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Resumo 

Introdução: A “nova” displasia broncopulmonar se caracteriza por diminui-
ção da septação alveolar e do desenvolvimento vascular pulmonar. Objetivo: 
Comparar a contagem manual e a automática do número de alvéolos e medir o 
espessamento septal por um programa de análise de imagem. Métodos: Coelhos 
prematuros nascidos no 28º e 29º dia de gestação foram submetidos a ar ambien-
te ou oxigênio, durante 11 dias, após serem randomizados em quatro grupos, 
a saber: AR28, O228 (FiO2 ≥ 95%), AR29, O229 (FiO2 = 80%). Os pulmões foram 
retirados e corados para a contagem de número de alvéolos e medição do es-
pessamento septal. Utilizou-se o programa Image-Pro Plus 4.5® para análise de 
imagem. Resultados: Houve diferença entre as formas de contagem do número 
de alvéolos e a análise de espessamento septal, realizadas manual e automatica-
mente (p<0,05). Conclusão: Os dados encontrados na análise histológica manual 
realizada no programa corroboram os descritos na literatura para número de al-
véolos e espessamento septal.

Descritores: Alvéolos pulmonares; Displasia broncopulmonar; Hiperóxia; 
Histologia comparada; Nascimento Prematuro. 

Abstract 

Introduction: The “new” bronchopulmonary dysplasia is characterized by de-
creased alveolar septation and lung vascular development. Objectives: To com-
pare manual and automatic counting of the number of alveoli and measurement 
of septal thickening in a program for image analysis. Methods: Preterm rabbits 
born on the 28th and 29th days of gestation were subjected to ambient air or oxy-
gen for 11 days, randomized into four groups, AR28, O228 (FiO2 ≥ 95%), AR 29, 
O229 (FiO2 = 80%). The lungs were removed to count the number of alveoli and 
measure septal thickening. The program used for image analysis was Image-Pro 
Plus 4.5®. Results: A statistically significant difference was found between the 
manual and automatic methods of counting the number of alveoli and analyzing 
the septal thickening. (p<0.05). Conclusion: The data found in the histological 
analysis performed manually in the program corroborate what is reported in the 
literature on data for number of alveoli and septal thickening.

Key words: Bronchopulmonary dysplasia; Histology comparative; Hyperoxia; 
Premature birth; Pulmonary alveoli.
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Introdução

Os 25 milhões de alvéolos pulmonares 
normalmente presentes na criança ao nascer, 
aumentam após o nascimento até o décimo ano 
de vida. Por volta dos dez anos a criança possui 
300 milhões de alvéolos, atingindo a maturida-
de pulmonar com essa idade. ������������������Entretanto, em ne-
onatos prematuros, os acometimentos respira-
tórios são os mais encontrados, interferindo no 
desenvolvimento dos pulmões ou destruindo os 
alvéolos existentes, o que diminui seu número 
potencial em um adulto1.

O nascimento prematuro e eventos sub-
sequentes (por exemplo, hiperóxia, ventilação 
mecânica, agentes inflamatórios, infecção, baixo 
peso ao nascer, subnutrição, síndrome do des-
conforto respiratório e persistência do canal ar-
terial) são fatores que podem alterar o equilíbrio 
do desenvolvimento de pulmão2, 3. 

Os prematuros são frequentemente expos-
tos ao oxigênio após o nascimento em decorrên-
cia de sua imaturidade pulmonar estrutural e 
funcional. A prematuridade tem como consequ-
ência defesas antioxidantes prejudicadas, sendo 
assim, a hiperóxia durante a terapia pode causar 
lesão tecidual. A toxicidade direta induzida pela 
reação acentuada aos radicais livres derivados do 
oxigênio desencadeia um processo inflamatório 
que é comum nos pulmões, resultando em lesão 
das vias aéreas, no epitélio alveolar e no endo-
télio capilar, que resulta em edema intersticial e 
alveolar e acarreta inativação do surfactante4, 5. 
A toxicidade indireta das respostas fisiológicas 
inadequadas ao oxigênio é caracterizada pela 
proliferação de células alveolares tipo II, e após 
exposição prolongada, fibrose intersticial6, 7. 

