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 A B S T R A C T  
In veterinary dermatology, the morphological tradition of obtaining essentially 

qualitative data persists. Stereology and atomic force microscopy are techniques that 

combine statistics and advanced microscopy to obtain three-dimensional 

quantitative information, such as total volume, ultrastructural volume, volumetric 

density, total number of structures, among others, from two-dimensional images. 

These techniques are increasingly relevant to determine the morphological 

heterogeneity commonly found in tissue samples. The concomitant use of these 

techniques favors the obtaining of mathematical and physical data, which are more 

reliable and more accurate than qualitative morphological data, based on two-

dimensional morphometric descriptions. This work consists in a research of a 

descriptive nature, in the method of bibliographical research regarding the use of the 

techniques of stereological delineation and atomic force microscopy. Then, articles 

were selected in English and Portuguese, from 2003 to 2019, from online databases 

(PUBMED, SCIELO). Stereology and advanced microscopy as atomic force 

microscopy are is highly relevant for their ability to provide sophisticated and 

trustworthy data in the area of interest turning veterinary morpho-descriptive 

practice useful. 
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R E S U M O  
Em dermatologia veterinária, persiste a tradição morfológica de obtenção de dados 

essencialmente qualitativos. A estereologia e a microscopia de força atômica são 

técnicas que combinam estatística e microscopia avançada para obter informações 

quantitativas tridimensionais, como volume total, volume ultraestrutural, densidade 

volumétrica, número total de estruturas, dentre outras, a partir de imagens 

bidimensionais. Essas técnicas são cada vez mais relevantes para determinar a 

heterogeneidade morfológica comumente encontrada em amostras teciduais. A 

utilização concomitante dessas técnicas favorece a obtenção de dados matemáticos 

e físicos, os quais são mais fidedignos e de maior acurácia que dados morfológicos 

qualitativos, baseados em descrições morfométricas bidimensionais. Este trabalho 

consiste de uma pesquisa de natureza descritiva, na modalidade de pesquisa 

bibliográfica, a respeito do uso das técnicas de delineamento estereológico e 

microscopia de força atômica. Para tanto, foram selecionados artigos em inglês e 

português, de 2003 a 2019, a partir de bases de dados online (PUBMED, SCIELO). 

A estereologia e microscopias avançadas, como a microscopia de força atômica, são 

altamente relevantes pela capacidade de fornecimento de dados sofisticados e 

fidedignos na área de interesse, tornando úteis para práticas morfodescritivas 

veterinárias. 
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INTRODUÇÃO 

Avaliações morfológicas constituem etapa fundamental 

de quaisquer pesquisas dermatológicas veterinárias por 

permitirem a descrição estrutural dos elementos que 

compõem a pele, favorecendo a padronização de 

características de normalidade intraespecíficos (KAMP et 

al., 2009). De uma forma geral, as camadas e estratos da pele 

têm sido objeto de muitos estudos morfológicos e 

ultraestruturais, tanto pela variabilidade entre as espécies, 

quanto às funções imunológica, farmacodinâmica e 

farmacocinética cutânea (HUSSAIN, 2019; CHANG, 2017; 

AGARWAL, 2019; LOGGER, 2019). Em medicina 

veterinária, dado o elevado número de espécies estudadas, 

tais características tornam-se ainda mais relevantes, haja 

visto que as variações de celularidade, densidade celular, 

volume celular e tecidual, influenciam na fisiologia cutânea 

e, consequentemente, na rotina clínica para a espécie 

(KAMP et al., 2011). 

O estabelecimento de valores de referência para as 

dimensões e ultraestrutura da pele saudável não é tão 

simples como possa parecer. As técnicas morfológicas 

convencionais bidimensionais ex vivo, baseadas na 

identificação microscópica de amostras de tecido, 

apresentam distorções das dimensões teciduais. Tais 

distorções são consequências inerentes à histotécnica, que 

induz retração tecidual após o processamento convencional. 

Além disso, a morfologia irregular da junção dermo-

epidérmica eleva o risco de imprecisão para estabelecer 

dimensões por estrato (AMENÁBAR et al., 2003; KAMP et 

al., 2009; CHEN et al., 2019). 

