a 20 camadas de células da
camada malpighiana (Figuras 13 B e 14). A presenca de células epidérmicas contendo granulos
de queratina foi observada principalmente na camada basal (Figura 14 e 15 A). Nas regides de
calosidade isquatica, a epiderme encontra-se disposta paralelamente a derme, sem a presenca de
cristas epidérmicas tdo evidentes. Ainda, estas regides apresentaram ocorréncia de dermatite em
17% dos casos, mesmo sem apresentar caracteristicas macroscopicas do processo, indicando
esta ser uma lesdo de background importante em estudos cutaneos.

Com relacdo aos foliculos pilosos pode-se observar uma frequéncia de crescimento em
grupo de dois a trés foliculos e, nos foliculos ativos é possivel verificar a presenca de numerosos
gréanulos de melanina dispersos no bulbo capilar (Figura 16 A e 17 A e B) e nas regides do
cortex do pelo. Estes granulos normalmente se apresentam com tonalidade que variam de
castanho amarelado a tons mais enegrecidos(Figura 16 A).

As glandulas sebaceas (Figura 18 A e B) normalmente encontram-se anexas ao foliculo
piloso, assim como o musculo piloeretor (Figura 17A). As glandulas sudoriparas séo
frequentemente mais numerosa nas regides de friccdo da pele, onde apresentou-se neste trabalho
com maior frequéncia nas regido palmar e plantar, e foi possivel observar a disposi¢do destas
glandulas na regido subcutanea da pele, como também na regido da derme reticular,
desembocando e liberando seu contetido na luz externa através do ducto condutor (Figura19 A
e B).
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Figura 13: Pele fina (Toracica intermamaria) e pele grossa (Calosidade isquiatica) do bimodelo
Macaca mulatta.

A

A — Epiderme (EP), € possivel notar a distribuicdo das células da camada malpighiana, apresentando cerca
de 3 camadas de células (*); B — Camada Cdérnea (CO), apresenta-se grossa na regido de pele de maior
friccdo, Epiderme (EP) da regido toracica (A) e da regido palmar (B). H&E, Obj. 40X e 10X.
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Figura 14: Pele grossa da regido palmar do bimodelo Macaca mulatta.

Camada cérnea (CO), Camada lucida (CL), Camada granulosa (CG), Camada espinhosa (CE), Camada basal
(CB), demonstrando queratindcitos com granulos de melanina (setas) e Derme papilar (DMP)

H&E. Obj 40X.
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Figura 15: Pele das regides calosidade isquiatica: (A) e regido sacral do biomodelo Macaca
mulatta.

A- Fotomicrografia evidenciando a camada espinhosa com pontes intercelulares nitidas (seta), células

intraepidérmica contendo melanina (cabeca de seta) e presenca de vasos dérmicos (*); B — Epiderme (EP),

Derme papilar (DMP), Derme reticular (DMR), Foliculos pilosos (FP) e glandulas sebaceas (GS).
H&E. Obj 100X, 10X, respectivamente.
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Figura 16: Pele das regiGes cervical posterior (A) e parietal superior medial (B) e (C) do
biomodelo Macaca mulatta.
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A — Bulbo piloso (BP), Bainha do pelo (BN). Presenca de glandula sebacea anexa ao foliculo piloso (seta), e
presenca de granulos de melanina (*) na medula do pelo; B — Glandula sebacea anexa ao foliculo piloso (*); C -
Haste (HA) do pelo.

H&E, Obj 10X e 5X, respectivamente.



Figura 17: Pele da regido parietal superior medial do biomodelo Macaca mulatta
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A — Nota-se o bulbo piloso desta regido repleto de granulos de melanina (seta); presencga de
vasos sanguineos ao longo da camada dérmica da pele (*). Também € possivel observar a
presencade tecido adiposo caracteristico da regido subcutanea (cabeca da seta) e o musculo
piloeretor (circulo) B — Fotomicrografia evidenciando o bulbo piloso (seta).

H&E, Obj 10X e 40X, respectivamente.



Figura 18: Pele da regiéo sacral do biomodelo Macaca Mulatta.

A — Fotomicrografia evidenciando a presencga da glandula sebacea (seta) anexa ao foliculo piloso

em um corte longitudinal. B — Fotomicrografia em um maior aumento da glandula sebéacea (*), corte
transversal.
H&E, Obj. 10X e 40X, respctivamente.

63



64

Figura 19: Pele grossa da regido palmar do biomodelo Macaca mulatta.

A e B, Fotomicrografia evidenciando a glandula sodoripara em um corte transversal (seta).

H&E, Obj de 5X e 40X, respectivamente.
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6.2.2 Avaliacdo da viabilidade das amostras para inclusdo no estudo histolégico

Além do correto posicionamento da amostra e qualidade das lIaminas, um parédmetro
utilizado para exclusdo foi a presenca de dermatite na regido coletada (Quadro 5). Durante a
analise foi possivel observar quadros recorrentes de dermatite nas regides palmar (20,00%),
plantar (26,31%) e calosidade isquiatica (17,65%) (Figuras 13 e 14), mesmo sem evidéncia de

alteragBes macroscopicas.

Quadro 5: Percentual de casos de dermatite avaliados nos animais do estudo (Macaca
Mulatta).

ADEQUADO | 94,74 | 94,74 100 100 100 | 94,73 | 80 | 73,68 | 82,35
DERMATITE 5,26 5,26 0 0 0 5,26 20 | 26,31 | 17,65

PA — Regido parietal superior medial; CE — Regido cervical posterior; TORIM — Regido toracia
intermamdria; TORES — Regido toracica interescapular; SA — Regido sacral; VE — Regido ventral

quadrante inferior esquerdo; PL — Regido palmar; PT — Regido plantar; Cl — calosidade isquiatica.
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Figura 20: Casos de dermatite encontrados no biomodelo estudado Macaca mulatta.

Fotomicrografia representativa referente as regibes plantar apresentando lesdo caracteristica de
dermatite. A — Foco de dermatite crénica (seta) e espongiose (*); B — Detalhe da inflamacéo
evidenciando predominio de monoclureares.

H&E, A, B: (Obj de 40X); C: (Obj de 10X); D: (Obj de 100X).

As amostras com dermatite foram excluidas do estudo e, apds avaliacdo, foram
considerados passiveis de analise as regides que apresentaram um percentual maior de 90% de

viabilidade das amostras, ja que as lesdes podem interferir nos parametros a serem analisados.
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Figura 21: Percentual de casos de dermatite nas regifes tegumentares de Macaca mulatta

avaliados no estudo.
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Regibes: palmar (20,0%); plantar (26,3%) e calosidade isquiatica (17,7) apresentaram um percentual de quadros

de dermatite em mais de 10% dos casos avaliados.

6.2.3  Avaliacdo da relacdo entre o tempo de vida dos simios estudados, o escore corporal, e
0s parametros da espessura da epiderme e da camada cdrnea

Ainda, em relacdo ao tempo de vida dos simios estudados, foram utilizados animais
adultos com diferentes idades e, portanto, foi avaliado o impacto da idade e do escore corporal
(Figura 15) nos parametros analisados através da analise de regressao simples, porém ndo houve

relacdo significativa pela analise de regressao (Quadro 6 e 7).
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Quadro 6: Andlise descritiva de regressdo simples relacionados a variacao de idade daepiderme

e da camada cornea dentro do grupo experimental de Macaca mulatta.

