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ABSTRACT.

The applications of the stereology in Neuroscience have been improved by the recent
advances in the precision of stereological estimates. Here we make a comparision between two
methods of estimating the coefficients of error. The new formula described by Cruz-Orive
(1999) incorporate the local or “nugget” effect in addition to the error due to the sections. The
estimations derived from this formula are more precise in comparision with the previous
formula described by Gundersen and Jensen (1987).

Key words: Stereology, nugget, particle number, point counting error, sectioning error,
systematic sampling, neuron count .



26

1. Introducion.

En las ultimas décadas hemos vivido el enorme desarrollo que han sufrido las
investigaciones enmarcadas dentro de las Neurociencias. Debido a que la década de los afios
90 ha sido definida como la década del cerebro, toda investigacion desarrollada en torno al
cerebro y sistema nervioso ha sido analizada y valorada muy positivamente. Dentro de este
marco, la estereologia ha ofertado una serie de métodos de cuantificacién muy utiles a la vez
que eficaces. La estereologia ha aparecido como un conjunto de técnicas que permiten la
estimacion de parametros como la densidad de células nerviosas, el volumen total de un area
o nicleo cerebral cualquiera, la longitud de las dendritas, densidad de sinapsis, etc., obteniendo
unos resultados fiables y precisos en dichas cuantificaciones (Braendgaard y Gundersen, 1986;
Haugh, 1986; West, 1999).

La estereologia ofrece una serie de ventajas importantes para los estudios enmarcados
dentro del campo cientifico, entre ellas destacan por ejemplo la reduccién en el nimero de
sujetos que forman parte de la muestra sobre los que se haran las estimaciones de interés.
Numerosas investigaciones sobre la eficacia de dichos métodos han determinado que con una
muestra de 10 sujetos (10 animales) en la mayoria de los casos se obtendran unas estimaciones
fiables (West y Gundersen, 1990; West, 1993). Ademas no es necesario una cuantificacion de
todo el nucleo cerebral estudiado, sino que las estimaciones del parametro de interés se
realizaran sobre una muestra de secciones del total de cortes extraidos donde se incluye el
ndcleo (Sterio, 1984; Royet, 1991). Todo ello repercute en una disminucién de tiempo
empleado para estas cuantificaciones, pero sin perder precision en las estimaciones realizadas.
Por ello estos métodos son definidos como eficaces econdmicamente (Schmitz, 1998; West,
1999)

Desde los estudios estereoldgicos se ha hecho hincapié en aclarar términos que son
utilizados de una manera confusa. Algunos de esos términos son los siguientes:

Eficacia econémica (economic efficency): cuando obtenemos una mayor precision con
el menor coste de tiempo. (Supone un conteo de menor de n° de secciones, particulas
..., pero con la mayor precision).

Precision (precision): este término se encuentra estrechamente relacionado con la
varianza encontrada en las estimaciones. Cuanto menor sea la varianza mayor sera la
precision.

Insesgado (accuracy, unbiased): Una estimaciOn sera insesgada si el promedio de
diferentes medidas da lugar al valor real. Para garantizar una estimacion insesgada nos
basamos en el uso de la aleatorizacion en la asignacion de los animales a los grupos y
en la eleccion de las secciones a cuantificar. Por otro lado, utilizamos un muestreo
sistematico y aplicamos el disector para que todas las particulas contenidas en los
campos impuestos por el muestreo, tengan igual probabilidad de ser cuantificadas.

Por lo tanto, la precision de un estimador y la ausencia de sesgo no son los mismos
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conceptos y se pueden dar distintas combinaciones entre ellos. Lo que interesa al investigador
es que las estimaciones sean precisas € insesgadas (West, 1999).

