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Uma breve introducéo a estereologia aplicada a articulagdo
metatarsofalangeana e seus componentes estruturais: estimativa de erros de
volume e area superficial

Violeta Bastos de Mattos Areosa’, Vanda Santana Queiroz Dini?, Lucas Castanhola Dias®,
Antonio Luiz Boechat®*, Jarbas Pereira de Paula®, Oscar Tadeu Ferreira da Costa®

RESUMO

A estereologia € o padrdo ouro dos métodos quantitativos, cuja eficcia € justificada por sua rigorosa
amostragem sistematica, uniforme e ao acaso em todos os niveis da analise quantitativa. Por possuir um
robusto embasamento matematico e estatistico, esta técnica se utiliza de conceitos da teoria geométrica
e de probabilidades o que possibilita a obtengdo de informagdes 3-D a partir de se¢bes 2-D, além de
permitir sua utilizacdo em diversos ramos da Ciéncia. O presente estudo apresenta um breve historico
da estereologia e a aplicacdo de trés teoremas que a fundamentaram: principios de Cavalieri, Delesse e
Buffon. Através destas ideias podemos hoje determinar o volume, a densidade de volume e a area
superficial, respectivamente, de qualquer estrutura, independentemente de sua forma e com resultados
precisos e acurados. Neste estudo apresentamos os calculos e os dados quantitativos obtidos para a 52
articulagdo metatarsofalangeana (MTF) de um rato da linhagem Lewis com o intuito de demonstrar a
eficacia da técnica na obtencdo de valores detalhados da MTF, além de seu elevado potencial para
validar hipdteses nos estudos quantitativos. O volume da articulagdo foi estimado em 0,86 mm?®. O
coeficiente de erro foi mantido abaixo de 5%. Do total, 48% sdo ocupados pela capsula, 21% pelo 0sso
subcondral, 21% pelo espaco sinovial, 9% por cartilagens e menos de 1% pela sindvia. As areas
superficiais totais das cartilagens articulares e calcificadas foram estimadas em 12,52 e 8,03 mm?,
respectivamente. Em conclusdo, a estereologia é precisa, acurada e eficiente, sua aplicacdo na 5* MTF
de um rato Lewis pode contribuir para um melhor entendimento de sua morfofisiologia.

Palavras-chave: Cavalieri, Delesse, Buffon, coeficiente de erro.

A brief introduction to the stereology applied to the metatarsophalangeal joint and its
structural components: estimation of volume and surface area errors. Stereology is the gold
standard of quantitative methods, the effectiveness of which is justified by their rigorous, systematic,
uniform and random sampling at all levels of quantitative analysis. Because it has a robust mathematical
and statistical basis, this technigque uses concepts of geometric theory and probability, which allows the
obtaining of 3-D information from 2-D sections, and allows its use in various branches of science. This
study presents a brief history of stereology and the application of three theorems that underlie it:
Cavalieri, Delesse and Buffon principles. Through these ideas we can today determine the volume,
volume density and surface area, respectively, of any structure, regardless of its shape and with accurate
and precise results. In this study, we present the calculations and quantitative data obtained for the 5th
metatarsophalangeal joint (MTP) of a Lewis rat in order to demonstrate the efficacy of the technique in
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obtaining detailed MTP values, as well as its high potential to validate hypotheses in quantitative studies.
The joint volume was estimated at 0.86 mm?3. The error coefficient was kept below 5%. Of the total,
48% are occupied by the capsule, 21% by the subchondral bone, 21% by the synovial space, 9% by
cartilage and less than 1% by the synovium. Total surface areas of articular and calcified cartilages were
estimated at 12.52 and 8.03 mm?, respectively. In conclusion, stereology is accurate, precise and
efficient; its application in the 5" MTP of a Lewis rat may contribute to a better understanding of its

morphophysiology.

Key-words: Cavalieri, Delesse, Buffon, volume, surface, coefficient error.

1. Introducéo

O quanto ha aqui? Talvez esta seja uma
das questdes mais basicas em qualquer estudo
experimental independente da area de pesquisa.
Responder a esta questdo ndo € algo tao trivial
como muitos pesquisadores poderiam supor.
Diversos vieses (amostragem insatisfatoria,
fixacdo e desidratacdo incompletas, compressao
das segdes na microtomia, amostragem parcial
de campos de vista, etc.) podem ser
introduzidos nas se¢@es histolégicas tornando a
concluséo de um estudo duvidosa ou
tendenciosa (DORPH-PETERSEN et al.,
2001). Em anélises por meio da microscopia de
luz (campo claro, polarizagéo, fluorescéncia,
confocal, etc.) ou microscopia eletrénica de
transmissdo, estes erros sistematicos podem se
amplificar, tornando a andlise quantitativa
cadtica. Varios estudos abordaram as
consequéncias disto sobre a determinagdo de
pardmetros como o volume, a area superficial, o
comprimento e o numero de células (WEIBEL,
1980; GUNDERSEN, HJ et al., 1988;
HOWARD e REED, 2005; MOUTON, 2011).
A conclusdo € clara: ha a necessidade de
padronizacdo de métodos que mostrem ao
pesquisador a magnitude do viés embutido no
estudo e que, ao mesmo tempo, utilizem
protocolos para minimiza-los, garantindo assim
andlises precisas e acuradas, além de permitir a
quantificagdo de estruturas teciduais de
interesse. Tal disciplina ja existe e, para a
surpresa de muitos, é sexagendria! Seu nome é
estereologia, derivada do grego “stereos”, que ¢
uma referéncia a andlise de objetos em 3-D.

