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s autores apresentam com intuito de divulgagéo, um método para se verificar
'a homogeneidade da amostra na avaliagao morfométrica do nimero de
células, da densidade de volume e da densidade de superﬁcne O esquema

o permitira ao

na fase de do trabalho,

determlnar a partir de contagens preliminares, o tamanho minimo da amostra
(ntimero de campos ou de eletromicrografias) necessario para a obtencao de
resultados cientificamente consistentes, o que permitird uma grande economia

no consumo de tempo.

Uni ) ia; Ar

; Homogeneidade.

INTRODUCAO

Todos os métodos estercolgicos sio baseados em
principios geométricos-estatisticos, derivados da
probabilidade em que as imagens dos perfis da strutura
na secgio ouna
com um sistema-teste apropriado. Deste modo, o ponto
central nesses métodos estd na casualizagio das
amostras, o seja, a escolha dos campos hisolgicos ou
6gicos aserem  deve
ser realizada por um método que elimine a ocorréncia de
vicio na amostragem
Por outro l‘\do devemos salientar que com os
0, a0 invés d
o érgio ou a célula inteira, tarefa estafante ¢ que
consumiria muito tempo, examinariamos uma pequena

amostra do 6rgio ou da célula, que representasse as
mesmas caractel as quantitativas do todo.

No entanto, um problema que enfrentamos ¢ saber
qual o tamanho minimo da amostra em cada caso para a
obtengiio de resultados cientificamente consistentes, ou
seja, estabelecer o nimero minimo de campos histologicos
ou de eletromicrografias a serem utilizados.

Uma das alternativas ¢ estabelecermos esse tamanho
por teste estatistico de homogeneidade da am

No atual artigo de divulgagiio apresentaremos o teste
de homogeneidade do X? miltiplo para ser utilizado na
quantificagio morfométrica da densidade de volume,
densidade de superficie ¢ densidade de particulas de
miltiplas estruturas teciduais ou celulares.

Este método ¢ baseado em indicagdes de MORONEY?
¢ foi adaptado para utilizagao em morfometria por A, Sesso




5 TAGA, R.; SESSO, A.; PARDI
AvAuAcAoDAHwoemamomA

para a tese de doutorado de ALVARES?

Como ficou faltando uma maior divulgacdo desse
método na drea dos que utilizam da morfometria,

arti; partir ds
de células realizadas em glandulas submandlbularcs de
pelo método étrico II de Aherne,

que foi utilizado para o planejamento do trabalho
posteriormente desenvolvido.

Avaliagio do nimero de células pelo método
morfométrico 11 de Aherne

No experimento que tomamos como exemplo, para
ilustragiio do atual artigo, pretendiamos estabelecer os
pardmetros morfométricos das diferentes estruturas das
glandulas submandibulares do camundongo albino de
laboratério, linhagem Swiss.

Um lote de 10 animais adultos escolhidos por sorteio
foram utilizados.

Ap6s sacrificio dos animais por inalagio de éter etilico,

Figura 1 - Esquema de amostragem sistematica. Representa
m perfil do corte da glandula onde os quadrados
em negritos a0 os campos histolégicos
selecionados para as quantificagses

tamanho da amostza, ou seja, o mimero de 50 campos

as glandulas submandibulares foram retiradas e pesadas
em balanga analitica Mettler H-20. As glandulas foram
fixadas em liquido de Helly por 3 horas e lavadas em
dgua corrente, durante uma noite. A seguir, foram
processadas até a inclusio em parafina. Cortes semi-
seriados de 6 mm de espessura foram obtidos para cada
animal e corados pelo método do tricrémico de Masson.

Apés contagens preliminares e teste de
homogeneidade, que serd mostrado adiante, foi
estabelecido o niimero de 50 campos histolégicos paraa
quantificagio em cada animal do lote total.

Nestes 50 campos histologicos, selecionados por
amostragem sistemdtica (veja na Figura 1 o esquema
utilizado, segundo indicagdes de Weibel?), contamos com
uma ocular Kpl 8X Zeiss contendo um graticulo de
integragiio 11 Zeiss com 10 linhas paralelas em uma drea
quandrangular ¢ objetiva 100X, o nimero de imagens de
transsecgdes ¢ nicleos inteiros (n) dos virios tipos
celulares-células acinosas, dos ductos intercalares, dos
ductos granulosos, dos ductos estriados, dos ductos

ado por animal

D 30 d ho da amostra. Te it
de homogeneidade do X* miltiplo

Antes das contagens definitivas, escolhemos por
sorteio um dos animais da amostra. Em cortes histolégicos
de glandulas desse animal, realizamos somente
contagem do niimero de transsegdes ¢ nicleos inteiros
(n) dos vdrios tipos celulares em campos histolégicos na
ordem em que foram selecionados na amostragem

em conjuntos de 10-10 campos, 20-20 camp

¢ 50-50 campos. Para cada conjunto de campos
quantificados, antes da contagem do conjunto seguinte,
foi realizado o confronto dos resultados obtidos na 1*. série
de campos (10 primeiros campos) contra os da
(10 segundos campos) por teste estatistico de
homo[,enelddde da amostra. Como este teste indicou a

