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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).  
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1. Introdución.

En las últimas décadas hemos vivido el enorme desarrollo que han sufrido las
investigaciones enmarcadas dentro de las Neurociencias. Debido a que la década de los años
90 ha sido definida como la década del cerebro, toda investigación desarrollada en torno al
cerebro y sistema nervioso ha sido analizada y valorada muy positivamente. Dentro de este
marco, la estereología ha ofertado una serie de métodos de cuantificación muy útiles a la vez
que eficaces. La estereología ha aparecido como un conjunto de técnicas que permiten la
estimación de parámetros como la densidad de células nerviosas, el volumen total de un área
o núcleo 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 estereología ofrece una serie de ventajas importantes para los estudios enmarcados
dentro del campo científico, entre ellas destacan por ejemplo la reducción en el número de
sujetos que forman parte de la muestra sobre los que se harán 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 mayoría de los casos se obtendrán unas estimaciones
fiables (West y Gundersen, 1990; West, 1993). Además no es necesario una cuantificación de
todo el núcleo cerebral estudiado, sino que las estimaciones del parámetro de interés se
realizarán sobre una muestra de secciones del total de cortes extraídos donde se incluye el
núcleo (Sterio, 1984; Royet, 1991). Todo ello repercute en una disminución de tiempo
empleado para estas cuantificaciones, pero sin perder precisión en las estimaciones realizadas.
Por ello estos métodos son definidos como eficaces económicamente (Schmitz, 1998; West,
1999)

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

Eficacia económica (economic efficency): cuando obtenemos una mayor precisión con
el menor coste de tiempo. (Supone un conteo de menor de nº de secciones, partículas
..., pero con la mayor precisión).

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

Insesgado (accuracy, unbiased): Una estimación será insesgada si el promedio de
diferentes medidas da lugar al valor real. Para garantizar una estimación insesgada nos
basamos en el uso de la aleatorización en la asignación de los animales a los grupos y
en la elección de las secciones a cuantificar. Por otro lado, utilizamos un muestreo
sistemático y aplicamos el disector para que todas las partículas contenidas en los
campos impuestos por el muestreo, tengan igual probabilidad de ser cuantificadas. 

Por lo tanto, la precisión 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 e insesgadas (West, 1999).

Las estimaciones de los parámetros numéricos que estamos investigando mediante el uso de
esquemas de muestreo estereológicos (ej., el fraccionador óptico) deberían ser acompañados
de una estimación de la precisión de tal estimación numérica. Es decir, se debe explicitar la
contribución de las distintas fuentes de variación: intersujeto (varianza biológica, estimada a
través del Coeficiente de Variación -CV-) e intrasujeto. Esta última se compone de dos
factores: el error local (nugget error) y el error debido a las secciones. La estereología nos
ofrece las herramientas necesarias para calcular su propia eficacia o precisión; por ello en la
mayoría de los estudios realizados sobre cualquier núcleo cerebral empleando las técnicas
estereológicas se exige un conocimiento y cálculo de las principales fuentes de variación que
están presentes en las estimaciones realizadas. Además de requerir su cálculo, también se exige
que se compruebe la precisión de las estimaciones estereológicas, determinando cuál es su peso
o influencia sobre las cuantificaciones realizadas: 

Como cabe suponer si la variación mayor de los datos obtenidos es debido a la
cuantificación estereológica (valores superiores a 0,25 en la expresión), esos datos deberán ser
revisados puesto que la mayor fuente de variación en este tipo de estudios siempre debería ser
debida a la variabilidad intersujetos.

Pero la estereología asegura la fiabilidad de sus estimaciones siempre y cuando se
tengan en cuenta ciertos requisitos como son la aleatorización y el muestreo sistemático de las
secciones. Quizás sea éste el factor más destacado en este tipo técnicas puesto que se logra que
la elección de las regiones para la cuantificación no dependa del investigador (Royet, 1991).
Clásicamente, las investigaciones sobre tejido nervioso consistían en la cuantificación de los
parámetros ya anteriormente mencionados, pero eran inevitablemente elegidas aquellas
secciones donde se visualizaban perfectamente las células nerviosas, orgánulos, etc., de interés.
Eran elegidos aquellos componentes de mayor tamaño, o bien aquellas regiones donde se
evidenciaban una mayor densidad, etc. Todo ello sesgaba claramente las estimaciones, lo cual
con estos métodos estereológicos es evitado puesto que el investigador no elige los campos para
su cuantificación 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 óptico (West et al., 1991; Begega et al.,
1998) hemos calculado la contribución de dicho método estereológico a las estimaciones
realizadas, es decir, CV y CE (error debido a las secciones y error local). Frente a las fórmulas
ya usadas para la estimación de los coeficientes de error de las estimaciones estereológicas
dadas en los últimos años, como, la fórmula propuesta por Gundersen y Jensen (1987),
aplicada por West y Gundersen (1990) recogidas por Schmitz (1998), se ha propuesto el

CE
CV

2

2



28

cálculo de la variación debida al conteo de las partículas dentro de una misma sección,
considerando que esta fuente podría ser la que tienen una mayor influencia dentro del CE total.
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siendo Pi = puntos contados - neuronas-.

