UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
UNIVERSIDADE FEDERAL PEDRO VITOR FREIXIELA ADAMCZYK LabNeC

DE SANTA CATARINA

METODOS ESTEREOLOGICOS E NAO ESTEREOLOGICOS PARA
CONTAGEM DE NEURONIOS IMUNOREATIVOS PARA DOUBLECORTINA
NO HIPOCAMPO DE RATOS ADULTOS: Uma revisao sistematica da literatura.

Florianopolis, Santa Catarina, Brasil

30 de novembro de 2016



PEDRO VITOR FREIXIELA ADAMCZYK

METODOS ESTEREOLOGICOS E NAO ESTEREOLOGICOS PARA
CONTAGEM DE NEURONIOS IMUNOREATIVOS PARA DOUBLECORTINA
NO HIPOCAMPO DE RATOS ADULTOS: Uma revisao sistematica da literatura.

Trabalho de conclusdo do curso de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de
Santa Catarina para obtencdo do titulo de
Bacharel em  Ciéncias  Biologicas.
Orientadora: Profa. Dra. Cilene Lino de
Oliveira.

Florianopolis, Santa Catarina, Brasil

30 de novembro de 2016



Agradecimentos

Primeiramente um especial agradecimento a toda minha familia, em especial a meu Pai
e minha Mae, cuja dedicacdo e exemplo possibilitaram toda minha trajetéria até aqui.
Também a minha irm@ e meu cunhado, sempre presentes em minha vida e me dando

apoio.

Agradeco a toda equipe do Laboratério de Neurobiologia do Comportamento e

colaboradores préximos, em especial a minha orientadora Profa. Cilene.

Meu muito obrigado também a todos os meus colegas de curso e de universidade, mas
de maneira impar meus queridos amigos: Anderson, Artur, Bruno, Caio, Jodo, Leticia,

Leonardo, Otavio e Rafael.
Agradeco também a todos 0s meus amigos Suricatos.
Em especial a meus grandes amigos Cleber, Lucas e Thiago.

E por fim para aquela que divide comigo cada momento de minha existéncia, muito

obrigado Carla.

“A ordem é um caos por decifrar.” — Livro dos Conformes.



Resumo

A neurogénese em mamiferos adultos, desde que foi introduzida, € um campo crescente
da neurobiologia. Esse campo apresenta grande dependéncia de analises quantitativas na
extracdo de resultados e conclusbes, através da contagem de neurdnios. A
Doublecortina (DCX) é uma proteina associada aos microtubulos que tem forte
expressao em precursores neuronais e neurénios imaturos. Essa proteina possui largo
uso na marcacdo de células neonatas, tanto para analise morfoldgica quanto para sua
contagem. Métodos de contagens onde o nimero absoluto de células é quantificado em
uma observacdo bidimensional de particulas tridimensionais tem se mostrado limitados
na confiabilidade das estimativas realizadas. A partir da década de 80 do século XX um
novo método chamado estereologia comecgou a ser mais desenvolvido e introduzido no
meio da quantificacdo histologica. Este novo método foi dito ndo-enviesado pois
eliminava suposicdes sobre tamanho, forma e disposicdo das particulas contadas por
oferecer uma visdo tridimensional das particulas observadas. Subsequentemente foram
desenvolvidos aprimoramentos e técnicas nesse método, como o método design-based
para definicdo de amostragem a priori e do método do fracionador 6ptico, que combina
0 esquema de amostragem fracionador e o dissector dptico para observacdo. No
presente trabalho foi realizado uma revisdo sistematica da quantificacdo de neurénios
imunoistoquimicamente tratados para a marcacdo da DCX, tanto para trabalhos
estereoldgicos quanto nao-estereoldgicos. No intuito de estabelecer uma comparacao e
analisar as vantagens do método estereoldgico, bem como para a extracdo de dados para
o desenvolvimento de protocolo para uma contagem estereolégica. Foram analisados 21
trabalhos extraindo-se todos os dados para presentes sobre o método de amostragem
utilizados nos mesmos. O resultado da analise indica que a quantidade de informacdes
publicadas ndo nos permite comparar 0s erros de contagem entre os métodos
estereoldgicos e ndo estereoldgicos na quantificagdo de DCX no hipocampo de

roedores.