PA PA CE CE [TORIM| TORIM | TORES|TORES SA SA VE VE
EP CcO EP CcoO EP CcO EP CcO EP CcO EP CcoO
\Valor
de P 0.6906 | 0.4481 | 0.9202 (0.5336| 0.3692 | 0.7616 0.9040 | 0.4238 |0.7467| 0.8136 | 0.2996 | 0.8652

PA: Regido parietal superior medial; CE: Regido cervical posterior; TORIM: Regido toréacica intermamaria;

TORES: Regido toracica interescapular; SA: Regido sacral; VE: Regido ventral quandrante inferior

esquerdo; Epiderme; CO: Camada cérnea da epiderme.

Nota: N&o houve relacdo significativa entre a espessura da epiderme e da camada cornea em relacéo a idade

entreas areas analisadas.

Quadro 7: Analise descritiva de regressao simples relacionados a variacdo do escore corporal.

PA PA CE CE | TORIM| TORIM | TORES|TORES | SA | SA | VE VE
EP CcoO EP CoO EP CO EP Cco EP | CO| EP CO
;/ealljor 0,2829 | 0,1824 | 0,2492 | 0,6315| 0,5768 0,4912 0,9811 0,4014 |0,6799|0,7179| 0,1884 | 0,1759

Regido Parietal superior medial; CE: Regido cervical posterior; TORIM: Regido tordcica intermamaria; TORES:

Regido Toracica interescapular; SA: Regido sacral; VE: Regido ventral quandrante inferior esquerdo; Epiderme;

CO: Camada cdrnea da epiderme.

Nota: N&o houve relacdo significativa entre a espessura da epiderme e da camada cdrnea em relagéo ao escore

corporal entre as areas analisadas.
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Figura 22: Diferentes escores corporais encontrados nas carcagas estudadas de Macaca mulatta.

Carcacas de Macaca mulatta apresentando diferentes escores
corporais; A: Escore 2 magro, B: escore 3 normal, escore 4

sobrepeso.

Apos esta avaliagdo inicial, procedeu-se a analise dos demais pardmetros.
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6.2.4 Analise histopatoldgica semi-quantitativa

Para execucdo da andlise histopatoldgica as laminas foram examinadas através de
microscopia 6ptica onde foi avaliado o grau de destacamento, compactacdo e a presenca da
camada cornea, grau de condensacéo basifilica, perda da morfologia da camada basal, grau da
degeneracdo hidropica e a topografia da degeneracéo hidropica. As lesdes foram graduadas de

acordo com o grau da extensdo da lesdo em grau 1 (0%<10%), grau 2 (10-50%), grau 3 (>50%).

6.2.4.1 Preservacao da camada cornea
Em todos os animais avaliados, independente do grupo, observou-se a presenca da

camada cdrnea (Tabela 2), ndo havendo diferencas quanto a este fator.

Tabela 2: Avaliacdo quanto ao percentual de presenca da camada cornea na espécie Macaca

mulatta.

Presenca da camada cérnea

Regio Gl G2 G3
Parietal 100.00% 100.00% 100.00%
Cervical 100.00% 100.00% 100.00%
Torécica Intermaméria 100.00% 100.00% 100.00%
Torécica Interescapular 100.00% 100.00% 100.00%
Ventral 100.00% 100.00% 100.00%
Sacral 100.00% 100.00% 100.00%

G1: grupo controle - animais frescos; G2: grupo experimental - animais submetidos a eutanasia e
imediatmentecongelados; G3: grupo experimental - animais encontrados mortos no recinto e posteriomente
congelados.

Nota: N&o houve diferenca estatisticamente significativa.
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6.2.4.2 Frequéncia da presenca de compactacdo da camada cdornea

Quanto a presenca de compactacdo da camada cornea (Tabela 3), a maioria das regides
apresentou frequéncias maiores ou iguais a 75%, com excec¢do das regides parietal e ventral,

onde foi observada uma frequéncia de 50% nos grupos G3 e G1, respectivamente.

Figura 23: Fotomicrografia representativa da frequéncia de compactacao da camada cérnea

Imagens de microscopia 6ptica (H&E, Obj de 100X) das regides sacral e torécica intermamaria,

respectivamente. A: camada cdrnea compacta; B: camada cornea descompacta.

Tabela 3: Frequéncia de compactacdo da camada cdrnea entre 0s grupos da espécie Macaca

mulatta.

Compactag¢ao da Camada Cornea

Regiao G1 G2 G3
Parietal 83.33% 87.50% 50.00%
Cervical 80.00% 87.50% 83.33%
Toracica Intermamaria 80.00% 75.00% 100.00%
Toracica Interescapular 83.33% 85.71% 75.00%
Ventral 50.00% 75.00% 83.33%
Sacral 80.00% 85.71% 80.00%

G1: grupo controle - animais frescos; G2: grupo experimental - animais submetidos a eutanasia e
imediatamente congelados; G3: grupo experimental - animais encontrados mortos no recinto e
posteriormente congelados.

Nota: N&o houve diferenga estatisticamente significativa.
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6.2.4.3 Presenca de destacamento da camada cérnea

Em relacdo ao grau de destacamento da camada, os animais do grupo controle (G1)
apresentavam areas de destacamento em mais de 50% da extensdo da epiderme analisada (grau
2) e ndo se observou diferenca estatisticamente significativa para esta variavel entre 0s grupos
estudados, através do teste de Kruskal-Wallis. As les6es foram graduadas em grau 1, grau 2,

grau 3 (Figura 16).

Figura 24: Fotomicrografia representativa do grau de destacamento da camada cornea.

Imagens de microscopia optica (H&E, Obj de 40X) das regifes ventral, cervical e toracica interescapular,
respectivamente. A: grau 1 (09%<10%;*), a camada cornea encontra-se aderida as demais camadas da epiderme; B:
grau 2 (10%-50%;**), a camada cérnea comega a se desprender das demais camadas; C: grau 3 (>50%;***),

descamacdo intensa da camada cornea.
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Tabela 4: Avaliacdo quando ao grau de destacamento da camada cornea no biomodelo Macaca
mulatta.

Regidao

Anatémica G1 (Média e Desvp) G2 (Média e Desvp) G3 (Média e Desvp) P-Valor
Parietal 2,5 + 0,84 2,63 + 0,74 1,75 0,96 0,2764
Cervical 2,6 + 0,55 2,75 + 0,71 2,33 £ 1,03 0,5882
Toracica 26 + 055 263 + 074 28 + 041 09176

Intermamaria
Toracica 283 + 041 271 + 076 25 + 1 0,7616

Intescapular

Ventral 2,25 + 0,96 2,13 + 0,99 2,67 0,82 0,4997
Sacral 2,67 + 0,82 2,63 + 0,74 2,8 + 0,45 0,9639

Legenda: G1: grupo controle - animais frescos; G2: grupo experimental - animais submetidos a eutanasia
e imediatamente congelados; G3: grupo experimental - animais encontrados mortos no recinto e
posteriormente congelados.

Nota: Ndo houve diferenca estatisticamente significativa. P<0,05.

6.2.4.4 Avaliacdo quanto ao grau de condensacao basofilica e da perda da morfologia da
camada basal

N&o houve diferenca estatisticamente significativa para o grau de condensacéo
basofilica (Tabela 5, Figura 17) e para o grau de perda da morfologia da camada basal (Tabela

6; Figura 18) entre os grupos estudados em relacdo ao grupo controle (Kruskal-Wallis).



Figura 25: Fotomicrografia representativa do grau de condensacéo basofilica.

Imagens de microscopia Optica (H&E, Obj de 100X) das regibes parietal superior medial,
cervical posterior e tordcica intramamaria, respectivamente, Macaca mulatta. A: grau 1 (0%-<10%;
*); B: grau 2 (10-50%;**); C: grau 3 (>50%;***). O nucleo da célula intensamente basofilico

através da observacdo microoscépica (asteristco).

