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RESUMEN

Elobjeto de este trabajo ha-sido
desarrollar un método que permite-
determinar, en poblaciones
celulares, el nimero de elementos
que ha de poseer una muesira
de tejido para que los resultados
obtenidos a partir de ella sean
representativos de toda la poblacién.
Esto se consigue mediante la
aplicacién de una férmula
estadistica, previa realizacién de un
muestreo inicial.

Introduccion

La ciencia de la Estereologia ha
resuelto numerosos problemas en la
investigacién del Sistemma Nervioso.
Los diversos aspectos que pueden
ser estudiados mediante procedi-
mientos estereolégicos han sido
ampliamente revisados por diferen-
tes autores %678 121314

La mayor parte de las investiga-
ciones estereoldgicas realizadas en
poblaciones neuronales se llevan a
cabo sobre muestras méas o menos
reducidas de células nerviosas. Un
aspecto importante, cuando se ana-
liza solamente una pequeiia propor-
cion de la poblacién, se refiere al
numero de elementos celulares, que
deben poseer las citadas muestras,
para que los resultados sean esta-
disticamente representativos de
toda la poblacion 5. Por ello, en el
presente trabajo describimos un mé-
todo que garantiza la eleccién de
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muestras representativas de toda la
zona estudiada, en los estudios este-
reolégicos sobre regiones del Siste-
ma Nervioso.

Una de las regiones del Sistema
Nervioso Central que ofrece mayor
complejidad para los estudios este-
reolégicos es la corteza cerebral,
tanto por su extensién y heteroge-
neidad como por la irregularidad de
su distribucién. Efectivamente, en
la corteza cerebral se pueden distin-
guir numerosas dreas con diferente
citoarquitectonia, a la vez que existe
una laminacién horizontal en capas,
cada una de las cuales presenta
unos caracteres neuronales especifi-
cos. Por esta razon, es conveniente
referir las determinaciones estereo-
légicas a capas y areas corticales
concretas. Asi, en este trabajo, el
método para la eleccibn de mues-
tras representativas de una pobla-
cion neuronal ha sido desarrollado
tomando como ejemplo la capa V
del area estriada del gato, en la que
se han llevado a cabo recuentos
neuronales significativos para llegar
a determinar el valor de la densidad
neuronal en la citada capa.

Material y métodos

Las medidas efectuadas para el
desarrollo del método que vamos a
describir se llevaron a cabo sobre
cortes histolégicos de cerebro de
gato. Después de la perfusiéon, el
cerebro se fij6 en solucién de Car-
noy, durante 10 dias, y se incluy6
en parafina, obteniéndose a conti-
nuacioén cortes frontales seriados de
15 u de grosor, correspondientes a
la regién visual del cerebro, los cua-
les fueron tefiidos mediante la técni-
ca de Nissl.

En los cortes asi obtenidos se ha
determinado, mediante procedi-

mientos estereolégicos de proyec-
ciéon y planimetria, el volumen total
(V) ocupado por la capa ganglionar
del area estriada. Una vez efectua-
da esta determinacién, para poder
calcular la densidad neuronal me-
dia en la citada capa, se hace pre-
ciso realizar recuentos neuronales.
Con este objeto se utilizaron aumen-
tos de 200x y se tomd el nucléolo
como unidad de recuento.

1. Campos de recuento y
distribucion en columnas

Por medio de una reticula ocular,
se han delimitado campos rectangu-
lares de 120 4 x 30 u en la imagen
microscopica. Tales campos han
constituido las unidades sobre las
que se llevaron a efecto los recuen-
tos. Como es logico, los campos de
recuento son unidades de volumen,
puesto que a las dos dimensiones
especificadas hay que aiadir una
tercera, que viene determinada por
el grosor del corte. En consecuencia,
los recuentos se han efectuado so-
bre campos geométricos de 120 u x
x 30 u x 15 u, cuyo volumen es, por
lo tanto, de 54000u 3.

Siguiendo el método descrito por
Haug y cols.?, los campos geomé-
tricos, sobre los que se contabili-
zan neuronas, se ordenaron en se-
ries perpendiculares a la superfi-
cie de la capa analizada, formando
asi columnas que se extienden des-
de el limite superior hasta el limite
inferior de la capa (fig. 1). El nime-
ro de campos de recuento existente
en una columna depende de la altu-
ra de la capa cortical en el nivel
correspondiente. La eleccién de co-
lumnas para efectuar recuentos se
hizo al azar en los diversos cortes
histologicos examinados.
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Fig. 1.—A. Representacién tridimensional de un corte histolégico de cerebro de gato, en el que se
seriala la zona correspondiente al drea estribada, indicdndose mediante el punteado la capa V.
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B. Esquema correspondiente al pequernio recuadro indicado en A, en el que se ha representado

una columna constituida por cinco campos de recuento, en cada uno de los cuales queda conte-

nido un cierto numero de neuronas.