A necessidade de análises morfométricas, com dados 

quantitativos, imaginológicos e topográficos confiáveis 

sobre componentes da pele, estimulou a adoção dos métodos 

de delineamento estereológicos e de microscopia de força 

atômica para estudos dermatológicos em seres humanos, 

mas seu uso permanece restrito a animais (ANDERSEN et 

al., 2003; SARAVANAN, 2017).  

A estereologia é o conjunto de métodos que permite 

inferências tridimensionais (3D), a partir de imagens 

bidimensionais, fundamentadas em princípios morfológicos 

quantitativos, formulas da geometria probabilística e da 

matemática, obtidas de uma amostragem rigorosa, precisa, 

sistemática, uniforme e aleatória, a fim de fornecer um dado 

quantitativo sem viés (KRISTIANSEN e NYENGAARD, 

2012). Dessa forma, parâmetros de perfis das estruturas 

observáveis em cortes de tecido podem extrapolar 

informações sobre estruturas no espaço tridimensional 

(BEDOYA et al., 2016). O delineamento estereológico 

permite estimar diversos parâmetros morfoquantitativos 

cutâneos, como número e volume celular epidérmico, 

volume de fibras dérmicas, área de superfície e densidade 

tecidual, dentre outros (LACERDA, 2003; RODRIGUES, 

2018). 

Complementarmente, a microscopia de força atômica 

(AFM) é uma técnica utilizada para caracterização 

morfológica tridimensional de inúmeros tecidos. Essa 

técnica permite a identificação de características de 

profundidade e volume celular, bem como segmentação de 

cores e análises mecanobiológicas celulares, como 

viscoelasticidade e turgor, favorecendo a obtenção de dados 

que não seriam possíveis pela microscopia eletrônica de 

varredura ou transmissão (VENTURONI, 2003).  

DESENVOLVIMENTO 

Foram pesquisados e analisados artigos nacionais e 

internacionais, contendo os descritores pele (skin), estudo 

estereologico (stereologic study) e microscopia de força 

atômica da pele (skin atomic force microscopy). 

 Para a pesquisa, realizou-se associação dos descritores 

skin e stereologic no banco de dados PubMed. Foram 

encontrados 63 estudos relacionados a estereologia em pele: 

30 em humanos, 27 em animais e 6 revisões de literatura. 

Apenas 38 nos últimos dez anos e a maior parte relacionada 

a cicatrização cutânea (Figura 03). A mesma chave de busca 

foi utilizada no banco SCIELO, não sendo verificado 

nenhum estudo relacionado. Porém, com a desassociação 

dos descritores, verificou-se que a utilização dos 

delineamentos estereológico tem sido objeto de estudo 

morfométrico em outros sistemas: renal (161 publicações), 

endócrino (197 publicações), reprodutor (43 publicações) e 

nervoso (136 publicações).  

A utilização dos descritores para microscopia de força 

atômica em pele na base de dados PubMed identificou 230 

publicações, sendo 109 em humanos, 78 em animais e 11 

revisões bibliográficas. Desses, 181 foram publicados nos 

últimos dez anos. A busca na base de dados SCIELO não 

revelou nenhuma publicação na temática (Figura 03).  

Não foram identificadas publicações na temática que 

estabelecessem valores de referência ou padrões de 

caracterização para as camadas e estratos cutâneos em 

humanos ou animais. Dessa forma, não é possível 

estabelecer valores referencias de volumetria por 

estereologia e características ultraestruturais por 

microscopia de força atômica da pele. Os trabalhos 

disponíveis mensuram o volume e descrevem a 

ultraestrutura dos elementos cutâneos, sem estabelecer 

comparações com os valores de referência (MINOTA et al., 

2019). Nesses, infere-se a evolução do fenômeno biológico 

estudado, baseado na contribuição potencialmente positiva 

da estrutura analisada na fisiologia cutânea. Nos artigos que 

utilizaram modelos para cicatrização cutânea, por exemplo, 

a volumetria e caracterização ultraestrutural dos diferentes 

tipos de colágeno, são comparados diretamente aos 

percentuais dessas estruturas previamente definidas em 

modelos bidimensionais (KARLSSON et al., 2013). Tal fato 

é preocupante, pois dados tridimensionais (mm3) e 
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bidimensionais (mm2) apresentam grandezas diferentes e, 

portanto, não são passíveis de comparação direta. 