Abstract

Adult neurogenesis in mammals is a growing field on the study of neurobiology.
This field requires quantitative analysis, through the counting of neurons regions of the
brain, for drawing results and conclusions. Doublecortin (DCX) is a microtubule-
associated protein expressed by neuronal precursor cells and immature neurons. DCX
has a broad use as a marker of newborn cells, for the purpose of morphological and
quantitative analysis. Methods counting the absolute number of cells on a bidimensional
basis have limitations such as the low accuracy of the estimates due to methodological
bias. Unbiased methods, such as Stereology, began to be more developed eliminating
the necessity for assumptions of size, shape e position of the quantified particles, for
enabling a tridimensional view of them. Thereafter other developments where
introduced in this method, like the design-based method for the definitions of a priori
sampling schemes, and the optical fractionator method, which combines the fractionator
sampling scheme with the optical dissector for observation. The main aim in this study
is to compare the coefficient of error between stereological and non-streological
methods used in the quantification of DCX immunoreactve cells (DCX-ir) in the
hippocampus of rodents. Additionally, a protocol for unbiased quantification of DCX-ir
should be created. For that, a systematic review about the stereological and non-
stereological methods to the quantification of DCX-ir and a pilot study to unbiased
quantification were performed. Analysis of the systematic review revealed the
incompleteness of the literature making comparisons between methods unrealistic. The
pilot study indicates that more studies are necessary to know the real advantages of the

stereological methods in the counting of DCX-ir.
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1. Introducéo

A neurogénese pode ser definida como o processo de gerar neurdnios funcionais a
partir de precursores. Este fendmeno era tradicionalmente caracterizado por ocorrer
somente durante as fases embrionarias e perinatal nos mamiferos. Porém, estudos
posteriores demonstraram evidéncias para 0 aparecimento e presenca pos-natal de
células granuladas no giro denteado do hipocampo de ratos (ALTMAN e DAS, 1965).
Posteriormente, a integracdo funcional destes novos neur6nios ao sistema nervoso
central foi demonstrada (PATON e NOTTEBOHM, 1984). Além disso, foi observado
que a neurogénese € um processo que ocorre durante toda a vida em quase todos 0s

vertebrados examinados, incluindo humanos (ERIKSSON et al., 1998).

Em condicdes fisiologicas, a neurogénese adulta em mamiferos esta restrita a duas
areas especificas do cérebro, a zona subgranular no giro denteado do hipocampo (ZSG)
e a zona subventricular dos ventriculos laterais (ZSV) (GAGE, 2000; LANDGREN e
CURTIS, 2011). Na ZSG se originam as novas células granulares denteadas enquanto
0S NOVos neurdnios que surgem na ZSV migram pelo eixo rostral até o bulbo olfatério
para tornarem-se interneurénios (GAGE, 2000). A neurogénese € um processo
dindmico, altamente refinado e sujeito a modulacdo por diversos estimulos, fisiologicos,
patoldgicos e farmacoldgicos (GAGE, 2000). Por exemplo, o tratamento crénico com
farmacos antidepressivos aumenta a maturacdo de neurbnios e o aumento da
arborizacdo em sua morfologia (SANTARELLI et al., 2003). Além disso, tem sido
observada uma relagdo entre o aumento da neurogénese hipocampal e o efeito
antidepressivo dos farmacos (SANTARELLI et al., 2003).

Diversos métodos sdo utilizados para a identificacdo das etapas e quantificacdo da
taxa de neurogénese (CANALIA et al.,, 2007; LANDGREN e CURTIS, 2011). Os
neurdnios novos pos-mitdticos em fase diferenciacdo tém forte expressdo de
Doublecortina (DCX), uma proteina associada aos microtubulos que é critica para a sua
migracdo radial (ZHANG et al., 2009). Portanto, a imunoistoquimica para DCX pode
ser util para identificacdo dos neur6nios novos nas regides neurogénicas fornecendo
uma ferramenta Util para se obter dados quantitativos para neurogénese. Esta analise
guantitativa da neurogénese é feita pela contagem de células expressando DCX na
regido (ZHANG et al.,, 2009). A analise quantitativa de celulas € uma poderosa
ferramenta de estudo, ndo apenas no estudo da neurogénese como numa série de

diversas areas da histologia e neuroanatomia (SCHMITZ e HOF, 2005). Apesar da
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utilidade da imunorreatividade de DCX para identificar neurdnios novos néo
encontramos na literatura protocolos detalhados sobre como realizar a sua

quantificagéo.

