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CPF: Componentes Problema Finales

HUMS: Hospital Universitario Miguel Servet
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CEICA: Comité Etico de Investigacion Clinica de Aragon
ISUP: International Society of Urological Pathology

PSA: Antigeno prostatico especifico

GS: Gleason Score (grado Gleason)
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FDA: Food and Drugs Administration
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SVM: Support Vector Machine

RF: Random Forest
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Gb: Gigabyte

Th: Terabyte

FN: Falso negativo

FP: Falso Positivo

HOG: Histograms of Oriented Gradient
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1. Resumen.
El cancer de prostata es el tumor mas frecuente en varones en Espafia y en los paises

occidentales. El manejo clinico de los pacientes con este tipo tumoral depende mucho de
su estadio. El sistema de Gleason es la valoracion histopatologica mas importante para el
manejo del paciente con adenocarcinoma de prostata. Se basa en un anélisis de las
estructuras glandulares, la identificacion de patrones y su clasificacion en el grado

correspondiente.

En este trabajo se plantea la identificacion y cuantificacion de estas estructuras y patrones
mediante técnicas de analisis de imagen y algoritmos de aprendizaje automatico
supervisado. Con la consecucion de este proyecto, se espera mejorar la variabilidad
descrita interobservador y obtener datos importantes para la estratificacion del riesgo

oncoldgico.

También se propone una nueva sistematica de etiquetado, no descrita en la bibliografia
revisada, basada en la identificacion de los Componentes Problema Finales (CPF) que se
establecen a partir de un procesado previo de la imagen. Este tipo de sistematica reduce
en gran medida el tiempo necesario para realizar esta tarea y mejora las caracteristicas

necesarias para un mejor analisis posterior.

Palabras clave: Patologia digital, sistema Gleason, adenocarcinoma de prdstata,

algoritmos de aprendizaje automatico, analisis de imagen.



1. Abstract

The prostate cancer is the most common tumor in male sex as much in Spain as the rest
of the occidental countries. The clinical management of the patients with this type of
tumor will depend at what stage they are. The Gleason score is the most important
histopathological assessment to deal patients with prostate adenocarcinoma. It is an
analysis of the glandular structures, the identification of patterns and their classification

in the corresponding degree.

In this work, we use image analysis and supervised machine learning approach to identify
and quantify each pattern. In this way, we will be able to improve the interobserver

variability and obtaining significant data for the oncological risk stratification.

Moreover, we propose a new labelling system not described in the reviewed bibliography.
Characterized by the identification of the Final Problem Components (FPC) that are
established from a previous image processing. This fact limits the time necessary to
perform this task and improving the characteristics of this for a better subsequent analysis.

Key words: Digital pathology, whole slide imaging, Gleason score, Prostatic neoplasm,

Machine learning, Image analysis.
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3. Introduccion

3.1 Anatomia e histologia de la prostata.

La prostata es la glandula sexual accesoria méas grande del sistema genital masculino?.
Clasicamente se la compara con una nuez, tanto en tamafio, como en forma. Su peso

aproximado en el adulto joven es de 20g, incrementandose con la edad.

Tal y como se ve en lafigura 1, la prdstata se sitGa en el compartimento pélvico, limitando
en su zona superior con la vejiga®. En la parte inferior se encuentra el diafragma
urogenital, una ldmina musculo-fibrosa que ocupa el espacio dejado por los musculos
elevadores del ano en la parte medial. El recto es el limite posterior. Esto posibilita la
valoracion de esta glandula mediante el tacto rectal, siendo ademas la via de acceso mas
frecuente para la toma de biopsias. En la parte anterior, la referencia anatomica es la
sinfisis pubiana, por este espacio transcurre el plexo venoso prostatico que drena en las
venas iliacas internas. La irrigacion arterial es llevada a cabo por las arterias vesical
inferior, pudenda interna y rectal media. Todas ellas son ramas de la arteria iliaca interna.

Orificio
ureteral

Trigono
d= la vejiga
urinaria

Esfinter
interno
d2 la uretra

Pi 6stata

Colicul » seminal

Utriculo srostatico

Orificio del {
conducto eyaculador ,,' ¥
/

Musculo esfinter
externo cle la uretra

Glandu a bulbo-
uretral (de Cowper)

Orificio del conducto bulbouretral : y fascia
Cuerpo perineal rectal
Fascia rectovesical o rectoprostatica
(de Denonvilliers) Vesicula
seminal

Figura 1: Corte sagital de la regidon pélvica del varon. Se exponen las relaciones de la prostata,
objetivandose las regiones de la misma, que son accesibles mediante el tacto rectal. Imagen obtenida en

@3).



Esta glandula esta rodeada por una capsula fibrosa. Circunscrita a ésta, se encuentra el
tejido graso periprostatico. Entre estos dos componentes discurre el plexo nervioso
prostatico, procedente del plexo hipogéastrico inferior y que formard los nervios
cavernosos. Pese a existir abordajes quirurgicos de preservacion de nervios, estos no
siempre se pueden realizar, ni son eficaces en todos los casos*. La complicacion principal
asociada al dafio de este plexo es la impotencia. En esta misma zona se encuentra la red
linfatica periprostatica que drena mayoritariamente a los ganglios de la cadena iliaca

externa y también a los ganglios sacros e hipogastricos.

La base, que es la parte mas proximal, se relaciona intimamente con el cuello vesical. A
este nivel, las fibras de musculo liso del detrusor forman el esfinter interno. En la parte
mas posterior de la base es donde penetran los conductos eyaculadores y reposan las

vesiculas seminales.

La cara posterior comienza en una escotadura a nivel craneal, su superficie es plana,

percibiéndose un surco que separa a los dos I6bulos de la préstata.

El vértice esta atravesado por la uretra en su salida hacia el diafragma urogenital, donde
fibras de musculo esquelético pertenecientes a este diafragma forman el esfinter externo.
El dafio en estas fibras como consecuencia del tratamiento quirdrgico erradicador mas
utilizado, la prostatectomia radical, es el responsable de la incontinencia urinaria tras el

procedimiento.

La préstata es una glandula exocrina compuesta por 40-50 glandulas tubuloalveorales que
drenan en aproximadamente 15-30 conductos excretores®. Se disponen en un estroma
formado por un tejido conectivo denso compuesto por fibroblastos, fibras de colagena,
fibras elasticas y fibras de masculo liso. El parénquima prostatico se puede dividir en
cuatro zonas segun se puede apreciar en la figura 2, presentando cada una de ellas,

caracteristicas propias que se detallan a continuacion:

- Zona periférica (70%): Es el lugar donde asientan la mayoria de tumores. Presenta

glandulas principales grandes.
- Zona central (25%): Rodea a los conductos eyaculadores. Comparada con el resto
de zonas, presenta formaciones glandulares pequefias, caracterizadas por un

citoplasma mas claro con matices basofilos y nucleos de mayor tamafio.



- Zona interna (5%): Esta zona incluye la zona transicional y la zona periuretral.

Ambas zonas rodean a la uretra prostatica. En esta zona apenas hay glandulas
tubuloalverorales sino que son pequefias glandulas mucosas y submucosas de tipo
tubular que desembocan directamente en la uretra de forma independiente.

Estroma fibromuscular @ Uretra
anterior 1 /

|
|
|

Zona transicional

Zona
periuretral

Uretra

prostatica Vesicula

seminal

Conducto deferente

Zona central
Zona periférica

Figura 2: Anatomia zonal de la préstata. Imagen obtenida en (5).

La unidad secretora estd compuesta por un epitelio secretor tipicamente formado por una
capa de células cilindricas aunque también es normal encontrar zonas de apariencia de
epitelio pseudoestratificado, zonas de células cubicas o de células planas®. Los tipos
celulares presentes en el parénquima de esta glandula se muestran a continuacion y estan

representados en la figura 3:

- Células epiteliales: Son células de morfologia variable (cilindrica, cibica o plana
en las atréficas) y con funcién secretora.

- Celulas basales: Son las células con capacidad proliferativa (células madre), no
siempre visible en todos los cortes.

- Células endocrinas: en bajo numero, responsables de la secrecion de hormonal

propia de esta glandula.
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4 -

Figura 3: Descripcion histoldgica de una unidad secretora glandular tipica. Fotografia de
microscopia optica, tincion Hematoxilina Eosina (H&E) a 20x en la que se pueden identificar:
1) Célula de la capa basal o células basales; 2) Célula epitelial; 3) Luz glandular; 4) Retraccion
periacinar (artefacto); 5) Estroma. Imagen obtenida del servicio de Anatomia Patoldgica
(HUMS).

En el adenocarcinoma de prostata esta arquitectura normal se altera identificAndose

patrones que se incluyen en los grados de Gleason 3, 4 y 5, en dependencia del prondstico.

En la figura 4 aparece una imagen perteneciente a cada grado.

Figura 4. Comparativa de los diferentes grados Gleason. Fotografia de microscopia éptica, Tincion
Hematoxilina Eosina (H&E). 1) Grado Gleason 3; 2) Grado Gleason 4; 3) Grado Gleason 5. Iméagenes
obtenidas del servicio de Anatomia Patol6gica (HUMS).
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3.2 Histopatologia. Sistema de Gleason

Para el estudio del adenocarcinoma de prostata, la Sociedad Espafiola de Anatomia
Patoldgica (SEAP)!? recomienda la inclusion total de la pieza de prostatectomia radical,
previamente tefiida con tinta china. Si esta inclusion, debido al gran tamafio de la pieza
quirdrgica, interfiere con el correcto funcionamiento del servicio se deberia de realizar
una inclusién parcial. Deberian incluirse siempre las localizaciones sospechosas,
tipicamente zonas induradas de color amarillo-pardo y la porcion del apex. En el “Anexo

1" se incluyen los datos que deben estar presentes en el informe de prostatectomia radical.

Para el diagnostico microscopico se valoran conjuntamente datos arquitecténicos,
nucleares, citoplasmaticos e intraluminales!®!41°  Por definicion, las formaciones
tumorales carecen de capa basal. Lamentablemente, los nlcleos de esta capa aparecen de
forma discontinua y no siempre se observan en todos los cortes. En caso de necesidad, se

podria poner de manifiesto la capa basal utilizando técnicas inmunohistoquimicas.

