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Resumen

Palabras clave: Enfermedad de Hirschsprung, células ganglionares, aganglionosis,

biopsia rectal, Deep learning

El objetivo del presente estudio fue desarrollar una herramienta de software basada en
patologia digital capaz de apoyar el proceso diagndstico de la enfermedad de Hirschsprung
mediante la identificacion automatica de células ganglionares en laminas histolégicas de
biopsias rectales.

Se seleccionaron biopsias colorrectales de 25 pacientes, realizadas en HOMI-Fundacion
Hospital Pediatrico La Misericordia para valoracion de inervacion, todas correspondientes
a pacientes con inervacion preservada. Posteriormente, haciendo uso de una camara digital
acoplada a un microscopio, se tomaron fotos de las laminas de histologia, buscando
representar células ganglionares en diferentes niveles y estados de maduracion. Los
nacleos fueron segmentados utilizando una herramienta libre (Stardist®) y a continuacion
fueron anotados manualmente (células ganglionares y no ganglionares) por dos patélogos,
uno de ellos experto.

Se obtuvieron un total de 39918 nucleos, de los que se selecciond 2076 (346 células
ganglionares y 1730 no ganglionares). De estos nlcleos seleccionados se extrajo un set de
100 caracteristicas relacionadas con forma, color y textura. Para evaluar la utilidad de estas
caracteristicas en la discriminacion de los ndcleos se utiliz6 una metodologia de validacion
cruzada, dividiendo de manera aleatoria los nucleos en un set de entrenamiento y un set
de validacion (70 y 30% respectivamente). Utilizando la prueba de Wilcoxon se
seleccionaron las 4 caracteristicas con mejor desempenio, y fueron estas las caracteristicas
utilizadas para entrenar un clasificador basado en inteligencia artificial (andlisis de
discriminacién lineal). La herramienta de clasificacion fue aplicada entonces al set de
validacién y su desempefio fue evaluado en cada una de las iteraciones realizadas (500),
en términos de exactitud, precision, sensibilidad y especificidad. El desempefio global fue
valorado utilizando el area bajo la curva ROC (AUC).

El producto fue una potencial herramienta diagndstica para enfermedad de Hirschsprung
de bajo costo y facil implementacién, con un muy buen desempefio en la discriminacion
entre células ganglionares y células no ganglionares (AUC = 0.98), y que podria ser utilizada
por patélogos enfrentados a biopsias rectales tomadas en areas distantes con
disponibilidad limitada de expertos o pruebas complementarias.



Construction of a Digital Pathology Tool for the Identification of Ganglion Cells:
Diagnostic Support in Hirschsprung's Disease
Key Words: Hand- crafted features, Hirschsprung disease, Artificial intelligence,

Machine learning, Diagnostic Errors

Abstract

The main objective of the present study was to develop a software tool based on digital
pathology capable of supporting the diagnostic process of Hirschsprung's disease by
automatically identifying ganglion cells in histological slides of rectal biopsies.

Rectal biopsies performed at HOMI-Fundacién Hospital Pediatrico La Misericordia for
innervation assessment were selected, all corresponding to patients with preserved
innervation. Subsequently, using a digital camera attached to a microscope, photos of the
histological slides were taken, aiming to represent ganglion cells at different levels. The
nuclei were segmented using a free tool (Stardist®) and then manually annotated (ganglion
and non-ganglion cells) by two pathologists, one of whom was an expert.

A total of 39918 nuclei were obtained from which 2076 were selected (346 ganglion cells
and 1730 non-ganglion cells). From these selected nuclei, a set of 100 features related to
shape, color, and texture was extracted. To evaluate the utility of these features in
discriminating the nuclei, a cross-validation methodology was used, randomly dividing the
nuclei into a training set and a validation set (70% and 30% respectively). Using the
Wilcoxon test, the features with the best performance were selected, and these features
were used to train an artificial intelligence-based classifier (linear discriminant analysis). The
classification tool was then applied to the validation set, and its performance was evaluated
in each of the iterations (500) in terms of accuracy, precision, sensitivity, and specificity. The
overall performance was assessed using the area under the ROC curve (AUC).

The result was a potential low-cost and easily implementable diagnostic tool for
Hirschsprung's disease, with very good performance in discriminating between ganglion
cells and non-ganglion cells (AUC = 0.98), which could be used by pathologists faced with
rectal biopsies taken in distant areas with limited availability of experts or complementary
tests.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Hirschsprung es el producto de una alteraciébn de la migracion o
diferenciacién de las células de la cresta neural, dando como resultado ausencia de células
ganglionares en los plexos mientérico y submucoso colénicos. El resultado es una motilidad
intestinal alterada, que se manifiesta con signos de obstruccion intestinal en neonatos, y
estrefiimiento crénico en nifios mayores. La enfermedad de Hirschsprung se asocia con
complicaciones que pueden poner en peligro la vida del paciente afectado, entre ellas
destaca el megacolon téxico. La incidencia mundial esta estimada en 1:5000 nacidos vivos;
en Colombia, un estudio encontré una incidencia del 20.58% en las biopsias colorrectales
valoradas en un hospital de referencia.

Radiol6gicamente, en imagenes contrastadas se evidencia una zona de transicion dilatada,
adyacente a un segmento de intestino de apariencia normal. El estandar de oro diagnéstico
es el examen histopatolégico del fragmento intestinal comprometido, en el que no se
observan células ganglionares. La evaluacion de la inervacion intestinal requiere de un
profesional experimentado que realiza un andlisis exhaustivo de varios niveles de tejido.
Este es un proceso sujeto a errores que pueden resultar en morbilidad asociada a
intervenciones quirdrgicas no requeridas, aganglionosis residual, o en complicaciones
asociadas con una intervencion tardia (ej. Megacolon toxico). Debido a la importancia del
diagnéstico adecuado y oportuno, la hematoxilina eosina se complementa con estudios de
histoquimica e inmunohistoquimica que requieren experiencia y entrenamiento para su
interpretacion, y que tienen una disponibilidad limitada (mé&s aun en paises en vias de
desarrollo como Colombia). Por lo tanto, se requieren herramientas de apoyo diagnéstico
que sean de facil interpretacion y acceso.

La patologia digital consiste en el uso de herramientas tecnologicas para permitir la
digitalizacion, acceso remoto, consulta, almacenamiento e identificacion celular o
estructural basada en laminas histologicas. Brinda la posibilidad de obtener medidas
objetivas de hallazgos histopatol6gicos y constituye una herramienta factible para fortalecer
la ensefianza de la patologia. Se ha intentado implementar en enfermedad de Hirschsprung
para la identificacién de células ganglionares, utilizando herramientas de aprendizaje de
maquina y obteniendo resultados promisorios en cuanto a sensibilidad y especificidad.

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar una herramienta diagndéstica que permitiera
la identificacibn automatica de probables células ganglionares en laminas histoldgicas
tefiidas con hematoxilina eosina (previa digitalizacion), disminuyendo costos con respecto
al uso de inmunohistoquimica, ahorrando tejido, disminuyendo el tiempo invertido para la
revision de las biopsias, y facilitando el diagnostico en laboratorios de patologia que no
cuentan con los recursos humanos o econdmicos de los centros de referencia.



2. JUSTIFICACION

El diagnéstico de la enfermedad de Hirschsprung constituye un verdadero reto pues la
totalidad del proceso esta sujeto a errores. Desde la biopsia, que puede ser tomada en las
zonas equivocadas o involucrando una cantidad insuficiente de tejido, pasando por el medio
de transporte/almacenamiento, el procesamiento macroscopico y, finalmente, la
interpretacion de la histologia.

La interpretacion de las laminas tefiidas con Hematoxilina y eosina requiere una evaluacion
juiciosa y experiencia para identificar células ganglionares en estadios diferentes de
maduracioén. La inmunohistoquimica, una herramienta diagnéstica que podria ayudar en el
proceso, implica un mayor uso de tejido, de recursos y experiencia que permita su adecuada
interpretacion.

Los errores diagnosticos derivan en la realizacibn de procedimientos quirdrgicos
innecesarios, persistencia de la obstruccion intestinal o intervencién quirdrgica tardia. Esta
tltima asociada con complicaciones como megacolon téxico (con mortalidad tan alta como
el 80%), y dificultades en el establecimiento de anastomosis.

En paises industrializados, 2/3 de los casos son diagnosticados durante el periodo neonatal
y el 95% antes del primer afio. En Colombia, casi la mitad son diagnosticados después del
primer afio de vida, esto asociado con la limitada experiencia y disponibilidad de recursos
diagnésticos en las regiones distantes. Este requerimiento podria ser subsanado utilizando
patologia digital, una herramienta que podria disminuir costos, haciendo posible que
laboratorios de patologia muy distantes de los centros de referencia, o sin apoyo de
patélogos experimentados, hagan el diagnéstico apropiado, disminuyendo también la
morbimortalidad asociada con la enfermedad.

En algunos estudios previamente publicados se ha tomado como punto de partida laminas
sometidas a tinciones de inmunohistoquimica para entrenar modelos de aprendizaje de
maquina, sin embargo, la inmunohistoquimica implica un costo adicional tanto monetario
como en tiempo y tejido. En vista de esto ultimo, seria ideal desarrollar una herramienta
que sea capaz de identificarlas en cortes tefiidos con hematoxilina eosina, pues
representaria un ahorro en estos aspectos.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una herramienta informatica basada en Patologia Digital que contribuya
a la identificacion de células ganglionares en biopsias rectales obtenidas de
pacientes con sospecha de enfermedad de Hirschsprung.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Desarrollar una herramienta computacional que permita identificar células
ganglionares de manera automatica en biopsias rectales tomadas a
pacientes con sospecha de Enfermedad de Hirschsprung
e Evaluar el desempefio de la herramienta desarrollada en termino de
caracteristicas operativas, eficacia y precision.



4 MARCO CONCEPTUAL
4.1 Enfermedad de Hirschsprung
4.1.1 Aspectos generales

La enfermedad de Hirschsprung es producto de una alteracion en el desarrollo del
sistema nervioso entérico, con alteracion de la migracion y la maduracion de las
células de la cresta neural (1). Se caracteriza por la ausencia de células
ganglionares en los plexos mientérico, submucoso y de Henle del intestino distal,
dando como resultado ausencia de peristaltismo del intestino afectado, ocasionando
obstruccion funcional (1) (2) (3). Estos cambios se asocian con un aumento en la
actividad de la enzima acetilcolinesterasa en las fibras nerviosas parasimpaticas de
la ldmina propia, la muscular de la mucosa y la muscular propia del recto, el
sigmoides y el colon descendente; producto de una liberaciébn no controlada de
acetilcolina (4).

En paises industrializados, % de los casos son diagnosticados en el periodo
neonatal, y un 95% antes del primer afio (3). En Colombia las cosas son bastante
distintas; en series de casos se ha visto que el 44% son diagnosticados después
del primer afio de vida, y en menos de 4 de los casos el diagndstico se da en el
periodo neonatal (3). Esto probablemente producto de la falta de consenso en el
manejo del estrefiimiento, la falta de criterios para realizar las biopsias rectales e
informes de patologia equivocos o inexactos (3).