74



75

Tabela 5: Avaliagdo quanto ao grau de condensacao basofilica do biomodelo Macaca mulatta.

Regido Anatomica  G1 (Médiae Desvp) G2 (Média e Desvp) G3(Média e Desvp) P-Valor
Parietal t 1,1 2 t 093 1 t 0 0,1704
Cervical 1,6 + 09 238 092 18 + 098 0,361

Toracica Intermamadria 1,8 + 084 2 + 1,07 1,33 + 082 0,4529
Tordcica Interescapular 1,6 + 08 238 # 0,92 1,57 + 0,79 0,1844
Ventral + 0 225 + 1,04 2,17 + 0,98 0,1272

Sacral 167 + 103 213 ¢ 0,9¢ 1,8 + 1,1 0,6388

G1: grupo controle - animais frescos; G2: grupo experimental - animais submetidos a eutanasia e

imediatamentecongelados; G3: grupo experimental - animais encontrados mortos no recinto e posteriormente

congelados.

Nota: N&o houve diferenga significativa.

Tabela 6: Avaliacdo quanto ao grau de perda da morfologia basal da epiderme do biomodelo

Macaca mulatta.

Regido Anatomica  G1 (Médiae Desvp) G2 (Médiae Desvp) G3(Média e Desvp) P-Valor
Parietal 3 + 0 2,63 0,74 3 t 0 0,32
Cervical 2,17 1+ 0,75 2 1 2,67 + 0,82 0,37

Tordcica Interescapular 2,17 + 0,75 2 1 2,57 + 0,79 0,48
Toracica Intermamaria 2,67 + 0,52 243 + 0,98 2,5 + 0,84 0,93
Sacral 2,43 + 079 286 t 0,38 26 ¢ 0,89 0,5
Ventral 2,2 + 0,84 2,14 + 1,07 3 0+ 0 0,13

G1: grupo controle - animais frescos; G2

: grupo experimental - animais submetidos a eutanasia e

imediatamente congelados; G3: grupo experimental - animais encontrados mortos no recinto e

posteriormente congelados.

Nota: N&o houve diferenca significativa.
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Figura 26: Fotomicrografia representativa do grau de perda da morfologia basal da epiderme.

Imagens de microscopia dptica (H&E, Obj de 100X) das regides toracica interescapular (A),
ventral (B) e parietal superior medial (C), , de Macaca mulatta. A: grau 1 (0%<10%), ; B: grau

2 (10-50%); C: grau 3 (>50%), perda da morfologia da camada basal em diferentes niveis (*).
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6.2.4.5  Avaliacdo quanto ao grau de degeneracdo hidropica

Na avaliacdo quanto ao grau de degeneracdo hidropica, foi possivel notar uma diferenca
significativa na regido ventral pelo teste de Kruskal-Wallis (P=0,002). A analise com o pds-
teste de Dunnett revelou uma diferenca tanto entre os grupos G1 e G2**(P=0,0036), quanto entre
0s grupos G1 e G3**(P=0,0089) (Tabela 7; Figuras 19 e 20).

Figura 27: Analise histopatoldgica da regido ventral relacionada ao grau de degeneracao

hidropica da epiderme do biomodelo Macaca mulatta.
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G1: grupo controle - animais frescos; G2: grupo experimental - animais submetidos
a eutanadsia e imediatamente congelados; G3: grupo experimental - animais
encontrados mortos no recinto e posteriormente congelados.

* P<0,05. Grau 1 (0%-<10%); grau 2 (10-50%); grau 3 (>50%).



Figura 28: Fotomicrografia representativa do grau de degeneragdo hidropica

Imagens de microscopia Optica (H&E, Obj de 100X) das regides toracica intermamaria, toracica
intermamaria, respectivamente, Macaca mulatta, demonstrando diferentes graus de degeneragdo
hidrépica da camada espinhosa. A: graul (0%-<10%); B: grau 2 (10-50%); C: grau 3 (>50%). Detalhe
(setas).
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Tabela 7: Avaliagdo quanto ao grau de degeneracao hidrdpica dos grupos experimentais do

biomodelo Macaca mulatta.

G2 (Média e Desvp)

G3 (Média e Desvp) P-Valor

Regido Anatomica G1 (Média e Desvp)
Parietal 2 + 1,1

Cervical 2 + 0,71

Toracica Intermamaria 1,6 + 0,89
Toracica Intescapular 2 + 0,63
Ventral 2,5 + 0,58

Sacral 2,33 + 0,82

1,5

1,5

1,5
1,13

1,63

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0,93

0,76

0,76

0,76

0,35

0,92

1,83

2,14

1,17

I+

I+

I+

0 0,1704
0,89 0,397
0,98 0,8247

0,9 0,2893
0,41 0,0020**

1 0,3565

G1: grupo controle - animais frescos; G2: grupo experimental - animais submetidos a eutandsia e

imediatamente congelados; G3: grupo experimental - animais encontrados mortos no recinto e posteriormente

congelados. * P<0,05.

Nota: Houve diferenca significativa entre os grupos G1 e G2***(P<0,05); valor de P (0,0008) e entre 0s

gruposG1 e G3 **(P<0,05); valor de P (0,0070) relacionados a regido ventral.
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Porém, quando avaliada a topografia da degeneracdo hidrdpica na epiderme das regides

estudadas, em todos 0s casos onde 0 processo estava presente, sua localizacdo era inespecifica,

podendo ocorrer tanto na metade superior quanto em regiGes mais proximas a camada basal,

independente do grupo estudado.

Tabela 8: Avaliacdo quanto ao grau de topografia da degeneracéo hidrépica no biomodelo

Macaca mulatta.

Topografia da degeneragao hidrépica

Regido/Classifica¢io

PA- INESPECIFICA

PA - AUSENTE

PA - METADE SUPERIOR

CE - INESPECIFICA

CE - AUSENTE

CE - METADE SUPERIOR
TORIM - INESPECIFICA
TORIM - AUSENTE

TORIM - METADE SUPERIOR
TORES - INESPECIFICA
TORES - AUSENTE

TORES - METADE SUPERIOR
VE - INESPECIFICA

VE - AUSENTE

VE - METADE SUPERIOR

SA - INESPECIFICA

SA - AUSENTE

SA - METADE SUPERIOR

0.00%

0.00%
0.00%

0.00%

0.00%

0.00%

0.00%
0.00%

0.00%
0.00%

Gl
66.67%
33.33%

100.00%

100.00%

83.33%

16.67%

100.00%

100.00%

G2
50.00%
50.00%

0.00%
50.00%
50.00%

0.00%
50.00%
50.00%

0.00%
85.71%
14.29%

0.00%
37.50%
62.50%

0.00%
75.00%
25.00%

0.00%

G3
100.00%
0.00%
0.00%
50.00%
50.00%
0.00%
50.00%
50.00%
0.00%
75.00%
25.00%
0.00%
50.00%
50.00%
0.00%
100.00%
0.00%
0.00%

G1: grupo controle - animais frescos; G2: grupo experimental - animais submetios a eutanasia e imediatamente

congelados; G3: grupo experimental - animais encontrados mortos no recinto e posteriormente congelados.

PA: regido parietal superior medial; CE: regido cervical posterior; TORIM: regido tordcica intermamaria;

TORES: regido toréacica interescapular; VE: regido ventral quandrante inferioresquerdo; SA: regiao sacral.
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6.2.4.6 Relacdo entre o grau de degeneracdo hidrdpica e a condensacdo basofilica entre os

gruposGle G2eGle G3

Comparando-se os parametros da degeneracédo hidrépica e da condensacéo basofilica,

foi possivel notar uma tendéncia de reducgéo de degeneracéo hidrdpica entre os grupos do estudo

(P<0,05; Y =-0.3279*X + 2.0522) nos animais que apresentaram maior grau de condensagdo

basofilica (Figura 21).

