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Resumo

Introdugdo: o colageno é uma proteina fibrosa que participa de diversos processos fisioldgicos e patolégicos. Dada sua importancia,
a avaliagdo desse componente tem sido de grande relevancia em variadas pesquisas bioldgicas. Objetivo: verificar a concordancia
entre métodos quantitativos na analise do coldgeno em secgdes teciduais histolégicas. Metodologia: trata-se de estudo experimental,
que utilizou secgoes teciduais coradas em Sirius Vermelho de 28 ratos Wistar, pertencentes a dois grupos experimentais, com animais
submetidos a radioterapia, sem Ulcera (G1) ou com Ulcera (G2) produzida em dorso lingual para avaliagdo do reparo tecidual. Foram
estabelecidos dois métodos para comparagdo das técnicas de avaliagdo do colageno: morfometria por contagem manual de pontos
com duas grades (320 e 588 pontos), e morfometria por segmentagdo de cor. Foram utilizados testes ndo paramétricos Mann Whitney,
para as comparagdes entre os grupos, e Friedman e Nemenyi, para as comparagdes entre as técnicas. O teste de correlagdo de
Pearson foi usado para avaliar a quantidade de coldgeno entre os métodos. O nivel de significancia foi de 5%. Resultados: em ambos
0s grupos experimentais houve correlagdo significativa entre a quantidade de coldgeno avaliada pela técnica de 320 e 588 pontos.
Nos dois grupos, a porcentagem de coldgeno foi significativamente maior quando avaliada pela técnica de 588 pontos do que pela
técnica por segmentagdo por cor (p<0,05). No grupo G2, houve correlagdo significativa entre a quantidade de colageno avaliada
pela técnica de 588 pontos e por segmentagdo por cor (p<0,05). Pelas técnicas de 588 pontos e segmentagdo por cor, a quantidade
de coldgeno foi significativamente maior no grupo com lesdo (p<0,05). Conclusdo: ainda que alguns resultados tenham se mostrado
semelhantes entre as técnicas de contagem de pontos com grade de 588 pontos e segmentagdo por cor, os dados sugerem que a
técnica de 588 pontos é mais eficaz na quantificagdo do colageno.

Palavras-chave: Histologia; coldgeno; picrosirius red; citometria por imagem; analise de imagem assistida por computador.

Abstract

Introduction: collagen is a fibrous protein that participates in several physiological and pathological processes. Given its importance,
the evaluation of this component has been of great relevance in various biological research. Objective: to verify the agreement
between quantitative methods in the analysis of collagen in histological tissue sections. Methodology: this is an experimental study
which used tissue sections stained in Sirius Red from 28 Wistar rats belonging to two experimental groups, with animals submitted
to radiotherapy, without ulcer (G1) or with an ulcer (G2) produced on the lingual dorsum for evaluation of the tissue repair. Two
methods were established for comparing collagen evaluation techniques: morphometry by manually counting points with two grids
(320 and 588 points) and morphometry by colour segmentation.
Non-parametric Mann-Whitney tests were used for comparisons
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between groups, and Friedman and Nemenyi for comparisons
between techniques. Pearson’s correlation test assessed the
amount of collagen between methods. The significance level was
5%. Results: in both experimental groups, there was a significant
correlation between the amount of collagen evaluated by the
technique of 320 and 588 points. In both groups, the percentage
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of collagen was significantly higher when evaluated using the 588-point technique than the colour segmentation technique (p<0.05).
In the G2 group, there was a significant correlation between the amount of collagen assessed by the 588-point technique and by
segmentation by colour (p<0.05). Using the 588-point technique and segmentation by colour, the amount of collagen was significantly
higher in the group with lesions (p<0.05). Conclusion: although some results are similar between the point counting techniques with
a 588-point grid and colour segmentation, the data suggest that the 588-point technique is more effective in quantifying collagen.
Keywords: Histology; collagen; picrosirius red; imaging cytometry; computer-assisted image analysis

