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RESUMO

O timo é um dos 6rgaos linfoides mais acometidos pel as patol ogias imunodepressoras, o qual
geramente é avaliado quanto ao grau de perda linfocitéria a partir de técnicas histologicas
subjetivas. Este trabaho teve como propdsito a adaptacdo e aplicacdo do sistema ADDL
(Andise Digital de Deplecdo Linféide) em timos, a fim de tornar sua andlise mais precisa.
Primeiramente, realizou-se um estudo piloto, no qual foram utilizadas amostras de timo do
trabalho desenvolvido por Camillotti (2011), porém constatou-se um nimero insatisfatorio de
lobos timicos para os trés escores de deplecdo linfocitéria adotados, assim como dificuldade
na categorizagdo com apenas 3 graus de lesdo. Optou-se, entdo, pela inducéo de
imunodepressdo através da utilizagdo de um glicocorticoide, e pela classificacdo dos timos em
cinco escores (1 a5). Para tanto, foram utilizados 70 aves de um dia de idade, sendo que aos
21 dias de idade, foram separadas 15 aves para composi¢do do grupo controle e 55 para o
grupo tratado. Foi empregado o protocolo de tratamento com dexametasona adaptado de
Kong, et al. (2002). Durante as coletas, de cada uma das aves, ambas as cadeias timicas eram
pesadas, sendo selecionados seis lobos para o processamento histoldgico de rotina, andise
quanto ao grau de deplecdo linfocitaria por dois avaliadores (A e B) e submissdo a todas as
etapas de processamento pelo sistema ADDL. Foram construidas ao final, cinco RNAs (Redes
Neurais Artificiais): duas tendo em vista o escore por lobo (escore do avaliador A; escore do
avaliador B) e trés considerando o escore por ave (moda dos escores de 6 lobos/ave do
avaliador A; moda dos escores de 6 lobos/ave do avaliador B, moda conjunta dos escores dos
avaliadores A + B). A fim de relacionar 0 peso relativo (PR) do timo ao escore digital de
deplecdo, foi aplicado o teste de correlagcdo de Spearman, seguido de andlise de regresséo, e
para evidenciar diferencas entre os escores atribuidos pelos avaliadores, utilizou o teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney. Constatou-se que o tratamento com dexametasona permitiu a
aquisicdo de timos com escores entre 1 a 5. Houve diferenca significativa entre as leituras
realizadas pelos avaliadores considerando o lobo e também entre a moda de escores dos dois
avaliadores, assim como entre a moda do avaiador B e a moda conjunta (p<0,005). Foi
observado que as duas RNAs construidas por lobo obtiveram um percentual de 50% de
classificagdes corretas. As RNASs construidas utilizando a moda mostraram um percentual de
acerto de 86,57% para o avaliador A, 80,60% para avaliador B e 94,03% para a rede
construida a partir da moda conjunta dos avaliadores. Paralelamente, observou-se p=-0,77 e
R?=0,58 entre as variaveis “PR” e “Escore digital de deplecdo linfocitaria”. Em concluso, foi
possivel a aplicacdo do sistema ADDL para timos, sendo a RNA treinada com a moda
conjunta dos escores dos avaliadores A e B, o0 modelo que alcangou melhor desempenho.
Portanto, 0 uso de ferramentas de andlise de imagem em conjunto com as RNAS, torna
possivel uma avaliagdo do sistema imune da ave adotando critérios objetivos para as andlises
histol 6gicas quanto a perda linfocitaria.

Palavras-chave: frangos de corte; timo; deplecéo linfocitéria; sistema ADDL



ABSTRACT

The thymus is a lymphoid organs most affected by immunosuppressive diseases, which is
usually assessed on the degree of lymphocyte loss from subjective histological techniques.
This work aimed to the adaptation and application of the system DALD (Digital Analysis of
Lymphoid Depletion) in the thymus in order to make your analysis more accurate. First,a
pilot study was performed, in which samples from the thymus of the work of Camillotti (2011)
were used, but it was found a number of poor thymic lobes for the three scores lymphocyte
depletion adopted, as well as difficulty with categorization only three degrees of injury. It was
decided, therefore, by inducing immunosuppression by using a glucocorticoid, and the
classification of the five scores thymus (1 to 5). Therefore, 70 birds a day old were used, and
at 21 days of age, 15 birds were separated for composition of the control group and 55 in the
treated group. A treatment protocol with dexamethasone adapted Kong et al. (2002) was
performed. During collection, each of the birds, both chains thymus were weighed, and
selected six lobes for histological processing, analysis of the degree of lymphocyte depletion
by two raters (A and B) and submission to all stages of DALD processing by the system. At
the end of five ANNs (Artificial Neural Networks) were built: two in view of the score by lobe
(The score evaluator, the evaluator score B) and three taking the score per bird (mode scores
of 6 lobes/ bird evaluator The; mode scores of 6 lobes/ bird evaluator B, trendy joint scores
of evaluators A + B). In order to relate the relative weight (RW) of the thymus to score digital
depletion the Spearman correlation test was used, followed by regression analysis, and to
highlight differences between the scores assigned by the evaluators used the Wilcoxon- Mann-
Whitney test. It was found that treatment with dexamethasone permitted the acquisition of
thymus with scores ranging from 1 to 5. Sgnificant difference between the readings made by
the evaluators considering the lobe and also between mode scores of two raters, as well as
between mode evaluator B and joint mode (p <0.005). It was observed that the two ANNSs
constructed by lobe obtained a percentage of 50% correct classifications. ANNs built using
the fashion shown a percentage of accuracy of 86.57% for the evaluator A, 80.60% to
avaliator B and 94,03% for the network constructed from the trendy joint assessors. In
parallel, it was noted p = -0.77, and R = 0.58 between "RW" and "digital lymphoid depletion
score”. In conclusion, it was possible to apply the system to DALD sweetbreads, and the
trained ANN with mode combined scores of raters A and B, the model achieved better
performance. Therefore, the use of image analysis tools along with the ANNs makes possible
an assessment of the bird's immune system adopting objective criteria for histological
analyzes as the lymphocyte | oss.

Key-words: broiler; thymus; lymphoid depletion; DALD system.
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1INTRODUCAO

A avicultura constitui-se em um setor crescente do agronegécio mundial, sendo de
extrema relevancia do ponto de vista socio-econdmico (BAMPI, 2009). Segundo relatorio de
2012 da Unido Brasileira de Avicultura (UBA), a producéo de carne de frango no Brasil tem
sido crescente nos Ultimos anos, chegando a aproximadamente 13 milhdes de toneladas em
2011. Deste total, cerca de quatro milhdes de toneladas teve como destino o mercado externo,
principamente paises do Oriente Médio. Sendo assim, este ramo do agronegocio €
responsavel por colocar 0 pais em posicdo de destaque no cenario mundial. Atualmente o
Brasil consolidou-se como o terceiro maior produtor de carne de frango, aém de lider na
exportacdo de produtos avicolas desde 2004, a frente de paises tradicionais e competitivos,
como os Estados Unidos da América (EUA).

Neste contexto, a preocupacdo com 0 aspecto sanité&rio dos plantéis torna-se uma
constante. A intensa tecnificacdo da atividade avicola faz com que a capacidade de
alojamento sga maior, levando a existéncia de criagdes com elevada densidade de animais
por area. Este fato, aliado ao processo de melhoramento genético, tornam as aves cada vez
mais susceptiveis ao desenvolvimento de enfermidades. Dentre as doencas de maior
importancia estdo aquelas que afetam diretamente a integridade do sistema imune, sendo
responsaveis por reduzir o desempenho dos animais e afetar negativamente os indices
produtivos. Além disso, este déficit de imunidade acaba por tornar as aves mais susceptiveis a

infeccBes por agentes oportunistas, gerando prejuizos econdmicos ainda maiores.

Dentre 0s 6rgdos mais acometidos pelas doencas imunodepressoras destaca-se 0 timo.
Abordagens acerca da caracterizagdo do dano tecidual neste 6rgdo estdo mais comumente
ligadas a técnicas de histopatologia, as quais sdo realizadas de forma amplamente variavel e
ndo havendo um método “ouro” de avaliagdo. Na maioria das vezes, a anélise do timo da-se
de forma descritiva, ndo se atribuindo valor algum a perda linfocitaria. Cada técnico elabora
Seus proprios parametros de avaliacdo e, consequentemente, acaba por imprimir subjetividade
nas estimativas quanto a severidade da lesdo. Este viéz, presente nas atuais metodologias
envolvendo o estudo do timo, é resultado de uma auséncia de critérios claros e objetivos. Tais
critérios mostram-se essenciais a fim de fornecer suporte para a tomada de decisbes

fundamentadas, possibilitando a determinacdo do grau de comprometimento do tecido
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linfoide do 6rgdo. Soma-se a isso, a auséncia de repetibilidade e reprodutibilidade nos
métodos empregados, caracteristicas essas imprescindivels em se tratando de uma ferramenta

laboratorial téo difundida como a histopatol ogia.

Moraes et al.(2010), a0 propor uma nova metodologia visando a determinacéo da
perda de linfécitos na Bolsa de Fabricio, de modo a excluir a subjetividade da avaliacéo,
criaram um sistema denominado de Andlise Digital de Deplecdo Linfoide (ADDL), obtendo
resultados satisfatorios. Este sistema, baseia-se na utilizagdo de ferramentas computacionais
de andlise de imagem em conjunto com tecnologias relacionadas a inteligéncia artificial,

propondo-se a criagcdo de um método mais preciso de quantificacdo de lesdo.

Este trabalho tem por objetivo a adaptacdo e aplicacdo do sistema ADDL em amostras
de timo de frangos de corte. Tal abordagem permitira também um melhor conhecimento dos
prejuizos causados pel as patol ogias imunodepressoras neste 6rgéo. Ainda, este trabalho vem a
complementar uma série de outros estudos, 0s quais vem sendo realizados integrando a linha
de pesquisa em Redes Neurais Artificiais (RNAS) desenvolvida pelo Centro de Diagnostico e
Pesquisa em Patologia (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anatomia, histologia e importancia do timo nas aves

O timo nas aves consiste em um 6rgdo linféide par, um de cada lado da regido
cervical, sendo que cada uma das metades € formada por um nimero de seis a oito lobos de
formato ovdéide e achatados (AKTER, et al. 2006). Segundo Ciriaco, et al. (2003), os lobos
possuem formato de gréo de feijdo, chegando a um tamanho méaximo de 6 — 12 mm de

didmetro antes de iniciar suainvolucgao fisiol ogica.

A localizagao do timo da-se sob o tecido subcuténeo cervical, sendo incluso em uma
cépsula de tecido conjuntivo. A porcdo anterior de cada cadeia timica encontra-se a nivel da
terceira vértebra cervical e a extremidade posterior sobre a regido da glandula tiredide, no
interior da cavidade toracica. Ainda, o 6rgdo em questéo apresenta-se intimamente associado
aveiajugular e ao nervo vago. Numerosos septos finos, oriundos da capsula, projetam-se para
o interior dos lobos resultando na sua divisdo em estruturas denominadas de I6bulos. Cada
I6bulo é constituido de duas regides, o cortex e amedula, sendo que a diferenciagcdo entre elas
ndo € muito clara, tendendo a fusdo de ambas as areas (HODGES, 1974). Akter, et al. (2006),
em estudo visando caracterizar a histomorfologia dos 6rgdos linfoides de frangos de corte,
verificou que o comprimento de um Iébulo timico é de 629,30 + 118,95 um, jaasualargura é
de 376,03 £ 98,92 um.

