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Introducéo

Varias sao as técnicas disponiveis para a caracterizacdo
fenotipica e genética de animais, embora somente um
limitado nimero seja rotineiramente utilizado para
espécies de interesse zootécnico. Muitas vezes o custo
de um exame pode ser um fator limitante para seu uso,
como as técnicas de caracterizacdo genética, ainda
relativamente caras, principalmente para programas de
conservacdo in situ de racas locais, que ndo dispdem de
muitos recursos. A analise microscépica das
microestruturas dos pelos “tricologia” € um método que
permite determinar uma espécie de mamifero a partir de
amostras de pelo, uma vez que a morfologia destes
anexos epidérmicos é espécie-especifica (MAYER,
1952, WALLIS, 1993).

Este tipo de analise é amplamente utilizada para
identificacdo de espécies em pesquisas taxondmicas,
ecolégicas, paleontolégicas, arqueolégicas, como
controle de qualidade de alimentos e elucidacao de
questdes forenses (QUADROS; MONTEIRO-FILHO
1998).

Do ponto de vista zootécnico, a utilizacdo de uma
metodologia associada a amostras biologicas de facil
acesso, de rapida execucgédo, com baixo custo de
realizacao e tdo confiavel quantas outras opcdes é uma
alternativa de grande importancia. Esta técnica foi
proposta, como metodologia em programas de
conservacgdo de ragas ovinas nativas da ltalia com a
finalidade de garantir a procedéncia genética dos
animais.

No Brasil, 0 uso da identificacdo microscépica de pelos
€ recente em relacdo aos outros paises nao existindo
até o presente momento, nenhum trabalho com
aplicacdo zootécnica, sendo, portanto, pouco explorada
na agropecuaria.

O conhecimento, o estudo e, principalmente, a
divulgacédo desta técnica abre a perspectiva para a
pesquisa em diversas areas da producao animal
principalmente nos estudos relacionados aos recursos
genéticos animal (RGAs). Do ponto de vista zootécnico
a utilizacdo de uma metodologia associada a amostras
biolégicas de facil acesso, de rapida execucdo, com
baixo custo de realizacao e confiavel é uma alternativa
de grande importancia, uma vez que pode viabilizar a
identificacdo de produtos em sistemas de identificacdo
de procedéncia além de auxiliar no manejo de animais
em programas de conservacao de recursos genéticos e
melhoramento animal. O presente trabalho foi redigido
com o objetivo de descrever detalhadamente uma
adaptacdo da metodologia descrita por Quadros e
Monteiro-Filho (2006) para a de colheita, limpeza e
preparacao de pelos para observacdo de padrfes
morfolégicos de cuticulas e medulas, em microscopia
Optica, incluindo morfometria das estruturas. Esse
trabalho também visa difundir o uso da técnica de
tricologia na atividade de pesquisa e desenvolvimento
agropecuario
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Colheita dos pelos

As amostras de pelos devem ser retiradas
manualmente, utilizando-se luvas de latex, da regido
entre escapulas dos animais, ou seja, na juncdo da linha
mediana com a linha da escapula, no dorso dos
espécimes. Os pelos devem ser retirados em
quantidade (centenas) e armazenados em envelopes de
papel pequenos, rotulados com dados referentes a
espécie, o local e data da colheita, coordenadas
geogréaficas e outras informacg8es importantes para o
estudo. As amostras devem ficar armazenadas a
temperatura ambiente até serem examinadas.

Além da regido escapular (dorsal), os pelos também
podem ser colhidos de outras regides do corpo dos
animais, uma vez que, trabalhos realizados (DAY, 1966;
DREYER, 1966; RIGGOTT; WYATT, 1980)
demonstraram que pelos de diferentes regides podem
ser comparados entre si, sem prejuizos na identificacéo.
Da mesma forma, pelos de animais de diferentes sexos
e idades podem ser comparados. Isso parece ser
relevante, principalmente em espécies pouco estudadas
as quais ndo ha informacdes disponiveis sobre essas
caracteristicas diferenciais.