Em 1961, Hans Ellias (anatomista,
histologista e matemético judeu aleméo
refugiado nos Estados Unidos) reuniu em
Feldberg, na Floresta Negra (Baden-
Wirttemberg, Alemanha) varios pesquisadores
de diversas areas do conhecimento (de
Geociéncias a Biologia) para discutir e
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compartilhar experiéncias sobre problemas em
comum em quantificacdo na area bioldgica: (1)
como quantificar objetos 3-D a partir de se¢Ges
2-D? (2) Por que a perda de uma dimensao
poderia interferir tanto nos resultados? (3) Por
que nao ha relacdo entre 0 nimero de células em
uma secao e seu numero no 6rgao todo? Um
pequeno encontro com profundas repercussoes
até os dias atuais, cujos questionamentos
levaram Hans Ellias a fundar a estereologia
(HILDEBRANDT, 2012). No ano seguinte foi
estabelecida a Sociedade Internacional para a
Estereologia  (International  Society  for
Stereology, ISS) com encontros periddicos até
hoje.

Por apresentar um robusto
embasamento  matematico e  estatistico,
utilizando-se de conceitos da teoria geométrica
e de probabilidades, a estereologia possibilita a
obtencdo de informac@es 3-D a partir de se¢bes
2-D (HOWARD e REED, 2005). Contudo, ndo
se deve limitar a técnica apenas a um conjunto
de protocolos, mas eleva-la a um status de
ciéncia das relacbes geométricas entre a
estrutura que existe em trés dimensbes e as
secdes dessa estrutura (perfis) que sdo
fundamentalmente bidimensionais.

Sob uma perspectiva histérica, a
morfometria (métodos quantitativos utilizando
medidas diretas das estruturas e produzindo
somente informagdes bidimensionais sem
conhecimento da magnitude do viés introduzido
na analise) antecede a estereologia. Esta por sua
vez baseia-se na contagem de eventos (pontos,
intersecdes, perfis) quando um sistema teste de
contagem (grid) é sobreposto de forma aleatoéria
nas imagens do objeto de estudo; quando os
olhos do observador treinado detectam o
encontro entre o parametro (categoria) buscado
e o0 evento especifico, procede-se a contagem
(HOWARD e REED, 2005). O resultado da
analise da imagem, sendo ela direto no
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microscopio ou em um software de andlise,
resume-se em um somatério de pontos,
intersecOes ou perfis, dependendo se o objetivo
é determinar o volume, a area superficial, o
comprimento ou 0 numero de estruturas, como
exemplificado na Figura 1. O passo seguinte é a
transformacdo dessas contagens em valores
absolutos  através de equagBes bem
estabelecidas e fixas tendo como referéncia o
volume do 6rgéo (3D).
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Parametro | Volume Superficie | Comprimento | Numero

Sondas +

Eventos

- Perfis
contaveis

Ponto Intercepto Perfis

Dimensdo 3D 2D 1D oD

Figura 1. Os dados estereolégicos sdo obtidos por
contagem de eventos quando estes
tocam/interceptam ou estdo contidos em sondas
pertencentes a sistemas de contagem (grids
sobrepostos ao acaso sobre as se¢es 2D de objetos
3D). Os parametros obtidos dependem da sonda
utilizada. O pesquisador decide que pardmetro é
importante para responder a sua pergunta ou Se
quiser pode obter todos os parametros a partir das
mesmas se¢des histoldgicas.

Visto que a analise depende
estritamente de secOes sistematicas (de 6 a
12/6rgdo), uniformes e aleatérias, fica

estabelecido que a estereologia lida com
amostragens rigorosas e, portanto, fornece
estimativas precisas e acuradas (GUNDERSEN
e JSTERBY, 1981; GUNDERSEN e JENSEN,
1987; GUNDERSEN, HJ et al., 1988). Para tal,
gualquer categoria dentro da estrutura de
interesse (6rgdo/tecido) deve ter a mesma
probabilidade de ser amostrado durante a
contagem (WEIBEL et al., 2007). Visto que a
distribuicdo de estruturas como vasos, ductos,
tipos celulares, entre outros, pode variar
dependendo da regido do 6rgéo (ser homogénea
ou heterogénea) e que dependendo do plano de
corte pode-se favorecer ou dificultar o encontro
destes componentes, faz-se 0 seguinte
guestionamento: como prever se uma estrutura
possui uma distribuicdo espacial totalmente
aleatéria (isotrépica) ou segue um padrdo
previsivel (anisotropica)? Estudos mostram que
ndo é possivel este tipo de previsdo. A solucao
€ introduzir isotropia nas  estruturas
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anisotrépicas (com uma orientacdo
preferencial) através de protocolos que as
rotacionem aleatoriamente em relacdo a um
eixo preferencial antes da microtomia
(GUNDERSEN, HJG et al., 1988; HOWARD e
REED, 2005). Dentre os protocolos mais
utilizados encontram-se: (1) o Orientator
(MATTFELDT et al., 1990), técnica que
consiste em rotacionar a estrutura a ser cortada
sobre um sistema de angulos escolhidos ao
acaso, produzindo assim sec¢des IUR (isotropic
uniform random sections); (2) o Isector
(NYENGAARD e GUNDERSEN, 1992),
destinado a estruturas com tamanho reduzido e
dificeis de manipular; (3) para estruturas
compostas por camadas (estratos) foi proposta a
geracdo de secOes verticais, VUR (vertical
uniform random sections) que consiste em
rotacionar a estrutura em torno de seu préprio
eixo como um pedo (BADDELEY et al., 1986)
e (4) o Proporcionator (KELLER et al., 2013),
tido como a técnica mais eficiente para a
geracdo de segdes aleatorias e que vem sendo
empregado em VArios estudos.

1.1 Determinagéo do volume

Em um estudo experimental a alteracéo
no volume do 6rgdo € o primeiro parametro a
ser observado, mesmo a olho nu. Este parametro
é tdo essencial em estereologia que é referido
como “volume de referéncia” (reference
volume) (MOUTON, 2011), sendo uma das
mais importantes regras desta técnica e um
alerta ao pesquisador: nunca deixe de medir o
volume de referéncia! Pena para tal falha: total
incerteza de seus resultados e conclusdes
equivocadas.

