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RE98J1HO 
Na pesqiiisa ern Biologia Bucal freytienternente são realizatios esrildos rnorf(~'»rribtrieos dc: língua, mucosa, glânduias salivátu.c~ c zornas de 

osseointegração. Para a realização de  medições de prol)orqões envolveritio área, voluine, niiriero de estrintiaras, etc, o rnétodo estcreológia:~ 
6 d(: grande utilidade. 0 objetivo deste artigo í: tlc:scrc:ver ixrn m6todo u~ilizado para deeerminação de pontos arnostrais em aaxna grade, e siia 
aplicação ria análise de iuiagens em pesyuisa Iiistalcígi<:a. Para tal, utilizarrerni-se 3 corles liistológicos cie 3 dâriduias salivares subriiarudibulares 
de cailii~ridoiigos corno exemplo para explicar o niétodo. A estereologia, quarido bem indicada, é unia ferrair~cn~a alue prolrorcioria exc:elenaics 
resultados; e sua utilização, quando respeitados os crit6rios para determinação do núrnero de pontos ax~nostrais para avaliaqão de estrrniuras 
e tecidos, prrrnite a obtenção de  dados confiávc:is quando cPa análise quanti~zitiva ti<: material dc origenn kiistolcígiea. 

Palavras-chauva: 
Morlologia, His~ologia comparatia, !vf6totios, Esta~istica e dados nuuuí.ricos. 

INTROD ~JGÃO 
Nn pequisa  histológic a algumas vezes é 

necessário determinar parârri(1tros yuankrta- 
t~vos ~xdrmensionais de cstrutur as anatôrnicas 
a partir cortes h~s~ológicos I)itiimensionars. 
Corno cxernplo 6 possívcl cliaa estudos 
rnoifornétricos clc língua, rnucosa, glâridiilas 
salivares e zonas de osseointegração. Para a 
reali~ação ti(, rncdições da p)roporções cn- 
volvendo variáveis corno ár ca, volrima, nisa- 
iriero tlr fxstrutirras, entre outras, o unétoda 
estereológico h dc graiiclc utilitlade. 

A estereologia 6 a ciência das relaqõcs 
gc:oin6lricas erilre uma estr~itura qrre existe 
ciri ~ 1 . ê ~  dirrieaisões e as iuriagens daquela 
es t ru tura ,  q u e  s .5~)  fiin<iarrientalarienle 
bidiniensiorlais (MIJSS e BdEHOBiF, 2000). 
A aplicagão mais conium da  estereologia c,stá 
r<.lacioriada a imagens obilclas a paitnr de  
tlifereriies tipos de rni<:roscúpios, corno os 
cEe liiz e os c:lctrtinicos. Para este fim. é rie- 
cessário cpc o órgão ou tecido seja isoiraipico, 
liomogi.nco, ou seja, que apresente as mes- 
rnaç características em todas as direções. 
Este inéro(lo podc ser ap1ic:atlo a qualquer 
estriitura eiii qiie seja possível iam estudo 
rnorfòrii6trico (DEH-dOll"ll:, 2000). 

IJma d a s  variáveis  p e s q u i s a d a s  
frec$ientc3rncrfle é o volurnc ocupado por unia 
estrutura. Podernos conhecer. o volime de 
tini corte determinado mialtip1ic:;rrido a área 
do corte pela espessura c$estc. Em cortes 
seriados podemos conliecer o volurrre total 

tle iIm rccitlo ori círgão, seni ter. quc arralisar 
~oclos os cortes da  série e scm <lu<: isto dirni- 
nua signific:arivarneiitc a acurácia do nieio- 
do. Este. pniirc.ipio í' corihe~ido corno Prineí- 
pio de  Cavalieri (HAMIL'd'ON ta AIL,B,I':N, 
1 995; MANDERIM-IBK-IIAGERIIAi P995) 

porém, geralmirite existe p o u ~ o  irnleres- 
se em determiaiar o iihiricro tola] de essrniid- 
ras wrrsentrs ean <Bchtcrrnrrrado iP~eã0 OU teci- 
($0, pois sabemos yiae am tBifereuiics laidiví- 
ckiaos, tais círgãos e tecidos devem ter alife- 
rerileç tamanhos e l,cl;a>s. Entrc:tnnio, As VC- 

zes é riiecessário dcierminar para cada 6r- 
eão OU tecido avaliado uni certo nkrnero dc 
cstrartirras por irnitlade de voliinac oel ásca, 
~ i q u c  cstd vai %('R válnda para c~ilalqilcs at~tdi-  

viduo. porqirr uni parârnctro rclalivo. 
(MANDERHM-DE-LB6:8':Rli)A, 1995) Qniari- 
do e necessano olrter a dcrisad,tde ele deaer- 
niiniadaç estruturas cni Orgãos oir tecidos k 
preciso criar ELIII siçte~~ma qi ic  mos perpinila 
okstcr a propor@a c-8cslns estruturas ~iesies 
úrgãos 011 tecidos. 'Para cste fim a <:ssrrcologia 
p d c  scr aítilizada corno nriétodo. 