A por¢do cortical corresponde a periferia do 16bulo, e cora-se mais fortemente com
hematoxilina, em virtude da maior concentragdo de linfocitos (linfécitos T) (MONTANARI,
2006). E importante ressaltar que ha um predominio de pequenos linfécitos, mas também
estdo presentes linfécitos de tamanho médio (HODGES, 1974). Segundo Clawson €t al.
(1967) a estrutura timica linfocitéria para frangos saudaveis de dois meses de idade é de uma
populacdo cortical possuindo consisténcia uniforme, sendo que as células apresentam uma
estreita variacdo no tamanho (3,5 a 4um de diametro), e uma fina borda de citoplasma
circundando o nucleo. A medular caracteriza-se por conter menor quantidade de linfocitos em
relacdo ao cortex, e consequentemente coloragdo mais palida (HODGES, 1974).

No estroma tanto do cortex quanto da regido medular h4 uma rede de células
reticulares (LUCAS e JAMROZ, 1961), as quais possuem o nicleo em formato ova ou
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alongado com poucos granulos de cromatina e com um ou dois nucléolos (HODGE, 1974).
Estas células formam uma camada continua sob a cdpsula e ao redor de septos e vasos,
responsavel por isolar o cortex e tornalo impermeavel a penetracdo de macromoléculas,
formando a barreira hematotimica. Além disso, as células reticulares sdo responsaveis por
constituir a estrutura de sustentacdo dos lobos (MONTANARI, 2006).

Em aves, as céulas reticulares sofrem um processo de degeneracdo, ocasionando a
formagdo de estruturas semelhantes aos Corpusculos de Hassall no timo de humanos.
Inicialmente ha formagdo de pequenos vaclol 0s, 0s quais parecem aumentar até o tamanho de
uma unica célula reticular, sendo gque neste estagio tornam-se esféricas, delimitadas por uma
membrana e contendo material eosinofilico homogéneo. Vesiculas maiores, de formato mais
irregular e correspondendo ao tamanho de duas ou mais células reticulares também podem ser
observados, e dentro dessas pode haver linfocitos em degeneracdo e algumas vezes, apenas
uma massa de granulos bastante basofilicos (HODGES, 1974). Segundo Montanari (2006), a
presenca destas alteracOes nas células reticulares associada a auséncia de linfocitos permite

auxilio no diagndstico do timo.

Tanto o timo quanto a bolsa de Fabricio sdo 6rgdos do sistema linféide primério,
sendo o timo responsavel por mecanismos relacionados a imunidade celular
(CHAMDRASEKHAR, et al., 2012).

O timo desempenha um papel crucial no desenvolvimento de células T em aves e
mamiferos. Estas células originam-se de progenitores derivados da medula 0ssea, 0os quais
sofrem proliferacéo, rearranjamento do gene receptor de célula T e diferenciacdo de timocitos
para células T, as quais expressam 0s co-receptores CD4 e CD8 (COOPER, et al., 1991,
KISIELOW & VON BOEHMER, 1995; SHORTMAN e WU, 1996).

Cooper, et al. (1966) realizaram um trabalho, onde um dos objetivos era avdiar a
funcdo do “sistema’ timo em frangos. Para tanto, os autores submeteram um grupo de
pintinhos recém-eclodido a timectomia, seguida de doses subletais de irradiacdo X e
realizacdo de um enxerto de pele. Como resultado, constatou-se que, assm cOmMoO NOS
mamiferos, os animais timectomizados e irradiados tiveram respostas diminuidas de
hipersensibilidade e rejeicdo a0 enxerto. Porém os centros germinativos, plasmocitos e a
capacidade de sintese de imunoglobulina permaneceram intactas, ou sga, um

comprometimento do timo n&o reflete sobre aimunidade humoral.
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2.2 Avaliacao histopatoldgica do timo

Doencas imunodepressoras, como anemia infecciosa das galinhas, doenca infecciosa
da bolsa e aflatoxicoses, constituem-se como umas das principais responsaveis pela perda de
linfécitos em érgdos como o timo, bolsa de Fabricio e bago.

A caracterizacdo de alteracBes histolégicas no timo, incluindo o grau de deplecdo
linfocitaria, é realizada de forma amplamente variavel entre os histopatol ogistas.

Henry et al. (1980) realizaram um experimento buscando determinar escores de lesdo
microscopicos para Bolsa de Fabricio, timo, baco e rim em aves experimentamente
infectadas com o virus da Doenca de Gumboro. Para o timo foram estabelecidos escores de
zero atrés, sendo o timo de escore O caracterizado por apresentar-se histologicamente normal,
aqueles considerados como escore 1 por mostrar na regido cortical poucos espagos vazios,
presenca pronunciada de hiperemia e infiltracdo heterofilica especialmente na medular. Os
Orgaos classificados como escore 2 apresentavam um aumento do nimero de espacos vazios
na cortical, presenca de infiltragdo heterofilica e aumento de hiperemia tanto na cortical
guanto na medular. Os timos escore 3, segundo os autores, foram caracterizados por conter
numerosos agregados (12 a 16um) de debris celulares e ndcleos picnéticos, assim como

reducdo da densidade de timocitos no cortex e da hiperemiano cortex e na medula

Sharma et al. (1993) também estabeleceram escores de lesdo para avaliagéo
microscopica do timo. Para tanto, foi realizado um experimento elucidando a presenca de
ateragbes sem a replicacdo vira no timo de frangos expostos ao Virus da Doenca de
Gumboro. A classificagdo foi feita como segue: O0- sem lesdo; 1- suave, necrose cortical
multifocal, ou suave atrofia cortical (30 a 40% da secéo folicular transversal); 2- necrose
moderada multifocal dos linfécitos corticais; 3- atrofia cortical moderada difusa (20 a 30% da
secdo folicular transversal); 4- atrofia da cortica severa difusa (20% da se¢éo folicular
transversal).

Inoue et al. (1994), em estudo avaliando lesdes timicas em frangos inoculados com
duas diferentes cepas do virus da Doenca de Gumboro, descreveram as alteragOes
microscopicas do timo das aves levando em consideracéo a quantidade de linfocitos que
apresentavam condensacdo da cromatina nuclear, a distribuicdo dos linfécitos na cortical,
assm como atrofia e deplecdo desta regido. Na porcdo medular, a presenca de céulas
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inflamatérias e hemorragia também foram elucidadas como parémetro de lesdo. Para

quantificac@o da deplecdo e hemorragia foram atribuidos graus de leve, moderado e alto.

Smyth et al. (2009) na realizacdo de um estudo em frangos de trés e seis semanas de
idade inoculados com o Virus da Anemia Infecciosa das Galinhas, avaliaram lesdes no timo
pelo aumento de tamanho do nucleo nos linfécitos T, coloragéo palida da cromatina, inclusbes
intranucleares (caracteristicas do virus), deplecdo linfocitéria cortical e presenca de estruturas

semel hantes a corpos apoptaéticos.

Em um estudo realizado no Ird, avaliou-se os achados sorol6gicos, hematoldgicos e
histol égicos em frangos de corte infectados com o Virus da Anemia Infecciosa das Galinhas.
Com relacdo a andlise histopatoldgica do timo, considerou-se apenas a presenca ou auséncia
de deplecdo (KARIMI, 2010).

Além de avaiacbes do timo a fim de estabelecer 0 dano tecidual causado pelas
enfermidades imunodepressoras, Hadpour, et al. (2011) realizaran um estudo, onde o
objetivo eraavaliar o efeito do virus da Influenza Aviaria sobre os 6rgaos linféides de frangos
de corte, dentre eles o timo. Como parametros empregados para caracterizacdo do quadro
lesional no timo utilizou-se apenas presenca/auséncia de necrose do tecido linféide e de
deplecdo na area medular do 6rgdo. Hussain, et al. (2012), em estudo visando avdiar a
imunodisfuncéo causada pelo adenovirus tipo IV em frangos de corte, analisou o timo a partir
do estabelecimentos de 5 escores baseados na necrose de cortical e atrofia: 0 - sem lesdes; 1 —
necrose multifocal suave de linfocitos na cortical; 2 - necrose multifocal moderada de
linfécitos na cortical ou atrofia cortical difusa suave; 3 — atrofia cortical difusa moderada; 4 —

atrofia cortical difusasevera

2.3 Sistema de andlise de imagem

Os mecanismos de andlise de imagem vem sendo amplamente difundidos,
acompanhando toda a evolucéo tecnoldgica que se deu em indmeras areas, inclusive no

campo da biociéncias.

Seu emprego na Medicina Veterinaria tem sido de relevancia como método auxiliar na
busca por maior acuracea e confiabilidade na avaliagdo histol6gica dos mais distintos tecidos

animais. Dentre as vantagens deste sistema pode-se destacar a reprodutibilidade e rapidez no
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que diz respeito ao estabelecimento de métodos que corroborem com o diagnéstico clinico e
post mortem. Segundo Moraes et al.(2010), as andises redizadas nas area bioldgicas séo
muitas vezes subjetivas, e, portanto, dependentes do grau de experiéncia do técnico que as
realiza. A utilizacdo destes novos métodos de andlise de imagem visa reduzir este erro,
fornecendo uma maior objetividade a avaiacdo. Porém, é importante ressaltar que estas

ferramentas ndo dispensam o profissional capacitado na érea.

Van Santen, et al. (2004) buscando comparar as rotas intramuscular e oral de infecgdo
para estabelecer a patogenia do Virus da Anemia Infecciosa das Galinhas, realizaram a
avaliacdo do timo, a fim de determinar o grau de deplecdo linfocitaria do mesmo através de
anadlise de imagem. Primeiramente, foi feita uma fotografia de um I6bulo representativo do
timo na objetiva de 4x e com 0 software Image J versdo 1.29x procedeu-se a delimitagdo do
perimetro do lébulo, conversdo da imagem para escaa de cinza (8-bit) e segmentacéo
automatica (distincdo entre cortical e medular). Para cada |6bulo foram estipuladas duas
mensuracdes. uma para arearicaem linfocitos (cortex) e outra para areatotal do I6bulo, sendo
posteriormente realizada a relacéo entre as medidas obtidas para obtencdo do raio. O valor do
raio foi testado por Andlise de Variancia (ANOVA) e seguiu-se a comparagdo entre oS grupos
pelo teste de Tukey.

Toro et al. (2009), observando o efeito do virus da anemiainfecciosa das galinhas e da
doenca de Gumboro em frangos comerciais, realizaram avaliacdo histopatologica do timo
seguindo 0 mesmo principio de morfometria aplicado por Van Santen et al. (2004), porém
com agumas modificacdes. foi feita uma fotografia de um I6bulo timico com ampla extensdo
de cortex na objetiva de 5x, sendo a imagem analisada com o software Image J 1.29x. Foi
delimitado o perimetro do |6bulo, convertida aimagem para escala de cinza (8-bit), efetuada a
segmentacdo automatica e por fim as mensurages da espessura da cortical do I6bulo: direita,
direita - centro, centro, esquerda— centro e esquerda. Os resultados obtidos foram submetidos
aANOVA eteste de Tukey.