La regidon afectada varia, viéndose aganglionosis en el recto del 100% de los
pacientes; en el sigmoides (enfermedad de segmento corto) en 75-85%; colon
ascendente y transverso 10% de los casos cada uno; colon ascendente e ileon distal
en 5-10% de los casos (1) (3) (5) (6).

Es uno de los trastornos mas comunes de la motilidad intestinal, con una incidencia
mundial de alrededor de 1:5000 nacidos vivos y existe un predominio de
presentacion en el sexo masculino (1) (2).

Dentro de sus complicaciones se incluye el desarrollo de enterocolitis (11-24% de
los recién nacidos con esta patologia), complicacibn mas asociada a
morbimortalidad (5).

Algunos de los afectados tienen otras anormalidades asociadas como alteraciones
del desarrollo de tejidos derivados de la cresta neural; por ejemplo, alteraciones de

la pigmentacion y sordera neurosensorial (1).

4.1.2 Fisiopatologia



Para explicar la aparicion de esta alteracion, se han propuesto una variedad de
teorias, las dos predominantes son (1) (7):

1) Las células nunca alcanzan el intestino distal porque se diferencian a células
ganglionares de manera mas temprana de lo que deberian.

Modelos animales han mostrado que las mutaciones en los genes de la

endotelina y SOX10 pueden producir una maduracion/diferenciacion temprana

de las células de la cresta neural, lo cual deriva en una deplecion del nimero de

células progenitoras y un impedimento para su migracion (1).

2) Las células ganglionares alcanzan su destino, sin embargo, en su sitio de
destino ocurre muerte celular o tienen problemas para proliferar.

Es probable que la enfermedad de Hirschsprung sea una entidad heterogénea, con
multiples mecanismos etioldgicos diferentes, de manera que cada de estas teorias
puede ser cierta en casos individuales (1). Esta ultima apreciacion se ve respaldada
en la variedad de genes que se han visto afectados en el estudio de esta
enfermedad (1).

Uno de los genes en los que se encuentra mas comdnmente alteraciones es el
oncogén RET (en casos familiares o de afectacibn de segmento largo), y genes
relacionados como la neurturina y el factor neurotrépico derivado de células gliales
(1). Otros genes que han sido asociados con la enfermedad incluyen ZFHX1B,
PHOX2B, LICAM y NRG-1 (1). Otras familias de genes se ven también afectadas
son los genes que codifican para los receptores de endotelina A y endotelina B (1).

4.1.3 Diagnostico

La enfermedad tiene una expresiéon clinica amplia que incluye un fenbmeno de
obstruccién intestinal distal neonatal (vomito, distension abdominal y ausencia de
deposicion de meconio en las primeras 24 horas), enterocolitis y estrefiimiento
crénico en nifios mayores (1) (2) (5).

La mayoria de los nifios con enfermedad Hirschsprung presentan signos de
obstruccién intestinal, caracterizada por distensién abdominal, vomito bilioso e
intolerancia a la alimentacion (1). El retardo en el paso de meconio (mas alla de las
24 horas), es un hallazgo caracteristico; sin embargo, no se presenta en el 10% de
los casos (1) (2). Otros pueden presentar perforacion intestinal o del apéndice como
evento inicial (1).

La expresion en imagenes diagnodsticas, generalmente colon por enema, es la
presencia de una zona de transicion, definida como una region de intestino
marcadamente dilatada que se encuentra en vecindad del segmento aganglionico



(ver imagen 1) (1) (5). Existen situaciones que limitan la observacion de la zona de
transicion: Presencia de colitis (el mas comun), uso de una técnica radiologica
inadecuada, preparacion inadecuada y enfermedad de Hirschsprung total,
adicionalmente, hasta el 75% de los casos no presentan zona de transicion (6). En
12% de los casos esta zona de transicion imagenoldgica no coincide con la zona de
transicion histopatoldgica (2). Un diagndstico radiol6gico adecuado disminuye las
complicaciones intraquirdrgicas y postquirargicas (6).

Normal innervation |

Transition zone

Aganglionic

(b) (c)

Imagen 1. A) Enema con contraste soluble en agua que muestra una zona de transicion en la flexura esplénica B) La vista
lateral es la mas importante para identificar la zona de transicion. En este caso, la relacion del diametro del recto y el diametro
de rectosigmoide (indice rectosigmoide), es menor a 1 C) Retencién del contraste en una imagen 24 horas posterior. Imagen
tomada de: Langer J. Hirschsprung disease. Current Opinion in Pediatrics. 2013;25(3):368-374.

Existen otros medios diagnosticos como la manometria anorrectal (sensibilidad 91%
especificidad 94%), que permite identificar la ausencia de relajacion involuntaria del
esfinter anal interno en pacientes con aganglionosis; y que constituye un medio

diagnaostico de tamizacion (5).

El estandar de oro diagndstico es el examen histopatologico de la biopsia de recto,
que tiene una sensibilidad de 93% y especificidad de 98% (2) (5) (6). La valoracion



prequirdrgica comunmente se hace en muestras incluidas en parafina (2). El
diagnoéstico se establece por la ausencia de células ganglionares en los plexos
nerviosos del recto; la presencia de células ganglionares en el colon no descarta la
enfermedad (5) (6). Por lo general la hematoxilina eosina es suficiente para hacer
el diagnaostico, sin embargo, ocasionalmente es necesario a recurrir a herramientas
como la histoquimica o inmunohistoquimica para esclarecer casos en que la
morfologia no es suficiente (3) (5) (6).

La biopsia rectal es tomada usando herramientas de succidn o quirirgicamente por
via transanal, e idealmente, debe ser tomada 3 cm por encima de la linea dentada
(6). Es de vital importancia que, tras extraer el espécimen, el cirujano se cerciore
de que existe una cantidad adecuada de submucosa (ver imagen 2) (6). La muestra
obtenida debe ser enviada al laboratorio de patologia, fijandose de inmediato en
formol al 10%; se puede poner la muestra en un papel filtro, con la superficie mucosa
hacia el papel (6). EI medio de transporte dependera de los estudios que se planee
realizar, sin embargo, se debe tener presente nunca usar solucion salina (6). Lo
recomendado es tomar biopsia de al menos 3 niveles (puede oscilar de acuerdo con
protocolos institucionales), cada uno apropiadamente marcado indicando a qué
distancia de la linea pectinea fue tomado (3).

WREERRERTE R (e 1y L0110

Imagen 2. En la imagen se observa una biopsia rectal obtenida por succién. Muestra una adecuada cantidad de submucosa,
tejido blanquecino que puede diferenciarse de la mucosa, que tiene un tono rojizo. El tamafio de la biopsia oscila entre 3 a 5
mm. Es recomendable fijar el espécimen plano en una pieza de madera o plastico. Imagenes tomadas de: De La Torre L,
Wehrli L. Error traps and culture of safety in Hirschsprung disease. Seminars in Pediatric Surgery. 2019;28(3):151-159

Una vez en el laboratorio de patologia, el patélogo debe orientar y cortar los
especimenes de manera adecuada, garantizando que al incluir el tejido se obtenga
una adecuada representacion de la submucosa (3). Con el fragmento de tejido
orientado de manera que la submucosa mire hacia el papel, se realizan cortes
paralelos por el eje menor, cada uno a 1 mm de distancia (ver imagen 3y 4) (3).



Iméagenes 3y 4. A laizquierda la manera como se reciben las muestras cuando se realizan por via endorrectal. Con la mucosa
mirando hacia el papel, se realizan cortes paralelos obteniendo fragmentos como los que se observan a la derecha. Imagen
tomada de: Jaramillo Barberi Lina Eugenia. Diagnéstico de enfermedad de Hirschsprung en biopsias de mucosa-submucosa
del recto: una propuesta de trabajo. Rev Col Gastroenterol [Internet]. 2011 Dec; 26(4): 277-284. Available from:
http://lwww.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-99572011000400007&Ing=en.

Posteriormente, se solicita al histotecnologo realizar un seriado que oscile (de
acuerdo con protocolos nacionales e institucionales), entre 50 y 100 cortes, que
seran tefiidos con hematoxilina eosina (3). Es importante ordenar el seriado desde
el principio, evitando asi que se desperdicie tejido al montar varias veces el bloque
(ver imagen 5) (3). Generalmente queda un pequefio remanente de tejido en el
bloque, este puede ser utilizado para continuar el seriado o realizar
inmunohistoquimica (3).
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Imagen 5. Se observa en dos laminas el seriado de dos fragmentos de tejido. Imagen tomada de: Jaramillo Barberi Lina
Eugenia. Diagndstico de enfermedad de Hirschsprung en biopsias de mucosa-submucosa del recto: una propuesta de
trabajo. Rev Col Gastroenterol [Internet]. 2011 Dec; 26(4): 277-284. Available from:
http://lwww.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-99572011000400007&Ing=en.



El estudio histologico debe realizarse de manera cuidadosa, garantizando una
evaluacion cuidadosa de todos los cortes antes de hacer la aseveracion de que no
existen ceélulas ganglionares en la muestra (3). Es importante determinar si la
biopsia obtenida es adecuada a nivel histologico (ver imagen 6) (3).
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Imagen 6. Biopsia adecuada. La suma del espesor de I mucosa y la muscular de la mucosa es igual al espesor de la
submucosa (H & E 40X) Jaramillo Barberi Lina Eugenia. Diagnéstico de enfermedad de Hirschsprung en biopsias de mucosa-
submucosa del recto: una propuesta de trabajo. Rev Col Gastroenterol [Internet]. 2011 Dec ; 26(4): 277-284. Available from:
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-99572011000400007&Ing=en.

Si se observan células ganglionares, aun en sitios que no parecen corresponder a
plexos, el diagnostico de enfermedad de Hirschsprung es automaticamente
descartado (3) (6). El diagndstico de inervacion normal es el mas facil de establecer,
es el més frecuente y por lo general la revision de pocos niveles es suficiente para

confirmarlo (3).

Los hallazgos histologicos dependen de la longitud del segmento afectado; asi, la
Enfermedad de Hirschsprung de segmento corto mostrara filetes nerviosos gruesos,
grandes y aumento de la densidad estructural, producto del reemplazo de las células
gliales por las células de Schwann, que se hipertrofian y otorgan un aspecto similar
al de un nervio periférico; este hallazgo es raro cuando el segmento agangliénico
es mayor de 15 cm (3)(6)(7). La enfermedad de segmento largo
(predominantemente la aganglionosis total de colon), mostrara una disminucion o
casi ausencia de plexos; en estos casos la correlacién con los hallazgos clinicos e
imagenoldgicos es vital (3).

Hallazgos como filetes nerviosos pequefios, escasos o laxos pueden poner en duda
el diagnostico de esta enfermedad, y es en estos casos que es valido considerar
diagnésticos diferenciales, dentro de estos se encuentra la Displasia Neuronal



Intestinal (diagndstico controversial) que nunca debe hacerse en menores de un
afo (3).