68 objetivo deste artigo C clcscrever iarn 
méiodo utilizado para daiermiilaqáo dos pon- 
ios amostrais errn unnát gradr, c sua aplica- 
ção ria análise de iniageuns ein ~>rsqraEs:a 
kiiç1ol6gia:a. 

1tfA TERIM E M ~ B O D O  
J,evand»-sc* euri coiita qine as gl$rrdinlas 

sa l ivares  poderri s e r  c o n 5 i t l ~ s a d a s  

isotrópicas, 9 imagens digitalizadcas de  cor- 
IGS Inistol6gicos d e  3 gl2ridulas salivares 
subeinandlbulares de  carnir odongo coradas 
pela récni<:a da Hennatoxiiiria/ii<oiii~~a, pro- 
vc i~ ien ics  d e  nosso banco d e  imagens 
digitalizadas, st:rãa> ~tilizacios corno cxc:in- 
[do para explictir o mEioda ~:çter<:olbgi<:o ;aqui 
descrito. A s  insageris fo~orari-1 capturadas viti- 
lizuneio-se unn nxiic:ra>sa:lbpii~ ijpticc~ (Oly~ripus 
AX '70, Japao) acoplado a arrn  slsrcnna de: 
captaqão d e  irxiuger~s digiteel (Olympus tT- 
PMTVC, Jagpão). 6: ;~naPixadas corri rani 

junto tia. linhas, qaic podeiiaa ser  retas oii 

curvas, c; porntus. )<sri:s :i50 sripei~posLeis a 
iimn iniageun 041 corte 1iisio46gico, como 
uaes1.e ex~: rnp lo ,  par"; cou? tage :~~i  
est1:ri~oP8gicu (RllJSS c 1)RII4é3F'F7 2080). 
Estes sisirrnaç g>oclc:ni sc:r r:oi~strunidos c o n ~  
u m  ;irrarijo regailar o i i  de forma az11:atO.- 
ri;,? G c i ~ d a  um desies a r ré i~~jos  vai ~Bett:r- 
minar as  c.ura<:t<:rísticas I P ~ S ~ C ; M  tio sisi? 
nia tesic. 

A ires iestc (A,) icyrcsernaa o va1oe ohau- 
(10 ao nnuialtipla~av o soiriiatório do I P ~ ~ P R O  de 
ponlos teste (lBt = a ~ ú ~ n c ~ o  dc ponios pre.ien 
ics numa gradd pela área ele um ponto te\lg 
(a = Are,* oaseapada por quatro ~aoriios) (H11695 
e ~EHOFF, 2000). 
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Este primeiro sislema leste sara iitiaizado 
para deierminar a tpuarititla<i<: de  pontos 
amostcaks N Ç C I . C ~  cont:~dos. Posteriormente 
precisamos criar- outro sisle~na Leste para 
analisar as arnosi ras. 

Quantiaiaale de pon~cos amostrais 
Os p~onatos :iariostrais :;ãro o&,tialos coaei a 

aphcaqão das virias f6roanilas cxplicadas a 
seguir. ti densidade de área (As) é a pro- 
porq%o ( 1 ~  i r e a  de urna eslraitnara deaermina- 
da em relação a i r e a  bota1 ($0 sislerna teste 
no qual t:srB inçcrida; é ohtida pela rntxiiçãta 
ela ocug,açáo relaliva da  Arca leste (At) pela 
Area das iiriagcris da estri~\uii.a < ~ u e  6:stA scn- 

estereoingia, a qaia~riidac8e rela~iva de pon~os 
6.srriitlara 6 rpc  atingclin ou toc:arn uma dada ,,. . 

c:oingiará~~t:i à qnaniidade da  área desta es- 
trutura coritlda na área tc3stc', ou ~arnh6e~i à 
quantiid>~ri(: de vol~aiiie desta eslswiura sio vo- 
Piame tesle (4:RIJZ-OFtIVE e Wb;BIWEIL, 
B 990), eni ointraç palavras, ria cstercologia 
ha - Vv. Para 3 oh~ençiio da densidade di: 
voluane jVv) é iatilizada a 'eguiirine R6rrnuBa 

ondr "Pp" seprcsenta o r-bianncro por]- 
i09 atir~gidos na glundula, e "'Pr" o raúmero 
de POFIICIS iests (a~hrncro cBe poantos total tha 
grade). 