Um método utilizado para estimativa do ndmero de células € realizado com a
observacdo das imagens de duas dimensfes dos cortes histologicos vistos em
microscopia Otica. Nesta abordagem sdo necessarios pressupostos sobre forma e a
distribuicdo das células pois se configura como uma analise bidimensional de particulas
tridimensionais (WEST, 2002; SCHMITZ e HOF, 2005). Os erros sistematicos
oriundos da aplicacdo dos pressupostos de forma, posigéo e distribuicdo podem tornar
enviesados os resultados de uma contagem (MOUTON, 2002). A estereologia, um
método desenvolvido posteriormente, seria menos enviesado por ter menos
pressupostos a respeito das particulas a serem contadas. Originalmente a palavra
estereologia foi cunhada para designar métodos que possibilitem interpretacfes
tridimensionais baseadas em observacOes feitas em cortes bidimensionais, portanto,
com resultados menos enviesados (SCHMITZ e HOF, 2005).

Baseando-se nos principios de estereologia, Sterio (1984) propds um método de
quantificacdo denominado de método de contagem por disseccdo utilizando sondas (do
inglés probe) para observar o tecido e contar as particulas presentes no mesmo
utilizando uma moldura (do inglés frame, Figura 1) de contagem para inclusdo e
exclusdo de objetos (GUNDERSEN, 1987). O método de contagem por dissec¢édo avalia
pares de seccOes fisicas de amostras histoldgicas sequenciais e separadas por uma
distdncia conhecida, chamadas de dissec¢des (STERIO, 1984). Onde as particulas
apenas sdo contabilizadas sendo observadas na sec¢do primeira, ou de referéncia, e
ausentes na subsequente (Figura 2) (GUNDERSEN, 1987). A analise das disseccOes
prové uma visdo tridimensional das particulas (WEST, 2002), evitando assim, 0 Viés
inerente da contagem de particulas tridimensionais observadas em duas dimensfes
(Figura 2). Este método atingiu aceitacdo, pois ndo necessitava de pressupostos sobre
tamanhos, formas ou orientacdo das particulas diminuindo assim o erro sistematico
(WEST, 2002; SCHMITZ e HOF, 2005). Posteriormente este método sofreu
modificacOes e derivou variadas vertentes, como por exemplo o método Design-based.
Este método utiliza-se de condi¢des de amostragem a priori que eliminam preocupagdes
e correcOes devido a geometria das particulas, sendo mais livre de pressupostos, e
consequentemente menos enviesado (SLOMIANKA e WEST, 2005). Atualmente, a



estereologia Design-based representa uma série de ferramentas, baseadas em um
contexto estatistico e estocastico, de uma amostragem pautada na representatividade do
tecido total (SCHMITZ e HOF, 2005).
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Figura 1. Moldura (Frame) de contagem. Mostrando linha de excluséo (escura) e linha de incluséo (clara). Fonte:
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Figura 2. (A) Os efeitos da geometria das particulas na andlise. (B) Aplicagdo do método do dissector de Sterio, onde a
particula ""Q" é contada apenas quando aparece no corte de referéncia. Fonte: Kaplan et al., 2012.

Outro desenvolvimento que tornou-se padrdo no campo da estereologia € o
dissector éptico (Figura 3). O dissector Optico € uma sonda tridimensional feita em
cortes histologicos espessos, onde o foco de um microscopio é utilizado para deslocar
pelo eixo-Z e assim utilizar o método da disseccdo de Sterio em secgdes Opticas em vez
de seccoes fisicas, ndo sendo necessarios multiplos cortes e pressupostos da distancia
dos mesmos (SCHMITZ e HOF, 2005). Esse método também possibilita a utilizacdo de
uma Zona de guarda (Guard Zone), que consiste em uma regido dentro da profundidade
da amostra que € ignorada na observagdo, evitando artefatos histolégicos devido ao
corte ou encolhimento do tecido (KEUKER, 2001) (Figura 4). No método Design-
based, a combinagdo do dissector 6ptico com um método de amostragem chamado de
esquema fracionador sdo chamados juntos de Fracionador oOptico (CRUZ-ORIVE,



1997). Esse esquema de amostragem fracionador envolve um esquema de amostragem
ao mesmo tempo aleatério e sisteméatico para contagem de uma area de interesse
determinada (CRUZ-ORIVE, 1997). A amostragem € a parte mais importante desse
método, pois ela deve ser representativa de todo o tecido. Uma amostragem sistematica
consiste em utilizar uma periodicidade definida, com um inicio e o tamanho da
periodicidade aleatdrias, onde todas as partes da regido de interesse tenham igual chance
de serem observadas (GUNDERSEN et al., 1999). Neste caso tanto as sec¢des a serem
escolhidas como as regides observadas dentro das laminas seguem este padréo (Figura
4). Na regido de interesse dentro da seccao este efeito é atingido utilizando uma Grade
(Grid) (Figura 4) definida a priori para regular os saltos e os locais observados e dentro
desta Grade a Moldura (Frame) desenvolvido por Gunderesen para a contagem (WEST,
2012) (Figura 4). Assim, este sistema requer uma amostragem menor para atingir uma

estimativa precisa do niamero celular em uma regido de interesse (WEST, 2012).

