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Resumen

Titulo: Capacidad discriminativa del software ImageJ para el calculo del indice de

proliferacion celular en linfoma B difuso de células grandes*.

Autor: Pablo Alejandro Reyes Cardenas, MD**.

Palabras clave: Linfoma B difuso de c€lulas grandes; antigeno KI167; analisis de imagen

asistido por computadora; Immunoratio.

descripcion:

El Ki67 es una proteina nuclear que refleja el indice de proliferacion celular (IPC), se
relaciona con el grado y prondstico de diferentes neoplasias linfoproliferativas. Su
cuantificacion se efectiia mediante observacion por patdlogo, dependiente de experiencia
intra e interobservador, o mediante conteo manual de células (CMC), método dispendioso. El
analisis de imagenes digital (AID) es una herramienta que permitiria su cuantificacion rapida
y objetiva, sin embargo, ha sido poco usada en el campo de la hematopatologia.

Objetivos: Determinar la utilidad del AID para el calculo de IPC mediante
inmunohistoquimica Ki67 en 128 casos de linfoma B difuso de células grandes (DLBCL-
NOS)

Materiales y métodos: Estudio observacional analitico de corte transversal en el periodo de
enero 2016 a marzo 2019, con datos de 18 casos de DLBCL-NOS con informe de IPC
calculado de forma visual mediante tincion de inmunohistoquimica Ki67 en el departamento
de patologia del Hospital Universitario de Santander y el laboratorio de patologia Isabel
Bolivar.

Se realizo CMC y AID con software Image J a fotografias obtenidas de 5 campos
representativos de cada caso, indicados por hematopatologo experto, para el calculo de IPC
medido por Ki67

Se compard el IPC obtenido por: analisis digital de imagenes, informe de patologia (analisis
visual) y conteo manual de células.

* Trabajo de grado para optar por el titulo de Especialista en Patologia.
** Facultad de Salud, Escuela de Medicina, Departamento de Patologia. Director: Jorge Andrés Garcia Vera, M.D.
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Abstract

Title: Discriminative capacity of ImagelJ software to calculate the cell proliferation index in

diffuse large B-cell lymphoma*.

Author: Pablo Alejandro Reyes Cardenas, MD**.

Keywords: Diffuse large B-cell lymphoma; K167 antigen; computer assisted image analysis;

Immunity.

Description:

Ki67 is a nuclear protein that reflects the cell proliferation index (CPI), is related to
the grade and prognosis of different lymphoproliferative neoplasms. Its quantification is
carried out by observation by a pathologist, dependent on intra- and inter-observer
experience, or by manual cell counting (CMC), a costly method. Digital image analysis
(DAI) is a tool that would allow rapid and objective quantification, however, it has been little
used in the field of hematopathology.

Objectives: To determine the usefulness of AID for the calculation of IPC by Ki67
immunohistochemistry in 128 cases of diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL-NOS).

Materials and methods: Cross-sectional analytical observational study in the period
from January 2016 to March 2019, with data from 18 cases of DLBCL-NOS with IPC report
calculated visually by Ki67 immunohistochemical staining in the pathology department of the
University Hospital. of Santander and the pathology laboratory Isabel Bolivar.

CMC and AID were performed with Image J software on photographs obtained from
5 representative fields of each case, indicated by an expert hematopathologist, for the
calculation of IPC measured by Ki67

The CPI obtained by: digital image analysis, pathology report (visual analysis) and
manual cell count were compared.

* Thesis to opt for the Title of Specialist in Pathology.

** Facultad de Salud, School of Medicine, Department of Pathology. Director: Jorge Andrés Garcia Vera, M.D.
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Introduccion

En los o6rganos linfoides primarios y secundarios se lleva a cabo la diferenciacion y
capacitacion de las células linfoides (células B, Linfocitos T y células NK), involucradas
directamente en los procesos de inmunidad celular y humoral(1). Estos procesos son complejos
e involucran la expresion de numerosos factores reguladores, factores de transcripcion,
receptores de membrana, asi como de la secrecion de quimioquinas, que favorecen la
interaccion entre los distintos tipos de linfocitos y otras células, a través de receptores de
membrana especificos, siendo modificadas por distintos factores genéticos, inflamatorios y
ambientales, que pueden desencadenar una variedad de procesos patologicos(2), dentro de los
cuales, las neoplasias linfoproliferativas han generado gran interés por su morbilidad,
mortalidad, distribucion etaria (que va desde nifios hasta adultos mayores) y alto impacto
econdmico que conlleva su manejo. En la poblacion adulta, los linfomas de estirpe B son las
neoplasias linfoproliferativas mas comunes y abarcan un grupo heterogéneo de entidades con
diferencias clinicas, genéticas, morfologicas e inmunofenotipicas, las cuales permiten su
clasificacion histopatologica(3). Desde un punto de vista clinico los linfomas se han clasificado
historicamente como linfomas de Hodgkin y linfomas no Hodgkin, sin embargo, esta es una

clasificacion simplificada, que no refleja el espectro completo de estas entidades.

El linfoma B difuso de células grandes es el subtipo mas comun de linfoma (30-40%
de todos los casos de linfomas no Hodgkin)(4,5), caracterizandose por su comportamiento
bioldgico agresivo y sus altas tasas de recurrencia. Su abordaje diagnostico requiere de un

equipo multidisciplinario, asi como una adecuada correlacion clinica, histopatologica,
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imagenologica e inmunofenotipica, por inmunohistoquimica y/o citometria de flujo, asi como

con pruebas moleculares, en casos seleccionados(6).

Para el abordaje de los linfomas en particular, el analisis histopatologico y la
tipificacion mediante la técnica de inmunohistoquimica se consideran parte fundamental del
diagnéstico y clasificacion, debido a que permite la evaluacion de la arquitectura, morfologia
celular y expresion inmunologica de ciertos marcadores nucleares que no pueden evaluarse
adecuadamente con otros métodos como la citometria de flujo. Se incluye por tanto de manera
rutinaria dentro del panel diagnostico de las neoplasias linfoproliferativas un marcador de
activacion y proliferacion celular, el Ki-67(7), un marcador nuclear tipo proteina no histona,
expresada en todas las fases del ciclo celular excepto en GO, que tiene la ventaja de poder ser
detectada con facilidad mediante inmunohistoquimica(8,9). Esta propiedad permite que sea
utilizado en el calculo del indice de proliferacion en distintas neoplasias incluyendo linfomas,
permitiendo medir la velocidad con la que una célula transformada copia su ADN y se divide

en dos, parametro relacionado con el comportamiento biolégico y pronostico(9).

El indice de proliferacion celular es una medida indispensable en el estudio de la
patologia oncologica, por tanto, es necesario que su calculo sea reproducible y preciso. Los
métodos actuales para su estimacion son: La determinacion del porcentaje aproximado de
positividad mediante la visualizacion directa por parte de un patélogo experto (la mas usada) y
el conteo individual de células positivas y negativas para el calculo del porcentaje de
positividad(10,11). El primer método, a pesar de ser el mas usado, tiene una mayor variabilidad
inter observador y su aproximacion al valor real depende de la experiencia del patologo, por lo

que existe el riesgo de obtener resultados imprecisos, con las implicaciones en el diagnostico
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que esto pueda generar. El segundo método es mas objetivo y se considera el estandar de oro,
sin embargo, consume gran cantidad de tiempo al requerir la visualizacion de multiples campos

de alto poder y posterior conteo manual de células(12).

Ante la evidente importancia del indice de proliferacion en la clasificacion y pronostico
de diferentes neoplasias y la falta de un método rapido y objetivo, el presente trabajo propone
determinar la capacidad de discriminacion de un método que cumpla con estas dos
caracteristicas mediante la aplicacion Image J, un software libre basado en Java desarrollado
por el National institute of health de codigo libre(13), con su plugin Immunoratio desarrollado
por Jorma Isola and Vilppu Tuominen en el Institute of Biomedical Technology, University of

Tampere también de codigo libre(14).
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1. Objetivos.

1.1 Objetivo General:

- Determinar la capacidad discriminativa del plugin Immunoratio para calcular el
indice de proliferacion con el método de inmunohistoquimica KI67 en
comparacion con el método de visualizacion directa y el estandar de oro el conteo

manual de células.

1.2 Objetivos Especificos:

Comparar del IPC calculado mediante analisis digital de imagenes con

Immunoratio y el IPC determinado por el Gold estandar: conteo manual.

Comparar del IPC calculado mediante andlisis digital de imagenes con

Immunoratio y el IPC determinado por el analisis visual de un patélogo experto.

Determinar la aplicabilidad del método.

Establecer las ventajas y desventajas que pueda tener el andlisis digital de

imagenes con Immunoratio para el calculo de IPC.
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2. Estado del arte.

2.1 Tejidos linfoides normales.

De acuerdo con el proceso de diferenciacion de células linfoides y las interacciones
funcionales que ellas presentan dividimos los tejidos linfoides en 2 compartimentos mayores:
tejidos linfoides primarios — o centrales- tales como médula 6sea y timo, y tejidos linfoides
secundarios como lo son ganglios linfaticos, bazo y el tejido linfoide asociado a mucosas
(MALT)[1]. Cada compartimiento tiene microambientes muy organizados con poblaciones
celulares, estructuras vasculares y componentes estromales especificos; esta variedad y
conformacion citoarquitectural permite, entre otras cosas, la maduracion y diferenciacion de

los linfocitos en sus diferentes etapas [2].

Los tejidos linfoides primarios comprenden la médula dsea y el timo, estos organos
contienen precursores linfoides, donde realizan el proceso inicial de diferenciacion
independiente de antigenos desde células inmaduras a su etapa de madurez [1]. Por su parte el
tejido linfoide secundario comprende ganglios linfaticos, bazo y el tejido linfoide asociado a
mucosas (MALT)[1], sitios donde las células linfoides maduras se exponen a antigenos y

desarrollan diferentes tipos de respuestas inmunes|[3].

