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Esta guia describe la operacion basica del microscopio Olympus BX51WI equipado con
el modulo confocal de disco giratorio (Disk Scanning Unit; DSU) para observacion y
cuantificacion celular en tejido o estructuras marcadas con hasta cuatro fluorocromos
distintos, mediante métodos estereologicos.

Este manual pretende iniciar al usuario en los principios basicos del uso del DSU para
fines de conteo estereologico, utilizando la prueba del “disector optico”. Sin embargo, es
altamente recomendable que el usuario interesado revise previamente literatura
relacionada con la prueba estereologica de su interés. En la Unidad se encuentran
disponibles articulos generales de estereologia que pueden ser solicitados. De igual
manera, si se requiere informacion mas precisa que no se incluya en esta guia, se podra
contactar al Responsable de la Unidad para recibir asesoria individual.
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MICROSCOPIO

El microscopio DSU es una estacion de trabajo basada en un estativo de microscopio
vertical semi automatizado; cuenta con 2 carruseles de filtros para fluorescencia, uno
trasero (interno) y uno delantero (este tltimo numerado del 1 al 6, situado por debajo de
los oculares) ademas de un carrusel de filtros de densidad neutra (ND) situado en la parte
trasera de uso exclusivo para observacion de muestras fluorescentes. Tiene la platina, el
carrusel trasero de filtros para fluorescencia, el carrusel de filtros ND y el médulo DSU
motorizados, pero el movimiento del revolver, del carrusel delantero de filtros para
fluorescencia y del shutter frontal (situado inmediatamente abajo a la derecha del carrusel
frontal de filtros para fluorescencia) es manual. El control de la platina se realiza mediante
un joystick, y el control de los carruseles tanto de filtros traseros como de filtros ND se
realiza mediante un controlador remoto localizado en la parte frontal derecha de la mesa
anti vibratoria donde esta situado el estativo. Para observacion de muestras en campo
claro utiliza una lampara estandar de hal6geno, cuya intensidad y encendido pueden ser
regulados mediante un mando remoto manual (dimmer) localizado en la parte frontal
izquierda de la mesa anti vibratoria y para la excitacion de muestras fluorescentes utiliza
una lampara de mercurio HBO. Para visualizacion y adquisicion de imagenes cuenta con
dos dispositivos, una camara digital a color de alta resolucion espacial en la parte
delantera y una cdmara CCD de alta resolucion temporal en la parte trasera. Es importante
recalcar en este punto que el médulo DSU funciona unicamente con fluorescencia y
utilizando el carrusel de filtros para fluorescencia y camara traseros, por lo que la
confocalidad en este microscopio solo es posible cuando se utiliza dicha combinacion.

Camara delantera:
MBF CX9000 camara digital a color, resolucion espacial de 1600 (H) x 1200 (V).
Camara trasera:

Hamamatsu C9100 cdmara EM-CCD, resolucion temporal de 32 frames / seg., resolucion
espacial de 1024 (H) x 1024 (V).

Filtros Delanteros:

1) Posicion DSU. Permite el paso de la luz filtrada por los carruseles de filtros traseros
asi como por el disco giratorio.

2) Filtro U-MWU?2 (espectros parecidos a DAPI)
Pase de banda de excitacion: 330-385 nm

Espejo Dicroéico: 400

Emision: 420 nm

3) Filtro U-MGFPHQ (espectros parecidos a GFP, FITC, AlexaFluor 488)
Pase de banda de excitacion: 460-480 nm

Espejo Dicroico: 485

Emision: 495-540 nm



4) Filtro U-MRFPHQ (espectros parecidos a Rodamina, AlexaFluor 555)
Pase de banda de excitacion: 535-555 nm

Espejo Dicroico: 565

Emision: 570-625 nm

5) Filtro U-N41008 (espectros parecidos a Cy5, AlexaFluor 647)
Pase de banda de excitacion: 620-660 nm

Espejo Dicroico: 660

Emision: 700-775 nm

Filtros Traseros:

1) Filtro 31000v2 (espectros parecidos a DAPI/Hoechst/ AMCA)
Pase de banda de excitacion: 350/50 nm

Espejo Dicroico: 400DCLP

Emision: 460/50 nm

2) Filtro 41001 (espectros parecidos a FITC/Bodipy/Fluo3/DiO)
Pase de banda de excitacion: 480/40 nm

Espejo Dicroico: Q505LP

Emision: 535/50 nm

3) Filtro 41004 (espectros parecidos a Texas Red)
Pase de banda de excitacion: 560/55 nm

Espejo Dicroico: Q595LP

Emision: 645/75 nm

4) Filtro 41008 (espectros parecidos a Cy5, AlexaFluor 647)
Pase de banda de excitacion: 620/60 nm

Espejo Dicroico: Q660LP

Emision: 700/75 nm

SOFTWARE

El software Stereolnvestigator controla, -una vez encendidos los instrumentos-, la caja
controladora de la platina motorizada (movimiento en X, Y y Z), las cdmaras delantera y
trasera (solo una de ellas a la vez), el carrusel trasero de filtros para fluorescencia, el
carrusel de filtros ND y el médulo DSU del microscopio. El software Stereolnvestigator
NO controla el revolver de objetivos, el shutter delantero para fluorescencia ni el carrusel
delantero de filtros para fluorescencia, por lo que cuando su movimiento sea requerido
sera de forma manual.

El software se puede operar empleando el mouse y el teclado de la computadora y
esencialmente se utiliza de la misma manera en la que opera cualquier programa
compatible con el ambiente Windows.



CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

El microscopio puede trabajar inicamente con muestras montadas en el sistema estandar
de portaobjetos 75x25x1mm / cubreobjetos de 0.13-0.18 mm de grosor. Debido al disefio
del portamuestras, se debe considerar que en las preparaciones histologicas a analizar
deben quedar libres de muestra al menos 10mm desde los bordes externos hacia el centro,
como se ilustra en la imagen a continuacion:

10 mm 10 mm

OBJETIVOS DE INMERSION LIQUIDA

Los objetivos 40x y 60x son de inmersion en agua, y el objetivo de 100x es de inmersion
en aceite. Cuando se requiera su uso, enfoque la region de interés de su preparacion
biologica con los objetivos de 10x o 20x mediante el digipod del joystick (ver mas
adelante) observando a través de los oculares del estativo; una vez enfocada cambie al
objetivo de 4x y coloque una pequefa gota de agua desionizada o aceite (seglin
corresponda) sobre la superficie del cubreobjetos situada en la region central del
condensador; regrese al objetivo de inmersion seleccionado asegurandose de no ensuciar
el resto de los objetivos con el medio de inmersion colocado sobre la muestra (por
ejemplo para colocar el 100x gire directamente del 4x al 100x, para colocar el 60x gire
4x, 10x, 20x, 40x hasta llegar al 60x). Debido a que comparten inmersion en agua, es
posible cambiar entre 40x y 60x sin problema; sin embargo, si se requiere cambiar a
cualquier otro objetivo deberd removerse el agua tanto de los objetivos como de la
preparacion biologica con papel seda seco. Para el caso del objetivo de 100x, debera
removerse el aceite de inmersion tanto del objetivo como de la preparacion mediante
papel seda humedecido con 70% etanol.



ENCENDIDO DEL EQUIPO

1. Encender la estacion de trabajo (conformada por el CPU y los dos monitores).

2. Encender el modulo IX2-UCB del microscopio (caja vertical blanca, rotulada).

3. Encender la caja de control de la platina motorizada Lep (caja vertical gris claro).
4. Encender la camara trasera (Hamamatsu, caja horizontal gris con crema).

5. Encender la fuente de poder de la lampara de fluorescencia (caja vertical blanca ubicada
encima del modulo IX2-UCB). Esperar a que se encienda una luz verde situada en la
porcion superior izquierda de la cara frontal de la fuente.

6. Revisar que el carrusel de filtros de fluorescencia delanteros del microscopio esté
situado en la posicion 1 hacia al frente, que los objetivos de 4X o 10X estén alineados al
condensador (quedando “al frente”) y que el shutter de fluorescencia esté desbloqueado.
De igual manera, observar que en la posicion 1 del carrusel de filtros delantero se observe
una luz blanca en su mayor intensidad; para esto utilizar los botones MU+, MU-, FW+ o
FW-del controlador del carrusel de filtros ND (situado en el lado derecho de la mesa
antivibratoria del microscopio) hasta obtener tanto el color de luz como la intensidad
mayor. Para evitar que se blanquee la muestra por la intensidad de esta luz, colocar
manualmente el shutter en posicion de bloqueo una vez que se tenga la luz requerida.