Figura 29: Grau de degeneracgdo hidropica X condensacdo basofilica.
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Nota: (P-valor: 0.0522); P<0.05.

Grau de condensagio basofilica
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Figura 30: Fotomicrografia representativa da relacdo entre a condensacdo basofilica e a

degeneracéo hidrdpica.

Imagens de microscopia Optica (H&E, Obj de 100X) das regides A e D: parietal superior medial

(G3), B: parietal superior medial (G1), C: sacral (G3), Macaca mulatta. Relacdo entre presenca
de condensagdo basofilica X degeneracdo hidropica. A e C — células apresentando condensagéo
basofilica (grau 3 de extensdo da leséo), B e D — degeneracdo hidropica (grau 3 de extensdo da
leséo).
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6.2.5 Analise Histomorfométrica

6.2.5.1 Epiderme

Com relagdo a histomorfometria da epiderme, foi possivel apenas observar diferenca
significativa na regido sacral da pele (P=0,02) (Tabela 9). Ao realizar o pds-teste de Dunnett,
observou-se que a diferenca foi estatisticamente significativa quando comparados o grupo G1 e
G2 (P=0,01) (Figura 22).

Figura 31: Analise histomorfométrica da regido sacral relacionada espessura da epiderme do

biomodelo Macaca mulatta.
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G1: grupo controle - animais frescos; G2: grupo experimental - animais submetidos a
eutanasia e imediatamente congelados; G3: grupo experimental - animais encontrados
mortos no recinto e posteriormente congelados.

* P<0,05.
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Figura 32: Fotomicrografia representativa da espessura da epiderme referente a regido sacral
entre os grupos G1 e G2.

Imagens de microscopia éptica (H&E, Obj de 40X) da regido sacral de Macaca mulatta. A — grupo

G1; B — grupo G2. Nota-se diferenga na espessura da epiderme entre os dois grupos experimentais
(barra).

Tabela 9: Espessura da epiderme no biomodelo Macaca mulatta (estatistica descritiva e valor
de p pela ANOVA).

Regido Anatomica G1 (Média e Desvp) G2 (Média e Desvp) G3 (Média e Desvp) P-Valor

Parietal 12,22 + 619 893 + 14 1384 + 29 0,12

Cervical 11,46 + 1,41 969 + 39 1096 + 1,96 0,55

Toracica Intramamaria 11,55 + 6,15 929 + 2,38 10,83 + 2,59 0,55
Tordécica Intescapular 11,55 + 6,15 929 + 2,38 10,83 + 2,59 0,44
Ventral 126 + 747 913 + 34 9,16 + 2,42 0,39

Sacral 13,71 + 3,86 815 + 3,61 10,02 + 1,69 0,02

G1: grupo controle - animais frescos; G2: grupo experimental — animais submetidos a eutanasia e imediatamente
congelados; G3: grupo experimental - animais encontrados mortos no recinto e posteriormente congelados. Nota:
Apresentou diferenca estatistica a espessura da epiderme relacionados a regido sacral entre 0s grupos
experimentais G1 e G2, P (0,0130) *P<0,05.
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6.2.5.2 Camada cornea

Ja com relagdo a espessura considerando apenas a camada cdrnea, foi possivel notar
diferenga significativa relacionada aos dados da regido cervical (P=0,005) (Tabela 10). No pds-
teste de Dunnett, observou-se que a diferenca ocorreu entre 0s grupos experimentais G1 e G2
(P=0,005) e os grupos experimentais G1 e G3 (P=0,009) (Figura 23).

Figura 33: Avaliagdo da regido cervical da camada cornea da epiderme do biomodelo
Macaca mulatta.
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G1: grupo controle - animais frescos; G2: grupo experimental - animais submetidos a eutanasia e
imediatamente congelados; G3: grupo experimental - animais encontrados mortos no recinto e
posteriormente congelados.

Nota: G1 e G2 (P-valor 0,0040) e os grupos experimentais G1 e G3 (P-valor 0,0090) **P<0,05.



Figura 34: Fotomicrografia representativa da diferenca de espessura da camada cdrnea da
regido cervical.

Imagens de microscopia Optica (H&E, Obj de 40X) da regido cervical de Macaca mulatta. A —

grupo G1; B — grupo G2; C — grupo G3 Nota-se diferenca na espessura da camada cérnea entre

0s grupos experimentais G1 - G2 e entre 0s grupos G1 - G3 (*).
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Tabela 10: Espessura da camada cornea da epiderme do biomodelo Macaca mulatta.

Regiao

Anatémica G1 (Média e Desvp) G2 (Média e Desvp) G3 (Média e Desvp) P-Valor
Parietal 2,67 + 1,08 2,61 + 0,75 2,57 + 0,67 0,98
Cervical 2,89 + 0,53 1,95 + 0,49 1,93 + 0,31 0,005**
foracica o.1 4 413 229 + 08 203 * 0,59 0,06

Intermamaria
Toracica 29 + 1,3 2,58 + 1,77 2+ 035 0,59

Intescapular

Ventral 2,18 + 1,28 2,15 + 1,06 1,92 + 0,54 0,89
Sacral 3,16 + 0,9 2,21 + 1,08 2,3 + 0,58 0,16

G1: grupo controle - animais frescos; G2: grupo experimental - animais submetidos a eutanasia e
imediatamente congelados; G3: grupo experimental - animais encontrados mortos no recinto e

posteriormente congelados.

Nota: G1 e G2 (P-valor 0,0040) e G1 e G3 (P-valor 0,0090) **P<0,05

6.2.5.3

Os dados climatoldgicos referentes ao dia do 6bito de cada animal pertencente ao grupo
G3 (animais que sofreram exposicéao a condi¢des climatoldgicas) foram utilizados comovariavel

e submetidos a analise estatistica de regressdo simples para avaliacdo quanto ainterferéncia

Analise quanto a temperatura e umidade relativa do ar

relacionada na integridade da estrutura cutanea. Os dados estdo dispostos no quadro 8.
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Quadro 8: Relagdo entre a temperatura e a umidade relativa com os dias do dbito dos animais
do grupo G3 do biomodelo Macaca mulatta.

Animal Obito Minima Maxima Média UR
(°C) (°C) (°C) (%)
1 06/05/2019 24 34,1 28,17 65,47
3 28/12/2018 23,1 30,9 26,76 70,35
13 13/10/2019 22,9 37,6 29,08 59,49
14 26/11/2019 21 31,6 23,72 55,32
16 23/11/2019 23,4 34,6 28,04 63,32
26 14/05/2021 19,2 26,2 21,67 72,20

G3: preservado por congelacdo ap6s 12-24 horas apés o ébito. UR — Umidade relativa do ar.

Fonte: Dados coletados do Sistema Alerta Rio da Prefeitura do Rio de Janeiro, RJ.

Através da Andlise de Regressdo foi possivel verificar que ndo houve relagdo
estatisticamente significativa entre os dados analisados com rela¢éo a influéncia da temperatura
e umidade na espessura da epiderme e da camada cdrnea nas diferentes regides nos animais

expostos as condi¢es ambientais (G3) (Quadros 9 e 10).

Quadro 9: Influéncia da temperatura no dia do ébito dos animais do grupo G3 como parametro

de avaliacdo sobre a espessura da epiderme e da camada cérnea do biomodelo Macaca mulatta.