2.2 Tejidos linfoides primarios.

2.2.1 Médula osea.

La médula 6sea es el organo hematopoyético por excelencia donde se renuevan

poblaciones de células madre, incluyendo precursores micloides y precursores linfoides[1].
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Hablando especificamente del proceso de maduracion de linfocitos, los linfocitos B contintian
su proceso de diferenciacion en médula Osea, mientras que los linfocitos T migran
tempranamente al timo donde terminaran su proceso de diferenciacion[1]. La médula 6sea
también es un repositorio de las células plasmaticas que regresan a ella luego de generarse en

los tejidos periféricos[4].

Durante la diferenciacion los linfocitos atraviesan cambios genéticos lo que conlleva a
la expresion de diferentes receptores de membrana nuclear y celular. Los estadios tempranos
de diferenciacion de las células B puede ser reconocida por la expresion del marcador pan-B
CD19, junto con el CD34 y posteriormente el CD10. Estos precursores tempranos expresan la
enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TDT), junto a RAG1 y RAG?2 las cuales tienen
un papel en el reordenamiento de genes de inmunoglobulinas[5]. E1 CD19 se expresa durante
todo el proceso de diferenciacion del linfocito B, mientras que en la médula dsea se pierden el
CD34 y posteriormente el CD10, al mismo tiempo que empiezan a expresar CD20 lo cual
coincide con el reordenamiento del gen de inmunoglobulinas y su expresion proteica en la
membrana celular. En cuanto a los linfocitos T atin no se han logrado definir con exactitud los
cambios iniciales en expresion genética que definen qué precursores sufriran diferenciacion a

células T[5]

Los precursores linfoides B en médula 6sea reciben el nombre de hematogonias, estas
células bajo el microscopio tienen nucleos de forma redonda, cromatina dispersa y nucleolo
ocasional y pueden confundirse con células neoplésicas, principalmente en médula dsea

regenerativa(18).
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2.2.2 Timo.

El timo, es un organo linfoide localizado en mediastino anterior, y en ¢l ocurre la
maduracion y seleccion de los precursores T a partir de los pro-timocitos que provienen de la
médula Osea, para llegar a linfocitos “virgenes”, células con capacidad de responder a antigenos
[1]. EI timo tiene un rol critico en el desarrollo de las células T en las primeras etapas de la
vida, y a pesar de suftrir degeneracion conforme la edad avanza su funcion persiste durante el

resto de la vida (19).

El timo se divide en dos compartimientos, el epitelio timico central y el espacio
perivascular. El epitelio timico a su vez se divide en corteza y médula, cada una de ellas tiene
epitelio caracteristico y células accesorias especificas con el fin de proveer el ambiente para la

maduracion de las células T(20).

2.3  Tejidos linfoides periféricos.

2.3.1 Ganglios linfaticos.

Los ganglios linfaticos son parte del sistema linfatico, forman compleja red que permite
el control y manejo de sustancias ajenas al organismo(21). Los ganglios linfaticos se encuentran
través del todo el cuerpo lo que permite maximizar la captura de antigenos y diferentes

sustancias que influyen en la respuesta inmunitaria.

Los ganglios linfaticos poseen una céapsula fibrosa que se prolonga al interior del
parénquima formando trabéculas que permiten la organizacion de las poblaciones celulares,

tejido vascular y componentes estromales. El ganglio linfatico presenta 3 areas, corteza,
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paracorteza y médula. En la corteza predominan los linfocitos B, los cuales se agregan
formando foliculos linfoides; en la paracorteza predominan los linfocitos T y células
presentadoras de antigenos; en la region medular encontramos los cordones medulares que
contienen células plasmaticas, linfocitos T, macrofagos, células dendriticas, y algunos

mastocitos(3).

2.3.2  Area cortical.

El foliculo linfoide primario esta compuesto por agregados de células B virgenes
(Naive) sostenidas por una red de células dendriticas foliculares. Estas células B maduras
expresan ademas de marcadores de linaje, IgM e IgD de superficie, moléculas que permiten su
identificacion inmunofenotipica por métodos rutinarios de inmunohistoquimica. La
estimulacion antigénica de estas células promueve la formacion del foliculo linfoide secundario

el cual se compone por una zona marginal, zona del manto y centro germinativo[1].

El manto se compone por linfocitos B virgenes de pequefio tamafio, que fueron
desplazados a la periferia cuando inici6 la activacion y proliferacion en el centro germinal(22).
El centro germinal es un compartimento especializado en el cual ocurren dos procesos
importantes: la respuesta inmune de las células T a antigenos y la proliferacion de células B
activadas por antigenos[1]. El proceso de proliferacion B se lleva a cabo gracias al
microambiente del centro germinal que selecciona clones de células B estimuladas por un
antigeno, con capacidad de producir anticuerpos de alta afinidad antigénica[1]. Las células que
sobreviven este proceso se convertiran en células B de memoria, que pueden migrar a tejidos

periféricos o alojarse en la zona marginal o en células plasmaticas efectoras[5].
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El centro germinal contiene centroblastos, de tamafio mediano a grande con 1 a 3
nucleolos de localizacion periférica, centrocitos de menor tamafio con cromatina condensada y
membrana nuclear irregular, asi como células dendriticas foliculares, las cuales poseen
moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1, CD21 y CD35) que atraen a los linfocitos By T

facilitando la presentacion de antigenos[5].

El centro germinal se encuentra polarizado y consta de dos areas, un area oscura de
mayor replicacion, compuesta principalmente por centroblastos, centrocitos y macrofagos que
fagocitan restos nucleares apoptdticos llamados macréfagos con cuerpos tingibles y un area

mas clara con menor actividad mitética compuesta principalmente por centrocitos.

Los centrocitos y centroblastos expresan antigenos de linaje B como el CD19, CD20,
CD22 y CD79, marcadores de centro germinales como BCL6 y CD10, la expresion del ki67 es
variable y da a los centros germinales un aspecto de polarizacion(7). Es de resaltar que los
centroblastos carecen de inmunoglobulinas en su superficie o las expresan en concentraciones
muy bajas, esto se debe a que en ellos los genes de inmunoglobulinas atraviesan un proceso de

sobremutacion(23).

El BCL6 es un factor de transcripcion esencial necesario para la estructuracion del
centro germinal ademads es un factor importante en la respuesta inmune dependiente de células
T, este se expresa en las células B de los centros germinales, pero no en las células B virgenes,
células B del manto, células B de memoria ni plasmocitos(23,24). El CD10 es una proteina de
membrana, se expresa en precursores linfoides pre-B en la médula 6sea, pero se pierde en las
c¢lulas B virgenes y vuelve a expresarse en las células B activadas de los centros germinales.

El BCL2 es una molécula antiapoptotica constitutiva en linfocitos B virgenes y células B de
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memoria(24)y no se expresa en el centro germinal lo que permite la apoptosis de los linfocitos

B que no logran una respuesta especifica a antigenos.

Los centros germinales cuentan también con poblaciones de linfocitos T ayudadores
foliculares que tienen un rol importante en la regulacion del proceso de diferenciacion de las
células B en el centro germinal, estas células expresan entre otras moléculas CD4, PD-1 y

CD57(25).

2.3.2.1 Paracorteza. La paracorteza es el area localizada entre los foliculos linfoides, contiene
linfocitos T y células dendriticas interdigitantes, células especializadas en presentar antigenos
e inmunoblastos. La estructura y organizacion de la paracorteza depende en gran medida de la
produccion de quimioquinas por parte de las células estromales que alli se encuentran,
produccion llevada a cabo por las células reticulares, fibroblastos y células endoteliales de las

vénulas de endotelio alto(2).

Las vénulas de endotelio alto presentes en la paracorteza permiten el ingreso de las
c¢lulas B y T desde la sangre periférica. Estas células endoteliales expresan moléculas llamadas
adresinas las cuales son moléculas de adhesion que permiten que los linfocitos circulantes
adherirse a ellas para el proceso de migracion, entre estas moléculas encontramos la E-
Selectina, P-Selectina, VCAM-1, ICAM-1 e ICAM-2(26). Mediante la interaccion con la L-
Selectina y o B-Integrinas las adresinas permiten la transmigracion de los linfocitos. La
expresion de las adresinas es constitutiva unicamente en las células endoteliales de vénulas
altas de los ganglios linfaticos para reclutar linfocitos, en vénulas de otros tejidos su expresion

esta condicionada a un estimulo proinflamatorio(27).
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2.3.3 Bazo

El bazo es un 6rgano ubicado en el hipocondrio izquierdo el cual ejerce funciones de
cribado de elementos sanguineos defectuosos y eliminacion de patdgenos transportados en la
sangre. Estas funciones se relacionan con sus dos compartimientos morfologicos, la pulpa
blanca y la pulpa roja. La pulpa blanca tiene una organizacion histologica similar a la de los
nddulos linfoides, en ella se encuentran centros germinativos y foliculos linfoides, con células
T en las areas periarteriolares(28). La pulpa roja contiene células presentadoras de antigenos
particularmente linfocitos T gamma y delta, y también células plasmaticas. Una caracteristica
distintiva del bazo es poseer zona marginal prominente, en la cual encontramos linfocitos con

citoplasma palido acompafiados por macroéfagos que rodean las zonas con células T y B(28,29).

2.3.3.1 Pulpa blanca. Las células T y B de los compartimientos del bazo son reclutados y
fijados a ellos por diferentes quimioquinas producidas por células estromales y dendriticas.
Las células T se organizan alrededor de las arteriolas mientras que las células B se organizan
en foliculos que pueden encontrarse junto a las capas de linfocitos T o directamente unidas a

las arteriolas sin capa de células T(29).

