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Uso de Fluorescencia en un Método de Disector Modificado para
Estimar el Nimero de Miocitos en el Tejido Cardiaco

Rémulo Dias Novaes', Arlete Rita Penitente’, André Talvani?, Antonio José Natali’, Clévis Andrade Neves’, Izabel
Regina dos Santos Costa Maldonado’
Universidade Federal de Vicosa, Vicosa'; Universidade Federal de Ouro Preto e NUPEB, Ouro Preto?, MG, Brasil

Resumen
Fundamento: Métodos convencionales de disector actualmente requieren considerables costos financieros, técnicos y
operativos para estimar el nimero de células, incluyendo cardiomiocitos, en un area de 3D.

Objetivo: Usar la microscopia de fluorescencia en un método de disector modificado para determinar el nimero de
miocitos en el tejido cardiaco en condiciones normales y patologicas.

Métodos: El estudio empleé ratones Wistar machos de cuatro meses de edad y peso de 366,25 * 88,21 g randomizados
en grupos controles (GC, n = 8) e infectados (GI, n = 8). Los animales del GI fueron inoculados con cepa Y de T. cruzi
(300.000 tripomastigotas/50 g). Después de ocho semanas, los animales fueron pesados y sacrificados. Los Ventriculos
Izquierdos (V1) fueron removidos para analisis estereolégico de la densidad numérica de cardiomiocitos (Nv [c]) y el
niimero total de esas células en el VI (N [c]). Esos parametros fueron estimados usando un disector fluorescente (FD) y
comparados con los métodos convencionales de disector éptico (OD) y disector fisico (PD).

Resultados: Enambos métodos de disector, los animales del Gl presentaron caida significativa de Nv[c] y N[c] en comparacion
con los animales del GC (P > 0,05). Una correlacion fuerte, igual o superior a 96%, fue obtenida entre FD, OD y PD.

Conclusion: El método FD parece ser igualmente confiable para determinar Nv[c] y N[c] en condiciones normales y
patolégicas, presentando algunas ventajas en relacion a los métodos convencionales de disector: reduccién de cortes
histologicos e imagenes en el andlisis estereolégico, reduccion del tiempo de analisis de las imagenes, la construccion de
FD en microscopios simples, utilizando el modo de epifluorescencia, distincion de planos de disector en ampliaciones
inferiores. (Arq Bras Cardiol 2012;98(3):252-258)
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cuanto a la estimativa de la cantidad de particulas, ellos
aun exigfan la adquisicién de un gran nimero de imagenes
histolégicas y mucho tiempo para realizar los recuentos.
Particularmente, el disector éptico también requiere
un microscopio de luz de alto costo adaptado con fase
movil del eje Z''. Ademas de eso, el disector fisico es
extremamente trabajoso, pues requiere cortes e imagenes
histolégicas con un perfecto alineamiento en diferentes
cortes paralelos®'°.

Introduccion

En los dltimos afos, grandes esfuerzos fueron hechos para
desarrollar un método confiable y reproducible para estimar el
nimero de particulas en 6rganos y tejidos, pero hasta 1984,
todos esos métodos presentaban sesgos intrinsecos'. En 1984,
Sterio describié diversas modificaciones en los abordajes
utilizados para estimar la cantidad de objetos en el espacio
tridimensional e introdujo el método de disector*. La mayoria
de los autores actualmente considera el método de disector
imparcial y fundamentos teéricos bien establecidos hacen que
el método sea ampliamente aceptado’”.

