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RESUMEN

Objetivo: Proponer la caracterizacion de hallazgos histologicos en
fotomicrografias de tejido tiroideo no neoplasico en fresco y compararlos con el
estudio histolégico convencional.

Métodos: Se seleccionaron cortes de 2 especimenes de tiroidectomia no
neoplasicos en fresco, se obtuvieron 48 imagenes fotomicrogréaficas sin colorear.
Se describieron los hallazgos morfolégicos bajo luz blanca y usando 3 filtros
fotogréaficos: Negativo, Cian y Magenta en objetivos 4x, 10x y 40x. Se compararon
con el estudio histolégico convencional y se midié concordancia entre dos
observadores.

Resultados: Se observdo una buena concordancia entre los diferentes filtros
fotograficos y la hematoxilina y eosina en algunos hallazgos morfologicos:
identificacion de foliculos, identificacion de matriz extracelular y células
inflamatorias, siendo mejor en 4x. La concordancia entre los dos observadores fue

muy buena.



Conclusion: La fotomicrografia de tejido tiroideo no neoplasico en fresco es una
alternativa potencialmente util para evaluar variables morfolégicas que ayuden a

establecer un diagnéstico.

Palabras clave: Fotomicrografia, Patologia digital, Estudio histolégico (fuente
DeCS-BIREME)

SUMMARY

Objective: To propose the characterization of histological findings in
photomicrographs of fresh non-neoplastic thyroid tissue and compare them with
the conventional histological study.

Methods: Sections of two non-neoplastic thyroidectomy fresh specimens selected,
48 uncolored photomicrographic images obtained. The morphological findings
were described under white light and using three photographic filters: Negative,
Cyan and Magenta in 4x, 10x and 40x lenses. Compared with the conventional
histological study and the concordance between two observers measured.
Results: A good concordance between the different photographic filters and
hematoxylin and eosin was observed in some morphological findings: identification
of colloid follicles, identification of the extracellular matrix and inflammatory cells,
being better in 4x. The reliability between the observers was very good.
Conclusion: Photomicrography of fresh non-neoplastic thyroid tissue is a
potentially useful alternative to evaluate morphological variables that help establish
a diagnosis.

Key Words: Photomicrography, Digital pathology, Histological study (source
MeSH, NLM)



INTRODUCCION

El diagnostico histopatolégico de las neoplasias se basa en el conocimiento de la
histologia de tejidos sanos no neoplasicos, las técnicas existentes se fundamentan
en tinciones como la hematoxilina y eosina (H&E) en tejido fijado, permitiendo
observar en el microscopio detalles celulares y tisulares. El estudio morfolégico de
los tejidos, o histopatologia, se considera el estandar de oro en el diagnostico de
cancer (1-3), aunque este proceso suele ser demorado, debido principalmente al
proceso de fijacion, el cual esta facilitado por sustancias quimicas como el
formaldehido, que conservan la estructura del tejido y las células de forma

permanente (4).

En patologia tiroidea, la citologia por aspiracion o ACAF, intenta acortar los
tiempos de diagndstico. Es una técnica Gtil por su alto valor predictivo positivo en
neoplasias benignas y malignas pero con muchas limitaciones en lesiones
intermedias, con un alto porcentaje de resultados no concluyentes, falsos
negativos y falsos positivos, que pueden llevar a la toma equivocada de
decisiones terapéuticas (5, 6). Otra técnica que intenta mejorar el tiempo y el
rendimiento diagndstico es la microendoscopia, utilizada en piel, estobmago,
camara anterior del ojo e intestino delgado (7). Esta técnica puede ser ejecutada
en tiempo real y es usada in situ e in vivo en dichos 6rganos con resultados
alentadores en Europa y Norteamérica (7-10), pero su alto coste ha limitado su
uso Yy difusion en Latinoamérica, desconociéndose su utilidad en otros 6rganos

como en la glandula tiroides (8).

La histologia convencional también es susceptible a errores técnicos dentro de su
proceso, como la aparicion de factores que pueden perturbar la interpretacion del
resultado final por el patdlogo: los “artefactos” (1-3). Estos pueden surgir
intrinsecamente en el tejido, en el procedimiento quirdrgico por el cual se tomo la

muestra o en cualquier punto del procesamiento (2, 3). Asi, la calidad de un



preparado histologico se evalla teniendo en cuenta la ausencia o presencia de
artefactos (11-14).

En los dltimos afios, se han incorporado tecnologias como la fotomicrografia o
micrografia, que intentan darle valor agregado a las técnicas histopatoldgicas, esta
consiste en la obtencion de imagenes fotograficas de elementos microscépicos
(15-18) que pueden ser digitalizadas y ser vistas por el patélogo en un computador
o dispositivo movil (15-19). Usando herramientas de edicion de imagen, las
fotomicrografias pueden ser editadas para ayudar en la interpretacion de detalles
morfolégicos (20-23), estas herramientas incluyen filtros fotograficos que pueden
modificar la saturacion, la intensidad y el contraste de los colores originales (24,
25), su uso en histopatologia no es nuevo, el filtro polarizador por ejemplo se usa
para detectar depdsitos de amiloide bajo tincion de Rojo Congo (26). En histologia
y en patologia digital, con ellos se dan toques artisticos que facilitan la
interpretacion de las imagenes histologicas, destacando los colores originales de
la imagen, asi, para resaltar los tonos rosados de la eosina se usa el filtro
“Magenta” y, para los tonos azules o basofilos, el filtro “Cian” (24, 25). No existen

publicaciones acerca de su uso en tejidos sin coloracién.

La microendoscopia o “biopsia 6ptica” (7, 27, 28) es una forma no invasiva de
diagnéstico con un sistema a base de luz que realiza un analisis microscépico del
tejido superficialmente o en profundidad. Segun Ferrer-Roca, su filosofia se
caracteriza por “no extraer tejido del organismo, por hacerse in vivo e in situ y por
pretender hacer diagndstico sin una biopsia intrusiva” (27). Al tejido que se quiere
analizar se accede a través de la superficie o por via endoscopica, las imagenes
se adquieren en tiempo real y, segun la técnica, van acompafadas de datos
complementarios que permiten evaluar la lesion diana, no obstante, aun no se

tiene un estandar de oro (28, 29).

Dado lo anterior se propone la factibilidad de desarrollar una tecnologia

fotomicrografica que sirva como herramienta para llegar al diagnéstico de lesiones



neoplasicas in vivo e in situ en la glandula tiroides, un 6rgano soélido de facil
acceso para punciones. Sin embargo, al parecer no existen estudios publicados
que caractericen los hallazgos histologicos en fresco de ningun 6rgano, que usen
fotomicrografias y filtros fotograficos y mucho menos que los comparen con la

histopatologia convencional.