La zona marginal es un area distintiva de la pulpa blanca. Las células B en esta area
tienen nucleos que recuerdan a los centrocitos por su forma irregular, pero se distinguen por su
citoplasma palido y abundante. Estas células expresan CD21 e IgM, y a diferencia de las células

del manto la expresion de IgD es negativa o si estd presente es débil(20).
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2.3.3.2 Pulpa roja. Esta area del bazo se compone de senos y cordones. Los senos forman
una red cubierta por capas de endotelio y rodeado por fibras de matriz extracelular las cuales
pueden resaltarse con la tincion especial de acido periodico de Schiff (PAS)(2). Los capilares
abren hacia los cordones, y las células sanguineas que no pueden atravesar a través de los
sinusoides son destruidos por los macrofagos residentes en los cordones. La sangre en los
sinusoides fluye hacia el sistema venoso. Las células de los sinusoides expresan marcadores

endoteliales como el factor VIII, y también para otros marcadores como CD8(28).

Cabe mencionar que la pulpa roja contiene ademds células plasmaticas las cuales
mediante quimioquinas que regulan el posicionamiento de ellas mismas y de otras células de

la pulpa roja.

2.4 Fisiologia e inmunologia de los linfocitos.

Los linfocitos son una poblacion heterogénea de células con caracteristicas
morfologicas e inmunologicas que las diferencian del resto de leucocitos. Los linfocitos
maduros se pueden clasificar en varios tipos y subtipos en base a los organos donde se
desarrollan y las funciones que ejercen[3]. Las dos clases mayores son los linfocitos T, B y
células NK. Los linfocitos T se desarrollan en el timo y de ahi migran a la sangre y a otros
6rganos linfoides, son responsables de las reacciones citotoxicas y las respuestas de
hipersensibilidad retardada, también producen citoquinas que regulan la respuesta inmune y
ayudan a las células B. Los linfocitos B pueden capturar, interiorizar y presentar antigenos a
las células T y son precursoras de las células plasmaticas secretoras de inmunoglobulinas y

pueden diferenciarse a células B de memoria[1]. Por su parte, las células NK son iniciadoras
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de la inmunidad contra agentes infecciosos y células transformadas que tienen expresion

anormal de antigenos(27).

Las células B y T son totalmente indistinguibles mediante microscopia de luz e incluso
electronica, las células NK tienden a ser mas grandes con granulos en su citoplasma de mayor
tamafio. Las células B pueden madurar a plasmocitos que pueden diferenciarse con mas
facilidad en el microscopio. Por esta dificultad en la distincion visual de los linfocitos se han
desarrollado técnica de inmunohistoquimica que ayudan a definir las distintas subpoblaciones

en base a su inmunofenotipo(26).

Las primeras descripciones de los linfocitos datan de 1774, y la primera descripcion de
las células plasmaticas se dio en 1875(26). A mediados del siglo 20, la conciencia sobre la
existencia del sistema inmune se desarroll6 en base a dos conceptos principales, la inmunidad
humoral y la inmunidad celular, en ese tiempo el descubrimiento y descripcion del timo y la
bolsa de Fabricius en las aves (que dio su nombre a los linfocitos B provenientes de dicho
organo) llevo a la diferenciacion de subtipos de linfocitos; este concepto fue reforzado por el
hecho de que bebés con ausencia congénita del timo carecian de inmunidad celular mientras
que la inmunidad humoral se conservaba, de igual forma se describieron casos en que nifios
perdian la produccion de anticuerpos y conservaban la inmunidad celular, estos casos llevaron
a la compresion de que existen dos labores diferentes en la inmunidad. Finalmente, el desarrollo
de los anticuerpos monoclonales, citometria de flujo y técnicas de biologia molecular llevaron

al conocimiento actual de la respuesta inmune y sus anormalidades.
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2.5 Proceso de diferenciacion de células B.

Tanto las células B como las T tienen dos fases de diferenciacion, una dependiente de
antigenos e independiente de antigenos. La diferenciacion que no depende de antigenos ocurre
primordialmente en 6rganos linfoides primarios timo y médula osea, este proceso tiene como
resultado la produccion de células B y T ingenuas (Naive) que son capaces de responder a s6lo

a antigenos extrafios ignorando antigenos propios(26).

Las primeras fases de la diferenciacion independiente a antigenos comprenden células
madre y linfoblastos. Sus descendientes las células T y B ingenuas tienen en su superficie
receptores unicos que les permiten interactuar con diferentes antigenos, estos receptores son el

receptor de antigenos de células T y las inmunoglobulinas de superficie para las células B(2).

2.5.1 Linajey diferenciacion de células B.

2.5.2 Precursores B.

Los precursores B se desarrollan de células madre hematopoyéticas y hacen su proceso
de diferenciacion en la médula 6sea para después migrar como linfocitos B ingenuos a los
tejidos linfoides periféricos. Las células B inician su produccion en el feto en el higado, la
médula 6sea y el bazo, en la edad adulta el inico 6rgano que continua esta funcion es la médula
osea. Durante su diferenciacion los linfocitos B producen una gran variedad de receptores de
inmunoglobulinas gracias a la capacidad de recombinacion de los genes de inmunoglobulinas
y los diferentes dominios que codifican como lo son los de variabilidad, diversidad y union,

cuya combinacion produce la cadena pesada variable que se unira a una region constante(30).
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En las etapas iniciales las células B carecen de inmunoglobulinas y son reciben el
nombre de células B progenitoras o células pro-B(30). Estas células inicialmente expresan
CD45, CD 2, CD34 y desoxinucleotidil transferasa terminal (TDT), CD38, y el factor PAX 5
que causa la expresion de CD19. En las siguientes fases de la diferenciacion se expresa CD10,
CD38, CD34, CD79a, y persiste la expresion de TDT y las células ahora reciben el nombre de
células pre-B 1(31), en este punto se inicia el rearreglo y recombinacion del gen de
inmunoglobulina (Ig) especificamente en el locus de la cadena pesada y también es un punto
critico dado que pueden ocurrir las aberraciones cromosdmicas que portan muchos linfomas.
El locus de cadena pesada esta presente en segmentos que codifican para las regiones Variable
(V), Diversidad (D), Unién (joining J) y constante (C), la recombinacion del gen de
inmunoglobulinas se inicia por las proteinas activadoras de recombinasa RAG1 y RAG2; las
cuales pueden ligarse y romper el DNA en secuencias especificas de llamadas secuencias

sefializadoras de recombinacion (RSSs)(32).

Las secuencias RSSs se encuentran rodeando los segmentos de los genes V, D y J.
durante la recombinacion los genes J y D son juntados y este segmento DJ es unido al V
formando el segmento VDJ. El TDT el cual también se expresa en la célula preB-1 y se encarga
de catalizar la union aleatoria adicional de los nucledtidos de union. Después de este proceso
el segmento VDJ queda en la proximidad a la region Cp y crea el gen que codifica para la
cadena pesada cuya sintesis da origen a la cadena intracitoplasmatica p o IgM, y a partir de

este suceso inicia la fase preB-1I(31).

Durante la fase pre-B II las células ganan expresion de CD20 y pierden expresion de

CD34 y TDT. En este punto se debe resaltar el receptor células pre-B o pre-BCR, si este
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complejo es compatible con el microambiente de la médula dsea, los dominios ITAMs de la
Iga (CD79a) e IgP (CD79b) se fosforilan y esto rescata la célula de la apoptosis, este rescate
depende de que la célula genere una célula genere Igp funcional, dado que la célula que no
logra esto, es destruida(18). Finalmente, la unién de segmentos V' y el segmento J formando el
complejo VJ el cual a su vez se une a la cadena Igu lo que activa la traduccion de proteinas
kappa y lambda lo que lleva a la formacion de una molécula [gM completa con lo cual ya puede

llamarse célula B inmadura(32).

Antes de completar su maduracion atravesaran un proceso de seleccion, aquellos que
completen ese proceso exitosamente son seleccionados positivamente y entonces sus genes
RAG seran silenciados y reciben estimulos que garantizan su supervivencia pudiendo continuar
en el proceso de maduracion. Un paso vital en el proceso de seleccion es la modificacion del
BCR (B Cell Receptor) que al reconocer autoantigenos sufrira modificaciones por reactivacion
de los genes RAG lo que lleva a recombinacion de las cadenas V-J lo que finalmente generara
un BCR que no pueda reaccionar a antigenos propios y asi la célula pueda progresar en su
proceso de maduracidon. Sin embargo, si este rearreglo no ocurre de forma adecuada y el
receptor BCR persiste reaccionando a antigenos propios la célula serd negativamente
seleccionada y se estimulard su apoptosis. Las células que lograron atravesar el proceso de
seleccion con un BCR adecuado abandonaran la médula dsea y completaran su maduracion en

los organos linfoides secundarios.

Células B maduros.

Las células B maduras son clasificadas en subgrupos por su localizacion anatomica en

los organos linfoides periféricos, estos son células B foliculares marginales y células B1. Los
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linfocitos B foliculares son el grupo que contiene la mayoria de las células B maduras y se
encuentran en los foliculos linfoides de los ganglios linfaticos y el bazo. Estas células estimulan
la respuesta de los linfocitos T lo cual ocurre en dos sitios, en los centros germinales y en areas
extrafoliculares. En las areas extrafoliculares las células B pueden ser activadas por linfocitos
T ayudadores lo que las llevara a diferenciarse en plasmablastos que secretan anticuerpos. Otra
opcion es que las células B migran de vuelta a los foliculos y alli nuevamente por estimulacion
de linfocitos T ayudadores proliferan y forman los centros germinales donde se llamaran
centroblastos[2], los cuales expresan CD10 y Bcl-6 y se ubican en la zona oscura del foliculo,
después migran al area clara donde interactian mediante CD23 y CD40L con células

dendriticas foliculares y linfocitos T ayudadores.