PA PA CE CE |TORIM|TORIM]TORES|TORES| SA SA VE VE
EP CoO EP Co EP CO EP CO EP CO EP CO
P -valor | 0,1578 ] 0,8197 | 0,3694 ] 0,6972 | 0,5253 | 0,872 | 0,6601 | 0,4586 | 0,6328 | 0,1215 | 0,7553 | 0,6379

PA: regido parietal superior medial; CE: regido cervical posterior; TORIM: regido toracica intermamaria; TORES:
regido toracica interescapular; SA: regido sacral; VE: regido ventral quandrante inferior esquerdo;

EP: epiderme; CO: camada cornea da epiderme.
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Quadro 10: Influéncia da umidade relativa referente ao dia do 6bito dos animais do grupo G3
como parametrode avalia¢do sobre a espessura da epiderme e da camada cérnea do biomodelo

Macaca mulatta.

PA PA CE CE |TORIM|TORIM|TORES|TORES| SA SA VE VE
EP CO EP (6{0) EP (6{0) EP (0{0) EP 6{0) EP 6{0)
P -valor | 0.6417 | 0.1608 | 0.1793 ] 0.4307 | 0.6477 | 0.1168 | 0.5912 | 0.1230 | 0.6160 | 0.4960 | 0.4779| 0.4191

PA: regido parietal superior medial; CE: regido cervical posterior; TORIM: regido toracica intermamaria; TORES:
regido torécica interescapular; SA: regido sacral; VE: regido ventral quandrante inferior esquerdo; EP: epiderme;

CO: camada co6rnea da epiderme.

6.2.5.4 Percentual de colageno dérmico

Em relacdo a avaliacao do percentual do total de coldgeno presente na derme, apenas a
regido ventral apresentou diferenca estatisticamete significativa (P=0,02), conforme
evidenciado na tabela (Tabela 11, Figura 24), no pds-teste observou-se que a diferenca foi

significativa entre os grupos G1 e G3 (P=0,01).

Figura 35: Percentual de colageno dérmico presente da regido ventral quadrante inferior

esquerdo do biomodelo Macaca mulatta.
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Grupos G1 e G3: P: 0,0171 *P<0,05.



Figura 36: Fotomicrografia representativa do percentual de colageno dérmico presente na

regido ventral quadrante inferior esquerdo.

Imagens de microscopia oOptica (Picrosirius Red, Obj de 40X) da regido ventral quadrante inferior

esquerdo de Macaca mulatta . A e B (grupo G1) — Marcacédo do colageno dérmico presente no tecido
através do método de coloracdo Picrossirius Red, demostrando as fibras colagenos coradas intensamente
em vermelho. C e D (grupo G3) — Quantificacdo do colageno total observado na imagem em tom escuro

através do programa ImageJ .
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Tabela 11: Média e desvio padrdo da media do percentual de coldgeno presente na derme da
espécie Macaca mulatta.

Regidao Anatomica G1 (Média e Desvp) G2 (Média e Desvp) G3 (Média e Desvp) P-Valor
Parietal 67,13 + 6,17 71,14 + 9,01 8062 + 8,92 0,0628

Cervical 73,47 + 15,56 71,22 + 51 8109 + 5,15 0,1708
Toracica Intermamaria 7591 + 598 7087 + 798 74,75 + 3,83 0,3469
Tordcica Interescapular 69,9 + 4,03 7432 + 7,72 7545 + 3,38 0,2815
Sacral 71,44 + 583 7843 + 9,16 7169 + 5,73 0,1713

Ventral 69,89 + 987 73,17 + 365 8265 + 75 0,0176

G1: grupo controle - animais frescos; G2: grupo experimental - animais submetidos a eutanasia e
imediatamente congelados; G3: grupo experimental - animais encontrados mortos no recinto e
posteriormente congelados

Nota: Houve diferenca significativa entre os grupos G1 e G3 (P-valor 0,0171) *P<0,05.

6.2.5.5 Influéncia da temperatura e umidade no colageno dérmico

Foi avaliada a influéncia da temperatura e umidade no percentual de coldgeno dérmico
(Quadros 11 e 12) nas diferentes regides no G3, onde as carcacas ficaram expostas as condi¢des
ambientais no momento anterior a coleta do material. Para tanto, foi utilizada a analise de

regressao simples.

Quadro 11: Influéncia da temperatura no dia do ébito dos animais do G3 como parametro de

avaliacdo quanto ao percentual de colageno dérmico no biomodelo Macaca mulatta.

TORACICA TORACICA

INTERMAMARIA [INTERESCAPULAR SAAL VENTRAL

PARIETAL | CERVICAL

P -valor

0,4838 | 0,4678 | 0,4152 ‘ 0,4152 | 0,5253 | 0,0362
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Quadro 12: Influéncia da umidade no dia do 6bito dos animais do grupo G3 como pardmetro

de avaliagdo quanto ao percentual de colageno dérmico do biomodelo Macaca mulatta.

P -valor

TORACICA TORACICA
PARIETAL | CERVICAL INTERMAMARIA INTERESCAPULAR SACRAL VENTRAL
0,0148 ‘ 0,5787 | 0,0905 ‘ 0,2692 ‘ 0,8102 ‘ 0,3153

Houve relacdo significativa da temperatura para a regido ventral (P< 0,05; Y =2.161*X

+ 25.94) (Figura 25) e da umidade para a regido cervical (P< 0,05; Y = -1.376*X + 166.1)
(Figura 26).

Figura 37: Relacdo da temperatura e da quantificacdo do percentual de colageno presente da

derme da regio ventral do biomodelo Macaca mulatta.
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Nota: (P: 0,0362); P<0,05.
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Figura 38: Relacdo da umidade e da quantificacdo do percentual de coldgeno presente da derme
da regido cervical do biomodelo Macaca mulatta.
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Nota: (P: 0,0148); P<0,05.

Ainda, foi avaliada a espessura da epiderme (Figura 27) e da camada cornea (Figura 28)
e entre as diferentes regides através do teste de Tukey. Na analise ndo foi observada diferenca

estatisticamente significativa entre as regides (P=0,8551 e P=0,0397).
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Figura 39: Relacdo entre a espessura da epiderme e as diferentes regides anatdmicas no
biomodelo Macaca mulatta — (5% Confidence Intervals (Tukey).

: o Column means diff.
SACRAL EP - VENTRAL EP+ ——

TORES EP - VENTRAL EP~ —0—
TORES EP - SACRAL EPH '—H
TORIM EP - VENTRAL EP+ ~—-—o—~
TORIM EP - SACRAL EP+ »——o—«
TORIM EP - TORES EP+ »—-—0—«
CERVIC EP - VENTRAL EP+ »—-0—«
CERVIC EP - SACRAL EPH »—o—c
CERVIC EP - TORES EPH —-o—|
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EP: Epiderme.
Nota: N&o houve diferenca significativa entre as regides. P<0,05.
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Figura 40: Relag&o entre a espessura da camada cornea e as diferentes regiGes anatdbmicas no

biomodelo Macaca mulatta — Confidence Intervals (Tukey).

: Column means diff.
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CO: camada cdrnea da epiderme.

Nota: N&o houve diferenca significativa. P<0,05
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7.  DISCUSSAO

7.1  Achados histoldgicos da pele de Macaca mulatta (Macaco rhesus)

E surpreendente a raridade de literatura referente a pele do macaco rhesus mediante oseu
amplo uso cientifico.

Em relacdo a epiderme, nos macacos rhesus, regides sem pelos possuem raras
subestruturas e oque se observa é um sistema de cristas epidérmicas na porgdo inferior da
epiderme e nas superficies de friccdo (MONTAGNA; YUN; MACHIDA, 1964; CUMMINS;
MIDLOW; 1961), fato observado nas regifes palmar e plantar neste estudo. Nestas regides,
tambémfoi possivel constatar por granulos de melanina em células do estrato basal, bem como
um espesso estrato corneo.