En los monitores aparecera la siguiente ventana:

Log On to Windows

)

!
Iy

Copyright € 1985-2001
Microsoft Corporation

User name: | Adrinistrakor |

Password: | LI |

K, kj [ Cancel l [Optiu:uns ==

Como “User name” teclear “U. Microscopia” sin acento. Como “Password” teclear
“dsu.123”. Esto permitird el ingreso al sistema operativo, asi como la conexion
automatica a la unidad de red compartida del Instituto.



i Data Protection Activated

‘four system's data protection is active and in 2 normal state.
‘our data is currently protected from 3 single hard drive
failure.

Monitor 1

7. Haga doble click en el icono “Stereo Investigator” para iniciar el software que opera
el DSU. Aparecera la siguiente ventana:

Select Profile

Iﬁ\b Group: |Unidad de Microscopia Mew Prafile

\EHIEEI gwce  Profile: w Delete Prafile
Zonfocal Back Camera

Fronk Camera
ok | l Bk ] Help

II@1

'

8. Seleccione como Group “Unidad de Microscopia” y como Profile “Confocal Back
Camera” o el perfil que le haya creado el Responsable de la Unidad, y luego haga click
en “OK”. Esta accion abrira la ventana principal del programa asi como sus distintos
modulos, los cuales apareceran en los dos monitores como se muestra a continuacion.
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Tool Panel 1
(en Monitor 2)

x
= Irnage Acquistion

Image Acquisiion
Top of stack: <Mot set>
Botbom of stack: <Not set>
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-

Far Red:

Wideo Histbogram 0
[ Clip Detect

Yo Gamma: | 1,00 2 16383
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Image Acquisition: Contiene el comando “Live
Image” que permite mostrar/ocultar en el area de
visualizacion del Monitor 1 las sefiales detectadas
por la camara. También este mddulo es 1til si se
requiere capturar imagen de alguna region de interés;
con la opcion de realizar una captura a través del eje
Z, con los fluorocromos activos listados en el médulo
“Multichannel Control”.

Camera Settings: En este mddulo se pueden ajustar
de manera manual los parametros de exposicion y de
sensibilidad de la camara. Para la mayoria de las
tinciones fluorescentes, se recomienda que el tiempo
de exposicion se base en un histograma de video con
un rango entre 450 y 2000 en el médulo “Video
Histogram”. De igual manera, que se procure que
los valores de sensibilidad y umbral permanezcan en
0. No se recomienda que se deje que la camara
detecte de manera automatica el nivel de exposicion.

Multichannel Control: En este modulo se puede
seleccionar cualquier fluoréforo de la lista haciendo
click sobre el boton correspondiente y los carruseles
de filtros traseros se moveran automaticamente a la
configuracion para dicho fluoréforo. “Close
shutter” impedirda el paso de la fluorescencia al
espécimen. Si la opcion “Remember Video
Settings” se encuentra activada, los valores de
exposicion, sensibilidad y umbral del modulo
“Camera Settings” para cada fluoréforo en cada
magnificacion y con/sin disco giratorio seran
recordados de manera independiente.

Video Histogram: Muestra y modula la intensidad
de sefial detectada por la camara. Para la mayoria de
los casos, “Optimize” ajusta de manera automatica
el histograma de video a niveles aceptables; si
requiere un mayor contraste al visualizar la imagen
en el monitor puede activar la opcion de “Clip
Detect” (pone la sefial en escala de grises y el fondo
en azul). Si la imagen se observa con mucho ruido
de fondo y el histograma presenta valores de blanco
menores a 2000, se recomienda aumentar la
exposicion de la camara en el modulo “Camera
Settings”.



9. Dar click en el icono “Live Image” situado en las barras de herramientas del Monitor
1, o en el boton “Live Image” del modulo “Image Acquisition” del “Tool Panel 1” en
el Monitor 2. El area de visualizacion de la camara en Monitor 1 tornara de negro
absoluto a gris.

“Live Image” activad B
ive n;zgteﬂts:tllva oen q = @ E.._"’I % @ ﬁ =

Es importante hacer notar que mientras no se dé un click dentro del area de visualizacion
de la camara digital en el Monitor 1, se tendra libre movimiento de la platina con el
joystick; si se diera click entonces se activaria automaticamente la region de
“Automove”, quedando el sistema de movimiento en modo de grabacion en los ejes X,
Y y Z y se bloquearia el movimiento libre con el joystick. Si esto ocurre, generar un
archivo nuevo para resetear la configuracion (File | New o dar click en el primer icono de
las barras de herramientas en el Monitor 1).

= Stereo Investigator - Untitled

File Edt Probes Move Tools Acquistion [nage Options Help
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10. Cerciorarse de tener un aumento adecuado tanto en el estativo como en el software
para visualizar la tincion (4X o 10X) en los cortes histologicos. Los aumentos deben ser
siempre concordantes entre el estativo y el software para evitar errores de
magnificacion en este ultimo.

11. Para observar la tincion a través de la camara digital, colocar manualmente el shutter
del estativo en posicion de desbloqueo. Posteriormente, seleccionar la tincion requerida
del listado del bloque “Multichannel Control” del “Tool Panel 1’ en el Monitor 2
dando click en el boton correspondiente.



= Multichannel Control

Biue: | Dapi (Spinning Disk) |
Green: |433 (SD“WDBUGI
Red: 594 (Spinning Disk / i
Far Red: N
Five: [ brightfield |
Shutter OFF: I close 'shutter’ I

Remember Video Settings

Multichannel Control
(en Tool Panel 1)

Los carruseles de filtros traseros se moveran de acuerdo a la configuracion de
fluorocromo solicitada y la tincion aparecera desplegada en el Monitor 1.

Si en su sesion no se encuentra enlistado en el modulo Multichannel Control el
fluor6foro que requiere observar, o bien requiere activar/desactivar el disco giratorio,
puede realizar el cambio dando click en el boton “Setup...” de dicho modulo. Aparecera
la ventana “Acquire Setup”. Seleccione la primer pestafia “Multichannel Acquires”:

Acquire Setup =

—
Al Acquires | Multichannel Acquires | Multichannel Acquires |
[ Alkernate the order in which channels are acquired. [¥] Advanced User Mode
[] Acquire the channels for multichannel image stacks a stack at a time. (Virtual Slice excluded.)
Channel 1
#cquire channel | Far Red - Device Command Sequences:

Before acquiring image: | Alexa 647 (Far Red) 9

After acquiring image: 9

Channel 2
[¥] Acquire channe! | Red - Device Command Sequences:

Before acquiring image: | Alexa 594 (Red) E
After acquiring image: E N

Channel 3
[¥] Acquire channel | Green - Device Command Sequences:

Before acquiring image: | Alexa 488 (Green) 9
Dapi
Dai

After acquiring image:

Al 1)

Alexa 488 (Spinning Disk | Green)

Alexa 594 (Red)

Channel Mixing A:exa 594 ESMR:?)MI Red)
L Alexa 647 (Far

e midng channel use|| Add Alexa 647 (Spinning Disk | Far Red) d Sequence |

to combine the colors. Rhodamine

Rhodarine (Spinning Disk)

Spinning Disk:

EQ [ Elrolgzt'gﬁﬁter' j




En las dos pestanias de “Multichannel Acquires” se mostraran los canales (channels) que
pueden ser configurados para visualizacion y captura; los canales que podran ser usados
seran aquellos que estén marcados con una palomita en su respectivo comando “Acquire
channel”; los canales que no estén seleccionados en “Acquire Setup” no estaran
disponibles en el médulo “Multichannel Control”; en este sentido se recomienda que no
active canales que no va a utilizar. Para cambiar de fluoréforo, o para activar o desactivar
el disco giratorio, seleccione el fluorocromo que requiera de la lista, cada uno en un canal
separado. Si lo requiere, puede cambiar el nombre del boton de cada canal dando click en
el rectangulo situado al lado del comando “Acquire channel” asi como el gradiente LUT
que desplegara la imagen en captura, este tltimo dando click en el cuadro de color situado
junto al rectangulo. Una vez que haya finalizado la configuracion para los fluor6foros
presentes en su muestra, dé click en “OK”. La ventana “Acquire Setup” se cerrara.