Considerando que el objetivo del proyecto de muestreo
para la estereologia es obtener la cantidad maxima de
informaciones estructurales cuantitativas a un determinado
costo o esfuerzo, el objetivo de este estudio fue la
utilizacién de microscopia de fluorescencia en un método
de disector modificado para determinar el nimero de
miocitos en el tejido cardiaco en condiciones normales
y patolégicas. Asi, un modelo murino de infeccién por T.
cruzi, que reconocidamente lleva a la ruptura de miocitos
cardiacos y modifica el nimero de esas células en el
miocardio, fue utilizado'. Nuestra hipdtesis es la de que el
método propuesto reduciria el costo operativo observado

El disector puede ser obtenido por dos métodos
diferentes con base en los mismos principios teéricos y
requisitos basicos para estimar el nimero de particulas.
Esos métodos son el disector éptico y el disector fisico®1°.
Aunque ambos métodos posean sesgos reducidos en
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en métodos convencionales, manteniendo la precisién de
las mediciones de cantidad de células.
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Métodos

Animales y los grupos experimentales

Ratones Wistar machos con cuatro meses de edad
con peso inicial de 366,25 + 88,21 g recibieron racién
para roedores y agua ad libitum, y fueron mantenidos
en instalaciones animales en un ambiente controlado
(temperatura a 22 = 3 °C, humedad a 60% - 70% y ciclos
invertidos de luz/oscuridad de 12 horas). Los tamafos de las
muestras fueron determinados considerando la probabilidad
p = 1/2 de que ocurriese aumento o disminucién de
las variables de interés. Asi, considerando el nivel de
significacion a = 0,05, el ndmero minimo significativo
de animales utilizados en el andlisis estadistico fue: p =
(02/01)eventes; por tanto, sin =5, p = (1/2)° o p = 0,03;
entonces, p < 0,05'"°. Debido a la variabilidad intrinseca del
parasitismo en 6rganos-blanco y a la mortalidad asociada
a la infeccién por T. cruzi, un factor de correccién de 50%
fue incorporado al calculo inicial, determinando muestras
de ocho animales, aleatoriamente ubicados en los grupos
control (GC, n = 8) e infectados (Gl, n = 8).

Infeccion

Animales del Gl fueron inoculados intraperitonealmente
con cepa Y de T. cruzi (300.000 tripomastigotas/peso
corporal de 50 g en 1 ml de sangre de ratones infectados'.
La infeccién fue confirmada cuatro dias post inoculacién
por la presencia de tripomastigotas en la sangre periférica
recolectada de la cola del ratén, como fue descripto
por Brener'. Todos los procedimientos experimentales
fueron conducidos de acuerdo con el Colégio Brasileiro
de Experimentagao Animal, y aprobados por la Comisién
de Ftica en Investigacion de Animales del Departamento
de Veterinaria de la Universidad Federal de Vicosa, Brasil
(protocolo ntmero 30/2009).

Analisis biométrico

Ocho semanas después de la inoculacion, los animales
fueron sacrificados bajo anestesia y los corazones fueron
removidos. Los Ventriculos Izquierdos (V1) fueron disecados
y pesados separadamente. Volumen del VI fue obtenido por
el método de inmersion, donde el desplazamiento liquido del
volumen del 6rgano fue pesado. Como la gravedad especifica
(o) de la solucién salina isoténica es 1,0048, el volumen es
obtenido por: volumen = peso/s, o simplemente volumen
(10° mm?®) = peso (g)"°. El peso y volumen del VI fueron
determinados incluyendo el septo interventricular.

Procesamiento de tejidos y determinacion de areas
histolégicas

Los atrios y ventriculos fueron colocados en fijador
histolégico por 48 horas (preparado en la hora con 10%
w/v de formaldehido en 0,1 M de tapén fosfato pH 7.2)'"7.
Fragmentos del VI fueron obtenidos a través del método
orientador para definir cortes aleatorios isotrépicos y
uniformes (IUR) exigidos en el estudio estereolégico®. Esos
fragmentos fueron deshidratados en etanol, diafanizadas en

xilol y fijados en parafina. Los bloques fueron cortados en
cortes de 3 umy coloreados por hematoxilina-eosina (H & E)
0 4',6-diamidino-2-fenilindol en 0,2% (DAPI)'8.

