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1. INTRODUCAO

A pele tem varias funcfes importantes como a de impedir
a perda corpérea de agua, eletrolitos e macromoléculas. Fornece
protecdo contra as agressdes do meio ambiente, principalmente em
relacdo aos fatores quimicos, fisicos e microbiolégicos. Essa da
conformacdo ao corpo, produz estruturas ceratinizadas como pélos,
unhas e camada cornea da epiderme. Regula a temperatura corporea e
armazena eletrélitos, agua, vitaminas, gorduras, carboidratos, proteinas e
outras substancias. E uma boa indicadora do estado de higidez do animal,
fornece pigmentacdo que protege contra irradiacdo solar excessiva, tem
acOes antimicrobiana e imunorreguladora, produz secrecdes glandulares,
tem funcdo excretora, elabora a vitamina D e além disso, auxilia no
controle da pressao arterial (Scott et al., 1996).

Em decorréncia dessas func¢des essenciais da pele, varias
consequéncias deletérias poderdo advir da perda da sua integridade ou,
da sua imaturidade na vida neonatal.

Esta descrito na literatura cientifica, quantidade
consideravel de dados em neonatologia de algumas espécies animais
como bovinos, equinos, suinos e ovinos. A neonatologia humana conta
com centenas de artigos em revistas especializadas e com dezenas de
livros cientificos. No entanto, quanto aos caninos e felinos as informacdes
S&0 escassas.

Em relacdo aos desenvolvimento e amadurecimento das
estruturas da pele de caninos, no periodo neonatal, nada foi encontrado
na literatura consultada. Se, por um lado, as comparacdes dos resultados
de trabalhos realizados nesta area ficam prejudicadas pela auséncia de

referéncias bibliograficas, por outro, as neonatologias canina e felina



fornecem um vasto campo para que novas pesquisas sejam
desenvolvidas.

Considerando este aspecto, o presente trabalho, por meio
do estudo histologico da pele de caninos neonatos (neonato — do
nascimento até seis semanas de vida, pediatrico — de seis semanas até
12 semanas de vida, segundo Boothe & Tartington, 1997), p6de de
alguma forma, trazer contribuicdo a Medicina Veterinaria e as outras que

utilizam estes animais como modelo experimental.



2. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo avaliar:

1) a evolucéo da pele dos recém-nascidos em relacdo a
sua morfologia e celularidade desde o primeiro até os 70 dias de idade;

2) verificar se 0s caninos recém-nascidos possuem ha
epiderme e derme 0s mesmos componentes observados na histologia da
pele dos caninos adultos;

3) quantificar o numero de mastdcitos e eosindfilos
presentes na derme;

4) determinar a espessura da epiderme, membrana basal,
fibras colagenas da derme superficial e profunda, fibras elésticas, fibras
reticulares, por meio da histomorfometria;

5) verificar o efeito do sexo, idade, local de colheita, e da
interacdo idade e sexo, na espessura da epiderme (camadas granulosa,
espinhosa e germinativa), membrana basal da epiderme, fibras colagenas
das dermes superficial e profunda, fibras elasticas da derme e fibras
reticulares da derme profunda da pele canina do recém-nascido até os 60

dias de idade.



3. REVISAO DA LITERATURA

A pele funciona como uma barreira anatdmica e fisiolégica
entre o corpo do animal e 0 meio ambiente e oferece protecdo contra as
agressoes fisica, quimica e microbioldgica e seus componentes sensoriais
permitem ao animal a percepcao do calor, frio, dor, tato e pressao. A pele,
os pélos e tecidos subcutaneos de um caozinho recém-nascido equivalem
a 24% de seu peso vivo. Por ocasido da maturidade, essas estruturas
representam apenas 12% do seu peso corporeo (Fraser, 1988 e Scott et
al., 1996).

A pele é bastante heterogénea, com uma variedade de
componentes celulares e tissulares como a epiderme, a derme, 0s
apéndices e 0s musculos eretores dos pélos e, esta intimamente
relacionada com a hipoderme. Também desempenha varias funcdes tais
como barreira de protecdo contra perda de fluidos, protecdo contra
agressdes do ambiente, regulacdo térmica, percepg¢do sensorial,
flexibilidade e conformacédo, acdo antimicrobiana, controle da presséo
sanguinea, secre¢do e excrecdo, producdo de anexos, aimazenamento,
pigmentacdo, produgdo de vitamina D e indicadora de doenca interna
(Fraser, 1988; Scott et al., 1996).

A pele é um 6rgdo extenso e complexo tendo porcdes
hirsutas e glabras. A estrutura histolégica varia muito entre as diferentes
areas e entre as diferentes espécies animais. A pele hirsuta é mais
espessa no dorso do animal e nas faces laterais dos membros e mais
delgada na face ventral do corpo e na face medial das coxas. O tecido
subcutédneo conecta a epiderme e a derme as fascias e musculaturas
subjacentes. A epiderme da pele hirsuta € mais delgada e é constituida

de quatro camadas (Hargis, 1998).



A camada basal € monocelular e esta localizada na zona
da membrana basal que separa a derme da epiderme. As mitoses das
células da camada basal ocorrem principalmente a noite e, como a
maioria das amostras histologicas é obtida durante o dia, as figuras de
mitose raramente s&o vistas nos cortes histolégicos da pele (Gartner &
Hiatt, 1999). A camada espinhosa €& composta de células-filhas da
camada basal e na pele hirsuta tem a espessura de uma a trés laminas
celulares. A camada granulosa esta inconstantemente presente na pele
hirsuta, tendo a espessura de uma a duas laminas celulares e no seu
citoplasma ha granulos de querato-hialina. A camada cdérnea contém
vérias laminas celulares cornificadas, € a camada mais externa da
epiderme e estd em constante descamacdo na porcao periférica. Nao ha
cristas interpapilares na pele hirsuta normal de cées (Muller et al., 1985;
Banks, 1992; Scott et al., 1996; Gartner & Hiatt, 1999).

E interessante atentar para o fato de que na preparacgio
histologica, do fragmento de pele, que envolve fixacdo, desidratacédo e
inclusdo em parafina, perde-se mais ou menos a metade da camada
cornea (Scott et al., 1996).

As zonas da membrana basal sdo a interface fisico-
quimicas entre a epiderme, derme e outras estruturas da pele tais como:
apéndices epidérmicos, vasos e musculos eretores do pélo. Esta zona é
importante para fixar a epiderme a derme, garantir uma epiderme
funcional e proliferativa, manter a arquitetura tecidual, cicatrizar feridas e
funcionar como barreira. A zona da membrana basal cora-se muito bem
pelo &cido periédico Schiff (PAS), sugerindo a presenca de
polissacarideos neutros (Muller et al., 1985 e Scott et al., 1996). Cada
fibra muscular lisa esta envolvida por uma membrana basal na qual se
inserem as fibras reticulares (Banks, 1992; Junqueira & Carneiro, 1999;
Gartner & Hiatt, 1999 e Bacha Jr. & Bacha, 2000).

Segundo Ham (1967), as membranas basais representam

um complexo de material, amorfo e permeéavel, derivado das células



epiteliais e de uma malha de sustentac&o de fibras reticulares. E provavel
gue o componente amorfo das membranas basais contenha um tipo de
carboidrato PAS positivo, e que seja responsavel, pelo menos em parte,
da reagdo PAS positiva que tem sido atribuida as fibras reticulares,
presentes nestes locais.

Segundo Muller et al. (1985) e Scott et al. (1996), as
unidades foliculares sédo caracterizadas da seguinte forma:
unidade folicular pilosa que consiste no foliculo piloso e seus musculos
eretores do pélo, juntamente com as glandulas sebaceas e apdécrinas;
unidade de foliculos pilosos multiplos, tem mais de um foliculo piloso,
glandulas sebéaceas e apocrinas e musculos eretores do pélo;
complexo apopilossebaceo, tem pélos primarios e secundarios,
glandulas sebéaceas e apocrinas e musculos eretores do pélo.

Nos caninos recém-nascidos, os foliculos pilosos
primarios estdo presentes em grupos de dois, trés ou quatro, mas cada
foliculo possui apenas um uanico pélo. S&o necessarios cerca de seis
meses para que ocorra o desenvolvimento dos foliculos pilosos
secundarios e para que surjam pélos acessorios no orificio folicular. O
desenvolvimento do foliculo piloso no periodo poés-natal ocorre da
seguinte maneira: durante a primeira semana de vida, presenca de
foliculo piloso simples; durante a 122 semana de vida, foliculo piloso
composto e durante a 282 semana de vida, foliculo piloso mais complexo
(Muller et al., 1985).

Praticamente ndo se formam novos foliculos apés o
nascimento. A bainha da raiz externa do foliculo piloso € mais grossa
perto da epiderme e gradualmente diminui de espessura em direcdo ao
bulbo do pélo. Em sua porcéo inferior € recoberta pela bainha da raiz
externa. Esta ndo sofre queratinizagdo e suas células possuem
citoplasma vacuolizado claro (glicogénio) e ndo se formam granulos de
guerato-hialina. Na porcao superior do foliculo piloso, a bainha da raiz

externa sofre queratinizacdo, da mesma forma como ocorre na epiderme



superficial. A bainha da raiz externa é rodeada pela membrana basal e
por uma bainha de raiz fibrosa. As células da medula do pélo séo
compactas perto da raiz, e no restante da haste tem vacuolos de ar e
glicogénio (Muller et al., 1985; Scott et al., 1996 e Gartner & Hiatt, 1999).

Gross et al. (1997) realizaram revisdo histologica do
foliculo piloso, verificando sua divisdo em trés regides: o segmento
superficial que vai desde a abertura folicular até o nivel dos ductos das
glandulas sebéaceas, denominado de infundibulo; o istmo folicular que € o
segmento médio do foliculo, estendendo-se desde a entrada do ducto
sebaceo até a fixacdo do musculo eretor na bainha do tecido conjuntivo
sobre a depressdo do foliculo piloso; e o segmento inferior que se
encontra abaixo do istmo até o bulbo do foliculo piloso. A coloracao palida
pela hematoxilina e eosina (HE), das células da bainha da raiz externa do
foliculo piloso, é consequéncia da abundancia de glicogénio
citoplasmatico. A bainha da raiz interna tem trés camadas: a interna
representada pela cuticula; a intermediaria que € a camada de Huxley
gue tem granulos de trico-hialina e a monocamada de Henle que esta em
contato com a bainha da raiz externa.

Os musculos eretores dos pélos originam-se na derme
superficial, inserindo-se perpendicularmente na saliéncia dos foliculos
pilosos primarios. Ha ramificacdo destes musculos na derme superficial.
Cada fibra muscular esta envolvida pela membrana basal, na qual se
inserem as fibras reticulares. O musculo, ao contrair-se, ergue o pélo e
comprime as dandulas sebaceas que estdo localizadas entre a massa
muscular e o foliculo piloso (Banks, 1992 e Scott et al.,, 1996). O
citoplasma das células do musculo liso contém glicogénio (Ham, 1967 e
Gartner & Hiatt, 1999).

As glandulas sebaceas estdo localizadas no angulo
obtuso (angulo formado entre o pélo e a superficie cutanea) e conectadas
na parte superior do foliculo piloso por um ducto curto. Cada foliculo tem

véarias glandulas sebaceas que estdo localizadas na derme superficial. Os



I6bulos sebaceos estdo contornados pela membrana basal e as suas
células tém glicogénio no citoplasma (Ham, 1967; Muller et al., 1985;
Scott et al., 1996; Junqueira & Carneiro, 1999 e Gartner & Hiatt, 1999).

As glandulas apodcrinas abrem-se no colo do foliculo,
acima da abertura das glandulas sebaceas, através do ducto excretor
pouco enovelado ou reto e mergulham nas porc¢des profundas da derme e
hipoderme. Cada unidade folicular tem uma glandula apocrina, que € a
glandula sudoripara predominante nos animais domésticos, mas nos
canideos aparentemente funcionam de forma minima como glandula
sudoripara. As células mioepiteliais que circundam a porcéo secretora das
glandulas sudoriparas apdcrinas sédo envolvidas pela |lamina basal das
células secretoras (Muller et al., 1985; Banks, 1992; Scott et al., 1996 e
Gartner & Hiatt, 1999).

A camada superficial da derme € composta de fibras
coldgenas delgadas frouxamente arranjadas e distribuidas de forma
irregular. A camada profunda da derme é formada de fibras colagenas
espessas densamente organizadas que tendem a ficar paralelas a
superficie cutanea. As fibras musculares esqueléticas que séo
parcialmente responsaveis pelos movimentos voluntarios da pele,
estendem-se do musculo cutaneo a derme. Os fibroblastos, mastdcitos,
linfocitos, plasmaocitos, macréfagos e raramente, eosindfilos e neutréfilos,
podem ser encontrados na derme normal. As artérias cutédneas dao
origem a trés plexos vasculares que sao responsaveis pela
vascularizagao das regides subcutaneas, cutaneas e subpapilar da pele.
Os capilares linfaticos surgem na derme superficial e fazem conexédo com
o0 plexo subcutdneo e esses convergem para formar canais mais
calibrosos que chegam aos linfonodos periféricos (Muller et al., 1985;
Scott et al., 1996 e Hargis, 1998).

As fibras colagenas representam aproximadamente 90%
de todas as fibras dérmicas e 80% da matriz extracelular dérmica. Na

derme, as fibras sado espessas, onduladas, sem orientacdo predominante



e sem ramificacdo. Coram-se diferencialmente pelo tricromico de Masson
(Banks, 1992; Scott et al., 1996; Junqueira & Carneiro 1999 e Bacha Jr. &
Bacha, 2000).