Araljo et al. (2009) objetivando fornecer um método que auxilie no diagnéstico
diferencia ou sirva como indicador de transformagdo neoplasica, utilizou andlise digital afim
de redlizar a avaliacdo histoldgica e histoquimica de fatores prognosticos em pacientes com
retocolite ulcerativa. Para tal procedimento, fragmentos de 4um de tecido intestinal foram
coletados e submetidos a técnica de imuno -histoquimica para identificacdo da proteina
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gaectina 3. As imagens microscopicas foram obtidas com camera digital acoplada a um
computador contendo o software OPTIMAS®.

Park et al. (1998) utilizaram o sistema de andlise de imagens em conjunto com Redes
Neurais Artificiais (RNAS) a fim de promover a classificagcéo e reconhecimento de carcacas
de frango. A amostragem consistia em 70 carcagas condenadas por septicemias, tumores,
traumatismos, ascite, leucose e aerossaculite e 21 sem lesdo aparente. Ao avdiar as
caracteristicas de imagem obtidas, como intensidade de reflecténcia, constatou-se diferenca
significativa entre as categorias de carcagas submetidas ao estudo. Os nivels de acertos da

classificagdo pelas RNAsfoi igual ou maior que 90%.

Nishizawa, et al. (2007), redizaran um estudo visando uma avaliacdo
anatomopatol dgi ca, soroldgica e de resposta imunol ogica protetiva em frangos vacinados com
cinco vacinas vivas comerciais para Doenca de Gumboro e submetidas ao desafio com o
virus. Para a bolsa de Fabricio, além da andlise histoldgica convencional, empregou-se andlise
de imagem, a fim de se mensurar a quantidade de linfécitos presentes no orgéo. A técnica
consistia em conectar um microscopio a um computador, e através de um programa chamado

E-bursa, lia-se o percentual de células linfocitéarias.

Moraes et al.(2010) visando reduzir a subjetividade no exame histopatoldgico da
Bolsa de Fabricio, o qual busca classificar o érgéo por escores de deplegéo, estabeleceu uma
nova metodol ogia intitulada de Sistema de Andlise Digital de Deplecéo Linfocitaria (ADDL).
Foram utilizadas 50 Bolsas de Fabricio, sendo primeiramente realizada a avaliacdo Optica
subjetiva para classificagéo em escores de deplecdo conforme Musket et al. (1979). Ao total
foram efetuadas trés leituras em ordem aleatdria das laminas e dias distintos, obtendo-se a
média de todas as leituras. Para aplicagdo do sistema ADDL, as 50 laminas foram dividas em
quadrantes, sendo sacadas fotos de trés foliculos por quadrante na objetiva de 200X. O
processamento das imagens seguiu com o programa MATLAB® 6.5 - MATHWORKS. As
variaveis do histograma correspondentes as caracteristicas de cada imagem (érea direita, area
esguerda, area ponto, ponto maior e indice maior) foram analisadas pelo teste ANOVA, para
classificag@o em cinco e trés escores de deplecdo, e pelo teste T — student para classificacéo
em dois escores apenas. Posteriormente, os dados do histograma também foram utilizados
como valores de entrada para as RNAS, e como saida obteve-se 0 escore classificatorio de

deplecdo para cadalamina.
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2.4 Redes neurais artificiais

No setor avicola, a subdivisdo entre os setores de producéo em matrizes, incubatorio,
recria e frigorifico caracteriza o sistema de integracdo. Esta subdiviso auxilia na constatacdo
e monitoramento dos pontos criticos nas mais variadas fases de producéo. A complexidade e
relacdo entre os distintos fatores envolvidos na cadeia produtiva tornam inviavel a mente
humana predizer com seguranca as consequiéncias oriundas da implantagdo ou modificacéo de
estratégia de manejo, sanidade, nutricdo, selecdo, entre outras, paratodo o processo produtivo.
A fim de solucionar esta questdo e, auxiliar natomada de decisdes por parte de técnicos, 0 uso
de model os computacionais apresentam-se como uma boa alternativa, tanto no campo gquanto
no dmbito da pesquisa (RONDON, 2002).

Em trabalho efetuado por Salle, et al. (1999), utilizaram-se modelos matematicos a
fim de proporcionar uma interpretacdo objetiva dos resultados soroldgicos e da resposta
imune para a Doenca de Newcastle, em reprodutoras de perus. As equagdes obtidas
explicaram os resultados sorolégicos de forma objetiva e demonstraram confiabilidade

estatistica, possibilitando assim, o estabelecimento de model os preditivos.

Estudo realizado por pesquisadores envolvidos com a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), em Concordia-SC, visou estimar os pesos de frangos de corte
machos e fémeas mediante uso de modelos mateméticos. Através dos resultados os autores
concluiram gue o uso desses por criadores poderia ser realizado para prever o crescimento
corpora relacionando com a idade, verificar a proporgdo relativa de crescimento corporal
entre 0s sexos, estimar a conversao alimentar diaria, além de padronizar o crescimento para a
selecdo de novas linhagens para posterior comparagéo com outros tratamentos (FIALHO et
al., 2000% FIALHO et al., 2000).

Sdlle, et al. (2000) destacaram a necessidade de critérios objetivos de tomada de
decisdes e na interpretacéo de resultados de monitoria. A estatistica convencional vem sendo
amplamente utilizada, porém novas tecnologias estéo surgindo a fim de facilitar a tomada de

decisdes, entre elas, as redes neurais artificiais.

Esta nova tecnologia é baseada na estruturacdo neuronal e sua atividade biologica. As
redes neurais “aprendem” ajustando as interconexdes dos pesos entre as camadas neuronais,

de maneira andloga as conexdes singpticas no sistema nervoso central. Desta forma, os



25

resultados obtidos sdo comparados constantemente com as respostas corretas, e 0S pesos
gjustados a cada vez, em direcéo a resposta tida como certa. Para uma maior precisdo séo
adicionados quantos neurdnios ocultos forem necessarios (ASTION e WILDING, 1992;
ROUSH et al., 1997).

De acordo com Astion e Wilding (1992), os “neurénios” da rede podem receber
importancia relativa de entradas excitatérias ou inibitérias dos demais neurénios, produzindo
assim, uma saida, a qual, geralmente, consiste em umafuncdo ndo linear da entrada da rede.

O modelo de redes neurais tem base nos dados disponiveis, a fim de obter um modelo
geral. Em virtude deste fato, a fase de treinamento das redes deve ser rigorosa e idonea,
visando evitar o aparecimento de falsos modelos. O conhecimento das redes esta nas sinapses
(pesos atribuidos as conexdes entre neurdnios). Para aprendizado das redes neurais usa-se em
torno de 50 a 90% de dados, da totalidade existente, escolhidos ao acaso. Esta metodologia
tem por objetivo que a rede aprenda e ndo decore exemplos. Com os demais dados, usa-se
repassar as redes na fase de testes, buscando assim, a inter-relagdo entre os mesmos
(TATIBANA e KAETSU, 2006).

Segundo Sale (2005), a rede tem inicio buscando relacbes lineares entre as
importancias relativas das varidvels de entrada e saida. A estas ligagOes sdo atribuidos pesos,
entre os neurdnios de entrada e saida. Posteriormente, a camada oculta sdo adicionados outros
neuronios, a fim de identificar relagdes ndo lineares. Os dados referentes a entrada sdo
enviados a primeira camada e posteriormente repassados a segunda (oculta), apos serem
multiplicados pelo peso. Desta forma, sdo produzidas saidas, sendo essas baseadas na soma
dos valores pesados que tiveram sua passagem por ela. Ocorre a transposicaéo dos valores da
camada oculta para a camada de saida, e 0s resultados esperados sdo obtidos.

Quanto ao seu uso, as redes neurais possuem inumeras aplicagdes. Sdo utilizadas no
mercado financeiro, otimizagdo de processos quimicos, identificacdo de células cancerosas,
reconhecimento de anormalidades cromossdmicas, detectar fibrilagdo ventricular, predizer
trajetdrias de entrada de naves espaciais, entre outras (LEMOS et al., 2006). Segundo Pinto
(2006), a implementacdo desta nova tecnologia em medicina veterinaria ainda é recente,

sendo que a avicultura mostra-se como a area mais contemplada com a sua utilizagéo.

Roush et a. (1997), realizaram um estudo com o intuito de estimar a ocorréncia de

ascite em frangos de corte. Para tanto, fizeram uso das redes neurais artificiais.
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Primeiramente, uma rede probabilistica foi treinada a fim de predizer ascite tendo como base
fendbmenos fisiol6gicos que ndo necessitam da morte da ave. Como variaveis de entrada, por
importancia relativa, teve-se o nivel de oxigénio no sangue, peso corporal, eletrocardiograma,
hematocrito, onda S e taxa cardiaca das aves. Com tal experimento, concluiu-se que o uso dos
modelos desenvolvidos incrementaram o diagndstico de ascite em frangos de corte, e 0s
resultados foram Utels para selecdo e desenvolvimento de linhagens de frango de corte que

n&o venham a ser propensas a ascite.

Ainda no ambito da sanidade avicola, Souza (2010) conseguiu determinar o indice de
patogenicidade para E. coli através do uso de Redes Neurais. Para tanto, forneceu-se a camada
de entrada alguns dos principais fatores de viruléncia encontrados em amostras patogénicas,
sua origem e o indice de patogenicidade in vivo. Os resultados quanto as predi¢des corretas
foram em torno de 80%, permitindo afirmar que as redes podem ser uma aternativa na

substituicdo dos testes de patogenicidade in vivo para amostras de E. coli de origem aviaria.

Na érea de producdo animal, Spohr (2011) realizou um estudo visando utilizar esta
tecnologia, a fim de explicar os quatro setores da cadeia de producéo avicola: reprodutoras
pesadas, incubatério, producéo de frango de corte e abatedouro frigorifico. Para tanto, fez-se
uso de uma série de varidveis visando predizer: eclosdo total, ecloséo vendavel, fertilidade,
mortalidade na primeira e quinta semana, perda de peso de ovo, peso as cinco semanas, tipo
de pinto, condenacdo parcial e total. Como conclusdo, o autor afirma que as Redes Neurais
foram capazes de explicar todos estes fendmenos envolvidos nestas distintas etapas de
producdo. Portanto, cercando-se de critérios objetivos, esta ferramenta pode tornar-se

importante na tomada de decisdes pel os gestores envolvidos em cada setor.



3EXPERIMENTO 1-ESTUDO PILOTO

3.1 Objetivo

Averiguar a disponibilidade de distintos escores de deplecdo linfocitaria (1 a 3)

utilizando timos do experimento desenvolvido por Camillotti (2010).

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Amostras detimo

Foram utilizadas amostras de timo provenientes do experimento executado por
Camillotti (2011), no qua as aves foram desafiadas com uma cepa do virus da doenca de
Gumboro. Coletaram-se timos de cinco frangos de corte com 25 dias de idade (grupo controle
ndo desafiado), de sete aves com 30 dias de idade (controle positivo — 5 dias pos-desafio) e de
sete aves com 35 dias de idade (controle positivo — 10 dias pés-desafio). O numero de lobos
timicos obtidos por animal foi variavel (entre quatro a oito), perfazendo um total de 94 lobos.