INTRODUCAO

O tecido conjuntivo é caracterizado pela abundancia
de matriz extracelular, que consiste em diferentes combi-
nagdes de fibras coldgenas e de substancia fundamental,
e pela grande variedade de células, sendo os fibroblastos
as mais presentes, com intensa atividade de sintese de
proteinas diversas, colageno e elastina. Atua no suporte
de d6rgdos e células, na conexdo entre os diversos tecidos,
no transporte de nutrientes e residuos, bem como na
defesa contra patdgenos®3. O colageno é uma proteina
fibrosa, considerada o componente mais importante do
tecido conjuntivo. E constituido de 28 isoformas protei-
cas, e formado por cadeias peptidicas dos aminodcidos
glicina, prolina, alanina, hidroxiprolina e hidroxilisina, sen-
do secretado pelos fibroblastos na forma de procoldgeno
solivel*®. Sua sintese ocorre tanto de forma intracelular
qguanto extracelular, gerando varios tipos de coldgenos,
com fungdes diferentes®”’.

Participa ainda, fortemente, do processo de reparo
tecidual da maioria das lesGes por meio da constante re-
modelagdo da matriz extracelular e da formagdo de tecido
cicatricial®'!, através da deposi¢do do colageno nos teci-
dos em torno das 24 horas subsequentes a injuria, com
predominio do coldgeno tipo Ill, que é substituido por
colageno tipo |, apds o tempo médio de sete dias. A partir
do oitavo dia apds a injuria, ocorre o pico da produgdo
de coldgeno, estimulada por citocinas fibrogénicas'??4.

A radioterapia é uma das formas de tratamento uti-
lizada para as neoplasias malignas da regidao de cabega e
pescoco. Essa forma terapéutica se baseia na injuria das
células neoplasicas pela radiacdo ionizante, através de
danos diretos ao DNA, ou indiretamente pela formagado
de radicais livres. No entanto, ela também provoca alte-
ragdes nos tecidos normais adjacentes ao tumor, em es-
pecial naqueles com alta taxa de renovagao celular, como,
por exemplo, a mucosa que reveste a cavidade bucal®?.

As caracteristicas do tecido pos-radioterapia podem
mostrar modificagdes da resposta do tecido a outras
injurias, influenciando no reparo tecidual. A presencga de
qualquer alteragdo em uma das fases do reparo pode le-
var a respostas inadequadas a injuria, com consequentes
mudangas no processo cicatricial e impactos expressivos
na neoformagdo dos tecidos epitelial e conjuntivo, nos
quais, consequentemente, além de provocar mudangas
histoldgicas, podem ocasionar sequelas estruturais e
funcionais nos tecidos de suporte®%,

A histopatologia é uma ciéncia antiga, que se utiliza
da observagdo e da analise microscépica das alteragdes
morfoldgicas que ocorrem nos érgdos, com intuito de
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diagnosticar e investigar a patogénese de doengas?.
Dentre as diversas coloragdes utilizadas para analise
microscopica dos tecidos, a escolha e o emprego devem
levar em consideragdo a localizagdo anatomica e as
caracteristicas morfoldgicas que o tecido apresenta?* %,
Em fungcdo de permitir o contraste entre o nucleo e o
citoplasma, a coloragdo mais aplicada no processamento
de rotina é a combinagdo de Hematoxilina, um corante
basico que reage com os acidos nucleicos e confere ao
nucleo uma coloragdo azulada, a Eosina, um corante
acido, que fixa os componentes bdsicos do citoplasma,
sendo a coloragdo popularmente conhecida como HE?*.