A continuacion, se describen las caracteristicas microscopicas de esta neoplasia. Se
recomienda la revision conjunta del “Anexo I’ donde se recogen imagenes referentes a

este tema, la mayoria de ellas obtenidas en el servicio de Anatomia Patologica del HUMS.
Las caracteristicas patognomonicas, son:

- Fibroplasia mucinosa (micronddulos colagenosos).
- Glomerulaciones.
- Invasidn circunferencial perineural.

- Crecimiento dentro del tejido adiposo.

Existen otros datos histopatoldgicos caracteristicos de las glandulas tumorales pero que

no son totalmente especificos de esta, son los siguientes:

- Caracteristicas nucleares:

o Agrandamiento nuclear.

o Hipercromasia.

o Nucléolos prominentes.

o Aclaramiento de la paracromatina.
- Caracteristicas citoplasmaticas:

o Células tipicamente cubicas con citoplasma claro o palido.

12



- Caracteristicas intraluminales:
o Mucina azul.
o Cristaloides.

- Caracteristicas arquitecténicas: Los tumores bien diferenciados suelen estar
compuestos por pequefias glandulas de una unica capa de células. Si esta
desdiferenciacion es mayor se pierde la forma tipica de glandula y podran aparecer
fusiones de glandulas, nidos de celulas o células sueltas. La arquitectura se valora

mediante el sistema de Gleason.

Desde su publicacion en el afio 1962 ha sufrido muchas modificaciones a partir de la

evidencia de la que se disponia en la época. Se puede comprobar en la figura 5:

D.F. Gleason, MD .'. X 5
Weinzerl | Visual Media
© 2015 Indiana University

Figura 5: Comparativa Gleason original y Gltima actualizacién del ISUP. ISUP: International Society
of Urological Pathology. Imagen obtenida en (1).

Los grados de Gleason se deben de valorar a bajo aumento. Se componen por la suma
del grado de Gleason predominante y el segundo mas frecuente (en términos de

volumen tumoral). Si solo existe un grado, este se duplicard. Segun este analisis se

13



realice en muestras de biopsias o en la pieza de prostatectomia, se deben de tener en

cuenta algunas consideraciones®:

- Biopsias de prostata (cilindros):
o Patron predominante (1°) + Peor patron (2°) (aunque no sea el mas
frecuente).
o No se notifica el patron terciario
- Prostatectomia:
o Patron predominante (1°) + segundo patron predominante (2°)
o Si hay tres grados, y el 3° es el mas alto y superior al 5% se toma este como

patron 2°y si es menos del 5% se consigna como patréon 3°.

Ademas, se establecio una diferenciacion dentro de uno de los grupos més frecuentes, el
Gleason 71. Los pacientes con un 4+3 tenian mayor recidiva bioquimica que los que
tenian un 3+4. Teniendo en cuenta estos hallazgos, se establecié el sistema de grados
pronosticos, la correlacion entre grado Gleason y pronostico aparece reflejada en la
tabla 1. Se trata de un sistema de clasificacion propuesto por el Dr. Jonathan Epstein

con algunas peculiaridades en comparacién al sistema de Gleason clasico:

- Hay una mejor estratificacion de los grupos en el nuevo sistema.
- Esun cambio de nomenclatura.

- Es considerado como la “evolucion” del sistema de Gleason.

- Son 5 grupos pronosticos en total.

- Se utilizan los criterios para definir los grados de Gleason.

- Es mas intuitiva empezando por el 1y no por el 6.

- Deben de ponerse las dos nomenclaturas en el informe.

Grado Gleason Grado pronéstico (ISUP)
2-6 1
7 (3+4) 2
7 (4+3) 3
8 (4+4 0 3+5 0 5+3) 4
9-10 5

Tabla 1: Grados pronosticos. La informacidn de la tabla ha sido obtenida en (8).

A continuacion se describen los diferentes patrones pertenecientes a cada grado de
Gleason.

14



Gleason 3:

- Glandulas discretamente bien formadas: Glandulas individualizadas de tamafnos

y forma variables. Infiltracion entre glandulas no neoplésicas.
Gleason 4:

- Cribiforme: Acumulos tumorales con diversas luces sin tractos conectivos
internos.

- Glandulas fusionadas: Glandulas no separadas entre si. Sin estroma entre ellas.

- Glandulas pobremente formadas: Grupos de glandulas con luz ausente o deforme

- Glomeruloide: Glandulas dilatadas con crecimiento criboso adherido focalmente

a la pared imitando un glomérulo
Gleason 5:

- Ensabana: los nlcleos de las células tumorales se disponen aleatoriamente

- En cordones: los nucleos estan ordenados en linea

- Nidos solidos: Agrupaciones tumorales de bordes variables

- Necrosis central: nido tumoral con necrosis por el alto nivel metabdlico de estas
células y la imposibilidad de recibir aporte

- Células sueltas: las células tumorales estan dispuestas entre el estroma

Dada la gran complejidad de este analisis se han realizado algunos estudios que tenian el
objetivo de valorar la reproducibilidad interobservador de la ultima actualizacién de este
analisis8. En el estudio donde se evaluaron mayor nimero de cristales (n=407),
obtuvieron una correlacion para tumor/no tumor del 74%, la correlacion de patrones
primario y secundario fue del 63% y del porcentaje de afectacion fue de 50% entre los
distintos profesionales encuestados. Otros grupos de investigacion concluyeron que estas
diferencias entre los patdlogos podian acabar incluso afectando al tratamiento y al manejo
posterior de los pacientes®®.
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3.3 Contexto clinico

Tal y como hemos comentado, el adenocarcinoma de prostata es el tumor mas prevalente,
apareciendo normalmente a partir de la 5% década de la vida. Pero, segun datos de la
Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM)’, (nicamente el 15% de estos se
diagnostica en estadios localmente avanzados o diseminados. Los tumores avanzados son
los denominados, segun la clasificacion TNM, los tumores T3 o aquellos en los que se
evidencia invasion ganglionar o metastasis. Puede verse la clasificacion completa en el

“Anexo Il ”.

Este bajo porcentaje de estadios avanzados se debe, en gran parte, a que el diagnostico
precoz y la deteccion del antigeno prostatico especifico (PSA) han producido un
incremento llamativo en la identificacion de tumores de bajo o muy bajo riesgo
oncologico (tabla 2). Este llamativo aumento del diagnostico en fases incipientes ha
generado un intenso debate acerca ya no del sobrediagnostico, sino del sobretratamiento
del céncer de prostata y todo ello ha conducido a la implementacion de una nueva
estrategia terapéutica en estos tumores de bajo perfil oncoldgico; la vigilancia activa. Un
aspecto que ha permanecido estable en este debate es el grado Gleason, como la

caracterizacion histologica de primer nivel a la hora de establecer el pronostico de la

enfermedad®.

Bajo riesgo Riesgo Intermedio | Alto riesgo

PSA<10ng/mL PSA 10-20 ng/mL | PSA>20ng/mL o Cualquier PSA

Y GS<7 (grado 1 0GS 7 (grado 2/3 | GS>7 (grado 4/5) o | Cualquier GS

ISUP ) ycT1-2a ISUP) 0 cT2b cT2c (cualquier grado
ISUP)

Localizado Localmente
avanzado

Tabla 2: Estadificacion del riesgo en el adenocarcinoma de prdéstata. GS=Grado de Gleason (Gleason
score); ISUP=International Society for Urological Pathology; PSA=Antigeno prostatico especifico. La
informacion de la tabla ha sido obtenida en (8).

Teniendo como referencia al paciente tipo con enfermedad localizada existen,

principalmente, tres situaciones en las que se realiza este analisis histopatoldgico:

- Biopsia diagnostica: Para la confirmacion de la enfermedad y establecer el riesgo
oncoldgico del paciente.
En base a los datos de la biopsia y criterios clinico-analiticos se ofrece al paciente

la oportunidad de un tratamiento de intencidn curativa como la prostatectomia
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radical o la radioterapia, o incluso la oportunidad de monitorizacion en un
esquema de vigilancia activa ante tumores de bajo/muy bajo riesgo y que pretende
posponer el tratamiento activo hasta el momento en el que éste sea realmente
necesario, para con ello posponer los efectos colaterales del mismo, incontinencia
e impotencia fundamentalmente. En casos fuera de opcion curativa, igualmente la
biopsia de préstata y su caracterizacién son importantes para la eleccion de
tratamientos multimodales combinados de cirugia-radioterapia-hormonoterapia,
del tratamiento sistémico, o incluso ante la oportunidad de monitorizar la
evolucion del tumor avanzado en pacientes con corta esperanza de vida en los que
tratar tan sélo las complicaciones del tumor si es que éstas surgen, es lo que se
conoce con Watchful Waiting.

- Biopsia de seguimiento: Dentro del programa de vigilancia activa, la toma de
biopsia es una herramienta mas para valorar la progresion de la enfermedad y en
su caso el paso a tratamiento activo

- Pieza de prostatectomia: Es de utilidad para establecer el prondstico de la

enfermedad y nuevas actitudes terapéuticas adyuvantes a la cirugia.

La identificacion de neoplasia en la biopsia es la condicion imprescindible para
diagnosticar esta patologia. Para la indicacion de ésta se deberdn de valorar
conjuntamente factores como la edad, la historia familiar, el estado general del paciente,

el PSA y el tacto rectal, entre otros.

Esta técnica invasiva debe realizarse bajo control ecogréafico siendo la biopsia extensiva
(obtencidn de 10-12 cilindros en total) la mas recomendada actualmente. Estos cilindros
deben de representar, lo mas fielmente posible, la totalidad de la préstata accesible e

incluir siempre las zonas sospechosas.