Las estimaciones de los parametros numéricos que estamos investigando mediante el uso de
esquemas de muestreo estereologicos (€j., el fraccionador 6ptico) deberian ser acompanados
de una estimacion de la precision de tal estimacion numérica. Es decir, se debe explicitar la
contribucién de las distintas fuentes de variacion: intersujeto (varianza bioldgica, estimada a
través del Coeficiente de Variaciéon -CV-) e intrasujeto. Esta dltima se compone de dos
factores: el error local (nugget error) y el error debido a las secciones. La estereologia nos
ofrece las herramientas necesarias para calcular su propia eficacia o precision; por ello en la
mayoria de los estudios realizados sobre cualquier ndcleo cerebral empleando las técnicas
estereologicas se exige un conocimiento y calculo de las principales fuentes de variacion que
estan presentes en las estimaciones realizadas. Ademas de requerir su calculo, también se exige
que se compruebe la precision de las estimaciones estereoldgicas, determinando cudl es su peso
o influencia sobre las cuantificaciones realizadas:

C—EZ
CV?

Como cabe suponer si la variacion mayor de los datos obtenidos es debido a la
cuantificacion estereoldgica (valores superiores a 0,25 en la expresion), esos datos deberan ser
revisados puesto que la mayor fuente de variacion en este tipo de estudios siempre deberia ser
debida a la variabilidad intersujetos.

Pero la estereologia asegura la fiabilidad de sus estimaciones siempre y cuando se
tengan en cuenta ciertos requisitos como son la aleatorizacion y el muestreo sistematico de las
secciones. Quizas sea éste el factor mas destacado en este tipo técnicas puesto que se logra que
la eleccion de las regiones para la cuantificacién no dependa del investigador (Royet, 1991).
Clasicamente, las investigaciones sobre tejido nervioso consistian en la cuantificacion de los
parametros ya anteriormente mencionados, pero eran inevitablemente elegidas aquellas
secciones donde se visualizaban perfectamente las células nerviosas, organulos, etc., de interés.
Eran elegidos aquellos componentes de mayor tamafio, o bien aquellas regiones donde se
evidenciaban una mayor densidad, etc. Todo ello sesgaba claramente las estimaciones, lo cual
con estos métodos estereologicos es evitado puesto que el investigador no elige los campos para
su cuantificacion sino que estos ya se encuentran definidos y son desconocidos por el
investigador (Begega et al., 1998).

2.- Método.

En nuestro trabajo tras emplear el fraccionador 6ptico (West et al., 1991; Begega et al.,
1998) hemos calculado la contribucion de dicho método estereoldgico a las estimaciones
realizadas, es decir, CV y CE (error debido a las secciones y error local). Frente a las formulas
ya usadas para la estimacion de los coeficientes de error de las estimaciones estereoldgicas
dadas en los ultimos afios, como, la férmula propuesta por Gundersen y Jensen (1987),
aplicada por West y Gundersen (1990) recogidas por Schmitz (1998), se ha propuesto el
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calculo de la variacién debida al conteo de las particulas dentro de una misma seccion,
considerando que esta fuente podria ser la que tienen una mayor influencia dentro del CE total.

J(3A+ C-B)/12

CE =
2P
m -1 m-2
Donde A=), P*  B=)R-R, C=XPR-P,
i=1 i=1 i=1

siendo P, = puntos contados - neuronas-.

Cruz-Orive (1999) ha sefialado la importancia de dos factores dentro de la fuente de variacion
intrasujeto: por un lado el factor de variacidon dada entre secciones de un mismo sujeto y por
otro lado, la variacion dada en la misma seccion debido a su cuantificacion. Este factor se
encuentra definido como "nugget error" y debemos recordar que este podria darse cuando nos
encontramos estimando el area contada en una seccion o bien el nimero de particulas contadas
en un campo determinado sobre una seccidon. Se propondrd una nueva formula para la
prediccion de la variacion intrasujeto en la que se englobarian las variaciones dadas entre las
secciones de un nicleo determinado en un sujeto especifico, ademas de determinar la variacion
dentro de una misma seccién (Cruz-Orive, 1999).

CE*(Q,) = 1/ 240- {A-Zmlpi%é-m (Z PiJ +1 Zmlpi

Donde:

y,
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Esta formula supone una mejora en la precision de la estimacion de los Coeficientes de
Error. Frente a la féormula de Gundersen y Jensen (1987) que no tiene en cuenta el error local
0 "nugget" ademas, nos permite ver desglosado la contribucion al CE total del error local por
un lado y del error debido a las secciones por otro.

3.- Un ejemplo de aplicacion.

