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1. INTRODUCAO

A saude e o crescimento fetal sdo diretamente influenciados pelo
desenvolvimento e funcdo placentaria. A placenta fornece o caminho para
0S gases essenciais, nutrientes e produtos residuais entre  0s sistemas
vasculares fetal e materno durante toda a gestacdo (MACDONALD, 2000).

A placentaequina é difusa, ndo invasiva epiteliocorionica, onde o
trofoblasto é organizado em vilosidades coridnicas ramificadas que interdigitam com
o epitélio endometrial para formar os microcotilédones. Anormalidades estruturais ou
funcionais que afetam a funcéo placentaria podendo ser refletidas em deficiéncias
de crescimento fetal bem como em sua maturagéo (BUCCA, 2006).

Microscopia, microscopia eletrénica e técnicas de estereologia foram usadas
para avaliagdo morfométrica da placenta equina (FERREIRA, 2011). A analise de
imagem digital baseada em computador de amostras de tecido mostram-se
promissoras tanto para reduzir a subjetividade das avaliacdes tradicionais de tecidos
guanto para reduzir o tempo necessario para analisar cada amostra.

O objetivo do presente estudo foi descrever a técnica de andlise digital de
imagens para analisar parametros histomorfométricos da placenta de éguas
mesticas Crioulas.

2. METODOLOGIA

O estudo foi realizado com as placentas de 30 éguas mesticas Crioulas com
idade de 8,9 £ 0,9 anos. Essas oriundas do plantel do Centro de Ensino e
Experimentacdo em Equinocultura da Palma (CEEP), da Universidade Federal de
Pelotas, nas temporadas reprodutivas de 2012, 2013 e 2014.

As éguas foram mantidas em piquetes de observacéo diaria até o0 momento
do parto. ApGs a ruptura do corioalantoide, as éguas eram conduzidas a cocheira
maternidade para o acompanhamento do parto. Imediatamente apos a expulsdo das
membranas fetais, as mesmas eram pesadas e 0 tempo para a sua eliminagao
registrada em minutos.

Posteriormente, cada placenta foi colocada em um formato “F” para avaliacao
macroscopica, conforme descrito por Schlafer (2004). A superficie coridnica e
alantéide da corioalantéide foram examinadas quanto a anormalidades na coloragéo,
areas  desprovidas  de vilosidades, areas  espessadas e presenca
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de exsudato . Amostras de 3 x 3 cm de dimensado foram obtidas a partir de quatro
pontos de cada placenta: area da estrela cervical, corno gravidico, corno nao
gravidico e corpo uterino. Todas as amostras foram fixadas usando formalina 10%
antes do processamento para histologia .Cortes histoldgicos (espessura de 3 a 5
pm) foram montados em laminas de vidro e corados com hematoxilina e eosina. As
laminas de todas as por¢Bes amostradas das membranas fetais de cada égua foram
avaliadas usando microscopia Optica para descartar anormalidades histolédgicas.

A avaliacdo histomorfométrica dos microcotilédones do corioalantoide foi
realizada para todas as éguas. Imagens digitalizadas do foram obtidas a partir dos
segmentos da estrela cervical, corpo uterino e do corno gravidico e ndo gravidico
com o auxilio de uma camara de alta resolucdo Olympus DP72 na Olympus BX51
(Olympus América, Center Valley, PA) microscopio. Em seguida, as imagens digitais
foram processadas usando o software de cédigo aberto NIH ImageJ 1.48r
(US National Institute of Health, disponivel em http://rsb.info.nih.gov/il/).