As fibras elasticas sdo longas e finas e se romperem,
terdo aspecto ondulado ou de sacarrolha. Segundo Jungueira & Carneiro
(1999), elas ramificam-se e ligam-se umas as outras, formando uma
trama de malha muito irregular. Scott et al. (1996) afirmaram que, as
fiboras elasticas compbem-se de ramos finos Unicos e de grande
elasticidade e, sdo bem visualizadas pelas coloracdes de Verhoeff, Van
Gieson, orceina ou fuccina resorcina Weigert's (Banks, 1992; Gartner &
Hiatt, 1999 e Bacha Jr. & Bacha, 2000).

Frank et al. (1996) colheram amostras de pele de 19 caes
adultos, machos e fémeas clinicamente saudaveis. As fibras elasticas
foram avaliadas em trés regides anatbmicas da derme: a superficial
(derme entre a epiderme e as glandulas sebaceas), a profunda (derme
entre as glandulas sebaceas e tecido subcutaneo) e a perianexal.
Verificaram, neste estudo, que na derme superficial, as fibras elasticas
sao finas como fibras simples ou raramente uma rede orientada
perpendicularmente para a zona da membrana. Na derme profunda, as
fibras elasticas sdo grossas e muitas vezes aparecem como fibras simples
fragmentadas. As fibras elasticas estdo sempre em grande numero na
regido adjacente aos foliculos pilosos, mais do que no resto da derme. Os
autores concluiram que a derme de caes clinicamente normais nao tem
abundancia de fibras elasticas.

As fibras reticulares sdo estruturas finas, ramificadas e
freqientemente estdo associadas as membranas basais, sendo
componentes da maioria dos oOrgaos e tecidos, e formam uma trama
delicada em volta das células musculares lisas individuais. S&o fibras
argiréfilas (Banks, 1992; Scott et al., 1996 e Junqueira & Carneiro 1999) e
coram-se pela técnica do PAS (Ham, 1967).

Tarpley et al. (1984) estabeleceram a técnica “vermelho
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congo-azul toluidina acidificada”, para corar especificamente e
simultaneamente os mastdécitos e eosindéfilos, presentes nas amostras de
intestino de equino. Esta técnica permitiu excelente visualizacdo destes
dois tipos de células. Os mastdcitos sdo corados de purpura azul escuro e
os granulos sdo metacromaticos, enquanto que os eosinoéfilos aparecem
amarelo-laranja e os granulos de cor amarelo-laranja e laranja brilhante.

Os mastocitos sdo células histiocitarias, de forma oval a
fusiforme, nucleo central arredondado ou oval. Possuem grande
quantidade de granulacdes intracitoplasmaticas, basofilicas e
metacromaticas. Os granulos contém heparina, histamina, proteases
neutras, aril-sulfatase, fator quimiotatico de eosindéfilos (ECF) e fator
guimiotatico de neutrofilos (NCF). Sintetizam também leucotrienes a partir
de precursores do acido araquiddnico. Estes granulos sao visiveis pelos
corantes de Giensa, azul de metileno, azul de toluidina ou Giensa-orceina
acida. Essas ceélulas estdo em todas as areas de tecido conjuntivo,
principalmente em volta dos vasos sangiineos superficiais e apéndices
(Muller et al., 1985; Scott et al., 1996; Gartner & Hiatt 1999 e Bacha Jr. &
Bacha, 2000), em um numero que varia de quatro a 12 células por campo
de grande aumento, em cdes (Muller et al., 1985). Os mastécitos sao
frdgeis, rompem-se facilmente durante as técnicas de preparacdes
histoldgicas e os granulos séo altamente hidrossolaveis, sendo raramente
preservados pelas técnicas rotineiras (Banks, 1992). A pele, pulmdes,
trato gastrintestinal e Utero tem grandes concentracdes de mastécitos
(Silveira, 1988).

Lavielle et al. (1985) realizaram 23 biopsias de pele, na
regido do dorso, de fémeas da espécie bovina clinicamente saudaveis, de
um ano e meio de idade. O objetivo desta pesquisa foi determinar a
densidade dos mastdocitos, melandcitos e eosindfilos na pele destes
animais. Em cada amostra de pele, foram consideradas duas zonas, uma
superficial (tecido conjuntivo subepidémico compreendido entre a

membrana basal do epitélio até as glandulas sebaceas) e outra profunda
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(desde as glandulas sebaceas até o limite mais profundo do adenémero
das glandulas sudoriparas). Foi contado, em cada uma das amostras, 0
numero de mastacitos, eosinoflos e melandcitos, em 10 campos de cada
zona. Foi observada maior concentracdo de mastécitos e eosindfilos na
parede dos vasos sangulineos e, essas células ndo foram visualizadas na
membrana basal do epitélio e nos foliculos pilosos.

Scott (1990) examinou 338 gatos e em 37 destes, livres
de enfermidades neoplasicas, o autor descreveu a presenca de
mastocitos na epiderme superficial e na bainha folicular externa. Os
mastoécitos epidérmicos foram freqlientes nos animais com placas
eosinofilicas e granulomas eosinofilicos. A maioria das dermatoses, onde
detectam-se mastécitos epidérmicos, € decorréncia de patogenia
imunomediada e também apresenta eosinofilia tecidual.

Gartner & Hiatt (1999) e Bacha Jr. & Bacha (2000)
afirmaram que os eosindfilos constituem menos de 4% da populacéo total
de globulos brancos e podem ser pleomoérficos durante sua migracao pelo
tecido conjuntivo. O seu ndcleo € bilobulado e pode ou ndo estar
conectado por filamentos de substancia nuclear e no citoplasma tem
grandes granulacbes aciddfilas. Fenbémenos anafilaticos, alérgicos e
hipersensibilidade tém sido descritos em conexdo com 0S mastocitos
(Han, 1967 e Banks, 1992). A eosinofilia € comum em doencas cujos
tecidos tém alta concentracdo de mastécitos tais como pele, pulmdes,

trato gastrintestinal e utero (Silveira, 1988).



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de realizacao

O trabalho foi desenvolvido no Setor de Patologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista -
UNESP - Campus de Botucatu, SP e no Departamento de Medicina
Veterinaria da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias -
Goiania, GO.

4.2. Escolha dos animais

Foram escolhidas sete fémeas da espécie canina, SRD,
adultas, gestantes (terco final da gestacdo), com idade superior a dois

anos. As cadelas gestantes pesaram entre 20 e 30 kg.

4.3. Origem e manejo das fémeas

As fémeas gestantes (média de 54 dias de gestacao),
foram cedidas por proprietarios residentes em Goiania, Trindade,
Aparecida e Bela Vista de Goias. As cadelas gestantes foram examinadas
segundo recomendacdes de McMcguinre & Seim (1991) e foram
avaliados parametros como a temperatura corpérea, as freqiéncias
cardiaca e respiratéria, estado de hidratacdo, linfonodos, tempo de
preenchimento capilar (TPC), palpacdo abdominal, auscultacdo cardio-
pulmonar, mucosas aparentes, pele e anexos, respiratorio, cardio-

vascular, gastro-intestinal, genito-urinario, neuroldgico e locomotor (Anexo
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1). Foram incluidas no experimento as fémeas que apresentaram
parametros dentro da normalidade para a espécie.

As gestantes foram mantidas em caixa-maternidade,
alocadas em jaulas individuais de alvenaria e providas de tablado de
madeira removivel. A acomodacdo dos animais era providenciada com
bastante antecedéncia para minimizar o estresse. As jaulas garantiam
livre acesso a solarios individuais, nos quais 0s animais podiam
movimentar-se, tomar sol e eliminar excretas. A alimentacdo diaria
constou de racdo comercial* e 4gua a vontade.

ApoOs o parto, as cadelas com suas respectivas ninhadas,
foram mantidas por mais 70 dias no mesmo local, recebendo outro tipo de

racéo comercial’.

4.4. Obtencéao dos filhotes

Foram utilizados 28 caninos recém-nascidos, 14 machos
e 14 fémeas, provenientes de ninhadas diferentes, sendo escolhidos dois

machos e duas fémeas por ninhada.

4 5. Cuidados com os filhotes

Todos os filhotes foram submetidos ao exame fisico
neonatal indicado por Greco & Tartington (1997), durante os nove
primeiros dias e depois, uma vez por semana, até completarem 70 dias de
idade (Anexo 2). Durante os primeiros 18 dias de vida, os filhotes foram
mantidos em companhia de suas respectivas maes em caixa-maternidade

conforme ilustrada na figura 1.

! Bomguy Premium. BASA -Brasilia Alimentos S.A. Planaltina-DF.
2 Bomguynho. Basa-Brasilia Alimentos S.A. Planaltina-DF.
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Estas caixas apresentavam as seguintes caracteristicas:
- material: plastico.
- dimensfes: 65 cm de largura por 1 m de comprimento, com laterais de
30 cm de altura que evitaram a queda dos neonatos, sem dificultar a
entrada e saida da mae.
- assoalho: a caixa-maternidade foi colocada sobre o tablado de madeira
para evitar o resfriamento da mée e dos filhotes, uma vez que o piso das
jaulas era de cimento.
- forracdo: foram utilizados cobertores.

As caixas-maternidade foram colocadas no interior das
jaulas e 0 acesso ao solario era livre para as cadelas, ficando os neonatos

confinados nas caixas até 18 dias de idade (Figura 1).

Figura 1l — M@e e filhotes acomodados no interior da caixa maternidade

A partir dos 14 dias de idade, os filhotes, além da
alimentacdo materna, recebiam, dieta pastosa & base de leite desnatado®

e racdo para filhote em crescimento® (Anexo 3). Apés este periodo de

! Leitbom. Leite UAT desnatado. Lat. Morrinhos Ind. e Com. Ltda. S. Luiz dos Montes Belos-GO.
2 Bomguynho. BASA -Brasilia Alimentos S.A. Planaltina-DF.
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adaptacdo nutricional, a partir do 20° dia de idade, foi fornecida apenas a
racdo, também para filhote em crescimento! misturada com a racéo
amida? (Anexo 3).

Todos os filhotes, aos 22 dias de idade, receberam o anti-
helmintico febendazole mais praziquantel® na dose de 100 mg/kg e 5
mg/kg, dose Unica. As cadelas também receberam o0 mesmo anti-
helmintico e a mesma dose por kg. Apos 12 dias desta desverminacéo, 0s
animais receberam novamente outra dose do mesmo medicamento®
(Anexo 3).

O desmame gradativo dos filhotes foi iniciado
aproximadamente aos 40 dias de idade pela prépria mae que, a partir de
entdo, jA comecava a impedir que seus filhos mamassem.

Os filhotes foram imunizados com vacina contra
parvovirose* e polivavalente® aos 45 e 66 dias de idade (Anexo 3).

Também foi registrado o peso corpéreo de cada filhote ao
nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida (Anexos 4,
5,6,7,8,9¢e10).

4.6. bidpsia

Foram colhidas amostras de pele das regibes dorsal e
ventral dos neonatos com um, 10, 20, 30, 40 50, 60 e 70 dias de vida. No
primeiro dia, no lado direito do animal, as biopsias foram realizada, nas
regides axilar (VD1), dorso-caudal a escapula (DD,), téraco-ventral, entre

o primeiro e segundo mamilo (VD) e, no dorso, sobre as ultimas costelas

! Bomguynho. BASA -Brasilia Alimentos S.A. Planaltina-DF.
2Bomguy carne. Dumilho S.A. IndUstria e Comércio. Calabouco-DF.
3 panacur® Plus. Hoechst Roussel Vet. Cruzeiro-SP.

4 Parvovac. Lema BioLOGIC do Brasil Ltda. ContagemM G.
®Tri-Cino-Vacin. Laboratério Bio-Vet. Vargem Grande Paulista-SP.
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(DD>). No dia 10 repetinrse o procedimento do dia um, porém do lado
esquerdo (VEi1, DE;, VE,, DE;). No dia 20 as colheitas foram realizadas
nas mesmas regides, novamente no lado direito e depois no dia 30
no lado esquerdo. No dia 40 repetiu-se o procedimento do dia um e no dia
50 o procedimento do dia 10. No dia 60 as colheitas foram realizadas das
mesmas regides, novamente do lado direito e depois no dia 70 do lado
esquerdo (Figura 2). Utilizou-se um punch (saca-bocado) de 8 mm de
didmetro para obtencao das bidpsias de pele segundo a técnica descrita
por Peleteiro & Correia (1996), mas utilizando anestésico volatil' por
sistema aberto de ventilacdo (méascara), em substituicAo ao anestésico

local recomendado pelos autores.

EFF 2 R&gﬂﬁij
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Figura 2 — Com marcadores nos locais de

realizagcdo das biépsias

4.7. Fixacdo e processamento das amostras

As amostras de pele foram identificadas, fixadas e
armazenadas em frascos contendo formol tamponado a 10%, que apés o

fechamento, foram deixados a temperatura ambiente durante 24 horas. As

! Halotano. Cristalia— Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. Itapira-Linddia-SP.
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amostras foram recortadas e deixadas no formol mais 24 horas (Banks,
1992), posteriormente transferidas para pequenas caixas plasticas
individuais (unicassetes), lavadas com agua de torneira durante uma hora,
colocadas em alcool a 70% e permaneceram neste conservante até o final
do periodo de colheita.