Para a andlise do tecido conjuntivo, em especial no
estudo das fibras colagenas presentes, embora as colo-
racGes de Mallory e van Giesen sejam bastante utiliza-
das?*, elas possuem uma fragilidade na densidade da cor
produzida, se mostrando insuficientes para corar outras
estruturas contendo coldgeno, a exemplo das fibras de
reticulina e membranas basais?>. Por isso, atualmente, as
coloragbes mais empregadas para esse fim sao Tricrodmico
de Masson e Picrosirius, ou Sirius Vermelho?®. O Tricro-
mico de Masson favorece a segmentacgao de diferentes
fibras e demais estruturas dérmicas, além de ser bastante
usado para visualizagdo de fibrose?”. No entanto, apresen-
ta uma grande tendéncia ao deshotamento?’.

Assim, pela facilidade de execugdo da técnica e do
baixo custo, a coloragdo mais utilizada para avaliagdo do
colageno é o Picrosirius ou Sirius Vermelho, pois permite
uma analise qualitativa das fibras, e a diferenciagdo de
seus tipos, em especial os tipos | e lll, quando observadas
sob microscépio de luz polarizada, pela sua capacidade
de realce da birrefringéncia, bem como de analise quan-
titativa da rede de colageno?®3?,

Dada a importancia do coldgeno nos diversos proces-
sos fisioldgicos e (ou) patoldgicos, a avaliagdo qualitativa
e quantitativa desse componente tem sido de grande
relevancia em variadas pesquisas médicas e bioldgicas,
sob diversas técnicas metodoldgicas.

No estudo de Lima et al.® (2022), com o objetivo de
aferir a drea do coldgeno em um modelo experimental de
cicatrizagdo cutanea in vivo, sob a agao da fotobiomodula-
¢do laser, com a coloragdo de Sirius Vermelho, os autores
analisaram comparativamente dois métodos de andlise de
fibras coldgenas, que compreenderam, respectivamente,
anadlise semiquantitativa, categorizando por escores, e
morfometria pelo software Imagel, e encontraram resul-
tados semelhantes entre os métodos utilizados.

Lima et al. *? (2020), para quantificar tipos | e Il
do colageno presente em lesGes de pele de pacientes
portadores de hanseniase, também utilizaram cortes
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histolégicos corados por Picrosirius, através do software
Imagel, em microscépio de luz polarizada, onde foi
possivel perceber que as lesdes na fase inicial e polares
da hanseniase apresentam diferengas na quantidade de
fibras colagenas tipo | e lll, em decorréncia do processo
inflamatdrio persistente.

Bedoya et al. (2019)*3, com cortes histoldgicos corados
com Picrosirius e analisados em microscépio sob luz polari-
zada, ao compararem a quantificagdo histomorfométrica
de coldgeno em pele equina por contagem de pontos
(grade 792 pontos) e pela segmentagdo de cor a partir
software ImageJ, concluiram que as duas técnicas demons-
traram resultados equivalentes. Resultado semelhante foi
observado por Amenabar et al.>* (2006), ao compararem a
concordancia entre a contagem manual de 320 pontos e a
segmentacao das fibras colagenas no software Image-Pro
Plus versdo 4.0, em lingua de ratos, coradas em Picrosirius
e contracoradas com verde de metila.

Embora diversos métodos semiquantitativos e quan-
titativos sejam utilizados de forma rotineira na avaliacdo
do colageno tecidual, ndo ha uma padronizag¢do nas
técnicas. Dessa forma, este trabalho teve o objetivo de
verificar a concordancia entre métodos quantitativos na
analise do colageno em secgbes teciduais histoldgicas de
ratos submetidos a radioterapia, em uma tentativa de
validar a escolha de métodos distintos pelos pesquisa-
dores e que possam demonstrar resultados semelhantes
entre si.

METODOLOGIA

Tratou-se de um estudo experimental comparativo,
que foi conduzido no Laboratdrio de Bioquimica Oral do
Instituto de Ciéncias da Saude (ICS, UFBA).