12. Realizar el enfoque fino del campo de vision moviendo cuidadosamente la perilla
negra (digipod) situada en la parte lateral derecha del joystick. Una vez enfocado, se
puede utilizar la palanca del joystick para moverse entre los cortes montados en el
portaobjetos para localizar uno de los bordes del area de interés del primer corte del
muestreo (Nota: Puede activarse el modo de desplazamiento rapido en XY dejando
presionado el boton situado en la punta de la palanca del joystick). Una vez localizado el
corte inicial, puede colocar manualmente el shutter en posicion de bloqueo mientras se
realiza la configuracion inicial del software para el conteo.

™ Stereo Investigator, - Untitled
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13. En el menu “Probes” seleccionar “Optical Fractionator Workflow” para el caso de
que se necesite contar células; “Space Balls Workflow” para el caso de que se necesite
contar longitud de procesos citoplasmaticos; “Physical Fractionator Workflow” para el
caso de que se necesite contar estructuras en cortes adyacentes menores a 20 micras de



grosor, o “Connectivity Assay Workflow” para el caso de que se necesite contar
estructuras alveolares. En la presente guia se utilizard el “Optical Fractionator
Workflow”.

Enseguida aparecera esta ventana:

Optical Fractionator Workflow

Wiehat would you like to do?

k.

IUse this option ko skart a new Optical Fractionator probe.,

(") Load subject data From existing File

Data File:

Ilse this option to load Optical Fractionakor probes currently
stored in a data file. The system will be automatically
configured with sampling parameters from the last Optical
Fractionator probe run performed.

14. Si se trata de un nuevo estudio, seleccionar “Start a new subject”; si hay sesiones
previas con datos almacenados en el programa, seleccionar “Load subject data from
existing file”. En la presente guia se utilizara como ejemplo la primera opcion.

Enseguida aparecera la ventana “Optical Fractionator Workflow” del lado izquierdo
del Monitor 1; indicando el paso 1 del flujo de trabajo. El workflow ha sido disefiado en
tres secciones principales, la primera consta de los pasos 1 al 4 y es en donde se
especificaran los datos de la muestra asi como las regiones que seran evaluadas; los pasos
5 al 9 establecen los parametros del conteo estereologico, y los pasos 10y 11 son mediante
los cuales se realiza el conteo y se analizan los resultados del mismo (ver mas adelante):
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15. El siguiente paso es escoger una magnificacion Optica que nos permita trazar el
contorno de la region de interés. Esto ya se realizd previamente en el paso 10 de la
presente guia; comunmente se recomienda usar 10X pero si la fluorescencia es lo
suficientemente intensa se podra realizar el trazo a 4X, lo cual significa un trazado de los
contornos mas rapido, aunque ligeramente menos preciso. En este punto cerciorarse que
el comando “Live Image” esté¢ activado y que el aumento tanto en el estativo como en el
software sean los mismos.

“Live Image” activado q =0

]

3 [ Prew Step ] [ Mext Step ]

Adiuzt Microscope ta Trace Region(s)

Switch ko a magnification where you can easily
delineate pour region(z] of interest.

Last Uzed Low Mag Lensz: |
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10 0.3 MA
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d 404 115 MA
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1004 1.4 M,

& Typically, we recommen
which pou can view a su
reqion(z] af interest.

B.If it iz difficult to distinguizh the edge of pour region(z]
of interest at low magnification, you may need to use
a higher magnification.

9
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h 2 Dar click en “Next Step”

Seleccionar el aumento mas apropiado
para el trazado de los contornos de interés

16. En el médulo “Multichannel Control” del “Tool Panel 1" escoger algin canal cuya
marca fluorescente delimite la estructura completa de interés dando click en el botoén
correspondiente, por ejemplo “Dapi" o alguna otra tincion fluorescente presente en la
muestra de gran brillantez y que delimite claramente los limites anatomicos de la(s)
region(es) a analizar; si hay que hacer ajuste de imagen, utilizar las herramientas del
“Tool Panel 1” en el Monitor 2.

9
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Si atin no se ha hecho, o se esta comenzando el trazado de un nuevo corte histoldgico, en
este paso del workflow se puede mover la platina hacia la region de interés mediante el
joystick. Una vez situado ahi, colocar manualmente el shutter del estativo en posicion de
desbloqueo.

17. El siguiente paso es seleccionar los contornos a utilizar y realizar el trazado del (los)
contorno (s) de la (s) region (es) de interés. Diversos contornos pueden ser trazados con
lineas de diferente color para delimitar regiones distintas. De manera opcional, en las
barras de herramientas del programa se pueden escoger diferentes lineas durante el
trazado de los contornos.

f [ Prew Step ] [ Mexk Step ]

Sernal Section

Wwiorking on: | Section 2

AddMew Section | | EditSection |

Trace vour Region(z] of Interest on the Current Slide

Select contour:

& Uszethe left
around pour

B *When finish
Cloge Conbo
conbour or
zelect Close

C. Repeat steq
interest in th

Tracing Options
[[JMove the stad
outzide dazhe

Tracing Methodz:

@h

Idzer Line 1 b

Ilzer Line 1
Ilzer Line 2
Ilzer Line 3
IJzer Line 4
IJzer Line &
IlzerLine B
IlzerLine ¥
IlzerLine 8
IJzer Line 9
IJzer Line 10
Idzer Line 11
Idzer Line 12
Idzer Line 13
IJzer Line 14
[Jzer Line 15
IJzer Line 16
Idzer Line 17

Una vez finalizado el trazado,
dar click en “Next Step”

Seleccionar una linea para comenzar a
trazar. Para iniciar, dar click en uno de los
bordes de la region de interés; notara que
aparece un pequefio circulo que parpadea
en el lugar en el que se dio click. A
continuacion, dar click en un punto mas
alejado pero perteneciente también al
borde de la region de interés. Notard que
se traza una linea entre el primer y el
segundo click. Continuar dando click
sobre regiones espaciadas del borde de la
region de interés. Notara que una vez que
un click atraviese la linea punteada del
“Automove” en el Monitor 1, la platina
motorizada se movera hacia la direccion
correspondiente. Continuar trazando el
contorno. Una vez terminado el trazo de la
region de interés, dar click derecho sobre
el mismo y seleccionar la opcion “Close
contour”. De ser necesario, scleccionar
otra linea y repetir el procedimiento hasta
tener trazadas todas las regiones de interés
de un mismo corte histologico.



™ Stereo Investigator - BrdU primera prueba
Ele Edt Probes Move Jooks Acqustion Image Options Help

eaBoB®. O & wom - BELABFRRY O EBERECED.|¢PS T

B . -le EEEEE & B =22 I/0 08 . | |oews commandsequence
Device: v State:

[ Opica Froctersror workdon — LB

~ Indicate the Areas Used for Counting
W 1. Setup the Subject
v 2 Set Microscope to Low Magrification
17 3. Trace your Regionis) of Interest
" 4 Set Microscope to High Magnification
¥ Define Probe Configuration
7 5 Measure Mounted Thickness
7" 6 Define the Counting Frame Size
7 7. Define SRS Grid Layout
7 8 Define Disector Dptions
7" 9. Save Sampling Parameters
~ Peiform Counting
7’ 10, Count Obiects
1. View the Samping Resuits

% (r=us] @

Working on | Section 1 v
[ Add New Seciion Edit Socion
Trace your Region(s) of Interest on the Cunent Slide
Select contour; [AVL v

A Use the left mouse button to race a contour
aiound you region of terest

B. When finished racing. sither click on the
Close Contow icon (1o complete the
contou of right-click with the mouse and
select Close Contour menu option.

C. Repeat steps A and B for each region of
interest in this section.

HUEL 4+ F 4P H4DO00QO0IPOO T *H ¢ WMAP 84O k0 AP + X0+

Tracing Option
[[]Move the stage automatically when tiacing
outside dashed boundary (AutoMove]
Tracing Methads: ) Simple Click
© Rubber Band Line
© Continuous Line

QOREF+>reB St

(1218.13, -200.18, 0.00) 1.98 Trace your region(s) of interest Depth Filter OFf Show Dlagnostics P=154.34 purres]

Ejemplo de 2 contornos trazados en un corte histologico de bulbo olfatorio, en turquesa
el contorno exterior del mismo y en amarillo una region de interés.