3.1.2 Processamento histoldgico

As amostras encontravam-se fixadas em solucéo de formalina a 10% tamponada. Cada
lobo foi clivado longitudinamente, desidratado em concentragcBes crescentes de écool,
clarificado e impregnado em parafina. A partir dos blocos de parafina foram obtidos cortes
com 5um de espessura, posteriormente corados com hematoxilina e eosina (H& E), conforme
Luna (1968).

3.2.3 Avaliacdo histopatoldgica

Os cortes histologicos foram analisados por dois avaliadores quanto ao grau de

deplecdo linfocitéria, sendo classificados em escores de 1 a 3. O escore 1 representou o timo
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norma (sem deplecdo aparente de linfdcitos), o escore 2 diz respeito a um timo com grau
intermedi&rio de deplecdo e, o escore 3, 0 timo de uma ave com ato grau de perda

linfocitaria. Ao total foram analisados 94 |obos, sendo realizada uma leitura por avaliador.

3.3 Resultados e discussdo

A partir das leituras das |aminas realizadas pel os avaliadores, foi possivel observar que
78,72% (70 lobos) apresentaram escore 2, 10,63% (10 lobos) escore 1 e 10,63% (10 lobos)
escore 3. O numero de lobos com os escores de deplecdo 1 e 3 somaram aproximadamente

20% das |aminas, sendo um valor aparentemente baixo para dar prosseguimento ao trabal ho.

Visando a aplicacdo do método ADDL para timos, um nimero representativo de lobos
classificados em cada escore é fundamental, resultado ndo encontrado neste experimento; ja
que apenas 10 lobos timicos foram categorizados com grau 1 de deplecéo e, 10 com grau 3. O
baixo nimero de lobos com escore 1 pode ser justificado pelo pequeno nimero de aves no
grupo controle negativo. Em contrapartida, a caréncia de |aminas com escore 3 provavel mente
ocorreu, pois trabalhou-se com uma cepa do virus da doenca de Gumboro que, segundo Inoue

(1994), ndo possui atuacdo consistente no timo.

Ainda, constatou-se dificuldade na categorizagdo dos lobos utilizando apenas trés
escores de deplecdo linfocitaria, sentindo-se necessidade de criagdo de mais escores
intermediérios (2 e 4).

Em virtude dos resultados obtidos neste estudo, houve necessidade de redizacdo de
um segundo experimento, no qual fossem obtidos timos com diversos graus de deplecdo. Para
tanto, optou-se pela inducéo de imunodepressdo, com a utilizagcdo de um glicocorticoide, e

pela classificagdo dos timos em cinco escores.



4 EXPERIMENTO 2

4.1 Objetivos

Obtencéo de timos que apresentem escores de deplecdo linfocitéria oscilando entre 1 a
5, a partir da utilizacdo de dexametasona, possibilitando um representativo nimero de lobos
para cada escore. Aliado aisso, visou-se estabelecer um método de coleta de imagens do timo
para processamento digital.

4.2 Materiais e métodos
4.2.1 Submissao ao comité de ética

O projeto de pesquisa foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Instituto de Pesquisas Veterindrias Desidério Finamor (IPVDF) —
Fundagdo Estadua de Pesquisa Agropecuéria (FEPAGRO), Protocolo 21/2012 (Anexo 1).

4.2.2 Local de estudo

O aojamento das aves e processamento histol6gico das amostras foram realizados no
IPVDF - FEPAGRO, municipio de Eldorado do Sul/RS. O tratamento estatistico dos dados e
construcdo das RNAs foram realizados no CDPA/UFRGS, municipio de Porto Alegre/RS.

4.2.3 Aves

Foram utilizados 70 pintinhos da linhagem Cobb com um dia de idade, provenientes
de uma agroindustria localizada daregido do Vae do Tagquari/RS. Ap6s chegada dos animais,
as aves foram alojadas em sala climatizada e com iluminaggo artificial. Os animais foram
distribuidos em gaiolas-criadeiras de metal, dispostas em cinco andares; com as seguintes

dimensdes. 1,0m de largurax 2,0m de comprimento x 0,3m de altura (Figura 1).
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As aves receberam agua e ragdo “ad libitum” durante todo o periodo. Diariamente

foram realizados o controle de temperatura da sala e alimpeza das bandej as das baterias.

Figura 1: Sala experimental do IPVDF utilizada para alojamento das aves.

4.2.4 Delineamento experimental

Aos 21 dias de idade, foram separadas 15 aves para composi¢éo do grupo controle, as
quais ficaram a ojadas em um Unico andar da bateria, isoladas das demais apenas para facilitar
a identificacdo do grupo. As aves restantes (55) ficaram dispostas nos demais andares da
bateria experimental (aproximadamente 14/andar), sendo submetidas ao tratamento com o
glicocorticoide. Durante 0 periodo de aojamento, trés dos 55 animais do grupo tratado

morreram por causas naturais.

4.2.5 Administracdo de dexametasona

Inicialmente se montou o plano experimental conforme desenvolvido por Kong et al.
(2002): aos 21 dias de idade (dia zero) os animais receberiam a administragdo de
dexametasona (DEXIUM® na concentracdo 2mg/ml) por via intramuscular (5mg/kg) em
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doses didrias por sete dias (Figura 2). A partir do 8° dia, os tratamentos seriam em dias
dternados até o 14° dia Amostras diarias de timo seriam coletadas até o fina do

experimento, sendo uma do grupo controle e quatro do grupo tratado.

Em virtude da rapidez na involugdo das cadeias timicas apds o segundo dia de
tratamento (dia 1), optou-se por suspender a utilizagdo do glicocorticoide no dia 2. Como a
andlise visua das cadeias timicas era 0 Unico critério a disposicéo, a descontinuidade do
tratamento no dia 2 visou a obtencdo de timos com graus intermediarios de deplecdo
linfocitéria. Sendo assim, foi estabelecido um interval o de 48 horas entre os tratamentos, afim
de permitir a parcia recuperagdo do 0rgdo. A aplicacdo de dexametasona também foi
suspensa no dia 4, ja que se observou efeito cumulativo dos tratamentos anteriores sobre a
cadeiatimica(dias0, 1 e 3).

Como mencionado, durante o periodo compreendido entre os dias 0 e 4 foram
sacrificadas 5 aves/dia para coleta do timo, sendo uma pertencente ao grupo controle e quatro
ao grupo tratado, com excecdo do dia 5, no qual sacrificou-se uma ave do grupo controle e

uma do grupo tratado apenas.

O dedineamento experimental utilizado entre os dias 0 a 4 estd resumidamente

apresentado natabela 1.

Figura 2: Aplicacdo de dexametasona na muscul atura do peito da ave.
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Tabela 1: Numero (N) total de aves, nUmero de aves sacrificadas e nimero de aves submetidas
ao tratamento com Dexametasonado Dia 0 ao Dia 4*.

Dia Dia0O Dial Dia2 Dia3 Dia4
(coleta) (1) 2 3) (4) 5)
Grupo C T C T C T C T C T
N total 15 52 14 48 13 44 12 40 11 36
N aves 1 4 1 4 1 4 1 4 1 4

sacrificadas
N aves
tratadas i 48 i a4 i i i 36 i i

C= Grupo Controle; T= Grupo Tratado

*Delineamento experimental aplicado aos grupos controle e tratado a partir da adaptacéo do protocolo
estabelecido por Kong et al. (2002).

Tendo como referéncia a involugdo timica entre os dias O e 4 nos animais do grupo
tratado, foram feitas mais algumas modificagdes no delineamento experimental. Tomou-se
esta decisdo, tendo em vista que em 48 horas apods o tratamento realizado no dia 1, o timo
recuperou-se de maneira satisfatoria, ficando muito préximo aos dos animais do grupo
controle no aspecto macroscopico. Optou-se, portanto, em reaizar o tratamento das demais
aves no Dia 5, coletando-se 0s timos a cada oito horas (até que se completasse 40 horas ap0s
altimo tratamento) e 8 dias ap0Os esta Ultima administracéo do farmaco (Tabela 2). Este

procedimento teve por finalidade obter mais timos com escores intermediarios de deplecéo
linfocitéria.

Tabela2: Numero total de aves e nimero de aves sacrificadas e tratadas no dia 5; 8, 16, 24, 32,
40 horas e 8 dias pbs-tratamento com Dexametasona* .

Dia Dia5 8h pt 16hpt 24hpt 32hpt 40hpt 8diaspt
(coleta) (6) ) (8) 9) (10) (11) (12)
Grupo c T ¢ T C T C T C T C T C T
N total 100 32 9 31 8 26 7 21 6 16 5 11 4 6
N aves 1 1 5 1 5 1 5 1 5 1 5 4 6

sacrificadas
N aves
tratadas - 3L - i i i i i i i i i i i

C= Grupo Controle; T= Grupo Tratado; pt: Pds-tratamento

*Delineamento experimental aplicado aos grupos controle e tratado a partir da adaptacdo do protocolo
estabelecido por Kong et al. (2002).
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A metodologia completa do tratamento com dexametasona e de coleta das amostras
estailustrada no apéndice 1.

4.2.6 Sacrificio das aves e coleta do timo

Para evitar qualquer tipo de sofrimento ou angustia nas aves, as mesmas foram
previamente anestesiadas com a associacdo de Quetamina 20mg/Kg (concentragdo comercial
2%) e Xilazina 3mg/Kg (concentracdo comercial 10%) por via intramuscular em dose Unica
(TRANQUILIM et al. 2007). Apb6s entrarem em plano anestésico, os animais foram
eutanasiados por e etrocussdo (110V). Para tanto, foram utilizados dois eletrodos, sendo um

deles colocado na cloaca e outro na crista dos animais.

Imediatamente apds a eutanésia, as aves foram pesadas e necropsiadas. Prosseguiu-se
com a coleta (Figura 3) e pesagem das duas cadeias timicas. As amostras de timo foram
devidamente acondicionadas em frascos individuais previamente identificados contendo
solucdo de formalina a 10% tamponada.

Figura 3: Coleta das duas cadeias timicas da ave |ocalizadas anatomicamente ao longo
daregido cervical.




4.2.7 Destino das carcagas

Todas as carcacas foram mantidas em tonéis proprios, localizados dentro da saa
experimental, sendo recolhidos por uma empresa terceirizada, a qual providenciou o destino
adequado as mesmas.

4.2.8 Preparagéo dos cortes histol 6gicos

Apbs tempo minimo de fixacdo de 24 horas, foram selecionados trés lobos de cada
uma das cadeias timicas (totalizando seis lobos/ave), tendo como critério de escolha agueles
gue apresentassem total separacéo com os |obos adjacentes. Realizou-se a dissecagéo de toda
gordura externa aos lobos selecionados e em seguida realizou-se a clivagem longitudinal dos

mesmos.

O produto da clivagem de cada lobo (Figura 4) foi devidamente identificado,
desidratado, clarificado em xileno, impregnado com parafina, seccionado com 5um de
espessura e corado com hematoxilina e eosina, segundo Luna (1968).