A amostra foi constituida por 28 laminas histoldgi-
cas de arquivo, contendo secg¢des teciduais com 4 um
de espessura, coradas com Sirius Vermelho, coloragdo
especifica para o estudo do coldgeno total. As sec¢des
foram obtidas a partir de animais de experimento ante-
rior, executado apds aprovagao pela Comissdo Cientifica
e de Etica da Faculdade de Odontologia da Pontificia
Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul (PUCRS),
sob protocolo nimero 0053/03, sendo o novo projeto
submetido em 2023 e aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais do ICS/UFBA sob o niimero 6707080523.

Os animais eram ratos machos adultos, da espécie
Rattus norvegicus, linhagem Wistar. Todos foram subme-
tidos a radioterapia em regido de cabeca, sendo a dose
total de radia¢do aplicada de 6000 cGy ao final do trata-
mento, fracionada em doses de 200 cGy/dia, durante seis
semanas, cinco vezes por semana, totalizando 30 sessdes.
O aparelho empregado no tratamento radioterapico foi
o Theraton, modelo Phoenix 61, unidade de teleterapia
rotacional por Cobalto 60, com energia de 1,25 MeV.
O grupo 01 (G1) foi constituido por 15 animais que ndo
tiveram ulcera produzida em dorso de lingua, e o grupo
02 (G2) foi formado com 13 animais que tiveram lesdo
ulcerada produzida no dorso da lingua com um punch
descartavel de 5 mm de didmetro, na terceira semana
de radioterapia. Ao final do experimento, apds a morte

dos animais, as linguas foram removidas e encaminhadas
para processamento histolégico de rotina, sendo coradas
também com Sirius vermelho.

A partir das secgOes teciduais coradas, foram captu-
radas fotomicrografias correspondentes a trés campos
da area de interesse, a saber: tlcera ou centro do dorso
lingual, a depender do grupo de trabalho, e bordas direita
e esquerda, na objetiva de 10x.

A calibragdo do examinador para uso do Software
Motic Images Plus 2.0 (Motic Asia, Hong Kong, China), do
Software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda,
Md) e do microscépio de luz Quimis BA410 (Quimis, Sdo
Paulo, Brasil), acoplado a camera Moticam 5.0, ocorreu no
Laboratdrio de Bioquimica Oral do Instituto de Ciéncias
da Saude (ICS, UFBA). A andlise ocorreu de forma cega
para os grupos de trabalho.

Avaliagdo do Colageno

Foram estabelecidos dois métodos para comparacdo
de técnicas de avaliacdo do coldgeno total corresponden-
te a lamina prépria no grupo sem lesdo (G1) e da regido
de reparo tecidual no grupo com lesdo (G2), a saber:
morfometria por contagem manual de pontos, com uso
de duas grades (320 e 588 pontos), e morfometria por
segmentacdo de cor.

As anadlises foram realizadas através de fotomicro-
grafias obtidas através do Software Motic Images Plus
2.0, com captura de trés dreas distintas de cada uma das
secgOes teciduais, como foi mencionado anteriormente.

Para tanto, na analise por contagem manual de
pontos, foram incluidas, no momento da captura das
imagens, duas grades sobrepostas nas sec¢Ges de for-
ma individual, com 320 e 588 pontos de interse¢do. A
determinacdo da quantidade de pontos se baseou nos
protocolos indicados nas metodologias de Amendbar
et al.>* (2006) e Bedoya et al.** (2019), respectivamente.

Ja aanalise morfométrica por segmentacgdo de cor do
percentual de colageno em relagdo a area total (39.277,4
um?) do tecido foi realizada pelo Software ImageJ, na
imagem capturada previamente.

ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas andlises de correlagdo de Pearson
entre as quantidades de colageno avaliadas pelos dois
métodos. A interpretacdo dos coeficientes de correlagdo
foi realizada de acordo com Mukaka®® (2012). As analises
descritivas e exploratérias dos dados de coldgeno foram
realizadas para as comparagdes entre as técnicas e entre
os grupos. Foram utilizados os testes ndo paramétricos
de Mann Whitney para as comparagdes entre 0s grupos,
e de Friedman e Nemenyi para as comparagdes entre as
técnicas. Como sdo varidveis em escalas diferentes, as
comparagdes entre as técnicas foram possiveis para as
porcentagens. Todas as andlises foram realizadas no pro-
grama R (Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria), com nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

Como demonstra a Tabela 1, que traz as compa-
ragBes entre os grupos, quanto aos valores brutos do
colageno para cada um dos métodos aplicados, pode-se
observar que houve diferenga significativa na quantidade
de coldgeno entre os grupos sem (G1) e com lesdo (G2),
guando avaliados pela técnica dos 588 pontos e por
segmentacdo por cor, sendo significativamente menor
no grupo G1 (p<0,05).

Jd aTabela 2, que apresenta o resultado das analises
de correlagdo dos métodos utilizados para a avaliagao do
colageno, revela que sé ndo houve correlagdo significativa
entre a avaliagdo por segmentagdo de cor e as avaliagdes
com 320 e 588 pontos, no grupo G1 (p>0,05).

Nos demais casos, houve correlagdo positiva sig-
nificativa (p<0,05). Nos dois grupos, houve correlagdo
significativa positiva forte entre as avaliagdes com 320
e 588 pontos (p<0,05). No grupo G2, houve correlagdo

significativa positiva moderada entre a avaliagdo com 588
pontos e por segmentac¢do de cor (p<0,05), e correlagdo
significativa positiva fraca entre a avaliagdo de 320 pontos
e por segmentacgao de cor (p<0,05).

Na Tabela 3 e na Figura 1, sdo apresentados os re-
sultados das comparagdes entre as técnicas e os grupos
guanto a porcentagem de coldgeno. Observa-se que a
porcentagem com colageno foi significativamente menor
no grupo G1 do que no G2, quando avaliados pela técni-
ca dos 588 pontos e por segmentagdo por cor (p<0,05).
Além disso, nos dois grupos, a porcentagem de colageno
foi significativamente maior quando utilizada a técnica
dos 588 pontos do que quando utilizada a técnica de
segmentacado por cor (p<0,05). No G1, a porcentagem de
colageno foi também significativamente maior quando
utilizada a técnica dos 320 pontos do que quando utilizada
a técnica de segmentacdo por cor (p<0,05).

Tabela 1 — Comparagées entre os grupos sem (G1) e com lesdo (G2), quanto aos resultados de avaliagdo de coldgeno (valores

brutos) pelas trés técnicas de avaliagdo.

Grupo
P Unidade de Gl G2
Técnica X p-valor
medida Média (desvio Mediana (valor minimo e Média (desvio Mediana (valor minimo e
padrdo) maximo) padrdo) maximo)
320 pontos pontos 68,62 (14,85) 64,33 (52,00; 100,67 A 68,64 (25,67) 55,67 (32,67; 119,67) A 0,6124
588 pontos pontos 117,29 (27,62) 112,00 (68,67; 177,00) B 155,92 (52,12) 145,67 (70,33; 240,00) A 0,0166
Segmentacdo por cor  pm 5539,94 (1818,40)  5606,16 (2712,73; 9176,67) B 7581,99 (2459,83)  8160,50 (4291,73; 11577,60) A 0,0255

Letras distintas na horizontal indicam que hd diferenga estatisticamente significativa (p<0,05).

Fonte: Laboratério de Bioquimica Oral ICS/UFBA, 2023.

Tabela 2 — Resultado das andlises de correlagdo dos resultados dos trés métodos de avaliagéo do coldgeno.