El uso de histoquimica e inmunohistoquimica esté orientado a identificar cuerpos
neuronales (0 sus proyecciones), en aquellos casos cuyo diagndstico certero no se
pudo obtener en la hematoxilina eosina (6). Es importante tener en cuenta que debe
ser usado cuando exista duda si la célula observada corresponde a una célula
ganglionar inmadura (3). Dentro de los marcadores disponibles se encuentra la
acetilcolinesterasa, la calretinina, colina, NSE, BCL 2, entre otros (3) (6).

En un rectosigmoides normalmente inervado, no se observa o se observa una
escasa marcacion por histoquimica para acetilcolinesterasa en la muscular de la
mucosa (4). En nuestro pais no se cuenta con esta histoquimica, prueba que es
considerada de gran importancia en el diagndéstico intraoperatorio (3).

La calretinina es una proteina ligadora de calcio involucrada en vias de sefializacion
(3). El uso de inmunohistoquimica para esta proteina tifie los nucleos y las
proyecciones de las células ganglionares (3)(7). En los pacientes con enfermedad
de Hirschsprung se obtendra un patrén negativo o débilmente positivo (ver imagen

7) (3).
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Imagen 7. A la izquierda se observa patron de marcacion con calretinina obtenida en un paciente con inervacién normal.
Existe positividad en lamina propia, muscular de la mucosa y plexo de Meissner. A la derecha, patr6n de marcacion en
paciente con enfermedad de Hirschsprung. No existe marcacién positiva en lamina propia, muscular de la mucosa o plexo de
Meissner. (Calretinina 100X). Imagen tomada de: Jaramillo Barberi Lina Eugenia. Diagnéstico de enfermedad de Hirschsprung
en biopsias de mucosa-submucosa del recto: una propuesta de trabajo. Rev Col Gastroenterol [Internet]. 2011 Dec ; 26(4):
277-284. Available from: http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-99572011000400007&Ing=en.

)

El proceso diagnostico esta sujeto a errores que redundan en intervenciones
innecesarias con morbilidad asociada, o desarrollo de las complicaciones asociadas
con la enfermedad (6). Los errores pueden ser cometidos en la toma de la biopsia,
el procesamiento macroscopico o en la interpretacion del material histologico (6).

- Errores cometidos en la toma de biopsia



1. Toma de muestra de la piel, el anodermo o el area pectinea, que son
zonas por lo general aganglionares (3) (6). También puede ocurrir que se
tome una muestra del ano y no del recto producto de no tener en cuenta
la longitud del ano, o el estiramiento de la mucosa al momento de
introducir el instrumento (6). Si no se observan células ganglionares y se
observa epitelio escamoso o fibras musculares del esfinter, se trata de
una biopsia obtenida debajo de la linea pectinea y debe informarse como
inadecuada para el diagndstico (3).

2. Toma de una biopsia superficial, sin submucosa o con submucosa
insuficiente, que pueden derivar en diagndstico de aganglionosis (ver
imagen 8) (6).
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Submucosa
Meissner’s (submucosus) plexus
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Imagen 8. Comparacion entre una biopsia inadecuada (izquierda) y biopsia adecuada (derecha). La biopsia inadecuada
incluye mucosa y una pequefia porcién de submucosa. La biopsia adecuada posee una cantidad suficiente de submucosa
(tamafio ideal de 2-3 mm). En esta serd evaluado el plexo de Meissner. Dependiendo de la profundidad podria llegar a
valorarse también el plexo de Henle (3). Iméagenes tomadas de: De La Torre L, Wehrli L. Error traps and culture of safety in
Hirschsprung disease. Seminars in Pediatric Surgery. 2019;28(3):151-159.

3. Toma de biopsia en zonas donde existen agregados linfoides. Zonas de
la mucosa que muestran una apariencia micronodular, reflejan por lo
general la existencia de agregados linfoides que ocupan la submucosa,
desplazando el plexo submucoso en profundidad y a menudo dejandolo
fuera de la biopsia (ver imagen 9) (3).



Imagen 9. La submucosa se halla ampliamente ocupada por un foliculo linfoide. No se observan plexos para
evaluar. Imagen tomada de: Jaramillo Barberi Lina Eugenia. Diagnéstico de enfermedad de Hirschsprung en
biopsias de mucosa-submucosa del recto: una propuesta de trabajo. Rev Col Gastroenterol [Internet]. 2011 Dec
;26(4): 277-284. Available from: http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-
99572011000400007&Ing=en.

4. Toma de biopsia de porcién no afectada en Hirschsprung de segmento
corto. En un neonato con obstruccion intestinal distal, debe sospecharse
siempre enfermedad de Hirschsprung y tener presente la afectacién rectal
en todos los casos (6). Cuando existe obstruccién intestinal mas alla del
sigmoide distal, se puede ver una dilatacién col6nica marcada, sin que
sea facil identificar una zona de transicion (6). Puede suceder que, en
procedimientos de emergencia realizados a estos pacientes, se tome una
biopsia del colon, pero no del recto, dando como resultado un diagndstico
errado de inervacion adecuada (6).



5. La toma de biopsia por via laparoscépica o mediante laparotomia esta
también sujeta a errores que podrian llevar a un diagndstico errado de
aganglionosis (ver imagenes 10y 11) (6).
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Imagen 10. Comparacion entre biopsia inadecuada (izquierda) y biopsia adecuada (derecha) obtenidas por via laparoscoépica
o abierta. La muestra inadecuada incluye Unicamente serosa y la capa longitudinal de la muscularis propia. La muestra
adecuada contiene las capas longitudinales y circular de la muscularis propia garantizando asi la inclusiéon del plexo de
Auerbach (el cual se encuentra entre las dos). Imagenes tomadas de: De La Torre L, Wehrli L. Error traps and culture of safety
in Hirschsprung disease. Seminars in Pediatric Surgery. 2019;28(3):151-159.

N

Epithelium
Lamina propria

Muscularis mucosae

Submucosa
Meissner’s (submucosus) plexus

Muscularis circular

Auerbach's (myenteric) plexus

Muscularis longitudinal

Adventitia

Imagen 11. Biopsia de espesor completo. Estas biopsias incluyen tanto el plexo de Meissner como el de Auerbach y son las
recomendadas para estudio intraoperatorio. Las células ganglionares del plexo de Auerbach son identificadas con mayor
facilidad que las del plexo de Meissner. Imagenes tomadas de: De La Torre L, Wehrli L. Error traps and culture of safety in
Hirschsprung disease. Seminars in Pediatric Surgery. 2019;28(3):151-159.

- Errores cometidos durante el procesamiento macroscopico

Si la orientacion y corte del espécimen no se realizan de manera adecuada, se
obtendran inclusiones oblicuas, donde existe una pobre representaciéon de la

submucosa (ver imagen 12) (3).
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Imagen 12. Material inadecuado para estudio de inervacién. No existe adecuada representacion de la submucosa; se
observan Unicamente mucosa y muscular de la mucosa. Imagen tomada de: Jaramillo Barberi Lina Eugenia. Diagnéstico de
enfermedad de Hirschsprung en biopsias de mucosa-submucosa del recto: una propuesta de trabajo. Rev Col Gastroenterol
[Internet]. 2011 Dec [cited 2020 Aug 28]; 26(4): 277-284. Available from:
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-99572011000400007&Ing=en.

- Errores cometidos durante el examen histologico
Incapacidad para reconocer células ganglionares inmaduras (3). Se debe tener
presente la morfologia de las células ganglionares inmaduras, predominantemente
en neonatos; su morfologia es diferente a la de las células ganglionares maduras, y
la incapacidad para reconocerlas puede llevar a un diagnéstico errado de
aganglionosis (3) (Ver imagen 13).


http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-99572011000400007&lng=en

Imagen 13. Las células ganglionares inmaduras se observan agregadas en estructuras rosetoides, con escaso Anéubpilo.
Son células mas pequefias que las neuronas maduras, con un niicleo mas basdfilo, nucleolo no tan prominente y citoplasma
elongado, mas pequefio y de color gris azulado. Las flechas sefialan 2 grupos de células ganglionares inmaduras. Imagen
tomada de: Jaramillo Barberi Lina Eugenia. Diagndstico de enfermedad de Hirschsprung en biopsias de mucosa-submucosa
del recto: una propuesta de trabajo. Rev Col Gastroenterol [Internet]. 2011 Dec [cited 2020 Aug 28]; 26(4): 277-284. Available
from: http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-99572011000400007&Ing=en.

Las biopsias intraoperatorias se realizan con el fin de confirmar la presencia de
células ganglionares en el intestino con el que sera realizado la anastomosis (6).
Por lo general, estas biopsias son seromusculares, y la evaluacion se hace por

congelacion (2).

Se ha propuesto la presencia de una zona de “transicion histolégica”, de longitud
menor a 5 cm, en la que converge un nimero escaso o0 inadecuado de células
ganglionares, con troncos nerviosos hipertroficos y con fibrosis densa a su alrededor
(gangliosclerosis) (4) (6) (7). Sin embargo, no existen actualmente criterios de
definiciobn suficientemente respaldados por la evidencia y de aceptaciéon
generalizada (6) (7). Esta zona de transicion seria la responsable de la presentacion
de obstruccién postoperatoria; de manera que, ante el hallazgo de una zona de
transicion, la recomendacion es realizar la anastomosis a 5 cm del sitio donde fue
realizada la muestra (4) (6) (7).



4.1.4 Tratamiento
El tratamiento definitivo es quirargico, y se establece con el objetivo de mejorar la
calidad de vida de los pacientes, evitando a su vez las complicaciones (1) (2) (5).
La intervencion se realiza por via abierta o laparoscopica, y puede acompaifarse de
colostomia o ileostomia previas (5). La intervencion consiste, en resumidas cuentas,
en resecar el fragmento aganglionico y, posteriormente, unir un segmento con
adecuada inervacion al extremo distal (2).

En el caso de pacientes con abdomen agudo, la laparotomia se considera la opcion
mas adecuada para resolver la urgencia abdominal, en este caso se requiere
claridad sobre la ubicacion de la zona de transicién por lo que es necesaria la
disponibilidad de un pat6logo durante el procedimiento (5). Se busca la zona en que
haya una inervacién normal, la cual constituye el sitio adecuado para realizar la
derivaciéon intestinal (5). Se debe tener presente que, en el caso de realizar
enterostomias, siempre se debe tener seguridad de la presencia de células
ganglionares en el extremo proximal antes de cerrarla (6).

Las irrigaciones colorrectales cumplen el papel de mantener el colon desobstruido
hasta que la cirugia correctiva sea realizada, ademas de permitir la realizacién de
la biopsia rectal (6). La frecuencia con que se realizan, y el volumen de solucion
salina usada varian caso a caso (6). Si las irrigaciones no se hacen de manera
adecuada, los pacientes pueden desarrollar colitis subclinica, cuyo progreso llega a
amenazar la vida (6). Se debe verificar, a través de vigilancia clinica (apetito,
ganancia de peso, palpacion abdominal), y radiologica, que las irrigaciones
colorrectales sean realizadas adecuadamente (6).