2. Consideraciéon de la zona
nerviosa como una poblacién
de campos de recuento

Para llevar a cabo un adecuado
tratamiento estadistico de la zona
nerviosa estudiada, concretamente
la capa V del 4rea estriada, y poder
establecer la densidad neuronal
existente en ella, hemos supuesto a
esa capa constituida por campos
geométricos, como los establecidos

para realizar los recuentos, cada.

uno de los cuales contendra un cier-
to ntmero de neuronas. La finali-
dad pretendida consiste entonces en
determinar el numero medio de
neuronas por campo de recuento,
para lo que es imprescindible reali-
zar un muestreo en la zona objeto de
estudio. Previamente se ha de cono-
cer el nimero total (N) de campos
geomeétricos albergados en ella. Su
célculo se limita a relacionar el
volumen total (V), obtenido con
anterioridad, y el volumen que
ocupa cada campo geométrico
(54000 u?).

3. Determinacion del tamafio
de la muestra

Ahora se nos plantea el problema
de conocer sobre qué cantidad (n) de
campos hemos de efectuar recuen-
tos para que la muestra tomada
resulte representativa del nimero
total (N) de la poblacion. Para solu-
cionar esta dificultad hemos intro-
ducido el método estadistico para la
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determinacién del tamafio de una
muestra, descrito en los tratados de
Azorin-Poch ! y Cochran ?, adaptéan-
dolo al caso concreto de poblaciones
neuronales. Segin este método, el
nimero (n) de campos geométricos
sobre los que hay que efectuar
recuentos, para que la densidad
neuronal obtenida a partir de ellos
sea representativa de toda la pobla-
cion, viene dado por la expresion:

L. Nks
T Ne?+k?$?

En ella, “N"’ es el nlimero total de
campos determinados con anteriori-
dad y “k' es una constante que
representa la desviacién correspon-
diente a un determinado nivel de
confianza. Cuando la poblacién
sigue una distribucién normal, esta
constante toma el valor de la t de
Student para el nivel de confianza
con que se trabaje. Si no es este el
caso, para calcular el valor de "'k”
es necesario tener en cuenta la desi-
gualdad de Chebyshev. “S?’ es la
cuasi-varianza de la poblacién y
“e" representa el error maximo que
queramos admitir para el nimero
medio de neuronas por campo de
recuento.

De los datos que intervienen en la
férmula antedicha, 'S?’’ no es cono-
cido, puesto que se trata de un valor
que debe ser obtenido mediante el
muestreo. Por otra parte, el error
maximo admisible, “‘e’’, se establece
a voluntad del investigador; pero
para concederle un valor adecuado

es preciso conocer de forma previa
el numero medio aproximado de
neuronas por campo. Esto se consi-
gue mediante la realizacion de
recuentos sobre un pequeiio ntmero
de campos (n,), que constituyen una
muestra inicial o piloto. Asf se llega
a determinar, en la citada muestra
piloto, el nimero medio de neuronas
por campo (m,) y la cuasi-varianza
(0,?). Esta ultima es tomada como
una aproximaciéon de la cuasiva-
rianza de toda la poblacién (S2).
Ademads, tomando como referencia
el valor “m,"’, se establece el error
maéximo con el que deseemos traba-
jar. En estas condiciones, ya se pue-
de utilizar la formula anteriormente
expuesta, determinando asi el ni-
mero de campos de recuento que
debe poseer la muestra elegida, pa-
ra que los resultados obtenidos en
ella sean representativos de toda la
poblacién. Légicamente, ‘‘'n’’ ha de
ser un numerc natural y, por tante,
habra de tomarse el valor entero
mas aproximado al obtenido.

4, Recuentos en la muestra final
y determinacion de la
densidad neuronal
Ahora, se escogen al azar ‘m’’

campos geométricos, distribuidos en

columnas, que vienen a constituir la
muestra final o real sobre la que se
llevan a cabo recuentos, de los que
obtenemos finalmente el numero
medio de neuronas existente en
cada campo (m) y su cuasi-varianza

(o). El valor “m’’ es tomado enton-

ces como namero medio de neuro-

nas por campo de toda la poblacién,
mientras que a partir de o? se cal-
cula el error estandar o de muestreo

(Sm) del citado nimero.

