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Resumo

KLOCK, Joyce Cristiane. Montagem de cari6tipo de peixes assistida por
computador.2017. 55 péaginas. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Elétrica e

Informatica Industrial) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Curitiba, 2017.

A obtencdo de caribtipos de peixes desempenha um papel importante em
estudos de citotaxonomia e evolucdo cromossdmica das espécies. No entanto poucos
sistemas semi ou completamente automatizados para a obtencdo de caridtipo de
peixes estdo disponiveis. Este trabalho propde e avalia uma ferramenta baseada em
imagens que auxilie a montagem de caridtipos de peixes. As espécies analisadas
foram Hoplias malabaricus (Bloch, 1794); Hypostomus ancistroides (lhering, 1911) e
Parauchenipterus galeatus (Linnaeus, 1766); popularmente conhecidas como traira,
cascudo e bagre sapo, respectivamente. Um total de 100 metafases mitéticas foram
analisadas por dois métodos: 1 — geragdo semiautomatica de cariétipo e 2 - geracao
automatica de cariétipo. Os resultados foram analisados por meio da correlacdo de
Pearson, graficos de diferencas e tabelas de contagens. A avaliacdo do sistema foi
feita utilizando-se como referéncia a média das contagens feitas por quatro usuarios.
No método 1 quatro usuarios realizaram contagens nas 100 metafases apresentando
correlagcao interobservador de r = 0.997. O numero total de cromossomos identificados
pelo método 1 foi 4348 e para o método 2 foi 4135, excluindo 1,3% de falsos positivos,
resultando em uma identificacdo automatica de aproximadamente 95,1% dos
cromossomos presentes nas imagens. Os falsos negativos representam 4,9% do total
de cromossomos. A correlacdo entre os dois métodos foi de r = 0.93. Os resultados
indicam que a ferramenta pode ser inserida no procedimento de cariotipagem de peixes

para acelerar o processo com niveis aceitaveis de exatidao.

Palavras-chave: cariotipagem de peixes assistida por computador, cariétipo, Hoplias

malabaricus, Hypostomus ancistroides, Parauchenipterus galeatus.



Abstract

KLOCK, Joyce Cristiane. Computer assisted fish karyotyping.2017. 55 paginas.
Dissertacao (Mestrado em Engenharia Elétrica e Informéatica Industrial) — Universidade

Tecnolégica Federal do Parand, Curitiba, 2017.

Fish karyotyping plays an important role in studies of cytotaxonomy and
chromosomic evolution of species. However, few semi or completely automated fish
karyotyping systems are available. This work proposes and evaluates an image-based
tool to assist fish karyotyping. The analyzed species were Hoplias malabaricus (Bloch,
1794), Hypostomus ancistroides (lhering, 1911), and Parauchenipterus galeatus
(Linnaeus, 1766). In Portuguese, these species are commonly refered to as traira,
cascudo and bagre sapo, respectively. A total of 100 metaphases were analyzed by two
methods: (1) semi-automatic karyotype generation and (2) automatic karyotype
generation. The results were analyzed using Pearson correlation, difference graphs and
counting tables. The reference used for the evaluation of the system was the average of
the counts made by four experts. In method 1, four users performed counts on the 100
metaphases with interobserver correlation of r = 0.997. The total number of
chromosomes identified by method 1 was 4348 and method 2 was 4135, excluding
1,3% false positives, resulting in an automatic identification of approximately 95,1% of
the chromosomes present in the images. False negatives represent 4,9% of the total
chromossomes. The correlation between the methods was r = 0.93. The results indicate
that the tool can be introduced for fish karyotyping procedures contributing for

accelerating the process with acceptable accuracy.

Keywords: computer assisted fish karyotyping, Hoplias malabaricus, Hypostomus

ancistroides, karyotype, Parauchenipterus galeatus.
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1. INTRODUCAO

Este capitulo tem a fungdo de introduzir o trabalho desse Mestrado
mencionando a motivacao para a sua realizacdo, bem como o objetivo principal e seus

objetivos especificos.

1.1. MOTIVACAO

Conhecer e estudar a evolugdo cromossémica e a de sequéncias espécie-
especificas é de grande importancia para a taxonomia de espécies. Neste contexto, ha
uma ciéncia que desde seu inicio, uniu conhecimentos da citologia e da genética,
dando origem a uma &area comum, chamada citogenética. Essa ciéncia atualmente
compreende todo e qualquer estudo relativo ao cromossomo, bem como sua
morfologia, organizacgéo, fungéo e replicacao, levando em considera¢éo a sua variagéo
e evolucdo (GUERRA, 1988). Este campo de estudo surgiu no inicio do século XX
guando os cientistas perceberam que 0os cromossomos sao os carreadores dos genes.
A citogenética é o estudo dos cromossomos e 0 seu papel na hereditariedade
(O’CONNOR, 2008).

No ambito da ciéncia chamada Genética, o termo carittipo é a descricdo das
caracteristicas do conjunto cromossdémico de uma espécie (GUERRA, 1988), ou seja,
compreende 0s cromossomos pareados e alinhados de forma decrescente, separados
por morfologia. O estudo do cariétipo de diversos organismos tem como objetivos
observar variagdes numéricas, detectar caracteristicas a partir de sua estrutura e
estudar a evolucao das espécies e de sequéncias especificas.

O processo de montagem de um cariétipo € conhecido como cariotipagem e
€ obtido através de uma fotomicrografia de uma célula em fase de divisdo celular na
fase de metafase mitética. A cariotipagem envolve o pareamento dos cromossomos
homodlogos e a ordenacdo decrescente dos cromossomos pareados separados por
morfologia, provendo a visualizacdo genémica dos cromossomos de um individuo. A
maior aplicabilidade da citogenética de peixes, se refere aos estudos de evolucdo
cromossOmica e citotaxonomia (ARTONI; VICARI; BERTOLLO, 2000). Os peixes

formam um grande grupo de organismos, cerca de 50% dos vertebrados (CARVALHO;
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OLIVEIRA; FORESTI, 1998) e constituem um dos grupos mais favoraveis para estudos
geneéticos e citogenéticos pois podem ser considerados como a base da evolucao para
os anfibios, répteis, passaros e mamiferos (DENTON, 1973). A maior aplicabilidade da
citogenética de peixes, refere-se aos estudos evolutivos (ARTONI; VICARI,
BERTOLLO, 2000), e desta forma traz resultados importantes para o0s estudos
evolutivos dos organismos em geral.