Para el manejo de la enfermedad de Hirschsprung total se combina la motilidad
normal del segmento de intestino normogangliénico (generalmente ileon), con la
capacidad de un segmento intestinal distal de absorber agua (funcionando este
altimo como reservorio de heces solidas) (5). Se realiza la reseccion del colon y
descenso del ileon, con anastomosis ileo- rectal 2 cm arriba de la linea pectinea,
con el propésito de conservar el mecanismo de continencia fecal (5). El
entrenamiento fecal debe iniciarse pocos dias después de la operacion (5).

Es importante que el procedimiento realizado conserve el canal anal y 1-2 cm de
recto con el fin de garantizar la continencia (6). El riesgo de dafo se da
principalmente en el abordaje transanal, pues a diferencia de las técnicas realizadas
por laparotomia, este abordaje no requiere prolapso del recto y dificulta por tanto la
identificacion del canal anal (6).

Dentro de las complicaciones asociadas con la cirugia encontramos: prolapso o
estenosis de los estomas, dermatitis perianal, infeccibn de sitio operatorio,



atresias/estenosis de la anastomosis, destruccion del canal anal, incontinencia fecal
permanente y enterocolitis post operatoria (mayor ocurrencia en aquellos con
aganglionosis colonica total) (5). De igual manera, puede suceder que no se retire
por completo el segmento aganglionico (aganglionosis residual), con persistencia
de los sintomas; y, dependiendo de la presencia y severidad de las adherencias,
puede ser imposible realizar una nueva intervencién, haciendo necesario en
algunos casos colostomia permanente (2) (7).

Hacer un diagnéstico errado de enfermedad de Hirschsprung, ademas de no
solucionar la patologia del paciente deriva en complicaciones quirdrgicas con
importante morbimortalidad asociada (3).

4.2 Patologia digital

La patologia digital abarca el proceso de digitalizacién, almacenamiento,
visualizacion y analisis de laminas de histopatologia usando herramientas
computacionales (8). Se trata de una disciplina relativamente reciente, cuyo
desarrollo ha sido liderado por ingenieros y cientificos expertos en el manejo de
datos (8). Su uso, asociado con la inteligencia artificial, se ha orientado a aumentar
la exactitud diagnéstica, y a hallar nuevos biomarcadores que sean Utiles para la
oncologia de precision; siendo tanto los patélogos como los oncélogos los usuarios
finales de estos avances (8).

4.2.1 Microscopia virtual

Un microscopio es un sistema 6ptico capaz de convertir un objeto en una imagen,
simultdneamente amplificando sus caracteristicas (9). Un microscopio virtual es un
sistema cuyo objetivo es la simulacion del uso de un microscopio de luz, permitiendo
la visualizacion de una placa virtual almacenada en un computador o un dispositivo
de visualizacién (9)(10)(11). Surge como una alternativa para permitir ensefianza,
asesoria/consulta en tiempo real, investigacion, transporte, y uso de herramientas
informaticas a partir de las imagenes digitalizadas (9) (10) (11) (15).

El desarrollo de los escaneres para generar WSI (Whole slide images por sus siglas
en inglés, representan la totalidad de la lamina histol6gica), ha permitido el
desarrollo de la histomorfometria cuantitativa, un abordaje que permite hacer
valoraciones de caracteristicas espaciales (textura, forma, arquitectura), de las
neoplasias, a partir de laminas tefiidas con hematoxilina eosina, histoquimica o
inmunohistoquimica, esto es directamente dependiente del desarrollo de algoritmos
gue permitan la segmentacion de las caracteristicas de interés (15).



La microscopia virtual involucra procesos adicionales a los necesarios para la
microscopia convencional, dentro de ellos se encuentran: Construccion de placas
virtuales, almacenamiento y disefio de herramientas de visualizacion (ver imagen
14) (9).
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Imagen 14. Resumen de los pasos necesarios para la construccién de una placa virtual. Imagen tomada de: Marin, D.,
& Romero, E. (2011). Sistemas de microscopia virtual: andlisis y perspectivas. Biomédica, 31(1), 144-55.
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El primer paso para la construccién de la placa virtual es la adquisicion (9). Esta se
realiza mediante un barrido en gran aumento (20x-40x), con tomas secuenciales,
cuyo numero dependera del aumento utilizado y el tamafio del area de interés (10)
(9). Este proceso es realizado por un microscopio robotizado que incluye: camara
acoplada (cuyas caracteristicas variaran de acuerdo con las necesidades en cada
caso), y un sistema que permite la movilizacion de la platina del microscopio, ambos
conectados a un computador que orienta los movimientos y almacena las imagenes
obtenidas (9)(10). La velocidad del proceso de captura depende de una serie de
factores como el tamafo del area de interés, el aumento utilizado, la resolucién de
la cdmara, el modelo de placa motorizada, el nimero de enfoques y la velocidad de
transmision de los datos desde la camara al computador (9) (10). Parametros como
la resolucion y la visualizacion variaran de acuerdo con las caracteristicas de cada
caso, y estaran determinados por las caracteristicas del sistema, como la apertura
del objetivo o el condensador, las caracteristicas del sistema de captura, entre otros

(9).

El siguiente paso es el de ensamble de las placas virtuales. El resultado es una
imagen a color (por lo general 24 bits por pixel), correspondiente a toda la
preparacion, y cuya dimensién llega a ser de muchos miles de pixeles tanto de alto



como de ancho, con pesos de archivo que oscilan desde 50 Mb hasta 10 Gb (9)
(10). El almacenamiento debe tener en cuenta las caracteristicas del flujo de trabajo
en el contexto en que seran usadas las imagenes (9) (10). Los casos (compuestos
por varias laminas), pueden llegar a tener pesos bastante elevados; esto, aunado a
gue se debe garantizar que la informacion almacenada se conserve intacta hace,
necesarios sistemas de almacenamiento adecuadamente disefiados con buenas
tasas de compresion y permitir un acceso eficiente a los datos de la imagen;
garantizando al mismo tiempo la calidad (9) (10). Para que el almacenamiento sea
eficiente, las imagenes son almacenadas en un formato comprimido, por lo general
JPEG o JPEG2000; que puede reducir de manera importante el tamafio de la
imagen (10).

Las imagenes comprimidas asociadas con un caso son almacenadas en un
servidor, por lo general conectado a la plataforma de escaneo, bien por via directa
o a través de redes de alta velocidad (10). Generalmente, estos sistemas funcionan
en una interaccion cliente/servidor, en la que el usuario, mediante una interfaz
gréfica conectada a la red, accede a las imadgenes que se encuentran almacenadas
en un servidor, con la posibilidad de realizar anotaciones, almacenar regiones, entre
otras (9) (10) (11).

La Asociacion de Patologia Digital propone la valoracién de 3 caracteristicas para
validar el grado de comparabilidad entre la evaluacion de una imagen de patologia
digital y la microscopia de luz (11):

1) Incluir una representacion lo suficientemente extensa de todos los sistemas
organicos, tipos de tejido y sus componentes celulares.

2) Asegurar que los procesos patolégicos basicos puedan ser identificados en
las imagenes digitalizadas.

3) Confirmar que los cambios histolégicos claves vistos en microscopia de luz,
pueden ser valorados en patologia digital.

Se hace vital el desarrollo de los escaneres digitales, buscando lograr tiempos de
digitalizaciéon menores (8). Una vez hecha universal la presencia de estos escaneres
en los hospitales, el uso de la Inteligencia Artificial (IA) probablemente esté basado
en aplicaciones, con integracion de la informacion en la nube, permitiendo compartir
las imagenes y las predicciones obtenidas (8). Otros problemas que es necesario
resolver en el corto plazo son la velocidad de visualizacion e interpretacion, costos
elevados, aspectos regulatorios y aspectos técnicos relacionados con la variaciéon
en la calidad de las ldminas histolégicas (ejemplo, grosor de extendidos de citologia)
(11).



4.3 Inteligencia artificial, Aprendizaje de maquina y aprendizaje profundo

(Deep learning) en patologia digital
El proceso diagnostico realizado por los patologos se ve limitado por la subjetividad,
diferencias en percepcion visual, integracion de datos y la capacidad de juicio, aun
a pesar de la existencia de herramientas que buscan estandarizacion (guias,
criterios diagndsticos, etc.) (8). Estas diferencias pueden derivar en inconsistencias
diagndsticas y un cuidado suboptimo del paciente (8). No ha sido posible solucionar
este problema con herramientas de andlisis molecular, pues, aun cuando son mas
objetivas, tienen limitaciones asociadas, como diferencias en los kits y los
biomarcadores utilizados; ademas de la variada interpretacion (8). Por otro lado, los
procedimientos minimamente invasivos no han facilitado el trabajo de los patologos,
pues las muestras han disminuido tanto su tamafio como su calidad; sin embargo,
se les exige diagndsticos cada vez mas refinados, reportando una cantidad cada
vez mayor de factores con valor predictivo o pronéstico (8).

El término “Inteligencia artificial” (IA), fue introducido por McCarthy en los 50’s,
refiriéndose a la rama de la computacion en la cual se realizan aproximaciones a
problemas usando maquinas, con el objetivo de realizar predicciones (8).

La IA ha sido aplicada de variadas maneras en patologia digital, por ejemplo,
simplificar tareas repetitivas (liberando a los patdlogos para enfocarse en decisiones
mas complejas); organizar de acuerdo con su prioridad o dificultad los casos del
patélogo; deteccién y segmentacion de objetos; valoracion de caracteristicas
morfolégicas con implicaciones diagnésticas, prondsticas y de respuesta al
tratamiento; y se ha propuesto incluso usarla para convertir laminas de H&E en
laminas de inmunohistoquimica virtuales, lo cual permitiria ahorrar tejido (8) (10).

Las aproximaciones basadas en aprendizaje de maquina implican un “aprendizaje”,
producto de la introduccién de datos (8). Existen 2 abordajes para utilizar los
procesos de aprendizaje de maquina, el primero basado en Deep learning, y el
segundo, en el disefio de algoritmos de evaluacion de caracteristicas de manera
manual (“Hand-crafted feature-based approaches”) (ver imagen 15) (8).
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Imagen 15. Tomando como base el procesamiento macroscépico, la inclusion, tincién, digitalizacion de las laminas, la
informacion clinica del paciente y una imagen de referencia de la regién de interés se pueden tomar dos aproximaciones.
La primera de ellas basada en Deep learning, la segunda basada en el reconocimiento de caracteristicas especificas
utilizando algoritmos de machine learning. Imagen tomada de: Bera K, Schalper K, Rimm D, Velcheti V, Madabhushi A.
Artificial intelligence in digital pathology — new tools for diagnosis and precision oncology. Nature Reviews Clinical
Oncology. 2019;16(11):703-715.

