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Avaliagdo histomorfométrica do corioalantoide na espécie equina
com o uso da andlise digital de imagens

A saude e o crescimento fetal sdo diretamente influenciados pelo desenvolvimento e fungdo placentaria. A analise digital de imagem baseada em amostras de tecido mostra-se promissoras
tanto para reduzir a subjetividade das avaliagBes tradicionais quanto para reduzir o tempo necessario para analisar cada amostra. O objetivo do presente estudo é descrever as etapas de
avaliagdo da placenta a termos na égua, com énfase na avaliagdo da histomorfometria microcotiledonaria com o uso da analise digital de imagens. Doze placentas de éguas Crioulas foram
coletadas imediatamente ap6s a eliminagdo no pds-parto imediato. Apés avaliagdo macroscopica, foram obtidas amostras das regides correspondentes ao corno gravidico, corno ndo gravidico
e corpo uterino. Imagens digitalizadas foram obtidas dos segmentos com o auxilio de uma cdmera de alta resolugdo acoplada ao microscépio e posteriormente processadas usando o software
NIH Imagel. Foram acompanhadas 12 éguas da raga crioula, com idade média de 8,4 + 4 anos, com parto eutdcico e nascimento de um Unico potro saudavel. As placentas foram eliminadas
em 25,3 + 10 minutos e pesaram 4,5 + 0,7 Kg. Na avaliagdo histoldgica foram observados achados caracteristicos de placentas saudaveis a termo na espécie equina. Na avaliagdo digital, as
imagens foram avaliadas em cores RGB com o total de pixels calibrados para pm. As quantificagdes da area microcotiledonar e capilar foram realizadas com a macro Color Threshold, e faixa
de cores ajustada pela escala RGB. No total foram avaliadas 360 fotos, provenientes das 3 areas placentarias das 12 éguas (30 fotos por égua). As medidas histomorfométricas obtidas
demonstraram um padrdo de distribui¢do normal e a homogeneidade dos dados pode ser comprovada pelos baixos valores nas medidas de dispersdo entre as éguas avaliadas. Pode-se
concluir que o uso da andlise digital de imagens para avaliagdo da histomorfometria microcotiledonaria de placentas equinas a temo mostrou-se uma ferramenta adequada para obtengdo
de informagdes objetivas dessa estrutura.

Palavras-chave: Placenta; Microcotilédones; Area Capilar; Egua.

Histomorphometric evaluation of the chorioallantois in horses using
digital image analysis

Fetal health and growth are directly influenced by placental development and function. Digital image analysis based on tissue samples shows promise both for reducing the subjectivity of
traditional evaluations and for reducing the time needed to analyze each sample. The aim of this study is to describe the steps involved in assessing the placenta at term in mares, with an
emphasis on evaluating micro-cotyledon histomorphometry using digital image analysis. Twelve placentas from Criollo mares were collected immediately after elimination in the immediate
postpartum period. After macroscopic evaluation, samples were taken from the regions corresponding to the gravid horn, non-gravid horn and uterine body. Digitized images were taken of
the segments using a high-resolution camera attached to the microscope and then processed using NIH ImageJ software. Twelve Criollo mares were followed up, with an average age of 8.4
+ 4 years, with eutocic foaling of a single healthy foal. The placentas were eliminated in 25.3 + 10 minutes and weighed 4.5 + 0.7 kg. Histological evaluation revealed findings characteristic of
healthy placentas at term in horses. In the digital evaluation, the images were evaluated in RGB color with the total number of pixels calibrated to um. Quantification of the microcotyledon
and capillary area was carried out using the Color Threshold macro, with the color range adjusted using the RGB scale. A total of 360 photos from the 3 placental areas of the 12 mares were
evaluated (30 photos per mare). The histomorphometric measurements obtained showed a normal distribution pattern and the homogeneity of the data can be seen in the low dispersion
values between the mares evaluated. It can be concluded that the use of digital image analysis to evaluate the microcotyledon histomorphometry of equine placentas at term proved to be
an adequate tool for obtaining objective information on this structure.