Las células B maduras con alta afinidad a los antigenos que le son presentados en el
centro germinal van a diferenciarse en células plasmaticas o en células B de memoria ambas
con expresion de CD27[3], [23]. Las células plasmaticas van de regreso a la médula osea y
tendran un perfil inmunohistoquimico distintivo que incluye CD19, CD27, CD45, CD38,

CD138 y produccion intracitoplasmatica de inmunoglobulinas.(33)

2.6 Linfoma: generalidades.

Las neoplasias linfoproliferativas de células maduras son un grupo de gran interés en el
campo de la oncologia, virtualmente todas son consideradas malignas, sin embargo,
dependiendo de la entidad, muestran un amplio rango de comportamientos desde relativamente
indolentes a altamente agresivos, pueden ocurrir en todas las edades, con subtipos especificos

que afectan mas determinados grupos etarios(22).
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Algunas de estas neoplasias comprometen predominantemente médula 6sea y sangre
periférica, conocidas como leucemias, mientras que otras pueden generar masas en ganglios
linfaticos o tejidos extraganglionares, recibiendo el nombre de linfomas(3). Aquellas que se
originan de las células plasmaticas, pueden causar sintomas relacionados a la produccion
parcial o completa de inmunoglobulinas monoclonales con efectos locales y sistémicos. Todas
las neoplasias linfoides tienen la habilidad potencial de propagarse a otros tejidos

especialmente a higado, bazo, médula 6sea y sangre periférica(34).

Historicamente, desde el punto de vista practico, se reconocen dos grupos de linfomas:
linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin, ambos con origen comun en tejidos linfoides, sin
embargo, el linfoma de Hodgkin se caracteriza por su comportamiento clinico relativamente
indolente, compromiso ganglionar, morfologia de las células neoplasicas, fenotipo y

diferencias en su tratamiento(35).

La organizacion mundial de la salud en la tltima edicion de clasificacion de tumores
de tejidos linfoides y hematopoyéticos clasifica las neoplasias primeramente de acuerdo con su
linaje, mieloide, linfoide, histiocito/dendritico y una postula una contraparte normal, esta
contraparte normal se define en base al inmunofenotipo de la neoplasia, dado el avance de la
patologia molecular, la actual clasificacion también toma en cuenta diferentes anormalidades

genéticas(7).

2.6.1 Etiopatogenia.

Los linfomas B originados en células maduras, son un grupo heterogéneo, con

numerosos fenotipos descritos, cada uno con caracteristicas Unicas en su historia natural,
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prondstico y abordaje terapéutico, por lo que establecer el subtipo especifico es indispensable

en el abordaje inicial de cualquier caso(7,36).

Una de las pruebas diagnodsticas mas importantes y de eleccion en un paciente con
sospecha de linfoma es la biopsia del tejido afectado. Otros métodos pueden ser requeridos
cuando los sitios afectados por la neoplasia son de dificil acceso, en estos casos se pueden usar
biopsia por aguja fina guiada por imagenes, acompafado por citometria de flujo, sin embargo,
la aspiracion por aguja fina por si sola no se recomienda como el tnico método de establecer
el diagndstico inicial de linfoma(35,37), esto debido a que la tipificacion de linfomas requiere

examinar la arquitectura y el inmunofenotipo de la neoplasia.

Aproximadamente 90% de los linfomas son de linaje B, es decir poseen antigenos de
superficie CD o rearreglos de genes de inmunoglobulinas propios de células B(38,39), los casos
restantes son linfomas de células T o NK(38). Esta gran diversidad observada es resultado de
la complejidad del sistema inmune; su amplia distribucion en los distintos sistemas con sitios
altamente especializados como las mucosas en el caso de MALT; sus diferentes linajes T, By
NK; su complejo proceso de maduracion; la variedad en la expresion de genes y su capacidad
de mutar; y los efectos de mutaciones en varios genes codificantes para inmunoglobulinas o

del TCR(4,40).
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2.6.1.1 Factores ambientales. Se han reportado profesiones con mayor incidencia de
linfomas tales como granjeros, jardineros, pintores, trabajadores de la madera, lavanderias,
barberos y peluqueros, posiblemente secundario a la exposicion a solventes organicos,
especialmente a tricloroetileno, un solvente usado en varias industrias(5,41). El incremento
en la incidencia en trabajadores de la agricultura puede ser atribuida a exposicion a una
variedad de agentes, incluyendo herbicidas organoclorados, organofosforados y
fenoxiacidos(5,42). Sin embargo, la evidencia indica que la exposicion moderada a herbicidas
por adultos que usan dichos productos en o alrededor de sus hogares no parece incrementar el

riesgo de linfoma(43).

Las tinturas para el cabello se han asociado con un aumento moderado de riesgo de
linfoma folicular en mujeres(44). Ademas, un metaanalisis ha demostrado una relacion directa
entre fumar y la presentacion de linfomas no Hodgkin, con un incremento de riesgo de linfoma
no Hodgkin en fumadores pesados de larga data(4). Un indice de masa corporal por encima de
30-35 kg/m? se asocian con un riesgo aumentado de linfoma y pobre respuesta al

tratamiento(45).

2.6.1.2 Agentes infecciosos.

2.6.1.2.1 Virus 1 de leucemia/linfoma de células T humano. El virus I de
leucemia/linfoma de células T humano (HTLV-1) es un virus RNA, aislado en casos de
linfoma/leucemia de células T del adulto (ATLL), se trata de un retrovirus cuya infeccion del
material genético provoca que las células linfoides se tornen malignas. Determinantes del
huésped afectan la transformacion de linfocitos por el HTLV-1, y puede haber factores

genéticos asociados(46). Los datos obtenidos en Japon, adicionales a los del caribe, suroeste
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de estado unidos, sur América, y Africa, indican claster de ATLL en regiones donde HTLV-1

es prevalente(47,48).

2.6.1.2.2 Virus de Epstein Barr.

Existen varios procesos linfoproliferativos asociados a la infeccion por virus de Epstein
Barr, el cual es un virus oncogénico con alto potencial de linfomagénesis; un ejemplo es el
linfoma extranodal de células T/NK, neoplasia agresiva con una fuerte asociacion a este virus,

que requiere, para su diagndstico, la identificacion del virus por técnicas especiales(49)

2.6.1.2.3 Virus humano del herpes 8. El herpes virus humano tipo 8 se ha asociado
historicamente con sarcoma de Kaposi, sin embargo, existen procesos linfoproliferativos
relacionados directamente con este virus, siendo la enfermedad de Castleman, el linfoma de
efusion primario y el linfoma B difuso de células grandes HHV-8 positivo, las entidades mas

frecuentemente relacionadas (50,51).

2.6.1.2.4 Virus de hepatitis By C. Los virus de la hepatitis B y C también se han implicado
en la génesis de enfermedades linfoproliferativas. Se ha encontrado que la seropositividad para
virus de hepatitis B es significativamente mayor en pacientes diagnosticados con linfoma B
difuso de células grandes y linfoma B folicular. Estudios en Taiwan en donde hay alta
prevalencia de infeccion de virus de hepatitis B encontraron que esta se asocia a alta
prevalencia de linfoma difuso de células B grandes. Por otro lado, la infeccion por virus de
hepatitis C es mayor en pacientes con linfomas de células B, y se han descrito asociaciones con
linfoma B difuso de células grandes, linfoma B de la zona marginal y linfoma

linfoplasmacitico(52).
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2.6.1.2.5 Helicobacter pylori. Es bien reconocida la asociacion del Helicobacter pylori
con linfomas B gastricos de la zona marginal del tejido linfoide asociado a mucosas (MALT),
generalmente precedidos por un proceso inflamatorio cronico como respuesta de la mucosa
gastrica a la infeccion. La relacion del H pylori con la génesis del linfoma del MALT es tal que
el tratamiento temprano con antibidticos para erradicar la infeccion puede llevar a regresion

del linfoma en un porcentaje considerable de los pacientes (53).

2.6.1.3 Autoinmunidad. Varias condiciones autoinmunes pueden contribuir a la formacion de
linfomas, esto debido a la estimulacion inmune crénica que favorece la proliferacion de células
B aumentando la probabilidad de desarrollar mutaciones con potencial oncogénico. Las
patologias mas asociadas con linfomas son el Lupus eritematoso sistémico, la artritis
reumatoide y el sindrome de Sjogren, con riesgo relativo de 18.8 para Sjogren, 7.4 para Lupus

y 3.9 para artritis reumatoide(54).

2.7 Linfoma B difuso de células grandes.

La 1ultima clasificacion de la OMS reconoce al linfoma B difuso de células grandes
(DLBCL) como una categoria heterogénea de donde se pueden diferenciar varias entidades

clinicamente relevantes (7,36) tales como.

- DLBCL no especificado.

- Variantes morfologicas.

- Centroblastico.

- Inmunobléastico
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- Anaplasico.

- Otras variantes.

- Subtipos moleculares.

- Similares al centro germinal.

- Tipo de células B activadas.

- Otros linfomas de células B grande.

- Linfoma B de células grandes rico en células T/histiocitos.

- DLBCL primario del sistema nervioso central.

-  DLBCL primario cutaneo.

- Linfoma de B células grandes con rearreglo de IRF-4.

- Linfoma B de células grandes primario de mediastino (timico).

- Linfoma B de células grandes intravascular.

- DLBCL asociado a inflamacion cronica.

- Qranulomatosis linfomatoide.

- Linfoma B de células grandes ALK".

- Linfoma plasmablastico.

32
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- DLCBL positivo para HHV-8.

- Linfoma de efusion primario.

- Linfoma B de alto grado.

- Linfoma B de alto grado con reordenamientos del MYC y BCL?2 y/o BCL6.

- Linfoma B de alto grado no especificado (NOS).

En su conjunto todos los subtipos se caracterizan por proliferacion de células B
neoplésicas de tamaio intermedio a grande con nticleo de tamaiio similar al de un histiocito o
dos veces el tamafio del ntcleo de un linfocito pequefio(55). Las neoplasias que cumplan con
estos criterios y no puedan ser clasificadas dentro de los subtipos definidos se llamaran DLBCL

no especificas (NOS)(38,56).