A displasia broncopulmonar (DBP) é uma 
das complicações mais comuns associadas ao 
nascimento prematuro. Foi inicialmente descri-
ta como uma lesão pulmonar em recém-nasci-
dos prematuros (RNPT), submetidos a altas con-
centrações de oxigênio e à ventilação mecânica 
agressiva. A lesão pulmonar, nessa época, foi 
descrita como secundária ao processo de lesão e 
reparação tecidual, apresentando edema alveo-

lar intersticial precoce, fibrose, e inflamação das 
vias aérea. O perfil dos recém-nascidos com DBP 
modificou-se em relação à descrição inicial feita 
por Northway em 19678. Atualmente, a doença 
ocorre, de forma predominante, entre recém-
nascidos (RN), com peso de nascimento inferior 
a 1000 g e idade gestacional de 24 a 26 semanas4, 

9, 10. Essa mudança de perfil de recém-nascidos 
com DBP, assim como de sua apresentação clíni-
ca, resultou na criação do termo “nova” displa-
sia broncopulmonar9.

A lesão pulmonar dessa “nova” DBP se 
caracteriza por uma diminuição da septação al-
veolar e do desenvolvimento vascular, ou seja, 
ocorre um bloqueio no desenvolvimento pulmo-
nar e, consequentemente, a alveolarização é re-
duzida4, 9, 10, 11, 12, 13. 

A DBP é uma doença multifatorial que 
leva a diversas alterações histopatológicas no 
pulmão prematuro. Sua patogênese inclui pre-
maturidade, ventilação mecânica, defesas an-
tioxidantes inadequadas, ativação da resposta 
inflamatória por vários mecanismos, sendo a ex-
posição ao oxigênio um dos fatores mais impor-
tantes6, incluindo também infecções pré-natais e 
nosocomiais e a persistência de canal arterial14. 

A resposta inflamatória na DBP é carac-
terizada por um acúmulo de neutrófilos, ma-
crófagos e de mediadores pró-inflamatórios no 
tecido pulmonar9. O efeito deletério da hipero-
xia sobre o tecido pulmonar é dose dependente, 
sendo diretamente proporcional à concentração 
de oxigênio fornecida e ao tempo de exposição. 
O grau da lesão também apresenta relação in-
versa com a idade gestacional em que ocorre a 
exposição9.

Além das características da lesão pulmo-
nar da “nova” DBP, mencionadas acima, tam-
bém ocorre aumento do espessamento septal, 
que é causado pela proliferação e infiltração de 
células reticuloendoteliais ou mesenquimato-
sas que invadem os septos em todos os locais. 
Para quantificar a lesão, é necessário realizar a 
contagem do número de alvéolos e mensurar o 
espessamento septal por meio de análise histo-
patológica11, 12, 13, 15, 16, 17, 18.
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Um método em que pode ser realizada a 
análise de imagens digitais é por intermédio do 
software Image-Pro Plus®. Esse programa, pelo 
desenho livre do contorno alveolar, fornece me-
didas de perímetro, área e número dos alvéolos 
por campo, automaticamente, além disso, tam-
bém permite a contagem manual19. 

A contagem do número de alvéolos e o es-
pessamento septal costumavam ser realizados 
no microscópio. Com a utilização dos softwares 
de análise de imagem, essa metodologia vem 
sendo utilizada atualmente, no entanto, o núme-
ro de artigos com essa nova metodologia ainda 
é escasso, por isso a importância do estudo aqui 
apresentado, que utiliza essa nova metodologia 
de duas formas diferentes, ambas realizadas no 
programa, tanto para a contagem do número de 
alvéolos quanto para o cálculo do tamanho do 
septo interalveolar.

O objetivo neste estudo foi comparar duas 
formas diferentes de análise, contagem manual 
e automática, do número total de alvéolos e es-
pessamento septal por um programa de análise 
de imagem na displasia broncopulmonar.

Material e métodos

O protocolo de experimentação foi apro-
vado pela Comissão de Ética para Análise de 
Projetos de Pesquisa do Hospital das Clínicas da 
Faculdade de Medicina da Universidade de São 
Paulo (CAPPesq – projeto número 487/07).