Figura 4. (A) Exemplo de selegdo das sec¢Bes a serem observadas. (B) Regido de interesse e configuracdo da Grade de
contagem. (C) Configuragéo dos campos de visdo do microscopio dentro da Grade de contagem. (D) Observacéo lateral do
corte indicando: “t” como altura total, “d” como a zona de guarda e “h” como o tamanho da sonda de observacdo. (E) Visiao

da moldura de contagem dentro do campo de visdo do microscépio. (Fonte: Schmitz e Hof, 2005.)
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Trés tipos de amostra de fragbes sdo usados no método do fracionador optico.
Primeiramente, a fracdo de amostragem da seccdo (do inglés section sampling fraction)
(ssf), representa o nimero total de sec¢des (ou cortes histoldgicos) amostradas ao longo
da estrutura inteira serialmente seccionada. A fracdo de amostragem da area (do inglés
area sampling fraction) (asf) corresponde a area da seccéo que € investigada na amostra
com a moldura (frame). E por Gltimo a fracdo de amostragem da espessura (do inglés
thickness sampling fraction (tsf) corresponde a altura da sonda (KEUKER, 2001).
Sendo assim o namero total de particulas (N) de uma dada estrutura do cérebro € obtida
através da multiplicacdo da razéo inversa das fragdes com o total de particulas contadas
(SQ-), por estrutura cerebral, obtidas no dissector dptico (KEUKER, 2001). Temos
entdo a equagdo (1). Asf é definido pelo equacdo (2), onde “a” caracteriza a area do
frame de contagem e “dx.dy” a area interna das grades utilizadas para a observacao e os
saltos dentro da regido de interesse (KEUKER, 2001). Hsf é definido pela equacéo (3),
onde “h” ¢ caracterizado pelo tamanho da espessura da sonda (Figura 4), ou seja da

seccdo Optica, e tQ- é a espessura média da seccdo (KEUKER, 2001).

(1) N =>Q—(1/ssf)-(1/asf)-(1/hsf)
(2) Asf = a/(dx.dy)
(3) Hsf =h/tQ-

Outra estimativa complementar utilizada nesse método do fracionador Optico é a
estimativa de Cavalieri, comumente utilizado para estimar volume de regides
especificas, como por exemplo o hipocampo (SCHMITZ e HOF, 2005). Cavalieri
teorizou que dois sélidos, incluidos entre um par de planos paralelos, terdo volumes
proporcionais a razdo do conjunto de todos os planos paralelos que os intersecta, desde
que as areas destes planos tenham a mesma razdo. Apesar da aplicacdo do método do
fracionador Optico para a quantificacdo de imunoistoquimica para DCX ndo
encontramos na literatura protocolos detalhados sobre como realizar esta quantificagéo.
Além disso, ndo esta claro se o emprego de métodos estereoldgicos diminui os erros de
contagem da imunoistoquimica para DCX em comparacdo aos métodos nao-
estereoldgicos. O calculo do Coeficiente de erro (CE) € importante para estimar a
precisdo e acuracia das medidas. Assim, o0 presente estudo tem por objetivo comparar o
erro sistematico (CE) dos métodos estereoldgicos com o dos métodos nédo
estereoldgicos nesta area de pesquisa além de propor um protocolo detalhado de

contagem de DCX eliminando ou reduzindo os erros sistematicos.
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Para atingir os objetivos propomos uma revisao bibliogréfica sistematica para o
levantamento dos valores de CE e seus componentes em contagens estereoldgicas e ndo
estereoldgicas da imunoistoquimica para DCX. O CE nestas contagens é composto por
dois componentes, a variancia pela imprecisdo de contagem, VAR(Noise), e a variancia
causada pelo esquema de amostragem uniforme e sistematica das seccées, VAR(SURS)
configurado pela equagdo (4) (HOSSEINI-SHARIFABAD e NYENGAARD, 2007).