El DLBCL es el tipo méas comun de linfoma no Hodgkin correspondiendo al 31% de
ellos(40). No existe un factor de riesgo unico que determine el desarrollo de DLBCL, sin
embargo, como se ha expuesto anteriormente puede asociarse a diferentes factores de riesgo

(7,40)

2.7.1 Presentacion clinica.

La presentacion clinica en los pacientes con DLBCL suele asociarse a la formacion de
masas por infiltracion de ganglios linfaticos, presentacion mas comun, o tejidos extra
ganglionares; el 40% debutan con compromiso extra ganglionar y el 70% tendran este tipo de
compromiso durante el curso de su enfermedad(38,57). EIl DLBCL puede originarse en casi

cualquier 6rgano, incluso sistema nervioso central, piel y hueso, los sitios extra ganglionares
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mas comunes son el tracto gastrointestinal y el anillo de Waldeyer(58). Es de resaltar que los
linfomas que se originan en piel y sistema nervioso central tienen caracteristicas clinicas y

bioldgicas distintivas y en base a ello son subtipos especificos.

2.7.2 Hallazgos histopatolégicos.

Los ganglios linfaticos y tejidos comprometidos por DLBCL usualmente muestran
pérdida de su arquitectura debido a infiltracion por células linfoides de tamafio intermedio a
grande con morfologia similar a centroblastos, inmunoblastos o células con caracteristicas
intermedias(7,59). Los centroblastos tienen ntcleos ovalados vesiculares, nucleolo pequefio
adherido a la membrana nuclear y escaso citoplasma eosinofilo. Los inmunoblastos tienen
nucleo redondo a oval, vesicular y nucléolo nico central con citoplasma escaso y baséfilo. En
ocasiones los centroblastos adoptan una forma plasmocitoide con nucleo excéntrico y Golgi
paranuclear(59). Los linfomas pueden no tener estas caracteristicas cldsicas mostrando un
fenotipo hibrido entre centroblasto ¢ inmunoblasto con un nicleo grande y tamafio células

intermedio, citoplasma voluminoso claro(22).

La morfologia del DLBCL no especificado es diverso y puede dividirse en variantes
comunes y raras, es por esto por lo que el diagndstico requiere de estudios auxiliares antes de
diagnosticar un DLBCL, especialmente para excluir otras condiciones como leucemias,

linfoma de Burkitt, linfoma de células el manto(7,55).

2.7.3 Inmunofenotipo.

Las células neoplasicas del DLBCL usualmente tienen expresion de CD45 y

marcadores pan-B como CD19, CD20, CD22, CD79a, y PAXS. Sin embargo, se debe recalcar
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que la expresion de CD20 esta ausente en el 60% de linfomas de pacientes previamente tratados
con rituximab (anticuerpo recombinante anti CD20)(60). En 50-75% hay expresion
citoplasmatica IgM e IgG, ademas de expresion en membrana de IgA, sin embargo, esta
expresion no se correlaciona con la presencia de marcadores de células plasmaticas como el

CD138, el cual es raro en células CD20 positivas(7,60).

La expresion de CD10 ocurre en 20-40% de los casos(61). La expresion de CD10
resulta util para identificar los subtipos de DLBCL con perfil de células B centro germinales y
también es comun en casos con translocacion 14;18. La expresion de BCL-6 es muy variable
dado que sus criterios de positividad en tinciéon de inmunohistoquimica son muy variados
siendo de aproximadamente 60% en diferentes estudios, de igual forma la expresion de MYC
es variada con rangos del 10-60% en promedio 40%(62). En cuanto a la proteina BCL2, 50%
de los casos aproximadamente la expresan y ello suele ser mas comun en tumores ganglionares
(62,63) y se asocia a translocacion o amplificacion de BCL2(61,62). E1 CDS5 tiene una
expresion baja entre el 5-10% de los casos con DLBCL y aun se discute si su expresion de
novo puede considerarse una entidad clinico-patoldgica diferente, con un comportamiento mas
agresivo(60). la tincion de K167 en DLBCL usualmente muestra indices de proliferacion alto,

sin embargo, se han descrito rangos variables que oscilan entre el 20% al 95-100%(8,63,64).

2.8 Actividad bioldgica de la proteina KI67.

El nombre Ki67 hace referencia a un anticuerpo que se desarrollé para la marcacion
inmunohistoquimica de linfomas no Hodgkin en ratones, recibié su nombre por la ciudad donde
se desarroll6 y el nimero de clon que fue usado es decir la ciudad de Kiel y el clon 67. Ki67 es

una proteina no histona presente en todas las fases activas del ciclo celular desde G1 a M, pero
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ausente en la fase GO, es por ello por lo que el KI67 es un marcador que determina las fracciones
proliferantes de una poblacion celular(10). En afios recientes Ki67 se ha convertido en el centro
de investigaciones dado su potencial como predictor, marcador prondstico y mas ain como
diana terapéutica en diferentes neoplasias como son los carcinomas de pulmon, vejiga, mama,

cérvix y linfomas(65,66).

La proteina Ki67 es de localizacion perinuclear en la fase G1, en interfase se ubica en
los componentes fibrilares del nucleo, estas distintas localizaciones crean un patron de tincion
difuso en la inmunohistoquimica lo que indica una estrecha relacion con la cromatina(8). Tanto
asi que durante la condensacion de los cromosomas el ki67 se acompafia de otras proteinas

nucleolares como la fibrilarina, nucleolina y nucleoplasmina(8,9).

Una cualidad de K167 es ubicar componentes nucleolares en los cromosomas mitoticos
y con ello ayudar en la segregacion de los nucleolos entre las células hijas(9). Se especula que
la funcion de K167 es servir como un tipo de surfactante el cual permite la movilidad de los
cromosomas y sus interacciones con el huso mitotico previniendo que el cromosoma
colapse(67). Otros estudios evidencian el rol de KI67 en la transcripcion de cromosomas,

especificamente durante la formacion de los ribosomas(64).

2.8.1 Inmunohistoquimica para KI67 y su utilidad clinica.

La marcacion inmunohistoquimica por Ki67 y el porcentaje de células positivas se usa
para el calculo del indice de proliferacion el cual es de ayuda para determinar el pronostico de

diferentes neoplasias como gliomas, cancer de mama y neoplasias linfoproliferativas. En estas
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ultimas su significado pronostico ha sido conflictivo con reportes que indican que un indice de

proliferacion alto entre 60-80% o mayor se asocia a pobre pronostico(68).

En la practica clinica el reporte del indice de proliferacion tiene mucho valor, por
ejemplo, en el caso del cancer de mama el indice de proliferacion por KI67 tiene un rol
protagdnico al establecer puntos de corte para clasificar dichos carcinomas como luminal A y
luminal B dependiendo de indice de proliferacion menor a 14% y mayor a 14%

respectivamente(69), lo que se traduce en conducta terapéuticas diferentes.

Otro ejemplo del valor del indice de proliferacion por KI67 se da en el abordaje de
tumores del sistema nervioso central, el caso especifico de los gliomas en los cuales la OMS
propone valores menores a 4% orientando a astrocitomas, 5-10% para astrocitomas
anaplasicos, mientras que los valores promedio para glioblastomas son de 15-20%(70).
Ademas, el ki67 en los linfomas del manto es un unico factor prondstico confiable, tanto asi
que se usa para definir un abordaje mas agresivo con un punto de corte del >30% para pacientes

de alto riesgo(71).

Especificamente en los linfomas, la utilidad del KI67 es servir en conjunto con otros
marcadores inmunofenotipicos como ayuda para la clasificacion de los diferentes subtipos de
linfomas, La ultima clasificacion de la OMS para neoplasias linfoproliferativas junto con
numerosos textos y articulos académicos enfatizan en la importancia de realizar una
comparacion del inmunofenotipo por inmunohistoquimica de los distintos linfomas tomando

en cuenta también el indice de proliferacion por K167(6,7,63—-65).

En el caso del DLBCL varios estudios han mostrado la importancia del KI67 como un

factor pronostico para tener en cuenta, la expresion de K167 se correlaciona con peor prondstico
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y pobre sobrevivencia lo que lo convierte en un marcador pronostico valioso(62). En afios
recientes con el advenimiento de la terapia con rituximab el KI67 ha ganado atin mas utilidad,
dado que se ha demostrado una asociacion entre indice de proliferacion elevado y el fracaso

terapéutico del rituximab(6).

A pesar de la importancia de este marcador, no existe un método estandar para el calculo
del indice de proliferacion, varios estudios han demostrado variabilidad inter e intraobservador

para la interpretacion del indice de proliferacion por KI67(11).

Actualmente la metodologia aceptada consiste en el abordaje visual del patologo
mediante el conteo de células positivas para la tincion de ki67 o el calculo visual de estas. El
conteo de células se realiza en puntos calientes que son las areas con mayor tincion para ki67
en comparacion a las areas que las rodean, sin embargo, esto conlleva variabilidad inter e
intraobservador. El grupo de investigacion internacional para abordar el indice de proliferacion
por ki67 (un grupo que desde el 2009 ha buscado: crear lineamientos para el andlisis de ki67,
desarrollar métodos de puntaje estandar para dicho indice, desarrollar protocolos para
graduacion automdatica y proveer una plataforma que informe a la comunidad la investigacion
mads reciente en el ki67 asi como las prdcticas clinicas que lo involucren)(72) creo el protocolo
de graduacion para ki67, el cual se basa en la visualizacion directa de la lamina por parte del
patologo en campos de alto poder mediante el conteo de nticleos de células tumorales y anotar
cuantos de ellos son positivos en la tincion de ki67 y con ello calcular el indice de proliferacion
mediante una sencilla ecuacion que compara las células positivas, las negativas y el total para

expresar un porcentaje de indice de proliferacion(72).
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Varios grupos han abordado la variabilidad interobservador en el calculo del indice de
proliferacion, uno de estos estudios el realizado por Chung, Y. R. et al evalu6 la variabilidad
interobservador en el calculo de indice de proliferacion por ki67 en microarreglos de cancer de
mama concluyendo una alta variabilidad interobservador entre los 30 patologos
participantes(12). El grupo de Nielsen, L. A. G trabajé con indice de proliferacion celular en
235 casos de gliomas de bajo y alto grado encontrando una marcada variabilidad entre los dos
patologos que calcularon el indice de proliferacion(73).Un resultado similar al encontrado por
Swarts, D. R. A et al en su estudio realizado en tumores carcinoides del pulmon estableciendo
como grupos de estudio los puntos de corte de indice de proliferacion para tumor carcinoide
tipico y atipico, este estudio reporto concordancia general entre los indices de proliferacion
calculados por sus 5 observadores para los 114 tumores evaluados a penas aceptable con un

Kappa de 0.3(74).