El nimero representativo de disectores utilizados en el
analisis estereol6gico para cada animal fue determinado
considerando la estabilizacion del coeficiente de variacién
(CV) del nimero de ndcleos de miocitos muestras aleatorias
crecientes de disectores (5, 10, 15, 20 y 25). Entonces, la
media aritmética y los respectivos CV para cada tamano de
muestra fueron calculados. Cuando el aumento de nimeros
de disectores no resulté en ninguna diferencia significativa
de CV entre tres muestras consecutivas, el menor tamano
de muestra fue considerado como el tamano minimo
representativo'®. Usando ese método, la variacién del nimero
de nicleos de miocitos se estabilizé a partir de la muestra de
10 disectores.

Métodos de disector opticos y fisicos

Cortes coloreados con H&E fueron montados en laminas
histolégicas utilizando el medio de montaje Entelan® (Merk,
Darmstadt, Alemania) y las imagenes fueron capturadas
usando un microscopio de luz (Olympus BX-60°, Tokio,
Jap6n) conectado a una cdmara digital (Olympus QColor-3°,
Tokio, Japén). La observacion fue hecha con un objetivo
planacromético de 100X de inmersién a aceite (NA= 1,25)
para identificar claramente las fronteras de los nicleos de
cardiomiocitos (cmyn)'®"’.

El ndmero de nicleos de cardiomiocitos (cmyn) en una
sonda tridimensional fue estimado utilizando los métodos
de disector éptico (DO) vy fisico (PD)?. El disector consiste de
dos planos paralelos destinados a hacer el muestreo de los
“puntos superiores” de las particulas presentes entre los dos.
El volumen de muestreo fue creado con dos cortes paralelos
separados por 3 um (h) y 2 planos de referencia ambos
conteniendo un soporte de ensayo (A,). En ambos métodos
de disector, un par de fotomicrografias separados por la
distancia h es usado para formar los dos planos de referencia.
En el OD, las fotomicrografias paralelas son obtenidas en la
misma drea histolégica ajustando el plano focal (h= 3 um),
utilizando el tornillo micrométrico. En el PD, dos cortes seriales
son obtenidos en el micrétomo (h = 3 um) y la misma area
histolégica es fotografiada en ambos cortes, proveyendo dos
fotomicrografias fisicamente separadas.

Método de disector fluorescente

En el método de disector fluorescente (FD), los cortes
coloreados con DAPI fueron montados en laminas histologicas
utilizando solucién de sacarosa de 50% en agua destilada
(w/v). Las imagenes fueron capturadas en un modo de
epifluorescencia del mismo microscopio usando una lampara
de mercurio HBO 100y un filtro para excitacion del pigmento
a 365 nmy emisién de luz a 460 nm. La observacién fue hecha
con las mismas lentes planacrométicas de 100x descriptos
anteriormente. En ese método, usando los cortes 3 um (h), los
dos planos de referencia necesarios para delimitar el disector
son obtenidos en una imagen tnica y pares de fotomicrograffas
no son necesarios como en el método convencional. Ademas
de eso, el cmyn presente sobre el espesor del corte puede
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ser observado dentro o fuera del plano focal. Para evitar el
recuento repetido de células, los cortes fueron obtenidos
en semiseries utilizando 1 en cada 20 cortes. El FD fue
adicionalmente obtenido con una lente objetiva de 40x
apenas para demostrar la posibilidad de aplicar el método
usando ampliaciones menores.

Estimativa de la densidad numérica y niimero total de
cardiomiocitos

La densidad numérica del cmyn (Nv[c], cmyn por mm?)
fue determinada a partir de 10 pares aleatorios de disectores
para cada animal, definidos como Nv{c] = Q[cmyn]/ hxAT,
donde Q representa el nimero de perfiles de cmyn contados
en el drea de test en la seccién de referencia del disector
(plano look-up)*'”. En el FD, el valor Q en la férmula Nvc]
fue multiplicado por un factor de correccién de 0,5 para evitar
la superestimacion de las medidas. El nimero total de cmyn
en el VI (N[c]) fue estimado como el producto del volumen
Nvic]/ VI. Los recuentos fueron realizados en A = 2.670 um?.
Todos los andlisis estereolégicos fueron realizados utilizando
el software Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver
Spring, EUA).