Nesse contexto, mudanças histológicas e estruturais sutis 

podem desencadear efeitos potencialmente adversos, 

irreversíveis ou não-monitoráveis. Assim, são necessários 

métodos quantitativos sensíveis e precisos (MINOTA et al., 

2019). Historicamente, métodos qualitativos geralmente 

referidos como métodos bidimensionais (2-D) têm sido mais 

frequentemente empregados (NOJIMA et al., 2017; CHEN 

et al., 2019; BROWN, 2017; AMINI, 2018). Porém, 

métodos bidimensionais não permitem inferências baseadas 

em valores quantitativos mensuráveis, o que limita a 

compreensão real das dimensões da pele, comprometem 

sensibilidade do método e a precisão estatística, elevando o 

risco de erros (NOJIMA et al., 2017; CHEN et al., 2019; 

BROWN, 2017; AMINI, 2018; MARTÍNEZ-MARTÍNEZ, 

2016).  

As limitações dos métodos 2-D podem ser evitadas 

através do uso de métodos acurados de obtenção de dados 

quantitativos, como a estereologia, que é uma técnica de 

medição e quantificação estrutural anatômica de estrema 

relevância em dermatologia (AZULAY et al., 2010; 

BROWN, 2017). O delineamento estereológico oferece 

abordagens práticas e cientificamente válidas, para obter 

estimativas quantitativas precisas de mudanças estruturais 

histológicas (KAMP et al., 2009; NOJIMA et al., 2017; 

CHEN et al., 2019).  

Os estudos utilizando o delineamento estereológico 

concentram-se particularmente nas áreas de 

desenvolvimento embrionário (ZHANG, 2018), evolução 

(BOGGILD, 2018), patologia (ASHKANI-ESFAHANI et 

al., 2019) e neurociências (YURT,2018). Em dermatologia 

veterinária, é escassa sua empregabilidade, apesar do 

potencial para utilização (KAMP et al, 2009; MARTINS et 

al, 2010; KAMP et al, 2011).  

Para a dermatologia veterinária, a estereologia pode 

oferecer uma série de benefícios para análises em 

microscopia, favorecendo a obtenção de dados quantitativos 

precisos, permitindo inferências funcionais, a partir de 

imagens bidimensionais (GOKHALE et al.,2004). Como o 

delineamento estereológico permite estimar dados 

geométricos como volume, área, comprimento ou número de 

partículas (células ou outras estruturas), é possível descrever 

com precisão a morfologia tridimensional da pele 

(MARCOS et al., 2012; SARAVANAN et al., 2017). 

A análise estereológica pode ser simplificada em duas 

etapas principais: a determinação da amostragem estatística 

apropriada para obtenção de amostras de tecido e secções 

histológicas e a quantificação das estruturas de interesse 

(OAKLANDER, 2003; HERN, 2005). Para última, adota-se 

formas geométricas apropriadas, como pontos ou linhas, por 

exemplo, para sobreposição à secção histológica e, 

subsequente, quantificação de pontos de interesse (Figura 

01) (KAMP et al, 2009).  

As estimativas quantificadas obtidas possuirão, portanto, 

uma relação estatística com os valores reais no espaço 

tridimensional e, consequentemente, a variação de erros das 

estimativas pode ser prevista (KRISTIANSEN e 

NYENGAARD, 2012; SARAVANAN et al., 2017).  

Avanços em sistemas de bioinformática também 

contribuíram para elevar a acurácia e precisão de 

delineamentos estereológicos, gerando o desenvolvimento 

de novos métodos de análise de imagem e padronização de 

seções teciduais (AMENÁBAR et al., 2006; JONES, 2013; 

SARAVANAN et al., 2017; LIU, 2017). Os pixels, obtidos 

das imagens digitalizadas, são utilizados para análises 

estereológica, desde que os mesmos possuam relação com 

cores e estruturas (JONES, 2013). Métodos de informática 

semi-automatizados de segmentação de cores, por exemplo, 

permitem a obtenção de dados estereológicos baseados nos 

diferentes espectros de pixels (AMENÁBAR et al., 2006; 

JONES, 2013; SARAVANAN et al., 2017; RODRIGUES, 

2018).  

 

Figura 01. (a) Uma ilustração do princípio de Cavalieri empregado 

para estimar o volume total da estrutura (b) Um pedaço de tecido 

embebido em uma bola de parafina rolando ao longo de uma mesa 

(SURS). c) Geração de seções e isotropização da pele. d) Ilustração 

esquemática de um campo de visão no microscópio ao estimar 

densidade de núcleos celulares. (Fonte Imagem: Adaptado de 

KAMP,2009). 