2.9 Immunoratio: plugin para analisis de imagenes en patologia.

Image J un software basado en java fue desarrollado por el National Institutes of health
en 1997 con su ultima version en 2016, se trata de un programa de procesamiento de imagen
de dominio publico, gracias a profesionales en distintos campos han desarrollado plugins con
diferentes aplicaciones en distintos campos de la ciencia tan variados como la geologia, la

meteorologia y la medicina (para dar algunos ejemplos)(13).

Esta facilidad para la creacion de plugins permiti6 que en 2010 un grupo de
investigadores de la universidad de Tampere en Finlandia desarrollara el plugin Immunoratio
el cual permite el conteo de nucleos tefiidos con diaminobenzidina (DAB) en laminas de

histopatologia y con ello calcular el promedio de areas nucleares tefiidas con DAB(14).
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Inicialmente el plugin Immunoratio fue utilizado para la evaluacion de receptores de
estrogeno en laminas de pacientes diagnosticados con carcinoma ductal de mama encontrando
resultados que permitieron establecer que el plugin arrojaba resultados equiparables al método

de conteo manual de células y en algunos casos superandola(14).
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3. Disefio metodologico.

3.1 Diseiio del estudio.

El presente es un estudio observacional analitico de corte transversal que se realizara
sobre laminas de histopatologia de pacientes con diagnostico ya establecido de linfoma B
difuso de células grandes con tincion de inmunohistoquimica K167, entre el 01 de enero de
2018 y el 31 de diciembre de 2020 en los laboratorios de patologia del Hospital Universitario

de Santander y Diagnostico especializado Isabel Bolivar Aguilera SAS.

3.2 Poblacion.

Laminas de pacientes con diagnostico de linfoma B difuso de células grandes realizado
en unidades de estudio histopatologico de la zona metropolitana de Bucaramanga, (Hospital
Universitario de Santander-Patologia Y Diagnostico Especializado Isabel Bolivar Aguilera
SAS) a las que se les realice indice de proliferacion calculado por patélogo experto mediante

inmunohistoquimica para ki67.

3.3 Tamaio de la muestra.

El tamafio de la muestra en este estudio observacional analitico de corte transversal se
determind en base a la epidemiologia nacional para linfoma difuso de células B grandes
reportada en el informe del Cancer Incidence in Five Continents, Vol. X. (Forman D, Bray F,

Brewster DH, Gombe Mbalawa C, Kohler B, Pifieros M, SteliarovaFoucher E, Swaminathan
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R, Ferlay J, editors (2014). Cancer Incidence in Five Continents, Vol. X. IARC. Scientific

Publication No. 164. Lyon: International Agency for Research on Cancer)

311.

3.3.1

Numero de casos por quinquenio en zona metropolitana de Bucaramanga 2003-2007:

Casos afio 2003: 62,2 en zona metropolitana de Bucaramanga (h:1.022.532)

Tasa 6.08 casos/100.000 h zona metropolitana de Bucaramanga

Total, poblacion B/F 2003: 807.323

Casos afno Bucaramanga Floridablanca 2003: 49.08

Total, poblacion B/F 2019: 945.244

Casos afio Bucaramanga Floridablanca 2019: 57.47

Total, casos + perdidas 10%: 64 casos afio

Criterios de inclusion

Pacientes diagnosticados con linfoma B difuso de células grandes a los que se les realizo
tincion de inmunohistoquimica para K167 en el departamento de patologia del Hospital
Universitario de Santander y Diagnostico especializado Isabel Bolivar Aguilera SAS

entre los afios 2018 y 2020.
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3.3.2

3.3.3

Criterios de exclusion.

Muestras de pacientes con diagnostico de un linfoma diferente al objeto de interés del

estudio.

Muestras anteriores al 2018.

Muestras posteriores al 2020.

Muestras con tincion de inmunohistoquimica realizada en laboratorios distintos a los
laboratorios de patologia del Hospital Universitario de Santander y Diagnostico

Especializado Isabel Bolivar Aguilera S A S.

Muestras de pacientes con diagndstico de linfoma de interés y que cursé con embarazo

concomitante.

Muestras de pacientes que recibieron tratamiento previo a la toma de biopsia.

Definicion de caso.

Pacientes con diagnoéstico de linfoma B difuso de células grandes con célculo de indice

de proliferacion celular mediante inmunohistoquimica para ki67.
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4. Procedimientos para recoleccion de datos.

Se valoraran laminas de pacientes con diagnostico de linfoma B difuso de células

grandes con tincion para inmunohistoquimica Ki67 realizada usando la técnica manual.

Previo a la captura de las imagenes para el estudio se realizara una calibracion con 5
imagenes de una lamina de linfoma B difuso de célula grande con inmunohistoquimica para
ki67 seleccionada por patdlogo especializado en hematopatologia quien determinara 5 puntos
calientes para la toma de imagenes y ademas realizard el conteo manual de células (gold
estandar) para establecer con la mayor exactitud posible el indice de proliferacion celular.
Conociendo el IPC calculado mediante el gold estandar se procedera a modificar los valores
de exposicion, sensibilidad a blancos y negros y contraste de la camara Olympus DP73, asi
como variables en el plugin Immunoratio como la intensidad de DAB, tonalidad cian y tamafio
nuclear (en micras) modificando los anteriores valores hasta que el software arroje un resultado
para las 5 imagenes igual al IPC obtenido por conteo manual de células por parte del patdlogo

especialista.

Luego de la anterior calibracion todas las laminas seran valoradas por un pat6logo
especializado en hematopatologia quien determinara puntos calientes (hotspots) en los cuales
determinara el indice de proliferacion, posterior a ello se realizaran 5 capturas de imagen
usando microscopio Olympus de modelo Bx43 y camara Olympus modelo DP73 conservando
los valores obtenidos durante la calibracion, estas imagenes seran rotuladas de acuerdo al
numero de cada caso usando el software CellSense de Olympus master ® y luego transferidas
al disco duro de una laptop Lenovo ® Z40-70 con Procesador Core 15, 6 GB de RAM y GPU

Nvidia Gforce ® 820M con el software Image] y su plugin Immunoratio instalados y
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previamente calibrados para el procesamiento de imagenes. Sobre las 5 imagenes en el laptop
Lenovo ® Z40 se procedera a calcular el indice de proliferacion mediante el software Image J
y su plugin Immunoratio, el cual unird las 5 imagenes para su andlisis y dara un resultado
porcentual en base al conteo de pixeles de colores ocre y azul junto a la imagen de
comprobacion en las cuales se puede realizar el control visual de que nucleos fueron

reconocidos como positivos y cuales como negativos.

A las 5 imagenes obtenidas de cada lamina se realizard conteo manual de nucleos
positivos y negativos utilizando para ello el plugin cell counter del software ImageJ con el cual
se cuantificara con exactitud el numero de nucleos positivos, negativos y totales con lo cual

mediante un célculo porcentual se obtendra el indice de proliferacion.

Adicional a las evaluaciones por parte del especialista en hematopatologia, software
Imagel, y conteo manual de células, se hara una evaluacion adicional por parte de un patdlogo
experto quien determinara el indice de proliferacion en base a la evaluacion de la tincion de

inmunohistoquimica para ki67 en 5 en las ldminas en estudio.

Los resultados de las 4 lecturas se ingresaran a base de datos en el software Microsoft

Excel la cual sera analizada posteriormente mediante el software Stata.

4.1 Control de calidad de datos.

Para el control de calidad, se crearon manuales de procedimientos para entrenamiento
en calidad de procesamiento de laminas. Se construy6 un formato de recoleccion de datos que
se digitara por duplicado de forma independiente por dos digitadores diferentes entrenados

previamente en el manejo de la base de datos Excel, lo cual se comparara posteriormente para
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blisqueda activa de posibles errores de digitacion. Se realizard un chequeo de consistencia
interna de los datos luego de lo cual se consideran como finales y se archivaran en medio

magnético por duplicado.

Un supervisor de control de calidad de procesos tomara una muestra aleatoria del 10%
de las encuestas recolectadas cada mes y se confirmara la informacion consignada en ellas
contrastandola con las fuentes primarias y secundarias de las cuales se extraera la informacion,

encargandose también del reentrenamiento del personal cuando fuese necesario.
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5. Evaluacion critica del protocolo.

5.1 Ventajas del disefio.

El estudio observacional analitico de corte transversal es ideal para estudiar
enfermedades de larga duracion como lo son las neoplasias linfoproliferativas, permitiendo
establecer prevalencia de enfermedades en la poblacion y su distribucion, ademas de que son

estudios de bajo costo monetario.

5.2 Consideraciones éticas.

Este protocolo de investigacion clinica sera adherente tanto en su disefio como en la
ejecucion a las regulaciones nacionales e internacionales existentes en cuanto a investigacion
biomédica, siguiendo los lineamientos de Buenas Practicas Clinicas del Comité Internacional

de Armonizacion y los principios éticos de la Declaracion de Helsinki.