El Deep Learning es un tipo particular de aprendizaje de maquina, basado en redes
neurales artificiales que buscan emular la arquitectura neural humana (8) (12) (15).
Una red de Deep learning suele incluir multiples capas de redes neuronales
artificiales, incluyendo por lo general una capa de entrada, una de salida y multiples
capas ocultas (8). Las capas ocultas pueden ser usadas para generar nuevas
representaciones de la imagen y, con un entrenamiento adecuado, pueden ser
utilizadas para identificar las representaciones que distinguen de mejor manera las
categorias de interés (8). Usan por lo general una serie de imagenes con etiquetas
de clase asociadas (ejemplo, benigno o maligno), y, posteriormente, interrogacion
de nuevas entradas sin suposiciones previas (8) (15). Los desarrollos recientes han
llevado a que las herramientas basadas en este método alcancen desempefios muy
sobresalientes en diferentes tareas de reconocimiento en procesamiento de
imagenes (14). Ha sido usada en patologia, con un desempefio superior en
clasificacion, segmentaciéon y deteccion (14) (12).

Los abordajes basados en Deep learning han sido usados de manera creciente en
los ultimos afos, dado que no dependen de la elaboracion de algoritmos, pueden
aprender representaciones directamente desde los datos primarios, su aplicacion
es mas facil y tienen una alta exactitud (8) (15). Sin embargo, requieren experiencia
para la valoracion y el etiquetado de los datos con los que es entrenado el modelo
(14) (15).



Su implementacion en la practica clinica depende de un mayor entendimiento de su
mecanismo de funcionamiento, esto teniendo en cuenta que las herramientas de
“Deep learning” han sido vistas como cajas negras, cuyas decisiones tienen una
interpretabilidad limitada (8) (15). Con el fin de proveer interpretabilidad biologica se
han hecho algunos estudios basados en pruebas post Hoc o modelos supervisados
de aprendizaje de maquina, buscando explicar la salida una vez el modelo de Deep
Learning ha hecho su prediccién; sin embargo, han sido criticados con el argumento
de que no deberia requerirse modelos adicionales para explicar el funcionamiento
de este método (8) (15).

En cuanto a aplicaciones diagndsticas, se ha usado herramientas de Deep learning
para realizar conteo de mitosis en neoplasias varias; clasificar imagenes
provenientes de especimenes sospechosos, determinar subtipos histologicos y
moleculares, objetivar actividad proliferativa y presencia de invasion en cancer de
seno; diferenciacion de lesiones benignas y malignas de piel y cabeza y cuello;
valoracion de retinopatia diabética; analisis de neuroimagenes relacionadas con
tumores cerebrales y lesiones asociadas al Alzheimer; asignacion automética de
Gleason en especimenes de prostatectomia radical; clasificacion de lesiones
pigmentadas cutaneas; identificar la presencia de PD-L1 en biopsias de carcinoma
pulmonar de célula no pequefia; clasificacion de ndcleos en casos de carcinoma
colorrectal; y determinacién de la presencia de glomérulos en biopsias renales de
ratones (8) (14) (15).

Este abordaje ha demostrado capacidad predictiva en prondstico: En cancer de
seno para definir riesgo de recurrencia; en cancer de prostata para seguimiento de
biopsias; y en cancer colorrectal, para identificacion de componente estromal para
predecir supervivencia libre de enfermedad (8).

La ingenieria basada en caracteristicas (“Hand crafted Al approach”), es el proceso
de disefar los componentes de algoritmos de aprendizaje de maquina por una de 2
vias: La primera de ellas haciendo uso del conocimiento de patélogos y oncologos
para, manualmente, crear un abordaje basado en la evaluacibn de una
caracteristica (caracteristicas inspiradas en dominios) (8) (15). Esta via puede ser
usada para crear algoritmos que evalUan caracteristicas para tumores, 6rganos o
procesos especificos (8) (15). La segunda via, se basa en la evaluacion de
caracteristicas sin conocimiento previo (“domain-agnostic features”) (8) (15). Esta
puede evaluar patrones subvisuales como texturas del tejido, distribucion espacial,
arquitectura o caracteristicas cuantitativas como el tamafio y la forma nuclear; que
pueden ser usados en multiples enfermedades y tejidos (8) (15). (ver imagen 16)



Imagen 16. Representaciones visuales de caracteristicas evaluadas de manera manual en varios tumores. A) Organizacion
espacial de clusteres de linfocitos infiltrantes de tumor en un caso de carcinoma pulmonar de célula no pequefia (WSI) B)
Caracteristicas desarrolladas usando inmunofluorescencia cuantitativa de subpoblaciones de linfocitos infiltrantes de tumor
(incluyendo deteccion de linfocitos T CD4 y CD8 y linfocitos B CD20) en muestras de Carcinoma de pulmén de célula no
pequefia. C) Caracteristicas reflejando la distribucion y entropia de clisteres celulares globales construidos usando
especimenes de carcinoma pulmonar de célula no pequefia. D)Caracteristicas computando la orientacién relativa de
glandulas presentes en tejido de cancer de proéstata E) Diversidad de textura de ndcleos de células tumorales en un carcinoma
escamocelular de cavidad oral F) Forma nuclear computada en células cancerosas en un carcinoma orofaringeo positivo para
papilomavirus G) Gréafico de caracteristicas mostrando las relaciones espaciales de los nucleos de diferentes células
neoplasicas en un carcinoma de cavidad oral H) Evaluacién de caracteristicas disefiada de manera manual que evalla la
heterogeneidad celular en un cancer de seno positivo para receptores de estrogeno. Imagen tomada de: Bera K, Schalper K,
Rimm D, Velcheti V, Madabhushi A. Artificial intelligence in digital pathology — new tools for diagnosis and precision oncology.
Nature Reviews Clinical Oncology. 2019;16(11):703-715.

En diagndstico, se ha usado estas vias para valorar las caracteristicas histolégicas
de casos de carcinoma prostatico, estableciendo una clasificacion entre Gleason de
alto y bajo grado; determinacion del grado de cancer de seno usando una
combinacion de arquitectura nuclear, y la forma y la textura celular (15).

Su potencial como herramienta prondstica ha sido usado en prediccién de
supervivencia y riesgo de recurrencia en cancer de seno valorando por ejemplo las
caracteristicas del estroma tumoral, o formas y texturas de las células; en cancer de
préstata para diferenciar un curso indolente de uno agresivo y predecir la
recurrencia bioguimica; en carcinoma escamocelular de cavidad oral para predecir
los periodos de supervivencia libre de enfermedad; en carcinoma pulmonar de
células no pequefias se ha usado la organizacién espacial y la relacion con las
células neoplasicas de los linfocitos infiltrantes de tumor para predecir desenlaces;
y valoracion de caracteristicas nucleares de las células estromales y células
epiteliales combinadas para realizar predicciones de progresién y recurrencia en
cancer orofaringeo y cancer de préstata (8) (15).

La ingenieria basada en caracteristicas ha sido utilizada también para descubrir y
desarrollar medicamentos, buscando identificar aquellos pacientes que obtendran



un mayor beneficio de estos (8). Dentro de las caracteristicas que se han evaluado
para este fin se incluyen caracteristicas nucleares y perinucleares, organizacion
espacial de los nucleos, y distribucion espacial de los linfocitos infiltrantes de tumor
en carcinoma pulmonar de célula no pequefia (8).

Los modelos de evaluacion de caracteristicas disefiados de manera manual pueden
proveer una mayor interpretabilidad dado que son desarrollados en conjunto con
expertos del &rea bioldgica (8). Sin embargo, estos modelos suelen estar limitados
por la nada despreciable inversion de tiempo y esfuerzo por patélogos y oncélogos
en su desarrollo (8). En los ultimos afios han surgido esfuerzos orientados a fusionar
estos 2 abordajes, utilizando Deep learning para la deteccion inicial de células o
elementos de interés y, seguidamente, los modelos manuales para prediccion,
garantizando de esta manera la interpretabilidad biologica (8).

Los abordajes basados en IA deben usarse para integrar el trabajo del patélogo y
del oncélogo, cada uno de los cuales tiene papeles tanto en su construccion como
en su aprovechamiento (8). El patdlogo resulta importante en el etiquetado y la
creacion de categorias; la segmentacion de las células; la identificacion del tipo de
tejido, estructuras biologicas o regiones de interés; para el entrenamiento de
modelos basados en Deep learning; en brindar el conocimiento para estructurar los
algoritmos usados en la ingenieria basada en caracteristicas; y finalmente, en
ejercer como estandar de oro diagndstico (8). Para el oncélogo, la IA puede ser una
herramienta atil en la orientacion individual del tratamiento, evaluacién de
caracteristicas asociadas a prondstico, estandarizacion de tratamientos, y permitir
la clasificacion basada en caracteristicas morfologicas y genéticas (8). (ver imagen
17)
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Imagen 17. La inteligencia artificial y las técnicas basadas en Machine Learning complementan la experticia y tienen el
potencial de apoyar la labor del patélogo y del oncélogo. Se muestran algunas de las herramientas existentes basadas en IA
usadas para analizar imagenes de tumores. Para el oncélogo, los abordajes basados en IA pueden ser usados para ayudar
en la toma de decisiones para diferentes aspectos del manejo de los pacientes con cancer. Imagen tomada de: Bera K,
Schalper K, Rimm D, Velcheti V, Madabhushi A. Artificial intelligence in digital pathology — new tools for diagnosis and
precision oncology. Nature Reviews Clinical Oncology. 2019;16(11):703-715.

La IA, por su caracteristica de ser reproducible y robusta, puede constituir una
importante herramienta para solucionar los problemas que enfrentan tanto los
oncélogos como los patblogos (8). Ya se han realizado comparaciones de la
capacidad diagnéstica entre la patologia digital y la técnica convencional,
demostrando, cuando menos, la no inferioridad de las herramientas de patologia
digital con respecto a la microscopia tradicional; mas aun, se ha demostrado que
usados en conjunto pueden mejorar el desempefio diagnéstico (8). El uso de estas
tecnologias tiene adicionalmente el potencial de disminuir costos, principalmente
comparada con las técnicas moleculares, y preservar una mayor cantidad de tejido

(8).



El desempeiio de estas herramientas es altamente dependiente de la calidad de los
datos y de las imagenes con que sea alimentada; la menor calidad de las imagenes
disminuye la capacidad predictiva. (8) Se hace necesario entonces estandarizar la
identificacion y el etiguetado de areas de interés en los diferentes tumores
incluyendo figuras mitéticas, estructuras glandulares, metastasis ganglionares, etc.;
y, de igual manera, las herramientas que serdn usadas para hacer esta
identificacion (8). En este sentido, se han propuesto abordajes utilizando IA para
identificar areas de interés, reduciendo de esta manera la cantidad total de datos
escaneados; se han desarrollado también algoritmos de IA para evaluar la calidad
de las imagenes, seleccionar las areas de mayor calidad, y eliminar regiones con
artefactos o fuera de foco (8). Otra solucién seria establecer un sitio al que serian
enviados los bloques de tejido, y alli se harian las laminas y su digitalizacion,
logrando de esta manera disminuir la variacion preanalitica (8).