Figura4: Produto da clivagem dos seis lobos timicos em capsulas histol dgicas
devidamente identificados.
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4.2.9 Avaliacao histol 6gica das |aminas

Primeiramente, selecionou-se uma |&mina de cada uma das nove coletas realizadas.
Tais laminas foram avaliadas quanto ao grau de deplecéo linfocitéria por dois avaliadores (A
e B), os quais, de comum acordo, estabeleceram escores de 1 a 5 para cada uma delas. O
escore 1 representou a auséncia de deplecdo, e o escore 5, a maxima perda linfocité&ria. Em
seguida, foram sacadas fotomicrografias, sendo as imagens (Figuras 5, 6, 7, 8 e 9) utilizadas
como critério para determinacdo dos escores 6pticos dos demais |obos.

Seguiu-se com a andlise do restante das |&minas, sendo as leituras feitas “as cegas”,
em ordem aleatéria e sem troca de informaces entre os avaliadores.

Figura5: Auséncia de deplecdo linfocitaria caracterizando um lobo timico com escore éptico
1 (H&E,200X).




Figura 6: Deplecdo linfocitaria caracterizando um lobo timico com escore éptico 2
(H&E,200X).

Figura 7: Deplecdo linfocitaria caracterizando um lobo timico com escore Optico 3
(H& E,200X).

36




Figura 8: Deplecdo linfocitaria caracterizando um lobo timico com escore éptico 4
(H&E, 200X).
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Figura 9: Deplecdo linfocitaria caracterizando um lobo timico com escore optico 5
(H&E, 200X).
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Atribuido o escore por lobo, o escore de deplecdo linfocitaria de cada ave foi dado
utilizando-se a moda das leituras dos dois avaliadores. Por se tratarem de dados categoricos,
esta medida de tendéncia central € a que melhor pode caracterizar a perda linfocitaria em um
o6rgdo multilobado como o timo. A figura 10 ilustra um exemplo do esguema para
determinac&o dos escores finais de deplecdo/ave tendo como base as leituras histol 6gicas por
lobo de ambos avaliadores.

Figura 10: Exemplo do esguema quanto a determinagao dos escores finais de deplecéo
linfocitéria/ave considerando a leitura dos lobos timicos pelos avaliadores A e B.

Escore da ave/avaliador

~ & LOBO 1
LOBO 2
LOBO 3 MODA = 3
E ! LOBO 4
LOBO 5
Escore da ave = 3

LOBO 6

Escore da ave avaliador A + B

AB

. g LoBo 123 ! 2
toBo 2212 | 2
) —> MODA
LOBO 3 2,2 CONJUNTA
][ ! LOBO 42| 3 | 3 =2
LoBO 52| 2 12
LOBO 6 > 212 Escore daave =2
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Ao final, obtiveram-se trés escores por ave, conforme representado nafigura 11.

Figura 11: Determinac&o dos trés escores finais de deplecdo linfocitaria de cada ave
considerando as |eituras dos avaliadores A e B.

AVALIADOR A AVALIADOR B
Vo !
’ Escores/lobo A Escores/lobo B |
Moda/ave A | Moda/ave B |
|
ESCORE FINAL
DO TIMO - A \ DO TIMO - B

Moda/ave
A+B

v

ESCORE FINAL DO TIMO

A+B

4.2.10 Obtencdo das imagens

Os 402 lobos timicos foram individualmente divididos em oito partes (octantes), e
numerados em sentido horario de 1 a 8. Foram obtidas fotomicrografias digitais (Figura 12)

de cada um dos octantes.
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Figura 12: Imagem ilustrativa da divisdo do lobo timico em octantes e da numeracdo das areas
aserem analisadas. As marcacdes em amarelo correspondem as areas sel ecionadas para
fotomicrografia

As imagens foram sacadas utilizando-se uma camera OLY MPUS® C-7070 acoplada a
um microscopio trinocular OLYMPUS® CX40, com uma magnificacdo de 200X, formato
TIFF eresolucéo de 3072x2304.

Tomou-se o cuidado para “entrar” com a camera sempre na auséncia de foco em todos
0S octantes, visando que a area selecionada para fotomicrografia fosse obtida de modo
aleatdrio. Regides que apresentassem artefatos foram evitadas. Também, atentou-se para que
a imagem abrangesse tanto a por¢do medular quanto a cortical dos lobos, de modo que
guando isto ndo ocorria, partia-se para a area adjacente. A figura 13 representa uma imagem

histol 6gica da area fotografada correspondente a um dos octantes.
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Figura 13: Imagem histol gica da &rea de um dos octantes do lobo timico selecionada para
fotomicrografia (H& E, 200X).
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4.2.11 Andlise de imagens

As imagens foram processadas conforme estabelecido por Moraes et al. (2010),
através da utilizagdo do software MATLAB ® 6.5 - MATHWORKS. Para tanto, as imagens
foram convertidas em escala de 256 tons de cinza (Figura 14) e redlizada a selegdo na area de
interesse (Figura 15). Prosseguiu-se com a segmentacdo das mesmas (Figura 16) e, obtencéo
das caracteristicas dos histogramas (Figura 17). Ao final, os valores apresentados pelo
histograma foram exportados para uma tabela de Microsoft Excel a fim de se calcular a Area
Direita (AD), Area Esquerda (AE), Area Ponto (AP), Ponto Maior (PM) e indice Maior (IM)
(Figura 18).
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Figura 14: Imagem histol 6gica em escala de cinza de um dos octantes do lobo timico no
processamento pelo software MATLAB © 6.5 - MATHWORKS,

Figura 15: Aplicacéo daferramenta de selecdo correspondente a &rea de um dos octantes do
lobo timico a ser analisada no processamento pelo software MATLAB © 6.5 —
MATHWORKS.
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Figura 16: Area segmentada da imagem de um dos octantes do |obo timico no processamento
pelo software MATLAB ®6.5- MATHWORKS.

Figura17: Numero de pixels por tonalidade de cinza representado no histograma de
processamento de uma fotomicrografia de um dos octantes do lobo timico pelo software
MATLAB ® 6.5- MATHWORKS.
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Figura 18: Vaoresde AE, AD, AP, PM e IM representados no histograma de processamento
de uma fotomicrografia correspondente a um dos octantes do lobo timico pelo software
MATLAB ® 6.5- MATHWORKS.
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4.2.12 Redes neurais artificiais

Com os itens dos histogramas foram treinadas RNAs, de modo a classificar e
reconhecer as imagens nos distintos escores Opticos de deplecdo linfocitéria. Sendo assim, 0s
valoresde AD, AE, AP, PM e IM foram fornecidos a rede como variaveis de entrada e, como

variavel de saida, obteve-se 0 escore digital caracterizando a perda linfoide.

Neste estudo, foram utilizadas RNAs classificatérias através do software
NEUROSHELL ® CLASSIFIER.

O esquema da figura 19 demonstra a construcdo das RNAs para este estudo,
caracterizando a origem das variavels de entrada, assim como dos escores opticos utilizados

no treinamento de cada rede classificatoria construida.
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Figura 19: Esguema de construcdo das RNAS classificatérias caracterizando as varidvels de
entrada, treinamento e nimero de redes criadas ao final.

VARIAVEIS DE ENTRADA TREINAMENTO RNAs CONSTRUIDAS
(ITENSHISTOGRAMA) (ESCORES OPTICOS) AO FINAL
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/ A - Avaliador A
I Lobo | . u
| | n
\ Avaliador . RNA
m B u > Avaliador B
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Classificatoria
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4.1.13 Peso Rdlativo do Timo

Com os valores obtidos do peso de cada ave e do seu respectivo timo, foi calculado do
peso relativo (PR) do 6rgéo conforme descrito abaixo:

Peso Relativo Timo (%) = Peso do Timo (gramas) X 100
Peso daave (gramas)

4.2.14 Andlise estatistica

A varidvel PR foi utilizada a fim de se verificar o grau de associacdo entre o peso do
timo e os escores digitais de deplecdo. Para tanto, empregou-se o teste de correlacdo de
Spearman, fazendo-se uso do escore final da ave, o qual foi obtido com o caculo da moda
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conjunta das leituras dos avaliadores. Prosseguiu-se com o tratamento estatistico destas duas

varidveis com Andlise de Regress&o.

Ainda, com a finalidade de se verificar diferencas na atribuicdo de escores por lobo
entre os avaliadores A e B, e entre a moda das leituras realizadas pelos mesmos, utilizou-se 0
teste de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software SPSS versao 18.

4.3 Resultados

4.3.1 Estabelecimento de escores Opticos de deplecdo linfocitaria por lobo timico

Através das andlises histologicas dos 402 Iobos timicos, foi possivel estabelecer 5
escores relacionados a perda linfocitaria. A tabela 3 representa a distribui¢do dos |obos dentro

destas cinco categorias, obtida com aleiturarealizada pelos avaliadores A e B.

Tabela 3: Distribuicdo dos 402 |obos timicos entre as 5 categorias de escore Optico de deplecéo
linfocitaria pelos avaliadores A e B.

NUmero de L obos Timicos

Escore Avaliador A % Avaliador B %
1 42 10,45 76 18,90
2 121 30,10 123 30,60
3 127 31,60 117 29,10
4 70 17,41 54 13,44
5 42 10,44 32 7,96
TOTAL 402 100 402 100

Estatisticamente observou-se que houve diferenca significativa na atribuicdo de

escores entre ambos os avaliadores (p<0,005).
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Pode-se constatar que aproximadamente 60% dos 402 |lobos concentraram-se nos
escores 2 e 3, para ambos os avaliadores. Em relagcéo ao escore 1, o avaliador B considerou
18,90% das amostras como sendo pertencentes a esta categoria, cerca de 8% a mais em
relacdo ao avaliador A. Observa-se ainda, que o avaliador B categorizou 54 e 32 Iobos, nos
escores 4 e 5, respectivamente, nimeros estes inferiores quando comparamos a distribuicéo
das amostras nestes mesmos escores para o avaliador A.

Cabe ressdltar também que nas leituras realizadas, houve variagdo de escores entre 0s
lobos de uma mesma cadeia timica para ambos os avaliadores.

4.3.2 Estabel ecimento de escores opticos de deplecdo linfocitéria por ave

Através do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney pode-se constatar que houve diferenca
significativa entre moda dos avaliadores A e B e, entre a moda do avaliador B e a moda
conjunta dos avaliadores, paraamesma ave. No entanto, ndo se evidenciou diferenca da moda

conjunta em relagdo a moda do avaliador A (p<0,005).

4.3.3 Escore Optico do timo ao longo do periodo de administracéo de dexametasona

Conforme grafico da figura 20 observou-se que entre os dias 0 a 5 0s escores de perda

linfocitariaficaram entre 1 a 3.

A partir do tratamento realizado no dia 5, seguido de coletas a cada 8 horas, o grau de
deplecdo foi maior. Durante este periodo que 0s escores mais extremos de perda linféide (4 e
5) foram verificados.

Na ultima col eta, realizada 8 dias ap0s a ultima administragdo do farmaco, indicios de
recuperacd no timo foram observados. Nesta Ultima etapa do estudo, os escores 2 e 3

predominaram para 0s animais do grupo tratado.