Algumas abordagens muito comuns
tém sido utilizadas para aferir o volume. Uma
delas ¢ a aplicacdo do principio de Arquimedes
(287-212 B.C.), também conhecida por
deslocamento de fluido, que consiste em
mergulhar por inteiro 0 6rgdo em um recipiente
de volume inicial conhecido e o fluido
deslocado equivale ao volume do 6rgdo imerso
(Figura 2A). Esta técnica, apesar de
ultrapassada, ainda é utilizada nos dias atuais
em varios laboratérios de patologia e sua
limitacdo esta na imprecisdo das medidas, bem
como na total ineficicia quando se trata de
volumes de grandeza reduzida como 0s 6rgdos
dos animais experimentais (ratos,
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camundongos, coelhos, etc.). Neste caso, a
introducdo de uma balanca analitica, onde o
Orgdo € suspenso e imerso em um recipiente
contendo uma solucédo de densidade conhecida,
é mais adequada (Figura 2B). Essa técnica foi
proposta por Scherle (1970) e descrita pela

seguinte equacdo: V = onde V, volume do

i
6rgdo; W, peso do orgdo imerso ¢ p é a
densidade do fluido (solucéo salina isotbnica =
1,0048 g/cm?®). As limitacdes desta técnica estdo
no fato de que estruturas complexas formadas
por minusculas projecBes superficiais (e.g.
brénquias, mucosa gastrica, sulcos cerebrais,
etc.) serdo supervalorizadas, pois a solugdo ird
penetrar nas reentrancias incrementando o
volume a cada determinagao.

Al

= ( =
el E{ " fE

= =
B

= /

=

V=Axh

Figura 2. Determinacdo do volume através de
diferentes técnicas. A. Principio de Arquimedes por
deslocamento de fluido. O volume do 6rgdo imerso
pode ser obtido pela equacdo V P1—Po
considerando a &gua ou solugdo salina como fluido.
B. Com o uso de uma balanca digital o volume pode
ser obtido diretamente no visor ap6s imersdo total do
orgdo em solugdo salina. Ambas técnicas guardam
certa incerteza nas medidas devido as reentrancias
nos 6rgdos que maximizam o volume. C. Principio
de Cavalieri aplicado a s6lidos geométricos. Os dois
solidos apresentam a mesma altura (h) e a mesma
area seccionada (A=A’), entdo arelagio V=A xh ¢
valida. Essa ideia é hoje o cerne da determinacdo de
volume de qualquer objeto independente de sua
forma.

Pode parecer surpreendente, mas a
solugdo para a estimativa do volume de
qualquer objeto, independentemente de sua
forma, ja havia sido proposta ha mais de 380
anos pelo matematico Francesco Bonaventura
Cavalieri (1598-1647), discipulo de Galileo
Galilei. Segundo Cavalieri, os volumes de dois
objetos da mesma altura séo iguais se as areas
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de suas correspondentes secdes transversais
forem iguais. Na Figura 2C essa ideia original
foi demonstrada em dois sélidos que possuem
areas seccionais idénticas (A=A’). Visto que as
estruturas bioldgicas ndo se comportam como
sOlidos geométricos, o que faz com que a
determinagdo da &rea seccional seja um fator
comprometedor para a analise, a introducdo dos
sistemas de contagem contendo retas
(ROSIWAL, 1898) e, finalmente, pontos
(THOMSON, 1930; GLAGOLEV, 1955) foi
essencial para a solugdo deste impasse. Isto
porgue ao se juntar ao principio de Cavalieri a
utilizacdo de grids (sistemas de contagem) ficou
evidente que ha uma relacdo direta entre o
namero de eventos (pontos, etc.) que tocam o
espaco de referéncia (6rgdo de estudo) e o
volume fracional de um objeto. Atualmente a
obtengédo do volume de qualquer objeto é uma
tarefa facil, rapida e de custo insignificante,
visto que o sistema de contagem pode ser
impresso ou desenhado em uma transparéncia
com dimensdes proporcionais a magnitude das
se¢Oes obtidas (de um corte transversal de uma
tibia de camundongo ao fémur fossilizado de
um saurépode!).

Em uma demonstracdo pratica podemos
imaginar um objeto cortado de forma serial
sendo a distancia entre cada fatia, T, fixa
(Figura 3A). A somat6ria dos pontos que tocam
as fatias multiplicada por T e pela éarea
associada a cada ponto (a/p) serd& uma
determinagdo precisa do volume do objeto
(Figura 3B). O principio de Cavalieri, tido como
o precursor do calculo integral, é considerado o
mais preciso e acurado estimador de volume
livre de viés, sendo o cerne dos métodos
estereoldgicos (STERIO, 1984).

1.2 Densidade de volume

O volume de um 6rgdo € o resultado do
volume de seus componentes. Porém, como
estimar o volume de algo dentro de outro
volume? Em 1848, um gedlogo francés
chamado Achille Ernest Oscar Joseph Delesse,
demonstrou que a é&rea ocupada por
determinado mineral em um paredao rochoso é
diretamente proporcional ao volume fracional
daquele componente, Aa = Vv (DELESSE,
1848). Com isto, Delesse pode prever se valeria
a pena investir recursos na exploracdo de
determinada jazida. Esse principio, quando
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aplicado a estruturas bioldgicas, produz
resultados espetaculares quanto a composicédo
dos componentes no interior de uma estrutura.
Na préatica, com o auxilio de uma lupa, os
campos de vista a serem analisados em uma
determinada secdo histolégica séo
determinados seguindo o critério SURS
(systematic uniform random sampling), um tipo
de amostragem sistemaética, uniforme e
aleatdria. Nesta etapa da estereologia ndo ha a
necessidade de se fotografar toda a se¢do, mas
h&d a necessidade de amostré-la de forma
imparcial, sem a interferéncia do pesquisador.