Previo al uso clinico, estas herramientas deben ser sometidas a un proceso de
validacion usando datos de mudltiples instituciones con el fin de garantizar la
probabilidad de generalizar estos abordajes (8). Por lo general el proceso de
validacion de las herramientas se hace con un set de imagenes de evaluacion, las
cuales pueden provenir del set de entrenamiento o de otra institucion (8). Una de
las razones por las que se prefiere realizar la validacion usando imagenes
independientes es garantizar que estos modelos sean capaces de adaptarse a
fuentes preanaliticas de variacién (cambios en las caracteristicas de las laminas, en
los protocolos o el escaner) (8). Es importante que estos sistemas superen unos
umbrales de desempefio para que los patologos y oncdélogos se sientan comodos
usandolos (8). En contextos en que estas herramientas compiten directamente con
examenes existentes, lo minimo esperable seria demostrar no inferioridad, sin
embargo, para lograr la adopcion, idealmente, deberian demostrar superioridad en
una comparacion directa en estudios prospectivos (8).



5 PLAN DE INVESTIGACION

5.1 Esquema general del estudio

Este es un estudio orientado a la construccion y evaluacién de una herramienta de
software capaz de apoyar el proceso diagndstico de la enfermedad de Hirschsprung
mediante la identificacion automatica de células ganglionares en laminas
histolégicas de biopsias rectales tefiidas con hematoxilina eosina.

Fueron seleccionadas biopsias endoscoépicas de recto de 25 pacientes, realizadas
para valoracion de inervacion, valoradas en la Fundacion Hospital de la
Misericordia, todas correspondientes a pacientes con inervacion normal.
Posteriormente, haciendo uso de una camara digital acoplada a un microscopio
optico, se tomaron fotos de las laminas de histologia (con un aumento de 40x),
buscando representar células ganglionares en diferentes niveles y estados de
maduracion. Los nucleos fueron segmentados utilizando una herramienta libre
(Stardist®) y a continuacién fueron anotados manualmente por dos patoélogos,
estableciendo dos categorias: Células ganglionares y células no ganglionares.

Se obtuvieron 39.918 nucleos, de los que se seleccion6 2076 (346 de células
ganglionares y 1730 de células no ganglionares). De estos nucleos seleccionados
se extrajo un set de 100 caracteristicas relacionadas con forma, color y textura. Para
evaluar la utilidad de estas caracteristicas en la discriminacion de los ndcleos se
utilizé una metodologia de validacion cruzada, dividiendo de manera aleatoria los
nacleos en un set de entrenamiento y un set de validacion (70 y 30%
respectivamente). Utilizando la prueba de Wilcoxon se seleccionaron las 4
caracteristicas con mejor desempefio, y fueron estas las caracteristicas utilizadas
para entrenar un clasificador basado en inteligencia artificial (analisis de
discriminacion lineal). La herramienta de clasificacion fue aplicada entonces al set
de validacién. Este proceso fue repetido 500 veces y el desempefio de la
herramienta fue valorado utilizando el area bajo la curva ROC.

El producto fue una herramienta diagnostica para enfermedad de Hirschsprung de
bajo costo y facil implementacion, con un muy buen desempefio en la discriminacion
entre células ganglionares y células no ganglionares (AUC = 0.98), y que podria ser
utilizada por patologos enfrentados a biopsias rectales tomadas en areas distantes
con disponibilidad limitada de expertos o pruebas complementarias. Ver imagenes
18y 19.
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Imagen 18. Esquema general del estudio.
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Imagen 19. Ay B) El punto de partida fueron las biopsias rectales de 25 pacientes con inervacion |ntest|nal normal. Usando
una camara digital acoplada a un microscopio 6ptico se tomo fotos a las laminas de histologia tefiidas con hematoxilina eosina.
El objetivo fue tomar fotos de células ganglionares en diferentes niveles y estadios de maduracién. C) Haciendo uso de una
herramienta de software libre (Stardist®) se hizo la segmentacién de los nlcleos. Los nucleos fueron anotados manualmente
por dos patélogos, dividiéndolos en células ganglionares y no ganglionares. Se extrajo un set de caracteristicas relacionadas
con forma, textura y color. Las 4 caracteristicas con mejor desempefio para discriminar las categorias fueron utilizadas para
entrenar un clasificador basado en Inteligencia Atrtificial.

5.2Procedimientos del estudio
5.2.1 Obtencion de la Aprobacion del Comité de Etica del HOMI

Se presento el proyecto al comité de ética del HOMI, obteniendo inicialmente
una aprobacion bajo la condicién de incluir dentro de los asesores del trabajo
a un cirujano pediatra. Una vez cumplido este requisito, involucrando en el
grupo de trabajo al Dr. Fierro, se obtuvo el acta de aprobacion, la cual se
incluye como parte de los anexos de este documento.

5.2.2 Seleccién de ldminas histoldgicas para digitalizacién:
Criterios de inclusion

- Biopsias colorrectales realizadas con el fin de determinar la presencia de
células ganglionares, y que se encuentren disponibles en los archivos del
laboratorio de patologia de la Fundacion HOMI.

- Las laminas histologicas deben ser producto del proceso habitual de
inclusion en parafina y tincion tisular con hematoxilina eosina.

Criterios de exclusion:



- Biopsias colorrectales sometidas a proceso de congelacién o con tincion
tisular distinta a hematoxilina eosina.

- Biopsias colorrectales o laminas histolégicas con tejido colorrectal
obtenidas con fines diagndsticos distintos a la determinacién de la
presencia de células ganglionares.

- Biopsias que hayan sido reportadas como inadecuadas por el pat6logo en
el informe de patologia (muy cercanas a la linea pectinea, con inadecuada
representacion de la submucosa, etc.).

- Biopsias colorrectales cuyos bloques o laminas histoldgicas no se
encuentren dentro de los archivos del HOMI.

5.2.3 Fuente de datos:

Se realizé la busqueda de las biopsias colorrectales realizadas con la sospecha
diagnostica de enfermedad de Hirschsprung en la base de datos de biopsias
colorrectales del servicio de patologia de HOMI - Fundacion Hospital Pediatrico
La Misericordia. Esta base de datos incluye biopsias colorrectales tomadas por
diversos diagnésticos clinicos, incluyendo enfermedad de Hirschsprung,
malformacion anorrectal, enterocolitis necrosante, anastomosis ileoanal,
estrefiimiento, sangrado rectal, entre otros. Tiene consignados datos generales
de cada caso incluyendo tipo de espécimen quirdrgico, la edad, el documento
del paciente, y el diagnéstico patolégico.

5.2.4 Construccion de Base de Datos correspondiente al Proyecto

Con los datos obtenidos se construy6 una base de datos correspondiente a las
biopsias colorrectales realizadas con el fin de hacer diagnostico de enfermedad
de Hirschsprung entre los afios de 2007 y 2020. Se obtuvo un total de 158
potenciales casos y 393 potenciales controles. Dentro de los diagndsticos
clinicos se encontré: Sospecha de Enfermedad de Hirschsprung, constipacion,
obstruccion intestinal, megacolon, atresia del intestino, estrefiimiento,
enterocolitis necrosante, descenso endoanal, perforacion del recto, vomito y
distensién abdominal, antecedente de ascenso endorrectal, diarrea y
gastroenteritis entre otros.

Del examen de esta base de datos se obtuvo los siguientes datos:

- Laincidencia de enfermedad de Hirschsprung en las biopsias colorrectales
realizadas con el fin de determinar la inervacion intestinal fue de: 22%. Esta
incidencia es mayor a la reportada previamente en el mismo hospital
(20.58%) (16). Esto podria estar relacionado con:



o Unaumento en la sensibilidad y especificidad de los criterios clinicos
establecidos para la realizacion de los estudios de inervacion bajo la
sospecha de enfermedad de Hirschsprung.

o Mayor seleccidon de los casos que son enviados al centro de
referencia, dando como resultado que los casos que son evaluados
en el HOMI sea aquellos con mayor posibilidad pretest de
enfermedad de Hirschsprung

- Eneste periodo se hizo un total de 587 estudios de inervacion, de los cuales
392 arrojaron una inervacion normal y en 158 se observd ausencia de
celulas ganglionares. 36 de los estudios (6.13%), fueron no diagndésticos
debido a que el material enviado no tenia las caracteristicas 6ptimas para
hacer diagndstico.

- EI59% de los estudios de inervacion fue realizado en nifios, el 34% en nifias
y en 7% de los casos no hay datos sobre el sexo del paciente.

- Se hicieron 99 nuevos diagnésticos de enfermedad de Hirschsprung. 64 en
nifos (64%), 19 en nifas (19%) y en 16 casos (16%) se desconoce el sexo.

- 21 de los nuevos diagnésticos de enfermedad de Hirschsprung se hizo en
el periodo neonatal (21%). Esto es menos de 2/3 de los casos, cifra
reportada de diagndstico de la enfermedad de Hirschsprung en el periodo
neonatal en los paises industrializados; ademas, estd acorde con lo
previamente reportado en Colombia (3).

- 46 (46%) de los nuevos diagndésticos se hicieron en menores de 1 afio; dato
gue contrasta con el diagnéstico del 95% de los casos en el primer afio en
los paises industrializados (3). Este porcentaje de diagndstico antes del
primer afo es similar al 44% previamente reportado en Colombia (3).

5.2.5 Sustraccion de los bloques del archivo de Patologia HOMI

De manera progresiva, y a la par con el proceso de digitalizacion, se hizo la
sustraccion de los bloques de parafina correspondientes a los controles (previa
autorizacion de la direccion del laboratorio de patologia del HOMI). Para el
desarrollo de la herramienta fueron usados los bloques de parafina de 25
pacientes pertenecientes al grupo de controles. El proceso de histotecnologia
de estos bloques fue financiado con fondos propios. El objetivo era obtener
laminas de histologia que fueran integradas al archivo del proyecto. Se
obtuvieron 44 laminas.

La forma de obtencion de la muestra en estos pacientes ha sido la biopsia
colorrectal, excepto en un paciente en que la fuente fue biopsia colorrectal y
examen de las bocas de colostomia. Los diagndsticos clinicos incluyeron:



Sospecha de enfermedad de Hirschsprung, constipacién, enterocolitis
necrosante, atresia del recto, infeccion de las vias urinarias, estrefiimiento y
malformacion anorrectal; la sospecha de enfermedad de Hirschsprung es de
lejos la mas frecuente. El diagndstico histopatolégico ha sido inervacion
morfolégicamente usual, presencia de células ganglionares, inervacion normal,
positivas para células ganglionares, entre otros.

5.2.6 Revision y digitalizacion de las laminas histoldgicas

Posteriormente se procedié a tomar las fotos de las laminas de histologia
(tefiidas con hematoxilina eosina), con una camara USB Panasonic de 14MP,
acoplada a un microscopio éptico Nikon Elipse E200 disponible en la seccion de
microbiologia del Hospital Universitario Nacional. Se seleccionaron las areas con
plexos nerviosos, buscando obtener representacion de las células ganglionares
en diferentes niveles y estadios de maduracion. Este proceso fue realizado por
el investigador principal y no fueron usadas tinciones especiales.