Figura 20: Distribuicéo dos escores Opticos do timo ao longo do tratamento com
dexametasona*.
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*: Protocolo adaptado de Kong, et al. (2002)
**: Escore Optico atribuido & moda conjunta dos avaliadores A e B.

A sequéncia de figuras de 21 a 26 ilustram o timo de aves pertencentes aos grupos
controle e tratado 8h, 16h, 24h, 32h, 40h e 8 dias ap6s o tratamento realizado no dia 5.

Figura21: Aspecto macroscopico dos timos dos grupos controle e tratado 8 horas apds a
tltima administracéo de dexametasona. As setas em vermelho indicam os |obos timicos.

GRUPO CONTROLE ANl GRUPO TRATADO
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Figura 22: Aspecto macroscopico dos timos dos grupos controle e tratado 16 horas aps a
ltima admini stra(;éo de dexametasona. As setas em vermel ho indicam os lobos timicos.

e K7 ',’»" h

\

4 LI l
7 L2
GRUPO CONTROLE GRUPO TRATADO

Figura 23: Aspecto macroscopico dos timos dos grupos controle e tratado 24 horas apos a
tltima administracdo de dexametasona. As setas em vermelho indicam os |obos timicos.
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Figura 24: Aspecto macroscopico dos timos dos grupos controle e tratado 32 horas apos a
ultima administracéo de dexametasona. As setas em vermelho indicam os lobos timicos.
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Figura 25: Aspecto macroscopico dos timos dos grupos controle e tratado 40 horas ap6s a
ultima administracéo de dexametasona. As setas em vermelho indicam os lobos timicos.
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Figura 26: Aspecto macroscopico dos timos dos grupos controle e tratado 8 dias apds a Ultima
administracdo de dexametasona. As setas em vermelho indicam os lobos timicos.

r Y . 'a 'l . | “ 1 ‘
. . A / - h!“‘ |
GRUPO CONTROLE SN GRUPO TRATADO [N

4.3.4 Redes neurais artificiais

4.3.4.1 - Criacdo de RNA classificatéria utilizando para treinamento os escores por |obo das
leituras do avaliador A

A Tabela 4 representa os resultados da classificacdo dos lobos utilizando-se para

treinamento das RNAS os escores Opticos de deplecdo linfocitéria atribuidos pelo avaliador A.

Tabela 4: Categorizagdo dos lobos timicos quanto ao grau de deplegdo linfocitaria pelas RNAs
classificatorias treinadas 0s escores Opticos atribuidos pelo avaliador A.

EO1 EO2 EO3 EO4 EO5 Totd VPP (%)

ED1 7 4 1 0 0 12 58,33
ED 2 27 71 31 9 6 144 49,31
ED 3 5 41 87 32 18 183 47,54



52

ED 4 2 5 6 29 6 48 60,42
ED5 1 0 2 0 12 15 80,0
Tota 41 121 127 70 42 402 -

Sensbilidade (%) 16,67 5868 685 41,43 2857 - -
Especificidade (%) 9861 74,02 6500 9428 9917 - -

EO: Escore Optico; ED: Escore Digital
VPP: Vaor Preditivo Positivo

Esta rede demonstrou um alto valor de especificidade para os escores 1 (98,61%), 4
(94,28%) e 5 (99,17%)1. No entanto, estes mesmos escores obtiveram um baixo percentual de
classificagbes corretas (16,67; 41,43 e 28,57%, respectivamente). Para os escores 2 e 3 foi
constatado sensibilidade de 58,68% e 68,5% e, especificidade de 74,02% e 65,09%,

respectivamente.

Os VPP, ou sga, o percentua de lobos classificados corretamente pela RNA,

oscilaram entre 47,54% (escore 3) e 80% (escore 5).

Para a EO-1, observou-se que 7 dos 12 lobos foram aocados adequadamente.
Entretanto, as demais amostras foram distribuidas entre os ED-2 (65,85%), 3 (12,19%), 4
(4,87%) e5 (2,43%).

A RNA classificou corretamente mais de 50% dos 121 lobos no escore 2. O ED- 3
respondeu por 33,88% de categorizacOes inadequadas, seguido do ED- 4 (4,13%) e do ED- 1
(3,30%). Nenhum lobo foi classificado no ED- 5.

A maioria das 127 amostras do escore 3 foram idoneamente classificadas (68,5%).
Uma amostra foi incorretamente categorizada no ED-1 (0,78%), 31 no ED-2 (24,40%), 6 no
ED-4 (4,72%) e 2 no ED-5 (1,57%).

No escore 4, a RNA distribui 29 (41,43%) dos 70 lobos timicos de forma adequada.
Os lobos restantes, foram classificados no ED-2 e ED-3, correspondendo a duas (12,85%) e
32 (45,71%) amostras, respectivamente. Nos ED-1 e ED-5 n&o foram classificadas amostras.

Com relagdo ao escore 5, categorizou-se satisfatoriamente 12 amostras (28,57%). O
ED-3 abrangeu 42,85% das classificagcOes incorretas. Da mesma forma, os ED-2 e ED-4,

obtiveram 14,28% de |obos a ocados erroneamente.
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Ao final, esta RNA apresentou 206 (51,24%) dos 402 lobos do timo categorizados de
modo correto dentro dos ED, j& 196 lobos (48,76%) foram distribuidos de modo inadequado

entre os cinco ED.

4.3.4.2 - Criacdo de RNA classificatoria utilizando para treinamento os escores por |obo das

leituras do avaliador B

A tabela 5 representa os resultados da classificacdo dos lobos utilizando-se para

treinamento das RNA's 0s escores opticos de deplecdo linfocitéria atribuidos pelo avaliador B.

Tabela 5: Categorizagdo dos lobos timicos quanto ao grau de deplecdo linfocitaria pelas
RNAs classificatorias treinadas com os escores Opticos atribuidos pelo avaliador B.

EO1 EO2 EO3 EO4 EO5 Totad VPP (%)
ED 1 43 15 6 1 2 67 64,18
ED 2 13 68 26 14 6 127 53,54
ED 3 18 39 83 28 14 182 45,6
ED 4 1 1 1 9 2 14 64,29
ED5 1 0 1 2 8 12 66,67
Total 76 123 117 54 32 402 -

Sensibilidade (%) 5658 5528 70,94 1667 25 - -
Especificidade (%) 92,64 7885 6526 9856 9892 - -

EO: Escore Optico; ED: Escore Digital
VPP: Valor Preditivo Positivo

O maior vaor de sensibilidade foi observado para o escore 3 (70,94%), sendo que as
categorias 1, 2, 4 e 5 assumiram valores inferiores, oscilando entre 16,67% e 56,58%. Quanto
a especificidade, constatou-se que, com excegdo das categorias 2 e 3, 0s demals escores
obtiveram valores superiores a 90%. O menor valor positivo (VPP) foi encontrado no escore
digital (ED) 3 (45,6%), jao maior VPP (66,57%) pertence ao ED- 5.
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Para o escore 1, foram classificados corretamente 43 dos 76 |obos timicos. O restante
dos lobos foram classificados nas demais categorias, sendo 13 no ED-2, 18 no ED-3, um no
ED-4 e um no ED-5.

A maioria das amostras do EO-2 € classificada de forma correta (55,28%).
Categorizou-se erroneamente 15 lobos no ED-1, 39 no ED-3 e um no ED-4. Nenhum lobo foi

classificado na categoria 5.

Com relacdo ao EO-3, categorizou-se de maneira correta a maioria dos 117 lobos
(70,94%), sendo o restante das amostras distribuidos dentro dos demais escores como segue:
5,12% como ED-1, 22,22% como ED-2, 0,85% como ED-4 e 0,85% como ED-5.

A RNA classifica corretamente 9 lobos no EO-4 (16,67%). Foram aocados de
maneira incorreta uma amostra no ED-1 (1,85%), 14 no ED-2 (25,92%), 28 no ED-3
(51,85%) e duas no ED-5 (3,70%).

Para 0 EO-5, categorizou-se 8 lobos adequadamente (25%). Apenas duas amostras
foram inapropriadamente classificadas no ED-1 (6,25%), seis ho ED-2 (18,75%), 14 no ED-3
(43,75%) e duas no ED-4 (6,25%).

Analisando de forma geral a rede construida para as leituras realizadas pelo avaliador

B, contatou-se que o percentual de classificacOes corretas foi de 52, 49%.

4.3.4.3 — Criag8o de RNA classificatéria utilizando para treinamento a moda dos escores

Opticos por ave das leituras redlizadas pelo avaliador A.

A Tabela 6 representa os resultados da classificagdo das aves utilizando-se para
treinamento das RNAs a moda dos escores opticos de deplecéo linfocitaria, os quais foram
atribuidos pelo avaliador A.
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Tabela 6: Categorizagcdo das aves quanto ao grau de deplecdo linfocitaria pelas RNAS
classificatérias treinadas com a moda dos escores 6pticos atribuidos pelo avaliador

A.
EO1 EO 2 EO3 EO4 EO5 Totd VPP (%)

ED1 4 0 0 0 0 4 100,0
ED 2 2 19 3 0 0 24 79,17
ED 3 0 18 0 0 21 85,71
ED 4 0 9 1 10 90,0
ED S 0 0 8 8 100,0
Tota 6 22 21 9 9 67 -

Sensibilidade (%) 66,6/ 86,36 8571 100,0 88,89 - -
Especificidade (%) 1000 8889 9348 98,28 100,0 - -

EO: Escore Optico; ED: Escore Digital
VPP: Vaor Preditivo Positivo

Observa-se que, com excegdo do escore 1, as demals categorias obtiveram
sensibilidade elevada, sendo superior a 85%. Altos niveis de especificidade foram constatados
em todos os escores, 0s quais assumiram valores superiores a 88%. Com relagdo a proporgao
de classificacOes corretas nos diferentes ED (VPP), os valores oscilaram entre 100% (escores
1eb5) e79,17% (escore 2).

Para 0 escore 1, evidenciou-se que quatro aves (66,66%) foram devidamente
classificadas, e apenas duas classificadas no escore subsequente. Ja para 0 escore 2, a RNA
categorizou de maneira correta 19 (86,36%) das 22 aves, aocando somente 3 (13,64%) no
ED-3. Com relagdo ao escore 3, obteve-se 85,71% de classificagbes corretas. Todos os
animais pertencentes ao escore 4 foram satisfatoriamente classificados no ED-4. O escore 5
teve apenas uma ave aocada incorretamente no ED-4, obtendo-se assim, 88,89% de

categorizacOes adequadas.

Esta RNA apresentou 86,57% (58 aves) de classificacOes corretas ao final, de modo
gue somente 13,43% (9 aves) foram indevidamente al ocadas nos diferentes ED.
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4.3.4.4 — Criag80 de RNA classificatéria utilizando para treinamento a moda dos escores
Opticos por ave das leituras do avaliador B.

A Tabela 7 representa os resultados da classificagdo das aves utilizando-se para
treinamento das RNAs a moda dos escores opticos de deplecéo linfocitaria, os quais foram
atribuidos pelo avaliador B.