Analisis estadistico

Todos los andlisis fueron realizados utilizando la plataforma
estadistica GraphPad Prism (versién 5.01, GraphPad Software,
San Diego, CA). Los datos son expresados como media y desvio
estandar (media = DE). La normalidad de la distribucion de
los datos fue verificada por el test de Kolmogorov-Smirnov.
Con base en ese test, los datos de peso y volumen fueron
comparados con el testt. El test U de Mann-Whitney fue usado
para comparar los datos estereoldgicos entre los grupos. Los
métodos de disector fueron comparados por el test de Kruskal-
Wallis y correlacionados utilizando el método de Spearman.
La significacion estadistica fue establecida en a = 0,05.

Resultados

No hubo diferencia estadistica en la masa corporal (GC,
502,17 * 57,76 g vs. Gl, 494,69 + 87,90 g; p > 0,05) y
volumen del ventriculo izquierdo (GC, 456,47 + 26,18 mm®
versus Gl, 487,69 = 34,89 mm?; p > 0,05) entre los grupos.

El andlisis histopatolégico del VI mostré un infiltrado
inflamatorio difuso acentuado en el Gl. Ademas de eso, ese
grupo tenfa una desorganizacién de la estructura histolégica
con un aumento del drea intersticial y mayor distancia entre los
miocitos ventriculares. Esas células también mostraron un area
transversal aumentada y algunas presentaron estrechamiento
de la region citoplasmética inducida por una gran cantidad
de formas amastigotas de T. cruzi (fig. 1).

El OD convencional es representado en la figura 2. En
ese método, el disector fue obtenido en la misma imagen
microscépica ajustandose el eje Z del microscopio para crear
una separacioén Optica de 3 um entre las imagenes. En el
método fisico (imagen no mostrada), el disector fue obtenido
usando las imagenes microscépicas de dos cortes histolégicos
seriales diferentes fisicamente separados en la misma distancia
como en el OD (3 um).
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El método de disector propuesto, denominado disector
fluorescente (FD), es representado en la figura 3. En ese
método, el disector fue obtenido en la misma imagen
microscopica a través de la emisién de fluorescencia
diferencial por el cmyn. En cuanto en el OD y PD fueron
necesarias 160 fotomicrografias (80 pares de disector) en
el andlisis estereolégico, en el FD, la mitad de las imagenes
microscopicas (80 disectores individuales) fueron utilizadas.

En el FD, un factor de correccion de 50% fue incorporado
a la férmula utilizada para determinar Nv[c] en OD y PD.
Asi, la férmula usada para estimar Nv{c] en el FD fue Nv[c]=
Qflcmyn] x 0,5 / hxA;; donde la constante 0,5 fue creada
para evitar la superestimacién del recuento de cmyn en el FD.

Los resultados de Nv[c] y N[c] obtenidos usando los
diferentes métodos de disector son presentados en la tabla
1. En ambos métodos de disector, los animales infectados
presentaron caida significativa de ambas variables en relacion
a los animales control. No hubo diferencia significativa en los
valores de esas variables, a pesar de los métodos de disector
usados.

La tabla 2 muestra el resultado del anélisis de correlacion
de Nv|c] y N[c] obtenidos usando los diferentes métodos de
disector. Una correlacion fuerte, directa y significativa fue
obtenida en todas las correlaciones entre los métodos.

Discusion

Por muchos anos, los estudios morfolégicos de tejidos
biol6gicos fueron basados en descripciones histopatolégicas
ambiguas. Los simbolos usados para indicar el aumento o
disminucién de una variable es la mejor manera de expresar
los datos en un contexto semicuantitativo®. A medida que
esos abordajes morfolégicos fueron perfeccionados, un
sistema bidimensional (2D) cuantitativo fue incorporado
al andlisis histolégico y patoldgica para describir las
caracteristicas morfométricas de érganos y tejidos'?'?2. Esos
perfeccionamientos introdujeron avances significativos en
los estudios histocuantitativos. Mientras tanto, la estimativa
de parametros microscépicos en un espacio tridimensional
(3D) se mantuvo como una cuestiéon aun no bien resuelta,
y los métodos convencionales morfométricos presentaban
sesgos intrinsecos que reducian la confiabilidad de medidas
morfolégicas?323.