Se obtuvo un total de 222 imagenes con aumento de 40x y una resoluciéon de
4320 x 3240 pixeles.

En la imagen 20 se observan algunos ejemplos de las fotos tomadas.
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acoplada al microscopio disponible en la seccion de microbiologia del Hospital Universitario Nacional.

5.2.7 Segmentacion y anotacion de los nucleos



Posteriormente, utilizando la herramienta QuPath (17), (software libre para analisis
de imagenes) y la extension Stardist® (18), se hizo la segmentacion de los nucleos
celulares presentes en las imagenes. Este codigo permite hacer la segmentacion
de ndcleos en imagenes de hematoxilina eosina y, adicionalmente, crear
anotaciones por cada uno de los ndcleos.

Stardist es una herramienta basada en una red neural de tipo U — net que utiliza
poligonos convexos en forma de estrella para predecir la forma a la que pertenecen
cada uno de los pixeles de la imagen. El proceso puede verse resumido (y
simplificado) en los siguientes pasos:

Discriminacion entre fondo y objetos presentes en la imagen (nacleos)

Prediccién de la localizacion de los pixeles (objeto o fondo), y seleccion de
aguellos pixeles que mayor probabilidad pertenecen a un objeto.

Para cada uno de estos pixeles el algoritmo regresa unas distancias a los
bordes de la forma que contiene este pixel.

Construccion de una serie de radios (nUmero previamente definido), con
angulos equidistantes, que se extienden hasta alcanzar un pixel que
corresponde al fondo u a otro objeto, delimitando asi el perimetro de la forma

Determinacién de las formas que con mayor probabilidad se ajustan a
objetos. Los poligonos seleccionados para este proceso son aquellos que
estdn asociados con pixeles que se encuentran por encima de un corte
predeterminado de estar asociados con un objeto. Posteriormente la
probabilidad de que las formas se ajusten a un objeto se determina de
acuerdo con la distancia mas cercana a un pixel perteneciente al fondo. La
supresion favorecera formas con pixeles cercanos al centro de las formas
sobrepuestas, dando como resultado representaciones mas fidedignas. Ver
imagenes 21y 22.

Image Object Probabilities Radial Distances Prediction

Imagen 21. Resumen gréafico del proceso general que realiza la herramienta Stardist®.



1 import qupath.ext.stardist.StarDist2D
2

3 // 8pecify the mode
4 var pathMedel = '
5

6 var stardist = StarDist2D.builder {pathModel)

f£il

1 e (you will need to change this!}
:/Users/afsc2/Documents/Proyecto de grado/Proyectos Qpath/Modelos Stardist/he_heavy_augment.pb'

7 .threshold(0.5) // Prediection threshold

8 .normalizePercentiles{1l, 59) // Percentile normalization

El pixelSize(3)
10 .createAnnotations () Reaolution for detecticon
11 Jbuild()
iz
13 // Run detection for the selected objects
14 var imageData getCurrentImageData()
15 var pathObjects = getSelectedObjects()
16 1% (pathChiects.isEmpty()) {
17 Dialogs.showErrorMessage ("StarDist”, "Please select a parent ocbject!"™)
ig return
151}

Z0 stardist.detectObjects (imageData, pathObjects)
21 println 'Done! ‘|

Imagen 22. Linea de comando utilizada para realizar las segmentaciones y las anotaciones de los nucleos

Las 222 fotos tomadas fueron sometidas al proceso de segmentacion En las
imagenes 23 y 24 se observan algunos ejemplos.
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Imageh 23. Nucleos segmentadbs (en rojo)
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Imagen 24. Al realizar la segmentacion, se crea ademas una serie de anotaciones, 1 por cada nucleo (recuadro azul)

5.2.8 Exportacién de los nucleos a mascaras binarias

Una vez hecha la segmentacion y anotacién de los nucleos se hizo la
exportacion de estas imagenes para convertirlas en mascaras binarias. El

cadigo utilizado se muestra en la imagen 25.

1 java.awt.image.BufferedImage
2 java.awt.Color

3 javax.imageio.ImageIO

4 java.awt.Basicstroke

P —

7

8 downsample =

E] pathoutput = h\\Froyecto de grado\\Mascaras binarias’ Use ins £\ in wind
10 string customsuffix = ' x

11

12 /=== e

13

14 // Get jav pe ocbjects for each annotatio

15 shapes = getZnnotationObjects () .collect ({it.g=tROI() .getShape () 1)
16

17

18 server = getCurrentImageData() .getServer ()

19 w = (server.getWidth() / downsample} as

20 h = (server.getHeight() / downsample) as

21

22 string path2 = server.getPath()

23 indl = path2.lastIndexOf("/") + 1;

24 ind2 = path2.lastIndexOf(".") - 1;

25 string name = path2[indl..ind2]

27

28 string maskFilename = name + customSuffix

29

30 print (maskFilsname)

31 img = BufferedImage (w, h, BufferedImage.TYPE_BYTE_GRAY)
32

33 // Paint the this is just 's Java - i £
34 g2d = ing.createGraphics ()

35 g2d.scale(1.0/downsample, 1.0/downsample)

36 g2d.setColor (Color.WHITE)

37 (shape shapes)

38 g2d.£ill(shape)

39

40 clei

21 g2d.setColor (Color.BLACK)

42 g2d.setStroke( BasicStroke(2));

43 (shape shapez)

24 g2d.drau(shape) ;

45

46 g2d.dispose()

27

28 // save the €

49 fileMask File (pathoutput, maskFilename)

50 ImageIo.write(img, 'BNG', fileMask)

Imagen 25. Cédigo utilizado para exportar las mascaras binarias.

El resultado es una imagen en 2 colores, negro y blanco, donde los nucleos se

observan en blanco y el fondo en negro. Ver imagen 26



Imagen 26. Mascara binaria.

5.2.9 Anotacion de los nucleos

Utilizando la herramienta de software libre, HistoView, 2 patélogos seleccionaron y
anotaron, de manera independiente, las células ganglionares. Ver imagenes 27 y 28.
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Imagen 27. Interfaz grafica de HistoView que, a partir de las mascaras binarias previamente construidas, permite anotar
manualmente los ndcleos de las células ganglionares.
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Imagen 28. Las anotaciones realizadas crean dos nuevas representaciones, una en la que se incluye Gnicamente las demas
células (células no ganglionares) y otra que incluye Unicamente las células ganglionares, que efectivamente es el producto de la
sustraccion de laimagen de las demas células de la imagen original. A partir de esta diferenciacion es posible realizar el siguiente
paso, la extraccién de caracteristicas.

5.2.10 Extraccién de caracteristicas

Previa normalizacién del color de las imagenes, y utilizando una libreria disponible en
Matlab se extrajo un set de 100 caracteristicas de la totalidad de los nucleos anotados
(39.918). Las caracteristicas estaban relacionadas con forma, color y textura de los
nacleos. Los valores extraidos se exportaron a un archivo de Excel, que se encuentra
dentro de los documentos que se anexan al presente trabajo.

5.2.11 Seleccién de caracteristicas

Utilizando un esquema de validacion cruzada se valoré la utilidad de las
caracteristicas extraidas para diferenciar entre células ganglionares y no
ganglionares. Para este proceso se seleccionaron, de manera aleatoria 2076 nacleos
(346 de células ganglionares y 1730 de células no ganglionares).

En cada una de las iteraciones se dividié estos nlcleos de manera aleatoria en 2
grupos, uno para entrenamiento (70%) y otro para validacion (30%).

Utilizando la prueba de Wilcoxon se selecciond las 4 caracteristicas con mejor
desempefio en la diferenciacion.

5.2.12 Entrenamiento de la Inteligencia Artificial

En cada una de las iteraciones se utilizaron las caracteristicas seleccionadas para
entrenar a la inteligencia artificial utilizando un analisis de discriminacion lineal para
diferenciar entre células ganglionares y no ganglionares.



5.2.13 Aplicacion al set de validacion

Posterior al entrenamiento, se utilizo el clasificador desarrollado en el set de validacion
y se valor6 su desempefio en términos de exactitud, precision, sensibilidad y
especificidad en cada una de las iteraciones tomando como estandar de oro las
anotaciones iniciales realizadas por los dos patologos.

Para hacer estos céalculos se us6 una libreria de Matlab, que utilizé las siguientes
formulas:

Clasificacion de los investigadores

Células Células no
Ganglionares ganglionares
o Célula VP =
Clasificacién del ~ Ganglionar
modelo 4
Celulg no EN VN
ganglionar

Total
Exactitud: (VP/VN) / (VP + VN + FP + FN)
Precision: VP/ VP + FP
Sensibilidad: VP / VP+FN
Especificidad: VN / VN+FP



6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas seleccionadas

Las 4 caracteristicas que mostraron mejor desempefio de manera reiterada fueron las
siguientes:

Area: Numero de pixeles que componen el ntcleo.

Excentricidad: Relacion establecida entre la distancia de los focos de la
elipse y la longitud de su eje mayor.

Ratio Axes: Relacion entre la medida en los ejes x e y del nucleo

EquivDiameter: Diametro de circulo que abarca el ndcleo

Todas estan relacionadas con la forma de los nucleos. Ver imagen 29.

Eccentricity

1.00

BRI Eas

0.00

EquivDiameter

RatioAxes

Imagen 29 Box plots. Estos 4 graficos muestran los box plots de las 4 caracteristicas principales utilizadas para discriminar
entre celulas ganglionares y no ganglionares: Area, Eccentricity, EquivDiamenter and RatioAxes. En las gréficas, 0 (en negro)
representa las celulas no ganglionares, el 1 (en amarillo) representa las células ganglionares. La heterogeneidad significativa en
la distribucién de los puntos de las células no ganglionares puede ser atribuido a la diversidad de los tipos celulares incluidos en
esta categoria (linfocitos, células endoteliales, fibroblastos, células epiteliales, etc.) * p< 0.05

6.2Desempeiio global

Finalizadas las 500 iteraciones se valoré el desempefio de la herramienta construida
utilizando el area bajo la curva ROC (AUC). Ver imagen 30. La sensibilidad y
especificidad global calculadas fueron del 96%.
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Imagen 29. Curva ROC y area bajo la curva de la herramienta desarrollada.



7 DISCUSION

Existe un nimero no despreciable de pacientes que requieren reintervencion y cuya
indicacidon son criterios patologicos (2). Esto levanta la sospecha de que la
evaluacion subjetiva de las biopsias puede resultar en diagnosticos errados;
fendmeno que se ha visto predominantemente en las células ganglionares en la
muscular propia (2). La patologia digital y las tecnologias basadas en aprendizaje
de maquina pueden brindar herramientas para realizar un analisis objetivo de las
laminas de parafina, disminuyendo los fracasos quirurgicos (2).