Os fragmentos de pele, obtidos por biépsia, foram
processados de acordo com o meétodo convencional de histopatologia
descrito por Luna (1968). Estes materiais foram incluidos em blocos de
parafina, e laminados para a posterior coloracao das laminas.

Alguns componentes da pele e hipoderme foram
identificados pela coracdo da hematoxilina e eosina (HE), conforme
descricédo de Luna (1968).

Para evidenciagdo, na pele, de mastocitos e eosindfilos,
foi usada a técnica de coloracdo vermelho congo-azul de toluidina
acidificada, como descrita por Tarpley et al. (1984).

O meétodo do acido periodico Schiff (PAS) foi utilizado
para a visualizacdo do gel mucopolissacarideo; a coloracdo de reticulina
(11) para fibras reticulares; o método de calleja (12) sem permanganato
de potassio para fibras elasticas; o tricrbmico de Masson (13) para
ceratindcitos, tecido conjuntivo, musculos eretores do pélo e fibras
colagenas. Estas coloracbes foram ralizadas segundo técnicas
modificadas pelo Laboratorio de Rotina Histoldégica do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina da UNESP-Campus de Botucatu
(Anexos 11, 12 e 13). Todas as amostras de pele obtidas por bidpsia

foram coradas pelas seis técnicas citadas.

4.8. Protocolo experimental

Os filhotes foram identificados com esparadrapo

numerado e fixado no membro posterior (Figura 3).
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Figura 3 — Identificagéo do filhote no membro posterior

A contencao dos filhotes foi realizada com o auxilio de um
funcionario para depilar a pele no local da colheita do material com
maquina de cortar cabelo® (Figura 4), para efetuar a anestesia e
posteriormente realizar a bidpsia de pele. Apos a depilacdo ndo se
realizou a assepsia do local para evitar irritacdo da pele que poderia
comprometer a integridade do material em estudo. Foi colocada, no
focinho do filhote, a méascara contendo o anestésico volati’ (algoddo
embebido com anestésico) (Figura 5), até o filhote entrar em plano
superficial de anestesia. Em seguida, realizou-se a biépsia com um punch
de 8 mm de diametro (Figura 6 e 7) com movimentos rotativos para o
mesmo lado, colhendo-se quatro fragmentos de pele (dois dorsal e dois
ventral) de cada filhote conforme metodologia apresentada. No local das
bidpsias, fez-se uma pequena sutura com U deitado para aproximar as
extremidades da pele, utilizando fio de poliéster cardiovascular®. Estes

pontos foram retrados da pele apos trés dias da bidpsia.

1 Homecut. Wahl Cliper Corporation. Illinois-EUA.
2 Halotano. Cristalia— Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. Itapira-Lindéia-SP.
3Ethibond extra 3.0. Johnson& Johnson. Rod. Pres. Dutra, Km 157. S. J. Dos Campos-SP.
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.%Q;L‘

Figura 5— Filhote sendo anestesiado
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Figura 7- Biopsia de pele utilizando o punch
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As amostras foram desidratada, diafanizadas e
emblocadas com parafina histolégica’, laminadas a cinco micrometros em
micrétomo rotativo? utilizando navalhas descartaveis®. As laminas foram
coradas de acordo com as recomendacdes técnicas para cada coloracao.
Para a montagem das laminas com laminulas empregou-se solucédo de
tolueno®. Procedeuse a leitura histolégica de 5.376 laminas, em

microscopio 6ptico”.

4.9. Critérios para avaliacao histoldgica da pele

Para avaliacdo histolégica dos fragmentos da pele, foram

estabelecidos diversos critérios descritos a seguir.

4.9.1. Visualizagcéo das estruturas da epiderme

As camadas da epiderme, laminas celulares por camada
e granulos de gquerato-hialina, foram observados nas camadas de pele
coradas pela hematoxilina-eosina e pelo tricromico de Masson, campo de
400x.

4.9.2. Corte dos foliculos pilosos

Foram observados trés tipos de cortes dos foliculos

pilosos. O corte longitudinal, o obliquo e o transversal. Isto provavelmente

! Histocec pastilhas-Merck KgaA —Alemanha

2 Micrétomo Spencer 820-American Optical — EUA.

3 Navalhas descartaveis-L eica I nstruments GmbH — Alemanha.
4 Permount. Fsher Scientific— EUA.

5> Modelo Jenaval. Carl zeiss— Alemanha.

8 Axio Vision 3.0. Carl Zeiss Vision GmbH - Alemanha.
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ocorreu devido a implantacdo obligiia (30 a 60 graus) dos foliculos pilosos
em relagcdo a epiderme (Muller et al., 1985; Scott et al., 1996; Gartner &
Hiatt, 1999). Neste trabalho, os relatos sobre os foliculos pilosos foram
baseados nos cortes transversais e longitudinais, corados pela
hematoxilina-eosina e pelo PAS, visualizados no fragmento de pele, nas

dermes superficial e profunda, campo unico de 400x.

4.9.3. Critérios de observacao das fibras

Todo fragmento de pele foi observado, no que diz respeito

as fibras, em campo de 250x.

4.9.4. Quantificacao e localizacdo dos mastécitos

Os mastocitos foram pesquisados na derme superficial
dos fragmentos de pele, e para quantificar, contaram-se todas as células

encontradas na derme, em campo unico de 400x.

4.9.5. Quantificacéo e localizacao dos eosinéfilos

Os eosindfilos foram pesquisados na derme dos
fragmentos de pele, e para quantificar contaram-se todas as células

encontradas, em campo de 400x.
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4.10. Critérios para avaliacdo histométrica da pele dos filhotes

Utilizou-se o software Axio Vision 3.0, procedendo a
histometria em micra (mm), da espessura da epiderme (camadas
granulosa, espinhosa e germinativa), membrana basal da epiderme, fibras
reticulares, fibras elasticas e fibras colagenas da derme superficial e
profunda, das amostras obtidas do lado direito e da regido dorso-caudal a
escépula (DD, = Dorso Direito 1) dos filhotes machos (M) e fémeas (F) de
um, 20, 40 e 60 dias de idade, e também, da regido axilar (VD1 = Ventre
Direito 1) dos animais machos e fémeas aos 60 dias de vida.

As imagens das laminas foram digitalizadas do
microscopio 6ptico? para o computador, por meio da camera de video
analdgica® e a placa de captura® e posteriormente, procedeu-se a
histometria quantificada em micra (mm), da espessura da epiderme,
membrana basal da epiderme, fibras reticulares, fibras elasticas, fibras
colagenas da derme superficial e profunda, de 756 laminas, no software
Axio Vision 3.0%.

4.10.1. Epiderme

Fizeram-se trés medidas histométrica da epiderme de
cada amostra, sempre iniciando do lado esquerdo ou na parte de cima do
campo visualizado. Foram utilizados os fragmentos corados pelo
tricromico de Masson, onde procedeuse a determinacdo da espessura
conjunta da camada granulosa, espinhosa e germinativa. As imagens
foram capturadas em campo Unico de 250x, fator de correcao 0,8x e filtro

trés.

! Axio Vision 3.0. Carl Zeiss Vision GmbH — Alemanha.
2 Modelo Jenaval. Carl Zeiss GmbH — Alemanha.

3 Camera de Video SAC-140 nd. Sansung — Coréiado Sul.
4 PCTV Captura. Pynacle Systems— EUA.
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4.10.2. Membrana basal

Em cada amostra corada pelo PAS fizeram-se trés
medidas em micra (mm), da membrana basal da epiderme, iniciando do
lado esquerdo para o lado direito, em campo Unico de 400x, fator de

correcao 1,0x e filtro zero.

4.10.3. Analise morfométrica das fibras colagenas e elasticas

Nas laminas coradas pela técnica do tricrobmico de
Masson (fibras colagenas) e calleja sem permanganato de potassio (fibras
elasticas), fez-se uma medida em micra (M), na parte central de cada
fibra presente dentro da sub-area de 6.288,66 nm?, proveniente da area
total da imagem capturada 18.850,69 mm?. Cada sub-area foi localizada

do lado esquerdo e na parte superior da imagem capturada (area total).

4.10.3.1. Fibras colagenas

Nos cortes corados pela técnica de tricromico de Masson,
as fibras colagenas foram visualizadas em campo Unico de 400x, fator de

correcao 1,0x e filtro zero.

4.10.3.2. Fibras elasticas

As fibras elasticas foram medidas em micra (um), por
campo Unico de 400x, na derme do fragmento de pele, fator de correcéo

1,0x e filtro zero.
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4.10.4. Fibras reticulares

Foi medida a espessura em micra (nm) das fibras
reticulares, por campo Unico de 250x, na derme profunda, fator de
correcdo 1,0x e filtro zero.
4.11. Analise estatistica

Os dados foram submetidos & analise estatistica,
utilizando delineamento fatorial em parcelas subdivididas (split-plot in
time), ao nivel de significancia de 5%, seguindo as recomendagfes de
Cochran & Cox (1968), sendo adotado o seguinte modelo matematico:
Yij=p+Si+L;+SiLj + ASiL) + e
Si = efeito sexo onde o indice i=1, 2
L; = efeito da idade onde o indice j=1,..., 4
SiL; = efeito da interagdo sexo, idade, onde i=1,2 e j=1,..,4

A(SiLj = efeito animal dentro de sexo onde k=1,...,14;, e i=1,2

Eix = erro experimental associado a observacdo dentro do sexo (i) e idade
() onde k=1,..., 14; i=1,2; j=1,.4



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Manejo dos animais

As dimensbes da caixa-maternidade foram escolhidas
levando-se em consideracdo ao porte das cadelas. Nestas condicdes
houve espaco suficiente para que a parturiente aquecesse e
amamentasse seus filhotes com comodidade, evitando-se a dispersao
indesejavel dos neonatos e traumas por pisoteio ou esmagamento destes
por parte da cadela. Foram escolhidos e usados cobertores na forragao
da caixa-maternidade, e esta escolha deveuse ao fato destes materiais
serem confortaveis e promoverem o0 aquecimento da mae e dos recém-
nascidos, além de permitirem troca uma vez por dia. Ap6és 0 uso, 0S
cobertores eram lavados, facilitando o controle higiénico do local e
evitando a proliferacdo de insetos, endo e ectoparasitas.

O manejo nutricional adotado foi para que se evitasse
uma mudanc¢a muito brusca de uma alimentacao lactea para uma soélida, o
gue poderia causar um impacto indesejavel na microflora intestinal dos
neonatos.

Os filhotes foram pesados no primeiro dia de vida e a
cada dois dias, até completarem 70 dias de idade. Os pesos dos filhotes
ao nascerem variaram de 290 a 430 gramas e, aos 70 dias de idade de
3.200 a 7.980 gramas, estes dados estdo disponiveis em anexos. Os
cadozinhos em geral dobram de peso de nascimento por volta de 10 a 12
dias de idade (Greco & Tartington, 1997).

De acordo com o projeto original seria utlizado o
anestésico local, porém apos realizacdo do pré-experimento, observou-se
que as perfuracdes das agulhas para infiltrar o anestésico local antes de
realizar a biopsia, causavam muita dor e desconforto nos filhotes.

Considerou-se ainda a possibilidade de provocar intoxicagdo e morte dos
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neonatos pela aplicacdo excessiva do anestésico local (€ dificil calcular a
dose adequada para neonatos). Portanto, optou-se pelo anestésico volatil
devido a facilidade e ao conforto na sua utilizacdo e também por nao
traumatizar o filhote. A anestesia volatii mostrou-se adequada para
realizar a biopsia de pele em animais neonatos e pediatricos caninos, sem
nenhum inconveniente, no entanto, ndo tem citacdo deste procedimento
anestésico na literatura consultada, referente as bidpsias cutaneas. A
eficacia da anestesia inalatéria ficou demonstrada pelo fato dos filhotes
despertarem rapidamente e com disposicédo fisica para se alimentarem e
brincarem com os irmaos, logo apds terem sido anestesiados e

submetidos ao procedimento da bidpsia.

5.2. Técnicade bidpsia

As bidpsias foram facilmente realizadas e o punch
cutaneo (saca-bocado) de 8 mm de diametro, mostrou-se um instrumento
adequado para o propdsito de colheita dos fragmentos de pele dos
filhotes. A utilizacdo do punch cutaneo seguiu os procedimentos indicados
por Peleteiro & Correia (1996). Este instrumento tem sido utilizado com
freqiéncia na biépsia de pele de cées e de gatos de filhotes e adultos
(Sousa, 1990 e Gross et al., 1992) e de outras espécies animais (McGavin
& Fadok, 1984 e Fioravanti, 1999).

5.3. Aspectos histolégicos e histométricos

As coloracbes especiais das amostras foram de acordo
com cada estrutura a ser evidenciada. Para trabalhar com a coloracéo
tricromico de Masson, foi necessario acertar o pH da agua entre 6,5 a 7,0

e ndo usar o fixador Bouin e a estufa, pois estes, faciltam o
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desprendimento do fragmento de pele durante a coloracdo da lamina. A
coloracdo pela prata também é trabalhosa e forma corpusculo esférico
escuro no fragmento durante o processamento da amostra.

Fez-se a opcao da histometria para enriquecer o trabalho
e precisdo dos resultados. Néo foram encontrados, na literatura
consultada, trabalhos com software “Axio Vision 3.0” e nada sobre
histologia da pele de neonatos caninos machos e fémeas.