El programa de vigilancia activa, intenta limitar las comorbilidades propias de
tratamientos mas agresivos en neoplasias de bajo riesgo®®. Es idoneo para tumores
localizados y bien diferenciados que tienen muy baja capacidad de progresion o de
diseminacion. Los criterios de inclusiéon segin la Asociacion Europea de Urologia
(EAU), son:

- Suma de Gleason 6.
- PSA inferior a 10ng/ml.

17



- Estadio inferior o igual a cT2a.
- Afectacion maxima de 2 cilindros con extension inferior al 50%.
- Densidad de PSA menor de 0.15ng/mL/cc (criterio con menor evidencia).

- Entendimiento y aceptacion del paciente.

Algunas otras organizaciones como la canadiense, afirman que un Gleason 3+4, siendo

el porcentaje de 4 inferior al 10%, también podria verse beneficiado de este programa.

A los pacientes incluidos en este programa se les realiza un seguimiento para determinar
la posible progresion de la enfermedad. Esta monitorizacion, puede incluir la evolucién
de los niveles de PSA y biopsias de seguimiento donde sera de franca utilidad el aumento
del grado de Gleason y la extension afectada. Otras pruebas que también se pueden
utilizar son diferentes biomarcadores en estudio como el PCA3, PHI, 4Kscore Test,

paneles genéticos y la resonancia magnética.

Los datos obtenidos a partir de la pieza de prostatectomia radical constituyen algunos de
los factores predictivos mas importantes para predecir la recidiva bioquimica. Es esencial

para valorar la terapia adyuvante y planificar el seguimiento del paciente.

Desde la nueva actualizacion del sistema Gleason y el consenso en el establecimiento de
los nuevos grados pronosticos que diferencian el 3+4 del 4+3 son varios los trabajos que
aseguran que una cuantificacion de los grados de Gleason predice mejor la recidiva

bioquimical®?,

En el trabajo de Deng et al se incluyeron 2630 casos de Gleason 7 y evaluaron Gnicamente
cuantitativamente el grado 4 relacionandolo con el peso y la extensién tumoral de la
prostata, realizando ponderaciones en favor de este!®. Los resultados de este
planteamiento demostraron una mejor correlacion con la recidiva bioquimica que
utilizando el sistema de Gleason clasico. En este trabajo se hipotetizaba que los elementos
con un alto grado en el tumor son los que impulsan la progresiéon y que una mejor
caracterizacion de ellos define mejor la enfermedad. Como mayor limitacion exponian la
variabilidad interobservador a la hora de caracterizar el grado Gleason y las mediciones

que ellos planteaban.

El grupo de investigacion de Iczkowski et al. identific6 manualmente varios patrones en

preparaciones digitalizadas de 153 pacientes sometidos a prostatectomia radical 1. Entre
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los que se incluia el patron criboso (Gleason 4) y patrones de alto grado (Gleason 5), entre
otros. Se extrajeron los porcentajes y otras mediciones de estas areas, concluyéndose que
la presencia de patron criboso estaba asociado a un riesgo de recidiva bioquimica

semejante al de células sueltas (Gleason 5).

Todos estos datos preliminares indican la importancia de una cuantificacion precisa y de
una clasificacion homogénea. Es por ello que la patologia digital se plantea como una
herramienta muy prometedora a la hora de mejorar el diagndstico de esta enfermedad y

el manejo clinico de los pacientes.

3.4 Patologia digital

La patologia digital es un término amplio que incluye los aspectos relacionados con la
utilizacion de las tecnologias de la informacion y las comunicaciones en anatomia
patoldgica. En la practica, principalmente, hace referencia al uso de imagenes de

escaneado completo de preparaciones o Whole Slide Imaging (WSI) .

Estas imagenes son una representacion digital de los cristales de anatomia patologica que
incluyen multiples resoluciones desde una vision panoramica, hasta un aumento de 40X

(0.25uM/pixel) 0 20X (0.5uM/pixel), siendo este tltimo el mas utilizado.

La utilizacion de esta tecnologia ha ido en aumento en estos Ultimos afios. Habitualmente,
su uso era con fines docentes o para la valoracion de segundas opiniones, ya fuesen casos

de complejo diagndstico o errores en técnicas.

Actualmente, ya hay varios laboratorios donde se utiliza el diagnéstico digital en el
trabajo asistencial, siendo necesaria la visualizacion conjunta en cristal mientras se realiza

la curva de aprendizaje °.

A mediados de 2017 se produjo un gran avance en la legislacion referente a esta
tecnologia®’. La FDA (food and drugs administration) permitié por primera vez
comercializar un dispositivo de escaneo para el diagnostico primario, y ademas, cambio
la clase en la que estos aparatos eran calificados; pasando de ser una clase Ill a ser

incluidos en la clase 11 de la FDA.
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Este organismo otorga la clase 111, en términos generales, a los dispositivos que puedan

representar un riesgo para la salud, no disponiendo de suficiente nivel de evidencia que

asegure la seguridad del paciente. Los dispositivos de esta clase tienen que someterse a

una vigilancia y a unos controles muy estrictos.

Sin embargo, con la extension del uso de esta tecnologia se han publicado cada vez méas

articulos en los que se comparaba esta técnica con la microscopia Optica convencional,

arrojando estos trabajos unos buenos niveles de correlacion 222, Por estos motivos, los

dispositivos WSI han pasado a ser calificados como clase 11 (clase de riesgo moderado).

Actualmente, existen varios estudios en los que se exponen las limitaciones y beneficios

de esta tecnologia 2* 2°. Se destacan los datos mas importantes en las tablas 3 y 4.

Potenciales Beneficios

Seguridad
del paciente o Reduccidn del riesgo de etiquetado errdneo del paciente al estar
incluido en el sistema de trazabilidad.
o Reduccién del riesgo de la pérdida o rotura de cristales.
Flujo de
trabajo o Asignacion rapida de trabajo, seguimiento de casos, archivo y
recuperacion.

o Eficiencia en el diagnostico.

o Mejora en los tiempos de transferencia de los casos.

o Diagnéstico rapido de casos urgentes y de segundas opiniones
Forma de
trabajar o Trabajo flexible y posibilidad de desempefio remoto.

o Ventajas en ergometria.

o Ensefanza.
Calidad del
servicio o Intercambio de informacion y colaboracion.

o Acceso a las preparaciones archivadas.

o Disminucion de la variabilidad interobservador.

o Mejora de la validez de las auditorias diagnosticas.

o Investigacion.

Tabla 3: Potenciales beneficios de la patologia digital. Informacion obtenida de (24, 25).
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Potenciales Limitaciones

Técnica de o Tiempo de adquisicion de imagenes.
escaneo o Problemas desenfoque.
Imagen o Gran tamafio de los archivos.

digitalizada: | o En la mayoria de casos, no es posible moverse entre varios planos de
enfoque. Es decir, no existe el “micrometro” del microscopio Optico
convencional. Este problema se resuelve con la funcién Z-stack de algunos

scanners, pero es costosa en tiempo y tamafio de archivo.

Otras
o Inversion econdmica inicial importante, ordenadores, monitores,

establecer red de servidores y software.

o Curva de aprendizaje.

o Baja aceptabilidad de la patologia digital por parte de los pat6logos
Tabla 4: Potenciales limitaciones de la patologia digital. Informacién obtenida de (24,25).

Tal y como hemos mencionado anteriormente, existen varios estudios en los que se
compara el diagnostico entre WSI y la microscopia dptica convencional. Los datos que

se mencionan a continuacion han sido extraidos de una revision sistematica?®.

e Se incluyeron 8069 comparaciones en la que hubo 335 discordancias (4%). De las
mismas, 28 (0.34%) hubieran repercutido en una dafio moderado o grave al paciente.
e Lamayor discordancia se observo en la valoracion de la displasia. Como justificacion
hallaron que la mayoria de los errores se debian a la utilizacion de muestras con una
magnificacion de 20X (0.5uM/pixel). Estos problemas en la identificacion se
reducian en gran medida gracias a la utilizacion del objetivo de 40X (0.25pM/pixel).

Finalmente, uno de los puntos fuertes de esta nueva tecnologia en anatomia patolédgica es
que permite mejorar la exactitud y la variabilidad interobservador de muchas de las
mediciones como, por ejemplo, el porcentaje y area tumoral, el grado de invasion, el
porcentaje de celulas positivas de una tincion de inmunohistoquimica, distancia al limite

quirargico etc... Ahorrando tiempo y esfuerzos al patélogo.
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3.4.1 Analisis de imagen y sistema de Gleason

Las imégenes digitales estdn compuestas por una matriz de numeros que representan cada
pixel que la compone. Cuando se utiliza el espacio de color RGB (del inglés red green
blue), el m&s cominmente utilizado, la representacion seria mediante la superposicién de
3 matrices, cada una perteneciente a un color de los mencionados. A cada uno de estos,
se le asigna un valor de intensidad que varia desde el 0 (negro) al 255 (blanco). Por
ejemplo, el color de un pixel perteneciente al nicleo de un linfocito que con la tincion de
Hematoxilina-Eosina tiene un color predominantemente azul oscuro, tendria estos valores
R: 50, G: 40, B: 155.

Sin embargo, existen otras formas de definir el espacio de color a parte del RGB. Otra
ampliamente usada en patologia digital es la CIELAB. Estrictamente su nomenclatura es
CIE 1976 L*a*b*. Esta clasificacion del espacio de color aporta algunas ventajas sobre
el RGB. Por ejemplo, este espacio separa la componente de luminosidad (L) del resto de
los componentes del color (a, b), permitiendo que estos ultimos sean mucho menos

sensibles a errores.

- Luminosidad: L=0, es negro y 100 indica blanco
“a” compuesta por gama de colores entre rojo y verde

“b” compuesta por gama de colores de entre amarillo y azul

El tratamiento de estos datos mediante técnicas informaticas es la base del andlisis de
imagenes digitales. Son muchos los grupos de investigacion que se han beneficiado del
auge de la tecnologia WSI e intentado mejorar la objetividad del diagnostico actual en

anatomia patoldgica, incluida la valoracion de la préstata.