El objetivo es caracterizar los hallazgos morfologicos en fotomicrografias de tejido
tiroideo no neoplasico en fresco y compararlos con el estudio histolégico

convencional con tincién de H&E.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio piloto de tipo observacional analitico y exploratorio,
enmarcado en un macroproyecto de modificacién tecnolégica de procesos. Se
tom6 como poblacién sujeto de estudio los cortes histolégicos provenientes de
especimenes de glandula tiroides obtenidos por tiroidectomia en la Clinica
Medellin de Occidente (CMO), sin enfermedad neoplasica, sin contacto con una
sustancia fijadora y sin estar en proceso de descomposicion. Como control de
calidad, para evitar el sesgo del observador y para tener variabilidad en la
comparacion, se decidié tomar los cortes de dos especimenes de tiroidectomia,
pertenecientes a dos pacientes diferentes. A continuacién se describe el proceso

de seleccién y procesamiento de las muestras.

Seleccion de especimenes: Se reviso diariamente la programacion quirdrgica del
quiréfano de la CMO para verificar las tiroidectomias subtotales o totales
programadas. Se comprobé el arribo y las solicitudes de estudio
anatomopatoldgico de dichos especimenes y los primeros dos que cumplieron con
los criterios de seleccion expuestos, ingresaron al estudio identificandose como A
y B.



Procesamiento macroscoépico: Los 2 especimenes seleccionados entraron al
procesamiento macroscopico rutinario sin ser fijados en formol u otro medio de
fijacion, fueron pesados y medidos. Siguiendo la guia de procesamiento
macroscopico de tiroides recomendada por el CAP (2), se hizo la descripcion de la
superficie externa y se identificaron cuatro cuadrantes nombrados de | a IV
siguiendo las manecillas del reloj. Se rotulé cada cuadrante anteponiendo la letra
del espécimen (ej: Al, All, Alll y AlV), de cada cuadrante se realizaron cortes
seriados de 3 mm de espesor para exponer el parénquima glandular y analizar sus

caracteristicas macroscopicas.

Corte: Una vez realizados los cortes seriados, se seleccionaron aleatoriamente 6
lonjas por cada cuadrante del espécimen que fueron enumeradas del 1 al 6
anteponiendo el cédigo de cada cuadrante (ej: All, Al2, Al3, Al4, Al5 y Al6). De
cada lonja se tomo un corte cuadrado de 5 x 5 mm con hoja desechable de bisturi
N°13 marca Paramount® (Paramount Surgimed Ltd, Delhi, India), posteriormente
se adelgaz6 manualmente a un espesor de 1 mm con una hoja de cuchilla
desechable de micrétomo de perfil alto marca Leica® (Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Wetzlar, Alemania) con la ayuda de una regla micrométrica marca
AmScope® (American Scope Inc., Irvine, Estados Unidos). Se observo la aparicion
de artefactos de burbujas en los preparados adquiridos, por lo que se decidio
reiniciar y completar el proceso congelando el tejido en fresco en un criostato
marca Leica® CM1950, se congel6 el tejido en gel OCT marca Sakura Finetek®
(Sakura Finetek Japan Co., Ltd, Tokio, Japdn), lograndose cortes de 15 micras.

Esto arroj6 un total de 24 cortes por cada espécimen, para un total 48 cortes.

Toma de la fotomicrografia: Cada uno de los preparados fue puesto en el visor
de un microscopio LED marca Leica® DM500 con camara microscopica digital
EC4 de 3.3 megapixeles integrada (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Alemania). De cada corte se obtuvo una fotomicrografia bajo los objetivos
integrados en el microscopio: 4x, 10x y 40x. Cada imagen fue convertida de forma

predeterminada al formato de imagen digital de alta resolucion .tif.



Aplicacion de los filtros fotogréaficos: Cada fotomicrografia fue editada con el
software de edicion de imagenes de licencia libre Photos Google® (Alphabet Inc.,
Mountain View, Estados Unidos). Se les aplicd los filtros fotograficos asi: Luz
blanca en 4x, Luz blanca en 10x, Luz blanca en 40x; Negativo en 4x, Negativo en
10x, Negativo en 40x; Cian en 4x, Cian en 10x, Cian en 40x; Magenta en 4x,
Magenta en 10x y Magenta en 40x (Figura 1). Se decidi6 complementar el
contraste de colores que aportaron los filtros al hacer ajustes adicionales a los
parametros graficos, por lo que se estandarizO y se aplicO asi a todas las
imagenes:

e Luz blanca: no se ajustaron los parametros.

¢ Negativo: no se ajustaron los parametros.

e Cian: el brillo se ajust6 en +50%, el contraste en -50%.

e Magenta: el brillo se ajusté en +100%, el contraste en -100%.
Subsiguientemente, a cada uno de los 48 cortes se le hizo el procesamiento
histolégico convencional con la tincidn de H&E y fueron fotografiadas en la misma
camara a 4x, 10x y 40x. Esto arroj6 15 imagenes por cada corte para un
consolidado de 720 observaciones.

Observacion de imagenes histoldgicas: Cada imagen digitalizada y editada fue
observada por separado por dos patdlogos (Observador 1 y Observador 2) en la
pantalla de un computador usando el mismo software con el que fueron editadas.
En la Figura 2 se coteja la observacion de diferentes hallazgos en un corte
histol6gico segun el filtro, en la Figura 3 se observa una calcificaciéon desde la
perspectiva de la H&E a 4x, comparandola con otros filtros bajo otros objetivos. De
manera simultanea, se consignaron en el formato de recoleccion de datos los
hallazgos observados en cada imagen, marcando “si” o “no” segun correspondioé y
se fue evaluando la calidad en cada observacion teniendo en cuenta los
lineamientos del CAP y la NSH (2, 3).

Analisis estadistico: Inicialmente se realiz6 un andlisis estadistico univariado

donde se caracterizd la poblacion del estudio. Se calculé concordancia de los



parametros obtenidos al comparar cada uno de los filtros con el respectivo
hallazgo por variable visto en H&E, con el estadistico Coeficiente de Concordancia
kappa de Cohen (k), de igual forma para las proporciones pareadas para
determinar la consistencia entre los dos observadores se aplicé el mismo
estadistico. La valoracion de k se realizo teniendo en cuenta los siguientes rangos
<0,20 fuerza de concordancia pobre, ente 0,21 y 0,40 concordancia débil, entre
0,41 y 0,60 moderada, entre 0,61 y 0,80 buena y entre 0,81 y 1,0 muy buena o
casi perfecta. Ademas se utilizd la prueba de correlacion no paramétrica
Coeficiente de Correlacion rho de Spearman para investigar las relaciones entre
los criterios de calidad identificados entre filtros y H&E. Un valor de p <0,005 fue

considerado como estadisticamente significativo.

Aspectos éticos: De acuerdo a la resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de
Salud, Titulo Il, capitulo 1, articulo 11 y capitulo VI, articulo 47; y a la resolucion
ndamero 003823 de octubre de 1997 del Ministerio de Salud de Colombia, esta
investigacion es considerada con riesgo minimo del tipo investigacién en érganos,
tejidos y sus derivados, productos y cadaveres de seres humanos. La identidad de
los sujetos de estudio permanece anénima pues la misma no es de utilidad para

los propositos del estudio.