18. El siguiente paso es seleccionar una magnificacion conveniente para detectar las
células a contar. Normalmente los aumentos de 60X y 100X nos dan la resolucion
necesaria para detectar los limites precisos de las células a contar. En el microscopio,
cambiar manualmente los objetivos a 60X (inmersion en agua) o a 100X (inmersion en
aceite), segun se selecciono en el software. Si sera conteo de colocalizaciones, éste debera
realizarse a 100X. Con el digipod, realizar el enfoque lentamente para evitar lastimar el
objetivo. En el Monitor 1 debera mostrarse la region a alto aumento enfocada.

Una vez seleccionado, dar

& |_Prevstep | [ MextStep | (9] h 2 click en “Next Step”

Adiuzt Microgcope for Counting

Set your microzcope to a magnification that iz
appropriate for counting cells.

Lazt Used High Mag Lens:

B < 13HA b Seleccionar un aumento
£ 13 HA

104 0.3 N& conveniente para el conteo

20 0.5 NA, h celular, normalmente 60X o
404 115 MA 1 100X
E .2 N.-’-'-.




19. El siguiente paso es determinar la manera como se medira el grosor del corte
histologico durante el conteo estereoldgico; esta cuestion es importante para la
determinacion del volumen de la estructura y de la estimacion del nimero celular ya que
para evitar errores en las estimaciones, se requiere que a lo largo del eje Z haya la
posibilidad de contar al menos 3 células completas; de esta manera, es muy importante
tener en cuenta que cortes mas delgados que 20pum de grosor final NO son recomendados
para contar mediante estereologia. De manera practica y antes de iniciar un conteo, se
recomiendo medir previamente los grosores finales; si se cuenta con un estimado previo
de grosor de los cortes histologicos, este puede ser tomado en cuenta para las estimaciones
del nimero celular activando la opcion “Manually enter the average mounted
thickness” ¢ ingresando el valor en el campo “Average Mounted Thickness” de la
seccion “Manual Adjustment (Optional)” Si el grosor de la region no se ha medido, se
recomienda que en este paso se realice una medicion de distintas zonas de la region de

interés activando la opcion “Measure mounted thickness before counting”.

# i Prev Step I [ hexk Step i

Refocus to top of section at each grid site
Chooze Your Method(z] For Measuning

[¥] Measure the mounted thickness while counting
b anually enter the average mounted thickness
M easure mounted thickness befare counting

Measure Mounted Thickness 'While Counting

Measure mounted thickness at sampling sites

E valuation Interval measure every |1 zitefz].

Manual Adjustment [0phonal]
IF you are absolutely confident that you know what the

average mounted thickness of your tissue is, you may
erter it, rather than taking individual measuemeants,

Average Mounted Thickness; | 3000 L

Meazure Mounted Thicknesz Before Counting [0 ptional]
IF you wish bo get an accurate measurement of the
thickness of your section before counting, use the
jovstick bo move to vanous areas and focus o the
top and bottorn £ positions.

Start Taking Measuements

9

—

Seleccionar “Refocus to the top of
section at each grid site”, “Measure the
mounted thickness while counting” y
“Measure mounted thickness at
sampling sites” every 1 site.

Si se cuenta con el valor promedio de
grosor del corte histologico a evaluar,

seleccionar “Manually enter the
average mounted thickness” y en
“Average Mounted Thickness”
ingresarlo.

Si no se cuenta con mediciones previas
de grosor, seleccionar “Measure
mounted thickness before counting” y
dar click en  “Start Taking
Measurements”



Una vez seleccionadas, dar
E— | Prevstep | [ Meststep | (9] h 2 click en “Next Step”

Refocus o top of section at each gnd site
Chooze vour Method(z) For Meazuring
teazure the mounted thickneszs while counting

k anually enter the average mounted thickness
[ ] Meazure mounted thickness before counting } 1

teazure Mounted Thickness While Counting

M easure mounted thickness at sampling sites

Evaluation Interval measure every |1 zite[z].

b anual Adjustrnent [0 phional]

If you are absolutely confident that pou know what the
average mounted thickness of your tizzue is, you may
enter it, rather than taking individual meazurements.

Average Mounted Thickness: LT

Seleccionar “Measure the mounted
thickness while counting” vy
“Measure mounted thickness at
sampling sites” every 1 site.

20. El siguiente paso es determinar el tamafio del cuadro de conteo. El tamafo del mismo
dependera de la densidad celular de la muestra (mayor numero de células a contar = menor
tamafio de cuadro de conteo). El tamafio maximo del cuadro de conteo estara delimitado

por la resolucion de la camara.

b [ Prevstep | | Mextstep | (9] h 2 Una vez seleccionadas las

Counting Frame Dizplay
Forze the counting frame to be zguare

[]5nap to incrementz of |1 | micron(s)

Counting Frame Size

#: |50 pm : |50 prm h 1

Dizplay Changes l

0oR

Graphically adjuzst the counting frame by dragaing
the comers or edges to the desired size.

Change the position of the counting frame by
placing the cursar in the center and dragging the
MOLIZE.

IIndo My Changes

opciones, dar click en “Next Step”

De manera préctica, un cuadro de conteo de

50x50pm es eficiente para una primera

aproximacion. Si se encuentran o se desean

otros valores, dar click en “Display
Changes” para observar los cambios en
pantalla.




21. El siguiente paso es determinar el tamafio de la “malla de conteo”. Como en el paso
anterior, el tamafio de la malla también dependera de la densidad celular de la poblacién
de interés presente en la muestra (mayor numero de células de interés en el tejido = mayor
espaciamiento de la malla de conteo) pero ademas dependera del numero de cortes a
evaluar (mayor numero de cortes a contar = mayor espaciamiento de la malla de conteo).
Es importante recalcar que este paso y el anterior son determinantes para alcanzar un
coeficiente de confianza (coeficiente de Gundersen) adecuado que valide el conteo
realizado en la muestra completa. En este ejemplo se defini6 la malla en 200x200um;
obsérvese el espaciamiento de los cuadros de conteo en el trazo del corte (Nota: la malla
de conteo que se muestra en la pantalla es solo una referencia visual, la colocacion exacta
de la misma dentro del area de interés al momento del conteo sera aleatoria).

™ Stereo Investigator - BrdU primera prueba
Fle Edt Probes Move ook Acquistion Image Options Help

=2a8& [}

Bi. epee FD.

5 & B RR¢ =
=@ L0 Q@B || [oeve comand sequence v [(Edt

e wam

¥ Indicate the Areas Used for Counting
1 SetuptheSubiect 1 N S i . . ] 0 A I
/' 2. Set Micioscape to Low Magnification ’
' 3. Trace your Regiorls) o Interest
7 4. Sel Mirascape to High Magniication
~ Define Probe Configuration
/' 5. Measure Mounied Thickness
Ve beinetheConting Fame Sz S e B T e B LTl EECEELCR
7 7. Define SRS Grd Layont
%" 8 Define Disector Options
3 Save Sanping Paameters
v Peitorm Counting
10, Count Objects
11, Viewthe Samping Fesuls

3 Prev Step Hext Step @

Define SRS Layou
Determine grid size based on rumber of sampiing

Desited # of Sites: |1 Estimate Giid Size:
OR
Manussly ente the grid size:

% [200 ¥; 200 [ Display Changes

In arder tomake reports easie to read, we suggest
that pou 1ound the grid sizes.

[ Round to increments of |1 | microris)

Undo My Changes H H : ;
| Show Advanced Features | |5 S N SERSI R RE | ST BTN PR B

PEAXAPR OIS FIINOOOPOCOOPOOI BN S MAP OO KOAD + X O -

COoOxPH)>oB ||

(840.26, 749.04, 0.05) 1.55 Click on different contours to view the grid layout Total Sites 55 Depth Fiter Off Show Diagnostics 12081 pre=d

22. El siguiente paso es definir la altura del disector optico, la cual dependera del grosor
final que presenten los cortes histologicos, y éste a su vez debe estar determinado por
mediciones previas. Normalmente, se recomienda que la altura del disector 6ptico sea de
al menos 25um, con las zonas de guarda de 5 pm arriba y abajo del mismo, por lo que
durante la preparacion experimental se debe de considerar obtener una tincion homogénea
a lo largo de un grosor final de los cortes histologicos de al menos 35um.