1 <T> 1 I 1

1
1
1
1
1
1 2 3 4 5 6
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+ + +4‘\
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-
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Figura 3. Aplicacdo do principio de Cavalieri em
um objeto sem forma definida. A. Um objeto é
seccionado de forma serial (6 se¢Bes) com distancia
fixa T entre as se¢des definida de forma aleatéria. B.
As sec¢des sdo dispostas sobre uma superficie plana
e um sistema teste de contagem (grid) é sobreposto
totalmente ao acaso sobre as mesmas. Os pontos que
tocam as fatias (espaco de referéncia/objeto) séo
contados (ZP), sendo esta a Unica atividade a ser
executada sobre as mesmas. Para a aplicacdo do
principio de Cavalieri, além do P, precisa-se saber
a distancia entre cada fatia (T), e a relacdo area do
grid por nimero de pontos (a/p). Este altimo
parametro é de obtencdo simples, bastando a medida
direta da area delimitada por quatro cruzes no grid.

A Figura 4A demonstra uma amostragem
feita nas secBes de Cavalieri para a obtencgéo de
fragmentos que serdo usados para a estimativa
dos demais pardmetros estereoldgicos,
inclusive para a estimativa do volume fracional
segundo Delesse.

Uma aplicacdo direta do principio de
Delesse é apresentada a seguir na articulacdo
diartrodial entre o metacarpo e a falange
(metacarpofalangeana, MTF) que flexiona e
estende o dedo por meio de masculos e tenddes.
Se dissecarmos cuidadosamente essa regido
iremos revelar a capsula articular, estrutura
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constituida por tecido conjuntivo fibroso.
Internamente, ela é revestida por uma
membrana sinovial que, além de limitar o
espago sinovial lateralmente, apresenta tipos
celulares especializados conhecidos como
sinovidcitos (tipo | e I1). Sua funcdo € lubrificar
0 espaco sinovial por meio da secrecdo de
liquido sinovial contendo &cido hialurdnico,
glicoproteinas e uma pequena quantidade de
leucécitos (principalmente mondcitos), o que
permite uma melhor movimentagcdo entre as
cartilagens articulares do metacarpo e da
falange proximal. Por sua vez, os condrocitos
presentes na cartilagem articular sintetizam
colageno, glicosaminosglicanos e
proteoglicanos, substancias responsaveis por
fornecer resisténcia a compressdo, principal
propriedade das cartilagens hialinas.

+ +
+ +
+ +
+ +

+
+
+

Vo= Xty Pcomp
"X Pref

Sv

_ 21
C I PP

= X S
%xh prd

Figura 4. Demonstracdo de uma amostragem de
fragmentos para a estimacdo de pardmetros
estereologicos. A. As mesmas fatias ou secdes
usadas para o Cavalieri sdo sobrepostas com um grid
contendo regides circulares vazadas para permitir a
amostragem de fragmentos (7 fragmentos séo
indicados) que serdo processados histologicamente e
analisados para a estimativa do (B) volume de seus
componentes (Vv), (C), area superficial (Sv), (D),
comprimento (Lv) e (E), nimero de células (Nv).
Portanto, um Unico conjunto de imagens (que pode
variar de 30-50/drgdo) sera utilizado para a obtencédo
de todos os pardmetros. Vale salientar que para cada
parametro hd uma equacéo especifica.

Em condi¢es patoldgicas qualquer um
dos componentes citados acima pode apresentar
alteracdes, por exemplo, a hiperplasia de um
tipo celular, perda de tecido ou até mesmo
infiltracdo de células imunes no espago sinovial
(RALPHS e BENJAMIN, 1994). Pelo principio
de Delesse é possivel estimar a porcentagem de
cada componente ao microscopio (dai o termo
densidade de volume ou volume fracional),
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tanto em seu estado normal quanto patolégico,
e transforma-lo em valor absoluto ao ser
multiplicado pelo volume do érgdo (Cavalieri
ou equivalente). Assim, os componentes serdo
reportados em relacdo ao volume do 6rgéo (3-
D) e ndo mais em relacdo a area do campo de
vista microscopico (2-D), forma pela qual a
morfometria convencional reporta. Vale
salientar que nesta etapa utilizam-se aumentos
gue podem variar de 200 a 400, enquanto
aumentos mais baixos séo usados na estimativa
de volume segundo Cavalieri (10 ou 40).

1.3 Area superficial

Em vérios estudos €é importante
entender qual a capacidade de uma estrutura em
trocar gases ou nutrientes através de uma
superficie. Medir essa superficie ndo é algo tdo
intuitivo como o volume. O pesquisador pode
achar que o perimetro de uma superficie seja
equivalente a sua area superficial, mas nao €!
Neste caso, a orientacdo do 6rgdo em relagdo a
navalha do micrétomo faz toda a diferenga,
entdo a solucéo é inserir isotropia na estrutura,
como ja explicado anteriormente, e sobrepor as
secBes com sistema teste de contagem contendo
retas ou curvas (Figura 4C). A interceptacdo das
sondas com a borda da estrutura de interesse,
por exemplo, a cartilagem articular, ira fornecer
uma estimativa da éarea. Esta ideia so foi
possivel gracas ao matematico George Leclerc,
também conhecido como Conde de Buffon, que
h& 240 anos apresentou a solucdo para “o
problema das agulhas” a Academia Real de
Ciéncias da Franca. Este foi um fato
fundamental para a criacéo da teoria estatistica,
ndo somente para a estimativa da éarea
superficial, mas também para o comprimento de
objetos de forma precisa e acurada.
Brevemente, se agulhas forem dispostas ao
acaso sobre uma superficie plana contendo
linhas paralelas separadas por distancias fixas
(como as pautas de um caderno), como seria
possivel estimar o comprimento de todas as
agulhas ali dispostas sem ter que medi-las uma
a uma? Buffon encontrou que a resposta esta na
forte relagéo entre a intersecdo das linhas com
as agulhas (BUFFON, 1777).