Tais estudos se demonstram de grande importancia, no entanto poucos
sistemas semi ou completamente automatizados para a obtencdo de cariétipo de
peixes sao encontrados na literatura. Em estudo na literatura, encontrou-se um sistema
de montagem de cariotipo de peixe baseado em Conjuntos Difusos (FARIA, 2006).
Assim como também um sistema para andlise e montagem de cariétipo de peixe, feito
de maneira manual (BRESSANE-NETO et al., 2005). Dois trabalhos voltados para a
solucdo do problema em questdo, mas que ndo estdo disponiveis para uso da
comunidade cientifica. Devido a isso ha uma grande necessidade de se obter uma
ferramenta semi ou completamente automatizada para esse fim.

A Engenharia Biomédica que reune principios e conceitos das ciéncias
exatas e das ciéncias biolégicas, desenvolvendo abordagens inovadoras aplicadas ao
desenvolvimento de sistemas de analise, sera de grande importancia na resolucao
desse problema. De posse desse entendimento e compreensdao, este trabalho visa unir
0os conhecimentos da citogenética de peixes com o0s conhecimentos de ciéncia da
computacdo, para o desenvolvimento de uma ferramenta baseada em imagens que
auxilie a montagem do cariétipo de peixe, a partir de uma fotomicrografia de células de

peixe em divisdo (metafase), feita pelos citogeneticistas.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo Geral

O principal objetivo deste trabalho é especificar e avaliar um sistema
baseado em imagens que auxilie a geracdo do caridtipo de peixe, a partir de uma

fotomicrografia de células de peixe em divisdo (metafase mitética).
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1.2.2. Objetivos Especificos

e Descrever 0s passos para a obtencdo do caridtipo, para o
desenvolvimento de uma ferramenta computacional, levando em
consideracao as etapas do processo manual para a cariotipagem.

e Avaliar os resultados obtidos depois da utilizacdo do sistema

desenvolvido para a geracéo do cariétipo.
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2. REVISAO SOBRE CONCEITOS CITOGENETICOS

Neste capitulo apresenta-se uma introdugéo sobre os conceitos relacionados
a citogenética. Para tal entendimento, € necessario apresentar conceitos basicos sobre
a genética, bem como sobre cromossomos, sua estrutura e classificagdo. Assim como
também sobre o Cariétipo, tema diretamente relacionado com o objetivo geral desse

trabalho.

2.1. CROMOSSOMO

A genética é o estudo dos genes em todos os seus niveis.Teve seu inicio
nos anos de 1860, com o trabalho intitulado “Ensaios com plantas hibridas” de Gregor
Michael Mendel, conhecido como o “Pai da Genética Classica”. O gene é uma regiao
funcional da longa molécula de DNA (Desoxirribonucleico), que constitui a estrutura
fundamental de um cromossomo (GRIFFITHS, A. J. F., WESSLER, S. R., LEWONTIN,

R. C., CARROLL, 2009).
Figura 1 — Ciclo mitético.
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A citogenética atualmente compreende todo e qualquer estudo relativo ao
cromossomo, bem como sua morfologia, organizacéo, funcéo e replicacdo, levando em
consideracao a sua variagao e evolucdo(GUERRA, 1988).

Na maioria das vezes, quando se refere a um cromossomo em citogenética,
refere-se a um cromossomo metafasico mitético. Isso deve-se ao fato que os
cromossomos sdo mais facilmente analisados e observados durante a metafase,
devido ao seu maior grau de condensacao e individualizacao.

Existem dois processos basicos da divisdo celular dos eucariotos, a meiose
gue reduz a quantidade de cromossomos e da origem aos gametas e a mitose que
mantem constante a quantidade dos cromossomos. As etapas do processo tanto da
mitose quanto da meiose sdo as mesmas. Ambos 0s processos de divisdo celular
apresentam as principais fases que sao a Profase, Metafase, Anéfase e Teléfase. Cada
ciclo se inicia na Préfase e termina da Teléfase, como mostra a Figura 1.

Quando o nucleo nao esta se dividindo ele se encontra em Intérfase, nessa
fase os cromossomos se encontram total ou parcialmente descondensados. A Intérfase
€ 0 periodo entre duas divisdes, onde a célula duplica seu material genético e suas
organelas. A Préfase € a fase mais longa do processo de divisdo, nessa fase forma-se
por condensacdo o cromossomo metafasico. O aspecto final dessa fase, como os
cromossomos ja bem condensados e bem espalhados pelo nucleo é conhecido como
prometafase. Em seguida ocorre a Metafase, os cromossomos se encontram alinhados
em uma placa metafasica, aonde eles estdo em seu grau maximo de condensacgdo. Na
Anéfase ocorre a formacéo dos cromossomos-filhos ou cromossomos-irméos. No inicio
da Tel6fase os cromossomos se apresentam fortemente condensados e agregados,
formando nucleos pequenos e bem densos, ndo sendo possivel distingui-los
(GUERRA, 1988)

2.1.1. Estrutura do Cromossomo

Cada cromossomo metafasico € sempre formado por duas subunidades
paralelas chamadas cromatides. Cada uma delas € constituida por um filamento que
contém material genético, o DNA (Desoxirribonucleico), associados a proteinas e RNA
(Ribonucleico). As cromatides séo ligadas entre si por uma regido mais delgada e

fracamente corada chamada constricdo primaria ou centrémero. O centrémero divide
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cada cromatide em dois segmentos, os chamados bracos cromossdémicos. O braco
localizado na parte superior ao centrébmero é o bragco menor, e o localizado na parte
inferior € o braco maior. (GUERRA, 1988). A Figura 2 apresenta uma representacao do

centrdmero e dos bra¢cos de um cromossomo.

Figura 2 - Estrutura de um cromossomo.

Braco Menor

Centromero

Brago Maior

Cromatide

2.1.2. Classes de Cromossomos

O centrdmero pode se localizar em qualquer posicdo entre 0 meio e a
extremidade do cromossomo. Assim, dependendo da posicdo do centrbmero o0s
cromossomos sao classificados em 4 classes possiveis, representadas na Figura 3 e
definidas a segquir:

e Metacéntrico: o centrdbmero se encontra no meio, ou aproximadamente no
meio, resultando em dois bragos aproximadamente iguais. Figura 3 (a).

e Submetacéntrico: o centromero se encontra deslocado para a parte superior.
Figura 3 (b).

e Subtelocéntrico: o centrdbmero se encontra proximo da extremidade do
cromossomo, resultando em um unico braco. Figura 3 (c).

e Acrocéntrico: o centrdbmero se encontra em uma das extremidades. Figura 3

(d).
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A classificacdo dos cromossomos é dada conforme os parametros indicados

na Tabela 1.

Figura 3 - Classificacdo de cromossomos.