Mediram-se a espessura de cada fibra em micra (nm). Na
derme superficial (derme entre a epiderme e as glandulas sebaceas),
foram medidas a espessura de cinco a 23 fibras coldgenas em cada sub-
area, localizada do lado esquerdo e na parte superior da imagem
capturada (area total). A sub-area das fibras coldgenas da derme
profunda (derme entre as glandulas sebaceas e a hipoderme), localizou
se do lado esquerdo na parte superior da imagem capturada, e sendo
medida a espessura de cinco a 24 fibras coldgenas por sub-area.

A coloracédo pela técnica da calleja sem permanganato de
potassio foi utilizada para evidenciar as fibras elasticas. A espessura de
cada fibra foi medida em micra (mm), sendo medidas de quatro a 19 fibras
por campo, na derme do fragmento de pele.

Fez-se a histometria da espessura das fibras reticulares,
evidenciadas pela técnica da reticulina, em micra (mm). Foram medidas de
trés a nove fibras reticulares, na derme profunda. Sendo medida uma fibra
reticular de cada foliculo piloso no campo especificado.

Na avaliacdo histolégica, observouse que a pele do
neonato tem duas camadas, a epiderme e a derme. A epiderme é
constituida da camada germinativa, espinhosa, granulosa e cérnea. Estas
estruturas também foram observadas por Webb & Calhoun (1954) e
Schwarz et al. (1979) na epiderme de cdes adultos SRD machos e
fémeas. Panic et al. (1992) evidenciaram as mesmas estruturas na

epiderme da Marmota monax em neonatos e adultos, pela microscopia
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Optica e Kimura & Doi (1994) constataram que a epiderme do neonato
calvo (cdo mexicano de zero a duas semanas de vida) é espessa.

A derme compbe-se de tecido conjuntivo fibroso, vasos
sanguineos e linfaticos, fibras, nervos, células, glandulas apdcrinas e
sebaceas, foliculos pilosos e musculos piloeretores. Estes componentes
foram evidenciados por Fraser (1988), Scott et al. (1996) e Radostits et al.
(2002). No presente estudo, tais elementos foram observados nos recém-
nascidos durante a leitura microscépica dos fragmentos de pele. Nao foi
observada na pele dos filhotes uma derme verdadeiramente papilar e
reticular como é descrita nos humanos (Ham, 1967; Junqueira & Carneiro,
1999 e Gartner & Hiatt, 1999) e em outras espécies animais (Bhayani &
Vyas, 1991 e Banks, 1992), assim se justifica a utilizacdo dos termos
dermes superficial e profunda. A pele (epiderme e derme) do neonato e
do cdo jovem também repousa sobre a camada subcutanea de tecido
conjuntivo frouxo corroborando as afirmativas de Muller et al. (1985),
Banks, (1992), Scott et al. (1996), Hargis, (1998) e Gartner & Hiatt (1999).

A espessura da epiderme (camada germinativa,
espinhosa e granulosa) do dorso direito (DD), dos filhotes de um e 60 dias
de idade, variou de 10,09 a 16,41 mm nos filhotes machos e de 9,91 a
23,22 mm nos filhotes fémeas. Lloyd & Garthwaite (1982) registraram a
espessura de 10,1 um da epiderme viva (camadas germinativa, epinhosa
e granulosa) em adultos machos e fémeas, utilizando cortes criostatos,
examinados ao microscopio eletrénico de varredura. Muller et al. (1985)
descreveram a espessura de 10,1 mm na mensuracédo direta da espessura
da epiderme viva (camadas germinativa, espinhosa e granulosa). Wilkie et
al. (1990) realizaram a morfometria da epiderme de caes adultos,
utilizando outro software (MOP II, Carl Zeiss Inc. NY).

A camada cérnea da epiderme mostrou-se delgada e
gueratinizada. Parte desta camada foi perdida durante o processamento,
0 que, segundo Scott et al. (1996), € um acontecimento comum. A

camada granulosa mostrou-se monocelular, e granulos de querato-hialina
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estavam presentes no citoplasma dessas células. Observaram-se ainda
pontos escuros na matriz amorfa desta camada. Na camada espinhosa foi
observada mais de uma lamina celular, semelhantes as descricbes de
Muller et al. (1985), Banks (1992), Scott et al. (1996) e Gartner & Hiatt
(1999). A camada germinativa monocelular estava apoiada na membrana
basal exibindo algumas células em atividade mitética. Estes resultados
sdo analogos as observacfes de Gartner & Hiatt (1999). Estes autores
afrmam que as mitoses das células da camada basal ocorrem
principalmente a noite e, como a maioria das amostras histologicas é
obtida durante o dia, as figuras de mitose raramente séo vistas nos cortes
histoldgicos da pele. A presenca das figuras de mitose neste estudo foi
verificada em 25,45% dos cortes estudados (228 amostras) de um pool de
896 amostras colhidas durante o dia.

A membrana basal que separa a epiderme da derme
corou-se adequadamente pelo PAS (Figura 8), o que sugere a presenca
de polissacarideos neutros, conforme afirmacao de Muller et al. (1985) e
Scott et al. (1996). Ham (1967) e Banks (1992) observaram que esta
estrutura, além de corar pelo PAS, pode ser facilmente demonstrada pelo
método de impregnacdao pela prata e, em 1954 Webb & Calhoun coraram,
com a prata, a membrana basal de 13 cdes SRD de machos e fémeas. A
espessura da membrana basal do dorso direito (DD), evidenciada pela
morfometria, nos machos, foi de 0,92 a 1,03 nm, e nas fémeas de 0,74 a
1,19 mm, ambos com um e 60 dias de idade. Banks (1992), utilizando o
microscopio eletrénico, determinou a espessura da membrana basal entre
0,05 a 0,07 um. Esta desigualdade de valores pode ser atribuida a

diferenca na metodologia de obtencédo da medida.
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Figura 8— Membrana basal (seta) entre a epiderme e a derme. PAS 400x

Os cortes transversais do foliculo piloso observados na
pele de 100% dos recém-nascidos mostraram varias unidades foliculares
pilosas, algumas unidades mudltiplas de foliculos pilosos e complexos
apopilossebaceos. Durante o processo de crescimento dos filhotes
ocorreram diminuicdo gradativa destas unidades foliculares pilosas e
aumento quantitativo das unidades multiplas de foliculos pilosos e
complexo apopilossebaceos (Figura 9 e 10). Tais achados estdo em
concordancia com as observacotes feitas por Muller et al. (1985) e Scott

Figura 9 — Fotomicrografia dos foliculos pilosos (seta azul), Glandulas sebaceas
(seta vermelha) e apdécrinas (seta lilas) da derme do cdo neonato com um dia de
vida. Tricrémico de Masson 125x
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Figura 10 — Fotomicrografia de trés complexos i)opilossebéceos da derme
superficial do céo filhote com 70 dias de idade. HE 250x

No corte longitudinal dos foliculos pilosos dos recém-
nascidos (antes de completarem 24 horas de vida), verificouse a
presenca de um pélo em cada foliculo piloso. Aos 10 dias de vida,
possuiam dois pélos emergindo na abertura folicular comum. Com a
maturidade dos animais, os pélos foram arranjados em grupos de dois,
trés e quatro, havendo predominancia dos dois ultimos grupos aos 60 dias
de vida (Figuras 11 e 12). Estas observacfes sdo semelhantes as citadas
por Lovell & Getty (1957), mas diferentes das de Muller et al. (1985), que
observaram mais de um pélo em cada foliculo somente em animais com

dez semanas de vida.
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Figura 11— Fotomicrografia de dois foliculos pilosos (setas) emergindo em ume
abertura comum do céo filhote com 10 dias de idade. PAS 400x

Figura 12 — Fotomicrografia de quatro foliculos pilosos (setas) emergindo em uma
abertura comum do céo filhote com 60 dias de idade. PAS 400x

Os foliculos pilosos, seccionados na altura dos ductos das
glandulas sebaceas ou acima destes, reagiram pouco ao PAS. Mas, 0s
foliculos pilosos seccionados abaixo dos ductos das glandulas sebaceas,
as glandulas apdcrinas, os musculos eretores dos pélos, os vasos e a
membrana basal, tiveram reagao bem evidente ao PAS (Figura 13 e 14),
0 que também sugere a presenca de glicogénio no citoplasma destas
células. Esta coloracdo e a presenca de polissacarideos neutros nestas
estruturas foram citadas por Ham (1967), Muller et al. (1985), Banks
(1992), Scott et al. (1996), Gross et al. (1997), Junqueira & Carneiro
(1999) e Gartner & Hiatt (1999).
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Figura 13 — Fotomicrografia dos foliculos pilosos, glandulas sebaceas e apocrinas
do cé@o neonato de um dia de vida. Derme superficial (seta azul) coloragdo pouco
evidente e derme profunda (seta vermelha) coloracdo bem evidente devido a
presencade glicogénio nestas célu. PAS 25Xlas
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Figura 14 — Fotomicrografia dos foliculos pilosos, glandulas sebaceas e apdcrinas
do cdo filhote de 70 dias de idade. Derme superficial (seta azul) coloragdo pouco
evidente e derme profunda (seta vermelha) coloracdo bem evidente, devido a

presencade glicogénio nestas células. PAS 250X

34
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As fibras colagenas, nos recém-nascidos, sdo finas
onduladas, sem ramificaces, frouxamente arranjadas, distribuidas de
forma irregular e em pouca quantidade. Nas biopsias dos animais, com
idade avancada, observaram-se aumento gradativo da quantidade e
espessamento das fibras (Figura 15 e 16), corroborando as observacdes
de Banks (1992), Scott et al. (1996), Junqueira & Carneiro (1999), Bacha
Jr. & Bacha (2000). Quando compararam-se 0s animais com 70 dias de
idade com os neonatos, perceberam-se que nos ultimos as fibras eram
mais finas e esparsas. Estas afirmagbes sado comprovadas pela
morfometria da espessura das fibras colagenas da derme superficial (ds)
e derme profunda (dp), do dorso direito, que variou de 1,95 a 9,64 um
para ds e 1,55 a 12,05 um para dp dos filhotes machos e, 2,29 a 11,72um
para ds e 2,18 a 10,15 um para dp dos filhotes fémeas, ambos com um e
60 dias de idade respectivamente. Banks (1992) afirmou que o diametro
dos feixes desordenados das fibras colagenas é de 1 a 12 pm, valores
muito préximos dos encontrados neste estudo. Entretanto, o autor ndo

citou a idade nem o sexo dos animais.
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Figura 15 — Fotomlcrografla das fibras colagenas (cor azul) do cdo neonato de um
dia de vida. Tricrémico de Masson 250x
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Figura 16 — Fotomicrografia das fibras colagenas (cor azul) do céo filhote de 70 dias
de idade. Tricromico de Masson 250x

As fibras elasticas, dos recém-nascidos, apresentaram-se
finas, e foram se espessando com o envelhecimento dos animais. Em
toda derme, foram observadas fibras ramificadas, fragmentadas como
filamentos na vista longitudinal, com aspecto ondulado em formato de
sacarrolhas ou pontos descontinuos na vista transversal. Estes achados
foram semelhantes aos citados por Junqueira & Carneiro (1999) mas
diferiram dos mencionados por Scott et al. (1996), que descreveram as
fibras elasticas sem ramificacdes. As fibras elasticas estavam sempre
envolvendo os foliculos pilosos e foram observadas em maior nimero
nestes locais do que em outras partes da derme. A coloracdo de calleja
sem permanganato de potassio permitiu a visualizagao nitida destas fibras
(Figura 17 e 18). Frank et al. (1996) observaram que as fibras elasticas de
céo adulto, macho e fémea, sdo finas na derme superficial e grossas na
derme profunda, e estes achados foram semelhantes aos observados no
presente estudo.

A morfometria das fibras elasticas do dorso direito, dos
filhotes machos variou de 0,73 a 4,19 mm, e nos filhotes fémeas de 0,72 a
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4,33 mm, ambos com um e 60 dias de idade respectivamente, indicando

um aumento progressivo da espessura destas fibras.
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Figura 17 — Fotomicrografié das fibras elasticas (setas) da derme do céo neonato
de um dia de vida. Calleja sem permanganato de potassio 400x
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Figura 18 — Fotomcrografia das fibras elasticas (setas) da derme do céo filhote
com 70 dias de idade. Calleja sem permanganato de potassio 400x

As fibras reticulares mostraram-se finas, ramificadas e
estdo associadas as membranas basais e adjacentes as glandulas
sebaceas e apocrinas, e aos vasos e formam uma trama delicada em

volta dos musculos eretores dos pélos. A escolha da prata para coloracéo,
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conforme sugerido por Banks (1992), Scott et al. (1996) e Junqueira &
Carneiro (1999), fundamentou-se na afinidade deste corante pelas fibras
reticulares. Tal propriedade produz uma imagem nitida da estrutura
observada ao microscopio Optico (Figura 19 e 20), sendo também
mencionada por Montes et al. (1980). A histometria evidenciou o
espessamento das fibras reticulares do dorso direito a medida que a
idade dos filhotes aumentava. A espessura nos machos foi de 1,45 a 1,98
mm, e nas fémeas de 1,01 a 1,98 nm, ambos com um e 60 dias de idade.