(4) CE = \/JVAR(Noise) + VAR(Surs)

O coeficiente de variancia, CV, é dado por CV= s.d./mean (HOSSEINI-
SHARIFABAD e NYENGAARD, 2007). Mais informacdes sobre o erro sistematico, o
coeficiente do erro e seus componentes pode ser encontrado em Gundersen et al. 1999.
Além disso, espera-se obter informacdes sobre os fatores necessarios para utilizacéo de
métodos de contagem estereoldgicas e a posterior criagdo de um protocolo aplicavel em

pesquisa.

2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral:

O presente estudo tem por objetivo comparar o erro sistematico (CE) dos
métodos estereoldgicos com o dos métodos ndo estereoldgicos nesta area de pesquisa
além de propor um protocolo detalhado de contagem de DCX eliminando ou reduzindo

0S erros sistematicos.

2.2 Objetivos especificos:

a- Realizar uma revisdo sistematica sobre os valores de erros sistematicos e seus
componentes em contagens estereoldgicas e ndo estereoldgicas na quantificagdo de
imunoistoquimica para DCX.

b- Realizar uma metanalise com os valores e informacgdes disponiveis da revisao

sistematica.

c- Analisar os fatores relevantes para utilizacdo do método estereoldgico definido neste
trabalho.

d- Criacdo de um protocolo para utilizacdo do método estereoldgico em quantificagdes

posteriores.
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3. Material e Métodos
3.1 Revisdo sistematica

Neste trabalho realizamos uma revisdo bibliografica de forma sistematica definindo a
priori um protocolo a ser seguido, discriminando no mesmo 0s parametros para 0
rastreamento e selecdo dos artigos para posterior analise. Nesse protocolo,
primeiramente, definimos os objetivos da revisdo, demarcando resultados e populacao
de interesse. Em seguida definimos os métodos indicando: 1-A base de dados utilizada;
2-A estratégia de busca dentro da base, delimitada pelos objetivos; 3-As fases e niveis
de rastreamento dentro da busca; 4-E finalmente os diversos critérios de incluséo e

exclusdo dos trabalhos examinados.
3.2. Protocolo da Revisdo sistematica
3.2.1.Populacéo de interesse: Ratos e Camundongos.

3.2.2.Resultados de interesse: Numero de células imunorreativas para DCX ou de suas
partes, bem como tamanho do erro sistematico associado a contagem destas mesmas

células.
3.2.3.Base de dados utilizada: MEDLINE via PubMed.

3.2.4.Estratégia de busca: Definida palavras-chave como sendo, ((brain) AND neuron)
AND counting). Estas foram definidas no intuito de incluir um grande escopo de
trabalhos relevantes, porém com um ndmero razoavel para aplicacdo do rastreamento.
Foram determinadas a partir de testes com variadas buscas baseadas nas palavras-chave

do trabalho de reviséo de estereologia em neurociéncia de Schmitz e Hof, 2005.
3.2.5.Fases: Fase 1: analise de resumo e Fase 2: andlise de texto completo.
3.2.6. Critérios de Inclusdo/excluséo:

a- Tipo de estudo: Exclui artigos que ndo possuem dados quantitativos.

b- Tipo de populagdo: Ratos e camundongos de qualquer tipo, excluindo demais

espécies.

c- Tipo de resultados: Inclui artigos que indiqguem no resultado quantificacdo de células

imunorreativas para DCX, excluindo os que ndo possuem.
d- Restricao linguistica: Nenhuma.
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e- Restricdo de data de publicacdo: Nenhuma.

3.3. Extracdo dos resultados de interesse

Dos trabalhos analisados foram extraidos os seguintes dados:
Para trabalhos estereologicos:

a- Espessura do corte analisado.

b- Numero de seccdes analisadas.

c- Intervalo entre as sec¢Oes analisadas.

d- Tamanho das unidades da Grade (Grid).

e- Tamanho da Moldura (Frame)

f- Tamanho do dissector o6ptico.

g- Tamnho da Zona de guarda (Guard zone).
h- Valor do Coeficiente de erro (CE).

Para trabalhos ndo-estereolégicos:

a- Espessura do corte analisado.

b- NUmero de sec¢des analisadas.

c- Valor do Coeficiente de erro (CE) ou dado similar referente a erro sistematico do

método aplicado na quantificacéo.

Além destes dados foram extraidos quaisquer informacdes relevantes para anélise,

entendimento e reproducdo dos métodos utilizados na quantificacéo.
3.4 Microscopia e anélise de imagens

No presente trabalho foram realizadas captagdes de imagens para posterior anlise e
extracdo de dados para realizagdo de um teste piloto utilizando o método do fracionador

optico.