A continuacion se presenta un ejemplo con datos reales de una rata macho castrada,
para la aplicacion de la nueva férmula de Cruz-Orive (1999) en comparacion con la férmula
primera de Gundersen y Jensen (1987).

Los datos han sido extraidos de la cuantificacién de n°® neuronal del Bulbo Olfatorio
Accesorio de rata. Se ha utilizado el fraccionador dptico como esquema de muestreo (Begega
et al., 1998) donde el nicleo ha sido cortado segln secciones de Cavalieri (Korbo et al., 1990)
de las que se cuantifican 5 para estimacion de n°® neuronal.

Seccion P. P. - P.ua P. - P.iz
1 40 1&00 2720 2760

2 1= 4624 4592 4420

3 &9 4761 4455 3933

4 &5 4225 3705 -

5 57 3249 - -

Total (%) 299 15459 15602 11113

Tabla I. Datos del conteo del n® neuronal.

Gundersen ¥ Jensen, 1987 Cruz-Oriwve, 1999
CE- 0.0037 0.00348
CE 0.0616 0.053949

Tabla IT. Fesultados de la comparacion de las formalas 2 v 3.

Se puede apreciar como la férmula de Cruz-Orive nos da valores de CE total mas bajo
(mayor precision) frente a la férmula de Gundersen y Jensen.
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1. Por un lado comprobamos como se produce una mejora en la precision de las
estimaciones aplicando la nueva férmula de Cruz-Orive (1999) frente a la férmula de
Gundersen y Jensen (1987).

Animal CE CE
[Gundersen v Jensen, 1287) (Cxruz—-Oriwve, 1999)
1 0o_0&l 0.05e
Z o_ogo o.0zo
3 0.073 o.0g83
4 o.0&7 0.08&
L 0.0gs 0.0&l
3 0.074 o.o&7v
7 o.ogo0 0.0&9
Mean CE 0075 0.054

Tabla 1: Comparacidn de los CE(n* neuronal) grupo Machos Castrados.

Animal CE ;E
[ Gundersen v Jensen, 1987) (Cruz-Oriwve, 1993)
1 0.187 0.093
E 0.17& 0.093
3 0o.111 0.093
4 0.174 0. 050
E 0.137 0.o087
& 0.E358 0,104
7 0.133 0.091
Mean CE 0.155 0. 053

Tabla 2: Comparacidn de los CE(n® neuronal) grupo Hembras Androgenizadas.
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Animal CE CE
[ Gunderszen v Jensen, 1987) (Cruz—0Oriwe, 19393)

1 0.1&9 0.0%5
E 0.11z 0.10%
3 0.z0es 0.11%
4 0,154 0,035
3 0.1=20 0.112
& 0.1&3 o.037
7 o.117 0.038
2 0.1345 0.105

Mean CE 0._147 0.104

Tabla 3: Comparacidn de los CEi{n* neuronal) grupo Machos Intactos.

Ariimal CE CE
(Gundersen ¥ Jensen, 1387 (Cruz-0riwve, 1999)

1 0.117 0.1z%
E 0.11% 0.114
3 0.121 o.ogs
4 0.11& 0.100
L 0.148 0.107
& 0.171 0.10%
7 0.183 0.101
g 0.117 0.0s5
] 0.121 o.0ss
10 0.151 0.100
11 0.15& 0.0z

Mean CE 0.138 0.103

Tabla 4: Comparacidn de los CE{n®* neuronal) grupo Hembras Intactas.

Obviamente, se recomendaria el uso de la nueva formula de Cruz-Orive ya que nos
ofrece una mejora en la precision de las estimaciones de los Coeficientes de Error.

2. Por otro lado, presentamos los resultados de la aplicacion de la férmula de
Cruz-Orive (1999) en dos grupos de ratas (hembras intactas y machos castrados). En las tablas
5y 6 se puede observar como se desglosa las fuentes de error mencionadas como son el nugget
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y el error debido a las secciones. La suma de estas dos fuentes de error es lo que daria lugar
al CE total que se expresa al cuadrado.