Considerando el sesgo intrinseco de diversas medidas
morfométricas, los cdlculos de las estadisticas de
probabilidad y geometria aplicadas en la geologia y otras
ciencias del suelo fueron adaptados para el estudio de
materiales biolégicos'?*, formando la base de la estereologia
actual®. El desarrollo de la estereologia es una evolucién
importante en los métodos histocuantitativos, permitiendo
el desarrollo de datos morfolégico mas precisos y
confiables®10:25:26,

La estimativa de la cantidad de objetos en el tejido
biolégico ha sido una cuestién crucial en estudios
morfolégicos y de patologia diagnésticos, constituyendo las
medidas mas refinadas en la estereologia®’. El desarrollo
de métodos de disector por Sterio en 1984 llevé a una
forma creativa y relativamente simple de estimar el niimero
de particulas en un érgano o tejido*. Mientras tanto, el
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Figura 1 - Fotomicrografias representativas del ventriculo izquierdo de los grupos control (Ay B) e infectados (C y D). Los animales infectados fueron inoculados intraperitonealmente
con cepa Y de T. cruzi (300.000 tripomastigotas/50 g de peso corporal). (A) Corte longitudinal del miocardio mostrando una estructura bien organizada (aumento de 400x, bar =
15 um, coloreado por H&E). En B, vemos una seccion transversal del miocardio mostrando espacio reducido intersticial y una estrecha relacion entre los miocitos (aumento de
100%0, bar = 15 um, coloreado por H&E). (C) Corte longitudinal mostrando un infiltrado inflamatorio difuso y desorganizacion de la estructura del miocardio (aumento de 400x,
bar = 15 um, coloreado por H&E). El panel D muestra infiltrado inflamatorio difuso con aumento evidente del espacio intersticial y del diametro del miocito. Este panel muestra
un gran ndmero de formas amastigotas de T. cruzi en el citoplasma de los miocitos (aumento de 1000, bar = 15 um, coloreado por H&E).

Figura 2 - Fotomicrografias representativas de los dos planos focales de disector separados por 3 um de distancia (h). El disector es la union de un plano de referencia
con un recuento imparcial sobre el area (A,) y un plano look-up a una distancia h. Los nicleos de los cardiomiocitos (cmyn) son contados o mostrados porque 1) son
alcanzados por el plano de referencia, 2) sus transectos son capturados por la estructura de recuento alli presente, y 3) no son alcanzados por el plano look-down y en el
borde prohibido de A, (borde grueso). (A) Hay dos cmyn en el cuadro del plano look-up (numerado) y solamente el cmyn 2 debe ser contado. En este plano, observamos
también la sombra del otro cmyn (1) y un nticleo de fibroblastos fusiformes (*) que no son contados porque violan por lo menos 1 de los 3 requisitos anteriores. (B) EIl cmyn
1 se encuentra en el foco del plano look-down, y el cmyn 2 es una sombra fuera del foco. Sih y A, son conocidos, el volumen del disector es determinado. Dividiendo
el nimero de ntcleos por este volumen, una estimativa directa de Nv[c] es obtenida (aumento de 100x0, bar = 15 um, coloreado por H & E).
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Fotomicrografia representativa del método disector fluorescente obtenida usando lente objetiva de 100 x (A) y 40x (B). En ese método, dos diferentes
planos focales son formados en la misma imagen microscépica a través de la emisioén de fluorescencia diferencial por los nicleos de los cardiomiocitos (cmyn). El cmyn
superficial (plano look-up) aparece en el plano focal con mayor luminosidad y el cmyn en los planos profundos (plano look-down) es observado fuera del plano focal con
baja luminosidad. La union de esos planos de referencia a la distancia h con un cuadro imparcial de recuento de érea (A,) constituye un disector fluorescente (FD). (A) El
cmyn 1, 2 y 3 en el plano look-up pueden ser contados y los ntcleos 4 y 5 estan en el plano look-down y no deben ser contados. Nuicleos de fibroblastos son indicados
por asterisco (aumento de 100x0, bar= 15um, coloreados por 6-diamidino-2-fenilindol). (B) Hay cuatro cmyn en el cuadro del plano look-up (1, 2, 3 y 4) que pueden
ser contados. EI cmyn 5, 6 son observados en el plano look-down y el nucleo 7 es capturado en el borde prohibido de A, Por lo tanto, estos no deben ser contados,
porque ellas violan los requisitos de recuento (aumento de 400x, bar = 15 um, coloreados por 6-diamidino-2-fenilindol). Los mismos principios para el recuento de cmyn