Na literatura tem sido relatado que a maior parte da pele dos macacos rhesus possui a
epiderme moderadamente grossa, tendo a camada de malpighi trés ou mais camadas de células,
um estrato granuloso que é frequentemente descontinuo, e um estrato cérneo compacto. O
estrato granulomatoso estd bem desenvolvidonas superficies de friccdo e nas calosidades
isquidticas, sendo compostas por células que contém populacdes densas de granulos de
querato-hialina. Aqui, foi possivel observar uma epiderme relativamente fina nas regides de
pele pilosa, apresentando cerca de 2-3 camadasde células no estrato espinhoso, presenca de
glandulas sudoriparas e glandulas seb&ceas, além de foliculos pilosos bem distribuidos,
principalmente na regido parietal superior medial. Ainda, em regides de pele glaba (sem pelos)
observou-se uma vasta camada cdrnea e presenca de 8 ou mais camadas de células no estrato
espinhoso.

Nas areas desprovidas de pelos, encontradas nas regides de calosidade isquiatica, palmar
e plantar, a epiderme é densamente queratinizada, podendo ter uma espessura de até 600 pm
(WONG et al., 2015; MIRAGLIA et al., 1976).

As regides das calosidades isquiaticas dos macacos do Velho Mundo séo areas de pele
grossass, intimamente proximas aos isquios, descritas como caracteristicas adaptativas epiteliais
dos Cercopithecoidea associadas a sua capacidade de sentar-se ereto (WASHBURN, 1957).
Nas calosidades isquiaticas, a espessura da epiderme € caracterizada por possuir o estrato corneo
denso e altamente cornificado (MONTAGNA; YUN; MACHIDA, 1964). Tais éareas
proporcionam conforto e estabilidade ao sentar-se em galhos finos durantea alimentacdo, habito
de catagdo de pelos, descansar e locomover nos galhos de arvores (VILENSKY, 1978).

Portanto, estas sdo regifes que sofrem atrito constante, justificando apresenca de lesdes
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histopatologicas como as dermatites encontradas neste trabalho. Ainda, em simios do Novo
Mundo Saimiri sciureus, ja foi relatada a presenca de Pseudomonas aeruginosa, como causa de
dermatite (LAUSEN et al., 1986; LANGNER; BRIGHTMAN; TRANQUILLI, 1986) porém,
no presente estudo nao foram encontradas areas de lesdes macroscopicas que pudessem indicar

infecgBes bacterianas nos calos isquiaticos analisados.

7.2 Avaliacdo da viabilidade das amostras para inclusio no estudo

Durante a andlise e rastreio das amostras, quadros de dermatite superficial foram
observados nos animais mesmo sem alteracdo macroscépica evidente. A dermatite foi mais
frequente nas regides Palmar (20,00%), Plantar (26,31%) e Calosidade Isquiatica (17,65%).

A presencga de alteragOes histologicas compativeis com dermatite em animais sem
quadro clinico equivalente é desconhecida em PNH, assim como sobre as dermatoses em geral
devido a escassez de dados sobre o assunto, tanto sobre animais de vida livre quanto de cativeiro
(BERNSTEIN; DIDIER, 2009). Das regides onde foi observada a dermatite, as calosidades
isquiaticas dos macacos do Velho Mundo sdo areas de pele grossa proxima aos isquios e
descritas como caracteristicas adaptativas associadas a capacidade de sentar-se ereto
(WASHBURN, 1957) proporcionando conforto e estabilidade ao sentar-se (VILENSKY, 1978)
e permiti que os animais consigam adormecer por algum tempo sentados. Especializacdo
cuténea caracteristica do género Macaca e dos grandes simios (bonobos, gorilas, chimpanzés e
orangotangos) (WASHBURN, 1957).

Portanto, as calosidades isquiaticas assim como as regifes plantares e palmares séo
estruturas que sofrem atrito constante, o que pode estar relacionado a maior ocorréncia de
dermatite nestas regides. E importante destacar que, apesar da sua importancia bioldgica, a
calosidade isquiatica ndo tem recebido muita atencdo na medicina veterinaria e, por essa razao,
existem poucas descri¢Oes de patologia nesta regido (LIU et al., 2012).

Ainda, além do atrito, em PNH diversos agentes podem estar relacionados a dermatites,
incluindo agentes irritantes, queimaduras, alérgenos, trauma e infecgbes bacterianas,
parasitarias ou micoticas, associadas ou ndo a uma doenca intercorrente interna ou sistémica.
Em macacos rhesus essa lesdo ocorre mais comumente em idosos e possui como principais
achados: areas de eritema, lesGes exsudativas, pregueamento, diminuicdo da espessura dos

pelos e ocorréncia de calosidades nas regides plantares e palmares. (LOPES et al., 2010).
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Porém, nos animais deste estudo ndao foram observadas alteracbes macroscopicas, uma vez que
a inflamacdo presente era leve e sem maiores comprometimentos teciduais, diferente dos casos

em que ha manifestacdo clinica do quadro.

7.3 O impacto da congelacdo na preservacdo de amostras para estudo macro e

microscopico da pele de Macaca mulatta

Neste estudo foram avaliados os impactos do processo de congelacdo na preservagédo

das carcacas tanto sob o ponto de vista macro quanto microscopico do sistema tegumentar.

7.3.1. Macroscopia

Sob o ponto de vista macroscopico, os achados demostraram a importancia, da coleta
imediata e do processo de congelamento para a preservacdo adequada das amostras, visto que,no
grupo G3, 50% dos animais apresentaram pseudomelanose e livor mortis, alteracfes nao
observadas em nenhum dos animais dos demais grupos. Como discutido no topico anterior sobre
viabilidade das amostras, as condi¢des ambientais podem interferir na velocidade do processo
de decomposicdo apos o 6bito (KOMAR, 1998; MANN et al., 1990; CAMPOBASSO et al.,
2001; WAGNER, 2017; GARCES; PIRES, 2020). O grupo G3 permaneceu exposto a fatores
ambientais adversos até a congelacdo por ser formado por animais encontrados mortos no
recinto.

Em relacdo a pseudomelanose, a flora corporal, incluindo as bactérias presentes no trato
gastrointestinal, multiplicam-se rapidamente apds o ébito e produzem gas pelo metabolismo
bacteriano, iniciando o processo de putrefacdo. As manchas de coloragdoesverdeada presentes
na pseudomelanose séo resultado da reacdo entre gases produzidos por bactérias, mais
especificamente o sulfeto de hidrogénio e o ferro presente na hemoglobina local, originada da
hemolise p6s morte, produzindo a sulfametahemoglobina (GARCES; PIRES, 2020). Essas
manchas podem ser encontradas na parede abdominal e nas serosas intestinais, podendo
algumas vezes apresentar coloracdo mais enegrecida. Essa alteracdo é considerada como o
primeiro estagio de pultrefacdo (BANDARRA; SEQUEIRA, 1999).

Ja em relagdo ao livor mortis (congestdo cadavérica ou hipostatica), este processo é
resultado do depdsito de sangue nas regides mais baixas do cadaver em razdo da gravidade, e

perda do ténus vascular, resultando em acumulos de coagulos nos vasos e que tendem a se fixar
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nos lugares onde se formam, desenvolvendo a tonalidade vermelha arroxeada tipica nestes
achados de necropsia (MCGAVIN; ZACHARY, 2013; GARCES; PIRES, 2020). A descricio
sobre o tempo de aparecimento do processo varia, iniciando-se cerca de 1 hora apds o 6bito e a
fixacdo dos coagulos se da cerca de 12-24 horas depois (MCGAVIN; ZACHARY, 2013). Para
animais silvestres, tal processo ocorre entre 30 minutos a 4 horas ap6s o 6bito e se manifesta
intensamente 8 a 12 horas ap6s (GARCES; PIRES, 2020).