As imagens foram obtidas de regifes quaisquer do Giro denteado de ratos adultos.
Foram utilizadas laminas previamente preparadas em nosso laboratorio contendo cortes

histologicos de cinquenta micrometros de cérebros de ratos adultos
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imunoistoquimicamente tratados para marcacao da Doublecortina (DCX) (Possamai et
al.,, 2015). Essas imagens foram realizadas utilizando microscopia em dois

equipamentos distintos, sendo eles:

a- Leica DMI16000 B Microscope (Confocal). Em aumento da objetiva de 20x e 63x.
Para analise de profundidade através do eixo Z, e teste da moldura (Frame).

b- Digitalizador de ldaminas Axio Scan. Aumento da objetiva de 10x a 40x. Para analise

de todo o Giro denteado e teste da Grade (Grid).
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4. Resultados
4.1. Rastreamento da revisao sistematica

Aplicando o protocolo para revisdo anteriormente descrito obtivemos,
primeiramente, apds aplicacdo da estratégica de busca na base de dados o nimero de
1157 artigos compativeis com a busca. Desses 1157 trabalhos foram selecionados 21

através do rastreamento utilizando os critérios de inclusdo e exclusao.
4.2. Dados extraidos da bibliografia selecionada na revisao sistematica

Todos os 21 artigos selecionados apresentavam dados quantitativos a cerca de
neuronios DCX+ localizado no giro denteado de ratos ou camundongos adultos. Desses
21 trabalhos, 15 contém dados de métodos estereoldgicos e, consequentemente, 6
possuem métodos nao-estereoldgicos. Dentre os 15 estudos estereoldgicos apenas 1,
Llorens-Martin et al. 2006, ndo utilizou 0 método do fracionador dptico, e mesmo esse 1
sendo classificado pelos autores como dissector fisico, 0 método utilizado possuia
alteracOes utilizando microscopia confocal, 0 que na pratica o aproxima em resultado do
dissector éptico. Em todos esses 15 estudos estereoldgicos a microscopia confocal foi
utilizada para obter os resultados, mais predominante no papel de possibitar o dissector

Optico através do eixo-Z do microscopio.

Relatos sobre os valores dos CE estavam presentes em 6 dos 15 estudos
estereoldgicos e ausentes nos trabalhos empregando métodos ndo-estereoldgicos. Dentre
os trabalhos que mostram valores para o erro sistematico apenas um deles (Llorens-
Martin et al. 2006) mostrou as variaveis e expde o0 processo que levou ao valor de CE. O
relato dos dados necessarios para calculo de CE ou para a reproducdo dos métodos
quantitativos variaram de trabalho para trabalho, como apresentado nas tabelas 1
(medidas estereoldgicas) e 2 (medidas ndo-estereoldgicas). Dentre os trabalhos usando
métodos estereologicos, cinco relataram que a escolha do valor final ideal dos
parametros de amostragem (tabela 1) foi feita ap6s um teste piloto. Porém nenhum
destes ou dos demais 11 estudos estereoldgicos mostraram qualquer informacdo destes
testes piloto ou como foram desenvolvidos. Em todos os trabalhos foram indicadas
fontes variadas como referéncia para o desenvolvimento do método e do esquema de
amostragem sendo que 14 do total indicavam fontes genéricas, difusas e indiretas sobre
quantificacdo estereoldgica e nenhuma fonte com observacdo similar aquela realizada

no artigo. 2 casos indicaram referéncias bibliograficas diretas para o desenvolvimento
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do esquema de amostragem, porém em nenhum dos casos foi possivel a derivacdo dos
valores dos trabalhos utilizando as referéncias indicadas. Sendo que em 1 desses casos a
referéncia apontava para outra referéncia direta e a mesma também mostrou-se

insuficiente de dados.

Todos os artigos utilizando métodos ndo-estereoldgicos fizeram uma contagem
integral das células de interesse encontradas nas seccfes reservadas para contagem.
Nenhum destes trabalhos indica informacdo sobre qualquer tipo de viés ou erro
sistematico pelo método. Assim como nenhum desses estudos aponta qualquer tipo de
fator de correcdo do nimero de células para obter o resultado final. Todos os trabalhos
usando métodos ndo-estereoldgicos apontam regras para a observacao das células, mais
especificamente, sobre o aparecimento e desaparecimento da célula no foco do
microscopio e sobre a contagem. Apenas dois destes estudos relatam mais detalhes
sobre a realizacdo da contagem e o papel do observador tais como contagem cega ou 0

método de observacdo da sec¢do no microscopio.