A histomorfometria foi realizada na area microcotiledonar. A area capilar das
microcotilédones foi realizada no epitélio coridnico da corioalantéide. As imagens
foram avaliadas em cores RGB com o total de pixels calibrados para ym. As
quantificacdes da area / campo microcotiledonario e capilar foram realizadas com a
macro “Color Threshold”, e a faixa de cores foi ajustada pela escala RGB.
Diferencas na intensidade da cor foram analisadas através do método de absorgéo
diferencial. Quando ndo havendo eritrocitos nos capilares, a correcdo das medidas
de area / campo capilar foi realizada pelo plug-in “Freehand”. A area de campo
(ampliagdo de 100x) para aquisicdo de imagens digitalizadas foi de 146,673 pm 2.
Realizada a mensuragdo da medida do menor diametro da rede microcotiledonar,
por meio de amostragem 5 por 10 de cada porcao avaliada do tecido placentario.

Os procedimentos foram realizados aleatoriamente dez vezes em cada se¢ao
em quatro amostras separadas para cada égua, correspondendo a estrela cervical,
ao corpo uterino, ao corno gravidico e ndo gravidico, perfazendo um total de 40
estimativas por placenta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise digital de imagens mostrou-se  confiavel e eficiente em
segmentacao, calculo, extracdo de delineamento de vilosidades e também resultou
em imagens de teste amostradas. O desempenho do método € devido a
sobreposicao de visdo computacional e humana: a visdo humana € inerentemente
baseada em objetos, em oposi¢do a representacdo amplamente baseada em pixels
da visdo computacional. A imagem da placenta oferece intrinsecamente uma
diferenca entre objetos de interesse (vilosidade = primeiro plano) e fundo (espago
interviloso), de modo que o limiar é altamente eficaz na separagdo dos dois
componentes. Varios autores destacam a eficiéncia da analise digital na avaliagdo
da placenta humana (CROSS, 1994; ARORA, 2011) ja que a area da interface feto-
materna funcional é o fator mais importante no estabelecimento de troca placentaria
adequada. Demostrando a relevancia do presente estudo na avaliagcdo dos
parametros histomorfométricos quantitativos do desenvolvimento de vilosidades em
placenta equina.

Diferencas histoldgicas sdo observadas de acordo com cada regido
placentaria, como as regibes de avilosidades na estrela cervical, devido contato
direto com a cérvix, e a maior densidade microcotiledonaria, com vilos mais longos e
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ramificados no corno ndo gravidico quando comparado ao corno gravidico e ao
corpo uterino da placenta (SAMUEL, et al. 1974; MACDONALD, et al. 2000). A
avaliacdo histopatologica da placenta pode revelar disfuncbes nao detectadas
durante a gestacdo ou na avaliagcdo macroscopica dos envoltorios fetais. Segundo
Schlafer (2004) e Macpherson & Bailey (2008) alteracfes inflamatorias na placenta
sao facilmente identificadas na histologia, sendo os quadros de placentite o0s
mais comumente encontrados no terco final de gestacéo.

Em estudo de Allen, et al. (2002) a avaliacdo morfolégica da placenta equina
demonstrou que a area microscopica de contato materno-fetal é afetada pelos
genodtipos maternos e fetais. O gendtipo materno controla a densidade
microcotiledonaria, e o genaétipo fetal pode ser responsavel pela area placentaria
total. Em outro estudo Wilsher e Allen (2012) também demonstraram correlacdo
positiva entre a densidade microcotiledonaria e o peso do potro, além da relacdo
entre idade da égua e densidade microcotiledonaria.

Além das avaliagdes macroscopicas e histologicas da placenta, os métodos
morfométricos podem ser utilizados como ferramentas precisas para a obtencéo de
informacBes quantitativas tridimensionais acerca de estruturas microscopicas,
baseadas nas observacfes feitas nos cortes histolégicos. Dentre os softwares para
analise de imagens, ImageJ apresenta facil aplicabilidade e caracteriza-se como
um programa seguro, sendo utilizado principalmente na area de patologia, para
auxiliar na mensuracéo de resultados em diferentes técnicas (HELMY & ABDEL-
AZIM, 2012; OZERDEM, et al. 2013).

4. CONCLUSOES

A utilizacdo da histomorfometria a partir da analise digital de imagens, pode ser
proposta como ferramenta histolégica auxiliar na avaliagdo placentaria equina.
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