Como mencionado anteriormente, as carcacas do G3 permaneceram mais tempo em
temperatura ambiente até serem submetidas ao congelamento, sendoe este procedimento é
comum em muitos criatérios de PNH, pois, muitas das vezes, 0s animais sdo encontrados mortos
pela manha e encaminhados para a realizacéo da necropsia sem informacéo ao certo de quanto
tempo ocorreu o Obito. No entanto, o processo de congelamento precoce foi capaz tanto de
preservar as carcacas do grupo G3, desacelerando ou mesmo de forma a impedir a continuacdodo
processo apos a pseudomelanose e livor mortis, como também foi capaz de proteger as carcagas
do grupo precocemente preservado por esta técnica (grupo G2) das alteragdes observadas no
G3. Apesar de ndo terem sido encontradas alteracGes post mortem no grupo G2, o aspecto geral
da carcaca apresentou diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao G1 (controle), mas,
mesmo assim, manteve com escore médio 2, considerado bom,de aspecto geral da carcaca,
possibilitando o exame necroscopico.

Estes achados séo importantes, pois abrangem aspectos de uma realidade comum em
muitos criatorios de PNH, principalmente nos que ndo had um médico veterinario 24 horas
disponivelpara realizacdo imediata da necropsia apos o o6bito. Isto reforca a importancia da
necropsia imediata, seu rapido congelamento ap6s o dbito ou, na impossibilidade da realizacao
destes procedimentos, o amplo conhecimento das alteracGes cadavéricas pelo profissional
envolvido com o exame macroscopico de forma a evitar erros durante o exame (BANDARRA;
SEQUEIRA, 1999) e auxiliar na determinacdo da viabilidade dos tecidos para submisséo a

avaliacdo histopatologica.

7.3.2. Microscopia

Com relacdo aos parametros microscopicos avaliados, a camada cOrnea estava
preservada em todos as regides, independente do grupo, com 75% ou mais dos animais
apresentando compactagdo da mesma, com excecao das regides parietal superior medial no grupo
G3 e ventralno grupo G1, onde metade dos animais apresentaram presenca de destacamento da

camada cornea. Apesar disso, ndo houve diferenca quanto a extensdo do destacamento entre 0s
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grupos avaliados.

Também ndo houve diferenca estatisticamente significativa para o grau de condensagédo
basofilica e para o grau de perda da morfologia da camada basal.

O anico parametro com alteracdo significativa foi quanto ao grau de degeneracéo
hidrdpica, onde foi possivel notar uma diferenca significativa na regido ventral, tanto entre os
grupos G1 e G2, quanto entre os grupos G1 e G3, ocorrendo tanto na metade superior quanto
em regides mais proximas a camada basal, independente do grupo estudado.

Em nenhuma das carcacas estudadas foi observada presenca ou vestigios de insetos e,
nas condi¢cOes estudadas, nem o tempo de exposi¢do a temperatura ambiente (G3) e nem o
congelamento (G2) influenciaram na presenca da camada cdrnea, no grau de condensacao
basofilica e na preservacdo da morfologia da camada basal, mesmo com a descricdo da
importancia dos fatores ambientais, incluindo temperatura, umidade e atividade dos insetos na
decomposicgéo cutanea (MANN et al., 1990).

Em relacdo a camada cdrnea, por ser formada por muitas camadas de queratocitos,
células ricas em queratina, uma proteina fibrosa intercelular responsavel pela resisténcia da
epiderme e pela formac&o de uma barreira protetora (HARGIS; GINN, 2013), esta caracteristica
provavelmente foi a responsavel pela preservacdo da mesma, além do fato da propria técnica
utilizada para coleta preservar as porcbes da pele, onde a epiderme costuma manter-se
preservada (MEHREGAN; PINKUS, 1966). Contudo, em alguns casos, inclusive no grupo
controle, houve animais apresentando perda da compactacéo, que provavelmente sedeu ao fato
de ser comum a utilizacdo da tricotomia para examinar a pele para retirada do excesso de pelos,
procedimento também realizados no estudo, onde o uso da I&mina de bisturi e da maquina
tosadora pode ter comprometido a estrutura da camada cdrnea, ja que nenhum outro efeito mais
grave foi observado na camada.

A morte do animal resulta em morte de todas as células que compdem 0 seu organismo
(autdlise post mortem) e, até o presente momento, estudos em relacdo a estas alteragcdes post
mortem para determinacdo do tempo de Obito ainda sdo escassos em medicina humana
(BARDALE et al., 2012; CALDERON GARCIDUENAS et al., 2016) e mais raros ainda em
PNH. Esta escassez é preocupante, visto que essas informacgdes colaboram no processo de
investigacdo durante a necropsia e ajudam a distinguir entre uma patologia real e um artefato
post mortem (DOUKAS et al., 2000). Apesar da importancia do tema, alguns poucos artigos
séo encontrados como o de Kovarik e colaboradores (2005), onde realizaram um estudo macro
e microscopico post mortem cutaneo para avaliar as alteracGes na primeira semana post mortem.

Neste estudo os autores nao observaram alteracfes macroscopicas até uma semana apos o0 Obito,



101

e microscopicamente trés alteracBes histoldgicas principais foram observadas nas amostras:
separagdo dermoepidérmica focal (sem momento definido para seu aparecimento), a necrose do
ducto écrino (apds o 4°dia) e a degeneracdo dérmica (ap6s o 2° dia). No entanto, ndo houve
correlacdo com os achados deste estudo.

Em um outro estudo, realizado por Bardale e colaboradores (2012), foram avaliadas as
alteragOes histologicas na pele de 30 cadaveres humanos, onde observaram que ap6s nove a 12
horas de morte, as células basais da epiderme comecaram a se deformar e a superficie e a derme
estava parcialmente separada. Apds 12-18 horas de morte, a epiderme e a derme foram
separadas. As células das glandulas sudoriparas sofreram degeneracéo vacuolar quatro horas
ap0s a morte, cuja ocorréncia aumentava com intervalo pds-ébito.

Calderon-Garciduefias e colaboradores (2016) avaliaram a utilidade do exame
histopatolégico da pele como um método complementar para para determinar o intervalo post
mortem. Dos critérios microscopicos avaliados os seguintes também foram utilizados neste
estudo: i) presenca de estrato cdrneo; ii) compactacdo do estrato corneo; iii) porcentagem de
descolamento do estrato corneo; iv) condensacdo basofilica; v) topografia da degeneracdo da
camada espinhosa; vi) porcentagem de degeneracdo hidrdpica precoce da camada espinhosa;
vii) porcentagem de perda de morfologia da camada de células basais. Destes, os que foram
selecionados neste estudo foram: presenca da camadacdrnea, topografia da degeneracdo
hidrépica da camada espinhosa, além da porcentagem de degeneragdo hidrépica e perda da
morfologia da camada basal. No estudo dos autores citados, apenas 0s seguintes itens
apresentaram correlacdo estatistica com o tempo post mortem: camada de células da cdrnea,
topografia da degeneracdo hidropica da camadaespinhosa e porcentagem de degeneracdo
hidrépica e perda da morfologia da camada basal. Dos achados descritos neste estudo, apenas a
degeneracdo hidropica foi 0 achado com diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos,
sejaele do grupo G3, ou do grupo G2,apenas na regido ventral. Porém, nestes dois grupos, houve
uma reducao significativa no graude degeneracao hidropica encontrada no grupo controle. Ao
comparar a degeneracédo hidropica neste grupo com a condensacéo basofilica através da analise
de regressdo linear, observou-se uma tendéncia de correlacdo entre estes dois parametros
(P=0,052) e, provavelmente, uma menor degeneracdo hidrdpica ocorreu, pois ja havia um grau
mais elevado de condensacao basofilica tecidual.