¥ | Prevstep | | MNextStep |

Dptical Disector Settings

Center the disector between the guar-i ZONET,

W

Center Ih- disacton I:lelween the guard ..un-Es.

Bottom Guard Zone

1]

Bottom of Section

Focus Method

(%) Manual Focus

() Automatic Focus [Scarning upwards)

() Automatic Focus [Scarning dowrsards)

Una vez completados todos los

9 h 4 campos requeridos, dar click en

“Next Step”

S 1 Seleccionar “Center the disector
between the guard zones.”

} 2 Ingresar la altura del disector Optico.

h 3 Seleccionar “Manual Focus”

23. El siguiente paso es crear un archivo dentro del software con los pardmetros
seleccionados para realizar el conteo. Es importante hacer notar que todos los cortes que
sean cuantificados de una estructura dada deben serlo con los mismos pardmetros y que
el archivo creado puede ser invocado en sesiones subsecuentes.

z [ Prew Step ] [ Mexk Step ]

Sampling Parameter Set

The Sampling Parameter Set allows you to store the
curment configuration for future uze.

Mame:

Comment; |

Save your Current Settings

Current Sampling Parameter Settings

Parameter

Low Mag Lens

High Mag Lenz
Counting Frame
Counting Frame '

Grid Size »

Grid Size

(Grid Fatation

Degired Sites

Section Cut Thickness
GuardZaone Tupe

Top Guard £ane Percent

Dizector Height
Focusging Method
Fefocus at each site

Walue

44 T3 MA
100 1.4 M
B0.00 prn
B0.00 prn
200,00 prm
200.00 pm
0.00 degrees
1

45.00 prn
Percentage
nosx

25.00 pm
 anual Focuz
true

‘ Una vez completados,
o 3 hacer click en “Next Step”

Llenar estos campos
apropiadamente

h 2 Dar click en “Save your Current

Settings” para que se guarden los
parametros de conteo



24. El siguiente paso define la regién que se va a contar y los parametros de conteo
(previamente guardados) que seran utilizados. Si se ha trazado mas de una region por
corte histologico, primero se debe muestrear una region y las demdas de manera
subsecuente.

Alexa 485 (Spinning Disk | Gre v

Dapi
Drapi (Spinning Disk)

1 Para el caso de conteo de
colocalizaciones, seleccionar en el

g (Spinning Disk { Green) “Tool Panel 17, uno de los dos canales
flexa 594 (Red) .
Alexa 594 (Spinning Disk J Red) a contar; y SIEMPRE usar las opciones
Alexa 647 (Far Red) marcadas con “Spinning Disk”. En este
Alexa 647 (Spinning Disk. | Far Red . 1 i los fl i
DiEsisi ejemplo se utilizan los fluoréforos
Rhodarnine {Spinning Disk) Alexa 488 y Alexa 594. En la pantalla
Eﬁ:ﬂ;gﬁ'* se mostrara la region seleccionada en el
close ‘shukker’ canal seleccionado.

# [ Prew Step ] LNext Skep ] @

Fegions af Interest

Select the contour that you wish to start pour count.
Fight-click on the tree control far more options.

= Section 1 A

) . . — 0) Seleccionar la region de interés
: que sera sometida a conteo

=2 Section 4

=2 Section 7
=2 Section 10
&4 Section 13
=2 Section 16
=2 Section 19
Section 22

Section 25 "
= Seleccionar el archivo que posee los
Flunning Options

3 parametros de conteo previamente
Count By: | starting a new probe w / guardados.

Sampling: | Tutorial Chooze
‘ Hacer click en el boton de
Click to start counting => (L. 4 “Start” para comenzar a contar

Skark Counking
Beqgin Mesxt Section ] [ |'ve Finished Canmtng




%
¥ Indicate the Areas Used for Counting
1. Set up the Subject

v 2. Set Microscope to Low Magnification

3. Trace your Fiegion(s) of Interest

" 4. Set Microscope to High Magnification
~ Define Probe Configuration
5. Measure Mounted Thickness
6. Define the Courting Frame Size
7. Define SAS Giid Layout
8. Define Diseclor Options
9. Save S ampling Parameters
~ Perform Counting
7 10, Count Dbjects
1. View the S amgling Resuts:

o Next Step Q9
You are working on: Site 1 of 9

Navigation: L(_ | E > i{

Select Markers for Counfing

Use Marker Marker 1 v
[] Enable middhe mouse button for placing markers
O Marker 2

Ecit Marker

o
x
+
&
v
o
*
o
*
-
A
v
-
*

»

&
]
°
e
e
]
(-]
o
(]
e
)
&
*
%
+
L]
+
<
-]
£
*
*
¥

Focus Top Of Section

e Focus atthetop 0]
= /N ofthe section

& and then click DK.

@ Cick lo mave to

A i == samping ste

&

L3

* oK ]
=2

[+

(309.46, 563,95, -0,05) 0,08 Click ko place & Marker 1 marker. Site 1 of 9 Depth Fiter OFf Show Diagnostics |—6.19 yri—i

Monitor 1

Pixel Luminance | | image Organizer
[7] Show Detais

SeconZ  Secton Name
Section 1
Section 4
Section 7
Section 10
Section 13
Section 16
Section 19
B0L.026 | ms ] Aukomatic; | 7 80.00 iiiiin Sé
Section 28
Section 31
Section 34
Section 37
Section 40
Section 43
Section 46

Red: [3 594 (sprinng Disk./
Green: (485 (prema Dk /6
[Z]Remember Video Settings

Setup..,

rdec Histograr

[]clip Detect

Gamma: | 1.26 A [1661 |

[_Reset Defaut_| [ Optimia

Monitor 2. En la ventana “MacroView” se muestra en un recuadro blanco la region que se esta explorando.



25. al iniciar el conteo, la platina motorizada se movera automaticamente al primer sitio
de conteo sistematico y aleatorio. Para cada uno de los sitios de conteo, aparecera la
ventana “Focus Top Of Section”; esta herramienta le sirve al programa para determinar
el grosor real del sitio que se explorard. Utilizando la perilla derecha del joystick,
colocarse en el borde superior (tltimo elemento en foco) del corte para marcar el inicio
del mismo. En la ventana de la herramienta Z una barra blanca horizontal comenzara a
desplazarse hacia un valor determinado. Una vez hecho esto, dar click en “OK”. La barra
horizontal blanca de la herramienta Z se colocara en “0”.

Nota: el programa no permite ninguna accion hasta que se sefale el grosor del sitio en
cuestion.

Focus Top Of Section
Focus at the top @
of the gection
and then click OF.

Click to move to
J next sampling zite.

« Una vez localizado el inicio
[ 2L ] del corte, dar click en “OK”

26. Inmediatamente aparecera la ventana de “Focus Bottom Of Section”. Utilizando otra
vez la perilla derecha del joystick, colocarse ahora en el borde inferior del corte (también
ultimo elemento en foco) para indicar el final del mismo. En la ventana de la herramienta
Z la barra blanca horizontal comenzara a desplazarse hacia un valor positivo. Una vez
hecho esto, dar click en “OK”.

Focus Bottom Of Section

Focus at the bottom @
of the section and
then click OF.
[ Do Mot Measure ]

[ Rezet Top Of Sechon ]

[1Rough Measuement
‘ Una vez localizado el final
[ ok ] del corte, dar click en “OK”

El microscopio volvera automaticamente al valor dado de inicio del corte.

Nota: Si el movimiento en Z del usuario excede la altura dada del disector optico, los
colores verde y rojo del cuadro de conteo se tornaran amarillos.



27. A continuacion se debe seleccionar un “marcador” para colocar en el sitio preciso
donde se encuentre una célula de interés. Un marcador puede simbolizar una marca
sencilla o una colocalizacion de acuerdo a su eleccion. Se sugiere utilizar marcadores de
buena visibilidad en pantalla, tales como los marcadores “Marker 2” al “9”.

*You are working on: Site 1 of 9

M avigation: Lﬂ) [ E Lﬁ/

Select Markers for Counting

Usze Marker |2 b arker 2 w

[ ]Enable mi h arker 1 s
b arker 2

M arker 3

Marker 4 Seleccionar un

Marker 5 marcador para cada

Marker B }  uno de los tipos

Marker 7 X ,
celulares de interés o

arker 8 ” ”
Marker 9 colocalizaciones

Marker 10
arker 11
Marker 12
Marker 13

A rP*CFoAd b+ X

Una vez seleccionado un marcador, se le puede asignar un nombre haciendo click en
“Edit Marker Names”.