Segun los criterios consignados en el articulo 11 de la resolucion 8430 de 1993 se
considera que el presente protocolo de investigacion clasifica como un estudio “sin riesgo”
pues cumple los criterios establecidos: emplear un método de investigacion retrospectivo y no
realizar ninguna intervencion o modificacion intencionada de las variables biologicas,
fisiologicas, psicoldgicas o sociales de los individuos. Asi mismo a pesar de ser una
investigacion sin riesgo puede ser amparada por el paragrafo primero del articulo 16 de la
resolucion 8430 de 1993 se obtendra el consentimiento informado de cada paciente de manera

verbal aplicando el instrumento adjunto en el paragrafo 13 de este protocolo.
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Con respecto a los principios €ticos de investigacion y lineamiento con las pautas
establecidas por la OMS en 1991 se realizan las siguientes aclaraciones: 1) al no realizarse
intervenciones en pacientes, modificar su practica de atencion clinica o de alguna manera
intervenir en la evolucion y los desenlaces (se analizan datos de pacientes que ya fueron
atendidos), no existe espacio para posibles intervenciones de riesgo para el paciente
(preservacion del principio de beneficencia y no maleficencia en su elemento comtn de no
exponer el paciente a riesgo); 2) el respeto de los participantes, en conexion ademas con la
confidencialidad, son protegidos y asegurados también por este estudio pues no se recolecta
informacion sensible de los pacientes que les pueda generar estigmatizacion, ademas de que la
base de datos no incluye de ninguna forma identificadores personales (nombre, direccion de
residencia, teléfono) con los cuales se pueda individualizar a quien corresponde cada registro;
3) el objetivo mismo del estudio no solamente asegura el respeto por el principio de justicia
sino que busca su realizacion de manera activa teniendo en cuenta los lineamientos de la OMS
mencionados: “...Deben disefiarse estudios para obtener conocimiento que beneficie a la clase
de personas de las cuales los sujetos son representativos...”, ya que la finalidad misma de este
protocolo es obtener conocimiento y poder ofrecer a futuros pacientes la posibilidad de

mejoramiento en las estrategias diagnodsticas y terapéuticas a las cuales son sometidos.

Este protocolo se llevara a cabo acorde a lo dispuesto por la Ley 1581 del 2012 y el

decreto 1377 del 2013 de la republica de Colombia.
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Por 1iltimo, este trabajo sera sometido para aprobacién de los Comités de Etica de la

Universidad Industrial de Santander y del Hospital Universitario de Santander
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6. Resultados.

6.1 Capturay analisis de imagenes.

Se valoraron 128 casos de DLBCL y su correspondiente lamina inmunohistoquimica
para ki67, de dichas laminas 43 fueron realizadas en el afio 2020, 15 en el afio 2019 y 70 en el

afio 2018 (grafico 1).
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Grafico 1. Numero de casos por afio incluidos en el estudio.

Del total de laminas incluidas se obtuvieron 640 fotografias (5 fotografias por cada
caso) usando una camara Olympus DP73, las imagenes fueron evaluadas por dos patélogos
(patdlogo 1 y patologo 2) con experiencia en evaluacion de indice de proliferacion células por
ki67; Se uso el software ImagelJ con y el plugin cell counter para realizar conteo manual de
células y determinar por regla de 3 el indice de proliferacion celular por conteo manual de

células (imagen 1) en las 5 imagenes de cada caso el cual se promedia para ser usado como
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gold estandar para las comparar los métodos evaluados, adicionalmente, para corroborar la
precision del conteo celular manual, se realizo reconteo de 12 imagenes (1 imagen por cada 5
casos) para comparar con el conteo inicial, obteniendo que no existid diferencia significativa

entre el conteo original y el conteo de control.

1600x1200 pixels; RGB: 7.3MB

4] Cell Counter X
Counters Actions

Type1 709 Keep Original
@ye2 [328) [ imivaize

Type3 | 0 ‘add
Typed 0
Type5 | 0
Type6 | 0
Type7 | 0
Types | 0

Imagen 1. Conteo manual de células mediante ImagelJ con plugin cell counter.

Finalmente se usoé el software objeto de este estudio ImageJ con su plugin
Immunoratio para determinar el indice de proliferacion celular obteniendo una tinica imagen
que incluye las 5 iméagenes analizadas, las areas que el software determino como positivas y
negativas, asi como un cuadro de texto con el porcentaje de células positivas el cual
corresponde al indice de proliferacion celular (Imagen 2), al analizar el mismo grupo de

imagenes usando ImagelJ se obtuvo los mismos resultados siempre.
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Imagen 2. Resultado de analisis digital de imagen usando ImageJ y su plugin Immunoratio.

Para el analisis de los datos obtenidos se dividieron los resultados en 3 grupos en base a la
diferencia que existio entre el método evaluado y el conteo manual de células (gold estandar),
grupo | diferencia menor al 5% entre los resultados de ambos métodos, grupo 2 diferencia

entre el 5-10% y grupo 3 diferencia mayor al 10%. Ademas, se calculo el coeficiente de
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correlacion interclase que permite evaluar la concordancia general entre dos 0 mas métodos u
observaciones diferentes, basado en el modelo de andlisis de la variancia (ANOVA) con
medidas repetidas, con el cual se obtiene un resultado entre 0 y 1 siendo los valores mas
cercanos a | indicativos de mayor concordancia (0-0.5 concordancia pobre, 0.5-0.75

concordancia moderada, 0.75-0.9 concordancia buena, mayor a 0.9 concordancia excelente).

6.2 Variabilidad de indice de proliferacion celular, conteo manual vs ImageJ.

Se encontrd que, de los 128 casos evaluados, La variabilidad minima entre ImageJ
(Immunoratio) y conteo manual fue del 0.07% y la méxima fue del 44.68%, con variabilidad

promedio del 14.56%.

En 34 casos (59% de los casos) existid una diferencia menor al 5% entre las medidas de
indice de proliferacion celular dado por ImagelJ y el conteo manual de células; en 18 casos
(14% de los casos) se encontro una diferencia de medidas entre el 5-10% en el indice de
proliferacion celular por ambos métodos. Finalmente, en 76 casos (27% de los casos) existio
una diferencia mayor al 10% entre el indice de proliferacion calculado por el software y el
conteo manual. (Grafico 2). El coeficiente de correlacion interclase entre el conteo manual y

el Imagel fue de 0.35.
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VARIABILIDAD IMAGEJ VS CONTEO MANUAL

mDif <5% mDif5-10% mDif >10%

Grafico 2. Variabilidad en el indice de proliferacion calculado por ImagelJ vs el calculado por

conteo manual.

6.3 Variabilidad de indice de proliferacion celular, conteo manual vs patélogos 1y 2.

En cuanto a las valoraciones realizadas por los patdlogos se encontr6 que:

Para el patologo 1 la diferencia minima entre el indice de proliferacion calculado por
conteo manual y patdlogo fue de 0.17%, maxima de 71.88%, en promedio diferencia de
31.23%. Existi6 una diferencia menor del 5% entre el indice de proliferacion calculado por el
patdlogo 1y el conteo manual en 10 casos (8% de los casos), diferencia entre 5-10% en 7
casos (5% de los casos) y diferencia mayor al 10% en 111 casos (87% de los casos) (Grafico

3). El coeficiente de correlacion interclase es de 0.21.
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VARIABILIDAD PATOLOGO 1 VS CONTEO
MANUAL

W<5%DIF m5-10% Dif m>10% Dif

Grafico 3. Variabilidad del indice de proliferacion celular calculado por patélogo 1 vs conteo

manual.

En cuanto a las valoraciones realizadas por el patdlogo 2, la diferencia minima en el
calculo del indice de proliferacion en comparacion a conteo manual fue de 0.08%, la maxima
fue de 40.29%, con promedio 12.78% de diferencia. Ademas, una diferencia menor al 5% en
comparacion al conteo manual en 37 casos (29% de los casos), diferencia entre el 5-10% en
23 casos (18% de los casos) y una diferencia mayor al 10% en 68 casos (53% de los casos).

(Grafico 4); con coeficiente de correlacion interclase de 0.54.
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VARIABILIDAD PPATOLOGO 2 VS CONTEO
MANUAL

W<5%DIF m5-10% Dif m>10% Dif

Grafico 4. Variabilidad en el indice de proliferacion calculado por patologo 2 vs el calculado

por conteo manual.

6.4 Variabilidad de indice de proliferacion celular entre patélogos.

Al comparar las valoraciones realizadas por ambos patélogos encontramos que la
diferencia minima entre ambos patdlogos fue del 1% con diferencia maxima del 74% y una
diferencia promedio de 41.92%. Ademas, diferencia menor al 5% en el indice de
proliferacion calculado por cada uno en 1 caso (1% de los casos), una diferencia entre 5-10%
en 7 casos (5% de los casos) y una diferencia mayor al 10% en los 120 casos restantes (94%
de los casos). (Grafico 5). El coeficiente de correlacion interclase entre ambos patologos fue

de 0.13.
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DIFERENCIAS ENTRE INDICE DE PROLIFERACION
CALCULADO POR AMBOS PATOLOGOS

W<5%DIF m5-10% Dif m>10% Dif

Grafico 5. Diferencia entre el indice de proliferacion calculado por ambos patdlogos.

6.5 Variabilidad de indice de proliferacion segin afio de procesamiento de lamina de

inmunohistoquimica.

De los casos evaluados con ImageJ (immunoratio) que tuvieron diferencia menor al 5% con
el conteo manual 34 son del afio 2020 y ninguno proviene de 2019 0 2018, en cuanto a
aquellos con diferencia entre 5-10% de ellos 9 son del afio 2020 y 9 del afio 2019 ninguno del
afio 2018, en el grupo final con diferencia mayor al 10%, 6 son del afio 2019 y 70 del afio

2018 (Tabla 1).
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Dif <5% Dif 5-10% Dif>10%
2020 34 9 0
2019 0 9 6
2018 0 0 70

Tabla 1. Numero de casos afio en relacion con la diferencia en el indice de proliferacion entre

ImageJ (immunoratio) y conteo manual de células.