Mais uma vez, uma aplicacdo desse
principio pode ser observada na MTF. A sindvia
(membrana sinovial) é uma regido da
articulacdo  particularmente  sensivel &
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inflamagdo, portanto, sua andlise é obrigatoria
guando se investiga artrite experimental. Para
quantificar a area superficial o pesquisador
devera sobrepor a regido com um grid contendo
pontos e curvas (imagine as curvas uma
derivacdo matematica das linhas de Buffon).
Cada vez que um ponto tocar a sindvia ele sera
contado, 0 mesmo ira ocorrer cada vez que uma
curva a interceptar. Os dados obtidos séo
aplicados em equacdes padrdes (sem fator de
correcgdo) e o resultado é uma estimativa da area
(valor relativo) (Figura 4C). O valor absoluto de
qualquer parametro sera obtido apds a
multiplicacdo de seu valor relativo/fracional
(Vv, Sy, Ly ou Ny) pelo volume de Cavalieri ou
equivalente. No presente exemplo, Ssingvia X
Volume da articulagéo Area superficial
1:Otalsinévia-

O objetivo do presente estudo é
apresentar a aplicagdo préatica da estereologia e
suas equac0es para a determinacdo do volume e
da érea superficial de componentes da
articulacdo sinovial. Este artigo ndo se propde
em abordar profundamente o0s aspectos
geométricos das equacgdes apresentadas, em vez
disso nos propomos a apresentar solucOes
praticas para o processamento da estrutura,
orientacdo ao acaso, microtomia, contagem e
obtengdo dos valores absolutos para cada
pardmetro investigado. Lembrando que este
aspecto é de extrema importancia visto que a
estereologia reporta os resultados em relagdo ao
volume (3-D) do érgéo.

2. Material e Métodos
2.1 Processamento histolégico e estereologia
A 52 MTF da pata posterior (fixador =
GTA 2,5%) de um rato Lewis macho, idade de
8 semanas (CEUA/UFAM 018/2010), foi
removida, descalcificada, desidratada e
infiltrada em resina plastica de hidroxietil-
metacrilato (Technovit 7100, Kilzer-Heraues,
Alemanha). O bloco cilindrico contendo o
material foi entdo rotacionado para a producédo
de secOes verticais (BADDELEY et al., 1986).
Brevemente, o Dbloco foi posicionado
verticalmente em relacdo a um relégio graduado
com angulos e um numero foi sorteado ao acaso
para a rotagdo do mesmo em relagdo ao plano
de corte, gerando assim seces isotrdpicas. Uma
marcacdo foi feita no bloco para indicar a
direcdo vertical (Figura 5A). O bloco foi entéo
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cortado com o auxilio de um micrétomo (Leica a regido periarticular) uma unidade era contada
RM2125RT, Alemanha) gerando 10 secdes (Figura 5B). A area da articulacdo avaliada
histolégicas (5 pum) que foram coradas com neste estudo compreendeu os limites do 0sso
fucsina e azul de toluidina. As se¢des foram subcondral, tanto da falange como do metatarso
fotografadas em sua totalidade (aumento 8) com (Figura 5C). O volume da MTF foi calculado
0 uso de um estereomicroscopio (Leica EZ4D como:

Digital System, Alemanha) e sobre as imagens Virp (mm3) = Y™ Pi xT X %, onde,

foi projetado um sistema teste de contagem
contendo cruzes geradas pelo programa Imod
(versdo 4.7/stereclogy) (KREMER et al., 1996).
Cada vez que o ponto central das cruzes tocava
a area de referéncia (articulagdo MTF, incluindo

Vmre € 0 volume absoluto (Cavalieri) da
articulacdo; a/p é area ocupada por cada ponto
central (11.867,38 um?) e T (25 pum) é a
distancia entre cada secéo.

Figura 5. Aplicacdo da estereologia em uma articulacdo diartrodial. A. Geracdo de secGes verticais a partir do
bloco de resina. A seta indica um &ngulo sorteado ao acaso e a marcagdo indica a posi¢do do bloco no micrétomo
em relagdo a navalha. A partir deste ponto foram geradas 12 sec¢Bes seriais ao longo da articulagdo com
espacamento fixo(T). B. Sequéncia de imagens na ordem em que foram obtidas evidenciando os componentes da
articulacdo (aumento de 8 na lupa). C. Sobre cada imagem foi sobreposto um grid de pontos para de terminacéo
do volume de Cavalieri e para amostragem de campos a serem vistos e analisados em aumento medio (400). D.
As imagens obtidas (6 por articulagdo) em aumento médio foram sobrepostas com dois tipos de grids em momentos
diferentes: (E) pontos (Delesse) para a quantificacdo de componentes em detalhes e (F) curvas (Buffon) para a
area superficial da membrana sinovial e cartilagem. Para o calculo da area superficial é necessario obter o diametro
(d) da curva (d=115,48 pum) e dividi-lo pelo nimero de pontos associados para obter I/p (=57,74 um). SM, 0ss0
sesamoide; MT, metatarso; FP, falange proximal.