& [ Prevstep | [ Mextstep | 9

“You are working on: Site 1 of 9

M avigation: Lﬁ) i E Lﬁ)

Select Markerz far Counting

Usze Marker, |0 Marker 2 w

[]Enable middle mouse buttan for placing markers

(22 Marker 2

Edit Marker Names h Click para cambiar nombre de marcador

Nota: El marcador seleccionado para una poblacion celular debe ser el mismo a lo largo
de todos los sitios y todos los cortes a contar, la eleccion del mismo solo se lleva a cabo
una vez al el inicio de los conteos.



28. A continuacioén, comenzar a buscar por las células de interés dentro del cuadro de
conteo:

™ Stereo Investigator, - BrdU primera prueba

Flle Edt Probes Move Tools Acquistion Image Options Hel

DeadeciE@@, = ey Guonem - SHRLEAHNFIREBES O BEERE|E., | dp L@ D,
it . BlE] =D e wE & B9S2 T 0@ @B ||| | A4 Soining Disk f Gre v

Device: v | state:

~ Indicate the Areas Used for Counting
7 1. Set up the Subject
7 2 Set Microscape to Low Magrification
7 3. Trace your Region(s] of Interest

7 4. Set Microscope to High Magnification

<

4

Define Probe Configuration
7 5. Measure Mounted Thickness

7 B Defing the Courting Frame Size
7 7. Deline SRS Giid Layaut

" 8 Define Disector Options:

] < <

<

7 3. Save Samping Parameters
~ Perform Counting
7 10 Count Objscts

11. View the Sampling Results

¢ (e 9
‘You are working on: Site 1 of 8

Navigation: (<] 7] Sl

Select Markers for Courting

FEALHBCSI LI ENOOOQO0DVSOF X ¢ M AP @O k0> +3x0 -

Use Marker: [ Marker 3 v
[ Enable middie mouse button for placing markers
O Marker 2
Edit Marker Names

S
o
)
&
A
+
L3
*
=]
o
(509.61, 564.11, -39.05) 0.08 Click o place a Marker 3 marker. t=-51.8um Depth Filker OFF Show Diagnostics .19 pr—]

Comenzar a buscar por las células de interés desde la parte superior del corte hasta
el final del mismo, utilizando el control del micrométrico (digipod) disponible en el
joystick. Un criterio importante para realizar el conteo es definir si se tomaran en
cuenta las células que “toquen” el borde superior o las que “toquen” el borde inferior
del corte; este criterio debe ser definido antes de comenzar a contar y debe
permanecer a lo largo de todos los cortes a contar. El cuadro de conteo tiene una
parte roja y una parte verde (ver imagen). Si la célula esta dentro del cuadro de
conteo o toca las lineas verdes, se toma en cuenta la célula y se le coloca un
“marcador”. Si la célula esta fuera del cuadro de conteo o toca las lineas rojas, es
excluida del conteo y no se le coloca ningun marcador. Cuando el micrométrico
excede los limites en Z del cuadro de conteo, éste se torna amarillo y es indicativo
de que ya no se pueden “marcar” células aunque las hubiere. Lo anterior aplica para
el caso de estar contando células marcadas para un solo fluoroforo; si se estdn
buscando células con colocalizacion de dos 0 mas marcas, primero buscar las células
en un canal (p.e. en el canal verde “Alexa 488 Spinning Disk / Green”) y
posteriormente buscarlas en el canal subsecuente (p.e. en el canal rojo “Alexa 594
Spinning Disk / Red”). El cambio de filtros se realiza desde el “Multichannel
Control” del “Tool Panel 1” como se muestra en la siguiente figura:



Blue: | Dapi (Spinning Disk)

Green: | 488 (Spinning Disk [ G ) )
h Click para cambiar de fluorocromo
Red: |a 594 (Spinning Disk |

Far Red:

Il

Five: brightfield

Shutter OFf; close 'shutter'

Remember Video Settings

LN
@
bag
c
-

Los filtros pueden ser cambiados desde el “Multichannel Control” las veces que sean
necesarias para confirmar las colocalizaciones. Si las células que presentan colocalizacién
cumplen con los lineamientos estereoldgicos descritos anteriormente, se les coloca un
“marcador”.

™= Stereo Investigator - BrdU primera prueba
Ele Edit Probes Move Iook Acquistion [mage Optons Help

IradcE® = Gz - BRLAADFRRBRIS Q| BEAERER. aDP .
® 2 e I 5 . ®m=S9 I 30 @B || Aexs4ss(SpinningDisk Gre v | [Edt ]

Device: v | state:

+ Indicate the Areas Used for Counting
W 1. Set up the Subject
W7 2 Set Microscope to Low Magrification
" 3. Trace your Regianls) o Interest
' 4 Set Microscope (o High Magrification
~ Define Probe Configuration
W' 5 Messure Mounted Thickness
" 6 Define the Counting Frame Size
7' 7. Define SRS Gind Layout
' & Deline Disector Options
W 9 Save S amping Paramelers
~ Perform Counting
i7" 10, Count Dbjects

11. View the Sampling Results

$ [(Prevstep ] [Nextstep | )
*You are working on; Site 1 of 8

navosion: () CHL (BB

e _ Si se localiza una célula
[CEnatle qulemusemu;mraamgmewk:w de intel‘és dentro del
' cuadro de conteo, se

HEC+F S EED00QDO0OVPOO L ESWAP %O %0Ab +X0

coloca un “marcador”
dando click izquierdo
sobre dicha célula

QOXF+)>on 4 |l dEtnt

(530.16, 530,59, -33.05) 0.08 Click to place 2 Marker 3 marker. £ =-51.8um DepthFiker Off Show Disgriostics =613 um—{




29. Una vez escaneado completamente el sitio se procede con el siguiente.

You are working on: Site 1 . .
g Dar click en este icono

M avigation: Lﬁ.] ( i * para ir al siguiente sitio

de conteo

Se desplegara el siguiente sitio para realizar el conteo y reaparecera la ventana “Focus
Top Of Section”. Repetir los pasos 25, 26 y 28 de la guia hasta culminar todos los sitios
para el corte en cuestion.

30. Una vez contados todos los sitios, aparecera el siguiente mensaje:

7

Ste reo [nvestigator hﬂ

L ] E All of the sampling sites have been visited. Use the probe run butkon to view results,
L

Cuando se de click en “OK” aparecerd que la “Probe Run XXXX” esta completa. Si se
desea, puede continuar el conteo en la seccion siguiente dando click en “Begin Next
Section” Cabe mencionar que el muestreo de un solo corte no es suficiente para desplegar
resultados confiables de un conteo estereologico.

Regions of Interest

Select the contour that you wish to start pour count.
Right-click on the tree control far more options.

= Section 1 ~

O o8
h Prueba completa en el corte 1

-0 AL
&= Section 7 =

U Frobe

=2 Section 4

&2 Section 10
=2 Section 13
=2 Section 16

Section 13
Section 22 v

Running Options

Count By: | starting a new probe w |

Sampling: |Tutu:uria| |
Click to start counting => Lﬁ_,]

[ Beqgin Mesxt Section ] ’ |'ve Finizhed Counting ]

* ’Shu:uw Advanced Featurea]

Dar click aqui para
proceder al trazado
del siguiente corte




31. Si no existen trazos previos de los cortes subsecuentes, aparecera el siguiente mensaje:

You have not traced any contours For this section,
ou will be redirecked back to the tracing step so that you can outlineg yaur region of interest.

Al dar click en “OK?”, el programa redirigira automaticamente al usuario al paso 2 del
Workflow (paso 15 de la presente guia):

é

[ Prew Step ] [ Mexk Step ]

9

Adjuzt Microscope to Trace Reagion(z]

Switch ko a magnification where you can easily

delineate vour reqion(z] af interest.

Last Used Low Mag Lens: |

Select Low Mag Lens: i 1006 1.4 MaA

A, Typically, we recommend
which you can view a zu
reqion(z] af interest.

B.IF it iz ditficult to distinguizh the edge of vour region(z]
of interest at low magnification, you may need to uge

10 0.3 MNa
Recommended Approach I 0.5 M
40115 MA
B 1.2 M
100 1.4 MNA

v

a higher magnification.