RESULTADOS

Los dos especimenes de tiroidectomia enrolados fueron de 2 mujeres con
mediana de edad de 41 afios. A ambas se les hizo el diagnostico de bocio y se
descartd6 compromiso por enfermedad neoplasica benigna o maligna. El
espécimen A fue reportado como “Bocio coloide multinodular” y el espécimen B

como “Bocio adenomatoide”.

HALLAZGOS POR HEMATOXILINA Y EOSINA
La valoracion histologica de las 144 observaciones de los 48 cortes por H&E

mostré como principal hallazgo el reconocimiento de los foliculos coloides y los



nacleos con 95,8% cada uno, seguidos de la identificacion de coloide 86,8%,
matriz extracelular en 84% y presencia de células inflamatorias en 70,8%. Los
hallazgos de menor proporcion fueron las calcificaciones y presencia de glandula
paratiroides en 2,1% cada uno y los cambios oncociticos en 8,3%. No se identificd
tamafio igual de los foliculos coloides ni presencia de neutréfilos. Este

comportamiento fue similar con los objetivos 4x, 10x y 40x, Tabla 1.

HALLAZGOS FOTOMICROGRAFICOS CON OBJETIVO 4x

Usando el objetivo 4x se observd una proporcién de acuerdo de identificacion de
los foliculos coloides en el 91,3% usando el filtro Cian, siendo en filtro Luz Blanca
de 71,7%; la identificacion de nucleos fue mas frecuente con el filtro Cian en
78,3% y de 21,7% con el filtro Luz Blanca; la observacion de coloide de 87,8% con
filtro Cian y de 61% con Luz Blanca; la identificacion de matriz extracelular en
77,5% con todos los filtros; la presencia de células inflamatorias en 60,6% con los
filtros Cian y Magenta siendo la menor proporcién de 42,4% con el filtro Luz
Blanca, de estas células los histiocitos fueron méas observados con los filtros Cian
y Magenta en 83,3% cada uno; el reconocimiento de los vasos sanguineos fue
mas frecuente con los filtros Negativo y Magenta con 81,8% cada uno. Por su
parte los cambios en la matriz se observaron en 88,9% con todos los filtros. El
porcentaje de acuerdo relacionado con la presencia de artefactos fue del 90% en
todos los filtros con una mediana de calidad de 60 (RIC= 60 - 70) en el filtro Luz

Blanca y de 70 (RIC 70 - 80) con los filtros Negativo, Cian y Magenta, Tabla 2.

HALLAZGOS FOTOMICROGRAFICOS CON OBJETIVO 10x

Usando el objetivo 10x se observé una proporcion de acuerdo de identificacion de
los foliculos coloides en el 84,8% usando los filtro Negativo, Cian y Magenta
siendo en Luz Blanca de 82,6%; la identificacién de nucleos fue mas frecuente con
el filtro Cian en 89,1% y de 37% con el filtro Luz Blanca; la observacién de coloide
de 81% con filtro Magenta y de 61,9% con Luz Blanca; la identificacion de matriz

extracelular en 67,5% con todos los filtros excepto bajo Luz Blanca; la presencia



de células inflamatorias en 63,6% con los filtros Cian y Magenta siendo la menor
proporcion de 54,6% con el filtro Luz Blanca, de estas células los histiocitos
fueron mas observados con los filtros Cian y Magenta en 83,3% cada uno; el
reconocimiento de los vasos sanguineos fue mas frecuente con los filtros Negativo
y Magenta con 84,2% cada uno; por su parte los cambios en la matriz se
observaron en 75% con todos los filtros. El porcentaje de acuerdo relacionado con
la presencia de artefactos fue del 80% en todos los filtros con una mediana de
calidad de 60 (RIC= 60 - 80) en el filtro Luz Blanca y de 80 (RIC 70 - 80) con los
filtros Cian y Magenta, Tabla 3.

HALLAZGOS FOTOMICROGRAFICOS CON OBJETIVO 40x

Usando el objetivo 40x se observd una proporcion de acuerdo de identificacion de
los foliculos coloides en el 76,1% usando todos los filtros; la identificacion de
nacleos fue mas frecuente con los filtros negativo y Cian en 89,1% cada uno y de
54,4% con el filtro luz blanca; la observacién de coloide fue de 66,7% con los
filtros Cian y Magenta cada uno y de 57,1% con luz blanca; la identificacion de
matriz extracelular fue de 53,6% con todos los filtros; la presencia de células
inflamatorias en 80,6% con los todos los filtros excepto Luz blanca donde se
encontré la menor proporciéon de 72,2%, de estas células los histiocitos fueron mas
observados con todos los filtros en 95,2% cada uno; el reconocimiento de los
vasos sanguineos fue mas frecuente con los filtros Negativo, Cian y Magenta con
50,0% cada uno; por su parte los cambios en la matriz se observaron en 71,4%
con todos los filtros. El porcentaje de acuerdo relacionado con la presencia de
artefactos fue de 3% en todos los filtros con una mediana de calidad de 70 (RIC=
60 - 80) en el filtro luz blanca y de 80 (RIC 70 - 90) con los filtros Negativo, Cian y
Magenta, Tabla 4.

CONCORDANCIA FOTOMICROGRAFIA Y H&E CON OBJETIVO 4x
Al estimar la concordancia de los hallazgos fotomicrograficos con objetivo 4x con
lo reportado con H&E se encontr0 una concordancia muy buena en la



identificacion de cambios en la matriz con k=0,9091 (IC 95%: 0,7863 — 1,0319),
p<0,0001 en todos los filtros, también fue muy buena para la identificacion de
histiocitos que obtuvo con filtro Cian y Magenta una k=0,8621 (IC 95%: 0,7124 —
1,0117) y en los filtros Luz Blanca y Negativo con k=0,8140 (IC 95%: 0,6424 —
0,9855), p<0,0001 en ambos casos. En el reconocimiento de vasos sanguineos la
concordancia fue muy buena con los filtros Negativo y Magenta con k=0,8298
(IC95%: 0,6724 — 0,9872), pero fue solo buena con los filtros Luz Blanca y Cian
con k <0,80, la identificacién de papilas mostré una concordancia buena en todos
los filtros con k=0,7857 (IC 95%: 0,5537 — 1,0178). Fue observada una
concordancia moderada en la identificacion de coloide en filtro Cian con k=0,6774
(IC 95%: 0,4241 — 0,9307) y en el filtro Magenta con k=0,5484 (IC 95%: 0,2626 -
0,8342), también se encontraron concordancias casi perfectas en la identificacion
de calcificaciones y presencia de glandula paratiroides y moderadas en la
identificacion de matriz extracelular en todos los filtros con k=0,5345 (IC 95%:
0,2919 - 0,7771). Las variables calcificaciones y glandula paratiroides, mostraron
una concordancia casi perfecta, a expensas de la baja frecuencia de identificacion

de estas estructuras en H&E y fotomicrografia. Tabla 5.