Keywords: Placenta; Microcotyledons; Capillary Area; Mare.
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INTRODUGAO

A saude e o crescimento fetal sdo diretamente afetados pelo desenvolvimento e fungao placentdria.
Ao longo de toda a gestacao, a placenta desempenha um papel crucial, facilitando a troca de gases essenciais,
nutrientes e produtos residuais entre os sistemas vasculares fetal e materno (MACDONALD, 2000). Na
placenta equina, caracterizada como epiteliocorionica difusa e adecidua, o trofoblasto assume uma
organizacao em vilosidades coriénicas ramificadas que se entrelagam com o epitélio endometrial, formando
os microcotilédones (ABD-ELNAEIMI el al., 2006).

Essa arquitetura intricada é vital para o adequado fornecimento de substancias essenciais ao
desenvolvimento fetal. Anormalidades estruturais ou funcionais que comprometem a funcdo placentaria
podem se refletir em deficiéncias no crescimento fetal e em sua maturacdo (BUCCA, 2006). Compreender os
aspectos do desenvolvimento e funcdo placentdria na espécie equina é, portanto, crucial para avaliacdo e o
entendimento da salude e o bem-estar do feto ao longo da gestacdo.

A placenta equina caracteriza-se como um érgdo transitdrio, formado por tecidos de origem materna
e fetal, histologicamente formada por uma por¢do alantoideana e outra coribnica, ambas oriundas do
mesoderma e a invasdo vascular acompanha o mesoderma alantoideano (ALLEN, 2002). Sua face coriOnica,
cuja coloragdo varia de vermelha a acastanhada, apresentando uma superficie com aspecto aveludado
devido a presenca dos microcotilédones. A face alantoideana, por sua vez, exibe uma colora¢do que varia de
roxa a azulada e é caracterizada pela presenga de vasos sanguineos proeminentes (ALLEN, 200). A superficie
coribnica reflete o estado do endométrio da égua, sendo que em areas onde ndo ha contato da placenta com
o endométrio, seja devido a fibrose endometrial ou compressdo direta do feto sobre uma regido vascular,
podem resultar em areas de avilosidades (LAUGIER et al., 2011).

Imediatamente apds o parto, é rotina na obstetricia equina, a realizacdo de avaliagdo macroscopica
sistematica das faces coridnica e alantoideana. Com identificagcdo das caracteristicas das porg¢des especificas
referentes ao corno gravidico, corno n3o gravidico e corpo uterino da placenta. Iniciando com um exame
rudimentar para verificacdo da integridade da placenta e na sequéncia avaliacbes nas caracteristicas de
coloragdo, espessura e presenca de secrecGes em ambas as superficies é recomendado. Esse exame
minucioso da placenta pode detectar anormalidades indicativas de problemas que podem influenciar a saude
neonatal, enquanto outras podem fornecer informagdes sobre a saude uterina. O exame da placenta
também revelara anomalias na estrutura que podem ter influenciado sua fungdo intradtero ou meramente
refletir uma variagao bioldgica normal (WILSHER et al., 2020).

Além da avaliagdo macroscépica, a histologia placentaria é fundamental na avaliagdo da saude
placentadria, assim como informacgdes sobre a prépria gestacao. Contudo, a histologia basica permite avaliar
as estruturas somente em duas dimensdes, sendo incapaz de quantificar caracteristicas microscépicas.
Métodos estereoldgicos de histomorfometria, permitem a avaliagdo estrutural tridimensional tornando-se
uma ferramenta extremamente Util para a descricdio morfométrica quantitativa sendo por técnicas de

microscopia, microscopia eletronica ou técnicas de estereologia usadas para avaliacdo morfométrica de
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tecidos (FERREIRA, 2011).