Tabela 1: Dados extraidos das bibliografias utilizando métodos estereoldgicos.

Espessura | Numero Ndmero de
Artigo da seccédo de intervalo entre as c(;r?];j)sa M(olg;ra ( ?n) ZGounaaréj: CE
(um) Secgdes seccoes H H H

Acosta et al. 2013 40 X 6 12| 100x100 | x X <0.07

Bregy et al. 2012 15 X X 70x70 35x35 9 3 0.04-0.07

Ekane et. Al. 2010 X X X 1100%X 22x22 X X X

. 120x

Elibol-can et al. 2014 50 16-22 3 120 12x12 10 X 0.02-0.04

Jinno et al. 2011 40 12 X ZZOO%X 23x23 X 2 X

Keiner et al. 2008 40 X 12 95x145 60x60 15 X X

Kim et al. 2009 40 X X X X X X X

Kunze et al. 2015 40 X X X X X X X

Llorens-Martin et al.

2006 50 X X X X 6 X 0.01-0.05

Ojo et al. 2013 50 X 5a6 WO aoxa0 | s 2 <0.05

Pietranera et al. 2010 50 6 8 X X X X X

Rao et al. X X 15 X X X X X

Saul et al. 2014 40 X 12 ZZOO%X 60x60 | 15 15 X
400x 0.021-

Stefovska et al. 2008 50 X X 400 60x60 10 X 0.039

Zhang et al. 2009 16 X 6 288%( 30x30 X X X

Dados contidos, respectivamente: Espessura do corte histol6gico em pm; nimero de sec¢des observadas; intervalo entre as
sec¢des observadas; tamanho da Grade de contagem (Grid) em pm; tamanho da Moldura (Frame) em um; tamanho da
profundidade do dissector éptico (h) em pum: Tamanho da Zona de guarda (Guard zone) em um; valor do Coeficiente de

erro (CE). “x” indica valores ausentes no trabalho.

17




Tabela 2: Dados extraidos das bibliografias utilizando métodos nao-estereoldgicos.

Artigos Espessura da secgéo NUmero de CE
(um) secgdes analisadas | ou similar

Balentova et al. 2014 30 10a15 X
Groves et al. 2016 50 1 a cada 5 do total X
Llorens-Martin et al. 2010 50 X X
McClure et al. 2013 40 1 a cada 10 do total X
Fu et al. 2016 30 1 a cada 12 do total X
Tskiti et al. 2014 X X X

Dados contidos, respectivamente: Espessura do corte histolégico em pm; ndmero de secgdes observadas; valor de coeficiente

de erro ou dado similar. “x” indica valores ausentes no trabalho.

4.3 Imagens obtidas

Neste trabalho diversas imagens foram obtidas para posterior andlise. Imagens
sequenciais e com distancias uniformes (Figura 5) foram realizadas em Leica DMI16000
B Microscope (Confocal) em campo claro e posteriormente observadas para analise de
diferentes profundidades através do eixo-Z do microscopio confocal. Essas imagens
foram realizadas com aumento da objetiva de 63 vezes, com distancias de 1-2 pm num
total percorrido de 10-12 um. Foram realizadas também as projecdes maximas, que

consiste na compilacdo desses estratos em uma Unica imagem (Figura 6).

Também foram obtidas imagens utilizando o equipamento Digitalizador de laminas
AXxio Scan que realiza a digitalizacdo da ldamina inteira. Isso permite uma varredura por
toda a lamina, possibilita a observacdo das regido de interesse como um todo e viabiliza

teste e criagdo da grade de contagem (Figura 7).
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Figura 5. Sequéncia de fotos ao longo do eixo-Z (profundidade) . Sequéncia da esquerda para a direita, de cima para baixo,
do foco superior para o inferior da secgdo. Com uma distancia percorrida de 12 pm com diferenca de 2 um entre as imagens.