CONCORDANCIA FOTOMICROGRAFIA Y H&E CON OBJETIVO 10x

La concordancia de los hallazgos fotomicrograficos con objetivo 10x con lo
reportado con tincibn H&E, mostré una concordancia buena en la identificacion de
histiocitos con k entre 0,61 y 0,80 en todos los filtros. Este comportamiento
también se observd en el reconocimientos de vasos sanguineos y cambios en la
matriz, en este ultimo con k=0,7778 (IC 95%: 0,5980 — 0,957) en todos los filtros,
p<0,0001. En este objetivo también se observaron concordancias casi perfectas
en la identificacién de calcificaciones y de presencia de glandula paratiroides en

todos los filtros, Tabla 6.



CONCORDANCIA FOTOMICROGRAFIA Y H&E CON OBJETIVO 40x

En los hallazgos fotomicrogréaficos con objetivo 40x comparado con lo reportado
histolégicamente en H&E se encontraron buenas concordancias para identificacién
de histiocitos con k=0,7513 (IC 95%: 0,5677 — 0,9349) y cambios en la matriz con
k=0,6957 (IC 95%: 0,4925 — 0,8988) en todos los filtros en ambos casos. Por su
parte la identificacion de formacion de papilas mostré una concordancia moderada
con k=0,4581 (IC 95%: 0,1320 — 0,7842). En ningun filtro fotografico ni objetivo se
observd una concordancia significativa de identificacion de artefactos en las
fotomicrografias, tampoco una correlacion Rho de Spearman relevante en la

ponderacion de la calidad de la imagen, Tabla 7.

CONCORDANCIA INTEROBSERVADOR EN LA VALORACION DE LAS
FOTOMICROGRAFIAS

Al analizar la concordancia de la valoracién de las fotomicrografias entre los dos
observadores se obtuvieron concordancias casi perfectas o muy buenas en la
identificacion de formacion de papilas, histiocitos, linfocitos, células inflamatorias,
matriz extracelular, cambios en la matriz extracelular y reconocimientos de vasos
sanguineos en todos los filtros y objetivos. Por su parte las concordancia
interobservador en la identificacion de foliculos coloides, nudcleos, coloide, vy

artefactos fueron buenas en todos los filtros y objetivos, Tabla 8.

DISCUSION

El desarrollo de técnicas que buscan analizar tejido in vivo a nivel microscépico
con un método no intrusivo 0 minimamente invasivo, se ha incrementado en los
altimos afos (6-8) aunque en nuestro medio no han tenido mucha visibilidad. Sin
embargo la factibilidad de estas técnicas abririan las puertas a logros que pudieran
en un futuro potenciar lo que puede hacer un patélogo, mas alla de la
permanencia aislada en un laboratorio (19, 20, 29). Este proyecto puede ser
considerado muestra de ello, pues es un estudio que ha caracterizado variables

morfolégicas microscopicas al tiempo que ha estandarizado una técnica



diagnéstica innovadora aplicada en tejido en fresco, apoyandose en tecnologia
pocas veces usada con ese proposito, siendo el primer estudio de su especie, sin

un simil en la literatura al parecer.

Inicialmente, se caracterizaron los hallazgos morfolégicos en tejido tiroideo no
neoplasico en fresco tomando como referencia y estandar de oro el estudio
histologico con H&E sobre el mismo tejido. Aunque no existen publicaciones que
comparen especificamente estas dos técnicas, el trabajo informado por Miura y
Mineta en 2014 (30) es similar en su estructura, al comparar cortes histolégicos de
tejido tiroideo fijado sano y patolégico con imagenes obtenidas con microscopio
acustico de barrido (SAM), una técnica de biopsia 6ptica, caracterizando diferentes
variables similares a las evaluadas en este trabajo como la presencia de foliculos
coloides, fibras de colageno de la matriz extracelular y la presencia de glandulas
paratiroides, asi como otras diferentes como la presencia de foliculos linfoides. Por
medio de la SAM se discriminaron los componentes de la glandula tiroides con
una alta concordancia con el estudio histolégico a la mas baja magnificacion 4x
(30), exactamente en el mismo objetivo en el que se tuvo la mejor concordancia en

este estudio.

Al comparar lo observado bajo H&E en los 48 cortes, los porcentajes de acuerdo
entre los diferentes objetivos vy filtros fotograficos nunca fueron superiores a 95%.
Mishra y colaboradores en una comparacion entre los hallazgos en biopsia por
congelacion en muestras de tejido en fresco y la histologia convencional de
diferentes 6rganos, encontraron discordancia en el diagnéstico de “negativo para

neoplasia” en uno de los tres especimenes usados (31).

La concordancia medida por el coeficiente kappa de Cohen en los diferentes filtros
y objetivos, comparandolos con la H&E, mostrd valores cercanos al 0.8 en el
consolidado de las observaciones hechas en 4x. De esta forma, el
Reconocimiento de foliculos coloides tuvo una concordancia aceptable bajo los

filtros Cian y Magenta a 4x. El Reconocimiento de vasos sanguineos tuvo los



mejores indices de concordancia con significacion estadistica en 4x. Los Cambios
en la matriz, tipificados como fibrosis, demostraron mejor concordancia (incluso
cercana a 1) en todos los objetivos usados. No se registraron observaciones
positivas para el cambio oncocitico y no se registraron neutréfilos en ninguno de
los cortes ni siquiera en los cortes definitivos con H&E. Solo se registré un corte
del espécimen A con una calcificacién (Figura 3) y solo hubo un caso con
presencia confirmada con H&E de glandula paratiroides. En estos dos ultimos
casos, dada su baja frecuencia, se obtuvieron valores perfectos de concordancia

constituyendo una sobreestimacion clara de la concordancia.

La caracterizacién de Coloide tuvo un kappa aceptable en 4x, algo que creemos
ayuddé a la identificacion del mismo fue el fendmeno de festoneado, hallazgo
observable normalmente con H&E (1, 20), que resulté visible sin coloracién incluso
bajo luz blanca sin ningun tipo de filtro. De igual forma, la individualizacion de
Células inflamatorias fue méas confiable a 4x y solo fueron visibles Linfocitos e

Histiocitos.

Este trabajo mostré datos inéditos de concordancia entre el estandar de oro y
algunos filtros fotograficos y objetivos, esto favorece que las variables evaluadas
se puedan organizar en variables “arquitecturales” y “citolégicas”. Dentro de las
primeras estan aquellas variables con la concordancia mas alta en conjunto como
Reconocimiento de foliculos coloides, Reconocimiento de vasos sanguineos y
Cambios en la matriz. Mientras que en las variables citol6gicas se resalta la
presencia de células inflamatorias como linfocitos e histiocitos, identificacion de
nucleos y cambios en los ndcleos. En este contexto merecen especial atencion los
dos filtros de color: el filtro Cian y el Magenta, los cuales facilitaron la
caracterizacion de varias variables cuando fueron evaluadas con ellos, este dato
no menor, aunque sin significacion estadistica, indica que el uso de un filtro que
favorezca el contraste del tejido en un ambiente “de baja calidad” como en un
tejido no fijado y no coloreado, tendria potenciales beneficios técnicos que vale la

pena explorar en estudios ulteriores.