Para corregir los errores por
exceso, introducidos en el recuento
como consecuencia del secciona-
miento de algunos nucléolos, se ha
utilizado el método de Gonzdlez-
Pareja y cols. ®, para lo cual se
determind el didmetro nucleolar
medio a partir de medidas efectua-
das en los nucléolos contabilizados.
Asi, se obtiene finalmente el valor
corregido de densidad neuronal
(DN), expresada en neuronas/campo
de recuento, que facilmente se
transforma en el modo de expresién

mas corriente de neuronas/10 & u 3.

Resultados y comentario

El método descrito en el anterior
apartado ha sido aplicado, como ya
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Tabla I. RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS MUESTRAS PILOTO Y FINAL, Y DENSIDAD
NEURONAL CALCULADA A PARTIR DE ELLOS

se indic6, en la poblacién constitui-
da por la capa V del area estriada
del gato. Los resultados obtenidos
quedan resumidos en la tabla I. En
ella se indica el volumen total (V)
que ocupa la mencionada capa. En
ese volumen estarian contenidos un
total de 470944 campos de recuen-
to; éste es, por tanto, el tamario (N)
de la poblacién.

De los recuentos neuronales efec-
tuados sobre una muestra piloto de
200 campos geométricos, que conte-
nian un total de 764 neuronas, se
han obtenido los resultados que se
reflejan en el histograma de la figu-
ra 2, pudiéndose apreciar que la dis-
tribucién es normal. A partir de
estos recuentos se ha determinado
el niimero medio de neuronas (m )
existente en cada uno de los 200
campos analizados y su cuasi-
varianza (o p 2). Se considerd como
error maximo admisible (e) un nua-
mero de 0,05 neuronas/campo, que
viene a representar poco mas del
1% de m,. Teniendo en cuenta
todos estos valores y aplicando la
férmula para determinar el tamafio
de la muestra, hemos encontrado
que para que ésta sea representati-
va de toda la capa V del area estria-
da, ha de contener al menos 3564
campos de recuento. En este calculo
hemos tomado k = 1,96, puesto que
se ha considerado un nivel de con-
fianza del 95 % y, siendo la distribu-
cién normal, como se aprecia en la
figura 2, se utiliza como valor de k,
el de la t de Student.
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Asi pues, se efectuaron recuentos
neuronales sobre una muestra final
de 3.564 campos, que quedan resu-
midos en el histograma de la figura
3, lo que ha supuesto contabilizar
13.655 neuronas. La media (m),
obtenida de estos recuentos, es
3,831 neuronas/campo, con un
error standard de 0,027, como se

Namero
campos

50 =

40 |- -

30 p=

10 =

indica en la tabla I. En ella se reco-
ge también el didmetro medio de los
nucléolos contabilizados (D ,, ), que
hemos utilizado para efectuar la
oportuna correccion de ‘‘m’’, si-
guiendo el método de Gonzalez-
Pareja y cols. 5. Se obtiene asi, por
altimo, el valor medio de densidad
neuronal (DN) de la capa V, que
expresamos finalmente en neuro-
nas/10 ® u . Esta densidad neuronal
media es representativa de toda la

‘poblacién objeto de estudio, ya que,

como hemos explicado, la muestra
sobre la que se efectuaron los
recuentos también lo era.

Entre los aspectos técnicos segui-
dos para el recuento en el presente
trabajo, merece comentarse la dis-
tribucién de los campos de recuento
en columnas. Esta ordenacidn,
basada en el método descrito por
Haug y cols. ® para determinar la
densidad neuronal en corteza cere-
bral, permite asegurar que el
recuento se realiza uniformemente
en todos los niveles de profundidad
de la capa, lo que impide escoger
mayor numero de campos en un
nivel que en otro. Asi se evitan erro-
res que podrian cometerse si hubie-
se diferencias de densidad en distin-
tas profundidades de la capa corti-
cal.