Figura 19 — otomicrgrafia das fibras reticulares (setas) da derme profunda do céo
neonato com um dia de vida. Reticulina 250x

Figura 20 — Fotomicrografla das fibras rticulares (setas) a derme profunda do céo
filhote com 70 dias de idade. Reticulina 250x
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No presente trabalho, verificou-se a presenca de
mastocitos em toda derme, principalmente em volta dos vasos
sanguineos (Figura 21 e 22), conforme também observada por Emerson &
Cross (1965), Figueiredo (1979), Jain (1993), Pinto (1993), Scott et al.
(1996), Gartner & Hiatt (1999) e Bacha Jr. & Bacha (2000). Os mastocitos,
corados pelo vermelho congo-azul de toluidina acidificada, apresentaram-
se como células arredondadas ou ovais, com citoplasma de cor purpura e
granulos grandes metacromaticos, nucleo central arredondado ou oval de
cor escura. Estes achados também foram visualizados por Tarpley et al.
(1984). Na primeira biépsia dos recém-nascidos (menos de um dia de
vida), foram observados por campo, na derme do dorso direito, de um a
21 mastocitos nos filhotes machos e de um a 19 mastécitos nos filhotes
fémeas. Nas bidpsias dos animais com 70 dias de vida, observaram-se de
um a 15 mastécitos nos filhotes machos e de dois a 16 mastocitos nos
filhotes fémeas. Estes dados diferiram daqueles citados por Muller et al.
(1985), que encontraram 4 a 12 mastocitos por campo, de grande
aumento, em céaes, embora os autores nédo tenham especificada a idade
nem o sexo do animal. Resultados diferentes foram relatados por Welle et
al. (1999) que detectaram densidade média de 31,2 mastocitos/mm? na
derme de 13 caes saudaveis. Banks (1992) afirmou que os mastécitos
séo frageis, rompem facilmente e os granulos raramente sdo preservados.
No presente trabalho ndo foram evidenciados, em todas as amostras, 0
rompimento da membrana dos mastocitos e a ndo preservacao dos
granulos, durante a realizacdo das técnicas de preparacoes histologicas.
Constataram-se grandes concentracdes de mastocitos nos fragmentos de
pele, fato também observado por Silveira (1988). A localizacdo dos
mastocitos, no presente experimento, foi semelhante a registrada por
Lavielle et al. (1985), apesar destes autores terem trabalhado com bovino.
Scott (1990) descreveu a presenca de mastdcitos na epiderme e na
bainha folicular externa de gatos. No presente trabalho, constatou-se a

existéncia de mastdcitos na papila dérmica do foliculo piloso (Figura 23 e
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24) em 1,79%, das laminas (16 amostras) coradas pelo vermelho congo-
azul de toluidina acidificada. Os mastdcitos concentram-se no apice da
papila dérmica, e esta observacéo foi possivel, pelo fato de trabalhar com
896 amostras nesta coloracdo. Nao foi encontrado nenhum trabalho com
esta citacdo na literatura consultada. Paus et al. (1994) e Maurer et al.
(1995) sugerem que os produtos secretdrios dos mastdcitos estimulam o
crescimento do pélo em Murine, e afirmam que ha necessidade de
estudar e analisar o potencial dos mastocitos na regulagdo do
crescimento do pélo, porque pouco se sabe da sua funcao fisioldgica.
Estes autores constataram a presenca dos mastocitos em volta dos
foliculos pilosos. Em decorréncia destas afirmacdes, provavelmente os
mastoécitos na papila dérmica do foliculo piloso estdo envolvidos na

regulacéo do crescimento do pélo.
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Figura 21 — Fotomicrografia dos mastocitos (setas) na derme do céo neonato de um dia
de vida. Vermelho do congo-azul de toluidina acidifcada 125x
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Figura 22 - Fotomicrografia dos mastocitos (setas) em volta do vaso sangiiineo do céo
filhote com 30 dias de idade. Vermelho congo-azul de toluidina acidificada 1000x

Figura 23 — Fotomicrografia dos mastécitos na papila dérmica do foliculo piloso (setas)
do cdo neonato de 30 dias de vida. Vermelho congo-azul de toluidina acidificada 250x
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Figura 24 — Fotomicrografia dos mastocitos na paila dérmica (setas) do foliculo piloso
do céo neonato de 30 dias de vida. Vermelho congo-azul de toluidina acidificada 1000x

Mesmo nao havendo distribuicdo uniforme dos eosinéfilos
na derme, foi possivel realizar sua quantificacdo. Os eosinofilos foram
corados pelos HE e vermelho congo-azul de toluidina acidificada. Sendo
encontrados 135 eosindfilos em 13,39% dos fragmentos (60 amostras de
um pool de 448) dos filhotes machos e 98 eosinoéfilos em 10,49% dos
fragmentos (47 amostras de um pool de 448) dos filhotes fémeas, ambos
corados pelo HE. Pela coloracdo especial, foram encontrados 13
eosinofilos em 2,68% dos fragmentos (12 amostras de um pool de 448)
dos filhotes machos e 47 eosindfilos em 4,91% dos fragmentos (22
amostras de um pool de 448) dos filhotes fémeas de um a 70 dias de
idade. Os eosindfilos, corados pelo HE, mostraram-se como células
pequenas, de citoplasma rosa, com granulos escuros, nucleo preto e
bilobulado, conforme também demonstrados por Gartner & Hiatt (1999) e
Bacha Jr. & Bacha (2000). Os corados pelo vermelho congo-azul de
toluidina acidifica apresentaram-se como células grandes, de citoplasma

marron claro, com granulos grandes de cor marron escuro e nucleo azul
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escuro em forma de ferradura. Tais achados foram diferentes dos
encontrados por Tarpley et al. (1984). Estes autores trabalharam com
amostras de intestino de equino, e os eosindfilos foram corados de
amarelo-laranja e os granulos de cor amarelo-laranja e laranja brilhante.
Ham (1967), Silveira (1988), Wilkie et al. (1990), Banks (1992), asseveram
gue a eosinofilia ocorre nos fenbmenos alérgicos, anafilaticos e de
hipersensibilidade. Esta afirmativa explica a pouca quantidade de
eosinofilos encontrada na pele dos filhotes no presente estudo, e por que
estes estavam clinicamente saudaveis e com parasitose controlada. Este

controle foi realizado com vermifugo, carrapaticida e manejo adequado.

5.4. Andlise dos parametros obtidos na histometria

Os valores da espessura da epiderme (camada
granulosa, espinhosa e germinativa), da membrana basal da epiderme,
das fibras colagenas da derme superficial (ds) e derme profunda (dp), das
fibras elasticas da derme, das fibras reticulares da derme profunda do
dorso direito 1 (DD;), dos machos (M) e fémeas (F) de um, 20, 40 e 60

dias de idade, observados na histometria, estdo descritos na tabela 1.



Tabela 1 — Médias e desvio-padrao (D. padrdo) obtidos pela histometria em
micra (mm) da espessura da epiderme (camada granulosa,
espinhosa e germinativa), da membrana basal da epiderme, das
fibras reticulares da derme profunda, das fibras elasticas da
derme, das fibras colagenas da derme superficial (ds) e derme
profunda (dp) do dorso direito 1 (DD,), dos machos (M) e fémeas
(F) de um, 20, 40 e 60 dias de idade

Componentes Dia 1 Dia 20 Dia 40 Dia 60
Histol6gicos
dapele Estatistica M F M F M F M F
Epiderme Média 15,04 14,24 | 13,61 14,32 | 14,93 14,10 | 14,13 14,59
D. padréo 285 222|238 521 | 250 244 | 139 345
Membrana Média 098 095 | 097 09 | 1,00 0,97 | 0,99 0,99
basal D. padréo 0,05 0,07 | 0,04 005 | 0,03 0,03 | 005 0,07
Fibras Média 164 167 | 1,73 159 | 1,75 164 | 1,86 1,65

reticulares dp | D. padréo 0,15 025 | 0,24 0,25 | 0,10 0,23 | 0,11 0,30

Fibras Média 0,97 1,08 1,33 1,34 | 225 1,98 | 3,03 2,58
elasticas da | D. padrédo 0,19 0,35 0,23 0,33 0,52 0,60 0,54 0,69

derme

Fibras Média 275 311 | 418 451 | 6,39 254 | 7,22 7,76
colagenas ds | D. padrao 0,55 0,48 | 0,77 124 | 1,89 0,67 1,16 1,59
Fibras Média 373 331|638 491 | 833 683 | 9,17 7,95

coladgenas dp | D. padrédo 1,22 0,76 1,67 0,99 2,14 1,91 1,62 1,17

As médias mostradas na tabela 1 foram utilizadas para a

confeccdo das figuras de numero 25 até 30 e tabelas 2 até 7.



Os dados da tabela 2 mostraram que, idade, sexo e a
interacdo entre estes, assim como, a influéncia de animais dentro do mesmo
sexo ndo apresentaram significancia (p>0,05), para a espessura da epiderme
(camada granulosa, espinhosa e germinativa) do dorso dreito 1 (DD;) dos
animais machos (M) e fémeas (F) de um, 20, 40 e 60 dias de idade. Embora
ndo tenha significancia estatistica, observou-se que, o0s machos
apresentaram maior varia¢cdo no periodo analisado, conforme mostra a figura

25.

Tabela 2 — Valores en micra, da espessura da epiderme do dorso direito 1 (DD,) de
machos (M) e fémeas (F) de um, 20, 40 e 60 dias de idade

Fonte de Variacao GL SQ QM F Pr<F
Sexo 1 0,368 0,368 0,03 0,8601
Idade 3 7,232 2,411 0,30 0,8272
Linear de idade 1 0,114 0,114 0,01 0,9060
Quadrat. de idade 1 1,919 1,919 0,24 0,6279
Idade * sexo 3 13,964 4,655 0,57 0,6336
Animal / sexo 26 301,799 11,608 1,43 0,1150
Erro 78 632,238 8,106
Correcgdao total 111 955,602
p > 0,05 n&o significativo
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Figura 25 — Médias por sexo, expressas em micra, da espessura da epiderme do
dorso direito 1 (DDy) dos animais de um, 20, 40 e 60 dias

Quanto a espessura da epiderme, os machos apresentaram
maior variagcdo no periodo analisado, e as fémeas espessamento linear até
0s 60 dias de idade.



Analisando a Tabela 3, verificou-se diferenca significativa
somente para o efeito linear de idade (p<0,05), referente a espessura da
membrana basal da epiderme do dorso direito 1 (DD3). Embora os
machos tenham apresentado uma maior variabilidade, verificou-se que
nos machos e fémeas houve o0 espessamento da membrana basal do
nascimento até os 60 dias de idade, o que pode ser visualizado na figura
26.

Tabela 3 —Valores em micra, da espessura da membrana basal da epiderme do dorso direito
1 (DDs1), de machos (M) e fémeas (F) de um, 20, 40 e 60 dias de idade

Fonte de variagédo GL SQ QM F Pr>F
Sexo 1 0,007 0,007 3,13 0,0885
Idade 3 0,012 0,004 1,44 0,2381
Linear de idade 1 0,012 0,012 4,24 0,0428*
Quadrat de idade 1 0,000 0,000 0,02 0,8859
Idade * sexo 3 0,006 0,002 0,70 0,5557
Animal / sexo 26 0,055 0,002 0,76 0,7770
Erro 78 0,215 0,003

Correcgdao total 111 0,294

*p < 0,05 diferenca significativa
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Figura 26 — Médias por sexo, expressas em micra, da espessura da
membrana basal da epiderme do dorso direito 1 (DD;) dos animais de um, 20,
40 e 60 dias

Houve espessamento da membrana basal da epideme nos
machos e fémeas desde o nascimento até os 60 dias de idade, mas, 0s

machos apresentaram maior variabilidade na espessura.



47

A espessura das fibras colagenas da derme superficial, em
funcdo da idade, linear de idade e a interacdo sexo-idade, mostrou diferenca
significativa. Também houve diferenca significativa entre sexo, quadratico de
idade e animais dentro do mesmo sexo (Tabela 4). Nos animais machos, as
fibras tém espessamento linear com relacdo ao tempo e espessura. Nas
fémeas, no inicio ha espessamento das fibras, seguido de declinio e

posterior espessamento acelerado, conforme mostra a figura 27.

Tabela 4 — Valores em micra, da espessura das fibras colagenas da derme superficial do
dorso direito 1 (DD1) de machos (M) e fémeas (F) de um, 20, 40 e 60 dias de

idade
Fonte de variagéo GL SQ QM F Pr>F
Sexo 1 12,072 12,072 6,45 0,0174*
Idade 3 309,912 103,304 90,72 < 0,0001**
Linear de idade 1 267,210 267,210 234,66 < 0,0001**
Quadrat. de idade 1 17,960 17,960 15,77 0,0002*
Idade * sexo 3 95,516 31,839 27,96 < 0,0001**
Animal / sexo 26 48,689 1,873 1,64 0,0486*
Erro 78 88,819 1,139
Correcdo total 111 555,008
*p < 0,05 diferenca significativa **p < 0,01 diferenca altamente significativa
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Figura 27 — Médias por sexo, expressas em micra, da espessura das
fibras colagenas da derme superficial (ds) do dorso direito 1 (DD,) dos
animais de um, 20, 40 e 60 dias

Nas fémeas, no inicio, houve espessamento das fibras,
seguido de declinio e posterior espessamento acelerado. Nos animais
machos, as fibras tém espessamento linear com relacdo ao tempo e

espessura.



O efeito da idade, linear de idade, sexo, quadréatico de idade,

interacdo sexo-idade e animal dentro do mesmo sexo, foi significativo, para

a espessura das fibras coldgenas da derme profunda (Tabela 5). Observa-

se na figura 28, que a espessura das fibras, tanto nos machos como nas

fémeas possuem crescimento semelhante, com os valores médios nos

machos, um pouco maior do que nas fémeas.