Tabela 7. Categorizagcdo das aves quanto ao grau de deplecdo linfocit&ria pelas RNAs
classificatorias treinadas com a moda dos escores Opticos atribuidos pelo

avaliador B.
EO1 EO2 EO3 EO4 EO5 Totd VPP(%)

ED 1 12 2 0 0 0 12 85,71
ED 2 1 16 4 0 0 21 76,19
ED 3 1 2 17 2 1 23 73,91
ED 4 5 0 100,0
ED 5 0 4 100,0
Tota 14 18 21 7 5 67 -

Sensibilidade (%) 8571 800 809 7143 800 . .
Especificidade (%) 96,23 8936 869 1000 100,0 - -

EO: Escore Optico; ED: Escore Digital
VPP: Valor Preditivo Positivo

De acordo com a tabela acima, pode-se verificar que os valores encontrados para a
sensibilidade do método estdo entre 71,43 e 85,71%, ndo sendo, portanto, t&o elevados quanto
aos observados na rede treinada com os escores do avaliador A, considerando a ave como
unidade amostral. A especificidade observada atingiu bons niveis, assumindo valores entre
86,96% para o escore 3 e 100% para 0s escores 4 e 5. Quanto ao VPP, apenas os escores 2 e 3
obtiveram menos de 80% de classificagBes corretas nos ED, j& os escore 1 apresentou
85,71%, seguido dos escores 4 e 5, com VPP de 100%.

Das 14 amostras do escore 1, apenas duas ndo foram corretamente classificadas, sendo
a uma delas atribuido o ED-2 e a outra o ED-3. Para 0 escore 2, 16 aves (80%) foram
acertadamente categorizadas. A maioria dos animais pertencentes ao escore 3 (80,95%) foram

classificados de forma adequada pela RNA, com excecdo de quatro (19,05%), para os quais
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foi atribuido o0 ED-2. Ainda, a RNA realiza de modo satisfatorio cinco categorizagoes entre as
sete unidades amostrais do escore 4, sendo conferido o ED-3 a2 delas (28,57%). Com relagdo
ao escore 5, apenas uma ave foi indevidamente classificada o ED-3, correspondendo assim, a
80% de classificaches corretas para esta categoria de perda linfocitéria. Ao total, esta RNA
classificou devidamente 54 aves (80,60%).

4.3.4.5 — Criacdo de RNA classificatéria utilizando para treinamento a moda dos escores

Opticos por ave das leituras dos avaliadores A e B de forma conjunta.

A Tabela 8 representa os resultados da classificagdo das aves nos diferentes graus de
deplecdo linfocitéria, utilizando-se para treinamento das RNAs a moda dos escores Opticos

atribuidos pelos avaliadores A e B em conjunto.

Tabela 8: Categorizagdo das aves quanto ao grau de deplecéo linfocitaria pelas RNAs
classificatdrias treinadas com a moda dos escores Opticos atribuidos pelos
avaliadores A e B.

EO1 EO2 EO3 EO4 EO5 Totad VPP (%)
ED 1 9 0 0 0 0 9 100
ED 2 0 20 2 0 0 22 90,91
ED 3 0 19 0 0 20 95
ED 4 0 9 1 10 90
ED5 0 0 6 6 100
Total 9 21 21 9 7 67 -

Sensibilidade (%) 100 9524 9048 100 8571 - -
Especificidade (%) 100 9565 97,83 98,28 100 - -

EO: Escore Optico; ED: Escore Digital;
VPP: Valor Preditivo Positivo

Os resultados observados com a construcdo desta rede revelaram percentuais de
classificaghes corretas superiores a 85% para todos os escores. A respeito da especificidade,
nivels acima de 95% foram encontrados para todas as categorias. Quanto ao VPP, observa-se
gue, com excecao dos ED-1 e ED-5, os demais obtiveram proporcdes de verdadeiros positivos
entre 80 e 95%.
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Para o0 escore 1, constatou-se 100% de classificagOes corretas. Na categoria 2, 20 dos
21 animais (95,24%) foram adequadamente categorizados, sendo apenas um inserido no ED-
3. Com relacdo ao escore 3, a RNA classificou com ato percentual de acerto 19 aves
(90,48%), sendo somente duas (9,52%) alocadas no ED-2. Todas as nove amostras
pertencentes a0 escore 4 foram corretamente distribuidas no ED-4. Para a categoria 5 de
deplecdo linfocitéria, seis dos sete animais (85,71%) foram adequadamente enquadradas no
ED-5.

Finalmente, esta RNA forneceu 94,03% (63 aves) de categorizagdes corretas, portanto,
somente 5,97% dos animais foram indevidamente alocados em ED ndo condizentes com sua

classificagdo pela metodologia Optica convencional .

No apéndice 2, consta a representacdo da interface desta RNA classificatoria no
software NEUROSHELL ® CLASSIFIER.

4.3.5 Peso relativo do timo x escores digitais de deplecéo linfocitaria

O teste de correlacéo de Spearman demonstrou uma forte relacéo linear entre o escore
digital de deplecéo do timo e seu peso relativo (p= -0,77) a 5% de significancia, ou sga,
quanto maior o escore atribuido ao 6rgéo, menor seu peso relativo (Figura 27).

Ainda com o objetivo de se avaiar a magnitude da relacdo entre estas duas variaves,
realizou-se andlise de regressdo. Com um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,58, a
regressao cubica foi 0 modelo que permitiu 0 maior grau de explicacdo para o PR do timo
(Figura 28).
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Figura 27: Representacgdo gréfica da relacdo entre as varidveis “Peso relativo do timo” e “Escores digitais de deple¢&o linfocitéria” utilizando a

moda conjunta dos avaliadores A e B.
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Figura 28: Model os de Regresséo obtidos através da analise estatistica das variaveis “Peso
relativo do timo” e “Escore digital de deplecéo linfocitaria”.
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4.4 Discussao

Constatou-se que a utilizacdo de um glicocorticoide, a partir de adaptagdes no
protocolo de tratamento desenvolvido por Kong et al. (2002), foi bem sucedida. Obtiveram-
se, portanto, timos com distintos graus de deplecdo linfocitaria. O uso deste medicamento,
com o intuito de afetar diretamente o tecido linféide, também foi proposto por Husar, et al.
(2011). Neste estudo, o objetivo dos autores era induzir apoptose de linfocitos T em diferentes
orgdos linféides de ratos adultos Wistar. Como resultado, foi relatado um efeito mais
pronunciado da dexametasona no timo em relacdo a outros tecidos. Verificou-se também que,
com a interrupcdo do tratamento por uma semana, houve recuperagdo do Orgéo quanto a
estrutura linfocitéria. Estes achados concordam com os do presente trabalho, onde o timo foi
consideravelmente afetado pel o tratamento, recuperando-se parcialmente apds uma semana do
término das administragbes do farmaco.

O efeito do glicocorticGide sobre 0 sistema imune da ave veio a smular a agdo de
deplecdo de um agente causador de enfermidade imunodepressora. Porém, conforme Kong et
al. (2002), este medicamento ndo afeta a sobrevivéncia e salde geral das aves, ocasionando
apenas retardo no crescimento, fato este observado no presente estudo. Segundo Isobe e
Lillehoj (1993), dentre as vantagens de uso deste farmaco estdo ainda, a fécil administracéo,
baixo custo, auséncia de sofrimento das aves no ato da inoculacdo, além de causar deplecéo
da imunidade humoral e celular. Somase a isto, a ndo exigéncia de um ambiente de
experimentacdo com ato grau de biosseguridade, por ndo se trabalhar com agentes

infecciosos ou de relevancia em salde publica (virus, bactérias e fungos).

Quanto ao estabelecimento dos escores de perda de linfocitaria, pode-se afirmar que a
criacdo de mais dois graus intermedidrios de lesdo (2 e 4) permitiram uma melhor
classificacdo das amostras. Portanto, mesmo se tratando de uma avaliagdo unicamente
baseada em critérios subjetivos, a atribuic¢éo de cinco escores tornou-se mais confortavel para
os avaliadores; quando comparado ao experimento 1, no qual a classificagdo consistia em
apenas trés escores de deplecéo.

A partir das leituras histoldgicas dos 402 lobos, constatou-se que o avaliador B foi
mais conservador em suas analises quando comparado ao avaliador A. Este fato pode ser

observado na classificacdo das amostras dentro do escore 1, onde o avaliador B teve
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aproximadamente 8% a mais de lobos dentro desta categoria de lesdo. Sendo assim, a
distribuicdo das amostras entre os escores 4 e 5, também foi desigua: O avaliador A
classificou 70 e 42 |aminas nestas categorias, respectivamente. Ja o avaliador B, alocou 54 e
32 laminas nos escores 4 e 5, respectivamente. Estes resultados refletem na diferenca
significativa encontrada entre as leituras de ambos os avaliadores considerando o lobo como
unidade amostral.

Quanto aos resultados obtidos com as RNASs, considerando o ED por lobo como
variavel de saida, pode-se afirmar que ndo houve um bom desempenho classificatério. O
percentual de categorizacdes corretas ficou proximo aos 50% para as duas redes construidas,
sendo a dificuldade na classificagdo observada para as amostras de todos os EO. Este fato
provavelmente ocorreu, em virtude da ampla variagdo nos graus de deplecdo dos lobos
conferidos nas leituras Opticas. Consequentemente, é possivel que para lobos com
caracteristicas de imagem semelhantes, tenha-se atribuido diferentes escores. Como o
treinamento das RNAs dase em cima dos erros e acertos dos avaliadores, esse viés na

categorizagao é reflexo daincerteza dos mesmos no estabel ecimento dos graus de deplecéo.

As RNAs acangaram um desempenho muito superior, quando a varidvel de saida foi
0 ED considerando a ave como unidade amostral. A rede construida para o avaiador A
apresentou 86,57% de classificacbes corretas, ja a do avaliador B 80,60%. Como o
treinamento destas redes foi realizado empregando-se a moda dos escores obtidos da leitura
de 6 lobos/ave, 0 erro embutido nas categorizagdes Opticas acaba por ser diluido, favorecendo
as RNAs em uma distribuicdo mais acertada dos animais entre os escores de 1 a 5 quando
comparado a rede por lobo. A diferenca de aproximadamente 6% entre as duas redes
construidas , provavelmente se deu devido ao distinto nivel de experiéncia dos avaliadores.
Sendo o avaliador A mais experiente, seus critérios de categorizagdo tornam-se mais justos,
fornecendo uma maior repeticaéo do erro quando comparado ao avaliador B.

Eficiéncia ainda maior foi encontrada na RNA construida a partir do treinamento com
a moda conjunta dos escores Opticos de deplecdo, onde o percentual de acerto foi de 94,03%.
Este bom resultado é fruto de um efeito compensatorio nas leituras entre os avaliadores, isto €,
apesar da existéncia de viéses na categorizacdo em ambas as avaliagOes, alguns deles ndo
ocorreram para oS mesmos lobos. Mais uma vez, em consequéncia da diluicdo do erro
atribuido a subjetividade na determinagdo Optica dos escores, permitiu-se um melhor gjuste da

rede. Este resultado vem a refletir nos valores de sensibilidade e especificidade, os quais
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foram consideravelmente superiores as RNAs por lobo. Apesar deste ato percentual de
classificagBes corretas para estas redes, cabe ressdtar que € sempre possivel melhora-la
acrescendo a avaliagdo das laminas por outros histologistas, 0 que diluiria ainda mais o erro
embutido nas categorizagfes Opticas a aproximando ainda mais dos 100% de classificacbes

acertadas.