A anadlise histomorfométrica, amplamente estabelecida na avaliacdo da relagcdo feto-materna em
humanos, possui poucas descricdes na espécie equina (BIANCO et al., 2014; VERONESI et al.,2010). Essa
técnica, fundamentada na utilizacao fotografias provenientes de laminas histoldgicas, revela-se promissora,
oferecendo uma analise de imagem digital baseada em computador para amostras de tecido. Isso ndo apenas
contribui para diminuir a subjetividade inerente as avalia¢cOes tradicionais de tecidos, mas também reduz
significativamente o tempo necessario para analisar cada amostra. Essa convergéncia entre a andlise
histomorfométrica e a tecnologia digital destaca-se como uma estratégia valiosa ndo apenas na pesquisa na
area de obstetricia equina, como também na aplicacdo clinica, onde a objetividade da andlise é crucial na
compreensdo e diagndstico de condicGes placentarias assim como na viabilidade da prdpria gestacdo. Desta
forma o objetivo do presente é descrever as etapas da avaliacdo da placenta a temos na égua, com énfase

na avaliacdo da histomorfometria microcotiledonaria com o uso da analise digital de imagens.

METODOLOGIA

O estudo foi realizado a partir de 12 placentas sadias de éguas Crioulas com idade média de 8,4 £+ 4
anos, oriundas do plantel do Centro de Ensino e Experimenta¢cdo em Equinocultura da Palma (CEEP), da
Universidade Federal de Pelotas, localizado na BR 116-KM, 537, Capdo do Ledo-RS. Sob o comité de ética
CEEA nuimero 23110.03594/2020-28.

Foi realizado acompanhamento gestacional das éguas para a assisténcia aos partos e coleta imediata
das placentas a termo. Imediatamente apds a expulsdao das membranas fetais, era mensurado em minutos

seu tempo de eliminacao, e essas eram pesadas em balanca digital.

Figura 1: Placenta equina, disposta em formato “F” em sua face alantoideana, demonstrando sequencialmente as
porgdes placentdrias correspondentes as por¢des de corno gravidico (CG), corno ndo gravidico (CNG) e corpo uterino
(CUt).

Para a avaliagdo macroscoépica, as placentas foram dispostas em formato "F", seguindo a descricdo
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de Schlafer (2004), possibilitando a exposi¢do uniforme de toda a superficie, de ambos os lados. Durante a
avaliacdo, as superficies corionicas e alantoideanas (Figura 1) foram minuciosamente examinadas em busca
de anormalidades, incluindo altera¢des na coloragao, presenca de dreas desprovidas de vilosidades, areas
com espessamento anormal e presenca de exsudato.

Apds a avaliagdo macroscépica, foram coletados fragmentos de 3 x 3 cm de dimensao de quatro
pontos de cada placenta, correspondentes as regides de corno gravidico, corno ndo gravidico e corpo uterino.
Todas as amostras passaram pelo processo de fixacdo em formalina 10% por 24 h e entdo transferidos para
alcool 70%. Seguindo o processamento foram desidratados usando sequéncia de alcool, incluidos em
parafina, seccionados em corte de 5 um, montados em laminas de vidro e corados com hematoxilina e eosina.

As laminas foram submetidas a avaliacdo inicial utilizando microscopia optica para avaliacdo
histopatoldgica. Para a avaliagdo histomorfométrica dos microcotilédones, foram obtidas as imagens
digitalizadas de todas as por¢des amostradas a partir dos segmentos do corpo uterino, corno gravidico e ndo
gravidico, utilizando uma camera de alta resolu¢do Olympus DP72 acoplada ao microscépio Olympus BX51
(Olympus América, Center Valley, PA).

Foi realizada analise de estatistica descritiva e teste de normalidade Shapiro-wilks para determinar a
caracteristica de distribuicdo dos dados, com o auxilio do software Satistix 10.0® (Analytical Software,

Tallahasse, FL, USA). Os resultados estdo descritos como média £ DPM e coeficiente de variacdo (%).