H il n

(a)Metacéntrico b)Submetacéntrico (c) Subtelocéntrico (d)Acrocéntrico

2.2. CARIOTIPO

A palavra Karyotype é derivada da palavra Grega “Karyon” que significa
nucleo e “typos” que significa imprimir. O cariétipo € a descricdo das caracteristicas do
conjunto cromossémico de uma espécie (GUERRA, 1988).

O cari6tipo pode ser representado por um cariograma que € uma
representacdo esquematica utilizando valores médios da posicdo do centrébmero, do
tamanho do cromossomo e no caso dos peixes do nimero de cromossomos.

Para a obtencdo de um caridtipo €& necessario considerar trés
caracteristicas. A primeira é a posicao do centrdmero, que permite a sua classificacdo
nas quatro classes ja apresentadas. A segunda é o tamanho do cromossomo, que varia
de acordo com a espécie. HA uma variedade muito grande no tamanho dos
cromossomos, principalmente nas espécies de peixes. O tamanho € uma informacao
muito importante visto que os cromossomos sao dispostos em ordem decrescente de
tamanho, em cada uma das classes morfolégicas. E a terceira € o numero de
cromossomos, que em geral € constante, mas no caso especifico dos peixes pode
variar dentro de uma mesma entidade biolégica.

O processo de montagem de um cariétipo, € uma tarefa muito importante,
para caracterizar geneticamente os seres vivos, estudar a evolucdo cromossdémica e
detectar anormalidades e variagcbes nos cromossomos. Mas essa tarefa € repetitiva,

subjetiva, morosa, esta sujeita a erro e exige um profissional experiente.
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2.2.1. Montagem manual de Caridtipo de Peixe

Para se obter a montagem do Cari6tipo de Peixe € necessario obter uma
fotomicrografia de uma célula de peixe no estagio de metafase mitdtica. A imagem
adquirida, geralmente apresenta artefatos e baixo contraste.

Em seguida é necessario recortar cada cromossomo da imagem para ser
analisado individualmente. A posicédo do centrémero € determinada pelo citogeneticista.
Nos casos de Cromossomos acrocéntricos, Cromossomos muito pequenos,
Cromossomos muito tortos e no caso de sobreposi¢cédo exige do citogeneticista muita
experiéncia para a identificagdo e caracterizacdo destes cromossomos.

Depois de determinar o centrbmero de cada cromossomo, € necessario
medir o tamanho dos bracos do cromossomo com um paquimetro. Utiliza-se esse
aparelho para obter varias medidas dos segmentos e no final soma-se todos os
segmentos para a obtencao da medida final.

A partir do tamanho dos bragcos do cromossomo, é calculada a RB (Razéo
entre bracos). A Razédo entre os bracos € a divisdo entre o tamanho do braco maior do

cromossomo pelo brago menor, conforme mostra a equagao a seguir:

comprimento braco maior

comprimento brago menor

E também é calculado o IC (indice Centromérico), que é a razdo entre o
tamanho do braco menor pelo tamanho total do cromossomo, multiplicado por cem,

como mostra a equacao a seguir:

comprimento brago menor

Cl = * 100

tamanho do cromossomo

7z

Assim, de acordo com o valor da RB cada cromossomo é classificado nas quatro
classes possiveis (metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico),
conforme a razdo entre bracos (LEVAN; FREDGA; SANDBERG, 1964), onde o limite

da razédo entre bracos (RB) é dado conforme a Tabela 1.
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Tabela 1. Classificagdo dos cromossomos.

Razao entre bracos — RB Classificacao
1,00-1,70 metacéntrico (m)
1,71-3,00 submetacéntrico (sm)
3,01-7,00 subtelocéntrico (st)

>7,00 acrocéntrico (a)

Depois da etapa de classificacdo, os cromossomos de uma mesma classe
precisam ser ordenados de forma decrescente com relacdo ao seu tamanho e
pareados de acordo com a similaridade das caracteristicas. Ao final desse processo

obtém-se o cari6tipo, como mostra Figura 4.

Figura 4 - Cari6tipo de peixe. (a) Metafase; (b) Caridtipo final.
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Fonte: FARIA (2006)

Figura 5 - Cariotipo de peixe com identificag@o de duas classes de cromossomos.
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Dependendo da espécie estudada e do escopo do estudo genético a ser

realizado, outras classes de cromossomos podem ser consideradas, (ABRAHAM;
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PRASAD, 1983; ANDREATA et al., 1993; LEVAN; FREDGA; SANDBERG, 1964). A
Figura 5 apresenta um exemplo onde apenas duas classes de cromossomos foram
analisadas (BLANCO, 2010).
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados Materiais e Métodos, envolvendo todo o
processo para a montagem de Caridtipo de Peixe realizado neste trabalho, desde a
obtencdo dos exemplares de peixe até o desenvolvimento e avaliacdo do sistema de

geracao automatico e semiautomatico.

3.1. OBTENCAO DE MITOSES POR TRATAMENTO “VIVO”

Para obtencdo de mitoses por tratamento “vivo”, os exemplares foram
capturados com tarrafas, redes de espera e varas de pesca. Os peixes capturados
foram transportados vivos, em condi¢cdes de oxigenacdo e temperatura adequadas,
para o laboratério de Biodiversidade Molecular e Cromoss6mica de Peixes do
Departamento de Genética e Evolucdo da Universidade Federal de S&o Carlos —
UFSCar. No laboratorio foram mantidos em aquarios climatizados, até serem
processados para a obtencdo dos cromossomos, seguindo as orientacées do Comité
de Etica no Uso de Animais (Processo CEUA 07/2011) da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (Licenca SISBIO 38532-21).

Os cromossomos foram obtidos segundo tratamento in vitro (FORESTI;
OLIVEIRA; FORESTI DE ALMEIDA-TOLEDO, 1993), no qual fragmentos do rim foram
colocados em 10 mL de solucéo salina de Hanks, em uma placa de Petri, dissociando
bem o material. Posteriormente, a suspenséao celular obtida foi transferida para um tubo
de centrifuga, utilizando uma pipeta de Pasteur. Em seguida, adicionou-se de 1 — 2
gotas de solucdo de Colchicina 0,016 %, misturando-a bem com o material. O material
foi entdo transferido para estufa a 36 °C, por 30 minutos e centrifugado durante 10
minutos, a 500 — 800 rpm. O sobrenadante foi desprezado e adicionados 10 mL de
solucao hipoténica (KCI 0,075 M), misturando bem o material com uma pipeta Pasteur.
Transferiu-se esse material novamente para estufa a 36 °C, por mais 30 minutos.
Posteriormente, adicionou-se cerca de 6 gotas de fixador (metanol; acido acético — 3:1)
misturando-as com o material repetidas vezes, deixando-o descansar por 5 minutos. O
material foi centrifugado por 10 minutos a 500 — 800 rpm. O sobrenadante foi

desprezado e, em seguida, adicionado 10 mL de fixador, misturando-o com o material
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repetidas vezes. Seguiu-se nova centrifugacdo, por 10 minutos e repetida a fixacdo por
mais duas vezes. O sobrenadante foi desprezado e o material diluido no fixador, de
forma a se obter uma suspensao celular com material cromossémico fixado. Este
material foi guardado em freezer, entre -4° e -10°, acondicionado em pequenos frascos

tipo “Ependorff’, para posterior utilizacdo, como mostra a Figura 6.