Os pelos de extremidades tais como orelhas, cabeca,
cauda, pescoco, crina, juba, patas, etc, ndo sédo
utilizados em avaliacdes tricolégicas com a finalidade de
diferenciacédo de espécies, pois apresentam padrdes
semelhantes. O mesmo se aplica aos pelos de animais
jovens ou pelos em crescimento (DAY, 1966; DREYER,
1966; RIGGOTT; WYATT, 1980). Ingberman e Monteiro-
Filho (2006) descrevem que é indicado o uso de pelos
de espécimes adultos, devido ao fato da pelagem de
jovens ser constituida quase que totalmente por
subpelos, inapropriados para tricologia.

Conteudos fecais, gastrintestinais, regurgitos, além de
dispositivos coletores de pelos (fitas adesivas), locais de
ocorréncia forenses, sitios zooarquel6gicos e sitios
paleontol6gicos sdo fontes para obtencao de pelos
citadas por Quadros e Monteiro-Filho (2006).

Na producgdo animal, esta técnica foi proposta, como
metodologia a ser aplicada em programas de
conservacgdo de ragas ovinas nativas da ltalia com a
finalidade de garantir a procedéncia genética dos
animais, ja que nesse pais os produtos (principalmente
queijos) que tradicionalmente utilizam racas locais, séo
mais valorizados. A validac&o dos resultados obtidos foi
realizada pelo uso da andlise do DNA dos animais, 0s
resultados apresentados foram satisfatérios e os
pesquisadores pretendem estabelecer um painel de
caracteristicas do pelo capaz de confirmar a origem
racial desses ovinos em Programas de Certificacédo e
Indicacdo de origem, muito comuns na Europa
(TORMEN, 2011).

No Brasil, uma equipe de pesquisadores da Embrapa
Pantanal, Embrapa Gado de Corte, Universidade
Federal de Goids e Universidade Federal do Parana
associaram-se a pesquisadores da Universidade de
Padova, na ltdlia, para realizar um estudo visando a

caracterizagcdo das racas bovinas locais brasileiras
Pantaneiro e Curraleiro por meio do estudo das
caracteristicas dos pelos. A finalidade é disponibilizar
uma técnica alternativa, de baixo custo,para a
identificacdo racial desses animais auxiliando
programas de conservacdo das racas brasileiras
localmente adaptadas, bem como, outras espécies de
interesse zootécnico.

Preparo das laminas para observacao da
impressao cuticular

De cada amostra individual a ser analisada, devem ser
separadas subamostras de pelos guarda, pertencentes
ao grupo dos pelos guarda primarios ou secundarios
que apresentam ao longo de seu comprimento, duas
porcdes principais: a haste e o escudo. A haste é a
porcao que se segue ao bulbo do pelo, sendo mais
estreita podendo apresentar-se tanto reta quanto
ondulada. O escudo é mais alargado e fica entre a haste
e a extremidade distal do pelo (Figura 1). Esta
classificacéo foi proposta por Day (1966) e Teerink
(1991).

Os pelos guarda que contiverem bulbo e apice devem
ser separados e lavados em alcool comercial e
detergente. Para facilitar a limpeza, a lavagem dos pelos
pode ser feita utilizando um agitador magnético (Figura
2). Ap6s a lavagem, os pelos devem ser secos em papel
absorvente.

Os métodos para observacao da cuticula envolvem a
impressédo da superficie do pelo (cuticula) sobre uma
fina camada de esmalte. Para que a impresséao seja
nitida é necessario que os pelos estejam muito limpos a
fim de que as escamas cuticulares apresentem sua
forma impressa com o detalhamento necessario para
analise. Segundo Quadros e Monteiro Filho (2006)
somente o uso de alcool etilico comercial na limpeza
dos pelos é insuficiente.

Para algumas espécies, como é o caso de Dasypus
novemcinctus (tatu-galinha), maiores cuidados durante o
processo de limpeza sdo necessarios, como acao
mecanicas de passar o pelo molhado em alcool, no
papel absorvente, varias vezes, para garantir a limpeza.
Entretanto, foi observado que para os bovinos esses
cuidados ainda nao foram suficientes. Diante disso,
recomenda-se que os pelos guarda que contiverem
bulbo e 4pice sejam separados e lavados em uma
mistura de alcool comercial e detergente. Além disso,
para obter melhores resultados, a lavagem dos pelos
deve ser feita utilizando um agitador magnético (Figura
2), para posteriormente serem secos em papel
absorvente.