Ja amostra constituida por 10 campos,
ou seja, os resultados obtidos nos 10 primeiros campos
foram estatisticamente diferentes em nivel de

24 série

C o

excretores ¢ do estroma- ¢ o nimero de ©
que os nicleos de cada tipo celular faziam com as linhas
do gratfeulo. De posse desses dados ¢ a

e 5%, a0s obtidos nos 10 segundos, partimos
para a contagem do conjunto seguinte de 20-20 campos,

drea examinada (A), a distancia entre as linhas (d), a
espessura do corte (¢) ¢ o volume da glindula (Vp), o
mimero de células (Ni) de cada tipo (i) na glandula foi
caleulado pela férmula do método II de Aherne’:

Nio_ Ve
A (; d+2

A scguir, apresentaremos como foi estabelecido o

mostrou ndo ser
Obtivemos homogeneidade com uma amostra de 50
campos histolégicos, ou scja, o teste estatfstico de
homogeneidade ndo mostrou diferenga estatistica
significante em nivel de probabilidade de 5%, entre os
resultados obtidos nos primeiros 50 campos ¢ os obtidos
1nos segundos 50 carmpos.
omo os cdlculos foram
mdhudm tomaremos os resultados obtidos no conjunto




de 50-50 campos histolégicos.

Os resultados obtidos nos S0 primeiros campos (linha
AJ,assim como os conseguidos nos 50 campos seguintes
(linha B) estio apresentados na Tabela 1.

A partir dos valores obseryados na Tabela 1,
caleulamos os valores esperados, segundo as indicagdes

TABELA 1 - Resultados de duas séries de
contagens do_nimero de
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No nosso caso com 2 sérics de contagens, os célculos

foram realizados, como esquematizado na Tabela 3

TABELA 3 - Célculo dos valores esperados segundo

esquema do Tabela 2

& niicleos inteiros dos diferentes
compartimentos da glandula
de um

Campos

Microscopicos

Tipos Celulares

adulto

Campos
Tipos Celulares

Série A

AC* DI DG DE DEX E Total

Séiie 8

Serie A 2227 463 2471 108 98 422 5789

SerieB 2179 422 2380 91 83 458 5613

Total 4406 4851 199 181 880 11402

de Moroney (1962) apresentadas no Quadrol.
Nesta tabela temos 3 linhas (A, B e C) que no nosso
caso, seriam 3 séries de contagens (p. ex. 20-20-20

TABELA 2 ~Esquema de cdlculo dos valores esperados
(Moroney, 1962)

i DG DE DEX E

5789x330

57894406 5780x885 57894851 5769x199 STEUX181
1 11402

1402 11402 11402 11402 11402

56134406 S613x885 56134851
1402 11402

5613x199 5613x181 5613880

Os resultados calculados dos valores esperados,
estio apresentados na Tabela 4.

TABELA 4 - Valores esperados

mpos

;?cmscépicos Tipos Celulares

AC DI DG DE  DEX E
SérieA 2237 449 2463 101 92 447
SérieB 2169 436 2388 98 89 433

a b 3 d Total

Série A 3

Série B Ei F
T

Série C G

Total h i | T

campos ) ¢ 4 colunas (a, b, ¢ e d) que representariam os.
vérios tipos celulares. Os totais das linhas seriam,
respectivamente, E, F e G e das colunas, h, i, je 1. O total
geral seria T.

O valor esperado da casela Bb ¢ calculado pelo produto
do total da linha B (=F) pelo total da coluna b (=i), dividido
pelo total geral T, ou seja:

Os resultados dos valores de X* encontram-se na
Tabela 5

A soma de todos os valores de X* foi igual a 5,64
Este é inferior a0 X critico ao nivel de 5%, com S graus
de liberdade que € igual a 11,07. Isto indica que niio existe
diferenca entre as duas séries de medidas, ou seja, a
amostra constitufda de 50 campos histolégicos ¢
homogéne:
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TABELA 5 — Resultados dos X? obtidos
Campos
Microscépicos Tipos Celulares

AC DI DG DE

DEX E
SérieA 004 044 002 048 039 140
SérieB 005 045 003 050 040 144

Na prética, principalmente quando trabalhamos com
um ndmero muito grande de individuos em cada grupo
experimental, sugerimos que se fagam as contagens
preliminares como apresentada no atual artigo, e se
trabalhe com a menor amostra homogénea indicada pelo
Leste estatistico de homogeneidade, com isso vai haver
uma enorme economia no tempo gasto para as
quantificages.
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ABSTRACT

“his divulgation artcle presents a method for o verify
the sample homogeneity in the ic
of volume density, surface density and cell number density
The scheme presented will make possible to researcher
during work planning to establish from preliminary
countings. the minimal sample size (number of
fields or ) necessary
for obtaining scientifically consistent results, that will take
t0 a large economy in the consumed time.

UNITERMS: Morphometry; Sampling; Sample
homogeneity.
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