Si bien no existen estudios que caractericen los hallazgos histolégicos con la
ayuda de filtros fotograficos en tejidos en fresco, si existen técnicas usadas en
muestras de bajo contraste, como la observacion de células vivas sin tincion bajo
luz blanca (32-35). Al igual que se hizo en este estudio al modificar los parametros
de los filtros de color, estas mejoraron el brillo y el contraste en cortes de tejido
transparente sin tincién. Neil comparo la observacién de células vivas sin tincién
en fondos brillantes. Uno de ellos en especial, la microscopia de campo oscuro,
resultdé ser una técnica eficaz para mejorar la observacion de detalles nucleares y
citoplasmaticos (35), algo similar a lo logrado usando el filtro “Negativo” en el

presente estudio donde los detalles nucleares fueron mas faciles de ver.

La calidad de las fotomicrografias segun los criterios extraidos del CAP (2, 3) en
los preparados histolégicos convencionales de glandula tiroides tomando como
estandar de oro la tincion con H&E, fue baja en todos los casos y en todos los
objetivos. Solo se demostr6 una correlacion significativa entre los dos
observadores. Se encontré que en esta técnica, la asociacién de confiabilidad y
concordancia entre observadores en el estudio convencional con H&E fueron muy

buenas o perfectas en la mayoria de las variables evaluadas.

Como limitaciones del estudio se resalta el bajo porcentaje de acuerdos contra la
H&E, el cual puede ser explicado por la baja resolucion de la cAmara usada, por lo
que queda el interrogante si se usara una camara de mayor resolucion, haya mas
porcentaje de acuerdos con la H&E. Adicionalmente, en este estudio no se
aplicaron los filtros y técnicas de mejoramiento del contraste directamente sobre el
tejido si no en las imagenes digitalizadas, esta limitacién pudiera explicar el por
qué la concordancia en los detalles morfolégicos no superé el kappa de 0.8 al
compararlos con H&E en la mayoria de los casos. De igual forma, no se aplicaron
otros filtros fotograficos como el filtro infrarrojo y el polarizador que tedricamente
pudieran facilitar la mejor observacién de las variables morfolégicas. La calidad
identificada fue baja pero se explicaria porque los criterios de calidad tenidos en

cuenta estan basados en preparados histologicos convencionales y no deberian



ser aplicados a una técnica fundamentalmente Optica como la que se estandarizé
en el presente estudio. En futuros trabajos deberd aumentarse la muestra y el

namero de observadores para caracterizar mejor este parametro.

La principal fortaleza de este estudio esta en el hecho de ser una técnica
innovadora, al parecer no aplicada antes en tejidos en fresco, sanos ni
patolégicos, la cual se entiende como una alternativa potencialmente util para
evaluar variables morfolégicas que puedan ayudar a establecer un diagndstico

histopatolégico.

Para comprender mejor los alcances que esta técnica puede llegar a ofrecer, se
recomienda caracterizarla mejor en estudios futuros, ya sea en iguales
condiciones al estudio actual con una muestra mas grande, en otros escenarios
como en tejido tiroideo fresco patologico y usando filtros fotograficos adicionales a
los escogidos que pudieran mejorar el rendimiento de esta técnica. Este trabajo es
el primer paso en el camino a establecer parametros de evaluacién morfolégica en
tejidos en fresco sin tincion que sirvan de base para su aplicacion ulterior in vivo,
tanto en glandula tiroides como en otros tejidos sélidos y sirva como base para
desarrollar un dispositivo diagnéstico que signifigue la conjugacion de la

histopatologia, la fotomicrografia y la biopsia 6ptica.

CONCLUSION

La fotomicrografia de tejido tiroideo no neoplasico en fresco es una alternativa
potencialmente Util para evaluar variables morfolégicas que ayuden a establecer

un diagnéstico histopatologico.
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FIGURAS

Figura 1. Aplicacion de los Filtros Fotograficos.

C D

A: microfotografia bajo Luz Blanca de tejido tiroideo en fresco sin colorear; B: la misma imagen con
los colores invertidos (Negativo); C: Cian y D: magenta.

Fuente: Microfotografia B-1l11 (4x).

Figura 2. Hallazgos Morfoldégicos Segun el Filtro Usado.

A: .bajo Luz Blanca, la flecha sefala un eritrocito. B: bajo filtro Cian, se sefiala festoneado del
coloide, signo morfolégico que indica presencia de esa proteina. C: bajo filtro Negativo, se indica
una célula inflamatoria que se interpreté como un histiocito al interior del foliculo coloide. D: bajo
filtro Magenta, se sefiala el ndcleo de una célula folicular.

Fuente: Microfotografia A-1115 (40x).



Figura 3. Visualizacién de una Calcificacion.
T :

&

A: .Fotomicrografia en H&E a 4x, la flecha sefiala una calcificacion/concrecion. B: Fotomicrografia
bajo filtro Cian a 4x, la flecha sefiala la misma calcificacion. C: Fotomicrografia bajo filtro Magenta
a 10x, la fleche indica la misma calcificacion, nétese la mejoria en el detalle. D: Fotomicrografia
bajo Luz Blanca a 40x, se observa la calcificacion/concrecion en primer plano.

Fuente: Microfotografia A-14.



TABLAS

Tabla 1. Frecuencia de hallazgos generales por H&E general y estratificada por objetivos utilizados

OBJETIVO
TODOS N=48 c/u
N=144 10x 40x

Reconocimiento de foliculos coloides 138 (95.8) 46 (95,8) 46 (95,8) 46 (95,8)
Nucleos 138 (95.8) 46 (95,8) 46 (95,8) 46 (95,8)
Coloide 125 (86.8) 41 (85,4) 42 (87,5) 42 (87,5)
Matriz extracelular 121 (84.0) 40 (83,3) 40 (83,3) 41 (85,4)
Presencia de células inflamatorias 102 (70.8) 33 (68,8) 33 (68,8) 36 (75,0)

Linfocitos 65 (45.1) 21 (43,8) 21 (43,8) 23 (47,9)

Histiocitos 58 (40,3) 18 (37,5) 19 (39,6) 21 (43,8)

Neutrofilos 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Reconocimiento de vasos sanguineos 70 (48.6) 22 (45,8) 24 (50,0) 24 (50,0)
Cambios en la matriz 59 (41,0) 18 (37,5) 20 (41,7) 21 (43,8)
Cambios en los nucleos 32 (22.2) 5(10,4) 13 (27,1) 14 (29,2)
Formacioén de papilas 29 (20.1) 9(18,8) 10 (20,8) 10 (20,8)
Cambios oncociticos 12 (8,3) 0(0,0) 6 (12,5) 6 (12,5)
Calcificaciones 3(2.1) 1(2,1) 1(2,1) 1(2,1)
Presencia de glandulas paratiroides 3(2.1) 1(2,1) 1(2,1) 1(2,1)
Tamafio foliculos coloides iguales 0 (0.0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Artefactos 59 (41,0) 20 (41,7) 20 (41,7) 19 (39,6)
Calidad% Me (RIC) 100 (90 - 100) 100 (90 - 100) 100 (90 - 100) 100 (90 - 100)

90 59 (41,0) 20 (41,7) 20 (41,7) 19 (39,6)

100 85 (59,0) 28 (58,3) 28 (58,3) 29 (60,4)