A porcentagem de cada componente . _ Xit,Pcomp , .
dentro da articulagdo MTF foi obtida pelo como: Vv = Xz, Pref , onde Vv ¢ a densidade
principio de Delesse (DELESSE, 1866). Para de volume de determinado componente
tal, campos de vista microscépicos no interior (capsula, espaco sinovial, cartilagem articular e
da MTF foram amostrados de forma calcificada, sin6via e 0sso subcondral) e Pref é
sistemética, uniforme e aleatéria (aumento 200) a somatéria de pontos que tocam o espaco de
(Figura 5D). A porcentagem de volume referéncia (regido articular) (HOWARD e
ocupado por cada componente em relagdo ao REED, 2010). Os dados percentuais obtidos
espaco de referéncia (articulacéo) foi calculado para cada componente foram transformados em
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absolutos ao serem multiplicados pelo volume
de Cavalieri da articulagdo:

Volume absoluto (mm?)
= Vv x Volume Cavalieri

A densidade de superficie (Sv) foi
estimada a partir da contagem das intersecfes
gue interceptavam as cartilagens articulares e
calcificadas. O resultado obtido desta primeira
contagem também é conhecido como relagéo
superficie-volume  (Sv): Sv (mm™1) =

21 , , . ~
<———— onde | é o nimero de intersecdes
Zizl Pi Xl/p

entre as curvas teste e a borda das respectivas
cartilagens, Pi é a somatdria de pontos que
tocam as cartilagens e I/p é o comprimento da
curva teste por ponto (23,35 um, equivalente ao
raio da curva no grid). A &rea superficial total
foi obtida através da equacéo:

2.2 Estatistica

A variancia foi expressa como o coeficiente
de erro (CE) para cada parametro avaliado (V,
Vv e Sv). A precisao da estimativa do volume de
Cavalieri foi determinada de acordo com (Cruz-
Orive, 1999):

2

B n
CE = 10,0724 x ﬁ X L3
(Xt Pi)?
Onde: CE indica o coeficiente de erro para
B

a determinacdo do volume; VA indica a
variancia na contagem sobre as sec¢des (shape
coeficient) e depende da complexidade
morfoldgica da estrutura; n representa o nimero
de secoOes avaliadas e Y/, Pi € o nimero de
pontos contados sobre as secdes.

O CE da relagdo superficie-volume (Sv) e
da densidade de volume (Vv) foram estimados
de acordo com Cruz-Orive (1980) usando a
equacdo:

[k
CE =

k-1

Yu? Y v?
{Zu Sul Svav
1

Yuv )2
|

-2
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Onde: CE indica o coeficiente de erro; k
representa 0 nimero de imagens analisadas e u
e v sdo as contagens de intersecdes e pontos
(4rea superficial) ou pontos sobre 0s
componentes (u) e pontos sobre o espaco de
referéncia (v).

3. Resultados

A Tabela 1 apresenta os calculos para a
obtencdo dos parametros estereoldgicos deste
estudo. O volume de Cavalieri da MTF foi
estimado em 0,858 mm? (8,58 x 108 um?3). Para
tal, 2892 pontos foram contados sobre a MTF
utilizando-se 10 se¢Bes histoldgicas. A
imprecisdo na contagem dos pontos que
tocavam a MTF foi de 2,75%, enquanto
somente 0,6% de erro foi cometido durante o
seccionamento da estrutura durante a
microtomia.

A Figura 6A apresenta o efeito causado
pelo nimero de se¢des (esforco) sobre a
estimativa do volume e seus respectivos erros
(coeficiente de erro). Apo6s dez secBes ha a
estabilizacdo do volume (inicio de um platd) e
o CE permanece abaixo do que &
estatisticamente aceitavel (5%).

A Tabela 2 apresenta os calculos para a
estimativa dos componentes da MTF (Delesse).
Essa estimativa é feita em maior aumento e em
campos de vista SURS. O volume absoluto é
apresentado em mm?3 e equivale a porcentagem
representada por cada componente da MTF em
relacdo ao volume de Cavalieri. Com excecéo
da sindvia, que apresentou CE acima de 10%,
0s demais componentes apresentaram valores
dentro do esperado em fungdo do somatdrio de
pontos obtidos (acima de 200). Nesta etapa
foram contados 4330 pontos que apos
analisados produziram os seguintes resultados:
a capsula é o componente mais abundante da
MTF, seguida pelo espaco sinovial, cartilagem
articular, cartilagem calcificada e sindvia
(Figura 6B). O mesmo padrdo quantitativo é
observado quando o Vv é transformado em
absoluto (Tabela 1).

A Tabela 3 apresenta a estimativa da
area superficial das cartilagens articular e
calcificada. Um total de 769 pontos foi contado
nas cartilagens, sendo 279 na articular e 490 na
calcificada. Na mesma contagem foram
contabilizadas 131 interse¢cGes na cartilagem
articular e 84 na calcificada. A cartilagem
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articular apresentou maior relacdo superficie-
volume (Sv = 5,90 mm™) quando comparado a
calcificada (Sv 3,78 mm?). As areas
superficiais totais das cartilagens articulares e
calcificadas foram estimadas em 5,06 e 3,25
mm?, respectivamente.

4. Discusséo

As MTF sdo articulagbes diartrodiais
(sinoviais) caracterizadas por uma separacdo
completa entre as extremidades articulares e a
presenca de um espaco sinovial. Devido ao
design das superficies que se articulam
(cbncavo-convexo), as MTF séo
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subclassificadas como condiloides (PEARLE et
al., 2005; MCINNES e SCHETT, 2011;
FIRESTEIN et al., 2012). A aplicacdo da
estereologia no estudo das articulagbes tem
contribuido para o maior conhecimento das
alteraces morfoldgicas provocadas pela
osteoartrose (BONDE et al., 2005; KLOSE-
JENSEN et al., 2015; HARTLEV et al., 2018) e
artrite reumatoide (ARTACHO-PERULA et
al., 1994; SAVNIK et al., 2002; BARCK et al.,
2004; KELLER et al., 2010; WANG et al.,
2011; KELLER et al., 2012; KELLER et al.,
2013; KELLER et al., 2014).

Tabela 1. Calculo para a estimativa do volume de Cavalieri e do coeficiente de erro (CE) associado.