Nestas trés redes construidas a partir da moda, observou-se que mesmo quando o ED
difere do EO, esta diferenca classificatoria da-se apenas nos escores adjacentes ao correto,
demonstrando o ato nivel de gjuste obtido.

Ainda, ao se analisar as RNAs em que o ED da ave foi a variavel de saida, pode-se
afirmar que praticamente ndo houve dificuldade classificatoria, ou sgja, o ED conferido pela
rede foi 0 mesmo EO fornecido no seu treinamento, com poucas exceces. Este fato vai de
encontro ao obtido por Moraes, et al. (2010), os quais observaram uma “zona cinzenta” para
classificacéo de foliculos da Bolsa de Fabricio nos ED 2, 3 e5.

Salle, et al. (2011) em trabalho publicado no 60° Western Poultry Disease Conference,
visaram validar o sistema ADDL para bolsas de Fabricio. Foram utilizadas 50 bolsas de
Fabricio, as quais foram submetidas a avaliagdo por trés histologistas com distintos niveis de
experiéncia, a fim de classificar o 6rgado nos distintos graus de perda linfocitaria. Cada
avaliador realizou uma leitura do conjunto de laminas, com excegdo de um deles, o qual
avaliou as amostras duas vezes em diferentes ocasides. Paralelamente, as 50 bolsas de
Fabricio foram submetidas a avaliacdo pelo sistema ADDL executado por trés diferentes
operadores. Com os resultados encontrados, observou-se que houve diferenca significativa
entre as leituras de todos os histologistas, inclusive entre as duas leituras realizadas pelo
mesmo avaliador. N&o se constatou diferenca significativa ao se analisar a deplecéo linfoide
pelo sistema ADDL, considerando os distintos operadores. Em conclusdo, os autores
afirmaram que esta nova metodologia ndo € influenciada pela experiéncia de quem a redliza,
necessitando apenas de treinamento para sua execucdo. Este fato, aliado aos dados obtidos
presente estudo, demonstram que esta metodologia usada a fim de graduar os niveis de
linfocitos no timo, é perfeitamente aplicavel a rotina laboratorial e para atividades
relacionadas a pesquisa, por caracterizar-se como um método passivel de reprodutibilidade e
repetibilidade. Outra vantagem desta técnica € o conhecimento preciso do erro e acerto das
classificagOes, caracteristica esta ndo observada nos métodos histolGgicos convencionais.

Apesar destas inUmeras vantagens, o autor ressalta também que esta técnica ndo € um método
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de diagndstico, sendo assim, ndo substitui a figura do histopatol ogista. Este sistema mostra-se
atil para monitorias quanto ao status imunolégico dos animais, permitindo também

comparacdo cientifica de resultados.

Floyd (2011) em trabalho publicado no 62° Encontro Anual do Colégio Americano de
Patologistas Veterinérios, comparou métodos microscopicos para avaliagao histopatol 6gica da
Bolsa de Fabricio. Foram utilizadas amostras de bolsas de Fabricio submetidas a andlise por
trés diferentes técnicas. A primeira consistia no estabelecimento de escores Opticos subjetivos
de 0 a 5. A segunda metodologia era denominada de “determinacdo de escores histoldgicos
detalhados aditivos”, e consistia na geracdo de um escore geral pelo somatério de pontuacoes
considerando 0s seguintes parametros. deplecdo linféide; pregueamento do epitdlio,
infiltragdo heterofilica e inflamago intersticial, edema, fibrose e formagfes cisticas. A
terceira técnica foi baseada na mensuracéo da cortical e medular a partir de fotomicrografias
em escala de cinza das bolsas de Fabricio. Como resultados, o autor encontrou diferencas
significativas na classificac8o por escores de uma mesma bolsa entre os métodos utilizados,
demonstrando 0 quéo subjetivas sdo as metodologias dpticas atuais na determinagdo de graus
de lesdo.

Geramente estudos envolvendo a avaliagdo do timo carecem de descricéo
metodol6gica mais detalhada quanto a0 nuimero de lobos avaliados. Com este trabalho
provou-se que a distribuicdo da lesdo ocorre de forma desigual dentro de uma mesma cadeia
timica, ou sgja, ha graus variados de deplecdo entre os lobos. Por isso, quando o objetivo € a
avaliagdo histol6gica deste 6rgéo deve-se atentar para que a mesma ndo seja redlizada tendo
em vista um lobo apenas, ja que ha a probabilidade de se sub ou superestimar o timo quanto

os graus de perda linfocitaria

Neste contexto, pode-se afirmar que o presente estudo vem a complementar o trabaho
elaborado por Moraes et al. (2010), preenchendo a lacuna da imunidade celular. Ainda,
dispondo-se de ferramentas de analise de imagem em conjunto com as RNAS, é possivel uma
avaliacdo do sistemaimune da ave adotando critérios objetivos para as andlises histol égicas.

Paralelamente a0 estudo das RNAS, encontrou-se um forte grau de correlagdo entre as
variaveis “Peso Relativo do Timo” e “Escores Opticos de Deplecdo” foi satisfatoriamente
explicado pela andlise de regressio. Com um R® = 0,58, foi possivel explicar 58% das

variagfes do peso do 6rgéo em funcdo da sua celularidade.
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Estudos empregando andlise de regressdo com o objetivo de se elucidar o efeito de
uma varidvel sobre a outra, vem sendo empregados na area de avicultura. Pinto (2006)
realizou um trabalho em que, um dos objetivos era avaliar a contribuicdo de uma série de
fatores (peso inicial da ave, peso final da ave, temperatura na entrada e saida do chiller e pré-
chiller) na predicéo dos resultados de testes de absorcio de carcaca. Obtendo um R? = 0,99,
conseguiu-se explicar 99% da variagdo dos resultados de drip test considerando os fatores
analisados. Altos valores nos coeficientes de determinacdo também foram encontrados por
Reali (2004), ao verificar o efeito de 5 variavels (Quantidade de pintos, quilograma de racéo,
aves abatidas, indice de conversdo aimentar e indice de eficiéncia) sobre o ganho de peso
didrio das aves. Com um R? = 0,99, foi possivel predizer o ganho de peso dos animais em

funcéo dos fatores estudados.

Apesar do coeficiente de determinacdo encontrado neste estudo ndo estar proximo a
casa dos 90%, € importante ressaltar que se avaliou a influéncia de apenas umavariavel sobre
o0 PR, e que modelos com niveis de explicacdo proximo a 60% devem ser considerados
satisfatorios para a area de ciéncias bioldgicas. Este resultado mostra-se de grande relevancia
para técnicos e médicos veterinérios que trabalham a campo, pois dispondo apenas de uma
balanca, facilmente se obtém o PR do timo. A partir deste dado, pode-se entdo inferir um
escore de deplecdo linfocitéariade 1 a5, visando-se determinar o grau de comprometimento do
Orgdo e, com boas chances de éxito. Este método faz-se Util quando ndo ha tempo ou setem a
disposicdo ferramentas para uma anaise mais apurada do timo, como seria com a realizacdo
de um exame histolégico. Apesar de este trabalho ter demonstrado uma forte relacéo entre
estas duas variavels, a literatura carece de estudos que enfoquem nesta correlacdo para

avaliagdo do timo das aves.



5 CONCLUSOES

Em relacéo ao exposto, pode-se afirmar que:

1

Através do tratamento de frangos de corte com 21 dias de idade utilizando-se um
glicocorticdide (dexametasona), obtiveram-se timos com distintos escores de deplecéo

linfocitéria

Foi possivel o estabelecimentos de 5 escores Opticos relacionados a perda de linfocitos

para o timo de frangos de corte.

Foi possivel a criagdo de um método de coleta de imagens dos lobos timicos para o

processamento digital.

As RNAs classificatorias por lobo ndo mostraram ter bom desempenho quanto a

classificagéo das amostras nos 5 escores de deplecéo.

As tré&s RNAs classificatorias utilizando a moda dos escores demonstraram ser

eficazes na categorizagdo em 5 escores.

A andlise do timo empregando-se a RNA obtida a partir do treinamento com a moda
conjunta das leituras feitas pelos avaliadores A e B, mostrou-se como a melhor para

categorizacao do timo quanto aos 5 graus de perdalinfocitéria.

A adaptacdo e aplicacdo do sistema ADDL em timos foi bem sucedida, uma vez que
empregando-se critérios claros e objetivos foi possivel sua avaliagdo quanto a perda

linfocitaria de modo a excluir a subjetividade.

A partir da andlise de regressao, grande parte da variagdo do peso do timo (59%) pbde
ser explicada em funcéo de sua celularidade, sendo esta informac&o de grande valia
para os médicos veterinarios a campo.



6 ATIVIDADESFUTURAS

1. Elucidar questdes quanto a distribuicdo da lesdo dentre os lobos componentes da

cadeiatimica;

2. Averiguar uma possivel predilecio dos agentes causadores de enfermidades
imunodepressoras por |obos mais craniais ou caudais ou ambos, no momento de

instalar ainfec¢éo no timo;

3. Reacionar acdlularidade do timo a da bolsa de Fabricio.
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ANEXO1

Oficio n.° 24/12 — CEUA/IPVDF Eldorado do Sul, 10 de julho de 2012.

Senhor Pesquisador:

Com relacdo ao Projeto de Pesquisa — Avaliagdo da perda linfocitdria do timo de
Jfrangos de corte utilizando Sistema de Andlise Digital de Deplegdo Linféide (ADDL) -
sob orientagao do Prof. Dr. Carlos Tadeu Pippi Salle e colaborador Dr. Lucas Brunelli
de Moraes, protocolado para andlise e parecer sob o n.° 21/2012 pela mestranda Daiane
Carvalho, em 11 de junho de 2012, cabe referir o seguinte:

A Comissdo de Etica no Uso de Animais — IPVDF reuniu-se ordinariamente em
05 de julho de 2012, no Instituto de Pesquisas Veterindrias Desidério Finamor e
subsequentemente emitiu PARECER FAVORAVEL 2 pesquisa a ser desenvolvida.

E o parecer.
Atenciosamente,
A
/ / i
p / A

FERNANDO SERGIO CASTILHOS KARAM
Presidente CEUA - IPVDF.



APENDICE 1 - Delineamento experimental aplicado aos grupos controle e tratado no experimento 2.

Aves com
21 dias

DIAO DIA1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA S DIAG

Coleta + Dex. I Coleta I Coleta I Coleta

h, 16h, 24h
Coleta + Dex. Coleta + Dex. Coleta + Dex. (8h, 16h, 24h)

-

-
-
‘—

DIA 7 <7 DIA 8 DIA9 DIA1I0 DIA11 DIA12

1 1

Coleta Coleta
(32h, 40h) (7 Dias)




APENDICE 2 - Interface da RNA classificatéria por ave utilizando como treinamento a moda
conjunta dos escores dos avaliadores A e B.

Statistics resulting from classifying the data rows with the network:
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