Pero el objeto fundamental del

presente trabajo ha sido establecer
un sistema de investigacién que per-

MUESTRA PILOTO

m, = 3,820 neur./campo
0,2 = 2,337

0 12 3 4 5 6 7 8 9

Neur./campo

Fig. 2.—Histograma en el que se resumen los resultados obtenidos de los recuentos efectuados en
la muestra piloto. Como se ve, la distribucién es normal.
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Fig. 3.—Histograma correspondiente a los recuentos llevados a cabo en los campos geométricos
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que constituyen la muestra final. Igual que en la muestra piloto, la distribucién resulta normal.

mita asegurar que los resultados
obtenidos a partir de medidas efec-
tuadas sobre muestras de una zo-
na nerviosa, son estadisticamente
representativos de toda la zona.
Autores como Ebbesson y Tang 3,
Konigsmark y cols. !°, Mayhew y
Williams y Mayhew y Momoh !! se
han preocupado por los procedi-
mientos de muestreo en poblacio-
nes celulares, determinando que
unos procedimientos resultan mas
exactos que otros, pero sin esta-
blecer un sistema que asegure la
eleccion de muestras estadistica-
mente significativas del material
biolégico objeto de investigacion. La
aplicacién del método estadistico
para la determinacién del tamafio
de una muestra !2 nos permite
poseer esa seguridad.

En la férmula que determina el
tamano de la muestra (n), cuanto
mayor sea el nimero total de cam-
pos (N) de la poblacién, mayor ha de
ser ‘m”’. Esto es légico, puesto que la
muestra que se elija ha de estar en
relacién con el tamarfio de la pobla-
ciébn. En la tabla IT se muestra el
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valor que irfa tomando 'n"' en
poblaciones que, manteniendo cons-
tantes la varianza (S 2) obtenida en
este trabajo y el error maximo (e)
que hemos admitido, fueran dispo-
niendo de un tamarfio (N) creciente.
Se aprecia que, conforme aumenta
"N, se hace mayor ''n’’; pero este
aumento es mucho mas llamativo
cuando pasamos de N = 1.000 a

N = 10.000, que cuando la pobla-
cién es suficientemente grande. Asi,
entre el caso de N = 470.944 (tama-
fio de la capa analizada en este tra-
bajo) v el de N = 1.000.000, sélo
hay una diferencia, para los valores
de “n"”" de 14 campos; es decir, en
una poblacién que seria més del
doble de la examinada en nuestro
estudio, el tamafio de la muestra
casi no sufriria variacién. Esto nos
viene a indicar que, en poblaciones
suficientemente grandes, aunque
aumente mucho su tamariio, la
muestra representativa de toda la
poblacién es casi la misma.

Por lo que se refiere a la cuasi-
varianza (S ?), la tabla IT nos mues-
tra varios casos de valores diferen-
tes, manteniéndose constantes “N"
vy “‘e"’. Se aprecia que cuanto mayor
es este parametro, mayor resulta el
tamano de la muestra que se ha de

alegir. Elln 2¢ l4aicn muestn aue la
eiegir, niul €6 10gICo, puesis que ia

varianza constituye un indice de la
homogeneidad o heterogeneidad de
la media. Por lo tanto, en poblacio-
nes con mayor varianza, es decir
mas heterogéneas, la muestra habra
de ser mas grande para que resulte
representativa del total.

En cuanto al error maximo (e), se
trata de una variable que se estable-
ce a voluntad del investigador. Logi-
camente, como se aprecia en la
tabla II, cuanto menor sea el error
que admitamos, mayor habra de ser
el tamafio de la muestra elegida.
Pero este factor, por encontrarse
unicamente en el denominador de la
férmula que calcula ‘'n’’, influye en
un grado considerable sobre el valor
del tamarfio de la muestra. Asf, pode-
mos comprobar que al pasar de
e=0,1ae=0,01, es decir al dismi-
nuir el error a una décima parte, el
valor de ‘“n” aumenta casi 100
veces (de 896 a 75.404). Por ello,
aunque es deseable que el error sea

Tabla I1. VALORES QUE ADQUIERE "“N’* CUANDO SE HACEN VARIABLES "N, “§?" Y "¢,
RESPECTIVAMENTE




lo méas pequefio posible, hay que
conjugar el grado de exactitud con
una relativa facilidad en la ejecu-
cién de los recuentos, puesto que, si
la muestra es muy grande, éstos se
hacen laboriosos en exceso, dificul-
tando notablemente la investiga-
ciom.

En nuestro estudio hemos traba-
jado con un error absoluto. Pero,
conociendo el valor aproximado de
la media poblacional obtenido en la
muestra piloto, podemos utilizar
también errores relativos, mediante
la férmula:

_ Nk2s?
" Ne’m?+k2S?

n

enla que “e "' es el error relativo y
“m” la media aproximada de la
poblacién.

