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RESUMO 
Na pesquisa em Biologia Bucal freqtientemente sao realizados estudos morfometricos de lingua, mucosa, glandulas salivares e zonas de 

osseointegracao. Para a realizacao de medicoes de proporcoes envolvendo area, volume, numero de estruturas, etc, o metodo estereolOgico 
e de grande utilidade. 0 objetivo deste artigo a descrever um metodo utilizado para determinacao de pontos amostrais em uma grade, e sua 
aplicacao na analise de imagens em pesquisa histologica. Para tal, utilizaram-se 3 cortes histologicos de 3 glandulas salivares submandibulares 
de camundongos como exemplo para explicar o metodo. A estereologia, quando bem indicada, é uma ferramenta que proporciona excelentes 
resultados; e sua utilizacao, quando respeitados os criterios para determinacao do namero de pontos amostrais para avaliagao de estruturas 
e tecidos, permite a obtencao de dados confiaveis quando da analise quantitativa de material de origem histolOgica. 
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INTRODUCAO 
Na pesquisa histolOgica algumas vezes é 

necessario determinar parametros quantita-
tivos tridimensionais de estruturas anatomicas 
a partir de cortes histologicos bidimensionais. 
Como exemplo é possivel citar estudos 
morfomkricos de lingua, mucosa, glandulas 
salivares e zonas de osseointegracao, Para a 
realizacao de medicoes de proporcoes en-
volvendo variaveis como area, volume, nfi-
mero de estruturas, entre outras, o metodo 
estereologico é de grande utilidade. 

A estereologia é a ciencia das relagoes 
geometricas entre uma estrutura que existe 
em tress dimensoes e as imagens daquela 
estrutura, que sao fundamentalmente 
bidimensionais (RUSS e DEHOFF, 2000). 
A aplicacao mais comum da estereologia esta 
relacionada a imagens obtidas a partir de 
diferentes tipos de microscopios, como os 
de luz e os eletronicos. Para este fim, é ne-
cessario que o orgao ou tecido seja isotropico, 
homogeneo, ou seja, que apresente as mes-
mas caracteristicas em todas as direcoes. 
Este metodo pode ser aplicado a qualquer 
estrutura em que seja possivel urn estudo 
morfometrico (DEHOFF, 2000). 

Uma das variaveis pesquisadas 
frequentemente é o volume ocupado por uma 
estrutura. Podemos conhecer o volume de 
um cone determinado multiplicando a area 
do corte pela espessura deste. Em cortes 
seriados podemos conhecer o volume total  

de urn tecido ou Orgao, sem ter que analisar 
todos os cortes da serie e sem que isto dimi-
nua significativamente a acuracia do meto-
do. Este principio é conhecido como Princi-
pio de Cavalieri (HAMILTON e ALLEN, 
1995; MANDERIM-DE-LACERDA, 1995). 

Porem, geralmente existe pouco interes- 
se em determinar o namero total de estrutu-
ras presentee em determinado &go ou teci-
do, pois sabemos que em diferentes indivi-
duos, tais orgaos e tecidos devem ter dife-
rentes tamanhos e pesos. Entretanto, as ve-
zes a necessario determinar para cada or-
gao ou tecido avaliado urn certo 'lamer° de 
estruturas por unidade de volume ou area, 
ja que esta vai ser valida para qualquer indi-
viduo, porque é urn parametro relativo. 
(MANDERIM-DE-LACERDA, 1995). Quan-
do a necessario obter a densidade de deter-
minadas estruturas em orgaos ou tecidos é 
preciso criar urn sistema que nos permita 
obter a proporcao destas estruturas nestes 
orgaos ou tecidos. Para este fim a estereologia 
pode ser utilizada como metodo. 

0 objetivo deste artigo a descrever um 
metodo utilizado para determinacao dos pon-
tos amostrais em uma grade, e sua aplica-
cao na analise de imagens em pesquisa 
histologica. 

MATERIAL E METODO 
Levando-se em conta que as glandulas 

salivares podem ser consideradas  

isotropicas, 9 imagens digitalizadas de cor-
tes histologicos de 3 glandulas salivares 
submandibulares de camundongo coradas 
pela tecnica da Hematoxilina/Eosina, pro-
venientes de nosso banco de imagens 
digitalizadas, serao utilizados como exem- 
plo para explicar o metodo estereologico aqui 
descrito. As imagens foram capturadas uti- 
lizando-se urn microscOpio Optico (Olympus 
AX 70, Japao) acoplado a urn sistema de 
captagao de imagens digital (Olympus U-
PMTVC, Japao), e analisadas corn urn 
software para analise de imagens 
digitalizadas (Image-Pro Plus 3.0.1, EUA). 