A fase de experimentação animal foi rea-
lizada no Laboratório de Pesquisa Experimental 
da Disciplina de Pediatria Neonatal do 
Departamento de Pediatria da Faculdade 
de Medicina da Universidade de São Paulo 
(FMUSP). A análise histopatológica foi orien-
tada e supervisionada pelo Departamento de 
Patologia da FMUSP.

Coelhas grávidas foram submetidas a par-
to cesáreo no 28º e 29º dia de gestação (termo 31 
dias). Imediatamente após nascerem, os filhotes 
foram randomizados entre os grupos de estudo 
de acordo com a ordem de nascimento. Nas di-

versas ninhadas, foram também alternados os 
primeiros filhotes das diferentes fêmeas entre 
os grupos de estudo, sendo os animais expos-
tos à hiperoxia ou submetidos ao ar ambiente. 
Os recém-nascidos foram observados por 30 mi-
nutos, logo após o nascimento, em relação à so-
brevivência e, depois desse período, foram colo-
cados dentro das respectivas incubadoras (com 
exposição ao oxigênio ou ao ar ambiente), onde 
permaneceram por 11 dias.

Dessa forma, foram constituídos quatro 
grupos de estudo, conforme a exposição dos fi-
lhotes, da seguinte maneira: grupo AR 28 for-
mado por 17 animais com 28 dias de gestação 
expostos ao ar ambiente; O2 28, por 17 recém-
nascidos, com 28 dias de gestação com exposi-
ção ao oxigênio em concentração ≥ 95%; AR 29, 
8 indivíduos, com 29 dias de gestação expostos 
ao ar ambiente; O2 29, 8 coelhos, com 29 dias de 
gestação com exposição ao oxigênio em concen-
tração igual a 80%. 

Os animais foram mantidos em incuba-
doras para prematuros (C-86, Fanem Ltda.Ò, São 
Paulo, Brasil), em bandejas revestidas com serra-
gem de flocos finos autoclavada (maravalha es-
téril), sendo realizadas duas trocas por dia, com 
a finalidade de mantê-los em ambiente seco e 
limpo. A temperatura no interior da incubadora 
foi mantida constante entre 30 e 32 oC, controla-
da por termômetro eletrônico. O peso dos filho-
tes foi controlado diariamente, antes da primei-
ra alimentação do dia (balança TR 403, Denver 
Instrument Company®, Estados Unidos).

A partir do terceiro dia de vida, foi inicia-
da antibioticoterapia profilática20 com penicilina 
cristalina (20.000 UI/kg – IM) e estreptomicina 
(20 mg/kg.dia – IM) uma vez ao dia, associadas à 
administração de vitamina K (0,002 mg/kg/dia 
– IM), com o objetivo de prevenir quadros he-
morrágicos. Os animais foram alimentados com 
fórmula láctea semelhante ao leite natural de co-
elha21, constituída por 5 g de Neocate (Support®), 
5 g de caseical (Support®) e 15 g de trigiceril CM 
AGE (Support®) para 100 ml de leite. Do terceiro 
dia de vida em diante foi adicionada à fórmula 
uma gota de complexo vitamínico Vitanove®.
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O volume de dieta administrado no pri-
meiro dia de vida foi 100 ml/kg, no segundo, 150 
ml/kg, e do terceiro ao décimo primeiro dia de 
vida, 200 ml/kg. 

Com o auxílio de nebulizadores neonatais 
(Intermed®, São Paulo, Brasil), oxigênio aquecido 
e umidificado foi fornecido em uma concentra-
ção de 80% para os animais do grupo O2 29; e em 
uma concentração ≥ 95% aos coelhos do grupo 
O2 28, através de uma câmara de acrílico selada e 
multiperfurada para evitar acúmulo de dióxido 
de carbono (CO2). O controle da concentração de 
O2 foi realizado por intermédio de analisador de 
oxigênio ambiente (Dixtal®, São Paulo, Brasil). 

Os animais foram sacrificados por secção 
da aorta abdominal, após sedação profunda 
com pentobarbital (25 mg/kg – intraperitoneal), 
no 11º dia após o nascimento. Optou-se por essa 
técnica de sacrifício para evitar a hemorragia 
pulmonar, que poderia prejudicar a leitura das 
lâminas na análise histológica do pulmão. 