81 rn dos pontos mtlis irnportankcks a: o cxi- 
tenriimento tle yrat. cada brgão »t i  ~ecitio ava- 
liado, corno anesie eraernplo as glâlndulas sali- 
vares, são di46:rc-ntes uns dos ouaros. Por- 
itarato, é nccesiirisio cda:iilar 22 clensidade de 
volunne oiin ""Vw" para cada estrutura (isinida- 
de de :1n61ise) que  vai ser alialiada. 

servar toda a siaperfieie do corte, nesse <:as<>, 
da gRindula. Qia;irido rsia objetiva não est i  
rlispsoaiável cada corie pode ser digitalizado 
por prles(qFgura 1 ). 

Após :I cdetei-miriaqão do "Vv" era) cada 
corre qire v a ~  sei ;nvaliatlo, o ""x" pala cada 
um drlcs deva ser acalcialaclo Gcialmentc, 
o V:PPOI para a == 0,05 6 t'~co1hido corno o 

erro padnão relativo (EPR) a ser aplicado ria res obtidos nesta soma ~ o d e m  s r r  r o n v h -  
segunni e fó rmula  (M ANQERBM-DE- dos em porcentagens utilizarido-se a bcguinte 
~,AcF: ; :~~A,  1 995). fórmula: 

Porcentagem = - zPav F-"P X100 

Se a densidade da estrukura (variável) a serido "Pav" o niirnero dc pontos aiingi- 
ser utihzatla iniibito p(:queriu 6 possível utih- dos I I ~ I I ~  determinada e "Pt" o 
zar unia c:orreção do ""n"(calcu1ado) para número de totais do sistemaleste. ~~t~ 
unn novo ""vr" (corrigido) para catla uina tias fórruula 6: aplicada para c:aila variável. N~ 
irriagens. final, ral~elas são constriiídas com todas as 

porcentagens das variávcis e as análises es- 
iatísticas adequatias são rc:alizadas. 

Psstesiorme~ite, a niédin de  ""ncor" 6 
real i~ada para cada glârndola, esiolhcr~alo o 
resu1t:ido com rnnaior número de pontos en- 
tre todas a? e ~ t s ~ ~ i u l a s  avdiadas corno a base 
pana as~~egi~rar-se que todas as glândulas te- 
rilgmana iam iritenvalo de. ~ o i i h a n ç a  de pelo 
sxlcno.; 95~~/o. 

Avaliação das amostras 
A escolha dos campos de h r m a  aleató- 

ria permite (pie todos estes ienhani a mesma 
de sa:rcm sePc(:ioiia(ios para 

que sc efetue a avaliézc;ão rias variáveis esco- 
iliitlas. Esta escolha aleatória pode ser reali- 
zada movei~do os parafusos do chnrriot do 
iriicr.osc:í,pio c: selecionantlo unn carnpo. En- 
tretarito, este mktodo tem cliras limitações: 
l i )  cavaci<xização de iinl a:rro sisiemático ou 
vi& <i<: maneira inconsciente ao selecionar 
cairipos esp<:cíficos com rriaior ou menor 
derisidade d ~ :  estruturas, 2) ao niohilizar de 
forma aleatória a mesa clo microscópio, o 
mesmo campo pode ser esec>lhitlo duas ve- 
xes (kIAMIB,TB'6dN e AH,H,EN, 1 995). 

0 cvtao rnhtodo, mais ap~opr i~ ldo ,  í. o d5, 
arnostrageni aleatória anlraliibrada, q u c  con- 
sistc cm sobrepor unia s6r1v de linhas para- 
Pcllas s o l ~ ~ e  o corte a s<,r analisado, csco- 
1CiexicPo ;dei.aaornarrieritc urna (luéentidaiic espe- 
cifica drh raraipos eritrc as iarihas, deste rriodo 
evjlétratlo a inclilsão d c  v1i.sí.s (RIISS e 
DEHOFF, 20061). Ilm exemplo  ale 
an~ostrag(~nxi aleatOria eslnatrfit atia par a to- 
dos os cortes serra escolher cjuarro zorias de 
i atAa imageare (iicigura 2). 