En cuanto a los casos de los patoélogos 1 y 2. En relacion con la diferencia entre el indice de
proliferacion celular calculado por patélogo 1 vs conteo manual, en el grupo de diferencia
menor a 5%, 6 casos son del afio 2020, 2 casos son del afio 2019 y 2 del afio 2018; en el
grupo de diferencia entre 5-10%, 2 casos son del afio 2020, 2 casos del afio 2019 y 3 del afio
2018; en el grupo de diferencia mayor al 10%, 35 casos son del afio 2020, 11 casos del afio

2019, y 65 casos del afio 2018 (tabla 2.).

Dif <5% Dif 5-10% Dif>10%
2020 6 2 35
2019 2 2 11
2018 2 3 65

Tabla 2. Numero de casos afio en relacion con la diferencia en el indice de proliferacion

entre patdlogo 1 y conteo manual de células.

En las valoraciones del patologo 2 vs el conteo manual encontramos que: en el grupo de
diferencia menor al 5% encontramos 5 casos del afio 2021, 2 casos del afio 2019 y 30 casos

del afio 2018; en el grupo de diferencia 5-10%, 11 de los casos son del afio 2021, 2 casos son



INDICE DE PROLIFERACION CELULAR POR K167 CON IMAGE] 59

del afio 2019 y 10 casos del afio 2018; finalmente en el grupo de diferencia mayor al 10%, 27

casos del afio 2020, 11 casos del afio 2019 y 30 casos del 2018 (tabla 3).

Dif <5% Dif 5-10% Dif >10%
2020 5 11 27
2019 2 2 11
2018 30 10 30

Tabla 3. Numero de casos afio en relacion con la diferencia en el indice de proliferacion entre

patdlogo 2 y conteo manual de células.

Se calculo en coeficiente de correlacion interclase comparando cada método con el gold
estandar en dos grupos, casos anteriores al 2020 y casos del 2020 encontrando que, en el caso
de ImagelJ el coeficiente para casos anteriores al 2020 fue de 0.015, para los casos del 2020
fue del 0.87; para los patologos participantes, el coeficiente calculado para patoélogo 1 para
los casos anteriores al 2020 fue 0.14, para los casos de 2020 fue de 0.57; el coeficiente
calculado para el patdlogo 2 en los casos anteriores a 2020 fue del 0.50 y para los casos del

2020 fue del 0.57.
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7. Discusion.

ImageJ y su plugin immunoratio han sido comparados con métodos basados en
visualizacion directa para el calculo del indice de proliferacion celular por ki67 en estudios
realizados para evaluar la efectividad del software en cancer de mama (64,65), tumores
gliales (66), y tumores neuroendocrinos (67), sin embargo, no ha sido evaluado para valorar
indice de proliferacion celular en neoplasias linfoproliferativas como el linfoma B difuso de
células grandes, en ese sentido, el presente trabajo da los primeros pasos en la investigacion y
futura aplicacion de dicho software y similares en el campo de la hematopatologia. EI método
de conteo manual ha sido usado como gold estandar de comparacion cuando se ha querido
evaluar un método de analisis digital de imagen (64,65), e incluso en estudios que buscan

determinar la variabilidad interobservador (67).

De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro estudio, podemos concluir que el
software ImagelJ y su plugin immunoratio logra una capacidad discriminativa equiparable a la
de patologo 2 con valoraciones similares en los grupos de andlisis de diferencia menor al 5%,
diferencia entre 5-10% y diferencia mayor al 10%, sin embargo los coeficientes de
correlacion interclase de ambos métodos mostraron diferencia significativa siendo 0.35 para
el software y 0.54 para el patodlogo 2, lo cual muestra una concordancia mayor para el

patdlogo 2.

Image]J mostro resultados mas cercanos al gold estandar al compararse con patdlogo 1
logrando mayor nimero de casos con medidas de indice de proliferacion celular con
diferencia menor al 5% vs el conteo celular manual (tabla 4). Esto es mas evidente al analizar

los coeficientes de correlacion de clase de ambos métodos siendo 0.21 para el patdlogo 1 y
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0.35 para el software, con ello se demuestra que el software logra mejor correlacion con el

gold estandar que el patologo 1.

Método Diferencia <5% Diferencia entre 5-10% Diferencia >10%
Patologo 1 10 7 111
Patologo 2 37 23 68
ImageJ 34 18 76

Tabla 4. Numero de casos en cada grupo de andlisis (Diferencia <5%, Diferencia entre 5-

10%, Diferencia >10%) segun los métodos evaluados.

Los resultados de comparar las valoraciones realizadas por los dos patdlogos entre si
demuestran una importante variabilidad interobservador evidente en el hecho de que solo
hubo una diferencia menor al 5% en un tnico caso, en 7 casos los dos patologos difieren en
un 5-10%, y en 120 casos tuvieron una diferencia mayor al 10%. El coeficiente de
correlacion de clase entre las valoraciones de ambos patdlogos fue de 0.13 indicando pobre
concordancia entre ambos. Estos datos son similares a los encontrados por Chung, Y. R. et al,
Nielsen, L. A. G et al(73) y Swarts, D. R. A et al(74), quienes han valorado este fend6meno en

otras neoplasias.

Dentro de los resultados, es en extremo Ilamativo que los casos en los que Imagel
tuvo una diferencia menor al 5% en comparacion con el gold estandar, todos ellos provienen
de bloques procesados en el afio 2020, mientras que aquellos con diferencia mayor al 10%
son en su gran mayoria de bloques procesados en el afio 2018, el coeficiente de correlacion
interclase también demostro correlacion entre el afio de procesamiento del caso y la

valoracion, encontrando que las valoraciones del software para los casos del afio 2020
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tuvieron un coeficiente de correlacion de 0.87, a diferencia de los casos anteriores al 2020,
los cuales mostraron un coeficiente de 0.015, esto puede sugerir que el afio de realizacion de
la inmunohistoquimica se correlaciona directamente con la capacidad discriminativa del
software. Estos datos contrastan con los resultados de los patélogos del estudio en quienes se
encontro una distribucion mas homogénea entre los afios de procesamiento de los tejidos y
los grupos de diferencias (Diferencia <5, Diferencia entre 5-10%, Diferencia >10%). Estos
resultados obligan a plantear posibles causas de esta variacion en la capacidad discriminativa
del software, siendo posible que esto sea el resultado de una pérdida sutil en la intensidad de
la tincién con el paso del tiempo en laminas realizadas por técnica manual de
inmunohistoquimica, futuros estudios en este campo podrian evaluar laminas realizadas con
técnica de inmunohistoquimica manual y automatizada de diferentes afios de realizacion para

corroborar esta hipotesis.

La implementacion de la tecnologia digital para analisis de imagenes usando ImageJ
(immunoratio) requiere unicamente de un equipo de computo basico y tecnologia de captura
de imégenes (camara digitales) equipos presentes en la gran mayoria de los laboratorios de
patologia modernos, sin embargo, después de las horas invertidas realizando el analisis de
imagenes mediante immunoratio se debe sefialar la necesidad de una configuracion basica de
variables, necesarias para su adecuado funcionamiento, lo cual requiere un entrenamiento
basico en el plugin immunoratio para valorar las diferencias cromaticas en los pixeles de las
imagenes y los valores que se deben establecer para el reconocimiento del tamafio nuclear,
tanto de células positivas como negativas, ademas, previo al uso es necesario calibrar las
variables para obtener un resultado en la medida de lo posible igual al de un conteo manual

(imagen 3)
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Sample identifier (optional):

Define a region of interest (ROI) prior to analysis

¥ Analysis settings

Blankfield correction image (optional):  Using previously uploaded | Upload new

Image scale, pixels / ym: 3.75 (0 = auto-detection)

Brown threshold adjustment: 0 (-50 ... +50)

Blue threshold adjustment: 0 (-50 ... +50)

Result correction equation: y = |6.442E 53 4 |-0.001¢2 4+ |0.611 x +|0.4321

Reset default values

¥ Results table

Imagen 3. Pagina de configuracion de variables plugin immunoratio.

En conclusion, ImagelJ y su plugin immunoratio son una herramienta prometedora que
logra una capacidad discriminativa equiparable a la de un patdlogo, de facil acceso dado su
bajo costo de implementacion es de bajo costo y facilidad de uso. Se debe resaltar que la
evidencia plantea que la capacidad discriminativa del software se ve afectada por el tiempo
transcurrido entre el procesamiento de la 1amina de inmunohistoquimica y la medicion, de tal
manera que al utilizar el software en laminas de menos de 1 afo de antigiiedad la

confiabilidad de la herramienta es excelente.
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8. Cronograma
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9. Resultados esperados y potenciales beneficiarios.

- Ponencia en el Il Congreso Latinoamericano de Hematopatologia

65
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10. Presupuesto
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11. Formato de recoleccion de datos.

No de caso:

Fecha de caso:

Fecha de lectura 1° patélogo:

Resultado de lectura 1° patoélogo:

Fecha de lectura 2° patélogo:

Resultado de lectura 2° patélogo:

Fecha de lectura Image J:

Resultado de lectura Image J:

Fecha de conteo celular:

Resultado de conteo celular:

11.1 Instructivo

No de caso: consignar el numero interno del caso como aparece en la descripcion microscopica.

Fecha del caso: Fecha en que se proceso la lamina de inmunohistoquimica.

Fecha de reporte: La fecha en la que se reporto el resultado.
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Fecha de lectura 1° patdlogo: fecha en que patdlogo 1 realizo célculo de IPC.

Resultado de lectura 1° patdlogo: Resultado en porcentaje del calculo de patologo 1.

Fecha de lectura 1° patélogo: fecha en que patdlogo 2 realizo calculo de IPC.

Resultado de lectura 1° patologo: Resultado en porcentaje del calculo de patdlogo 2.

Fecha de lectura Image J: Fecha en que se realiza calculo de IPC con Image].

Resultado de lectura Image J: Resultado en porcentaje del calculo de IPC con Imagel.

Fecha de conteo celular: Fecha en que se realizé conteo celular.

Resultado de conteo celular: Resultado en porcentaje del calculo de IPC por conteo celular.
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