Os pulmões foram conservados em álcool 
etílico a 70% até serem embebidos em parafina, 
seguido do processamento em cortes seriados 
de 5mm de espessura e confecções de lâminas, as 
quais foram submetidas às colorações de hema-
toxilina-eosina para a contagem de número de 
alvéolos e Picrosirius para espessamento septal. 

A descrição mais detalhada de toda a 
técnica de manipulação dos animais, cesárea, 
manutenção dos prematuros, alimentação, sa-
crifício, retirada dos pulmões e confecção das 
lâminas está descrita em Manzano22. 

As fotos realizadas de todas as lâminas 
para a leitura pelo programa de análise de ima-
gem foram tiradas, sendo selecionado apenas o 
parênquima pulmonar (alvéolos e septos), ex-
cluindo-se vasos e outras estruturas. 

Número de alvéolos
A contagem do número total de alvéolos foi 

realizada utilizando-se o analisador de imagens 
(Image-Pro Plus 4.5®, Media Cybernetics INC™, 
EUA) de maneira cega por um investigador. Em 
cortes pulmonares corados com hematoxilina-

eosina, fotografados em aumento de 100x, foram 
utilizados dez campos (fotos) por lâmina.

Para a contagem manual, ao iniciar o pro-
grama o arquivo com a foto a ser analisada era 
carregado, a foto calibrada no aumento de 100x, 
a ferramenta Irregular AOI era selecionada e, em 
cada campo, os alvéolos foram selecionados um 
a um e contados manualmente (Figura 1).

A contagem automática dos alvéolos foi 
também realizada pelo mesmo programa. O ar-
quivo com a foto a ser analisada era carregado, a 
foto calibrada no aumento de 100x, a ferramenta 
Irregular AOI era selecionada e, em cada campo, 
os alvéolos foram selecionados um a um. Era 
dado o comando macro, posteriormente o coman-
do alvéolos, e anotado o valor de samples com o 
número de alvéolos contados pelo programa.

Espessamento septal
A medida da espessura do septo interal-

veolar foi realizada manualmente com auxílio 
do analisador de imagens (Image-Pro Plus 4.5®, 
Media Cybernetics INC™, EUA) de maneira 
cega por um investigador. Foi utilizada uma lâ-
mina por animal corada com Picrosirius, sendo 
realizadas quatro fotografias por lâmina, em 
aumento de 200x, avaliando-se de quatro a oito 
septos por foto.

Ao iniciar o programa, o arquivo com a 
foto a ser analisada era carregado, cada foto foi 
calibrada no aumento de 200x, e foi selecionada 
a ferramenta do programa manual measurements, 
dentro dessa ferramenta selecionou-se outra, no-
meada create click and drag line feature, com esta 
última foi medido manualmente cada septo inte-
ralveolar até totalizar de quatro a oito septos por 
foto. Nos pulmões com maior homogeneidade do 
septo interalveolar, foram avaliados quatro sep-
tos por foto; e nos pulmões que apresentavam 
maior heterogeneidade do septo interalveolar 
avaliaram-se oito septos por foto (Figura 2). 

A coloração e o tamanho dos aumentos 
utilizados foram orientados pelo departamento 
de Patologia da FMUSP, cada tipo de análise tem 
suas especificidades.
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Figura 1: Imagem do programa na contagem manual do número de alvéolos

Figura 2: Imagem do programa na contagem manual do espessamento septal (oito septos)



ConScientiae Saúde, 2012;11(2):201-210.206

Análise comparativa de duas técnicas de contagem de número de alvéolos e de medição do espessamento septal em coelhos prematuros…

A outra maneira de analisar o espessa-
mento septal era contando o número de alvéolos, 
essa tarefa foi realizada pelo mesmo analisador 
de imagem. O arquivo com a foto a ser analisada 
era carregado, a foto calibrada no aumento de 
100x, na coloração hematoxilina eosina, a ferra-
menta Irregular AOI era selecionada e, em cada 
campo, os alvéolos foram selecionados um a um. 
Era dado o comando macro, alvéolos, e anotado 
os valores de área total e perímetro total para 
calcular o espessamento septal pela fórmula:

Espessamento 
Septal

=
Área Total

Perímetro Total

(1)

Análise estatística
Para a comparação de cada grupo em dois 

momentos diferentes – análise manual x auto-
mática –, foi utilizado o teste “t” pareado para 
amostras normais ou o teste Wilcoxon. Para a 
comparação entre os grupos AR 28 x O2 28 e AR 
29 x O2 29, foi utilizado o teste “t” de Student 
para amostras normais ou o Mann-Whitney a 
um nível de significância de 0,05 e um poder de 
teste de 0,80. 

Resultados

Foram avaliadas 50 lâminas de pulmões 
prematuros; e cada lâmina foi analisada de duas 
maneiras diferentes, manual e automaticamen-
te, pelo programa de análise de imagem. 

Neste modelo experimental, pode-se veri-
ficar diferença significativa na comparação da 
contagem do número de alvéolos pelo progra-
ma, realizado manual e automaticamente, con-
forme mostrado no gráfico da Figura 3. 

Também houve diferença estatística signi-
ficativa na comparação da análise do espessa-
mento septal pelo programa, no método manual 
e no automático, como apresentado no gráfico 
da Figura 4.

Dessa forma, é possível afirmar que a con-
tagem do número de alvéolos e do espessamento 

septal utilizando o software analisador de ima-
gens apresenta resultados diferentes, quando 
comparada a aplicação automática e a manual. 

Foi realizada também a análise comparati-
va entre os grupos AR 28 x O228 e AR 29 x O229 
com as técnicas manual e automática para veri-
ficar se as duas formas apresentavam diferença 
estatística significativa.

Os resultados da comparação do número 
de alvéolos entre os grupos AR 28 x O228 e AR 
29 x O229, contados automaticamente pelo sof-
tware, apresentaram diferenças significativas. 
Entretanto, embora a comparação dos grupos 
AR 29 x O229 tenha mostrado diferença estatisti-
camente significativa, esta diferença foi contrá-
ria aos dados encontrados na literatura, pois a 
contagem automática apresentou resultados que 
demonstram que os pulmões dos coelhos pre-
maturos (29 dias), mantidos em hiperóxia, apre-
sentavam um número maior de alvéolos, quan-
do comparados aos de coelhos prematuros que 
foram mantidos em ar ambiente. Já na análise 
estatística comparativa dos mesmos grupos (28 
AR x 28 O2 e 29 AR x 29 O2), em que foram re-

Figura 3: Análise comparativa da contagem 
do número de alvéolos pelo programa 
(manual e automático)

Figura 4: Análise comparativa do 
espessamento septal pelo programa 
(manual e automático)
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alizadas contagens manuais pelo software, veri-
ficaram-se diferenças estatisticamente significa-
tivas, considerando p < 0,001, com resultados de 
acordo com os dados encontrados na literatura 
(Figura 5).

Na análise histológica do espessamento 
septal, realizada automaticamente pelo progra-
ma, é evidenciado que entre os grupos 28 AR 
x 28 O2 não houve diferença significativa. No 
grupo 29 dias na comparação do espessamento 
septal, realizado pelo programa de modo auto-
mático, entre os grupos 29 AR x 29 O2, a dife-
rença foi significativa, no entanto esse resultado 
é contrário aos resultados encontrados na litera-
tura. Quando um pulmão é exposto a uma alta 
concentração de oxigênio a espessura do septo 
interalveolar deve aumentar. 

A mesma comparação 29 AR x 29 O2, 
quando realizada manualmente, encontra dados 
que corroboram os encontrados na literatura, ou 
seja, aumento do espessamento septal em hipe-
róxia (Figura 6).

A fotomicrografia do número de alvéolos 
nos grupos de estudo é mostrada na Figura 7, 
com fotos realizadas no programa de análise de 
imagem, na coloração hematoxilina-eosina, no 
aumento 100x.