O rihrrirro ale por1to5 (nntercessão entre 
duas I~ohas, pon exemplo) que a~iaigc cada 
varnjvcli @ <oritado. Urna vez analisadas to 
tias ab zonas, a sorna dos valores das irna- 
gens dcx cada glzridula 6 realwada. 0 s  valo- 

Sistenias testes 
No exeranpio apresentado foi iitilizada, 

para determinação tBc: "'Vv", urna grade de 
130 pontos de iritercessão critrc duas lirihas, 
escolhida aleatoriamente pelo sistc:inai de 
anál ise  d e  imagens  digitais iitilizact(?,, 
ioializando uma arca teste de 325000irirnu, 
resuliado d a  aplicação da fórmula 1 .  

Quantidade cPe porilos arrrostrnis 
Na tabela 1 são inostratlos os poritos da 

grade que atingem, ein cada irnageni, a cs- 
trutura da  glâridula subrriandibular; os vulo- 
res ""Vv", obtido pela aplicaqão da fórniiila 
2; c o ri (Fórmula 3)  para cada uma das 
imagens avaliadas, para urri erro pjadrão ti<: 
5%. 

O número filial de  pontos arnostrais í. 
obtido após a estiniação clo ncor (Fórmi~la 
4,) para cada uma das irnageris (Talwla 2), e 
da  m6dia t io ricor, qiie representa o n corri- 
gido para a glârielula que está senc-lo avalia- 
Ou. ii<scollie-sc eratão o níimero de pontos que 
se r i  i~ tilizado para avaliação das amostras. 
Neste exemplo foi esc:olhida a niédia do ricor 
(ia glândilla 2 (Tabela 21, pois foi a iiiaior 
média (1.40 poriros) c, portanto as demais 
glsndulas tambern estarão deritro tie um iri-  
tnrvalo de  confiança de 95(%/o . 

Avaliação das amostras 
Corn base rio nosso exeniplo, 140 foi o 

~ ~ ú n i e r o  de  pontos riccessários na grade para 
alialisar cada iniagern. Dividiu-se então o 
niúmero total de  pontos amostr.ais (140) pelo 
número de zorias por imagem (4), criando- 
se assini, urri segundo sisterria teste eompos- 
to p30r 35 pontos (intercessão entre lirihas). 
Esta nova grade de  35 pontos foi colocada 
sohie cada uma das zonas a serem analisa- 
das (Figura 3). 

No caso das glândulas salivares, erii c:ada 
imagcrn podein ser avaliados a proporção 
de  ácinos, iúhulos, ducios, iecido corijuntivo 
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propriariicrite dito, vasos sangiiíncos,te<:ido 
adiposo, infiltrado linbcitário, entre outras, 
e a parlir da  conlagern dos poritos que alin- 
gein cada variável, podern ser cal(:ula(las as 
porcentagens para cada variável, em pro- 
porção ao volilme total da  arviostra, e por 
conseguinte realizadas as análises estatisti- 
cas. 

DISCKJSSÃO 
Na p e s q u i s a  exni Biologia Bi ieul  

frequentemelite s30 realizados rxperirneii- 
tos qiie utilizam corno metodo a aniiliçe de  
imagens histológicas. ii<:ritrc os quais estão 
os estudos rnohmétricos dc Iírigila. mucosa, 
gl2ridul;is sa l ivares  c zonas  d e  
osseointegraqão crii yiie a esirreologia foi 
uiiliza<Ba t:oiiio fcrrarnrai~a para aniilisc tle 
cortes Iiistológicos. 

Diversos experinnenios realizaidos com 
gkintlulas salivares iitilizararn como méicido 
análise estereológi<:a, e por ta! sriolivo iuna- 
g e n s  kiistológicas de  glândi l las  
suhrnandibuiares forani csí:olhiidas como 

vdor tlari como resultatlo usn P de uproxl- 
madaniente 0,03; ponianio P.( 0,655, por 
este armot~vo 5 será, iia maioria dos casos, o 
rxicrior xriárnexo de  rsiriitiaras a anialisar. 