Repetir los pasos hasta completar los trazos y los conteos en todos los cortes
seleccionados. Afortunadamente, los pasos 5, 6, 7, 8 y 9 del Workflow (pasos 19 al 23 de
la presente guia) son omitidos en los cortes subsecuentes. Solo hay que tener cuidado de
estar posicionados en la region de interés del corte histologico correcto y de seleccionar
el archivo con los parametros de muestreo correctos.

Fiunning Options

[ i |
Count By: | starting a new probe w !

Sampling: iTLE:lﬁal H Chooze ]

&

Click to start counting => L_E_J h 2

[ Begin Mext Section I [ |'ve Finished Counting I

Revisar que el archivo que posee los
parametros de conteo previamente
guardados sea el correcto.

Hacer click en el boton de
“Start” para comenzar a contar



32. una vez concluidos los conteos de todos los cortes seleccionados de la muestra
biologica de interés, dar click en “I’ve Finished Counting”

Funning Options

Count By: | gtarting a hew probe bl

Sampling: | Tutarial |

Click to start counting =2 L_&_J
[ Begin Mext Section ] [ I"ve Finizhed Counting I h Click aqui

Aparecera la ventana siguiente:

* Perform Counting
% 10. Count Objects
% 11. View the 5ampling Results

¢ | Prevstep | o

Samplng Besults [Quick Yiew)

The quick view offers automatic selection of the
completed nns bazed on the parameters used for

the probe nun. Seleccionar el archivo de parametros

con el que se realizo el muestreo (si se
Probe Runs muestred con mas de un archivo de
Aldo CUR — 1 parametros, éstos apareceran listados,
los resultados se mostraran segregados
y los estimados de numero celular
serian incorrectos, por lo que resulta
importante muestrear todos los cortes

: : _ de un sujeto experimental con los
Wiew Results | [ View Probe Setlings mismos parametros).

Samping Results [Advanced)

IF you wizh to view the rezults of all probes, use
the Dizplay Probe Bun List to mdradually select
the probes.

| Display Probe Fun List ]h 2 Dar click en “Display Probe Run List”




33. Aparecera la siguiente ventana:

[ Previous Stereological Runs z
Probe Type & Contour/Marker Name Section Mame Created Fiun Name Parameter Set Counting Frame Counting Frame ' Probe Height Gid Size X
Optical Frachonator 2 Section 4 12/01/16 15:42:00 Probe Fun 0005 Aldo CUR
Optical Fractionator Der Section 4 12/01 16153300 Probe Run 0007 Aldo CUR 50.00 50.00 15.00 250,00
Optical Fractionatos Der Section 3 12/0116 153300 Probe Run 0006 Aldo CUR 50,00 50,00 15.00 250,00
Oplical Fractionatos lzq Section 3 12/0116 153200 Probe Run 0005 Aldo CUR 50,00 50,00 15,00 250.00
Oplical Fractionatos Der Section 2 12/0116 15:28:.00 Probe Run 0004 Aldo CUR 50.00 50.00 15.00 250.00
Optical Fractionatos lzq Section 2 12/011615:27:00 Probe Run 0003 Aldo CUR 50,00 50,00 15,00 250.00
Optical Fractionatos Der Section 1 12/0116 152200 Probe Run 0002 Aldo CUR 50,00 50,00 15,00 250.00
Optical Fractionatos lzg Section 1 12/0116 15:20:00 Probe Run 0001 Aldo CUR 50,00 50,00 15.00 250.00

A ! 2]

Puede darse el caso de que como en la imagen superior, se hayan realizado conteos con
los mismos parametros de dos regiones distintas (en el ejemplo, hemisferio izquierdo y
hemisferio derecho) y se quiera el estimado de cada region de manera independiente. La
ventana “Display Probe Run List” permite administrar los conteos y ordenarlos por tipo
de prueba, nombre de contorno, nombre de la prueba, etc. Para segregar los “Izq” de los
“Der” simplemente hay que dar click en la variable “Contour/Marker Name” y enlistara
de manera ordinal los conteos:

W Previous Stereological Runs X

[~

Probe Type Contour/Marker N..  + Pararneter Set Counting Frame Counting Frame v Probe Height Giid Size X

15.00

4

12001716 15:22.

Optical Fractionat ection 1 F‘m Fiun 0002 i
Oplical Fractionatos Der Section 2 120116152800 Frobe Fun 0004 15,00 250,00
Optical Fractionatos Drer Section 3 12/01A1615:33:00 Frobe Run 0008 15.00 250.00
Optical Fractionatos Drer Section 4 12/01/1615:3%00 Probe Run 0007 15.00 250.00
(%] ) >

Una vez enlistados, seleccionar los conteos pertenecientes a un mismo muestreo dando
click en cada uno de ellos manteniendo presionada la tecla “Shift”. Cada uno de ellos se
resaltara en fondo azul.

34. Dar click en el boton “View Results”. Aparecera la ventana “Section Periodicity”,
con la periodicidad dada en el paso 14 de la presente guia. Si no hubo ningln ajuste en
cuanto al numero de cortes histologicos muestreados, dar click en “OK?”, si se modificd
el espaciamiento entre los cortes muestreados, ingresar el nuevo valor y posteriormente
dar click en “OK”

Section Perio dicity

Section Pernodicity

Systemnatic sampling involves using
only every n'th serial section. Enter
the sampling interval [the value of r).

l ak, I[ Cancel ]




35. Se desplegara la ventana “Sampling Results”, la cual contiene varios apartados con
resultados del conteo estereologico; en la pestaiia “Parameters” se despliegan los
parametros generales con los cuales fue realizado el conteo estereologico.

W Sampling Results

15 Categony Result
Mumber \weighted Details [ata File Mame C:\Documents and Settings'WMeurclucidaihdy Do
= e TH Date And Time
Countz By Site Region Al
= CE Gundersen Sampling Parameter Set AVL OB 45 micras [malla 3]
: : MHurmber OF Sampling Sites 207
W Detail
L As Counting Frame Area (4] (ure) 300.000
CE Scheaffer : c
: Dizectar Height [£] [pm] 350
LE CruzDrive Dissctor Volume [<1Z) (1) 31500.0
EE SchmitzHof Guard Zone Distance [pm) (IR
= Z Diepth Histogram Shape Factar 2566
Histogram Details Counting Frarme 'width [=] () anao
= Planimetry Counting Frame Height [v] (pm) 30.0
: ; Sampling Grid [+ [pum] 1100
L Detail
g a”%”;e SR S ampling Grid [¥] [ur] 110.0
ElCoe! 5 ampling Grid Area 4] [un?) 12100.0
Section Thickness [um) 430
tean Meazured Section Thickness [pm] 46.8
tean Meazured Section Thickness with Counts [pm) 46.7
MHumber 'Weighted Mean Section Thickness [um) 466
Section Evaluation [nteral 3 000000
Thean thickness of mounted hizsue
aj 3]
[ Frint Displayed Fesults ] [ Copy Dizplayed Resultz Tao Clipboard ] [ E quations ] l Cloze l
[ Print A1l Results ] [ Copy All Results Ta Clipboard ] [ Edit Mounted Thickness ] [ Esport ta Excel ]

En las pestafias de marcadores se despliegan los estimados estereologicos de la (s)
poblacion (es) celular (es) de interés. Normalmente el numero que se reporta es el de
“Estimated Population using Mean Section Thickness”. Esta pestafia también
despliega el nimero total de marcadores utilizados (Total Markers Counted).