Figura 6 - Frasco “Ependorf’ com a ressuspensao.

O preparo das laminas foi realizado pingando-se trés a quatro gotas da
suspensao obtida em uma lamina bem limpa previamente mantida em agua destilada,
aguecida entre 55 — 60°C, por cerca de 1 minuto. O procedimento deve ser realizado
segurando a pipeta Pasteur acima da lamina a uma altura razoavel para romper a

membrana citoplasmatica conforme mostrado na Figura 7.
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Figura 7 - Preparacéo da lamina.

O excesso de material foi eliminado inclinando-se um pouco a lamina sobre

um papel de filtro, seguindo-se a secagem diretamente ao ar, como mostra a Figura 8.

Figura 8 - Secagem da lamina.

- 2 -
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Figura 9 - LAminas coradas.

Os cromossomos foram corados com Giemsa a 5%, em tampéo fosfato (pH
6,8) durante 5 a 8 minutos, seguindo-se a lavagem da lamina com agua destilada e a
secagem ao ar conforme visto na Figura 9.

As preparacdes cromossomicas obtidas foram capturadas, sob aumento de
100x com utilizacdo de Oleo de imersdo, por meio de um microscépio de
epifluorescéncia (Olympus BX51) acoplado a uma camera de captura (Olympus DP72).

O microscopio e a camera fotografica podem ser vistos na Figura 10.
Figura 10 - Microscopio Olympus BX51 com camera fotografica Olympus DP72.

Fonte: Adaptado de (OLYMPUS; INC; BRASIL, 2007)
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3.2. SISTEMA DE GERACAO AUTOMATICA E SEMIAUTOMATICA DE
CARIOTIPO DE PEIXE

Para se obter o cari6tipo de peixe manualmente sdo necessarias varias
etapas que apresentam algumas dificuldades, conforme apresentado no Capitulo 2,
mas esse processo pode ser melhorado se for realizado com o auxilio do computador.
Para isso foi desenvolvido um sistema de geracdo automética e semiautomética de
cariétipo de peixe. Esse sistema auxilia 0os especialistas da area na montagem do
caridtipo de peixes realizando parte das tarefas de maneira automatica e
semiautomatica.

Para se iniciar a montagem do Cari6tipo de Peixe € necessario obter uma
fotomicrografia (imagem) de células de peixe no estidgio de metafase. As imagens
capturadas tém resolucdo de 1392x1040 pixels e foram gravadas usando o formato
JPG (Joint Photographic Experts Group).

Posteriormente, € necessario fazer a segmentacdo dessa imagem.
Segmentar uma imagem significa particionar essa imagem em partes ou objetos que a
compdem. Na maioria das aplicacdes a segmentacdo é a fase mais importante e mais
dificil no processamento digital de imagens (MAURICIO, 2017). Essa fase € uma das
mais dificeis, pois as imagens podem apresentar baixo contraste, ruidos, artefatos,
Cromossomos justapostos e as vezes cromossomos sobrepostos.

A partir do resultado da segmentacdo, com base nas caracteristicas das
areas segmentadas, os cromossomos sdao identificados, contados, extraidos e
verticalizados sendo finalmente ordenados em funcdo do seu tamanho. O sistema
ainda disponibiliza uma interface para que o usuario possa realizar a classificacdo dos
Cromossomos.

Essa analise foi feita utilizando-se uma ferramenta computacional
desenvolvida pelo grupo de pesquisa para este fim. A ferramenta utiliza como base o
algoritmo elaborado por Mauricio em sua tese (MAURICIO, 2017). O algoritmo em
guestdo possui caracteristicas autoconfiguraveis para identificar hemacias de
diferentes espécies, conforme pode ser visto em (MAURICIO et al., 2017). Estas
caracteristicas foram utilizadas com modificacdes adequadas as especificidades para

identificagdo e contagem de cromossomos.
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O software Matlab (The MathWorks, Inc., Massachusetts, EUA) foi utilizado
para a implementacdo do algoritmo viabilizando também uma interface grafica para a

realizacdo das analises.

3.2.1. Andlise automatica e semiautomatica

O processo de cariotipagem de peixe neste sistema consiste dos seguintes
passos: (1) usuario seleciona e carrega no sistema a imagem a ser processada. Etapa
gue pode ser visualizada na Figura 11 e na Figura 12. (2) O sistema define um limiar
inicial que é calculado automaticamente para a segmentacéo e posterior contagem dos
cromossomos segmentados. (3) O usuario, a partir de uma andlise visual da contagem
automatica dos cromossomos, decide pela necessidade de ajustar o Limiar com o
"Slider"(Barra). O objetivo do controle assistido do limiar é obter o maximo de
cromossomos automaticamente identificados. Uma representacao do uso desta etapa é
apresentada na Figura 13. (4) O usuério pode utilizar uma opcao disponivel de criar
linhas divisérias para cromossomos que ficaram justapostos na imagem segmentada e
gue o usudrio reconhece ser dois cromossomos € hao um cromossomo unico. A linha
pode ser desenhada na imagem colorida ou na imagem binaria (branco e preto). Etapa
gue pode ser visualizada na Figura 14. Se necessério aplicar o zoom para facilitar o
desenho da linha. Como pode ser visualizado na Figura 15. (5) Uma quinta etapa
consiste em realizar a limpeza de artefatos contados erroneamente, se necessario,
(opgao "Limpar area" no menu “Processar”). Esta etapa que pode ser visualizada na
Figura 16 e na Figura 17. (6) Gravacao dos resultados apés verificagcdo se todos os
cromossomos foram identificados, contados e extraidos corretamente, como pode ser
visualizado na Figura 18. O sistema grava as informacfes da contagem em uma

planilha, conforme Tabela 2.



Figura 11 — Abertura do sistema.
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Figura 13 — Contagem dos cromossomos.
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Figura 15 — Separacdo dos cromossomos justapostos utilizando zoom.
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Figura 16 — Limpeza de artefatos.
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Figura 17 — Marcacao da limpeza de éarea.