descriptos para el disector convencional son utilizados en ese método.

Densidad numérica y nimero absoluto de cardiomiocitos en el miocardio ventricular izquierdo de ratones controles y

ratones infectados

oD PD FD
Nv[c] / mm3
Controles 17.5424,64 + 6.135,36 18.3977,32 £ 9.162,78 17.2429,44 + 8.123,37
Infectados 90.771,41 + 3.314,30* 95.352,20 + 3.144,13* 91.141,127 + 3.741,09*
N[c] x 104
Controles 7.948,51 + 471,45 8.302,75 + 519,98 8.017,90 + 474,789
Infectados 4.665,58 + 318,99 5.042,18 + 371,44 4.969,99 + 354,77*

Los datos son expresados como media + DE. OD - Disector optico; PD - Disector fisico; FD - Disector fluorescente; Nv[c] - densidad numérica de cardiomiocitos;
N[c] - nimero absoluto de cardiomiocitos. Todos los valores fueron obtenidos usando una lente objetiva de 100x (aumento de 1000%)* denotando una diferencia
estadistica comparado al GC (P < 0,01), test U de Mann-Whitney. No hay diferencias estadisticas entre los métodos de disector, test de Kruskal-Wallis.

método de disector aun exige una serie de requisitos técnicos
que aumentan el tiempo'y el costo de la adquisicion de datos>*°.
La necesidad de obtener y analizar un gran niimero de imagenes
microscdpicas es una limitacion comdn de los métodos OD y PD,
principalmente cuando varios grupos y muestras de tejidos son
estudiados al mismo tiempo. Ademas de eso, los costos para la
adquisicién o adaptacién de un microscopio con eje Z controlado
contribuyen para limitar la aplicacién del OD". Por otro lado, la
obtencién de un PD es extremamente trabajosa, pues envuelve la
calidad de la microtomia, el procesamiento adecuado de cortes
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seriados y capacidad técnica para determinar un alineamiento
perfecto de esos cortes*. Ademas de eso, un minimo error de
alineamiento puede llevar a un sesgo en el recuento de células
caracterizado por una superestimacién o subestimacion de los
resultados estereoldgicos. Asi, esos métodos convencionales de
disector aun requieren considerables costos financieros, técnicos
y operativos para estimar la cantidad de particulas en un érea
tridimensional™.

El presente estudio propone un método alternativo para
estimar la cantidad de miocitos en el tejido cardiaco usando
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Correlaciones entre los resultados de densidad numérica y nimero absoluto de miocitos del ventriculo izquierdo obtenidos por

diferentes métodos de disector en los ratones control y infectados

Nv[c] / mm? N[c]

Correlacion (r) Valor P Correlacion (r) Valor p
Controles
ODxPD 0,98 <0,0001 0,98 <0,0001
ODxFD 0,96 <0,0001 0,97 <0,0001
PDxFD 0,96 <0,0001 0,96 <0,0001
Infectados
OD x PD 0,99 <0,0001 0,99 <0,0001
ODxFD 0,97 <0,0001 0,98 <0,0001
PD x FD 0,97 <0,0001 0,97 <0,0001