Ha

tendéncia de

espessamento destas fibras com o0 amadurecimento dos animais.

Tabela 5 —Valores em micra, da espessura das fibras colagenas da derme profunda (dp) do
dorso direito 1 (DD;), de machos (M) e fémeas (F) de um, 20, 40 e 60 dias de

idade
Fonte de variagdo GL SQ QM F Pr>F
Sexo 1 36,996 36,996 10,17 0,0037*
Idade 3 417,841 139,280 77,55 < 0,0001**
Linear de idade 1 407,854 407,854 227,10 < 0,0001**
Quadrat. de idade 1 9,183 9,183 5,11 0,0265*
Idade * sexo 3 5,365 1,788 1,00 0,3994
Animal / sexo 26 94,537 3,636 2,02 0,0091*
Erro 78 140,081 1,796
Correcao total 111 694,820
*p < 0,05 diferenca significativa **p < 0,01 diferenca altamente significativa
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Figura 28 — Médias por sexo, expressas em micra, da espessura das fibras
coladgenas da derme profunda (dp) do dorso direito 1 (DD;) dos animais de um,
20, 40 e 60 dias

Tanto nos machos quanto nas fémeas as fibras possuem

crescimento semelhante, e tem tendéncia de espessar-se com a maturidade

dos animais.
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Os dados obtidos pela analise de variancia (Tabela 6),
permitiram verificar a diferenca significativa (p<0,05 e p<0,01) dos efeitos de
idade, linear de idade, quadréatico de idade, interacdo sexo-idade e animal
dentro do mesmo sexo, para a espessura das fibras elasticas da derme.
Ficaram comprovados, que as fibras tanto de macho quanto de fémea, no
decorrer do tempo, apresentaram 0 mesmo comportamento. Neste caso, até
aos 20 dias de vida, a espessura das fibras, nas fémeas, foi ligeiramente
maior que a dos machos. Ap6s aos 20 dias de vida, a espessura das fibras
elasticas da derme dos animais machos, foi maior que a das fémeas (Figura
29).

Tabela 6 —Valores em micra, da espessura das fibras elasticas da derme do dorso direito 1
(DD,), de machos (M) e fémeas (F) de um, 20, 40 e 60 dias de idade

Fonte de variagédo GL SQ QM F Pr>F
Sexo 1 0.,633 0,633 1,80 0,1912
Idade 3 53,823 17,941 106,20 <0,0001**
Linear de idade 1 52,363 52,363 309,95 <0,0001**
Quadrat. de idade 1 1,041 1,041 6,16 0,0152*
Idade * sexo 3 1,403 0,468 2,77 0,0472*
Animal / sexo 26 9,139 0,352 2,08 0,0071*
Erro 78 13,177 0,169
Correcao total 111 78,176
*p < 0,05 diferenca significativa **p < 0,01 diferenca altamente significativa
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Figura 29 — Médias por sexo, expressas em micra, da espessura das fibras
elasticas da derme do dorso direito 1 (DD1) dos animais de um, 20, 40 e 60 dias

Houve espessamento linear das fibras, tanto nos machos

guanto nas fémeas, no decorrer do tempo.



No estudo da espessura das fibras reticulares da derme
profunda, verificaram-se que somente os efeitos linear de idade e a interacdo
idade e sexo e animal dentro do mesmo sexo foram significativos (Tabela 7).
Observou-se que 0s machos apresentaram um espessamento maior das
fiboras ao longo do periodo de avaliagdo, enquanto que as fémeas
apresentaram uma evidéncia de constancia quanto a espessura das mesmas
(Figura 30).

Tabela 7 — Valores em micra, da espessura das fibras reticulares da derme profunda do
dorso direito 1 (DD,), de machos (M) e fémeas (F) de um, 20, 40 e 60 dias de

idade

Fonte de variagédo GL SQ QM F Pr>F
Sexo 1 0,311 0,311 3,32 0,0802
Idade 3 0,170 0,057 2,52 0,0644
Linear de idade 1 0,153 0,153 6,79 0,0110*
Quadrat de idade 1 0,017 0,017 0,75 0,3878
Idade *sexo 3 0,229 0,076 3,39 0,0221*
Animal / sexo 26 2,437 0,094 4,16 < 0,0001**
Erro 78 1,759 0,023
Correcgdao total 111 4,906
*p < 0,05 diferencga significativa **p < 0,01 altamente significativo
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Figura 30 — Médias por sexo, expressas em micra, da espessura das fibras
reticulares da derme profunda do dorso direito 1 (DD;) dos animais de um, 20,
40 e 60 dias

Os machos apresentaram um espessamento maior das fibras
do nascimento até os 60 dias, e as fémeas mostraram evidéncia de
constancia quanto a espessura das mesmas.
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Os valores obtidos na avaliacao histométrica da espessura da
epiderme (camadas granulosa, espinhosa e germinativa), da membrana
basal, das fibras reticulares da derme profunda, das fibras elasticas da
derme, das fibras colagenas da derme superficial (ds) e derme profunda (dp),
na pele do dorso e do ventre dos cdes aos 60 dias de idade, estdo
detalhados na tabela 8.

Tabela 8 — Médias e desvio-padrdo obtidos pela histometria em micra (nmm),
da espessura da epiderme (camadas granulosa, espinhosa e
germinativa), da membrana basal da epiderme, das fibras
reticulares da derme profunda, das fibras elasticas da derme, das
fibras colagenas da derme superficial (ds) e da derme profunda
(dp), do dorso direito 1 (DD1) e ventre direito 1 (VD1), de machos
(M) e fémeas (F) de 60 dias de idade

Dias 60
Macho Fémea

Componentes DD, VD, DD, VD,
histologicos da pele [Estatistica
Epiderme Media 14,13 14,29 | 1459 | 13,39

Desvio-padréo 1,39 2,13 3,45 1,54
Membrana basal Média 0,99 1,04 0,99 1,00

Desvio-padréo 0,05 0,05 0,07 0,12
Fibras reticulares da |Média 1,86 1,92 1,65 1,86
dp Desvio-padréo 0,11 0,27 0,30 0,16
Fibras elasticas da Média 3,03 1,96 2,58 2,18
derme Desvio-padréo 0,54 0,22 0,69 0,41
Fibras colagenas da |[Média 7,22 9,33 7,76 8,26
ds Desvio-padréao 1,16 1,72 1,59 2,03
Fibras colagenas da |[Média 9,17 9,18 7,95 9,54
dp Desvio-padréao 1,62 1,43 1,17 1,66
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Observando a espessura da epiderme (camadas granulosa,
espinhosa e germinativa), da membrana basal das fibras colagenas da
derme superficial e derme profunda, dos fragmentos provenientes do dorso
direito 1 (DD1) e do ventre direito 1 (VD1), dos animais machos e fémeas de
60 dias de idade, verificou-se que ndo houve diferencga significativa para os

dados obtidos na andlise de variancia. (Tabelas 9,10,11 e 12).

Tabela 9 — Valores em micra, da espessura da epiderme (camadas granulosa, espinhosa e

germinativa) do dorso direto 1 (DD,) e ventre direito 1 (VD,), de machos (M) e
fémeas (F) de 60 dias de idade

Fonte de variagéo GL SQ QM F Pr>F
Sexo 1 0,667 0,667 0,11 0,7408
Local 1 3,770 3,770 0,82 0,3744
Local * sexo 1 6,480 6,480 1,40 0,2468
Animal / sexo 26 155,083 5,965 1,29 0,2590
Erro 26 120,011 4,616

Correcdo total 55 286,011

p > 0,05 ndo significativo

Tabela 10 — Valores em micra, da espessura da membrana basal da epiderme do dorso
direito 1 (DDy) e ventre direito 1 (VD1), de machos (M) e fémeas (F) de 60 dias

de idade

Fonte de variagédo GL SQ QM F Pr>F
Sexo 1 0,004 0,004 0,57 0,4562
Local 1 0,009 0,009 2,04 0,1652
Local * sexo 1 0,008 0,008 1,71 0,2026
Animal / sexo 26 0,195 0,007 1,70 0,0920
Erro 26 0,115 0,004

Corregéao total 55 0,330

p > 0,05 ndo significativo

N&o houve diferenca no espessamento da epiderme nem da
membrana basal do dorso direito e ventre direito dos animais machos e

fémeas.



Tabela 11 — Resultado da avaliacdo dos valores em micra, da espessura das fibras
colagenas da derme superficial (ds) do dorso direito 1 (DD,) e ventre direito 1
(VD,), de machos (M) e fémeas (F) de 60 dias de idade

Fonte de variagéo GL SQ QM F Pr>F
Sexo 1 0,988 0,988 0,45 0,5077
Local 1 23,842 23,842 7,24 0,1223
Local * sexo 1 8,944 8,944 2,72 0,1113
Animal / sexo 26 56,952 2,190 0,67 0,8474
Erro 26 85,595 3,292

Correcdo total 55 176,322

p > 0,05 nao significativo

Tabela 12 — Resultado da avaliacdo dos valores em micra, da espessura das fibras
colagenas da derme profunda (dp) do dorso direito 1 (DD;) e ventre direito 1
(VD,), de machos (M) e fémeas (F) de 60 dias de idade

Fonte de variacao GL SQ QM F Pr>F
Sexo 1 2,602 2,602 1,69 0,2050
Local 1 8,840 8,840 3,11 0,0898
Local * sexo 1 8,730 8,730 3,07 0,0917
Animal / sexo 26 40,016 1,539 0,54 0,9383
Erro 26 74,015 2,847

Correcao total 55 134,203

p > 0,05 néo significativo

Quanto a espessura das fibras colagenas das dermes
superficial e profunda do dorso direito e ventre direito dos animais machos e

fémeas, ndo houve diferenca de espessamento entre as fibras.



No estudo comparativo, das amostras de pele dos filhotes
aos 60 dias de idade, o local de colheita, dorso direito e ventre direito,
apresentou diferenca significativa para as variaveis espessura das fibras
reticulares da derme profunda e fibras elasticas da derme (Tabela 13 e 14).
Ou seja, a espessura destes componentes foi maior na regiao dorsal.

Tabela 13 — Resultado da avaliacdo dos valores em micra, da espessura das fibras

reticulares da derme profunda do dorso direito 1 (DD;) e ventre direito 1
(VD,), de machos (M) e fémeas (F) de 60 dias de idade

Fonte de variacao GL SQ QM F Pr>F
Sexo 1 0,242 0,242 4,07 0,0541
Local 1 0,252 0,252 6,45 0,0174*
Local * sexo 1 0,090 0,090 2,29 0,1422
Animal / sexo 26 1,545 0,059 1,52 0,1463
Erro 26 1,017 0,039

Correcao total 55 3,146

*p > 0,05 diferenca significativa

As fibras reticulares da derme profunda do ventre direito das
fémeas sdo mais espessas do que as fibras do dorso direito dos machos.

Tabela 14 — Resultado da avaliagao dos valores em micra, da espessura das fibras elasticas
da derme do dorso direito 1 (DD;) e ventre direito 1 (VD,), de machos (M) e
fémeas (F) de 60 dias de idade

Fonte de variagdo GL SQ QM F Pr>F
Sexo 1 0,191 0,191 0,65 0,4278
Local 1 7,659 7,659 39,32 < 0,0001**
Local * sexo 1 1,588 1,588 8,15 0,0083*
Animal / sexo 26 7,651 0,294 151 0,1495
Erro 26 5,064 0,195

Correcéo total 55 22,153

*p > 0,05 diferenca significativa **p > 0,01 diferenca altamente significativa

As fibras elasticas da derme do dorso direito dos animais
machos sao mais espessas do que as fibras do ventre direito dos animais

fémeas.



6. CONCLUSOES

Nas condicdes em que este experimento foi realizado,
conclui-se que:
1) a pele hirsuta (derme e epiderme) dos neonatos possui 0S MesmMos
componentes observados na histologia da pele dos caninos adultos; foliculos
pilosos, glandulas sebaceas e apdcrinas, musculo eretor do pélo, vasos
sanguineos, linfaticos e nervos.
2) a camada germinativa exibe poucas células em atividade mitética por que
a colheita da amostra de pele foi realizada durante o dia.
3) os filhotes nascem com foliculo simples e com o amadurecimento do
animal, este foliculo tornase composto, arranjado em grupos de dois, trés e
quatro, sendo o grupo de quatro mais comum aos 60 dias de idade.
4) neonatos com 10 dias de vida possuem dois pélos emergindo na abertura
folicular comum de alguns foliculos pilosos.
5) os mastdcitos estdo presentes na derme, principalmente adjacentes aos
vasos sangulineos e também na papila dérmica do foliculo piloso.
6) os eosinofilos estdo presentes em pequena quantidade na derme.
7) a epiderme viva, a membrana basal, as fibras coldgenas das dermes
superficial e profunda e as fibras elasticas do dorso direito, dos filhotes
machos e fémeas, desde o nascimento até aos 60 dias de idade, espessam -
se com o0 amadurecimento dos animais.
8) as fibras coldgenas da derme profunda s&o mais espessas do que as da
derme superficial, desde o 1° até 60° dia de idade.
9) os machos apresentam um espessamento maior das fibras reticulares do

dorso direito, quando comparado com as fémeas.



10) a membrana basal do ventre direito dos filhotes machos de 60 dias de
idade é mais espessa do que a do dorso direito.