Algunos de estos grupos de trabajo estdn compuestos por investigadores de primer nivel
en el campo de la patologia como el Dr. J. Epstein, impulsor del nuevo sistema de grados
pronosticos. Sus trabajos se centraban en reducir la variabilidad interobservador que
existen en la valoracion del Gleason 3 y 4 y en hallar nuevos marcadores histolégicos

para el pronostico de la enfermedad 26 7,

Segun la bibliografia revisada, se podrian dividir las técnicas utilizadas para la valoracion

del grado de Gleason en patologia digital en dos grandes grupos:
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- Deep learning®®
- Técnicas de extraccion de caracteristicas 0 segmentacion asociadas a clasificadores

La primera, tiene la peculiaridad de aprender automaticamente caracteristicas relevantes
a multiples niveles, que son constantes a las variaciones de la muestra problema? 2°,
Estan compuestas por una red neuronal artificial (de tipo convolucional) imitando algunas
caracteristicas de las células nerviosas de nuestro organismo como el establecimiento de
conexiones entre si. Cuando se introduce una imagen a la red estas conexiones van
variando de intensidad, potencidndose unas e inhibiéndose otras en dependencia de las
caracteristicas de ésta, creando un patron caracteristico para cada tipo de imagen. Tienen
la ventaja de que no exigen un tratamiento previo de la imagen. Pero es necesario un gran
numero de iméagenes para realizar el entrenamiento previo. Ademas de no obtener datos
intrinsecos de la glandula de una forma directa que pudieran ser de interés como por

ejemplo, area de luz glandular o atipia de los ndcleos.

El segundo enfoque se caracteriza por la extraccion de caracteristicas de la muestra
mediante algoritmos de analisis de texturas, como la extraccion de bordes o la variacion
de los pixeles en regiones definidas o de algoritmos de agrupacion de pixeles en grupos,
entre otros?®. Este primer paso, es necesario para poder obtener datos relevantes de los
componentes que se quieren detectar. La clasificacion de estos se suele realizar mediante
algoritmos de aprendizaje automatico (machine learning). Los mas frecuentemente

utilizados son?:

- Support Vector Machine (SVM): se basa en la obtencién de la recta o hiperplano
gue mejor es capaz de separar los componentes a clasificar.

- Random Forest (RF): estdn formados por varios arboles de decision acoplados
entre si. Seleccionando en cada uno de ellos la mejor variable que define el
componente a clasificar.

- Adaboost (Adaptative Boosting): se trata de un meta-algoritmo que funcionan a
partir de la interaccion de varios algoritmos clasificadores débiles. Estos ultimos
realizan una clasificacion parcial de los componentes. Pero englobados en el
funcionamiento del adaboost cada uno se enfoca en el error del anterior,

consiguiendo partir de clasificadores débiles un clasificador fuerte.
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Algunos trabajos revisados utilizan un abordaje muy “directo” del problema intentando
identificar el grado Gleason utilizando regiones de la imagen marcadas por los patélogos
30,31 Extraen un set de caracteristicas y aplican clasificadores automaticos tipo Random
Forest 0 Adaboost. Otros grupos de investigacion realizaban una caracterizacion de la
glandula segmentando mediante un algoritmo de agrupamiento en grupos (K-means) sus
componentes principales nucleos, estroma, citoplasma y luz. A partir de estos
componentes intentan diferenciar entre Gleason 3y 4 utilizando datos extraidos mediante

teoria de grafos y la aplicacion de un clasificador de los mencionados anteriormente.
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4. Hipotesis

Mediante herramientas de anélisis de imagen digital es posible identificar de un modo
automatico los diferentes patrones Gleason del adenocarcinoma de préstata, con una

exactitud comparable al patélogo.
5. Objetivos
Obijetivo principal del proyecto:

Identificar y cuantificar de forma robusta y automatica mediante analisis de imagen las
glandulas normales y los patrones de Gleason del adenocarcinoma de prostata, que

presentamos a continuacion:
- Gleason 3: Glandulas discretamente bien formadas

- Gleason 4: Cribiforme, Glandulas fusionadas, Glandulas pobremente formadas,

Glandulas glomeruloides.
- Gleason 5: En sdbana, En cordones, Nidos sélidos, Necrosis central, Células sueltas.
Objetivos secundarios:
- Establecer una sistematica de escaneo adecuada y valoracion del resultado.

- Determinar la variacion de los valores de los pixeles entre la imagen en formato TIFF

y el formato utilizado.

- Evaluar las herramientas (programas informaticos, algoritmos, etc ...) que mejor se

adeclian a nuestro interés.

- Establecer las caracteristicas definitorias y discriminativas de los diferentes patrones.
Y de los tipos celulares que pueden interferir. Estas tienen que ser 6ptimas para ser

identificadas mediante el ordenador y no suponer un costo computacional inasumible.

- Establecer un orden jerarquizado de aplicacién de estas herramientas para poder

concluir inequivocamente en el patron en cuestion.
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- validacién de los resultados obtenidos después de la aplicacion de algoritmos
destinados a definir los componentes

- Medicion del grado de correlacién entre el sistema automatico/patologo.
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6. Material y Métodos

6.1 Adquisicion de conocimientos

Para la adecuada diferenciacion entre los patrones de Gleason, el correcto entendimiento
de los articulos relacionados con nuestro trabajo y los algoritmos utilizados. Fue necesario

realizar un periodo de formacion compuesto por:

- Periodo de aprendizaje en el servicio de Anatomia Patoldgica del HUMS junto a los
doctores encargados de la seccion de uropatologia, el Dr. Jorge Alfaro Torres y la
Dra. Isabel Marquina Ibafiez. La formacion se dividio de la siguiente manera:

o Visualizacién conjunta de casos de prostatectomia radical. Se revisaron 10
casos aproximadamente, 370 cristales durante un periodo de 2 semanas.

o Establecimiento del nivel de concordancia. Se seleccionaron 30 casos de los
que realicé la valoracion del grado de Gleason. Estos datos se compararon en
términos de grado detectado (indistintamente del porcentaje) con los informes
de estas muestras objetivandose una concordancia del 70%.

- Periodo de aprendizaje en el Instituto de Investigacion en Ingenieria de Aragon (13A)
junto al equipo de analisis de imagen médica. Compuesto por reuniones semanales
desde finales de 2017 hasta la actualidad. Donde realice una tarea de conexion entre
estos y los profesionales de anatomia patoldgica adquiriendo conocimientos basicos

en andlisis de imagenes y técnicas de “big data”.

6.2 Revision bibliogréafica

Las caracteristicas propias de este trabajo han hecho necesaria la puesta al dia de las
ultimas actualizaciones relacionadas con el manejo del paciente con adenocarcinoma de
préstata, las actualizaciones en el sistema Gleason y el nuevo sistema de grados
prondsticos. Tambien se han evaluado articulos de patologia digital de caracter general
haciendo hincapié en los articulos de andlisis de imagen aplicados a la prostata. Ademas,

de material de caracteristicas mas técnicas sobre el procesamiento de imagen.

Para ello se realiz6 una busqueda actualizada en Pubmed utilizando los siguientes

términos: (“Gleason score” OR “Prostate neoplasm’) AND (“Whole slide imaging” OR
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“digital pathology’’) AND (“imagine analysis” OR “Imagine processing” OR “computer-

assited” OR “machine learning”) NOT “magnetic resonance imaging”
De los articulos encontrados se seleccionaron los que méas se adecuaban a nuestro interés.

6.3 Seleccidn de pacientes

Para la consecucion de este proyecto, se tomaran todos los casos de prostatectomia radical
realizados durante el afio 2017. Con ello, se quiere garantizar el ajuste a los criterios de
interpretacion del grado Gleason a las ultimas recomendaciones de la Sociedad
Internacional de Uro-pat6logos publicadas en 2015, El nimero total de casos incluidos

en el estudio es 127 compuestos por cristales tefiidos con H&E.
Las limitaciones a la inclusion de las muestras, son:

- No formaran parte del estudio los cristales de ganglios linfaticos, ya que la
valoracion de los mismos no esta incluida en los objetivos de este trabajo.

- Muestras que no sean Optimas para el proceso de escaneo, ya sea, por rotura parcial
del cristal, o por alguna otra circunstancia que pueda suponer un riesgo al
funcionamiento del scanner. Estas incidencias seran registradas y se valorara la

obtencion de cortes adicionales.

Este tamafio muestral es muy superior al del resto de los estudios comparables al nuestro,
ya que estos no solian superar los 50 casos (2000 cristales). Ademas, en el marco del
proyecto pretendemos detectar patrones de Gleason 5 mas infrecuentes, objetivo no

abordado en estudios previos y cuya prevalencia real esta por cuantificar.

La separacion del total de casos en diferentes grupos para la clasificacion final del patron
se explicara en el apartado de Futuro trabajo (10.3) en el que se explica la aplicacion del

clasificador de aprendizaje automatico supervisado.
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6.4 Obtencion de imagenes

Cada una de las preparaciones ha sido digitalizada utilizando el scanner Aperio AT2
(Leica Biosystems) ubicado en el Servicio de Anatomia Patoldgica del HUMS, a la
magnificacion de X40 (0.25uM/pixel) y utilizando el formato JPEG2000. El dispositivo
estad autorizado para el uso diagnostico mediante el certificado CE-1VD. Estas imagenes
seran almacenadas en dispositivos especificos para este fin, pertenecientes al instituto de
investigacion en ingenieria (13A).

El funcionamiento béasico del scanner Aperio AT2 se detalla a continuacion:

- Introduccién de los cristales previamente limpiados en los racks disponibles. Se
pueden introducir un total de 400 cristales.

- El aparato detecta la parte del cristal que tiene la muestra y establece unos puntos
de enfoque predeterminados.

- La muestra comienza a desplazarse debajo del objetivo de manera que se va
digitalizando a partir de lineas perpendicular al eje mayor del cristal. Y cuando
Ilega a un punto de enfoque, realiza esta tarea.

- Una vez digitalizada toda la preparacién, los datos se vuelcan al disco duro o

servidor.