Grupo Métodos Coeficiente de correlagdo (r) p-valor

G1 320 x 588 pontos 0,73 <0,0001
320 pontos x segmentagdo de cor 0,25 0,1000

588 pontos x segmentagado de cor 0,09 0,5417

G2 320 x 588 pontos 0,78 <0,0001
320 pontos x segmentagdo de cor 0,46 0,0028

588 pontos x segmentagdo de cor 0,61 <0,0001

Amostra total 320 x 588 pontos 0,73 <0,0001
(G1+G2) 320 pontos x segmentagdo de cor 0,37 0,0005
588 pontos x segmentagdo de cor 0,48 <0,0001

Fonte: Laboratério de Bioquimica Oral ICS/UFBA, 2023.

Tabela 3 — Comparagdes entre os grupos sem lesdo (G1) e com lesédo (G2) e entre técnicas quanto aos resultados de avaliagdo de

coldgeno (valores em porcentagem).

Grupo
. Unidade G1 G2
Técnica K p-valor
de medida Média Mediana (valor minimo e Média Mediana (valor minimo
(desvio padrdo) maximo) (desvio padrdo) e maximo)
320 pontos pontos 21,4 (4,6) 20,1 (16,3; 31,5) Aa 21,5 (8,0) 17,4 (10,2; 37,4) Aab 0,6124
588 pontos pontos 19,9 (4,7) 19,1(11,7;30,1) Ba 26,5 (8,9) 24,8 (12,0; 40,8) Aa 0,0166
Segmentagdo por cor um 14,1 (4,6) 14,3 (6,9; 23,4) Bb 19,3 (6,3) 20,8 (10,9; 29,5) Ab 0,0255

p-valor

0,0004 0,0079

Letras distintas (maidsculas na horizontal e mindsculas na vertical) indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

Fonte: Laboratério de Bioquimica Oral ICS/UFBA, 2023.

Rev. Ciénc. Méd. Biol., Salvador, v. 22, n. 3, p. 494-500, set./dez. 2023

497



498

Horténcia Resende dos Santos Della Cella, Maria Antonia Zancanaro de Figueiredo, Gabriela Botelho Martins

Figura 1 — Box plot da porcentagem de coldgeno em fungdo do
meétodo e do grupo.
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Fonte: Laboratério de Bioquimica Oral ICS/UFBA, 2023.

DISCUSSAO

Métodos morfométricos tém sido empregados em
varias areas do conhecimento biolégico, inclusive na
histologia oral, pelo fato de se basearem em analises
guantitativas, o que acaba por fornecer dados essenciais
no estudo de tecidos**¥, que normalmente se baseia
em andlises subjetivas. Conforme é relatado no estudo
de Bedoya et al.**(2019), a utilizagdo de softwares espe-
cializados possibilita a realizagao célere e automatizada
de analises em imagens histoldgicas. Isso resulta em
dados que podem ser processados estatisticamente,
diminuindo a subjetividade e aumentando a reproduti-
bilidade dos resultados. Além disso, esses softwares sao
amplamente acessiveis e, muitas vezes, disponibilizados
gratuitamente, além de serem configurados de acordo
com o tipo de analise desejada, como mensuragdo das
estruturas, morfometria baseada em contagem de pontos
e segmentacdo de cor, adaptando-se as caracteristicas
especificas dos tecidos a serem estudados®:.

A partir dessa percepgdo, este trabalho teve o
objetivo de verificar semelhangas ou discrepancias nos
resultados entre dois métodos quantitativos de analise
de colageno em dorso de lingua de animais tratados em
um protocolo de radioterapia, com intuito de fornecer
um melhor conhecimento para a ado¢do de um método.