Discussão

Foi possível, com este estudo, verificar que 
nessa amostra de coelhos prematuros expostos 
à hiperoxia, há diferença significativa quando 
se compara a contagem do número de alvéolos e 
a análise do espessamento septal realizada pelo 
programa de duas maneiras diferentes, manual 
e automática.���������������������������������   Não foram encontrados na litera-
tura, estudos que comparassem a contagem do 
número de alvéolos e o espessamento septal 
utilizando um software analisador de imagens 
por meio de métodos manuais e automáticos, 
porém, encontraram-se diferentes trabalhos 
que analisaram, sem comparação, o número de 
alvéolo e espessamento septal por outras téc-
nicaNo modelo inicialmente desenvolvido em 
experimento anterior deste grupo, baseado em 
longos períodos de exposição a altas concentra-
ções de oxigênio, foram utilizados coelhos pre-

Figura 5: Análise comparativa da contagem 
do número de alvéolos pelo programa 
(manual e automático)

Figura 6: Análise comparativa do 
espessamento septal pelo programa 
(manual e automático)

Figura 7: Fotomicrografia do número de 
alvéolos, coloração hematoxilina-eosina, 
aumento 100x
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maturos de 28 dias de gestação expostos a uma 
FiO2 ≥ 95%. No entanto, a taxa de mortalidade 
foi elevada. Nesse modelo anterior, os animais 
foram submetidos à hiperoxia durante dois pe-
ríodos de tempo: 7 e 11 dias. Embora com 7 dias 
de exposição ao oxigênio a mortalidade tenha 
sido inferior à encontrada com 11 dias, essa ain-
da era relativamente elevada (87,1%); e as lesões 
pulmonares observadas não foram suficiente-
mente consistentes para a adoção desse modelo 
experimental12, 13. Dessa forma, entendeu-se que 
não se obteriam os resultados esperados com 
sete dias de exposição à hiperoxia, mesmo uti-
lizando uma menor concentração de oxigênio, 
assim, optou-se por realizar a agressão por hipe-
roxia, durante 11 dias, com uma concentração de 
oxigênio de FiO2 = 80%, acreditando-se que um 
dia a mais de maturação pulmonar (29 dias) e 
uma concentração de oxigênio um pouco menor 
(80%) resultariam em um modelo de DBP com 
uma mortalidade reduzida. 

Nos coelhos, a fase alveolar inicia-se no 
28° dia de gestação23, nesta fase o animal está 
iniciando o processo de alveolização que conti-
nua até sua vida adulta que se estende de 24 a 
36 semanas24. O tempo de gestação do coelho é 
de 31 dias, sendo 28 dias desse período o limite 
da viabilidade, correspondendo a 87% do termo. 
No recém-nascido humano, 87% do termo cor-
respondem a uma idade gestacional inferior a 34 
semanas, correspondendo, portanto, a fase sacu-
lar do desenvolvimento pulmonar, sendo que 
o aparecimento dos primeiros alvéolos ocorre 
ao redor de 32 semanas25. Em face da proximi-
dade da semelhança nas etapas de desenvolvi-
mento pulmonar de coelhos e seres humanos, 
escolheu-se analisar o coelho na pesquisa aqui 
apresentada.

Emery e Mithal26 apresentaram em seu es-
tudo u��������������������������������������m método que tem mostrado reprodutibi-
lidade adequada, que consistia em ignorar todos 
os bronquíolos completamente revestidos por 
epitélio e selecionar somente aqueles revestidos 
por epitélio em um lado da parede. Para tanto, é 
preciso traçar uma linha perpendicular do cen-
tro de uma via respiratória até o septo alveolar 

de tecido conjuntivo mais próximo. Em seguida, 
conta-se o número de alvéolos cortados por essa 
linha. Esse método supera, na medida do pos-
sível, os efeitos de diferentes graus de colapso 
ou da presença de fluido ou exsudato em alguns 
alvéolos26.