Como la seleccidn del area a escanear no es igual en todos los cristales, el tiempo de
escaneo y el tamafo del archivo varian. El error mas frecuente en este tipo de aparatos es
el del desenfoque, que se solucionaba introduciendo de forma manual méas puntos de

enfoque.

Es necesario tener un buen control de las muestras escaneadas. Utilizando como soporte
el programa EXCEL, se dispuso una hoja de trabajo con todas las preparaciones, dénde
quedaba reflejada en qué fase del proceso se encontraba cada muestra y cualquier

incidencia.

- Fase 1: Muestra no escaneada, pero que cumple criterios de inclusion
- Fase 2: Muestra escaneada

- Fase 3: Muestra escaneada, identificada, revisada y en dispositivo de almacenaje final.

29



Para garantizar el cumplimiento total del escaneo en un tiempo aceptable, se establecid

un estricto horario detallado en el “Anexo III”’

6.5 Comparativa imagen TIFF e imagen JPEG2000

La imagen en el formato TIFF (.tiff) es una imagen “en bruto” en la que no se producen
pérdidas. En cambio, en el formato JPEG2000 (.jp2) la imagen sufre una pérdida al
comprimirse. Partiendo de una misma preparacion escaneada en cada uno de estos
formatos se evaluaran las diferencias que existen entre ellas. Se realiza el agrupado en
clsteres mediante el algoritmo K-means en ambas imagenes, estableciéndose el cluster
1 como estroma, el cluster 2 como luz y el cluster 3 como nucleos y se realiz6 una matriz

de confusion.

6.6 Definicion de caracteristicas histoldgicas detectables.

Bajo la supervision de los patologos, se definieron los pardmetros caracteristicos y
cuantificables de los diferentes tipos histoldgicos importantes para la caracterizacion del
grado Gleason y la secuencia de valoracion de las preparaciones que se realiza en este
analisis. Se definieron en una primera reunién los aspectos destacables y definitorios de
los diferentes grados de Gleason. Posteriormente, se traté de segmentar estos aspectos tal

y como se describe en el apartado 6.7

6.7 Analisis de imagen

Por defecto, las imagenes se encuentran en el espacio de color RGB para poder ser
reproducidas en los medios fisicos de visualizacién habituales. Por lo tanto el primer paso
debe de ser la conversion al espacio de color CIELAB. Seguidamente se realiza el analisis

propiamente dicho:

- Segmentacion de luz y nucleo mediante el algoritmo K-means y validacion

- Segmentacion de estroma y citoplasma y validacion
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- Deduccion de los Componentes Problema Finales (CPF) y extraccion de

caracteristicas

A continuacion se expone mas detalladamente los pasos de este proceso.

Se Aplicé el algoritmo K-means, para identificar los componentes préximos al blanco
(luces) y los componentes proximos al negro (nucleos). La validacion se realizd
superponiendo la imagen original y valorando el numero de falsos negativos y falsos

positivos

El algoritmo K-means permite un agrupamiento en cllsteres. En nuestro caso, en
dependencia de la intensidad del pixel. Es necesario fijar un nimero de cldsteres o grupos
(K). Su funcionamiento bésico es el siguiente:

- Se prefijan los centroides de cada cluster (K).

- Se realiza el proceso de asignacién de los pixeles al cluster mas proximo, en
funcion de la distancia al centroide.

- Los centroides se vuelven a establecer promediando todos los pixeles.

- Elpunto 2y 3 se repiten hasta que se logre la convergencia y ningun pixel cambie

de cluster.

Mediante técnicas de analisis de texturas y otros algoritmos como los basados en la
deconvolucion de los colores, se identifica el estroma y el citoplasma. La validacion se
realiza superponiendo la imagen original marcada por el experto y calculando el

coeficiente de similitud Jaccard.

Tras la segmentacion del estroma, los componentes delimitados por estos seran
detectados como Componentes Problema Totales (CPT). Sobre estos se realiza una
deducciodn basada en caracteristicas histopatoldgicas para detectar los componentes que
claramente no son tumorales y excluirlos de nuestro analisis. De esta manera quedan
constituidos los Componentes Problema Finales (CPF) que seran etiquetados por el

experto.

Se extraen datos sobre las caracteristicas de los nicleos entre si y la luz; la forma glandular

y datos de atipia mediante técnicas de andlisis de imagen.
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Finalmente, se establece un clasificador de aprendizaje supervisado adecuado a la
naturaleza de las variables correspondientes a las caracteristicas detectadas. Los
algoritmos de machine learning de este tipo mas utilizados son Random Forest (RF) y
Support Vector Machine (SVM).

Los algoritmos utilizados estan programados en C++ y en el lenguaje de programacion
de MATLAB

6.8 Etiquetado de los Componentes Problema Finales (CPF)

Los pat6logos visualizan los diferentes Componentes Problema Finales (CPF) junto a la
porcion de la imagen original adyacente a estos, para su correcta contextualizacion.

Deben de identificar cada CPF con el patron al que pertenecen.

Se utiliza para este fin, un software optimizado para permitir la identificacion rapida

pulsando una tecla.
6.9 Clasificacion de los CPF en los patrones Gleason

A partir de los CPF identificados se establece un clasificador de aprendizaje supervisado
adecuado a la naturaleza de las variables que se corresponden a las caracteristicas
detectadas (distribucion de los nucleos, presencia de luz, forma...). Los algoritmos de
machine learning de este tipo mas utilizados son Random Forest (RF) y Support Vector
Machine (SVM).

6.10 Anadlisis final de los resultados del software.

El anélisis del funcionamiento de nuestro software se valora mediante una matriz de
confusion. Este método es idoneo porque permite la valoracion del grado de acierto y
caracterizar el error. A modo de ejemplo y facilitar el correcto entendimiento de este
apartado, se ha realizado una matriz de confusién orientativa, representada en la tabla 5.
Los CPF identificados por el patologo se representan con la letra “P” y 1os identificados
por el software mediante una “S”. Al tratarse unicamente esta tabla para fines explicativos

no se han incluido todos los patrones.
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Matriz de confusién Patélogo (CPF)

CPF software/ Glandulas
discretamente
bien formadas

Cribiforme (P)

CPF patélogo

Glandulas
discretamente

bien formadas (S)

Software (CPF
Cribiforme (S)

Glandulas Acierto
fusionadas (S) Glandulas
fusionadas)

Tabla 5: Matriz de confusion para la validacion de los resultados finales.

A partir de estos datos se podran calcular algunos estadisticos descriptivos como la
precision global, la Logloss y el &rea bajo la curva. Que permitird una correcta valoracion

de nuestros datos.

6.11 Aspectos éticos

De acuerdo a las caracteristicas de nuestro estudio al precisar el manejo de informacion
sensible de pacientes, y en concreto de su @mbito oncoldgico se solicitd la aprobacion del
estudio por el Comité Etico de Investigacion Clinica de Aragon (CEICA). Dicha

aprobacién se adjunta en el “Anexo IV”.

33



7. Resultados

7.1 Proceso de escaneo

Antes de comenzar esta tarea, pese a tener definido que el escaneo se realizaria a 40X
(0.25uM/pixel), se tomd un mismo caso y se realizé este procedimiento también a la
magnificacion 20X (0.5uM/pixel) exponiéndose las diferencias encontradas en la tabla

6.

X20 (0.5uM/pixel) X40 (0.25uM/pixel)
T. escaneo 1 caso 1.5h 4h
T. escaneo todos los 195h 510h
casos (127 casos)
Numero de casos 45-46/sem 20
/semana segun el 1380-1840Ghb/sem
horario propuesto.
Duracién escaneo del 3 Semanas 7 Semanas
proyecto completo
segun el horario que
planteo
Tamafio 1 caso 30-40 Gb 100-110 Gb
Tamario total casos 3.6-4.8Th 12-13Th
(120 casos)
Necesidad de copia a 1 vez/semana 3 veces/semana
almacén definitivo
desde disco duro
externo (930Ghb)

Tabla 6: Comparativa entre escaneado 20X y 40X.

Desgraciadamente, por algunos problemas técnicos no se ha logrado el objetivo de
escanear todas las muestras. Se produjeron retrasos a la hora de recibir la formacion
necesaria para manejar el aparato, también se dedico un tiempo a establecer la mejor
dinamica de escaneo y hubo algun periodo en que no se pudo utilizar el aparato. Esto ha
provocado que el nimero de casos escaneados hasta la fecha sea de 59 (46.5% del total
de casos). Son un total de 2192 cristales, lo que nos da una media de 37.15 cristales por

Caso.

- Seexcluyeron 5 cristales (0.23%), por encontrarse dafiado el cristal (no se tiene en
cuenta las preparaciones de ganglios linfaticos).

- El nimero de cristales repetidos es de 53 (2.70%), dentro del limite del 5%
establecido como aceptable por la SEAP?. El motivo principal fue que tenian atn
restos de las marcas que realizan los patélogos sobre el cristal y que no habian sido

correctamente limpiadas. El segundo motivo en frecuencia fue errores de
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desenfoque. Finalmente, el motivo de menos frecuencia fue el provocado por fallos

en la transferencia de datos a los discos duros.

7.2 Comparativa imagen TIFF e imagen JPEG2000

Una vez escaneados los cristales en ambos formatos, se evaluaron las diferencias entre

los clsteres de las dos imagenes mediante esta matriz de confusion (figura 5):

RAW

1 2 3
JPEG2000

Figura 6: Matriz de confusion entre la imagen en TIFF (Raw) y JPEG2000. Variacion de los pixeles
incluidos en cada cluster. 1 Raw) cluster de estroma de la imagen en TIFF. 2 Raw) clister de luz de la
imagen en TIFF. 3 Raw) clUster de nicleos en la imagen en TIFF. 1 JPEG2000) clister de estroma de la
imagen comprimida. 2 JPEG2000) cluster de luces de la imagen comprimida. 3 JPEG2000) cluster de
nucleos en la imagen comprimida.