Tabla 2. Hallazgos de las imagenes identificados por objetivo 4x, con porcentaje de acuerdo segln

lectura por H&E

Objetivo 4x
N=48
H&E Luz Blanca Negativo Cian Magenta
Reconocimiento de foliculos coloides 46 33 (71,7) 39 (84,8) 42 (91,3) 41 (89,1)
Nucleos 46 10 (21,7) 30 (65,2) 36 (78,3) 26 (56,5)
Coloide 41 25 (61,0) 33 (80,5) 36 (87,8) 35 (85,4)
Matriz extracelular 40 31 (77,5) 31 (77,5) 31 (77,5) 31 (77,5)
Presencia de células inflamatorias 33 14 (42,4) 19 (57,6) 20 (60,6) 20 (60,6)
Linfocitos 21 0(0,0) 6 (28,6) 6 (28,6) 6 (28,6)
Histiocitos 18 14 (77,8) 14 (77,8) 15 (83,3) 15 (83,3)
Reconocimiento de vasos sanguineos 22 16 (72,7) 18 (81,8) 17 (77,3) 18 (81,8)
Cambios en la matriz 18 16 (88,9) 16 (88,9) 16 (88,9) 16 (88,9)
Formacion de papilas 9 7 (77,8) 7 (77,8) 7 (77,8) 7 (77,8)
Cambios en los nucleos 5 1(20,0) 3(60,0) 3(60,0) 3(60,0)
Cambios oncociticos 0
Calcificaciones 1 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0)
Presencia de glandulas paratiroides 1 0 (0,0) 1 (100,0) 1 (100,0) 1 (100,0)
Artefactos 20 18 (90,0) 18 (90,0) 18 (90,0) 18 (90,0)
Calidad % Me (RIC) 100 (90 - 100) 60 (60 - 70) 70 (70 - 80) 80 (70 - 80) 70 (70 - 80)




Tabla 3. Hallazgos de las imagenes identificados por objetivo 10x, con porcentaje de acuerdo seguln

lectura por H&E

Objetivo 10x
H&E Luz Blanca Negativo Cian Magenta
Reconocimiento de foliculos coloides 46 38 (82,6) 39 (84,8) 39 (84,8) 39 (84,8)
Nucleos 46 17 (37,0) 39 (84,8) 41 (89,1) 34 (73,9)
Coloide 42 26 (61,9) 31(73,8) 33(78,6) 34 (81,0)
Matriz extracelular 40 26 (65,0) 27 (67,5) 27 (67,5) 27 (67,5)
Presencia de células inflamatorias 33 18 (54,6) 20 (60,6) 21 (63,6) 21 (63,6)
Linfocitos 21 4(19,1) 6 (28,6) 6 (28,6) 6 (28,6)
Histiocitos 19 15 (79,0) 15 (79,0) 16 (84,2) 16 (84,2)
Reconocimiento de vasos sanguineos 24 15 (62,5) 17 (70,8) 17 (70,8) 17 (70,8)
Cambios en la matriz 20 15 (75,0) 15 (75,0) 15 (75,0) 15 (75,0)
Cambios en los ntcleos 13 3(23,1) 4 (30,8) 4 (30,8) 4 (30,8)
Formacion de papilas 10 3(30,0) 3(30,0) 3(30,0) 3(30,0)
Cambios oncociticos 6 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Calcificaciones 1 1 (100,0) 1 (100,0) 1 (100,0) 1 (100,0)
Presencia de glandulas paratiroides 1 1 (100,0) 1 (100,0) 1 (100,0) 1 (100,0)
Artefactos 20 16 (80,0) 16 (80,0) 16 (80,0) 16 (80,0)
Calidad % Me (RIC) 100 (90 -100) 60 (60 - 80) 70 (65 - 80) 80 (70 - 80) 70 (65 - 80)

Tabla 4. Hallazgos de las imagenes identificados por objetivo 40x, con porcentaje de acuerdo segln

lectura por H&E

Objetivo 40x
H&E Luz Blanca Negativo Cian Magenta
Reconocimiento de foliculos coloides 46 35 (76,1) 35 (76,1) 35 (76,1) 35 (76,1)
Nucleos 46 25 (54,4) 41 (89,1) 41 (89,1) 38 (82,6)
Coloide 42 24 (57,1) 27 (64,3) 28 (66,7) 28 (66,7)
Matriz extracelular 41 22 (53,6) 22 (53,6) 22 (53,6) 22 (53,6)
Presencia de células inflamatorias 36 26 (72,2) 29 (80,6) 29 (80,6) 29 (80,6)
Linfocitos 23 11 (47,8) 13 (56,5) 14 (60,9) 14 (60,9)
Histiocitos 21 20 (95,2) 20 (95,2) 20 (95,2) 20 (95,2)
Reconocimiento de vasos sanguineos 24 11 (45,8) 12 (50,0) 12 (50,0) 12 (50,0)
Cambios en la matriz 21 15 (71,4) 15 (71,4) 15 (71,4) 15 (71,4)
Cambios en los ntcleos 14 4 (28,6) 5(35,7) 7 (50,0) 7 (50,0)
Formacion de papilas 10 4 (40,0) 4 (40,0) 4 (40,0) 4 (40,0)
Cambios oncociticos 6 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Calcificaciones 1 1 (100,0) 1 (100,0) 1 (100,0) 1 (100,0)
Presencia de glandulas paratiroides 1 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0)
Artefactos 19 7 (36,8) 7 (36,8) 7 (36,8) 7 (36,8)
Calidad % Me (RIC) 100 (90 -100) 70 (60 - 80) 80 (70 - 90) 80(70-90) 80 (70-90)




Tabla 5. Concordancia entre la lectura de la imagen con la lectura histopatoldgica utilizando el objetivo 4x

Luz Blanca Negativo Cian Magenta
Kappa IC 95% Valor p Kappa IC 95% Valor p Kappa IC 95% Valor p Kappa IC 95% Valor p

Reconocimiento de foliculos coloides 0,1746  -0,0417-0,3909 0,0321  0,3171 -0,0245-0,6586 0,0026 0,4667 0,0434-0,8900 0,0001  0,4059 0,0095-0,8024 0,0005
Ndcleos 0,0226  -0,0111-0,0564 0,4586  0,1351 -0,038 - 0,308 0,0622  0,1351 -0,038 — 0,308 0,0622  0,0977 -0,0325-0,2280  0,1163
Coloide 0,3131 0,133 -0,5128 0,0028 0,5461 0,2903 - 0,8019 <0,0001 0,6774 0,4241-0,9307 <0,0001 0,5484 0,2626 - 0,8342 0,0001
Matriz extracelular 05345 0,2919-0,7771 <0,0001 0,5345 0,2919-0,7771 <0,0001 05345 0,2919-0,7771 <0,0001 0,5345 0,2919-0,7771  <0,0001
Presencia de células inflamatorias 0,3153 0,1409 - 0,4897 0,0027 0,4589 0,2583 - 0,6595 0,0002 0,4902 0,2866 — 0,6938 0,0001 0,4902 0,2866 — 0,6938 0,0001