Outro procedimento utilizado para conta-
gem do número de alvéolos foi o método modi-
ficado apresentado por Dunnil27. O número de 
alvéolos total foi calculado após os cortes pul-
monares serem corados com hematoxilina-eo-
sina, e fotografados em uma ampliação de 100x 
com o analisador de imagem Image-Pro, Media 
Cybernetics INC®, EUA. Três linhas foram ras-
treadas em diferentes níveis, de pleura a pleura, 
e o número de inteceptos que cruzou a parede 
dos alveolos foi contado, somado e, em seguida, 
dividido por dois. O comprimento das linhas foi 
medido e somado, sendo o número de alvéolos 
dividido por esse valor (número de alvéolos / 
mm x 10-3)27.

No estudo de Warner et al.28, foi realizada a 
análise morfométrica por meio do analisador de 
imagem Image-1/Metamorph Imaging System, 
version 2 for Microsoft Windows (Universal 
Imaging, West Chester, PA). A medição da área 
média de cada espaço aéreo foi examinada com 
um microscópio que continha um quadrado 
composto por cinco linhas de intersecção. Os es-
paços aéreos foram distinguidos e corados com 
uma cor vermelha; e o tecido sólido, corado em 
cor cinza. Medições dos espaços aéreos termi-
nais foram obtidas a partir dos pontos de inter-
secção de linhas. Foram realizadas as análises 
da área alveolar e do espessamento intersticial28.

Em 1991, Margraf et al.29 analisaram lâmi-
nas histológicas dos pulmões de crianças com 
DBP, obtidos na autópsia, corados com hema-
toxilina-eosina e examinados por microscopia 
óptica, sendo projetados com um aumento de 
200x revestidas com uma grade de 49 pontos. 
Foi avaliado o número total de alvéolos, a super-
fície interna e o intercepto linear média, usando 
as técnicas padrão de Dunnil27. O espessamento 
septal foi quantitativamente estimado em leve, 
moderado ou severo27, 29.
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Okamoto et al.19 utilizaram o software 
Image-Pro Plus® para contagem do número de 
alvéolos. A forma de contagem do número de 
alvéolos se deu por meio do desenho livre do 
contorno alveolar, que fornece medidas de pe-
rímetro, área e número dos alvéolos por campo, 
automaticamente19.

Outro estudo que avaliou o espessamento 
septal foi realizado, em 2009, por Pereira et al.30 
Foram estudados os pulmões de 12 ratos machos 
adultos, os cortes foram corados por hematoxili-
na-eosina; e as imagens capturadas por câmera 
acoplada ao microscópio. Para cada lâmina, fo-
ram fotografados dez campos diferentes obtidos 
de forma aleatória em objetiva de aumento fi-
nal de 400x para hematoxilina-eosina. ��������Para de-
terminação da espessura do septo alveolar, foi 
realizada em cada campo fotográfico a mensu-
ração de três septos, com escolha do maior valor 
para cada campo, a partir do qual se calculou 
a média do valor da espessura dos septos por 
animal, posteriormente, calculou-se a média por 
grupo e, ao final, realizou-se a comparação entre 
os grupos30. 

Como limitações deste trabalho, destacam-
se a escassez de estudos referentes à análise his-
tológica comparativa de contagem alveolar e, 
principalmente, sobre os métodos de análise do 
espessamento septal, bem como a inexistência 
de pesquisa sobre a comparação de métodos ma-
nuais e automáticos possibilitados pelos softwa-
res analisadores de imagem. Também não está 
bem delimitado na literatura qual é o melhor 
método para análise de imagem de número de 
alvéolos e espessamento septal.

Conclusões

Houve diferença estatisticamente signifi-
cativa entre as técnicas de contagem do número 
de alvéolos e a análise do espessamento septal, 
nos quatro grupos estudados utilizando-se sof-
tware analisador de imagens de forma manual e 
automática.

Os dados encontrados relacionados à aná-

lise histológica realizada automaticamente pelo 

programa são controversos aos descritos na lite-

ratura, diferente dos obtidos na análise manual 

que corrobora a literatura. Ainda assim, não é 

possível afirmar qual dos métodos é mais fide-

digno, devido à escassez de pesquisas sobre o 

tema abordado. 

Diante do exposto, salienta-se a necessida-

de de mais estudos que demonstrem outros tipos 

de contagem alveolar e medidas de espessamen-

to septal e que também comparem as análises 

histológicas manuais e automáticas realizadas 

por meio de softwares analisadores de imagem. 
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