Dentro de los modelos experimentales usados con este objetivo se encuentra el
trabajo de Law y col., en que, utilizando una herramienta de procesamiento de
imagenes en color de mdltiples etapas; segmentaron la muscular propia para
identificar regiones de interés, plexos y células ganglionares en estos plexos (2).
Las imagenes fueron obtenidas a partir de laminas histologicas producto del
procesamiento convencional basado en inclusion en parafina y tincion con
hematoxilina eosina; y correspondian a segmentos intestinales con adecuada
inervacion que pertenecian a pacientes con enfermedad de Hirschsprung (2). Previo
a la digitalizacion, se hizo inmunohistoquimica para calretinina (2). Todos los pasos
fueron susceptibles de correcciones manuales para garantizar una adecuada
seleccion de la region de interés y eliminar falsos positivos; tras la deteccién
automatica, el usuario tenia la posibilidad de corregir tanto los falsos positivos como
los falsos negativos (2). EI desempefio fue evaluado por un patélogo, quien, tras
hacer la segmentacidbn de la imagen, valor6 el etiquetado de las células
ganglionares e identifico los falsos negativos (2). Las regiones de interés (sefialadas
sin intervencién manual), incluyeron todos los plexos identificables (2). Los plexos
fueron identificados con una precision del 88.5% y una sensibilidad del 90.2%; v,
tras correccién de la separacién de los plexos, la precision y sensibilidad en la
identificacion de las células ganglionares fue de 85.7% y 72% respectivamente (2).
Sin embargo, la verificacion se hizo en una sola muestra, siendo posible que estos
valores cambien en caso de evaluar una mayor cantidad de especimenes (2). Al
compararlo con nuestro esquema de investigacion, nosotros utilizamos como punto
de partida laminas teflidas con Hematoxilina eosina, reduciendo asi costos, v,
adicionalmente, obtuvimos un desempefio mejor en la identificacion de las células
ganglionares.

Schilling y col. (19) también utilizaron laminas tefiidas con inmunohistoquimica como
punto de entrada. Digitalizaron 31 especimenes tefiidos para MAP2, calretinina,
S100B y GLUT1 (12 laminas cada una) (19). Posteriormente, configuraron
manualmente regiones de interés (ROIs) y definieron umbrales y ajustes para
identificar neuronas (MAP2, calretinina) y fibras nerviosas (S100B, GLUT1),
aislandolos del resto de la imagen y midiendo sus caracteristicas (19). Luego,



dividieron sus datos en un set de entrenamiento (56%), un set de desarrollo (19%)
y un set de prueba (25%) (19). Todos los ajustes de parametros se realizaron en el
conjunto de desarrollo, y el modelo de clasificacion se construyé utilizando los
clasificadores desarrollados, con anotaciones relacionando el estado de enfermo o
no enfermo, seguido de una validacion cruzada de 10 iteraciones (19). Los
parametros que demostraron ser significativos para distinguir entre casos de HSCR
y no HSCR fueron aquellos aplicados a calretinina y MAP2 (19). Lograron un valor
predictivo positivo del 83%, una sensibilidad del 87.5%, una especificidad del 80%
y un puntaje F1 del 88.9% en el set de prueba (19). En comparacién con nuestro
estudio, el nuestro tiene la ventaja de utilizar tincibon H&E como punto de entrada,
reduciendo asi los costos. Ademas, el rendimiento general de nuestro modelo fue
superior, utilizando un modelo experimental mas simple.

Greenberg y col. (20) desarrollaron un método llamado Andlisis Contextual
Jerarquico (ACJ), que supera la limitada disponibilidad de datos (20). Para
desarrollar su algoritmo, utilizaron 95 laminas tefiidas con H&E, digitalizadas a una
magnificacion de x40, y realizaron anotaciones manuales de células ganglionares y
células ganglionares sospechosas, teniendo en cuenta su &rea circundante (20).
Los registros hospitalarios sirvieron como la verdad absoluta y todos los casos
fueron revisados por patdlogos experimentados (20). Posteriormente, hicieron
ajustes al algoritmo basados en la revision de los pat6logos de la clasificacién hasta
este punto, con falsos positivos y falsos negativos (20). Para la validacion,
emplearon cincuenta casos con sospecha clinica de enfermedad de Hirschsprung y
organizaron conjuntos de imagenes para que fueran revisados por pat6logos,
basandose en puntuaciones de 0 a 1 asignadas por el algoritmo (20). Cada conjunto
de imagenes fue calificado por el patélogo en funcién de la presencia de células
ganglionares, y segun esto, se determind la necesidad de remitir a un patélogo
experto (20).

El algoritmo que desarrollaron identifico células ganglionares en el colon normal con
una sensibilidad del 96% y una especificidad del 99% (20). En la cohorte de
validacion de casos sospechosos de enfermedad de Hirschsprung, el algoritmo
identificé células ganglionares con una sensibilidad del 100% y en menos del 5%
del tiempo requerido por un patélogo (20). El algoritmo se utiliz6 como una
herramienta de diagnéstico por un patélogo experimentado, lo que resulté en
diagndsticos precisos y ahorro de tiempo (20). Para patdlogos no expertos, se logré
una precision del 100% utilizando solo las imagenes seleccionadas por el algoritmo,
requiriendo consulta con un experto en el 20% al 58% de los casos y ahorro el 95%
del tiempo (20). Este estudio incluyé mas casos de entrenamiento, empled un
meétodo de validacion mas soélido y utilizo laminas tefidas con H&E, similar a nuestro



enfoque. Sin embargo, nuestro disefio de estudio fue menos complejo y produjo un
rendimiento comparable.

Greenberg y col. (21) entrenaron a cinco patologos sin experiencia previa en el
diagnostico de enfermedad de Hirschsprung utilizando el algoritmo de diagndstico
descrito en (20), del cual también carecian de experiencia (21). El algoritmo
selecciond 1704 imagenes (568 conjuntos de 3) y los patdlogos asignaron una
puntuacion de 1 a 5 a cada imagen en funcién de la certeza de la presencia de
células ganglionares (21). Se realizaron dos iteraciones para todas las imagenes sin
ningun tipo de entrenamiento entre ellas (21). Antes de la tercera iteracion, se
proporciond capacitacion en la identificacion de células ganglionares, y se evalu6
su desempefio, revelando un aumento significativo en la proporcion de diagnosticos
correctos, su confianza y una reduccién en las remisiones (21). También hubo mas
falsos positivos, relacionados con la identificacidon de elementos no especificos
como células ganglionares; sin embargo, los falsos negativos no se vieron afectados
(21). Este estudio proporciona evidencia del potencial de los algoritmos basados en
inteligencia artificial para facilitar el proceso de aprendizaje y diagnostico en
enfermedad de Hirschsprung.



8 CONCLUSIONES

Producto de este proceso se obtuvo una herramienta barata y facilmente
implementable basada en inteligencia artificial capaz de identificar células
ganglionares y que muestra un desempeio sobresaliente al compararla con el
patron de oro (AUC = 0.98).

Previa validacion, esta herramienta podria llegar a ser utilizada como una prueba
diagnéstica complementaria para patologos localizados en laboratorios con acceso
limitado a expertos en patologia gastrointestinal y pruebas complementarias como

la inmunohistoquimica.

Adicionalmente, previa adaptacién de su uso, podria tener una potencial aplicacion
como herramienta de entrenamiento a patdlogos con poca experiencia en el
diagnéstico de enfermedad Hirschsprung, permitiendo establecer labores de

educacién baratas y rapidas.



9 ADMINISTRACION DEL ESTUDIO

9.1 Confidencialidad:

Los datos de los pacientes fueron usados Unicamente en la labor de verificar la
historia clinica (en caso de estar disponible), y para la verificacién de que el objetivo
de la biopsia es el diagnéstico de enfermedad de Hirschsprung. Una vez realizada
esta verificacion, los datos personales de los pacientes no volveran a ser utilizados.
La manera de identificar las biopsias serd la numeracion interna de las laminas
histologicas de la Fundacion Hospital de la Misericordia. En la publicacion de los

resultados de este trabajo tampoco sera revelada la identidad de los pacientes.

9.2 Anonimizacion:
Una vez dada la verificacion, la forma de identificar los casos sera la numeracion
interna de las ldminas histolégicas, de manera que la identidad de los pacientes a

quienes pertenecen estas biopsias permanecera en secreto.



10 CONSIDERACIONES ETICAS

En conformidad con la Resolucion N.° 008430 del 4 de octubre de 1993 del Ministerio

de Salud de la Republica de Colombia, este estudio:

- Se encuentra comprendido dentro del término de investigacion para la
salud dado que:
a) Contribuye a la prevencién y control de los problemas de salud.
b) Contribuye al estudio de técnicas y métodos que se recomienden o

empleen para la prestacion de servicios de salud.

- De acuerdo con la responsabilidad del investigador de identificar el tipo
de riesgos a los que seran expuestos los sujetos de investigacion
establecido en el articulo 10:

Se trata de una “Investigacion sin riesgo”, de acuerdo con la clasificacion
establecida en el articulo 11. Esto teniendo en cuenta que el estudio
emplea técnicas y métodos de investigacion retrospectivos, consistentes
en consulta de historia clinica, y estudio de material histopatoldgico, que
no involucran identificacibn y no tratan aspectos sensitivos de su
conducta. De igual manera, no se realizard ninguna intervencion o
modificacion intencionada de las variables biol6gicas, fisiologicas,

sicologicas o sociales de los individuos participantes del estudio.

- La investigacion sera llevada a cabo una vez se haya dado el aval y
aprobacion del proyecto por parte del Comité de Etica de la Fundacion
HOMI.

- La investigacion sera llevada a cabo teniendo en cuenta los protocolos

establecidos por la Fundacion Hospital de la Misericordia.



La confidencialidad de las personas involucradas sera conservada
teniendo en cuenta que: Las historias clinicas seran revisadas
Gnicamente en el hospital en que sera realizado el estudio; y posterior a
esta consulta, las laminas serdn denominadas Unicamente de acuerdo
con la numeracion interna de la institucion, de manera que los nombres y
otros datos de los participantes permaneceran ocultos. Ademas, en caso
de que sean realizadas publicaciones asociadas a esta investigacion, en
ninguno de los casos seran expuestos los nombres o algun otro dato
personal de los individuos participantes del estudio.

Este trabajo no presenta conflicto de intereses por los autores.



11 PRODUCTOS

Se presenté un Abstract resumiendo el presente trabajo como candidato para ser
presentado en la reunion anual del USCAP que fue realizada en marzo del 2023 en
Nueva Orleans, Luisiana, Estados Unidos. El trabajo fue aceptado para

presentacion oral en la jornada de Patologia Pediatrica y Perinatal.

Fue presentado también, en la modalidad de presentacion oral en Cuarto Congreso
Nacional de Residentes de Patologia realizado en Bogota, Colombia, los dias 28 y
29 de abril de 2023.

Seré& presentado en el XXI Congreso de la Sociedad Latinoamericana de Patologia

Pediatrica que sera realizado en noviembre en Buenos Aires, Argentina.

El objetivo final del proyecto es publicar en una revista cientifica, el proceso
desarrollado y los resultados de la valoracion de las caracteristicas operativas de la
herramienta obtenida. Esto con el objetivo de demostrar la utilidad de procesos de
aprendizaje de maquina en el diagnostico patolégico de la enfermedad de

Hirschsprung.
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