11) as fibras coldgenas, da derme superficial do ventre direito, sdo mais
espessas do que as fibras do dorso direito, e as fibras da derme profunda do
dorso direito sdo mais espessas do que as da derme superficial dos filhotes
machos de 60 dias de idade.

12) as fibras colagenas, da derme profunda do ventre direito, sdo mais
espessas do que as do dorso direito, dos filhotes fémeas de 60 dias de
idade.

13) as fibras coldgenas da derme profunda do ventre direito sdo mais
espessas do que as da derme superficial das fémeas de 60 dias de idade.
14) as fibras reticulares da derme profunda do ventre direito, dos filhotes
fémeas de 60 dias de idade, sdo mais espessas do que as do dorso direito.
15) as fibras elasticas da derme do dorso direito, dos filhotes machos de 60
dias de idade, sdo mais espessas do que as do ventre direito e também mais

espessas do que as das fémeas da mesma idade.
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Anexo 1 - Acompanhamento individual - MAE n°

Data:

Nome do animal:

Espécie: Raca: Idade:

Sexo: Pelagem: Peso:

Proprietario

Endereco: Fone:

Municipio: Local do exame:
EXAME FISICO

Temperatura °C Pulso

Freq. Cardiaca:

bpm Freq. Respiratéria

Estado de hidratacao:

mpm

Linfonodos:

TPC:

Palpacdo abdominal:

Auscultagao cardio-pulmonar:

Outros achados:

Alimentacéo

Vermifugacao: 12

23%-apos 12 dias

EXAME CLINICO

. Aparéncia geral

. Mucosas aparentes

. Pele e anexos

. Respiratério

. Céardio-vascular

. Gastro-intestinal

. Genito-urinario

. Neurolégico

. Locomotor

P OO~NOO OIS WNPE

0. Outros
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Anexo 2 - Acompanhamento individual - ...... Filhote macho n° mae n°___
fémea n° mae n°____

Data:

Nome do animal:

Espécie: Raca: Idade:

Sexo: Pelagem: Peso:

Proprietario

Endereco: Fone:

Municipio: Local do exame:

EXAME FiSICO

Temperatura °C Pulso

Freg. Cardiaca: bpm Freq. Respiratéria mpm

Estado de hidratagéo:
Linfonodos: TPC:

Palpacdo abdominal:

Auscultagéo cardio-pulmonar:

Outros achados:

Alimentacgao
Vermifugacao: 12
2%-apods 12 dias

EXAME CLINICO

. Aparéncia geral
. Mucosas aparentes
. Pele e anexos

. Respiratério
. Cardio-vascular
. Gastro-intestinal
. Genito-urinario

. Neurolégico
. Locomotor
0. Outros

P O0O~NOOITA~WNPRE

Clinico

assinatura




Anexo 3 - POR NINHADA DATA:

N° da mae

N° dos filhotes

Alimentacédo, vermifugos e vacinas dos filhotes

Idade dos filhotes

Alimentacao pastosa Data

14 dias de vida

Bomguynho mais racdo umida Data

20 dias de vida

Vermifugo ? Data 22 dias de vida
? apos 12 dias Data 34 dias de vida

Vacina ? Parvovac Data 45 dias de vida
? Polivalente Data 66 dias de vida

OBS:. as maes antes de parir recebiam ragdo granulada. Apés o parto racdo
granulada mais racdo umida. Foram vermifugadas na mesma época dos

seus filhotes.



Anexo 4 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mae-1 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida.

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos Filhotes [1° dia/g [3° dia/g |5° dia/g |7° dia/g |9° dia/g |11° dia/g|13° dia/g|15° dia/g|17° dia/g|19° dia/g|21° dia/g|23° dia/g|25° dia/g
1-1F 320 420 500 550 620 750 850 925 1100 1125 1150 1350 1475
1- 2M 360 400 480 520 600 685 775 825 900 1000 1100 1225 1275
1-3M 400 500 550 700 800 900 975 1075 1075 1275 1325 1625 1700
1-4F 400 500 550 700 800 850 925 1025 1125 1175 1300 1475 1550

Anexo 4 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mae-1 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

(continuacao)

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos filhotes [27° dia/g|[29° dia/g|31° dia/g 33° dia/g|35° dia/g|37° dia/g|39° dia/g|41° dia/g|43° dia/g|45° dia/g|47° dia/g|49° dia/g|51° dia/g
1-1F 1675 1850 2000 2250 2350 2500 2700 3025 3250 3700 3820 3940 4060
1-2M 1500 1700 1800 1925 2200 2400 2500 3050 3400 3800 4000 4200 4400
1-3M 2000 2200 2475 2600 2800 3100 3500 4050 4300 4700 5100 5400 5500
1-4F 1800 2100 2200 2450 2750 2925 3250 3625 4100 4250 4900 5200 5300

Anexo 4 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mae-1 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

(concluséo)

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas
dos filhotes [53° dia/g|55° dia/g|57° dia/g|59° dia/g|61° dia/g|63° dia/g 65° dia/g|67° dia/g|69° dia/g|70° dia/g

1-1F 4200 4350 4580 4800 5100 5250 5300 5650 5750 5800

1-2M 4510 4620 4730 4850 4850 4900 5100 5400 5720 5770

1-3M 5600 5700 5920 6200 6500 6900 6820 7200 7450 7570

1-4F 5410 5520 5630 5740 5850 5950 6100 6570 7000 7210

Legenda: 1 =mael
1F =filhote 1 Fémea
2M = filhote 2 Macho
3M = filhote 3 Macho
4F =filhote 4 Fémea



Anexo 5 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mae-2 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida.

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos filhotes |1° dia/g |3° dia/g [5° dia/g |7° dia/g |9° dia/g |11° dia/g|13° dia/g|15° dia/g|17° dia/g|19° dia/g|21° dia/g|23° dia/g|25° dia/g
2-1F 300 400 400 500 525 550 575 725 800 975 1125 1250 1280
2-2M 350 375 450 500 650 700 750 670 750 900 1075 1150 1260
2-3M 325 350 400 575 650 710 775 850 900 1075 1175 1160 1300
2-4F 350 350 425 525 550 600 700 700 700 800 975 1050 1050

Anexo 5 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mée-2 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

(continuacao)

Identificacdo

Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos filhotes |27° dia/g|29° dia/g|31° dia/g 33° dia/g|35° dia/g|37° dia/g|39° dia/g|41° dia/g|43° dia/g|45° dia/g|47° dia/g|49° dia/g|51° dia/g
2-1F 1450 1550 1730 2000 2060 2210 2410 2630 2850 3150 3350 3590 4030
2-2M 1460 1500 1600 1900 1950 2100 2250 2380 2570 2820 3000 3200 3430
2-3M 1470 1550 1680 2000 2040 2160 2270 2400 2590 2900 3000 3220 3450
2-4F 1200 1340 1500 1930 1980 2220 2400 2630 2860 3210 3450 3670 4240

Anexo 5 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mée-2 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

(concluséo)

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas
dos filhotes |53° dia/g|55° dia/g|57° dia/g|59° dia/g|61° dia/g|63° dia/g 65° dia/g|67° dia/g|69° dia/g|70° dia/g

2-1F 4050 4220 4400 4500 4700 4900 5100 5350 5480 5840

2-2M 3630 3810 3900 4010 4190 4370 4570 4800 4930 5290

2-3M 3700 3830 4000 4030 4200 4390 4600 4850 4980 5350

2-4F 4280 4550 4650 4760 5010 5260 5510 5700 6070 6440
Legenda: 2 =mae2

1F =filhote 1 Fémea
2M = filhote 2 Macho
3M = filhote 3 Macho
4F = filhote 4 Fémea



Anexo 6 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mae-3 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos filhotes [1° dia/g [3° dia/g [5° dia/g |7° dia/g |9° dia/g |11° dia/g|13° dia/g|15° dia/g|17° dia/g|19° dia/g|21° dia/g|23° dia/g|25° dia/g
3-1F 320 350 370 450 470 520 550 620 690 760 810 830 850
3-2M 320 350 380 470 540 570 650 730 810 890 910 960 1070
3-3M 290 330 360 430 500 520 560 620 680 760 840 880 1020
3-4F 300 360 410 500 580 620 700 780 860 940 1000 1050 1070

Anexo 6 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mée-3 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

(continuacao)

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos filhotes [27° dia/g|29° dia/g|31° dia/g 33° dia/g|35° dia/g|37° dia/g|39° dia/g|41° dia/g|43° dia/g|45° dia/g|47° dia/g|49° dia/g|51° dia/g
3-1F 960 1050 1210 1370 1530 1680 1810 1830 2220 2260 2540 2730 2810
3-2M 1200 1400 1570 1730 2000 2200 2420 2550 2740 2840 3170 3400 3600
3-3M 1140 1300 1480 1650 1830 2000 2190 2320 2810 2840 3200 3330 3550
3-4F 1250 1450 1590 1720 1970 2220 2400 2590 3100 3100 3460 3670 3740

Anexo 6 - Peso corpésreo em gramas de cada filhote da mae-3 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

(concluséo)

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 /48 horas em gramas
dos filhotes [53° dia/g|55° dia/g|57° dia/g|59° dia/g|61° dia/g|63° dia/g 65° dia/g|67° dia/g|69° dia/g|70° dia/g

3-1F 2950 3080 3200 3450 3800 4000 4200 4410 4550 4690

3-2M 3750 3900 4150 4450 4800 5030 5230 5580 5720 5870

3-3M 3670 3790 4100 4280 4660 4940 5220 5510 5700 5900

3-4F 3850 3960 4300 4520 4900 4900 4900 4900 5040 5430

Legenda: 3 =mae4
1F =filhote 1 Fémea
2M = filhote 2 Macho
3M = filhote 3 Macho
4F = filhote 4 Fémea



Anexo 7 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mée-4 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida.

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos filhotes | 1°dia/g | 3° dia/g | 5° dia/g | 7° dia/g | 9° dia/g |11° dia/g|13° dia/g|15° dia/g|17° dia/g|19° dia/g|21° dia/g|23° dia/g|25° dia/g
4-1F 410 420 440 510 590 670 810 890 960 1050 1150 1270 1410
4-2M 420 440 470 500 600 690 840 900 950 1160 1200 1300 1420
4 -3M 430 440 450 490 580 710 840 980 1030 1140 1220 1300 1480
4-4F 400 410 420 500 540 640 810 900 950 1060 1150 1220 1290

Anexo 7 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote de mde-4 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

(continuacao)

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos filhotes |27° dia/g|29° dia/g|31° dia/g 33° dia/g|35° dia/g|37° dia/g|39° dia/g|41° dia/g|43° dia/g|45° dia/g|47° dia/g|49° dia/g|51° dia/g
4-1F 1550 1800 1950 2200 2500 2800 3100 3370 3640 3770 3970 4180 4390
4-2M 1530 1750 1860 2130 2360 2690 2880 3100 3320 3550 3770 4000 4250
4 -3M 1660 1940 2020 2350 2630 2910 3190 3440 3690 3950 4200 4460 4800
4-4F 1360 1590 1700 2000 2220 2440 2650 2910 3180 3450 3670 3900 4180

Anexo 7 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mae-4 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

(concluséo)

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas
dos filhotes |53° dia/g|55° dia/g|57° dia/g[59° dia/g|61° dia/g|63° dia/g 65° dia/g|67° dia/g|69° dia/g|70° dia/g

4-1F 4600 4900 5200 5200 5200 5240 5600 5620 6000 6380

4-2M 4500 4500 4550 4600 4650 4700 4750 4850 5280 5550

4 -3M 5150 5270 5400 5410 5420 5710 6000 6200 6550 6850

4-4F 4450 4520 4600 4600 4640 4690 4710 4920 5300 5670

Legenda: 4 =mae4
1F =filhote 1 Fémea
2M = filhote 2 Macho
3M = filhote 3 Macho
4F =filhote 4 Fémea



Anexo 8 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mae-5 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos filhotes | 1° dia/g [3° dia/g [5° dia/g |7° dia/g | 9° dia/g |11° dia/g|13° dia/g|15° dia/g|17° dia/g|[19° dia/g|21° dia/g|23° dia/g|25° dia/g
5-1F 380 400 450 520 590 620 670 830 880 940 970 1000 1090
5-2M 380 410 430 490 550 590 630 740 790 900 980 1060 1140
5-3M 350 350 390 450 500 550 610 740 810 930 990 1050 1130
5-4F 330 350 370 420 480 530 580 690 750 840 900 960 1030

Anexo 8 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mae-5 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

(continuacao)

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos filhotes [27° dia/g[29° dia/g|31° dia/g 33° dia/g|35° dia/g|37° dia/g|39° dia/g|41° dia/g|43° dia/g|45° dia/g|47° dia/g|49° dia/g|51° dia/g

5-1F 1210 1340 1480 1620 1760 1950 2140 2320 2500 2615 2730 2935 3140

5-2M 1290 1450 1600 1840 2080 2320 2560 2795 3030 3270 3510 3745 3980

5-3M 1290 1450 1580 1790 2000 2150 2300 2535 2770 2810 2850 2995 3140

5-4F 1190 1360 1500 1690 1880 2080 2290 2580 2870 3165 3460 3730 4000

Anexo 8 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mae-5 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

(concluséo)

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos filhotes [53° dia/g|55° dia/g|57° dia/g [59° dia/g|61° dia/g|63° dia/g 65° dia/g|67° dia/g|69° dia/g|70° dia/g

5-1F 3440 3740 3980 4300 4550 4600 4750 2375 5500 5565

5-2M 4420 4880 5180 5450 5640 6020 6140 6585 7030 7250

5-3M 3540 3840 4180 4490 4790 5000 5120 5460 5800 6050

5-4F 4350 4670 4880 5230 5260 5670 5840 6080 6320 6685

Legenda: 5 =mae5
1F =filhote 1 Fémea
2M = filhote 2 Macho
3M = filhote 3 Macho
4F =filhote Fémea



Anexo 9 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mae-6 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida.