A justificativa para o uso de dois grupos experimen-
tais distintos estd no intuito de investigar se as técnicas
eram capazes de diferenciar o quantitativo de coldgeno
presente, visto que um grupo apresentaria alteragdes dis-
cretas, causadas apenas pela radioterapia (G1), enquanto
0 outro grupo apresentaria alteragdes acrescidas pela
injuria da radioterapia e da lesdo ulcerada produzida (G2).
No grupo G1, hd uma quantidade de coldgeno reduzida,
mais proxima de um padrdo organiza¢dao normal. Uma
analise qualitativa poderia auxiliar na determinagdo das

diferencas entre os padrdes de espessura de organizagao
das fibras presentes em cada um dos grupos. Todavia,
o trabalho objetivou utilizar métodos quantitativos de
andlise.

Como foi visto, os resultados foram capazes de con-
firmar essa precisdo na diferenciacdo da quantidade de
colageno total presente, ja que os métodos de contagem
manual com 588 pontos e segmentacgado de cor consegui-
ram detectar essa variagdo entre os grupos. Em contra-
partida, o método de contagem manual com 320 pontos
nao foi sensivel o suficiente em detectar diferenca entre
os dois grupos. Isso pode ser justificado pelo fato de que
uma maior distancia entre os pontos de interse¢des em
uma imagem de tamanho padrdo interfere na sensibili-
dade do teste, logo, um maior nimero de pontos é capaz
de estabelecer maior precisdo, pois diminui os intervalos
entre os pontos. O coeficiente de correlagdo aplicado,
neste caso, além de avaliar as variagGes dos valores quan-
titativos de colageno entre os grupos, foiimportante para
determinar como as variaveis se relacionavam entre si,
no sentido de perceber se elas convergiam paraa mesma
diregdo de resultados®.

Em concordancia a esses achados, Bedoya et al. *
(2019), com os resultados obtidos a partir da morfometria
por contagem manual de pontos utilizando grades de
391, 588 e 792 pontos, identificaram que, na avaliagao do
coldgeno tipo|, as grades de maior nimero de interse¢des
ndao mostraram diferencas entre si (588 e 792 pontos),
enquanto, para o coldgeno tipo lll, houve diferenca,
verificando-se, que a grade que melhor contabilizou o
colageno presente foi a de 792 pontos, se mostrando
mais sensivel.

Com base nos resultados da amostra total, inde-
pendentemente dos grupos, as técnicas de contagem
manual de 320 e 588 pontos relacionaram-se fortemente
entre si, ao tempo que as analises entre 320 pontos e
segmentacdo de cor e 588 pontos e segmentacao de
cor demonstraram correlagdo fraca sem relevancia
estatistica, e fraca com significancia estatistica, respec-
tivamente. Logo, infere-se, com base na amostra aqui
analisada, que a técnica de segmentacdo de cor ndo se
correlaciona com a técnica de 320 pontos, ou seja, elas
estdo em discordancia.

Considerando que a interpretacdo dos resultados
depende da magnitude das variaveis, no presente traba-
lho, apesar de terem sido observadas correlagdes fortes,
moderadas e fracas entre as técnicas avaliadas, quando
comparados os resultados intragrupos nem todos foram
estatisticamente significantes.

Ao contrario dos resultados aqui expostos, Lima et
al.> (2022), quando compararam os resultados de dois
tipos de andlise acerca da presenca de fibras colagenas
na matriz extracelular, durante a cicatriza¢do cutanea,
em ferimentos fotobiomodulados, constataram que,
independentemente do método de andlise utilizado, seja
semiquantitativo ou histomorfométrico, os resultados
encontrados, em ambas as analises, demonstraram simi-
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laridade. Ainda no estudo de Amenabar et al.>* (2006),
que utilizou tecido com tamanho de 4rea semelhante ao
do estudo aqui apresentado, os autores também eviden-
ciaram que a técnica de segmentac¢do de cor produziu
resultados similares aos da contagem manual de pontos,
que, nesse caso, utilizou uma grade com 320 pontos. Essas
discrepancias dos resultados desses autores em relagdo a
presente pesquisa podem ser justificadas pela diferenca
no tamanho da amostra dos estudos.