Cruz-Orive (1999) ha señalado la importancia de dos factores dentro de la fuente de variación
intrasujeto: por un lado el factor de variación dada entre secciones de un mismo sujeto y por
otro lado, la variación dada en la misma sección debido a su cuantificación. Este factor se
encuentra definido como "nugget error" y debemos recordar que este podría darse cuando nos
encontramos estimando el área contada en una sección o bien el número de partículas contadas
en un campo determinado sobre una sección. Se propondrá una nueva formula para la
predicción de la variación intrasujeto en la que se englobarían las variaciones dadas entre las
secciones de un núcleo determinado en un sujeto específico, además de determinar la variación
dentro de una misma sección (Cruz-Orive, 1999).
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Esta fórmula supone una mejora en la precisión de la estimación de los Coeficientes de
Error. Frente a la fórmula de Gundersen y Jensen (1987) que no tiene en cuenta el error local
o "nugget" además, nos permite ver desglosado la contribución al CE total del error local por
un lado y del error debido a las secciones por otro.

3.- Un ejemplo de aplicación.

A continuación se presenta un ejemplo con datos reales de una rata macho castrada,
para la aplicación de la nueva fórmula de Cruz-Orive (1999) en comparación con la fórmula
primera de Gundersen y Jensen (1987).

Los datos han sido extraídos de la cuantificación de nº neuronal del Bulbo Olfatorio
Accesorio de rata. Se ha utilizado el fraccionador óptico como esquema de muestreo (Begega
et al., 1998) donde el núcleo ha sido cortado según secciones de Cavalieri (Korbo et al., 1990)
de las que se cuantifican 5 para estimación de nº neuronal.

Se puede apreciar como la fórmula de Cruz-Orive nos da valores de CE total más bajo
(mayor precisión) frente a la fórmula de Gundersen y Jensen.
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4.- Resultados y discusión.

1. Por un lado comprobamos como se produce una mejora en la precisión de las
estimaciones aplicando la nueva fórmula de Cruz-Orive (1999) frente a la fórmula de
Gundersen y Jensen (1987). 
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Obviamente, se recomendaría el uso de la nueva fórmula de Cruz-Orive ya que nos
ofrece una mejora en la precisión de las estimaciones de los Coeficientes de Error.

2. Por otro lado, presentamos los resultados de la aplicación de la fórmula de
Cruz-Orive (1999) en dos grupos de ratas (hembras intactas y machos castrados). En las tablas
5 y 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 daría lugar
al CE total que se expresa al cuadrado. 

Como podemos observar la mayor contribución al CE total procede de las variaciones
debidas al conteo dentro de una misma sección coincidiendo con los comentarios de Cruz
Orive, 1999. En la mayoría de los casos estudiados se ha confirmado que en el coeficiente de
error total (CE), la mayor contribución es debida al error local, el que corresponde a las
estimaciones realizadas sobre la sección, en el conteo de puntos; mientras que la contribución
de las variaciones entre las secciones de un mismo sujeto es prácticamente insignificante.

Por lo tanto podríamos decir que para una mejora en la precisión de nuestras
estimaciones podríamos incrementar el número de partículas cuantificadas sin tener que
incrementar el número de secciones puesto que al aumentar el número de puntos o partículas
contadas siguiendo la fórmula de Cruz-Orive (1999), el efecto nugget o error local disminuiría
dando lugar a un CE total más bajo.
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3. Finalmente, hemos calculado la precisión de la estereología siguiendo la fórmula
anteriormente mencionada. Con esta fórmula vemos la relación entre la fuente de variación
intrasujeto (CE) y la fuente de variación intersujeto (CV). Del resultado de esta razón depende
que se considere que la estereología se haya aplicado de forma eficaz puesto que su
contribución de error sea menor que la propia varianza biológica expresada como CV2. Se ha
establecido que una razón con un resultado en torno al 25% indicaría que la estereología ha
sido aplicada con éxito (West et al., 1991; West, 1993). 

A la vista de estos resultados parece que la estereología es un conjunto de técnicas en
continua evolución, muy útiles para las investigaciones en el marco de la Psicobiología o las
Neurociencias cuando necesitemos hacer estimaciones numéricas, que puedan ayudarnos a
entender y explicar el funcionamiento del sistema nervioso en relación con el comportamiento.
Son técnicas relativamente sencillas en su aplicación con las que se consigue alta precisión 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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