Linfocitos NC NC NC 0,3103  0,1008 — 0,5199 0,0030 0,3103 0,1008-0,5199 0,0030 0,3103 0,1008 — 0,5199 0,0030

Histiocitos 0,8140 0,6424 — 0,9855 <0,0001 0,8140 0,6424 - 0,9855 <0,0001 0,8621 0,7124-1,0117 <0,0001 0,8621 0,7124 - 1,0117 <0,0001
Reconocimiento de vasos sanguineos  0,7429  0,5569 -0,9288 <0,0001 0,8298 0,6724-0,9872 <0,0001 0,7865 0,6134-0,9595 <0,0001 0,8298 0,6724-0,9872 <0,0001
Cambios en la matriz 0,9091 0,7863 — 1,0319 <0,0001 0,9091 0,7863 — 1,0319 <0,0001 0,9091 0,7863-1,0319 <0,0001 0,9091 0,7863 — 1,0319 <0,0001
Cambios en los nlcleos 0,3094 -0,1593-0,7780 0,0030  0,7288 0,3747-1,0830 <0,0001 0,7288 0,3747-1,0830 <0,0001 0,7288 0,3747-1,0830 <0,0001
Formacién de papilas 0,7857 0,5537-1,0178 <0,0001 0,7857 0,5537-1,0178 <0,0001 0,7857 0,5537-1,0178 <0,0001 0,7857 0,5537-1,0178 <0,0001
Calcificaciones 1,0000 1,0000-1,0000 <0,0001 1,0000 1,0000-1,0000 <0,0001 1,0000 1,0000-1,0000 <0,0001 1,0000 1,0000-1,0000 <0,0001
Presencia de glandulas paratiroides NC NC NC 1,0000 1,0000-1,0000 <0,0001 1,0000 1,0000-1,0000 <0,0001 1,0000 1,0000-1,0000 <0,0001
Artefactos 0,4765  0,2492 - 0,7039 0,0004  0,4765  0,2492-0,7039 0,0004  0,4765 0,2492-0,7039 0,0004  0,4765  0,2492 - 0,7039 0,0004
Calidad* 0,153 -0,138 a2 0,419 0,2956 -0,100 -0,373 a2 0,190 0,4947 0,128 -0,162 a 0,398 0,3803 0,046 -0,241 a 0,326 0,7522
* se realiz6 correlacién Rho de Spearman para estimar la concordancia
Tabla 6. Concordancia entre la lectura de laimagen con la lectura histopatolégica utilizando el objetivo 10x

Luz Blanca Negativo Cian Magenta
Kappa IC 95% Valor p Kappa IC 95% Valor p Kappa IC 95% Valor p Kappa IC 95% Valor p

Reconocimiento de foliculos coloides 0,2836  -0,032 - 0,599 0,0049 0,3171 -0,024 - 0,658 0,0026 0,3171 -0,024 - 0,658 0,0026 0,3171 -0,024 - 0,658 0,0026
Ndcleos 0,0466  -0,019-0,112 0,2847  0,1429 -0,178 — 0,464 0,1963  -0,0633 -0,129 - 0,002 0,6223 0,1910 -0,042 - 0,424 0,0244
Coloide 0,2184  0,0063 — 0,430 0,0367  0,3333  0,0708 — 0,5959 0,0055 0,3016 0,0043 - 0,5989 0,0197 0,3333 0,0246 - 0,6421 0,0117
Matriz extracelular 0,3182 0,0899-0,5465 0,0063 0,3438 0,1077 - 0,5798 0,0040 0,3438 0,1077 - 0,5798 0,0040 0,3438 0,1077 - 0,5798 0,0040
Presencia de células inflamatorias 0,1795 -0,073-0,432 0,1727  0,2381 -0,022 - 0,498 0,0796 0,2688 0,0056 — 0,5320 0,0508 0,2688 0,0056 — 0,5320 0,0508

Linfocitos 0,1676  -0,032 - 0,367 0,0843  0,2686  0,0469 — 0,4902 0,0155 0,2686 0,0469 — 0,4902 0,0155 0,2686 0,0469 — 0,4902 0,0155

Histiocitos 0,6115 0,3837-0,839 <0,0001 0,6115 0,3837-0,8393 <0,0001 0,6578 0,4424-0,8731  <0,0001 0,6578 0,4424-0,8731  <0,0001
Reconocimiento de vasos sanguineos  0,6250  0,4203-0,8297 <0,0001 0,7083 0,5173-0,8993 <0,0001 0,7083 0,5173-0,8993 <0,0001 0,7083 0,5173- 0,8993 <0,0001
Cambios en la matriz 0,7778 0,5980-0,957 <0,0001 0,7778 0,5980-0,9575 <0,0001 0,7778 0,5980 - 0,9575  <0,0001 0,7778 0,5980 - 0,9575  <0,0001
Cambios en los nucleos 0,3043  0,0288 - 0,579 0,0033  0,3460  0,0540 - 0,6381 0,0049 0,3016 0,0043 - 0,5989 0,0197 0,3460 0,0540 - 0,6381 0,0049
Formacion de papilas 0,4043  0,0767 - 0,731 0,0005 0,4043 0,0767 —0,7319 0,0005 0,4043 0,0767 — 0,7319 0,0005 0,4043 0,0767 — 0,7319 0,0005
Calcificaciones 1,000 1,000 - 1,000 <0,0001 11,0000  1,0000-1,0000 <0,0001 1,0000 1,0000 -1,0000 <0,0001  1,0000 1,0000 - 1,0000  <0,0001
Presencia de glandulas paratiroides 1,000 1,000 - 1,000 <0,0001 11,0000  1,0000-1,0000 <0,0001 1,0000 1,0000 - 1,0000 <0,0001  1,0000 1,0000 - 1,0000  <0,0001
Artefactos -0,371 -0,623 - -0,12 0,0101 -0,371  -0,6234--0,1195 0,0101 -0,3714 -0,6234--0,1195 0,0101 -0,3714 -0,6234--0,1195 0,0101
Calidad* 0,020 -0,265 a 0,303 0,8886 0,044 -0,243 2 0,324 0,7623 0,022 -0,264 a 0,304 0,8790 0,025 -0,261 a 0,307 0,8626

* se realiz6 correlacién Rho de Spearman para estimar la concordancia
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Tabla 7. Concordancia entre la lectura de laimagen con la lectura histopatoldgica utilizando el objetivo 40x

Luz Blanca Negativo Cian Magenta

Kappa IC 95% Valor p Kappa IC 95% Valor p Kappa IC 95% Valor p Kappa IC 95% Valor p