Cromossomos. (4.2 (2).jpg) - H X

Arquivo Processar i

id| @

Cromossomos contados=40

‘ [ | Limiar=0.46
il ol
Figura 18 — Gravacao da imagem.
Cromossomos. (4.2 (2)jpg) — O X
Arquivo Processar >
Abrir  Ctri+A & €7 %
Salvar

contados=39
Sair

Kl ; | Limiar=0.46

35



36

Tabela 2. Informac¢des gravadas sobre as contagens de cromossomos.

Informacéo Descrigéo

Imagem Nome correspondente da imagem processada.

Limiar T Valor do limiar escolhido pelo usuario para a segmentagéo da
imagem.

Numero de linhas
desenhadas para
separacao
Limpeza de area Numero de limpezas de artefatos contados erroneamente
Resultado final da contagem de cromossomos feita pelo usuério
com o auxilio do sistema

Contagem Automatica Resultado final da contagem automatica de cromossomos

Ndmero de linhas desenhadas para separacéo de cromossomos
justapostos

Contagem Assistida

Usando os cromossomos extraidos, o sistema apresenta ao usuario uma
interface, Figura 19, para auxiliar na classificagdo dos cromossomos e na montagem do
cariotipo de maneira manual e interativa. A classificacdo dos cromossomos de maneira

automatica fara parte dos trabalhos futuros.

Figura 19 — Interface para classificagdo dos cromossomos.
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3.3. AVALIACAO DO SISTEMA DE GERACAO AUTOMATICA E
SEMIAUTOMATICA DE CARIOTIPO DE PEIXE

Para avaliar o desempenho do sistema de geracdo automatica e
semiautomatica de cariétipo de peixe foram selecionadas 100 imagens obtidas a partir
de células de peixes no estagio de metafase, cedidas por (BLANCO, 2012).Essas

imagens foram analisadas de duas maneiras. A primeira de maneira automatica feita
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pela ferramenta computacional e a segunda de maneira semiautomatica feita pelo
usuario.

O conjunto de imagens avaliadas inclui diferentes espécies de peixes. As
espécies analisadas foram Hoplias malabaricus (Traira); Hypostomus ancistroides
(Cascudo) e Parauchenipterus galeatus (Bagre sapo). Nas imagens analisadas podem
ser observadas diferencas na forma, tamanho e quantidade dos cromossomos,
possuindo um minimo de 34 e maximo de 54 cromossomos.

As caracteristicas visuais das imagens sao muito diferentes entre si. Além
das diferencas entre as espécies de peixe, existem as diferencas de cor de fundo,
devido ao uso de filtros no microscépio, e a presenca de artefatos, ou seja, estruturas
gue nao sdo cromossomos (nucleos interfasicos, precipitados de corante, resto de
citoplasma, entre outros) e que dificultam a analise em questéo. Esses artefatos podem
ser principalmente o nucleo interfasico e restos celulares, que pode ser visualizado na
Figura 20. Exemplos de imagens com artefatos podem ser visualizados na Figura 21 e

Figura 22.

Figura 20 — Imagem de cromossomos com um nucleo interfasico.
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Figura 21 — Imagem de cromossomos com pouco artefatos.
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Figura 22 — Imagem de cromossomos com muitos artefatos.
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3.3.1. Analise Automatica

A andlise feita automaticamente pelo algoritmo compreende as etapas de
identificacdo, contagem, extracdo, verticalizacdo e ordenacdo dos Cromossomos
analisados, a imagem gerada pelo sistema na analise automética pode ser visualizada

na Figura 23.

Figura 23 — Andlise automatica.
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A avaliacdo destas etapas automéaticas foi feita comparando-se com os
resultados obtidos por usuérios da ferramenta através do método semiautomatico.

A ferramenta oferece ao usuario uma interface para auxiliar a classificacéo e
pareamento dos cromossomos, mas nao realiza estas etapas por métodos

automaticos.
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3.3.2. Andlise Semiautomatica

As imagens selecionadas foram analisadas por quatro pessoas diferentes,
sendo dois usuarios sem experiéncia na area (usuario 1 e usuario 2) e dois usuarios
experientes na éarea (usuario 3 e usuario 4). Através do resultado obtido
automaticamente pela ferramenta o usuario péde dar seguimento na geracdo do
cariétipo de peixe.

A imagem gerada pelo sistema na analise semiautomatica pode ser

visualizada na Figura 24.

Figura 24 — Analise semiautomatica.
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A avaliacdo do sistema foi feita utilizando-se como referéncia a média das

contagens feitas pelos quatro usuarios.
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Este capitulo apresenta os resultados e discussdes das analises realizadas

para os métodos apresentados no Capitulo 3.

4.1. ANALISE AUTOMATICA E SEMIAUTOMATICA

Considerando-se as 100 imagens

processadas

ferramenta

desenvolvida e a média da contagem dos quatro usuarios, foram contados no total

4348 cromossomos, conforme pode ser visto na Tabela 3. O método automatico

apresentou a contagem de 4190 cromossomos, 0 que representa uma identificacéo

automatica de aproximadamente 96% do total de cromossomos presentes nas

imagens. A distribuicdo das contagens dos dois métodos é apresentada na Figura 25.

Figura 25 — Contagem assistida por computador comparada com os resultados da contagem automatica.
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Tabela 3. Total de cromossomos contados nos dois métodos.

Automatica  Semiautomatica
Cromossomos 4190 4348
% 96,4% 100%
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No grafico das diferencas, apresentado na Figura 26, € possivel observar a
variacdo entre as contagens produzidas pelas duas analises. Observa-se ainda que o
namero de cromossomos presentes nas amostras estd na faixa de 34 a 54,
concentrando-se especialmente préoximos de 39 e 52 cromossomos.

Os resultados indicam ainda que a analise automéatica produz, na maioria
das amostras, contagens inferiores as contagens produzidas pela analise

semiautomatica, o que pode ser conferido na Figura 25 e na Figura 26.
Figura 26 — Gréfico de diferencas entre a contagem Automatica e a Média da Contagem Assistida.
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Para avaliar a analise semiautomatica da ferramenta desenvolvida, foram
utilizadas 100 imagens que foram analisadas por quatro usuarios diferentes. A cada
imagem analisada, foram gravadas informagdes em conformidade com a Tabela 2
referentes ao seu processamento.

A Tabela 4 apresenta estas informa¢des para cada uma das 100 imagens
processadas por um dos usuarios. Como pode ser visto na tabela, apés o
processamento automatico da imagem, quando necessario, 0 usudrio utiliza a
ferramenta para separar 0S cromossomos justapostos com a utilizagcado da opcéo linha
e elimina artefatos identificados equivocadamente chegando assim ao resultado da
contagem semiautomatica.