Sistemas testes 
Um sistema teste consta de urn con-

junto de linhas, que podem ser retas ou 
curvas, e pontos. Estes sao superpostos a 
uma imagem ou corte histologico, como 
neste exemplo, para a contagem 
estereologica (RUSS e DEHOFF, 2000). 
Estes sistemas podem ser construidos com 
urn arranjo regular ou de forma aleato-
ria, e cada um destes arranjos vai deter-
minar as caracteristicas basicas do siste-
ma teste. 

A area teste (At) representa o valor obti-
do ao multiplicar o somatOrio do flamer° de 
pontos teste (P t  = namero de pontos presen-
tes numa grade) pela area de urn ponto teste 
(aD  = area ocupada por quatro pontos) (RUSS 
e DEHOFF, 2000). 
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P t  x ap  
erro padrao relativo (EPR) a ser aplicado na 
seguinte formula (MANDERIM-DE-
LACERDA, 1995). 

res obtidos nesta soma podem ser converti-
dos em porcentagens utilizando-se a seguinte 
formula: 

Este primeiro sistema teste sera utilizado 
para determinar a quantidade de pontos 
amostrais a serem contados. Posteriormente 
precisamos criar outro sistema teste para 
analisar as amostras. 

Quantidade de pontos amostrais 
Os pontos amostrais sao obtidos corn a 

aplicacao das varias formulas explicadas a 
seguir. A densidade de area (Aa) e a pro-
porgao de area de uma estrutura determina-
da em relacao a area total do sistema teste 
no qual esta inserida; é obtida pela medicao 
da ocupagao relativa da area teste (A t) pela 
area das imagens da estrutura que esta sen-
do avaliada. Interpretagao semelhante 
dada a densidade de volume (Vv), pois na 
estereologia, a quantidade relativa de pontos 
que atingem ou tocam uma dada estrutura é 
comparavel a quantidade da area desta es-
trutura contida na area teste, ou tambem 
quantidade de volume desta estrutura no vo-
lume teste (CRUZ-ORIVE e WEIBEL, 
1990), em outras palavras, na estereologia 
Aa = Vv. Para a obtencao da densidade de 
volume (Vv) é utilizada a seguinte formula 
estereologica: 

Vv = Pp 

onde "Pp" representa o namero de pon-
tos atingidos na glandula, e "Pt" o namero 
de pontos teste (namero de pontos total da 
grade). 

Um dos pontos mais importantes e o en-
tendimento de que cada orgao ou tecido ava-
liado, como neste exemplo as glandulas sali-
vares, sao diferentes uns dos outros. Por-
tanto, é necessario calcular a densidade de 
volume ou "Vv" para cada estrutura (unida-
de de analise) que vai ser avaliada. 

Corn uma objetiva planar é possivel ob-
servar toda a superficie do corte, nesse caso, 
da glandula. Quando esta objetiva nao esta 
disponivel cada corte pode ser digitalizado 
por partes (Figura 1). 

Apos a determinagao do "Vv" em cada 
corte que vai ser avaliado, o "n" para cada 
um deles deve ser calculado. Geralmente, 
o valor para a = 0,05 é escolhido como o 

n- 1- Vv  

(EPR) 

Se a densidade da estrutura (variavel) a 
ser utilizada é muito pequena a possivel utili-
zar uma correcao do "n" (calculado) para 
um novo "n" (corrigido) para cada uma das 
imagens. 

ncoI  
ncor = 

Vv 
Posteriormente, a media de "ncor" é 

realizada para cada glandula, escolhendo o 
resultado com maior namero de pontos en-
tre todas as estruturas avaliadas como a base 
para assegurar-se que todas as glandulas te-
nham um intervalo de confianca de pelo 
menos 95%. 

Avaliacao das amostras 
A escolha dos campos de forma aleato-

ria permite que todos estes tenham a mesma 
probabilidade de serem selecionados para 
que se efetue a avaliagao das variaveis esco-
lhidas. Esta escolha aleatoria pode ser reali-
zada movendo os parafusos do charriot do 
microscopio e selecionando um campo. En-
tretanto, este metodo tem duas limitacoes: 
1) caracterizagao de um erro sistematico ou 
vies de maneira inconsciente ao selecionar 
campos especificos com maior ou menor 
densidade de estruturas, 2) ao mobilizar de 
forma aleatoria a mesa do microscopio, o 
mesmo campo pode ser escolhido duas ve-
zes (HAMILTON e ALLEN, 1995). 