Reconocimiento de foliculos coloides 0,2096  -0,0416 — 0,461 0,0178  0,2096  -0,0416 — 0,461 0,0178 0,2096 -0,0416 — 0,461 0,0178 0,2096 -0,0416 — 0,461 0,0178
Ndcleos 0,0075  -0,1153 -0,130 0,9038  0,2000 -0,1955 - 0,596 0,1014  -0,0633  -0,1293 - 0,003 0,6223  -0,0714  -0,1542 - 0,011 0,5182
Coloide 0,2500 0,0688 — 0,4312 0,0088 0,1605 -0,0701-0,391 0,1470 0,1795 -0,0614 —0,4204  0,1147 0,1795 -0,0614 —0,4204  0,1147
Matriz extracelular 0,2525 0,0789-0,4260 0,0085 0,2525 0,0789-0,4260  0,0085 0,2525  0,0789 - 0,4260 0,0085 0,2525 0,0789 - 0,4260 0,0085
Presencia de células inflamatorias 0,3333  0,0617- 0,6050 0,0160 0,3684 0,0799 — 0,6589 0,0103 0,2973  -0,0022-0,5967  0,0391 0,2973  -0,0022-0,5967  0,0391
Linfocitos 0,4468 0,2203-0,6734 0,0005 0,4921 0,2583-0,7258  0,0003 0,4938  0,2543-0,7334 0,0004 0,4938 0,2543 - 0,7334 0,0004
Histiocitos 0,7513 0,5677-0,9349 <0,0001 0,7513 0,5677-0,9349 <0,0001 0,7513 0,5677-0,9349 <0,0001 0,7513 0,5677-0,9349 <0,0001
Reconocimiento de vasos sanguineos  0,3750  0,1419- 0,6081 0,0035 0,3750 0,1319 -0,6181 0,0051 0,3750  0,1319-0,6181 0,0051 0,3750 0,1319 - 0,6181 0,0051
Cambios en la matriz 0,6957 0,4925-0,8988 <0,0001 0,6957 0,4925-0,8988 <0,0001 0,6957 0,4925-0,8988 <0,0001 0,6957 0,4925-0,8988 <0,0001
Cambios en los nucleos 0,3161 0,0365-0,5956  0,0082  0,2294 -0,0677 — 0,526 0,1033 0,3684 0,0779-0,6589 0,0103 0,4234  0,1410-0,7058 0,0020
Formacion de papilas 0,4581 0,1320 - 0,7842 0,0006 0,4581 0,1320 —0,7842 0,0006 0,4581  0,1320 - 0,7842 0,0006 0,4581  0,1320 - 0,7842 0,0006
Calcificaciones 1,0000 1,0000-1,0000 <0,0001 0,6571 0,0325-1,2818 <0,0001 0,6571 0,0325-1,2818 <0,0001 0,6571  0,0325-1,2818  <0,0001
Presencia de glandulas paratiroides 1,0000 1,0000-1,0000 <0,0001 1,0000 1,0000-1,0000 <0,0001 1,0000 1,0000 - 1,0000 <0,0001  1,0000 1,0000 —1,0000  <0,0001
Artefactos 0,1331 -0,1458-0,4120 0,3437 0,1331 -0,1458-0,4120  0,3437 0,1331  -0,1458 - 0,4120 0,3437 0,1331  -0,1458 - 0,4120 0,3437
Calidad* -0,148 -0,415 a 0,142 0,3105 -0,157 -0,422 a 0,133 0,2827 -0,135 -0,404 a 0,155 0,3530 -0,106 -0,379 2 0,184 0,4671

* se realiz6 correlacion Rho de Spearman para estimar la concordancia
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Tabla 8. Concordancia entre observadores.

Filtro Luz blanca Negativo Cian Magenta
Obj 4x 10x 40x 4x 10x 40x 4x 10x 40x 4x 10x 40x

K P K P K P K P K P K P K P K P K P K P K P K P

Reconocimiento | ,791 ,000 1 ,000 ,0946 ,000 | ,850 ,000 1 ,000 ,946 ,000 1 ,000 1 ,000 ,946 ,000 | ,921 ,000 1 ,000 ,946 ,000
de f‘?'fCU'OS IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95% IC 95%: IC 95%:
coloide ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061

Reconocimiento | ,866 ,000 ,952 ,000 ,085 ,348 | ,913 ,000 1 ,000 ,952 ,000 | ,911 ,000 1 ,000 952 ,000 | ,913 ,000 1 ,000 ,952 ,000
de vasos IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%:
sanguineos ,000-,061 ,000-,061 ,297-578, ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061

Matriz ,823 ,000 ,746 ,000 ,958 000 | ,865 ,000 ,743 ,000 ,958 ,000 | ,865 ,000 ,743 ,000 ,9578 ,000 | ,506 ,000 ,743 ,000 ,958 ,000
extracelular IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: I1C 95%: I1C 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%:
,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061

Cambios en la ,852 ,000 ,698 ,000 1 ,000 | 952 ,000 ,951 ,000 1 ,000 | 952 ,000 ,951 ,000 1 ,000 | 952 ,000 ,951 ,000 1 ,000
matriz IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: I1C 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: I1C 95%:
extracelular ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061

,733 ,000 ,781 ,000 ,530 ,000 | ,478 ,001 643 ,000 ,619 ,000 | ,619 ,000 ,458 ,000 777 ,000 | 589 ,000 ,535 ,000 ,455 001
Nicleos IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: I1C 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%:
,000-,061 ,000-,061 ,939-1 ,000-,098 ,000-,061 ,000-,098 ,000-,061 ,000-,098 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-098

Cambios en los 1 ,000 1 ,000 ,878 ,000 1 ,000 1 ,000 ,864 ,000 1 ,000 1 ,000 ,882 ,000 1 ,000 ,878 ,000 ,748 ,000
nacleos IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: I1C 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: I1C 95%:
,000-,098 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061

,618 ,000 ,783 ,000 ,833 ,000 | ,791 ,000 ,903 ,000 956 ,000 | ,882 ,000 ,946 ,000 ,955 ,000 | ,818 ,000 1 ,000 955 ,000
Coloide IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%:
,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,110-,348 ,000-,061 ,000-,061 ,110-,348 ,000-,061 ,000-,061 ,110-,348

Células ,948 000 ,832 ,000 ,868 ,000 | 913 ,000 875 ,000 ,899 ,000 | ,913 ,000 ,794 ,000 ,948 ,000 | ,913 ,000 ,713 ,000 ,852 ,039
inflamatorias IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%:
,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061

,878 ,000 ,750 000 | ,820 ,000 ,810 ,000 ,753 ,000 | ,897 ,000 ,810 ,000 ,858 ,000 | ,897 ,000 ,695 ,000 ,736 ,000
Linfocitos IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%:
) ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061

,948 ,000 ,869 ,000 1 ,000 1 ,000 957 ,000 1 ,000 | 951 ,000 ,871 ,000 1 ,000 | 951 ,000 ,827 ,000 1 ,000
Histiocitos IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%:
,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061

Formacion de 1 ,000 ,846 ,000 ,897 ,000 1 ,000 ,846 ,000 ,897 ,000 1 ,000 ,846 ,000 ,897 ,000 1 ,000 ,846 ,000 ,897 ,000
papilas IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%:
,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061

,792 ,000 ,633 ,000 450 001 | ,792 ,000 ,633 ,000 450 ,001 | ,792 ,000 ,633 ,000 450 ,000 | ,792 ,000 ,633 ,000 ,450 ,000
Artefactos IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%: IC 95%:
,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,000-,061 ,556-,819 ,000-,061 ,000-,061 ,556-,819
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