Animal Mugget Secciones CE=
1 0_0163% (37%) 0.000482 (3%) 0_016&87
z O.01Z65 (96%) 0.000472 (4%) 0.01z21&
3 0.00747 (92%) 0.000648 (8%) 0.00808
4 000952 (94%) 0_000559 (6%) o.0loog
£ 0.0105E (91%) 0.000374 (9%) 0.01150
& 0.01075 (83%%) 0.001338 (l11l%) O0.0lz09
7 0.00247 (23%) 0.001692 (17%) 0.0l0l&
g 000354 (93%) 0.000520 (7%) 0.0031Z
] 000317 (93%) 0.0008Z2 (7%) 0.00373
10 0.00284 (87%) 0.0011%& (13%) 0.01l004
11 0.0075L {27%) 0.001070 (l3%) 0.002E:2

Tabla 5: Resultados de la aplicacidn de la férmula de Cruz—Oriwve (1999) para la estimacidn de
los Coeficientes de Error en el grupo de ratas hembras intactas.

Animal Nugget fecciones CE=
1 000802 (21%) 0.000530 (59%) 0.00&gc0
z 0.00524 (2e%) 0.000246 (l4%) 0.00873
e 0.00540 (23%) 0.000700 (1ll%) 0O.00&gl0
4 0.00E5253 (28%) 0.00083z (l&%) 0.00E5E32
& 0.00e08 (22%)  0.0002322 (1&%) 0.00&830
& 000877 (24%) 0.000518 (&%) 0.003z5
7 0.005&4 (25%)  0.001020 (1lE%) 0O.008E2

Tabhla 6: Beszultados de la apl:i_cac:i_én de la fdrwula de Cruz—-Oriwe (1999) para la estimacidn de
los Coeficientes de Error en el grupo de ratas macho castradas.

Como podemos observar la mayor contribucién al CE total procede de las variaciones
debidas al conteo dentro de una misma seccion coincidiendo con los comentarios de Cruz
Orive, 1999. En la mayoria de los casos estudiados se ha confirmado que en el coeficiente de
error total (CE), la mayor contribucién es debida al error local, el que corresponde a las
estimaciones realizadas sobre la seccin, en el conteo de puntos; mientras que la contribucion

de las variaciones entre las secciones de un mismo sujeto es practicamente insignificante.

Por lo tanto podriamos decir que para una mejora en la precision de nuestras
estimaciones podriamos incrementar el nimero de particulas cuantificadas sin tener que
incrementar el nimero de secciones puesto que al aumentar el nimero de puntos o particulas
contadas siguiendo la formula de Cruz-Orive (1999), el efecto nugget o error local disminuiria
dando lugar a un CE total mas bajo.
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3. Finalmente, hemos calculado la precisién de la estereologia siguiendo la férmula
anteriormente mencionada. Con esta formula vemos la relacién entre la fuente de variacion
intrasujeto (CE) y la fuente de variacion intersujeto (CV). Del resultado de esta razén depende
que se considere que la estereologia se haya aplicado de forma eficaz puesto que su
contribucidn de error sea menor que la propia varianza biologica expresada como CV2. Se ha
establecido que una razén con un resultado en torno al 25% indicaria que la estereologia ha
sido aplicada con éxito (West et al., 1991; West, 1993).

—_ - —_—
GRUTPD CE v CE fove
HEMERLS TINTACTAS o.1o7 0_.445 O.z404 (zZ4%)
MACHOS CASTRADOS 0.0zs9 o_109 0.2660 (E26%)

Tahla 7: Caleculo de la precisidn de la estereclogia ek el grupo de ratas hewmbra intactas ¥
ratas macho intactos.

A la vista de estos resultados parece que la estereologia es un conjunto de técnicas en
continua evolucion, muy Ttiles para las investigaciones en el marco de la Psicobiologia o las
Neurociencias cuando necesitemos hacer estimaciones numéricas, que puedan ayudarnos a
entender y explicar el funcionamiento del sistema nervioso en relacion con el comportamiento.
Son técnicas relativamente sencillas en su aplicacion con las que se consigue alta precision en
la medida al menor coste de tiempo posible. Y nos ayudan a que los datos sobre los que se
apoyan nuestras conclusiones sean firmes o fiables ya que podemos calcular hasta que niveles
de error estamos introduciendo en las medidas finales.
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