Os valores do “Limiar T” apresentados na Tabela 4 estdo normalizados no

intervalo 0-1.



Tabela 4. Informacdes gravadas sobre o processamento das imagens.

Numero de
e Limiar T Contagle.m linhas Lim?eza Con?ag.em
Automatica desenhadas para de drea  Assistida
separag¢ao
2.2 (1).jpg 0,57 37 1 0 39
2.2 (2).jpg 0,55 32 5 0 39
2.2 (3).jpg 0,54 35 2 0 38
3.2 (3).jpg 0,50 38 1 0 39
4.2 (1).jpg 0,51 37 0 0 37
4.2 (2).jpg 0,45 40 0 1 39
4.2 (3).jpg 0,58 37 1 0 39
5.2 (2).jpg 0,54 41 0 2 39
5.2 (3).jpg 0,48 39 0 0 39
19275 (1).jpg 0,60 52 0 0 52
19275 (2).jpg 0,52 51 1 0 52
19275 (3).jpg 0,61 51 0 0 51
19275 (5).jpg 0,57 52 1 3 50
19275 (7).jpg 0,54 51 1 1 51
19275 (9).jpg 0,49 51 1 0 52
19276 (1).jpg 0,45 50 1 0 52
19276 (2).jpg 0,40 47 3 0 52
19276 (3).jpg 0,36 50 1 0 52
19276 (4).jpg 0,43 48 1 0 50
19276 (5).jpg 0,30 50 1 0 52
19276 (6).jpg 0,43 46 4 0 52
19276 (7).jpg 0,43 51 1 0 52
19276 (8).jpg 0,40 49 2 0 52
19276 (9).jpg 0,40 51 1 0 52
19276 (10).jpg 0,37 44 7 0 52
19276 (13).jpg 0,44 49 0 0 49
19280 (2).jpg 0,39 49 0 0 49
19280 (3).jpg 0,35 50 2 0 52
19280 (4).jpg 0,39 53 0 1 52
19280 (5).jpg 0,44 52 0 0 52
19288 (1).jpg 0,43 50 3 2 52
19288 (2).jpg 0,28 47 4 1 52
19288 (3).jpg 0,35 50 1 0 52
19288 (4).jpg 0,19 50 1 0 52
19288 (5).jpg 0,32 53 0 1 52
19292 (1).jpg 0,44 52 1 0 54
19292 (2).jpg 0,52 52 0 0 52
19292 (4).jpg 0,44 53 0 0 53
19292 (5).jpg 0,49 46 4 0 52
19292 (6).jpg 0,51 51 1 0 52




19292 (7).jpg 0,47 51 1 0 52
19698-1 (1) Giemsa.jpg 0,42 50 2 1 53
19698-1 (2) Giemsa.jpg 0,44 54 3 6 53
19698-3 (2) Giemsa.jpg 0,38 47 3 0 51
19717-1.1 (1).jpg 0,14 37 2 0 39
19717-1.1 (4).jpg 0,12 36 3 0 41
19719-2.1 (1).jpg 0,36 40 0 1 39
19719-2.1 (2).jpg 0,56 40 0 2 38
19719-2.1 (4).jpg 0,60 39 0 0 39
19719-2.2 (1).jpg 0,42 35 3 0 39
19719-2.2 (2).jpg 0,50 40 0 1 39
19719-3 (1).jpg 0,21 39 1 2 40
19719-4 (3).jpg 0,44 39 3 3 39
19719-4 (4).jpg 0,56 38 0 1 37
19737-1 (1).jpg 0,52 37 3 1 39
19737-1 (2).jpg 0,52 33 4 0 39
19737-1 (3).jpg 0,40 36 2 0 39
19737-1 (4).jpg 0,39 40 0 1 39
19737-1 (5).jpg 0,46 37 1 0 39
19737-1 (6).jpg 0,52 40 0 1 39
19737-1(7).jpg 0,53 37 1 0 39
19737-2 (2).jpg 0,58 39 0 0 39
19737-3 (1).jpg 0,45 38 1 1 39
19737-3 (2).jpg 0,51 40 0 1 39
19737-3 (3).jpg 0,50 39 0 0 39
19737-3.1 (1).jpg 0,50 35 4 0 39
19737-3.1 (2).jpg 0,58 34 4 0 40
19737-3.1 (3).jpg 0,61 40 0 1 39
19737-3.1 (4).jpg 0,49 38 1 0 39
19737-3.1 (5).jpg 0,51 39 1 1 39
19737-3.1 (6).jpg 0,54 35 3 1 39
19737-3.2 (1).jpg 0,55 39 0 0 39
19737-3.2 (2).jpg 0,54 35 3 0 39
19737-3.2 (4).jpg 0,59 37 0 0 37
19737-3.2 (5).jpg 0,62 37 2 0 39
19737-4 (1).jpg 0,56 39 0 0 39
19737-4 (2).jpg 0,43 37 3 1 39
19737-4 (3).jpg 0,50 31 6 0 39
19737-4 (4).jpg 0,50 39 0 0 39
19737-4 (5).jpg 0,57 41 0 2 39
19874 (3).jpg 0,34 40 0 0 40
19874 (4.1).jpg 0,33 37 0 0 37
19874 (5).jpg 0,32 35 3 0 39
19874 (7).jpg 0,19 40 0 0 40
19874 (8).jpg 0,24 38 1 0 40
19874 (9).jpg 0,21 40 1 3 40
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19874-1 (1).jpg 0,37 32 8 3 40
19874-1 (4).jpg 0,38 35 3 0 40
19874-1 (6).jpg 0,31 35 3 4 39
19874-1 (7).jpg 0,22 35 5 0 42
19874-1 (8.1).jpg 0,20 32 1 0 34
19874-1 (11).jpg 0,44 35 5 3 40
19874-1 (21).jpg 0,35 38 1 0 40
19874-3 (8).jpg 0,39 40 0 0 40
19874-4 (3).jpg 0,34 40 0 0 40
19874-6 (13).jpg 0,32 42 0 2 40
19874-6 (19).jpg 0,33 40 0 0 40
19874-6 (24).jpg 0,40 40 0 0 40
19874-6 (26.2).jpg 0,41 34 0 0 34
19874-6 (29).jpg 0,36 38 1 0 40

A soma de todos os cromossomos contados nas 100 imagens pelos

usuarios pode ser vista na Tabela 5.

Tabela 5. Total de cromossomos contados pelos quatro usuarios.