En el presente trabajo, hemos

pero tal coincidencia seria de puro
azar y, al hacer célculos con tales
valores, nunca estaremos Sseguros
de que los mismos sean validos.
Veamos lo que ocurrirfa si, en vez
de la muestra piloto escogida al
azar, tomamos otras (A y B), tam-
bién insuficientes. Los resultados
son expuestos en la figura 4. Aqui
puede verse que las medias han
cambiado considerablemente res-
pecto de la encontrada en la mues-

encontramos que el nimero total de
neuronas obtenido a partir de ésta,
nos da una poblacién de 1.804.186,
mientras que con las muestras A y
B, el total obtenido es de 1.587.081

.y 1.996.802, respectivamente. Las

diferencias encontradas entre el
célculo correcto y los otros dos
alcanzan valores del 12 % y 10,6 %,
lo cual nos hace comprender clara-
mente la conveniencia y necesidad
de hacer los estudios a partir de

aplicado el método descrito para
obtener el valor medio de densidad
neuronal representativo de una
zona nerviosa. Pero también se pue-
de utilizar para determinar otros
parametros de una poblacién neuro-
nal, como, por ejemplo, el didAmetro
medio de los somas neuronales. En
este caso no habria que tomar como
unidad constitutiva de la poblacién
el campo de recuento, sino la neuro-
na, aunque, como es légico, previa-
mente habria que conocer el ntime-
ro total de éstas. Por lo tanto, el mé-
todo descrito es util para la determi-
nacién del tamafio de la muestra
que resulta representativa de toda
una poblacién celular, en orden a
calcular diferentes parametros del
tejido.

Hasta aqui hemos descrito el
modo de proceder vy la necesidad de
buscar, para los estudios a realizar,
muestras que sean representativas
de la poblacion con la que se traba-
ja. Si se comparan los resultados
obtenidos para la media, a partir de
la muestra piloto y a partir de los
3.564 campos que nos ha dado la
aplicacién de la férmula, se puede
comprobar que son muy similares,
lo cual nos lleva directamente a la
pregunta: ;cual es la utilidad o
necesidad de ampliar llamativa-
mente los recuentos, si al final los
valores van a ser practicamente los
mismos? Aqui puede estar, precisa-
mente, el punto de partida de erro-
res que pueden cometerse al verifi-
car recuentos. Efectivamente, pue-
de acontecer, como en el ejemplo de
la muestra piloto utilizada en nues-
tro trabajo, que la muestra escogi-
da, por una casualidad, ofrezca
unos valores que sean sensiblemen-
te iguales a los de la poblacién total;
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tra final y, como consecuencia, muestras representativas, pues los
Namero MUESTRA “A”
campos
30 =
25 ko ]
20 f=
. = 3,370 neur./campo
U‘az = 2,275
15 |- - Spma = 0,151
t, = 3,00
10 k= ty = 3,81
8 f==
60 1 2 3 4 5 6 7 Neur./campo
30 b= MUESTRA "B
25 fam [-_-
m, = 4,240 neur./campo
20 f= 0,2 = 2,951
- Spmp = 0,171
— ty = 2,38
15 |- of '
10 p=
g L.
0 1 2 3 4 5 6 7 8 Neur./campo

Fig. 4.—Resultados obtenidos en los recuentos efectuados sobre dos pequerias muestras al azar,
de 100 campos geométricos cada una de ellas; quedan sefialadas las respectivas medias (m,,
my), cuasivarianzas (0a ?, Ob ?) y errores standard (Sma, Smp). Igualmente se indican los valores
de t, obtenidos al comparar la media de la poblaciéh (m) con my y my, (L, by, ), asi como al

comparar estas dos medias entre si {tg, ).
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ABOUT THE NECESSITY TO TAKE SIGNIFICANT SAMPLES FOR CELLULAR COUNTING

Summary

The object of this work is to develop a method to determine the number of elements taken as a sample which is representative of a whole
population. This procedure is necessary in order to obtain significative values. On the other hand, if the statistical formula is not employed, con-
siderable errors can be carried out.
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Cuando un individuo cae enfermo de pulmonia, no le hace falta saber cémo se le ha producido, cual ha sido la causa y
qué tratamiento necesita, ya que el médico se ocupa de curarle en poco mas de una semana. Por el contrario, dado que la
diabetes es un desequilibrio crénico, hoy por hoy, y cuyo tratamiento se basa en algo tan cotidiano como el comer,
pasear y tomar diariamente una medicina durante afos, parece muy conveniente que el interesado sepa el por qué y el
para que de estas medidas.

Con este pequefio manual, pretendemos ayudar al diabético a liberarse de una exagerada e inutil dependencia_del
médico, del analista y de la enfermera asi como a conocer mejor su diabetes y por tanto ayudarle en su evolucion.
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