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos filhotes |1° dia/g |3° dia/g [5° dia/g | 7° dia/g | 9° dia/g |11° dia/g|13° dia/g|15° dia/g|17° dia/g|19° dia/g [21° dia/g|23° dia/g |[25° dia/g
6-1F 330 420 510 580 650 710 780 810 870 1000 1080 1200 1330
6 - 2M 350 430 480 520 580 660 710 750 800 900 1000 1160 1320
6 - 3M 390 460 540 580 650 740 800 850 910 1030 1210 1370 1530
6 - 4F 340 400 490 530 590 640 660 700 750 890 950 990 1040

Anexo 9 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mae-6 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida)

(continuacao)

Identificacdo

Ganho de peso do filhote em 48 /48 horas em gramas

dos filhotes |27° dia/g|29° dia/g|31° dia/g 33° dia/g|35° dia/g|37° dia/g|39° dia/g|41° dia/g|43° dia/g|45° dia/g [47° dia/g|49° dia/g |[51° dia/g
6-1F 1400 1570 1620 1680 1840 1930 2140 2330 2360 2590 2800 2870 3050
6 - 2M 1440 1470 1610 1750 1850 2070 2180 2400 2460 2660 2800 2980 3110
6 - 3M 1700 1850 2050 2250 2400 2550 2750 2890 3200 3360 3600 3760 4000
6 - 4F 1150 1240 1320 1400 1490 1550 1660 1800 1880 2000 2090 2270 2300

Anexo 9 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mae-6 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

(concluséo)

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas
dos filhotes |53° dia/g|55° dia/g|57° dia/g|59° dia/g|61° dia/g|63° dia/g 65° dia/g|67° dia/g|69° dia/g|70° dia/g

6-1F 3190 3280 3460 3660 3840 4030 4250 4440 4510 4580

6 - 2M 3200 3420 3680 3760 3920 4080 4180 4400 4500 4600

6 - 3M 4100 4320 4540 4680 4790 4900 5150 5440 5600 5750

6 - 4F 2320 2420 2530 2680 2790 2900 3000 3100 3150 3200

Legenda: 6 =mae6
1F =filhote 1 Fémea
2M = filhote 2 Macho
3M = filhote 3 Macho
4M = filhote 4 Fémea



Anexo 10 - Peso corpdreo em gramas de cada filhote da mée-7 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida.

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos filhites | 1° dia/g | 3° dia/g | 5° dia/g | 7° dia/g | 9° dia/g [11° dia/g|13° dia/g|15° dia/g|{17° dia/g|19° dia/g|21° dia/g|{23° dia/g|25° dia/g
7 -1F 310 410 490 540 610 740 840 910 1090 1110 1140 1340 1460
7 -2M 410 470 540 610 630 690 720 740 760 810 910 1000 1200
7 -3M 300 420 520 610 620 630 630 630 680 770 910 1060 1210
7 -4F 350 410 470 510 570 600 680 740 790 810 890 975 1050

Anexo 10 - Peso corpdreo em gramas de cada filhote da mée-7 ao nascer e a cada dois dias durante os primeiros 70 dias de vida

(continuacao)

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas

dos filhotes [27° dia/g|29° dia/g|31° dia/g 33° dia/g|35° dia/g|37° dia/g|39° dia/g|41° dia/g|43° dia/g|45° dia/g|47° dia/g|49° dia/g|51° dia/g

7-1F 1660 1840 1990 2240 2340 2490 2680 3010 3240 3690 3810 3930 4050

7 -2M 1490 1630 1760 2160 2450 2730 3040 3240 3480 3790 4100 4410 4730
7 -3M 1490 1730 1890 2260 2620 2950 3240 3520 3800 4150 4510 4860 5210
7 -4F 1200 1340 1500 1930 1980 2220 2400 2630 2860 3210 3450 3670 4240

Anexo 10 - Peso corpéreo em gramas de cada filhote da mae-7 ao nascer e a cada dois durante os primeiros 70 dias de vida

(concluséo)

Identificacdo Ganho de peso do filhote em 48 / 48 horas em gramas
dos filhotes [53° dia/g|55° dia/g|57° dia/g|59° dia/g|61° dia/g|63° dia/g 65° dia/g|67° dia/g|69° dia/g|70° dia/g

7 -1F 4190 4340 4570 4800 5100 5250 5300 5650 5750 5800

7 -2M 5050 1090 5260 5540 5860 6190 6490 6790 7090 7400

7 -3M 5550 5760 6000 6200 6480 6770 7070 7370 7670 7980

7 -4F 4280 4550 4650 4770 5010 5260 5510 5700 6070 6450

Legenda: 1 =mae7
1F =filhote 1 Fémea
2M = filhote 2 Macho
3M = filhote 3 Macho
4M = filhote 4 Fémea
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Anexo 11 )
RETICULO (RETICULINA)

[

. Xilol, &lcool, 4gua de torneira — 30", 4gua destilada 30"
2. Permanganato de potéssio 0,25% ou 0,30% - 5
(colocar no frasco e reutilizar)
3. Agua de torneira, agua destilada
4. Acido Oxalico 5% - 1’ (até clarear)
(colocar no frasco e reutilizar)
5. Agua torneira 30” , 4gua destilada 30 “
6. Sulfato férrico amoniacal 3% - 3’
(colocar no frasco e reutilizar)
7. Agua torneira 2', agua destilada 30"
8. Solucéo de nitrato de prata 5% (guardado na geladeira)
preparar na hora de usar
5 ml de nitrato de prata 5% (geladeira)
+
5 gotas de hidroxido de sodio 10% (mexer bem para misturar)
5 gotas de amoniaco (colocar gota a gota) até que o precipitado fique no fundo
da solucéo (e mexer bem até quase desaparecer o residuo).
Filtrar em cima da |lamina sem deixar cair o precipitado no filtro — 1’
9. Agua destilada (3 mudas)
10. Formol 1% - 3’ a 5 (dar mexidinha na lamina)
desprezar
11. Agua destilada — 30”
12. Cloreto de ouro 0,1% - 15" a 1’
(colocar no frasco e reutilizar)
13. Agua destilada — 30”
14. Tiossulfato de s6dio 3% - 1 a 3
(colocar no frasco e reutilizar)
15. Agua torneira 30", agua destilada 30"

16. Desidratar rapidamente e montar

SOLUCOES
Permanganato de potassio 0,25%
Permanganato de potassio................. 0,25¢g
Agua destilada...............cceevvviiiiiininnnnn. 100 ml
Acido oxalico 5%
Acido 0Xalico.......c..c.cocueu.... 59
Agua destilada...................... 100 ml

Sulfato férrico amoniacal 3%
Sulfato férrico amoniacal....................... 39
Agua destilada..........ccceeeeeeiiiiiiiiiiiine, 100 mi
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Nitrato de prata 5%
Nitrato de prata................ 59 - (19

Agua destilada................. 100 ml — (20 ml)
Nota: conservar na geladeira

todo material que entrar em contato com nitrato de prata deve ser lavado na
solugdo SULFOCROMICA

Hidréxido de sodio 10%
Hidroxido de sodio............ 1lg

Agua destilada.................. 10 ml
Colocar em frasco conta gota

Amodnia— solugdo pronta para uso
colocar em frasco conta gota

Cloreto de ouro 0,1%
(;Ioreto de ouro 1%.............. 10 mi
Agua destilada..................... 100 mi

OBS: Cloreto de ouro 1%
Quebrar a ampola de cloreto de ouro (1 g) dentro do frasco e colocar 100 ml

de agua destilada

Tiossulfato de sédio 3%

Tiossulfato de sédio................ 39
Agua destilada.............ccccunnnn 100 ml
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Anexo 12
CALLEJA SEM PERMANGANATO DE POTASSIO

. Desparafinizar, hidratar, 4gua torneira, agua destilada 5
. Orceina acida—- 8’ a 10’

colocar no frasco e reutilizar
. Lavar bem em agua de torneira e agua destilada
. Diferenciar rapidamente em solucéo de acido cloridrico
. Lavar em agua torneira- 5, agua destilada
. Hematoxilina de Weigerth (solucdo A e B partes iguais) — 3’
. Lavar em agua torneira—5', 4gua destilada
. Picro-indigocarmin — 15

colocar a solucao no frasco e reutilizar
9. SEM lavar em agua, desidratar e montar

N -

0O ~NO Ol h~ W

SOLUCOES
Hematoxilina de Weigerth
Solugéo A
Hematoxilina...............coee.. 1lg
Alcool 95%.......c.cccvveeueennn. 100 ml
Solucéo B
Cloreto férrico 30%............c...c..... 4 mi
Acido cloridrico puro.................... 1ml
Agua destilada...............cceeun.... 95 ml

Orceina acida ® 3 MESES de MATURACAO

(@] oT=] o F- TR 1lg
AICOOl 95%......evieeeeeeeeeeeeee e, 100 ml
Acido cloridrico.........ccceeeeveeerieenee. 0,5 ml
Agua destilada.............cceeevreerirennne. 25 ml

Usar o agitador —24 horas em repouso

Colocar a solugédo em frasco ambar e o envolver com papel de aluminio

Deixar o frasco com a solugdo sempre envolvido no papel aluminio “precisa ficar
sempre no escuro”.

Picro-indigocarmin - Deixar maturar 1 més

Indigocarmin............c.ccoeiiininenn, 59
Acido picrico saturado 1,5%........ 1000 ml

Diferenciador —solugcéo 1%
Alcool 70%.........cccrvniieriininsn, 990 ml
Acido cloridrico (puro)............... 10 ml
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Anexo 13
TRICROMICO DE MASSON

Inclusdes em parafina e Corte — 6 micra

. Desparafinizar e hidratar até agua destilada (s6 passagem)

. Corar pela Hematoxilina Weigerth (solucéo A e B partes iguais) — 5

. Lavar em &gua corrente — 3 a 4

. Lavar em aguadestilada (s6 passagem, uma agua)

. Corar as laminas em solucdo Ponceau — 5

. Lavar em 4gua destilada (s6 passagem, uma agua)

. Diferenciar na sol. ac. Fosfomolibdico 5% + ac. Fosfotungstico 5% — 2 a 8
(esta solucéo retira o excesso do corante vermelho)

8. ESCORRER a solucédo e SEM LAVAR cobrir a lamina com Azul de Anilina 2%

- 3a5s

9. Lavar em agua destilada

10. Mergulhar a lamina na solucéo &cido acético 1% — 15 a 30’

11. Mergulhar na agua destilada

12. Desidratar (s6 passagem), diafanizar e montar a lamina

~NOoO ok~ WON B

OBS: Esta técnica nao precisa fixar no Bouin e nem usar a estufa

E necessario acertar o pH da agua destilada entre 6,5 a 7,0 para fazer as
solucdes

SOLUCOES
Ponceau 2R 2%
Ponceau 2R.........ccooiiiiinnn, 29
Acido acético glacial.................... 0,6 ml
Agua destilada.............cccouennne... 100 ml
Acido Fosfomolibdico 5% + &cido Fosfotungstico 5%
Acido fosfomolibdico................cccc........ 59
Acido fosfotungstico...............c..cee. 59
Agua destilada.............coeevviiiiiiiiiiiinnnns 200 ml

Azul de Anilina 2%

Azul de anilina.................cccce. 249
Agua destilada (Quente)......... 100 ml
Esfriar a solucdo e acrescentar
Acido acético glacial................ 1 ml
Filtrar a solugéo para uso

Acido acético 1%
Acido acetico glacial................ 1 ml
Agua destilada...............ccoenees 100 mi



ABSTRACT

The skin exerts several important functions; therefore many deleterious
consequences may occur due to its immaturity or loss of integrity. The scope
of this study was to evaluate the evolution of skin from newborn dogs in its
morphology and cedlular content from birth untii 70 days of age on 28
puppies. The skin samples were collected from the dorsal area at one, 20, 40
and 60 days of life; and from the ventral area at 10, 30, 50, 70 days of life.
The samples were obtained through skin biopsy and stained by hematoxylin-
eosin, Schiff periodic acid, calleja without potassium permanganate,
trichromic of Masson, and modified congo red-acidified toluidine blue stain.
Comparing the obtained results to literature data for adult dogs, it was verified
that newborns posses the same skin components of adult dogs. The
thickness of the basal membrane is linear for both males and females.
Regarding sex, there was a significant difference of thickness on collagen
fibers from superficial and deep dermis, as well as on elastic and reticular
fibers from the right dorsum among males and females of one, 20, 40 and 60
days of life. On male puppies the fibers presented linear thickening.
Concerning the age, there also was significant difference of thickness on
collagen fibers from superficial and deep dermis and elastic fibers. On male
puppies there is a tendency of thickening for those fibers, as the animals
grow mature. The anatomic site for collecting — right dorsum and right ventral
area of 60 day-old animals — had an influence on the thickness of elastic
fibers. The fibers from the right dorsum of male puppies are thicker when

comparing to those from the right ventral area of female puppies.

Key words: histology; morphometry; skin; newborn; dog
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