RESULTADOS

Foram acompanhadas 12 éguas da raga crioula, com idade média de 8,4 + 4 anos. Todas
apresentaram parto eutécico com o nascimento de um Unico potro saudavel. Tiveram tempo para eliminagdo

completa da placenta de 25,3 = 10 minutos, as quais apresentaram peso de 4,5 £ 0,7 Kg.

Figura 2: Imagem digitalizada obtida a partir do Segmento da porgdo do corno gravidico, demonstrando a
caracteristica de ramificagdes dos microcotilédones com aumento de 300 um.

Na avaliagdo histoldgica foi observada uma superficie coridnica revestida por células cuboides e
colunares nas regiGes areolares. Também eram observados por¢des de aglomerados de vilos com
distribuicdo aleatédria, formando os microcotilédones, os apresentavam-se por vezes ramificados. Sendo

esses achados caracteristicos de placentas saudaveis a termo na espécie equina (Figura 2).
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Figura 3: Sequéncia de processamento digital das imagens para andlise histomorfometrica da regidao correspondente
ao corno gravidico de corionalantdide equino, com o auxilio do programa NIH ImageJ 1.48r (Instituto Nacional de
Saude dos EUA, disponivel em http://rsb.info.nih.gov/il/)*.

Para a analise histomorfométrica, as imagens foram captadas utilizando uma cadmera de alta
resolucdo Olympus DP72 acoplada ao microscopio Olympus BX51 (Olympus América, Center Valley, PA).
Posteriormente, as imagens digitais foram processadas através do software de cddigo aberto NIH Image)
1.48r (Instituto Nacional de Saude dos EUA, disponivel em http://rsh.info.nih.gov/il/). A histomorfometria
concentrou-se na drea microcotiledonar e area capilar dos microcotilédones, ambas avaliadas no epitélio
coridénico da corioalantdide. As imagens foram analisadas em cores RGB, com a totalidade dos pixels
calibrados para um. A quantificacdo da area/campo microcotiledonario e capilar foi realizada utilizando a
macro "Color Threshold", ajustando a faixa de cores conforme a escala RGB. Diferengas na intensidade da
cor foram analisadas através do método de absorc¢ao diferencial (Figura 3).

Em situacdes em que ndo havia eritrocitos nos capilares, a correcdo das medidas da area/campo
capilar foi realizada por meio do plug-in "Freehand". A drea do campo (ampliacdo de 100x) para aquisicdo de
imagens digitalizadas foi fixada em 146,673 um?. A mensurac¢do do menor didmetro da rede microcotiledonar
foi realizada através da amostragem de 5 por 10 em cada porcdo avaliada do tecido placentario. Essa
abordagem meticulosa proporciona uma analise detalhada dos pardmetros histomorfométricos, permitindo

a compreensao aprofundada do desenvolvimento das vilosidades na placenta equina.

Tabela 1: Area total de microcotilédones e area capilar microcotiledondria (um2) das placentas saudaveis da raca
Crioula, expressas em Média + DPM e coeficiente de variagdo (%).

Area total Area capilar
~ . L2 cv . . - cv
PorgGes da placenta Microcotilédones Microcotiledonaria
(%) (%)
(um2) (um2)
Corno gravidico 4,95x108+ 0,42 8,6 1,65 x105+ 0,18 10,9
Corno n3o gravidico 3,08x106+ 0,14 4,4 1,15 x105 + 0,06 5,6
Corpo uterino 3,1x10%+ 0,25 8,2 1,23 x105+ 0,08 6,4

No total foram analisadas 36 laminas, sendo que de cada lamina eram avaliados 10 diferentes
campos, perfazendo um total de 360 observacGes para avaliagdo de area microcotiledonaria total e area
capilar de microcotlédones. Esse método sistematico e repetido visa garantir uma analise robusta e confiavel
das caracteristicas histoldgicas em todas as areas de interesse.