Mais recentemente, Wei e colaboradores (2020) relataram alteragdes histoldgicas pos
mortem na pele humana até 32 dias ap06s o ébito. O referido relato, assim como no presente
estudo, os pesquisadores ndo observaram alteracdes Obvias na camada epidérmica no momento

de morte (e no caso do referido estudo nem nas primeiras 24 horas). Porém, a picnose nuclear
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ja podia ser observada ap0s 24 horas. Esta diferenca em relagdo ao estudo provavelmente se
deve ao fato de, neste estudo, ter sido documentada a condensacgdo basofilica mesmo sem a
retracdo nuclear (picnose), abordando, portanto, um periodo anterior ao observado por Weie sua
equipe.

Um outro parametro avaliado neste estudo foi a espessura da epiderme e da camada
cérnea em rhesus, assim como o impacto da congelacdo sob estes parametros. Com relacao a
histomorfometria da epiderme, foi possivel observar apenas diferenca significativa na regido
sacralda pele do grupo G1 em relacéo ao G2 com a epiderme significativamente menor. Ja com
relacdo a espessura considerando apenas a camada cérnea, s6 houve diferenca significativa na
regido cervical tanto entre os grupos G1 e G2 quanto entre os grupos G1 e G3 (P= 0,009), onde
também observou-se reducdo nesta camada em relacao ao grupo controle. Foi avaliado também
0 percentual de marcacdo paracoldgeno na derme dos animais. Sobre este parametro, apenas a
regido ventral apresentou diferenca estatisticamete significativa e apenas entre os grupos G1 e G3
onde ocorreuum Obj da marcacéo do colageno dérmico.

Vale enfatizar que este € o primeiro estudo a analisar estes parametros em macacos

rhesus, inclusive para avaliacao da influéncia da congelacao que sera discuta no proximo tépico.

8.2.3.3 Efeitos da técnica de conservacdo da pele por congelacdo

Apesar do conhecimento do impacto da congelacao sobre o tecido, este processo temsido
utilizado rotineiramente para preservacao de carcacgas de animais antes do exame necroscépico,
da mesma forma a pele tem sido comumente congelada a fim de preservar as propriedades
mecanicas sem induzir decomposicdo bioldgica e mudancas estruturais (GEERLIGS,
2006).

Neste estudo observou-se, como ja relatado anteriormente, que o0 processo de
congelamento foi capaz tanto de preservar as carcacas do grupo G3, desacelerando o processode
putrefacdo, de forma impedir a continuacéo do processo ap6s a pseudomelanose e algor mortis.
Além disso, o congelamente foi capaz de proteger as carcacas do grupo precocemente
preservado por esta técnica (grupo G2) das alteracdes observadas no grupo G3. Observou-se
também queapesar de ndo terem sido encontradas alteracdes post mortem no grupo G2, o aspecto
geral da carcaca apresentou diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle, mas, mesmo assim, manteve com escore médio 2, considerado bom, de aspecto geral

da carcaca, possibilitando o exame necroscopico.
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Destaca-se que, para os achados histologicos, na maioria das regides avaliadas nédo
houve alteracdo do sistema tegumentar em relagdo nem mesmo no grupo G3, indicando a
possibilidade de coleta das amostra deste sistema mesmo 24 horas ap0s o0 6bito, nas regides
devendo-se evitar as regides ventral, e cervical. Sugere-se também evitar as regides palmar,
plantar e das calosidades isquiaticas pela possibilidade de dermatite local mesmo semevidéncia
clinica.

No entanto, o processo de congelacdo preservou adequadamente as amostras sob o ponto
de vista macroscopico, e certamente pode auxiliar na avaliacdo do estado de conservacao nos
tecidos adjacentes. A congelagdo impactou positivamente na preservacdo da regido ventral
quanto a degeneracdo hidropica e ao coldgeno dérmico. Em contrapartida, 0 processo nao
preservou as caracteristicas das regides sacral e cervical, devendo estas regides serem evitadas
como potencial area de coleta, assim como as regides palmar, plantar e das calosidades
isquiaticas pelos motivos ja anteriormente citados.

Portanto, de modo geral, este estudo sugere que apesar da coleta de amostras de animais
encontrados mortos no recito a menos de 24 horas ser viavel em estudos do sistema tegumentar
para algumas regides cutaneas, o processo de congelamento é de grande importancia para
preservacdo do tegumento, bem como a possivel preservacdo de demais sistemas. O
aproveitamento de carcacas, desta forma, € um processo viavel para estudos sobre morfologia
cutanea e deve ser implementado ao maximo no criatério de PNH em consonéncia ao principio
propostopor Russel e Burch (1959), proporcionando, assim, o refinamento e a redu¢éo do uso de
animais de laboratério (IPSC, 1980).



104

CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitiram concluir que na espécie simia Macaca mulatta:

O processo de congelamento é capaz de preservar carcagas conservadas em temperatura
ambiente em até 24 horas, desacelerando o processo de putrefacdo, de forma a impedir a

continuacdo do processo apos a pseudomelanose e livor mortis.

Apesar da congelacdo poder ocasionar artefatos devido aos cristais de gelo, esta técnica
demostrou ser eficaz na preservacdo das estruturas teciduais cuténeas em carcacas

precocemente preservadas.

Alteracbes post mortem evidenciadas em carcacas frescas submetidas ao processo de
congelamento apresentam aspecto geral de conservacdo considerado bom (escore 2),
possibilitando a execucdo do exame necroscépico.

E possivel coletar amostras do sistema tegumentar no periodo de até 24 horas post mortem,
devendo-se, entretanto, evitar as regides ventral e cervical devido a alteragdes significativasque

ocorrem nesta situacao de coleta.

As regides palmar, plantar e das calosidades isquiaticas devem ser evitadas para estudos de
morfologia devido a possibilidade de dermatite local mesmo sem evidéncia clinica.

O processo de congelacao € capaz de preservar adequadamente as amostras de tecido cutaneosob
0 ponto de vista macroscopico, auxiliando nos casos em que outros tecidos necessitem ser

também coletados e néo seja possivel a coleta do material fresco.

O processo de congelamento impacta positivamente na preservacao da regido ventral quantoa
degeneracdo hidrdpica e ao colageno dermico. No entanto, o processo de congelamento néo
preserva as caracteristicas das regides sacral e cervical, devendo estas serem evitadas como

potencial area de coleta.
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9.1 Resumo apresentado em evento cientifico
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9.2 Resumo publicado em revista cientifica
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ANEXO A: DISPENSA CEUA

De: Comiss3o de Etica no Uso de Animais <ceua@fiocruz br>
Enviado: segunda-feira, 3 de novembro de 2020 13:16
Para: CLAUDIA ANDREA DE ARAUIO LOPES <claudia.lopes@fiocruz.br>

Cc: Carla Herlany Barbosa <carla.barbosa@fiocruz.br>
Assunto: Autorizacdo de dispensa CEUA e arquivamento protocolo 30/20.1

Prezada Claudia Lopes,

De acordo com a legislacdo vigente do CONCEA (Lei 11794/2008 e Decreto 6899/2009), uma vez que o projeto nao fard uso de animais vivos e sim de carcagas provenientes de
protocolos previamente licenciados, ndo se faz necessaria uma licenca CEUA, Por tal motivo, o protocolo 30/20.1, submetido 3 CEUA/FIOCRUZ, foi arquivado.

Atenciosamente,

CEUA/FIOCRUZ