El porcentaje que aparece en la diagonal hace referencia al grado de concordancia entre
los clusteres emparejados de la imagen en TIFF y la imagen en JPEG2000. Donde més
variacion se ha producido es en el cluster de nucleos. Esto es debido al tipo de compresién
que utilizan las imagenes en JPEG2000, basada en la transformada de Wavelet. Para
interpretar estos datos, a efectos practicos, este modelo de compresion parte de la imagen
de tamaiio original y va realizando filtros a resoluciones mas bajas y va detectando las
diferencias entre estas imagenes realizando una interpolaciéon. Como en nuestro caso el
componente principal de toda la muestra es el estroma, este sera el principal componente
cuando la imagen esté a baja resolucion, por esa razon es el componente que menos varia

en nuestro analisis.
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Pese a estos resultados, dado que el tamafio de la imagen en formato TIFF, supone 15
veces el tamafio de la imagen en JPEG2000 y ambas estdn recomendados por la

Asociacion Espafiola de Anatomia Patoldgica, se utiliza este Gltimo tipo de formato®.
7.3 Secuencia de aplicacion de técnicas de analisis

Se muestra el esquema de deduccion jerarquizada de componentes:

Caracteristicas:
- JPEG2000
Taagen.de + - CIELAB (eliminando L)
S - 100.000X80.000 pixel
(aprox.)
v Validacion:
K-means; Superposicion a la original y
Segmentacion deteccion de FP. VP
nucleo y luz.
HOG:? Validacion:
Segmentacién Experto etiqueta el estroma en
estroma y | una serie de mustras. Se
citoplasma realiza la superposicion con
nuestros datos y se calcula el
indice de Jaccard

v

Delimitacion

de los CPT A : £ s
Aplicacion de datos histopatologicos para
eliminar los componentes que claramente no son
| tumor.
v Validacion: analisis de los CPT eliminados
CPF
4 2~
Extraccion de caracteristicas: Identificacién de los CPF por
- Forma parte de los patdlogos
-Luz
- Nucleos entre ellos y la luz
- caracteristicas de atipia
v
Algoritmo

Resultado: Patron

aprendizaje
identificado

automatico. >

SVM o RF

Figura 7: Esquema deduccion.
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7.4 Segmentacion nucleo y luz

Tal y como se ha descrito en el apartado de Material y métodos (6.7), para la segmentacion
de los ndcleos y de la luz de las glandulas, se ha implementado el algoritmo K-means.
Los nucleos son los componentes mas cercanos al negro y las luces los componentes mas
cercanos al blanco. Para ello se han evaluado 5 posibilidades que aparecen representadas
en la tabla tabla 7, variando el nimero de clsteres de agrupamiento (K) y los clUsteres

destinados tanto a la luz, como a los nucleos.

N° Opcidn N° Clusters (K) N° cluster al Resto N° cluster al
negro blanco
1 K=5 1-2 3-4 5
2 K=3 1 2 3
3 K=4 1 2-3 4
4 K=5 1 2-3-4 5
5 K=6 1-2 3-4-5 6

Tabla 7: Opciones K-means.

Se ha utilizado para decidir la opcion mas optima de segmentado el software Photoshop.
Con este software, se ha realizado la superposicion de la imagen original con las

siguientes mascaras:

- Mascara de cluster cercanos al negro. Estableciendo la trasparencia de la capa
oportuna, se valoraron estos errores:
o Ndcleos no marcados. Falsos negativos (FN)
o Componentes de la imagen que no son nucleo y se marcan como tal. Falsos

positivos (FP)

- Mascara de Cluster cercanos al blanco. Estableciendo los mismos ajustes, se
valoraron:
o Luz no marcada. Falsos negativos (FN)
o Componentes de la imagen que no son luz, pero se marcan como tal. Falsos

positivos (FP)

Se dio prioridad a la opcién que menos falsos negativos producia y se valord en segundo
lugar los falsos positivos y las estrategias para poder identificarlos y descartarlos de esta

capa.
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A continuacion, se muestra el proceso de segmentacién con la opcién elegida, opcion

numero 1. Los pasos intermedios en este proceso aparecen en las figuras 8, 9y 10:

Figura 8: Output (imagen de salida) de la aplicacion del algoritmo K-
means.

Figura 8. Imagen input.
Se ha elegido una porcién
de la imagen con Gleason
4 (patrén predominante
de fusidn de glandulas).
Ademas, muchos de los
nucleos presentan un
aclaramiento de la
paracromatina. A priori,
este seria el tipo de
nucleo que ofrece mayor
dificultad a la hora de
detectarlo.

Figura 9. Output de los 5
clusteres.

1. Violeta: Nucleo

2. Azul oscuro: Nucleo
3. Cian: Resto

4. Rojo: Resto

5. Verde: Luz

Figura 9: Output (imagen de salida) de la aplicacion del algoritmo K-means.
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Figura 10. Agrupamiento de
los clusteres.

Nucleos en azul oscuro.
Clusteres 1-2 agrupados.

Luz en blanco. Cluster 5.

El resto, que no se utilizar3,
aparece pintado en rojo para
la mejor visualizacidn.

Figura 10: Imagen final del proceso segmentacion de nucleo y luz. Agrupamiento 1-2 nucleos y 5 luz.

En la parte superior de la figura 8 se aprecia el epitelio de una glandula normal que es
detectado correctamente. En la parte tumoral, los nucleos con aclaramiento de la
paracromatina, también son detectados, y se consideraran atipicos. Este dato es

importante para posteriores etapas del proceso.
7.5 Definicién de caracteristicas histoldgicas

A continuacién se definen en las tablas 8, 9 y 10 las caracteristicas de los diferentes
componentes celulares que son marcados como proximos al negro, proximos al blanco y
resto. Separando las caracteristicas propias del componente celular y sus relaciones

externas.
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Vaso

- Puede tener, pero no siempre
hematies en la luz

- Puede tener, pero no siempre
cel. Endotelial protruyendo luz

-En estroma

Glandular (Benigna)

- Normalmente luces grandes,
onduladas
con cuerpo amilaceo

- Luz rodeada de epitelio normal

Glandular anormal - Mucina azul - Luz rodeada de epitelio
- Cristaloides anormal
Cribiforme - Varias luces - En un mismo componente
glandular
Artefacto estroma - Luces poligonales - En estroma

Artefacto luz glandular

- Se separan el epitelio del
estroma

- Deja de un lado el estromay
de otro el componente glandular

Artefacto corte cuchillo

- Luces poligonales

- Forman una linea, no conexa,
perpendicular al corte

Grasa Periprostatica

-Luces caracteristicas de forma
poligonal

- Tabiques muy finos de estroma
que separa estas luces, y muy
vascularizados

Tabla 8: Caracteristicas propias y de relacion con el exterior de los componentes “Hacia el blanco”.
Cluster 5.

- Compuesta de circulos
concéntricos
- Limites bien definidos

- Rojos - Dentro de los vasos
- Sin nucleo
- Rosado - Dentro de la luz glandular

- Pueden estar rodeados de luz o
tocando la pared

-Estructura geométrica eosindfila,
romboidales y prismaticas

- Pueden estar rodeados de luz o
tocando la pared

Tabla 9: Caracteristicas propias y con el exterior de los componentes “resto”. Clister 3y 4.
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(capilar)/vaso
linfatico

N. Epiteliales - Epitelio puede ser cubico, - Luz grande
(benignas) cilindrico o pseudoestratificado
-Pueden tener méas de una capa de
celulas.
N. Epitelial - Agrandamiento nuclear e - Puede tener luz pequefia
atipica hipercromasia (mas tefiida) - Puede tener varias luces
(maligna) - Nucléolos grandes, localizados en | asociadas (cribiforme)
la periferia (puede haber varios) - Puede no tener luz asociada
- Nucleo con aclaramiento de la - Puede estar suelta por el estroma
paracromatina
- Mitosis infrecuentes pero muy
sugestivas de malignidad
- No tiene capa basal
N. Epitelio - Pigmento amarillo (este pigmento | - Este epitelio puede simular
vesicula seminal | no es fruto de la tincidn es propio algunos rasgos de atipia, pero no
de esta parte de la prostata) se tienen en cuenta.
N. Endotelio - Nucleo alargado - Protruye luz vaso
vascular

N. Vaso grande -Endotelio + capa muscular - En estroma
ordenada
N. Fibroblasto/ -Nucleo alargado - En estroma
musculo liso
Linfocito - Nucleo tefiido mas intensamente - En estroma
(no siempre - Citoplasma inexistente - Toman cualquier distribucion
presente) - Cromatina homogénea (mismo espacial posible.
color)
Neutrofilo - Nucleo multilobulado - En estroma
(poco frecuente) | - Citoplasma presente - Toman cualquier distribucion

espacial posible

Limite quirargico

-Linea discontinua verde, roja o
negra

- Separa el material en si del porta
sin preparacion

Artefacto por

- Se tifie de una forma mas oscura

- Son lineas o formas geométricas

ondulados de una forma
caracteristica.

plegamiento porque (tejido mas grueso.)

N. Adipocito - Alargado, pequefio y en la - El adipocito esta en la periferia.
periferia El citoplasma esta vacio.

N. célula - Nucleo y resto de los - En estroma, separado de él

Schwann componentes del nervio, estan normalmente por un halo blanco.

- Se encuentra en la periferia de
la prostata.

Tabla 10: Caracteristicas propias y de relacion con el exterior de los componentes “Hacia el negro”.

Clister 1y 2.
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8. Discusion

Este trabajo final de grado ha servido para sentar las bases del abordaje definitivo que
permitira cumplir el objetivo principal del proyecto. Para ello hemos intentado seguir el
mismo procedimiento que seguiria un patélogo a la hora de gradar este tipo de tumor.
Prueba de ello es que nosotros hayamos optado por detectar cada patrén y a partir de este,
el grado Gleason, tal y como realiza el profesional. En lugar de seguir el procedimiento
descrito en la mayoria de trabajos que abordaban la deteccion del grado Gleason

directamente.