O outro metodo, mais apropriado, e o de 
amostragem aleatoria estratificada, que con-
siste em sobrepor uma serie de linhas para-
lelas sobre o corte a ser analisado, esco-
lhendo aleatoriamente uma quantidade espe-
cffica de campos entre as linhas, deste modo 
evitando a inclusao de vieses (RUSS e 
DEHOFF, 2000). Urn exemplo de 
amostragem aleatoria estratificada para to-
dos os cones seria escolher quatro zonas de 
cada imagem (Figura 2). 

namero de pontos (intercessao entre 
duas linhas, por exemplo) que atinge cada 
variavel a contado. Uma vez analisadas to-
das as zonas, a soma dos valores das ima-
gens de cada glandula é realizada. Os valo- 

Porcentagem = 	
Pt
Pav 

 Xi 00 

sendo "Pay" o namero de pontos atingi-
dos em uma determinada variavel e "Pt" o 
namero de pontos totals do sistema teste. Esta 
formula é aplicada para cada variavel. No 
final, tabelas sao construidas corn todas as 
porcentagens das variaveis e as analises es-
tatisticas adequadas sao realizadas. 

RESULTADOS 

Sistemas testes 
No exemplo apresentado foi utilizada, 

para determinagao de "Vv", uma grade de 
130 pontos de intercessao entre duas linhas, 
escolhida aleatoriamente pelo sistema de 
analise de imagens digitais 
totalizando uma area teste de 325000mm , 
resultado da aplicagao da formula 1. 

Quantidade de pontos amostrais 
Na tabela 1 sao mostrados os pontos da 

grade que atingem, em cada imagem, a es-
trutura da glandula submandibular; os valo-
res "Vv", obtido pela aplicagao da formula 
2; e o n (Formula 3) para cada uma das 
imagens avaliadas, para um erro padrao de 
5%. 

0 namero final de pontos amostrais 
obtido apos a estimacao do ncor (Formula 
4) para cada uma das imagens (Tabela 2), e 
da media do ncor, que representa o n corri-
gido para a glandula que esta sendo avalia-
da. Escolhe-se entao o namero de pontos que 
sera utilizado para avaliacao das amostras. 
Neste exemplo foi escolhida a media do ncor 
da glandula 2 (Tabela 2), pois foi a maior 
media (140 pontos) e, portanto as demais 
glandulas tambem estarao dentro de urn in-
tervalo de confianca de 95% . 

Avaliacao das amostras 
Com base no nosso exemplo, 140 foi o 

namero de pontos necessarios na grade para 
analisar cada imagem. Dividiu-se entao o 
namero total de pontos amostrais (140) pelo 
namero de zonas por imagem (4), criando-
se assim, um segundo sistema teste compos-
to por 35 pontos (intercessao entre linhas). 
Esta nova grade de 35 pontos foi colocada 
sobre cada uma das zonas a serem analisa-
das (Figura 3). 

No caso das glandulas salivares, em cada 
imagem podem ser avaliados a proporgao 
de acinos, tabulos, ductos, tecido conjuntivo 
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A 
1 
	

B 
C 
A 

2 
	

B 
C 

100 0,77 92 
110 0,85 60 

90 0,69 124 
96 0,74 104 
95 0,73 108 
100 0,77 92 
125 0,96 16 
120 0,92 32 

122 0,94 24 

Tabela 2. Valores de Vv, n , ncor por come e Media do ncor em cada uma das glandulas do 
exemplo, corn urn erro padrao de 5%. 

GLANDULA 	IMAGEM 	Vv ncor Media do ncor 

92 
60 
124 
104 
108 
92 

119 
71 	123 
180 

 153 
148 	140 
119 

0,96 
0,92 
0,94 

26 
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propriamente dito, vasos sangtiineos,tecido 
adiposo, infiltrado linfocitario, entre outras, 
e a partir da contagem dos pontos que atin-
gem cada variavel, podem ser calculadas as 
porcentagens para cada variavel, em pro-
porgao ao volume total da amostra, e por 
conseguinte realizadas as analises estatisti-
cas. 

DISCUSSA 0 
Na pesquisa em Biologia Bucal 

frequentemente sao realizados experimen-
tos que utilizam como metodo a analise de 
imagens histologicas. Entre os quais estao 
os estudos mofometricos de lingua, mucosa, 
glandulas salivares e zonas de 
osseointegracao em que a estereologia foi 
utilizada como ferramenta para analise de 
cortes histologicos. 