NUmero da sec¢ao Pi Pi.Pi Pi.Pi+1 Pi.Pi+2
1 424 179776 195040 125504
2 460 211600 136160 133860
3 296 87616 86136 91168
4 291 84681 89628 75660
5 308 94864 80080 80080
6 260 67600 67600 66040
7 260 67600 66040 62400
8 254 64516 60960 25146
9 240 57600 23760 0
10 99 9801 0 0
XPi A B C
2892 925654 805404 659858
(a/p) pm? T (um) ""Shape" n
11867,38 25 6 10
Volume (um3) 8,58 x 108
Volume (mm?®) 0,86
Célculo do CE do volume
B [n .
CE= 00724 x — x —
VA (E:ii PI')E
Origem: % CE %
Contagem de pontos 7,58 x 10 95,45 0,03 2,75
Microtomia 3,61x10° 4,55 0,01 0,60
Total 7,94 x 104 0,03 2,82

Dez secOes foram usadas para a obtengdo do volume. Pi, nimero de pontos que tocavam a estrutura de interesse;
T, distancia entre as se¢des; a/p, area por ponto no grid; A, B e C sdo fatores de calculo do erro, “Shape” ¢ o fator

de complexidade da estrutura.

O presente estudo aplicou um protocolo
estereologico na 582 MTF de ratos Lewis e
concluiu que as medidas de uma pequena
articulacdo podem contribuir para um melhor

CB8

entendimento de sua morfofisiologia. O volume
da 5% MTF foi estimado em 0,86 mm?3, sendo
que 48% deste sdo ocupados pela capsula, 21%
pelo osso subcondral, 21% pelo espago sinovial,
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9% por cartilagens e menos de 1% pela sindvia.
Esses resultados demonstram claramente a
importancia de se identificar em detalhes uma
articulacio que, embora esteja entre o0s
primeiros sitios a serem alterados nas
inflamagGes das articulacBes, tem sido pouco
investigada. Pastoureau et al. (2010b), sugerem
certos parametros histomorfométricos
aplicaveis a estudos de osteoartrite induzida em
varios modelos animais, contudo somente
grandes articulagbes como as tibiotarsal,
tibiofemoral e temporomandibular  sdo
discutidas. N&o ha evidéncias na literatura
quanto a determinacdao do volume da 5% MTF

15.0 e CE 1.0

12.5 & Volume 0.8
_10.0

= 0.6
w 7.5

o 0.4
5.0

25 0.2
0.0

0.0
1 2 3 45 6 7 8 9 101112
Namero de secdes
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em ratos que possamos usar comparativamente.
Um possivel motivo para tal seja a imprecisdo
guanto aos limites da capsula numa articulacéo
tdo pequena, o0 que contribui para a falta de
dados desta estrutura. A regido capsular se
estende além dos limites do espaco sinovial,
areas ndo investigadas no presente estudo. Se
considerarmos o volume da pata de um rato
adulto Lewis sendo ~ 1 mL (103 mm?), a5 MTF
representaria  0,08% do total. Pouco
representativa, mas o local de inicio de
processos inflamatdrios que podem ter efeitos
sistémicos.

Espago
Sinovial

ARTICULACAOQ MTF
Cart. Cart.
Articular Calcificada
4%

Figura 6. A. Relacdo entre o coeficiente de erro (CE), volume de Cavalieri e o nimero de se¢des obtidas. B.
Distribuicdo dos componentes estruturais na MTF obtida através da contagem de pontos em campos de vista

selecionados ao acaso.

Tabela 2. Célculo para a estimativa da porcentagem dos componentes da MTF.

Estrutura i’:lnaangt;g (dke) XPcomp XPref Vv Vv (%) \ﬁ.nl umr?)e (%/OE)
Capsula 21 2637 5499 0,48 47,95 0,41 2,03
Osso subcondral 21 1169 5499 0,21 21,26 0,18 2,45
Espaco Sinovial 21 1159 5499 0,21 21,08 0,18 8,19
Cart. Articular 21 274 5499 0,05 4,98 0,04 7,25
Cart. Calcificada 21 218 5499 0,04 3,96 0,03 6,74
Sindvia 21 42 5499 0,01 0,76 0,01 12,75

5499
Calculo do CE da densidade de volume
2 Z
CE:[kfl[ZiuZu zuzu_zziu;u”
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Tabela 3. Célculo para a estimativa da &rea superficial das cartilagens na MTF.

Superficies I Pi p ~ VUpxZPi  Sv C_'f‘ Sv C_? S CAZ~ S CC23
(mm) (mm) (mm™) (mm) (mm? (mm?)
CA 131 279 0,06 44,40 5,90 3,78 5,06 3,25
CC 84 490
ZPi 769

I, intersecGes entre as linhas do grid e a borda da superficie da cartilagem articular (CA) ou calcificada (CC). Sy,
densidade de superficie; S, area superficial total.

A obtencdo de secOes seriais e a aplicacdo é essencial quando da avaliacdo do efeito
do principio de Cavalieri para a determinacao (benéfico ou toxico) de substancias em um
do volume é o procedimento de rotina em grupo controle e um experimental.
estereologia (GUNDERSEN, HJ et al., 1988). A No presente estudo o volume da cartilagem
utilizacdo de softwares para a segmentagdo e (articular + calcificada) foi de 0,07 mm?3 com
quantificagdo de areas de interesse (ROlIs, uma area superficial de 8,31 mm?. A cartilagem
Region of interest) e posterior determinacao do articular é um tecido altamente especializado
volume, embora com excessivo consumo de cuja principal funcdo é fornecer uma superficie
tempo, tem sido empregada em varios estudos lisa e lubrificada para a articulacdo e facilitar a
(COHEN et al., 1999; HODGSON et al., 2008). transmissdo de cargas com baixo coeficiente de
Apesar disso, a utilizagdo de equacdes atrito (FIRESTEIN et al., 2012). J4 a cartilagem
matematicas e andlises estatisticas bem calcificada apresenta uma importante interface
fundamentadas aliadas a uma rigorosa com o0 0sso subcondral, atua na regulagdo da
amostragem, permite a obtencdo de dados transmisséo de forga entre essas regides e limita
guantitativos precisos e acurados, com 0 a difusdo do osso para as camadas mais
minimo de viés possivel. Outro fator favoravel profundas da cartilagem (HUNZIKER, 2007).
para a utilizagdo da estereologia é o seu baixo As alteracBes estruturais nas cartilagens
custo financeiro, visto que o0 pesquisador precedem as deformidades 6sseas nos processos
necessita de um laboratério com a rotina inflamatérios nas MTFs (COHEN et al., 1999;
histologica (comum em muitos Institutos de PAP et al., 2000).