También hemos planteado una sistematica para el marcaje de los diferentes patrones por
el experto a partir de CPF que no aparece reflejada en ninguno de los articulos revisados
hasta la fecha. En los trabajos en que se utilizaban imagenes marcadas por el pat6logo,
estas eran marcadas directamente en las preparaciones sin muchas medidas facilitadoras
para esta tarea. Este procedimiento requiere mucho tiempo y esfuerzo por parte del
patélogo. Ademas, la rotulacion suele realizarse mediante herramientas basicas en
entornos de editado provocando que se introduzca ruido que disminuye la calidad del
analisis posterior. En cambio, nuestro enfoque comienza con un primer procesado de la
imagen seleccionando los componentes delimitados por el estroma y eliminado de estos,
los componentes que claramente no son tumor. Después de este procedimiento es cuando
el patdlogo realiza el etiquetado de los CPF de una forma rapida y sin introducir ruido al

analisis.

En este trabajo se han utilizado imagenes completas de tipo WSI de un tamafio
aproximado de 100.000X70.000 pixeles, muy superior a la mayoria de trabajos. Donde
se utilizaban porciones de estas imagenes que no solian superar los 10.000X10.000
pixeles. Este hecho hace mas complicado el analisis provocando una serie de limitaciones
técnicas. El tamafio de nuestros archivos solia superar los 2 Gb, pero para realizar los
analisis informaticos se debia de trabajar con la imagen descomprimida que solia rondar
los 27 Gb. Esto sumado a la memoria necesaria para realizar el analisis, superaba la
capacidad de memoria RAM de nuestros aparatos. Por lo tanto, en la mayoria de los casos,

nos vimos obligados a procesar las imagenes en mitades.

Ademas, las muestras tenian un grosor de 3-4um que era excesivo ya gque en condiciones

ideales como se muestra en los articulos de patologia digital general revisados, se
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obtienen menos problemas de desenfoque y de aglomerado de ndcleos en cortes mas

finos.

Tomamos varios trabajos como referencia, algunos de ellos fueron los realizados por el
grupo de Nguyen et al donde se encontraron varias limitaciones®* %3, Detectamos que
cuando utilizdbamos el algoritmo K-mean en el espacio de color RGB, obteniamos
variaciones importantes de los centroides entre porciones centrales y periféricas del
tejido. Estas se deben a la propia técnica a la hora de obtener la imagen en el escaner, ya
que la porcion periférica esta mucho mas iluminada que la central. Por lo tanto, decidimos
hacer una conversién al espacio CIELAB, donde la componente de luminosidad (L) es
independiente a los colores. Tras eliminar esta componente (L) y aplicar el algoritmo K-

means los problemas se redujeron en gran medida, confirmando nuestro planteamiento.

Este mismo equipo de investigacion, realizé la segmentacion del estroma con el algoritmo
anterior, como ellos mismo parecen dar a entender, al no utilizar el estroma como un dato
fiable en su deduccion, no se logra hacer una adecuada separacién de este componente.
Realizamos pruebas con sus mismos pardmetros y confirmamos este hecho. Planteamos

que la utilizacion de técnicas de analisis de texturas puede dar mejores resultados.

En la realizacion de este trabajo de patologia digital nos hemos encontrado con varias
dificultades importantes, principalmente por la falta de estandares establecidos y el gran

tamario de los archivos.

El formato en el que se deben de obtener estas imagenes, el espacio de color indicado
para realizar el analisis, las técnicas de validacion de los resultados y los medios fisicos
para la reproduccion de estas imagenes, solo son algunas de las cuestiones que se deberian
de resolver ante el auge de esta tecnologia.

Para este fin, seria interesante valorar si la variacion de pixeles encontrada entre el
formato TIFF y JPEG2000 tiene una repercusion clinica a la hora de realizar el
diagnostico histopatologico en el trabajo asistencial. Por nuestra parte, tendria
importancia estudiar si los resultados finales de este estudio varian si se utilizara el
formato TIFF. También seria posible comparar el formato .tiff, con otros formatos en el
mercado .svs, .jpeg, .vsi, .bif. De esta manera se podria cubrir uno de los problemas
mencionados por The Royal College of Pathologist, la falta de un formato Unico de

archivo que se utilice como estandar en patologia digital®®.
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Dado que actualmente nos encontramos en el proceso de segmentacion y que cada paso
depende del anterior. Existen unas cuestiones a las que deberemos de prestar gran

atencion:

- Interaccion de los linfocitos en la secuencia de deteccion.

- Correcta identificacion del patron de células sueltas.

- Correcta identificacion del patron de necrosis central (muy infrecuente).

- Valorar un sistema de contextualizacién final de las glandulas, para determinar

los efectos del corte.

Ademas de poder reducir la variabilidad interobservador y de obtener mas datos
valorables del tumor. Con nuestro enfoque establecemos las bases para futuros trabajos
en los que podriamos correlacionar cada patron con la recidiva bioquimica y ofrecer datos
objetivos que sean de utilidad para resolver algunos temas controvertidos, como el grado
de malignidad que supone el patron criboso, los criterios para la inclusion al programa de
vigilancia activa y ayudar a caracterizar mejor el tumor total, a partir de los datos
obtenidos en los cortes histologicos. Ademas, podriamos analizar otros datos que son
relevantes en otros tumores como la presencia de linfocitos intratumor, dato relevante en

el cancer de mama.

Actualmente, pese a que el trabajo con estas imagenes puede estar sujeto a algunas
limitaciones técnicas, es muy probable que éstas se solucionen con el avance de la
tecnologia. Creemos que la patologia digital y el analisis de iméagenes pueden cambiar el
enfoque actual de la histologia y de la anatomia patologica. Ganando en objetividad y en
la obtencion de datos que nos permitan una mejor estratificacion del riesgo de los
pacientes. Estas, sin duda, han sido y seréan, sefias de identidad de una buena préctica

médica.
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9. Conclusiones

Se ha establecido una dindmica 6ptima de escaneo de los cristales incluidos en este
estudio, cumpliendo con las recomendaciones de la SEAP. Ademas, esto ha permitido la
puesta a punto (calibrado, deteccion de errores...) del scanner Aperio AT2 de reciente
adquisicién por el HUMS. Pese a esto, Unicamente se ha completado el 50% de los casos
incluidos a estudio. Debido a retrasos técnicos, organizativos y a la curva de aprendizaje

para su manejo.

En cuanto a la magnificacion de la digitalizacion de imagenes se ha barajado la
posibilidad de realizar el escaneado a 20X (0.5uM/pixel) o 40X (0.25uM/pixel).
Siguiendo la primera opcion se reduce en un factor 1/3 el tiempo de escaneo y el peso del
archivo.Pese a esto, el escaneo por 40X permite una mayor caracterizacion de la muestra

(en especial de datos nucleares) y esto puede repercutir en el analisis final.

Gracias al analisis comparativo descrito entre la imagen en formato TIFF y en JPEG2000
hemos establecido una sistematica objetiva para valorar las diferencias entre formatos de

imagen a partir del cambio de cldster de los pixeles.

De acuerdo a los datos obtenidos, el algoritmo K-means utilizado sobre imagenes
completas se comporta de una manera méas adecuada en el espacio CIELAB (eliminando

la componente “L”) que en el espacio RGB de color.

Comparando varias opciones del algoritmo K-meas que utilizamos para segmentar ndcleo

y luz hemos determinando la opcién que mejor se adecua a nuestro interés:

- K=5, agrupando los clusteres 1 y 2 (méas proximos al negro) como nucleo vy el

claster 5 (més proximo al blanco) como luz.

Se ha planteado una sistematica de aplicacion de técnicas de andlisis de imagen para
concluir en los CPF. Con esto se consigue dividir el complejo problema de cuantificar los
patrones de Gleason en pequefias unidades que permiten facilitar el abordaje.
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10.Futuro trabajo
10.1 Separacion estroma y citoplasma

Esta distincion es muy importante ya que el estroma separara los Componentes Problema
Totales (CPT) a definir y la deteccién del citoplasma es Util para caracterizar las luces.
Para establecer una adecuada distincion se plantea la implementacion del algoritmo HOG

(Histograms of Oriented Gradient)?°.

Este algoritmo detecta las variaciones en la direccion y en la intensidad de las pequefias
porciones en las que dividiremos la muestra. De esta manera, ponemos en relevancia la
variacion de direccion de las fibras de colageno caracteristicas del estroma y el

componente mas granular sin direccionalidad caracteristico del citoplasma.

También se valoro la utilizacion de otras técnicas de analisis de texturas mencionadas en
otros trabajos, estas son Local Binary Patters, Haralick Textures Features y Gabor
Filters®’.

Tenemos en cuenta que las zonas donde las glandulas estdn mas agrupadas, el
componente de estroma se suele encontrar mas compacto, deberemos de determinar como
se comporta el algoritmo HOG y valorar el uso de otros enfoques como técnicas de

deconvolucion de colores utilizadas para este fin en otras ocasiones®,

10.2 Deduccion de componentes celulares

Se muestra una secuencia de aplicacidn de técnicas de analisis de imagenes que intenta
imitar a la valoracion que hace el anatomopatdlogo de una preparacion de prostatectomia

radical.

10.2.1 Tratamiento pre-analisis:

- Enla capa de nucleos detectaremos el artefacto de plegamiento. Caracteristicamente
son areas grandes de forma geométrica. Estableceremos el limite de valor de area que
se corresponde con esta y extraeremos las formas para identificarla y eliminarla del

analisis
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En la capa de luces detectaremos las luces que estan rodeadas de estroma. Estas son
artefactos presentes en estroma, artefactos provocados por la cuchilla o pequefios
capilares sin hematies en su interior. Estos componentes también seran eliminados de
nuestro analisis. En esta misma capa, detectaremos las luces que estan en contacto por
un lado, con el componente glandular (ndcleo, citoplasma) y por otro lado, el estroma.
Estas luces tnicamente pueden ser retraccion periacinar. Ese dato sera valorado para

la contextualizacion de las glandulas (figura 11y 12).

Figura 11: Representacion Figura 12: Representacion
grafica de la retraccion gréafica de los artefactos del
periacinar. estromay de los capilares.