No que se refere a ado¢do do melhor método, dife-
rentemente de Bedoya et al.** (2019), segundo os quais,
na segmentacdo de cor, é possivel extrair a parcialidade
da visdo humana e a experiéncia do observador, no
contexto da presente anadlise, percebeu-se, durante a
execucdo da técnica, que houve uma dificuldade no es-
tabelecimento de um padrao da analise da segmentagao
de cor. Durante a coleta dos dados, notou-se que, por
vezes, 0 software apresentava demarcacgdo errénea na
determinacgdo das dreas do coldgeno, mostrando-se com
baixa sensibilidade, enquanto que a técnica de contagem
manual de pontos, por ser mais objetiva, pareceu ser mais
eficaz em detectar esses locais, embora necessitasse
de atengdo e maior tempo para ser realizada. Ainda de
acordo com Bedoya et al.*® (2019), a padronizagdo das
configuragdes e a adaptacgdo dos softwares utilizados sdo
fundamentais para garantir a consisténcia e confiabilida-
de dos resultados obtidos.

De acordo com Amenabar et al.?” (2003), os calculos
para determinagao do quantitativo dos pontos de inter-
sec¢do das grades sdo importantes, pois reduzem o tempo
de trabalho, a quantidade de imagens e proporcionauma
boa confiabilidade dos resultados. Neste estudo, embora
nao tenham sido feitos os calculos, a determinagdo de
pontos foi baseada nos protocolos de Amendbar et al.**
(2006) e Bedoya et al.?* (2019). Outro fator crucial a ser
considerado é a qualidade das fotomicrografias, uma vez
que a presenca de vieses pode prejudicar as analises. E
importante garantir que as imagens estejam livres de do-
bras, artefatos indesejados e birrefringéncia dos pelos.

Importa destacar que o presente estudo possuiu
algumas limitagOes, ja que, embora calibrado, houve
apenas um avaliador Unico, o que pode aumentar a sub-
jetividade. Além disso, houve limitagdo no numero das
secgOes histoldgicas, utilizando-se material de arquivo de
experimento anterior. Essa ultima limitagdo, entretanto,
estd em conformidade a Lei 11.794%¢, que estabelece as
regras de uso cientifico de animais em experimentacao,
no que diz respeito ao melhor aproveitamento da amos-
tra animal ja obtida anteriormente.

Considerando que a morfometria por contagem
manual de pontos é amplamente reconhecida como um
método padrdo para a quantificacdo de estruturas, e
gue a segmentacdo de cor é uma ferramenta de analise
de imagem simples e rdpida®, a selegdo das técnicas
deve levar em conta a disponibilidade do software, a
experiéncia e a calibragdo do observador, bem como o
tempo disponivel para as analises. E importante desta-
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car que todas essas técnicas geralmente proporcionam
resultados satisfatorios na maioria dos casos.

CONCLUSAO

Neste estudo, os achados destacam as correlagdes
entre diferentes técnicas de avaliagao de colageno, es-
pecialmente entre a quantidade de colageno avaliada
pela técnica de contagem manual de 320 e 588 pontos,
e indicam que a presenca de lesdo altera a quantidade
de colageno no tecido, sendo observado maior depdsito
no grupo com lesdo, como era esperado.

Ainda que alguns resultados tenham se mostrado
semelhantes entre as técnicas de 588 pontos e segmenta-
¢do de cor, os dados mostram que a técnica de contagem
manual com 588 pontos foi mais precisa na quantificagdo
do coldgeno em comparagao com a segmentagdo por cor
e pela técnica de contagem manual com 320 pontos, na
anadlise de mucosa de ratos submetidos a radioterapia,
e submetidos ou ndo a lesdo ulcerada. Essas conclusdes
enfatizam a importancia de serem selecionadas técni-
cas de avaliagdo do coldgeno apropriadas, com base no
contexto especifico do experimento realizado, a fim de
diminuir a subjetividade dos resultados.
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