Usuario 1 Usuario 2 Usuario 3 Usuario 4

Cromossomos Contados 4348 4348 4345 4350

A Tabela 6 apresenta a correlacdo entre 0s quatro usuarios que utilizaram a
ferramenta para a contagem dos cromossomos. Estes resultados se referem a
utilizacdo do método semiautomatico. Observando-se os valores sempre maiores do
que 0,99, pode-se concluir que com o auxilio da ferramenta aos usuarios produziram
contagens com forte correlagdo. Em fungéao da forte correlacdo entre as contagens, o
valor adotado como referéncia para a comparacdo com o método automatico foi a
média destas quatro contagens. A distribuicdo destas contagens e a respectiva média

podem ser observadas na Figura 27.

Tabela 6. Correlacdo das contagens realizadas pelos quatro usuarios.

Usuario 1 Usuario 2 Usuario 3 Usuario 4

Usuério 1 1,0000 0,9974 0,9967 0,9972
Usuério 2 0,9974 1,0000 0,9967 0,9964
Usuario 3 0,9967 0,9967 1,0000 0,9974

Usuério 4 0,9972 0,9964 0,9974 1,0000
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Figura 27 — Distribuigdo das Contagens realizadas pelos quatro usuarios.
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Resultados detalhados das contagens realizadas pelos quatro usuarios nas
100 imagens analisadas podem ser vistos na Tabela 10, disponivel no APENDICE A —
CONTAGENS DOS CROMOSSOMOS REALIZADAS PELOS QUATRO USUARIOS.

Apesar de 96,4% ser um bom resultado de identificagdo automatica dos
cromossomos, é importante lembrar que em alguns casos essa contagem inclui falsos
positivos. Em média 26 imagens para cada usuario, conforme pode ser visto na Tabela
7. Isto ocorre quando um artefato possui caracteristicas semelhantes aos
cromossomos, 0 que leva o algoritmo a conta-los equivocadamente como
cromossomos. Exemplos de falsos positivos podem ser vistos na Figura 28, a direita da
imagem € possivel notar seis estruturas identificadas erroneamente como
Cromossomos.

Com o auxilio da ferramenta, usando a opcédo limpar area, estes falsos
positivos foram eliminados das contagens assistidas pelos usuarios, mas estéo

presentes nos valores das contagens automaticas da Tabela 3.
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Figura 28 — Exemplos de falso positivo.
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Tabela 7. Numero de imagens com uso da opc¢ao Linha e da opcéo Limpar area.

Opcéo Linha Opcéo Limpar area

Usuario 1 68 20
Usuario 2 62 31
Usuario 3 77 28
Usuério 4 78 27
Média 71,25 26,50

E possivel identificar os falsos positivos incluidos na contagem automatica a
partir do nimero de vezes que a opcao Limpar area foi utilizada. A Tabela 8 apresenta
o resultado da contagem automatica excluindo 55 falsos positivos, o que representa
1,3% do total de cromossomos presentes nas amostras. Neste caso, o valor da
identificacdo automatica é de 95,1% dos cromossomos, 0 que ainda € um resultado de
grande utilidade pois significa que 95,1% dos cromossomos sao identificados
corretamente e de forma automatica, confirmado pela correlagcdo muito forte, r=0.93,

entre os dois métodos.

Tabela 8. Total de cromossomos contados, excluindo falsos positivos.

Automatica  Semiautomatica
Cromossomos 4135 4348
% 95,1% 100%
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Apods a eliminacdo dos falsos positivos, a divergéncia existente entre a
contagem automatica e semiautomatica se deve as ocorréncias de falsos negativos.
Nos casos de cromossomos justapostos ou préximos a artefatos, resultando em uma
regido com tamanho aumentado na imagem binéria, ocorre falha na identificacdo dos
mesmos. Na Tabela 8 é possivel observar que o método automatico produziu uma
contagem com 213 cromossomos a menos que o método semiautomatico devido aos
falsos negativos. Isto representa 4,9% do total de 4348 cromossomos. Exemplos de

falsos negativos podem ser vistos na Figura 29.

Figura 29 — Exemplos de cromossomos justapostos.

A Tabela 9 apresenta os resultados finais das analises automatica e
semiautomatica realizadas, incluindo o detalhamento dos falsos positivos e falsos
negativos.

Tabela 9. Resultado final das analises.

Descricéo N° de Cromossomos %
Média Assistida 4348 100%
Automatica com falsos positivos 4190 96,4%
Automatica sem falsos positivos 4135 95,1%
Falsos negativos 213 4,9%

Falsos positivos 55 1,3%
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5. CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

5.1. CONCLUSOES

Os estudos de citogenética evolutiva e citotaxonomia apresentam
importantes contribuicbes para a compreensdo da evolugdo das espécies animais e
das interferéncias provocadas pelo ambiente na qual estdo inseridas, auxiliando na
construcdo de uma visdo mais ampla dos ecossistemas onde estas espécies estdo
inseridas. Entre as atividades destes estudos, a geracdo do cariétipo € das mais
complexas e trabalhosas e por isso a ferramenta proposta contribui efetivamente para
otimizar estas atividades melhorando a eficiéncia para a geracdo do caridtipo e a
confianca nos resultados, possibilitando ao profissional maior produtividade.

Os resultados indicam que a ferramenta prové um auxilio efetivo na
realizacdo das atividades para geracdo do caridtipo de peixes, identificando
corretamente em média 95,1% dos cromossomos. Em imagens com bom contraste e
foco obtém-se identificacdo correta de 100% dos cromossomos. Com isso pode-se
estimar a vantagem em tempo que tal ferramenta traria aos usuarios, corrigindo 1,3%
de cromossomos contados equivocadamente e 4,9% dos cromossomos que nao
tinham sido contados.

A ferramenta também auxilia extraindo os cromossomos das imagens e
ordenando-os por tamanho apés ajustar sua orientacdo na vertical.

Além disso, fornece uma interface interativa para que 0 usuario possa
classificar os cromossomos e parea-los facilitando a manipulacdo dos mesmos para a

montagem do cariotipo.

5.2. TRABALHOS FUTUROS

5.2.1. Desenvolver e avaliar métodos automaticos para classificacdo e

pareamento de cromossomos
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O sistema utilizado neste trabalho auxilia a classificacdo e pareamento dos
cromossomos ordenando-os por tamanho e oferecendo uma interface ao usuario para
a manipulagdo dos cromossomos. No entanto ndo foram aplicados métodos
automaticos para estas tarefas. Estudos para automatizar a classificacdo de
cromossomos podem ser realizados visando melhorar o auxilio oferecido. Exemplos de
estudos para automatizar a classificacdo de cromossomos humanos podem ser vistos
em (KURTZ, 2011) e em (KURTZ et al., 2015)

5.2.2. Realizar estudos para avaliar a possibilidade de melhorar o foco e o

contraste das imagens geradas a partir das laminas com as metéafases.