Sobre uma lamina microscépica de vidro, limpa,
espalha-se uma fina camada de esmalte para unhas,
incolor. ApOs a secagem do esmalte, em temperatura
ambiente, durante 15 a 20 minutos, o pelo sera
colocado sobre a camada de esmalte. O tempo de
secagem deve ser ajustado de acordo com as
condicdes de temperatura e umidade de cada
laboratério, pois ha pequenas variagdes.



Adaptacdo da Metodologia: analise de microestruturas de pelos para identificacdo de Mamiferos - Tricologia 3

Para realizar a impressao da cuticula no esmalte,
coloca-se a lamina contendo o(s) pelo(s) entre pedacgos
de madeira, previamente revestidos com isopor e fita
adesiva transparente, formando um sanduiche. O
conjunto deve ser pressionado em uma morsa ou
prensa retangular por alguns instantes ou até a
confeccao da proxima lamina (Figura 3).

Depois de aberta a morsa, a lamina com os pelos deve
ser separada do resto do conjunto e o(s) pelo(s)
deve(m) ser removido(s) pela extremidade distal,
esfregando-se gentilmente a ponta do dedo, conforme
descrito por Quadros e Monteiro-Filho (2006).

Escudo ___

Haste —=

Bulbo =
a 43

Analisando as imagens em microscoépio 6ptico, notou-se
gue a presenca de células epiteliais da méo danificaram
a impresséo, por isso recomenda-se 0 uso de luvas de
vinil, sem talco, para a remoc¢éo dos pelos.

As impressdes de cuticula podem ser guardadas a
temperatura ambiente, para posterior observacdo em
microscoépio 6tico, porém protegidas de pé e de
umidade. Cabe ressaltar a importancia do uso de luvas
para maior durabilidade das laminas produzidas, uma
vez que pode ocorrer a instalacéo de fungos.

d

Figura 1. Tipos de pelos de acordo com as chaves de leitura tricologica. (a) pelo guarda primario; (b) pelo guarda
secundario com haste resta; (c) pelo guarda secundario com haste ondulada (d) subpelo.

Fonte: Adaptado de Quadros (2002).

Foto: Gisele A. Felix
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Figura 2. Lavagem de pelos guarda utilizando agitador magnético.
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Figura 3. Morsa para impresséo de cuticula. Dois pedacos de madeira previamente
revestidos com isopor e fita adesiva prensam a |lamina com uma camada de esmalte
contra o(s) pelo(s) guarda(s) a serem impressos no esmalte.

Preparo das laminas para observacao da
medula

Para que a medula possa ser vista com clareza sob
incidéncia da luz do microscopio, realiza-se a
diafanizacdo do pelo com a finalidade de aumentar a
transparéncia (TEERINK, 1991).

Os pelos retirados da lamina de impressao cuticular sdo
colocados em uma mistura de agua oxigenada cremosa
30 volumes e p6 descolorante, ambos de uso
cosmeético, por 60 minutos. Pelos espessos devem ser
cortados transversalmente, de uma a trés vezes nessa
etapa, na altura do escudo. Em seguida os pelos sao
lavados em élcool e posteriormente em agua (sem uso
de misturador), sendo finalmente secos em papel
absorvente. Nessa fase, ndo se recomenda o uso do
agitador magnético, pois verificou-se o
comprometimento da estrutura do pelo, possivelmente
porque o uso desses produtos quimicos deixou os pelos
mais frageis.

Alguns pesquisadores nao utilizam esse processo
quimico de clareamento do pelo e preferem observar a
medula colocando agua ou glicerina diretamente sobre o
pelo, para confeccdo de laminas temporarias. Esse
procedimento facilita a substituicdo dos espacos
medulares que contém ar, facilitando a refringéncia e a
visualizacdo das estruturas. O pelo deve ser coberto
com laminula.