Complementarmente à estereologia, a AFM possui 

relevante potencial de empregabilidade na dermatologia 

veterinária por permitir a obtenção de imagens topográficas 

com resolução atômica, por meio do contato intermitente da 

sonda de varredura com a amostra (TANG, 2010; 

ALCARAZ et al., 2018). Além disso, pode caracterizar as 
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Figura 02. (a) Representação esquemática da operação da AFM para geração de imagens células vivas. b) Comparação dos valores médios 

do módulo de Young para células isoladas obtidas por contato. (c) - (e) imagens de topologia AFM de (c) célula saudável, (d) células 

MCF-7 não invasivas e (e) células MDA-MB-231 invasivas. (f) - (h) Imagens de mapeamento nanomecânico de (f) células MCF-10A 

saudáveis, (g) células MCF-7 não invasivas, e (h) celulas MDA-MB-231 invasivas. (Fonte Imagem: Adaptado de KWON,2019). 

propriedades biomecânicas da epiderme e derme, como a 

rigidez, por exemplo, pelo módulo de Young (FERREIRA, 

2006; PAYDAR, 2016). Nesse, as imagens atômicas são 

obtidas pela técnica de contato intermitente, no qual a sonda 

de AFM, com dimensões nanométricas, presa à extremidade 

do Cantilever, de 125µm, toca a superfície celular, 

determinando suas características biomecânicas (Figura 02) 

(PINTO, 2015; PEÑUELA et al., 2018; KWON, 2019). 

Essa técnica deve ser adaptada ao tecido cutâneo, por 

meio da calibração precisa do microscópio de AFM, a fim 

de evitar danos celulares induzidos pelas forças de adesão 

do tecido à sonda de AFM (BUTT, 2005; ALCARAZ et al., 

2018). 

Nesse contexto, a AFM destaca-se por ser a primeira 

técnica de microscopia avançada para dimensões 

nanométricas e subnanométrica, fornecendo mapas 

topográficos precisos de resolução atômica (FERREIRA, 

2006; BUTT, 2005; ALCARAZ et al., 2018).  

Contrariamente às outras técnicas de microscopia de alta 

resolução, que exigem protocolos de fixação apropriados, o 

AFM dispensa a preparação prévia das amostras, permitindo 

a avaliação das mesmas até em meio líquido (BUTT, 2005). 

Apesar desses benefícios, ainda é escassa sua utilização em 

dermatologia veterinária, limitando-se a estudos cicatriciais 

em murinos (RAGHUWANSHI et al., 2017). Em 

dermatologia humana, recentemente descreveu-se a 

composição nanoestrutural da pele (ECKERSLEY et al., 

2018), corneócitos (DANZBERGER et al., 2018) e fibras 

colágenas (QUIGLEY et al., 2018) 

A rigidez da epiderme, a espessura, orientação e 

periodicidade das fibras de colágeno, presentes na derme 

papilar humana, bem como suas particularidades 

nanoestruturais, foram recentemente mensuradas 

(OLEJNIK, A.; NOWAK, I 2017; PEÑUELA et al., 2018; 

CHANG et al., 2017). Essas descrições são importantes para 

determinação de parâmetros de normalidade, haja visto que 

entidades nosológicas distintas podem alterar as 

propriedades mecânicas da pele e seus componentes, as 

quais podem ser identificadas por AFM (VIELMUTH, 

2018). 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O delineamento estereológico e a microscopia de força 

atômica são técnicas avançadas que permitem a obtenção de 

dados teciduais volumétricos e ultraestruturais, com 

relevante perspectiva para utilização em estudos 

dermatológicos. Contudo, sua utilização é escassa em 

dermatologia veterinária, refletindo-se num volume 

insipiente de publicações nos últimos 16 anos. A literatura 

carece de valores de referência ou padrões de caracterização 
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Figura 03. Apresentação em forma de gráfico sobre o perfil de publicações dos últimos 16 anos sobre a aplicabilidade da 

estereologia e microscopia de força atômica em dermatologia. 
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para as camadas e estratos cutâneos, tanto em humanos 

quanto em animais, denotando a necessidade de pesquisas 

na temática. 
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