Um dos erros que acontecem na contagem automatica se deve a ocorréncia
de cromossomos sobrepostos. Realizar estudos sobre a melhoria do foco e contraste
das imagens pode minimizar estes erros. Em imagens mais nitidas e com bom

contraste é possivel separar mais facilmente estes cromossomos.

5.2.3. Avaliar a disponibilizacdo do sistema usando outras plataformas

O sistema foi desenvolvido utilizando a plataforma Matlab, ferramenta
amplamente utilizada na comunidade cientifica. Estudos para avaliar outras
ferramentas para o desenvolvimento do sistema podem ser realizados visando tornar o
sistema mais acessivel para 0s usuarios pois na versao atual € necessario possuir o

Matlab para poder executar o sistema.
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APENDICE A — CONTAGENS DOS CROMOSSOMOS REALIZADAS PELOS
QUATRO USUARIOS

Tabela 10. Informacdes das contagens de cromossomos em 100 imagens analisadas.

Imagem Usuario 1 Usuario 2 Usuario 3 Usuario 4 Média Assistida
2.2 (1).jpg 40 39 39 39 39,5
2.2 (2).jpg 39 39 39 39 39
2.2 (3).jpg 38 38 38 38 38
3.2 (3).jpg 39 39 39 39 39
4.2 (1).jpg 37 37 37 37 37
4.2 (2).jpg 39 39 39 39 39
4.2 (3).jpg 39 39 39 39 39
5.2 (2).jpg 39 39 39 39 39
5.2 (3).jpg 39 39 39 39 39
19275 (1).jpg 52 52 52 52 52
19275 (2).jpg 52 52 52 52 52
19275 (3).jpg 51 51 51 51 51
19275 (5).jpg 50 50 50 50 50
19275 (7).jpg 52 51 51 51 51,5
19275 (9).jpg 51 52 52 52 51,5
19276 (1).jpg 52 52 52 52 52
19276 (2).jpg 52 52 52 52 52
19276 (3).jpg 52 52 52 52 52
19276 (4).jpg 50 50 50 50 50
19276 (5).jpg 52 52 52 52 52
19276 (6).jpg 52 52 52 53 52
19276 (7).jpg 52 52 52 52 52
19276 (8).jpg 52 52 52 52 52
19276 (9).jpg 52 52 52 52 52
19276 (10).jpg 52 52 51 52 52
19276 (13).jpg 49 49 49 49 49
19280 (2).jpg 49 49 49 49 49
19280 (3).jpg 52 52 52 52 52
19280 (4).jpg 52 52 52 52 52
19280 (5).jpg 52 52 52 52 52
19288 (1).jpg 52 52 52 52 52
19288 (2).jpg 52 52 52 52 52
19288 (3).jpg 52 52 52 52 52
19288 (4).jpg 52 52 52 52 52
19288 (5).jpg 52 52 52 53 52
19292 (1).jpg 53 54 53 53 53,5
19292 (2).jpg 52 52 52 52 52
19292 (4).jpg 53 53 53 53 53

19292 (5).jpg 52 52 52 52 52




19292 (6).jpg 52 52 52 52 52
19292 (7).jpg 52 52 52 52 52
19698-1 (1) Giemsa.jpg 53 53 54 55 53
19698-1 (2) Giemsa.jpg 54 53 52 53 53,5
19698-3 (2) Giemsa.jpg 51 51 51 51 51
19717-1.1 (1).jpg 38 39 39 39 38,5
19717-1.1 (4).jpg 39 41 40 40 40
19719-2.1 (1).jpg 39 39 39 39 39
19719-2.1 (2).jpg 39 38 40 41 38,5
19719-2.1 (4).jpg 39 39 39 39 39
19719-2.2 (1).jpg 39 39 39 39 39
19719-2.2 (2).jpg 39 39 40 39 39
19719-3 (1).jpg 40 40 39 39 40
19719-4 (3).jpg 39 39 39 39 39
19719-4 (4).jpg 37 37 38 37 37
19737-1 (1).jpg 40 39 39 40 39,5
19737-1 (2).jpg 39 39 39 39 39
19737-1 (3).jpg 39 39 39 39 39
19737-1 (4).jpg 39 39 41 39 39
19737-1 (5).jpg 39 39 39 39 39
19737-1 (6).jpg 39 39 39 39 39
19737-1 (7).jpg 39 39 39 39 39
19737-2 (2).jpg 39 39 39 39 39
19737-3 (1).jpg 39 39 39 39 39
19737-3 (2).jpg 39 39 39 38 39
19737-3 (3).jpg 39 39 39 39 39
19737-3.1 (1).jpg 39 39 39 39 39
19737-3.1 (2).jpg 39 40 39 39 39,5
19737-3.1 (3).jpg 39 39 39 39 39
19737-3.1 (4).jpg 39 39 39 39 39
19737-3.1 (5).jpg 39 39 39 39 39
19737-3.1 (6).jpg 40 39 40 39 39,5
19737-3.2 (1).jpg 39 39 39 39 39
19737-3.2 (2).jpg 39 39 39 39 39
19737-3.2 (4).jpg 37 37 37 37 37
19737-3.2 (5).jpg 39 39 39 39 39
19737-4 (1).jpg 39 39 39 39 39
19737-4 (2).jpg 40 39 39 39 39,5
19737-4 (3).jpg 39 39 39 39 39
19737-4 (4).jpg 39 39 39 39 39
19737-4 (5).jpg 39 39 39 39 39
19874 (3).jpg 40 40 40 40 40
19874 (4.1).jpg 37 37 36 37 37
19874 (5).jpg 39 39 39 38 39
19874 (7).jpg 40 40 40 40 40
19874 (8).jpg 40 40 40 40 40
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19874 (9).jpg 40 40 39 40 40
19874-1 (1).jpg 40 40 40 40 40
19874-1 (4).jpg 40 40 40 40 40
19874-1 (6).jpg 40 39 39 40 39,5
19874-1 (7).jpg 40 42 40 40 41
19874-1 (8.1).jpg 34 34 34 34 34
19874-1 (11).jpg 40 40 39 40 40
19874-1 (21).jpg 40 40 40 40 40
19874-3 (8).jpg 40 40 40 40 40
19874-4 (3).jpg 40 40 40 40 40
19874-6 (13).jpg 40 40 40 41 40
19874-6 (19).jpg 40 40 40 40 40
19874-6 (24).jpg 40 40 40 40 40
19874-6 (26.2).jpg 34 34 34 34 34
19874-6 (29).jpg 40 40 40 40 40
Totais 4348 4348 4345 4350 4348
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