Figura 6. Imagem com proje¢do maxima de todos os estratos da sequéncia da Figura 5.
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Figura 7. Giro denteado com sobreposi¢io de exemplo de grade de contagem no valor de 100x100 pum.
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5. Discussao

Neste trabalho encontrou-se que, aproximadamente um terco dos artigos
utilizando quantificacdes estereoldgicas, relataram os valores de CE ou fizeram mencao
ao erro sistemtico. Isto parece surpreendente, uma vez que diversas fontes de
referéncia metodoldgica indicam o CE, ou seus componentes, como Vvalores
indispensaveis para a aplicacdo do método estereoldgico e sua confiabilidade
(KEUKER, 2001; SCHMITZ e HOF, 2005; HOSSEINI-SHARIFABAD e
NYENGAARD, 2007). A omissdo de parametros fundamentais para a contagem
estereoldgica nos relatos cientificos pode diminuir as vantagens obtidas com o uso de
um método baseado no refinamento e eliminagdo de viés metodoldgico e erro
sistematico(SCHMITZ e HOF, 2005; WEST, 2002), bem como prejudicar a
reprodutibilidade dos resultados de contagem. Naqueles trabalhos que fizeram relato
mais detalhado do método de quantificacdo, foram encontrados valores de CE préximos
de 0.10 ou abaixo, considerado valor de referéncia por outros autores (KEUKER, 2001;
SCHMITZ e HOF, 2005; HOSSEINI-SHARIFABAD e NYENGAARD, 2007). Notou-
se também que a auséncia de informacéo sobre a realizacdo dos testes piloto utilizados
para definir o método de amostragem e seus valores, bem como protocolos ou
indicadores mais detalhados de como as contagens ocorreram. Notou-se essas
deficiéncias observando os critérios apresentados na Tabela 1: nenhuma publicacédo
relatou todos os itens necessarios para a reproducdo da contagem. Na maior parte dos
trabalhos avaliados, a falta de informagédo foi a regra e ndo a excegdo. Isso se faz
importante notar visto que no método do fracionador Optico o tipo de amostragem é
muitas vezes considerado como a parte mais importante do método (KEUKER, 2001;
SCHMITZ e HOF, 2005). E importante também destacar que, como relatado aqui neste
trabalho, a maioria desses trabalhos indicavam fontes genéricas, difusas e indiretas
sobre quantificacdo estereolégica e nenhuma fonte com observacdo similar aquela
realizada no artigo. E mesmo aqueles que indicavam fontes mais diretas de sua
amostragem mostraram-se ausentes de algumas das informagfes mesmo regredindo
para estas outras referéncias, por vezes até mais de uma regressao e ainda assim

configurada a falta de informacé&o.

Assim como nos estudos usando métodos estereoldgicos, os trabalhos relatando
quantificacbes ndo-estereoldgicas também possuem uma significativa falta de

informacdes. A falha no relato de informagdes tanto em parametros basicos tais como o

21



numero de secgdes, quanto os parametros mais complexos como a forma da contagem
propriamente dita, ou 0 papel do observador na contagem ou outros vieses possiveis. A
falhar de relatar os detalhes dos dois estilos de contagem acaba por prejudicar a
possibilidade de uma comparacéo direta entre esses metodos apoiando-se na literatura.
Esta limitacdo impede uma analise mais clara sobre as vantagens e desvantagens de
cada método. Desta maneira, ndo conseguimos atingir o primeiro objetivo especifico do
presente trabalho por auséncia de dados adequados e como consequéncia o segundo
objetivo especifico também foi inviabilizado. Além disto esta inconstancia nos relatos
dos métodos de quantificacdo coloca em perigo o principio da possibilidade de
reprodutibilidade dos mesmos, algo consideravelmente importante no desenvolvimento

cientifico.

Apesar da aceitacdo crescente dos métodos estereologicos nas publicacdes
cientificas, em uma propor¢do de 3 para 1 indicada nesta revisdo da literatura, ha
situacbes em que o método estereoldgico pode mostra-se pouco pratico, por causas
diversas, como por exemplo, falta de equipamentos ou de equipamentos adequados. No
caso especifico deste trabalho ndo possivel realizar o método por falta de uma
automatizacdo do microscépio Confocal nos eixos-X e Y, impedindo uma
sistematizacdo precisa. Em outras situacfes, a vantagem do uso dos métodos
estereoldgicos pode mostrar-se pequena ou nula, como indicado por Noori e Fornal
(2011) na contagem de células marcadas com Brdu e Ki67. No estudo piloto realizado
neste trabalho, nas imagens feitas no microscopio Confocal, foi observado que as
mesmas células imunomarcadas com DCX eram vistas em todas as camadas do eixo Z
sugerindo que a avaliacdo da profundidade ndo adicionou informacdes relevantes para a
contagem. Assim, permanece a divida com relacdo a aplicacdo e as vantagens dos
métodos estereoldgicos na contagem de DCX. Esperamos solucionar essas davidas e
criar um protocolo adequado a contagem de DCX em estudos futuros utilizando

métodos design-based.
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