As laminas permanentes devem ser montadas com
meio sintético transparente e laminula. A maioria dos
pesquisadores que atua na area da tricologia
recomenda o Balsamo do Canada sintético, entretanto,
Quadros e Monteiro-Filho (2006) descreveram que esse
método apresenta desvantagens pelo longo tempo de
secagem e a coloracdo amarelada que produz, sendo o
Entellan o produto mais vantajoso, por ser totalmente
transparente e de secagem rapida. No entanto, para as
condicdes de Corumba (MS) que apresenta clima
tropical com umidade relativa do ar em torno de 75% e

altas temperaturas no verdo, o Entellan ndo se mostrou
eficiente, aumentando muito o tempo de secagem.
Nessas condi¢des, o produto mais recomendado para a
confecgéo das laminas permanentes é o Oleo de Cedro
para microscopia.

A leitura das laminas microscopicas deve ser realizada
em microscopia Optica, com aumento de 200 a 400x,
conforme a dimensao do pelo, pois é necessario que
toda a espessura do pelo seja abrangida no campo
visual.

Padrbes morfométricos das
microestruturas dos pelos

Para reduzir a subjetividade do processo convencional
da andlise de microestruturas dos pelos, a aplicagéo de
técnicas de computagdo em associagdo com medidas
gquantitativas de pardmetros que descrevem
caracteristicas taxondmicas e as relacdes entre elas,
vem se mostrando bastante eficiente (MOYO et al.,
2006; STRAVISI, 2007; VALENTIN et al., 1994; VERMA,
et al., 2002).

A partir das laminas elaboradas, cada pelo devem ser
fotografado. A fotografia digital permite aumentar o
contraste e trabalhar diretamente na imagem (BAYER et
al., 2001; STRAVISI, 2007). E recomendada a obtenc&o
de imagens de microscopia em duas zonas distintas dos
pelos: no tergo distal da haste e na parte mediana do
escudo (STRAVISI, 2007).

Para cada pelo, devem ser selecionadas quatro
fotografias, sendo duas de cada uma das zonas (escudo
e haste). As imagens devem ser gravadas em formato
JPG. Para a analise das imagens, sugere-se o software
livre “ImageJ - Open software”. O ImageJ permite
realizar medidas das regides de interesse dos pelos
(MOYO et al., 2006).
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As imagens fotogréaficas podem ser convertidas em tons
de cinza, para eliminar o efeito de cor. Se necessario, a
imagem pode ser melhorada utilizando as fung¢des de
brilho e contraste. O programa permite a converséo de
pixels para unidades de medida como micrometro (um)
e definicdo da escala. As medidas devem ser tomadas
tanto para os padrdes cuticulares (Figura 4) quanto para
0s medulares (STRAVISI, 2007).

Para os padr6es medulares deve-se medir a espessura
total dos pelos e a espessura da medula, por meio de
linhas retas correspondentes aos didmetros.

Ja para os padrfes cuticulares, deve-se realizar um
desenho & méo livre do contorno das escamas da
cuticula para mensuracéo de area e perimetro de
escamas, entre outras caracteristicas (STRAVISI, 2007).

Estas medidas devem ser efetuadas para obtencao dos
indices quantitativos relacionados a cuticula, indices
guantitativos inerentes a medula, bem como os indices
guantitativos relacionados ao coértex e a espessura dos
pelos. Para se desenhar as estruturas, sugere-se 0 uso
de uma mesa digitalizadora (STRAVISI, 2007).

Figura 4 . Utilizacdo do Software ImageJ para realizagcdo de medidas e obtencdo dos indices quantitativos (area e perimetro em
um) relacionados a cuticula.
Fonte: Adaptado de Tormen (2013).

Conclusdes e Recomendacdes

A técnica apresentada € de facil execucéo, confiavel e
economicamente vantajosa, além de viavel como
ferramenta de identificacdo de espécies de mamiferos.
Sua aplicacdo na pesquisa e desenvolvimento da
producédo animal brasileira, ainda incipiente, precisa ser
ampliada, principalmente no caso de rebanhos incluidos
em programas de conservagao e processos de
certificacdo de origem envolvendo espécies domésticas
e silvestres de interesse econémico.
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