Ensino Superior), um fotomicroscopio, 0s As cartilagens articulares sdo separadas
softwares com os sistemas de contagem (grids) pelo espaco sinovial, cujo volume foi estimado,
e as planilhas do Excel® para a tradugdo das no presente estudo, em 0,18 mm3. Num estudo
contagens em parametros geométricos (volume, nao-estereolégico utilizando imagens de
area, comprimento e nimero). Vale ressaltar ressonancia magnética, Beckmann et al. (1998)
que valiosas informacdes quantitativas também determinaram o volume do espaco sinovial na
podem ser obtidas no nivel macroscopico, 3° MTF de ratos DA (151 g) em ~ 0,9 mm3 e ~
necessitando apenas da sobreposicao dos grids 0,2 mm?3 para o espagco entre a falange proximal
as fatias do 6rgdo a ser trabalhado, sempre e média, respectivamente. Em patologias como
lembrando que a obtencdo do volume € a a artrite reumatoide, o espago sinovial é
primeira e imprescindivel etapa em qualquer reduzido e caracterizado pela infiltracdo de
estudo estereoldgico. células inflamatérias (PEARSON, 1963;

O proximo passo é a subamostragem nas RALPHS e BENJAMIN, 1994; LANDEWE et
secOes seriais, principal caracteristica da al., 2015). Esse espaco é preenchido com fluido
segunda etapa da analise estereoldgica sinovial, produzido pelos sinovidcitos da
(principio de Delesse). Embora exija mais sindvia cuja funcdo € a de lubrificar e evitar o
esforco do pesquisador (grande numero de contato direto entre as duas superficies
imagens a serem analisadas, algo entre 30-50 articulares. Em nosso estudo, o volume da
imagens), é nessa etapa que 0s componentes de sindvia foi de 0,007 mm3. A sindvia nutre e
um érgao/estrutura podem ser observados em permite a oxigenacao dos condrdcitos, células
detalhes, revelando assim a contribuicdo de altamente ativas que residem em um ambiente
cada um na estrutura estudada. Essa informagao avascular (LEVICK et al., 1996).
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Independente da articulacéo a ser avaliada,
recomenda-se proceder a geracdo de sec¢des
verticais, visto tratar-se de uma estrutura em
camadas (BADDELEY et al., 1986). Para tal,
sugerimos dispor o membro ou digito em
posicdo perpendicular em relacdo ao plano
horizontal da mesa de trabalho. Em seguida,
com o uso de um transferidor de graus deve-se
sortear um angulo ao acaso que ira representar
a direcdo em que a navalha do micrétomo
cortard as secbes (Figura 5A), denominadas
agora de sec@es verticais (BADDELEY et al.,
1986). Diferente de outros érgdos, onde o inicio
e o fim podem ser facilmente visualizados, 0s
componentes articulares estdo escondidos no
interior de uma capsula, da qual precisamos
obter 10-12 secBes equidistantes abrangendo o
inicio do aparecimento do espaco sinovial (o
ponto de referéncia/estrutura estudada) até seu
desaparecimento. Para as MTFs murinas,
recomendamos o corte exaustivo do bloco de
resina a intervalos de 25 um e a indicacdo do
nimero de ordem de cada secdo (sec 1, sec 2,
sec 3... etc.). Ao final, o pesquisador ir4
perceber que vérias se¢des iniciais e finais serdo
desprezadas por ndo apresentar 0 espago
sinovial. Sera sobre as se¢Bes validas (com o
espaco sinovial visivel) que toda a analise
estereolégica devera ser realizada.

Por dltimo, recomenda-se atengdo na
contagem dos pontos que deve ser especifica
para cada componente. Neste momento a
principal regra é: somente se conta 0 que se

reconhece! Sendo assim, € de extrema
importdncia um mergulho profundo na
histologia da estrutura investigada. Esses

aspectos da imprecisdo na estereologia devido
ao reconhecimento e a microtomia sédo bem
discutidos (GUNDERSEN, 1986;
GUNDERSEN e JENSEN, 1987; CRUZ-
ORIVE, 1999). Em nosso estudo, 0 CEcavalieri fOI
de 2,75% e 2,82% devido a imprecisdo na
contagem de pontos e a microtomia,
respectivamente. Lembrando que na
estereologia o CE é sensivel tanto ao nimero de
secOes utilizadas (6-12) quanto & quantidade de
pontos contados (100-200).

5. Concluséao

A aplicagdo da estereologia fornece
informagbes quantitativas detalhadas dos
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microcomponentes da articulacdo MTF que
podem ser utilizadas para um maior
entendimento da anatomia e da fisiologia dessas
estruturas flexoras complexas. Ao traduzir as
informacbes  qualitativas  das  segdes
histoldgicas em valores em funcdo do volume
da articulagdo foi possivel trazer a tona o
cenario mais realistico da quantificacdo em
pequenas estruturas. Recomendamos que 0s
estudos quantitativos, independente da estrutura
a ser avaliada, utilizem a estereologia como
ferramenta padrdo de analise.
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