B Sampling Results

[=I- Parameters Categary Result
Number Weighted Details Optical Fractionator Population E stimates
=
Counts By Site Estimated Population using User Defined Section Thickness 347a
= CE Gundersen e s M T
i Detail stimates uzing Section Thickness Measured at Counting Sites
CE S:I*:Iea;fcf:r B E stimated Fopulation uzing Mean Section Thickness 37863
3 Estimated Population using Mean Section Thickness [only uzing Sites with Counts) aranz
CE E”“Z'E_'”VE E stimated Population using Mumber Weighted Section Thickness 37ER3
CE Schmitz-Hof
=) £ Depth Histograrm Tatal Markers Counted 234
Hiztogram D etailz
(= Planimetry
Yariance Details
Section Order
[ Frint Displayed Fesults ] [ Copy Dizplayed Fesults To Clipboard ] ’ E quations ] l Cloze l
[ Frint &l B esultz l [ Copy All Besults To Clipboard l [ Edit Mounted Thickness ] [ Esport to Excel l [ Help l




Al tratarse de un método de conteo inferencial, se utilizan valores estadisticos estandar
(para el caso de conteos estereologicos, coeficientes de confianza) para medir la precision
de las estimaciones de numero celular obtenidas; de los coeficientes enlistados en la
ventana de “Sampling Results”, el mas reportado en la literatura es el Coeficiente de
Error de Gundersen, el cual se encuentra en la pestafia “CE Gundersen”. Si el
coeficiente de Gundersen es menor o igual a 0.10 (siendo m=0 o m=1 dependiente del
tamafio del muestreo), se considera que el conteo es valido. Si el valor obtenido al
finalizar el conteo es mayor a 0.10, se requerira incrementar el nimero de cortes a contar
o hacer mas estrecha la malla o mas grande el cuadro de conteo, dependiendo del valor
obtenido, y se debera realizar un nuevo conteo. Si es el caso de que so6lo se estreche la
malla o se haga mas grande el cuadro de conteo, el nuevo conteo puede ser realizado
sobre los mismos cortes, pero si se requiere incrementar el nimero de cortes a contar
debera realizarse una nueva corrida de configuracion, en la cual se estableceran los cortes
histologicos a contar.

(=)~ Parameters Gundersen Categony Result
Humber Weighted Detail: Yariance Due To Noiss 234.00
= TH Yariance of Systematic Random Sampling, m=0 506,75
Counts By Site Yariance of Sygtematic Bandom S ampling, m=1 20,34
28 Tatal Variance, m=0 74075
: : Total Variance, m=1 25934
CE :anance Lty Coefficient of Ermor [Gundersen), m=0 012
cheaffer s
3 Coefficient of Eror (Gunderzen). m=1 0oy
CE Cruz-Orive
CE Schmitz-Hof
=) £ Depth Hiztoaram
Hiztogram D etailz
(= Planimetry
Yariance Details
Section Order
[ Frint Displayed Fesults ] [ Copy Dizplayed Fesults To Clipboard ] ’ E quations ] l Cloze ‘
[ Frint &l B esultz l [ Copy All Besults To Clipboard l [ Edit Mounted Thickness ] [ Esport to Excel l

36. Finalmente, en la pestafia de “Planimetry” se despliegan estimados de area y volumen
de la estructura completa y del area de cada corte de manera individual. También
despliega las areas de los cortes individuales, asi como el coeficiente estimado de error,
el cual si es menor a 0.10 valida la precision de estos resultados.




( Sampling Results W

(=)~ Parameters Categary Result
Mumber Weighted Details Measured Yolume () * 781234000,
- wTH
Counts By Site Total Area [pré] 1928970,
o CE Gundersen Section Cut Thickness [pm) 45.0
Variarice Details Height Per Section [pm] ! 405.0
oo wallel Auea Sectian 4 u?) 217766,
CE CruzDrive Area Section 13 [ur] erin bl
CE Schmitz-Hof Area Section 22 [une] amz1n
= £ Depth Histograrm Area Section 31 [pnE) 365200,
Histagram D etails Area Section 40 [pnf) 384486,
BB Flanimetry frea Section 49 [pre] 390054
Y ari Detail
g Variance of Systematic Random Sampling 16132669440.00
A £44546953216.0
B R40BRR45160.0
[ AXART2RLLT2 0
E stimated Coefficient of Erar .oy

1 Section cut thickness iz also known az the block advance

[ Frint Digplayed Results l [ Copy Digplayed Results To Clipboard l [ E quations l l Cloge: I

[ Frint Al B esults ] [ Copy All Results To Clipboard ] [ Edit Section Cut Thickness ] l Export to Excel ]

37. Para exportar los datos a programas de procesadores de texto u hojas de calculo, dar
click en el boton “Copy All Results To Clipboard”.

| Copy All Results To Clipboard |

38. Abrir el programa al cual se van a pegar los datos. Al ser exportados como “valores
separados por comas”, pueden ser pegados en el programa “Bloc de notas” y guardados
como un archivo “.txt” para pegarlos posteriormente en programas especializados en
estadistica:

7| *#132RSCCDHIzq30d(CB).txt: Bloc de notas - -

Archive Edicién Formate Ver Ayuda
Far‘ameters

Category Result

Data File Name C:\Documents and Settings\My Documents\#132RSCCDHIzq3@d(CB).DAT
Date And Time ©04/21/08 21:08:00 to ©4/22/08 20:26:00

Region AVL

Number Of Sampling Sites 179
Counting Frame Area (XY) (pm2) 1600.00
Disector Height (Z) (um) 40.9
Disector Volume (XYZ) (um?) 64000.8

Shape Factor 7.92

Counting Frame Width (X) (pm) 40.0
Counting Frame Height (Y) (pm) 40.0
Sampling Grid (X) (pm) 110.9

Sampling Grid (Y) (pm) 118.0

Sampling Grid Area (XY) (pm2) 12100.0

Section Thickness (um) 1 43.0
Mean Measured Section Thickness (um) 46.6
Number Weighted Mean Section Thickness (um) 46.5

Section Periodicity 9.000000
! Mean thickness of mounted tissue

Parameters Number Weighted Details
Site Run 1  Thickness (pum) Run 2  Thickness (um) Run 3  Thickness (um) Run 4 Thickness (pm) Run 5 Thickness (pm) Run 6 Thickness (um)

1 @ e ] -] @

2 ] e ] Q 1 48.7 e

3 1 46.4 e ] 1 48.3 1 49.6 ]

4 1 48.8 e ] ] e 1 44.3
5 2 53.8 1 43.3 2] 1 49.0 1 48.4 [

6 @ 2 43.9 2 47.0 2] ] 3 45.9
7 2] e 4 46.9 1 47.2 3 508.8 2 47.9
8 3 46.8 e 3 45.5 @ 1 49.5 1 44.6
9 2] e ] 2 46.9 e 2 45.4
10 1 47.@ 2 45.4 3 46.3 @ @ ]

11 2 45.7 e 1 48.9 1 48.3 2 48.3 1 46.2
12 @ e 3 46.3 2 45.4 @ ]

13 2] 1 44.8 1 46.8 3 45.2 3 45.5 e




39. Al finalizar la sesion, cerrar el programa y todos sus modulos unicamente dando click
sobre el X sobre fondo rojo situado en la parte superior derecha de la ventana principal
del programa, no es necesario cerrar todos los modulos de manera individual.

18. /¢4 DeC FD.
HE# | . Device Command Sequence | »

40. Guardar los archivos “.txt” en los servicios de almacenamiento en la nube a través del
navegador “Mozilla Firefox” o mediante el uso de una memoria “USB” nueva o
reformateada. Queda estrictamente prohibido el uso de memorias fuera de estas
condiciones.

41 Mover el revolver de objetivos hasta que quede el objetivo 4X al frente. Utilizando
una hoja de papel seda humedecida con 70% EtOH, limpiar cuidadosamente la lente
frontal del objetivo de 60X o 100X, dependiendo de cual haya sido utilizado.

42. Remover la preparacion de la platina, cuidando de no lastimar las lentes frontales de
los objetivos del revélver.

43. Revisar que el carrusel de filtros de fluorescencia delanteros del microscopio quede
situado en la posicion 1 hacia al frente, cuidando que se observe la luz blanca de mayor
intensidad a través del objetivo 4X; para esto utilizar los botones MU+, MU-, FW+ o0 FW-
del controlador del carrusel de filtros ND (situado en el lado derecho de la mesa
antivibratoria del microscopio) hasta obtener tanto el color de luz como la intensidad
mayor. Una vez obtenido dicha luz, colocar manualmente el shutter frontal en posicion
de bloqueo.

44. Apagar la fuente de poder de la lampara de fluorescencia (caja vertical blanca ubicada
encima del moédulo IX2-UCB).

45. Apagar la camara trasera (Hamamatsu, caja horizontal gris con crema).
46. Apagar la caja de control de la platina motorizada Lep (caja vertical gris claro).
47. Apagar el modulo IX2-UCB del microscopio (caja vertical blanca, rotulada).

48. Apagar la estacion de trabajo (conformada por el CPU y los dos monitores).