Diversos experimentos realizados corn 
glandulas salivares utilizaram como metodo 
analise estereologica, e por tal motivo ima-
gens histolOgicas de glandulas 
submandibulares foram escolhidas como 
material a ser utilizado para montar os exem-
plos descritos neste artigo. Entretanto, nes-
tes experimentos previos, foram utilizadas 
grades de tarnanhos pre-determinados, sem 
que fosse estimada a quantidade de pontos 
minimos necessarios para a realizacao da 
analise estereologica (SCOTT et al, 1986; 
KOMESU et al, 1989; DAYAN et al, 2000; 
VERED et al, 2000). 

Urn dos problemas decorrentes da nao 
determinagao adequada do namero de pon-
tos necessarios na grade de analise é a utili-
zacao de uma grade corn urn intervalo de 
confianca baixo, o que aumenta considera-
velmente a chance de o namero de pontos a 
serem contados nao ser suficiente para que 
se tenha urn tamanho amostral adequado 
(MANDERIM-DE-LACERDA, 1995), preju-
dicando os resultados do experimento. 

E necessario entao determinar a quanti-
dade adequada de pontos amostrais para fazer 
a analise estereologica, pois isto, alem de 
reduzir o tempo de trabalho e a quantidade 
de imagens, proporcionard tambern uma boa 
confiabilidade aos resultados, pelo fato de 
se estar trabalhando dentro de urn intervalo 
de confianca adequado. 

Outro fator de importante é a determina-
cao da amostra minima passivel de ser esta-
tisticamente significativa. Neste exemplo fo-
ram utilizadas 3 glandulas unicamente para 
fins ilustrativos. Cruz-Orive e Weibel (1990) 
explicam que na estereologia geraImente ha 
interesse pelo aumento ou diminuicao de uma 
determinada variavel, implicando que tere-
mos uma probabilidade de 50% que isto 
aconteca. Se nos temos cinco animais, cinco 
glandulas ou cinco estruturas por grupo, por 
exemplo de rtona probabilidade sera de 
P=(0,5) , ou seja, P= (0,5) . Este  

valor dare como resultado urn P de aproxi-
madamente 0,03; portanto P< 0,05, por 
este motivo 5 sera, na maioria dos casos, o 
menor nitmero de estruturas a analisar. 

Tambem é importante definir o warner° 
de cortes minimos necessarios para avalia-
ca.° estereologica. 0 !tamer° de cortes de-
pendera da quantidade de pontos amostrais 
necessarios na grade (ncor). Quanto maior o 
namero de pontos testes na grade, menor 
sera o nitmero de cortes necessarios. 

A estereologia, quando bem indicada, é 
uma ferramenta que proporciona excelentes 
resultados. Sua utilizacao, quando respeita-
dos os criterios para determinagao do nit-
mero de pontos amostrais para avaliacao de 
estruturas e tecidos, permite a obtencao de 
dados passiveis de analise estatistica segura, 
quando se planeja uma abordagem quantita-
tiva de material de origem histologica. 

ABSTRACT 
Morphometrical studies of tongue, oral 

GLANDULA 	IMAGEM  

mucosa, osteointegration zones and salivary 
glands are frequently performed in 
histological research. The stereological 
method is often used when measuring 
proportions related to area, volume, number 
of structures, etc. The objective of this article 
is to describe a stereological method used to 
determine the number of sample points in a 
grid, and its application in the analysis of 
images in histological research. For such we 
used three histological slides from mice 
submandibular salivary glands as example 
to explain the method. Stereobogy is a tool 
that allows excellent results when properly 
applied. Its use, when the criteria to determi-
ne the number of sample points are respected, 
allows the attainment of reliable data if 
quantitative analysis of histological material 
is planned. 

Keywords 
Morphology, Comparative Histology, 

Methods, Statistics & numerical data. 

- _ 
Tabela 1. Valores de pontos atingidos, Vv e n por corte, em cada uma d,as glandulas do exempt°, 
pela aplicacao de uma grade corn 130 pontos, corn urn erro padrew de 5%. 

PONTOS ATINGIDOS Vv 
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Figura 3. Imagem digital de uma gliindula salivar submandibular de 
camundongo (aumento original 200X) corn uma grade de 35 pontos 
sobreposta. A seta indica o ponto de intersecao entre as duas linhas. 
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Figura 2. Desenho esquematico. Determina- 

(do dos campos a serem capturados para a and-
lise estereologica. 

Figura 1. Imagem digital de uma glandula 
salivar submandibular de camundongo (aumen-
to original 25X) corn uma grade de 130 pontos 
sobreposta. A seta indica o ponto de intersectio 
entre as duas linhas. 
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