Também é imuoitante dcfiiiir o nianiero 
d r  eoritXs ~nínimos neccssílrios p ~ t r ~ i  avalia- 
ção cs~ereológica. O níarniero dc Lorte5 de- 
penelcri da  qiranticBade cie poiiros apuaosir'iis 
nrcessArios ria gradc (ncolj. Qiaaaiitr maior o 
nílrxicro de pontos testes na grade, rnenoa 
s ~ r á  O riUnlero de cories nrcessldrios. 

A es~creologia, c~uantdo bem iridicada, é 
uma f<:rrarricrata qire prog>oi.cioaia axcdentes 
resiiltatlos. Sian iatiSiza~Zo, quando rcspei~ia- 
tios os 1:rit6rios uava caeteirnirnarão do a i í l -  

niern de pontos amiostrais para avaliayão de 
estruturas c tecidos, permilc a a~l~tcnção aic 
tiados passíveis tlr análise estaaistica :;cgo;rmr.a, 
quando scb plr~ni<:jm uiria al~ordagena ciiaanii~n- 
tiva o{<: una~erial de origem his~olúgiea. 

rnucosa, osteointegsatiori Z O I I ~ S  and salivary 
glancis a r e  frequcnt ly perforined i n  
laistodogical research. l'he sicrca,logical 
mcihod is oiten insed wlieai measiiring 
proportion~s reluied to area, ,volurm,, nun~bor  
otslruedures, elc. 'i'he o&>jecaive of tlaiti ni.ti<:lc: 
is 10 describe u siercologia:ai rnrthod aiscd ies 

detesrnine rhe naarnlser {>E sarnple points in a 
grid, arid irs applicationi iri 1Bir ariaiysis of 
i-snages irx hissoiogic:al rescarclb. I>or seat:h we 
used ~ii;.re hPsioHogical slides fiounl m l c t  

suA>rn;~nrilnbirEar saiivary glalitls as rxasn$lc 
10 exp1âi11 t h c  rrnctliiod. S~erea~logyr is a ioo! 
that allowij excellerih rcsaalts wlien firn-opdy 
agq~licd. Brs iu+,cb, whcui ihe critcraa lo t!ciea.rami- 
ne rlac niaunk>cr oisaaùiplc poiriis are rcspec~ed, 
alltaws tlac atiaininienl of reliable (%:ata if 
qara~itita~ive ari~dysis of hásiola~gicaJ rnat<,riai 
is ~alann~:tL 

Keywa~rds 
IWorphoiogy, Colnpauel ive Hêsiniogy ., 

IWeiliods, Slaiàstics B ncniraci.ic:al dxia. 

mínrmos nc,c.essár ios para a rr~tlizaqão da  
an<disc, estcreológica (SCO'YB' í5t al, 1986; 
MOMESIJ et al, 198% DDhYAIU c,t al, 2000, 
VEREI) et al, 2000). 

IJrii dos p~oblemas cl~~correritrs da  niao 
dctcrrninação adcquada do nílmrro dc pon- 
tos necessáiios na grade tlc anilisc é a urh-  
~ a q ã o  t i ~ ,  urna gradr conl uusn ~ratelvdo de 
corifian~.a Isaixo, o qiar airincwtd ~ o n d d e r a -  
velrnrrite a clinrice de o níliilr,ro tJc pontos a 
srrein contados nião .;er siificjcrite para que 

a análisc~ cstereológica, pois isto, alérra d r  
retliizir o tempo tle ti dl-,aIfio e a quantidaitk. 
de imagens, propoirionará tambern unia E-ma 
confiabilidade aos rcbçuliados, pcPo fato de 
se estar tral~alkiarido d e n t ~ o  de  inm mntcrvalo 
tlc coniiaiiqa atltlquado. 

Outro fator <Ic irnpor~nnte é: a determina 
ção da  uniostra rníninna paçsivel tie síkr esta- 
tisticarnente signific ativa. Nesie exemplo lo- 
ram iitilizadas 3 glântlillas unrcamente para 
irns ilustrativos. Cr us-Orivc e Weibel(1990) 
explic-ani qiar na cstercologia geralincuite h$ 
intercxsst. uelo airrnento ori cl~minuieão de uniia 
dcterrn~nada var iável, irnl)Lic.airtBo yiie ter e- 
mos unia probabilrdade dr 58% yiae isto 
acoriteqa. Se nós lerrios ciiico aiiinrnais. cinco 
gllâiidulas ou cinco estruturas por grupo, por 
ex~mplo , ,~ , ,  v:?~~,a prolm"blii<ladc s7rá cBe 
P= (0,s) ou seja, 8"=40,5) . Esrc 
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