As medidas histomorfométricas obtidas demonstraram um padrao de distribuicdo normal nas trés

1 (A) Imagem inicial da lamina histoldgica demostrando o parénquima e microcotilédones corado por hematoxilina-eosina. (B) érea total
microcotiledondria, ajustado na escala RGB (black) para a determinagdo da intensidade de cor, através do método de absorgdo (C) area total capilar
dos microcotilédones, ajustado na escala RGB (black) para determinag¢do da intensidade de cor a partir dos eritrdcitos no epitélio coridnico, através
do método de absorgdo.
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porgdes avaliadas. A homogeneidade dos dados pode ser comprovada pelos baixos valores nas medidas de

dispersao (desvio padrdo e coeficientes de variacdo) entre as éguas avaliadas (Tabela 1).

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que a analise digital de imagens mostrou--se uma
abordagem confidvel e eficiente na segmentacdo, calculo e extracdo do delineamento das vilosidades,
produzindo imagens de teste representativas. A eficacia desse método resulta da sinergia entre a visdo
computacional e a visdo humana. enquanto a visdo humana é intrinsecamente orientada a objetos, em
contraste com a representacdao predominantemente baseada em pixels da visao computacional. A imagem
da placenta naturalmente proporciona uma distingdo entre os objetos de interesse (vilosidades, em primeiro
plano) e o fundo (espaco interviloso), tornando o limiar altamente eficiente na separacdo desses dois
componentes. Essa combinacdo de capacidades humanas e algoritmicas contribui para a robustez e precisdo
do método, destacando seu potencial na andlise histomorfométrica detalhada da placenta (BIANCO et al.,
2014). Através da técnica observamos neste trabalho coeréncia entre as médias de area total
microcotiledonares e area total capilar com as descritas em literatura para raga Puro Sangue Inglés por
Pazzinato e colaboradores (2016).

Autores como Cross (1994) e Arora (2011) destacam a eficiéncia da analise digital na avaliagdo da
placenta humana, enfatizando a importancia da area da interface feto-materna funcional como fator crucial
no estabelecimento da troca placentaria adequada. Essa observacgao reforca a relevancia do presente estudo
na avaliagdo dos parametros histomorfométricos quantitativos do desenvolvimento de vilosidades na
placenta equina.

Diferencas histoldgicas sdo notadas em conformidade com cada regido placentaria, como a maior
densidade microcotiledonaria, com vilos mais longos e ramificados no corno ndo gravidico em comparagao
com o corno gravidico e o corpo uterino da placenta (SAMUEL et al., 1974; MACDONALDS et al., 2000). Essas
distingcbes ressaltam a complexidade e a importancia da caracterizagdo histomorfométrica em diferentes
regioes da placenta equina.

Um estudo conduzido sobre a avaliagdo morfoldgica da placenta equina revelou que a drea
microscopica de contato materno-fetal é influenciada pelos gendtipos maternos e fetais (ALLEN et al., 2002).
Enguanto o gendtipo materno controla a densidade microcotiledondria, o gendétipo fetal pode desempenhar
um papel crucial na determinagdo da area placentaria total. Descobertas adicionais conduzidas por Wilsher
e Allen (2012) apontam para uma correlagdo positiva entre a densidade microcotiledonaria e o peso do potro,
bem como uma relagdo entre a idade da égua e a densidade microcotiledonaria.

Além das avaliagdes macroscdpicas e histoldgicas da placenta, os métodos morfométricos emergem
como ferramentas precisas para obter informagdes quantitativas tridimensionais sobre estruturas
microscopicas. Nesse contexto, softwares como o Imagel destacam-se por sua facil aplicabilidade e
seguranca, sendo amplamente utilizado na area de patologia para auxiliar na mensuracdo de resultados em

diversas técnicas (HELMY et al., 2012; OZERDEM et al., 2013).
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CONCLUSAO

O uso da analise digital de imagens para avaliagdo da histomorfometria microcotiledonaria de

placentas equinas a temo mostrou-se uma ferramenta adequada para obtencdo de informacdes objetivas

dessa estrutura. Proporcionando uma compreensao mais detalhada da arquitetura microscdpica da placenta

nas diferentes porgodes..
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