OD - Disector ético; PD - Disector fisico; FD - Disector fluorescente; Nv[c] - densidad numérica de cardiomiocitos; N[c] - nimero absoluto de cardiomiocitos. Los
resultados son relativos a los datos obtenidos usando una lente objetiva de 100x (aumento de 1000x). Las correlaciones fueron testeadas por el método de Spearman.

microscopia de fluorescencia en un método de disector
modificado. La construccion de un FD se basé en los requisitos
semejantes a los usados para el recuento de particulas
descriptos en los métodos de disector convencionales.
Mientras tanto, una adaptacion de la férmula para determinar
Nlc] fue necesaria en el FD. La introduccién de un factor de
correccién fue necesario para reducir la superestimacion de
las mediciones. En los métodos convencionales, los resultados
del recuento de particulas excluyen aquellas que alcanzaron
el plano prohibido (generalmente el plano look-down),
contribuyendo para reducir el sesgo de medicién?2%. Como en
el DF, la presencia o ausencia de la misma particula no puede
ser observada en ambos planos de disector, como ocurre en
el OD y en el PD. El célculo de probabilidad determina un
factor de correccién 0,5 para la férmula N[c], considerando
50% de posibilidad de que una particula sea observada o no
en ambos planos.

La aplicacién del FD con el método propuesto proveyé
resultados similares de Nv[c] y N[c] en comparacién con
los otros métodos de disector, sin diferencias significativas
entre los métodos. Ambos métodos presentaron sensibilidad
suficiente para determinar la reduccion del ndmero de los
miocitos en el ventriculo izquierdo en el modelo murino
de infeccién cardiaca inducida por T. cruzi. Ese modelo
fue seleccionado para este estudio, debido al tropismo
bien establecido para el tejido cardiaco presentado por ese
pardsito y su capacidad de reducir el nimero de miocitos
debido a la diferenciacién, replicacién y evasién de células
del parasito, que se propaga en un proceso destructivo
continuo'®. Ademas de eso, las correlaciones entre el FD
con los métodos convencionales eran fuertes, indicando que
el método FD puede ser igualmente confiable para estimar
el niimero de miocitos en el tejido cardiaco. La confiabilidad
de esas medidas parece ser mantenida tanto en condiciones
de salud como en condiciones patolégicas.

Aunque el FD también sea un método éptico, el presente
estudio demostré que el FD puede también ser obtenido
utilizando lente objetiva con aumentos menores (40X), en
comparacién con las lentes convencionales (100 X) necesarias

en el OD. En el OD, ampliaciones menores no son usadas
frecuentemente porque determinan una gran profundidad de
campo, lo que dificulta la adquisicién de diferentes planos
focales de disector (look-up y look-down), pues mantienen
todas las estructuras de los cortes dentro del foco a despecho
del ajuste del eje Z°.

Conclusion

El FD descripto en este estudio ofrecié un método
alternativo para estimar el nimero de miocitos en el
tejido cardiaco. Ese método parece ser confiable tanto en
condiciones normales como en condiciones patolégicas
para determinar los mismos pardmetros de Nv(c] y NIc]
obtenidos por métodos convencionales de disector. Aunque
los resultados hayan sido semejantes entre los tres métodos,
el FD mostr6 algunas ventajas en relacién al OD y al PD,
tales como: 1) reduccién (por la mitad) del ndimero de cortes
histol6gicos y imagenes necesarias en el andlisis estereolégico,
2) reduccién del tiempo de analisis de las imagenes necesarias,
3) construccién de FD en microscopios simples, utilizando
el modo de epifluorescencia, 4) distincién de los planos de
disector de look-up y look-down ampliaciones menores, 5)
confiabilidad de los resultados estereolégicos que envuelven
costos técnicos y operativos reducidos en comparacién con
los métodos OD y PD.
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