Detectaremos en el histograma de la preparacion, la coloracion amarilla tipica del
pigmento de la vesicula seminal. Este pigmento es independiente de la tincion de la
muestra. Solo se ha detectado una coloracion similar en material de degradacion en el
contexto de infeccion, ademas, esa coloracion estaba fuera del componente glandular,
al contrario del pigmento de la vesicula seminal. Si es detectado en el histograma, la
secuencia del programa la buscara dentro de las glandulas, excluyéndola del analisis.
Identificacion del &rea conexa de luz de mayor tamafio de la imagen (LM). Los
componentes de la imagen incluidos en ésta, es decir, las diferentes porciones de
tejido, seran identificadas como muestras problema (MP).

En cada MP se identificara el borde quirtrgico estableciendo el perimetro la MP y
detectando aquellos que estan segmentados por una gran region de capa ndcleo (mas
préxima al negro) en la interseccion LM-MP. Con esto se determinara la orientacion
de la muestra y se pondra en contexto con los datos del bloque al que pertenece la

muestra.

10.2.2 Analisis:

Mediante la segmentacion del estroma en cada muestra problema (MP), podremos

identificar las partes que quedan inmersas en éste, estos seran los Componentes Problema

Totales (CPT) que incluyen glandulas benignas, glandulas tumorales, y vasos de mayor
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calibre con capa muscular. A continuacion, se muestran los procedimientos a seguir para
excluir del andlisis los componentes que claramente no son tumor, para quedarnos

finalmente con los Componentes Problema Finales (CPF).

- Tal y como realiza el patdlogo, identificaremos las glandulas con una gran luz que es
un dato claro de benignidad. Este dato se extraera de una forma similar a la realizada
en el trabajo Diamond et al 3.

- Se eliminan del analisis las glandulas con una luz y varias capas de ndcleos, ya que
estas son caracteristicas de glandulas benignas o de neoplasia intraepitelial (PIN) que
no se analizaran en este estudio. Al seleccionar Unicamente las glandulas de una luz
no interfiere con el patron criboso y patrén de glandulas fusionadas.

- Para determinar el contenido de la luz de los compontes problema totales (CPT) se
calculara el perimetro de la luz mayor del CPT y el perimetro de citoplasma interno,
la diferencia entre ambos sera el contenido de la luz glandular. Mediante técnicas de
analisis de textura e histograma se detectan los hematies, calificando estos CPT como
vasos Yy se excluirdn del andlisis. EI contenido de la luz detectado del resto, se tendra
en cuenta para la posterior clasificacion de los patrones.

Después de la eliminacion de estos se constituyen los componentes problema finales

(CPF). Y seran los que se presenten al patdlogo para realizar el etiquetado.

Finalizado ese proceso y para poder realizar la clasificacion posterior en cada patron,
deberemos de realizar una extraccion de caracteristicas de cada CPF. De la misma manera
que el patdlogo se fija en las caracteristicas nucleares, distribucion de los nucleos, forma
glandular, presencia de luz y su contenido... Nosotros utilizaremos algoritmos para

valorar dichas caracteristicas, basandonos en otros grupos de trabajo33 3.

10.3 Clasificacién de los patrones Gleason

Para poder concluir finalmente en el patrén en cuestion aplicaremos unos de los dos
algoritmos de aprendizaje supervisado mas utilizados, Random Forest (RF) o Support
Vector Machine (SVM). La utilizacion de uno u otro dependera del tipo de variables que

finalmente utilicemos para describir las caracteristicas mencionadas de los CPF.
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Para la aplicacion de estos algoritmos se sigue una mima sistematica que viene ya
predefinida. En primer lugar, se separan los 127 casos en dos grupos de una forma
aleatoria simple. Uno de ellos incluira el 80% y ser& denominado grupo de entrenamiento.

El resto, es decir, el 20% constituira el grupo de prueba.

El grupo de entrenamiento es el que se utiliza para establecer los ajustes internos del
algoritmo. Esto es debido a que el circuito esta “cerrado” ya que tenemos el input, las

caracteristicas extraidas del CPF y el output que seria por ejemplo, patrén criboso.

Una vez realizado esto en todos los CPF del grupo de entrenamiento, utilizaremos el
grupo de prueba para determinar como se realiza esta clasificacion. En esta parte
dispondremos del input, pero lo que queremos es detectar si el algoritmo es capaz de
determinar a partir de sus ajustes internos que patrén es. Como las muestras de prueba
también estan identificadas, podemos determinar si se ha identificado de una forma
correcta 0 no y extraer datos estadisticos, el mas importante en este procedimiento se

calcula a partir de la sensibilidad y la especificidad, el area bajo la curva (en inglés AUC).

A continuacion, se vuelve a realizar la division del grupo de entrenamiento y el de prueba
de forma aleatoria, creando dos grupos diferentes a los previos. Se volvera a ajustar el
algoritmo a este grupo de entrenamiento y se analizara como se comporta en el grupo de

prueba valorando el AUC, que se ira incrementando.

Estos pasos se repiten sucesivamente. Hasta que llega un momento donde el AUC se
estanca o incluso disminuye. Este dato es nuestra sefial de parada. Esta disminucion en el
desempefio es debida a que el software empieza a sobreajustarse. Es decir, empieza a
establecer unos ajustes internos a unos datos puntuales de las variables que no se pueden

generalizar.
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12.ANEXO I: Datos del informe e Imagenes

12.1 Datos informe

Los datos de importancia que deben de constar siempre en el informe, son:

*Siel patrén terciario es mayor que los otros dos y ocupa >5% del tumor, algunos patélogos -y asi recomienda la publicacién
de la WHO 2016-, lo incorporan al score Gleason como patron secundario.
*CAP Protocol for the Examination of Specimens From Patients With Carcinoma of the Prostate Gland.

Figura 13: Datos del informe de prostatectomia radical de Anatomia Patoldgica. Imagen obtenida de
(12).
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12.2  Iméagenes del adenocarcinoma de proéstata

e Datos patognomonicos

rOsEy

Figura 14: Fibroplasia mucinosa (2). Porcién de la imagen gradada como Gleason 3. También se aprecia,
un dato no patognomonico, pero sugestivo de malignidad la presencia en el interior de la luz de mucina
azul (1). Fotografia de microscopia Optica, tincion Hematoxilina Eosina (H&E) a 20x. Imagen obtenida en

el servicio de anatomia patoldgica del HUMS.

2

Figura 15: Glandulas glomeruloides. Fotografia de microscopia éptica, tincion Hematoxilina Eosina
(H&E) a 40x. Imagen obtenida en https://www.seap.es/documents/10157/1432467/Algaba+-

+SEAP+2016.pdf
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Figura 16: Invasion perineural. Las glandulas tumorales rodean completamente a la fibra nerviosa.
Fotografia de microscopia éptica, tincion Hematoxilina Eosina (H&E) a 40x. Imagen obtenida en el servicio
de anatomia patologica del HUMS.

e Patrones de Gleason

Figura 17: Patrén de glandulas discretamente bien formadas (Gleason 3). Fotografia de microscopia
Optica, tincion Hematoxilina Eosina (H&E) a 20x. Imagen obtenida en el servicio de anatomia patoldgica
del HUMS.
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Figura 18: Patron criboso (Gleason 4). Fotografia de microscopia oOptica, tincion Hematoxilina Eosina
(H&E) a 20x. Imagen obtenida en el servicio de anatomia patoldgica del HUMS.

Figura 19: Patron de glandulas fusionadas (Gleason 4). Fotografia de microscopia oOptica, tincion
Hematoxilina Eosina (H&E) a 40x. Imagen obtenida en el servicio de anatomia patol6gica del HUMS.

57



M1l

Figura 20: Patrén de glandulas pobremente formada (Gleason 4). Fotografia de microscopia optica,
tincién Hematoxilina Eosina (H&E) a 20x. Imagen obtenida en el servicio de anatomia patoldgica del
HUMS.

Figura 21: Patron de células en cordon (Gleason 5). Fotografia de microscopia 6ptica, tincion
Hematoxilina Eosina (H&E) a 20x. Imagen obtenida en el servicio de anatomia patol6gica del HUMS.
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Figura 22: Patron de células en sabana (Gleason 5). Fotografia de microscopia éptica, tincion
Hematoxilina Eosina (H&E) a 40x. Imagen obtenida en el servicio de anatomia patolégica del HUMS.

Figura 23: Nidos s6lidos (Gleason 5). Fotografia de microscopia Optica, tincion Hematoxilina Eosina
(H&E) a 10x. Imagen obtenida en el servicio de anatomia patoldgica del HUMS.
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Figura 24: Patron en células sueltas (Gleason 5). Fotografia de microscopia Optica, tincion Hematoxilina
Eosina (H&E) a 20x. Imagen obtenida en el servicio de anatomia patoldgica del HUMS.
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Figura 25: Patrén necrosis central (Gleason 5). Fotografia de microscopia éptica, tincién Hematoxilina
Eosina (H&E) a 10x. Imagen obtenida en https://www.seap.es/documents/10157/1432467/Algaba+-
+SEAP+2016.pdf
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e Otros

Figura 26: Caracteristicas de atipia nuclear. Nucléolo prominente, aclaramiento de la paracomatina,
agrandamiento nuclear. Fotografia de microscopia 6ptica, tincion Hematoxilina Eosina (H&E) a 40x.
Imagen obtenida en el servicio de anatomia patolégica del HUMS.

Figura 27: Cuerpos amilaceos. Cuando estan presente son muy sugestivos de glandulas benignas.
Fotografia de microscopia Optica, tincién Hematoxilina Eosina (H&E) a 20x. Imagen obtenida en el servicio
de anatomia patoldgica del HUMS.
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Figura 28: Glandulas de la vesicula seminal. Pigmento caracteristico. Fotografia de microscopia 6ptica,
tincién Hematoxilina Eosina (H&E) a 20x. Imagen obtenida en el servicio de anatomia patoldgica del
HUMS.
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13.ANEXO II: Clasificacion TNM

Para el correcto manejo de cualquier patologia oncoldgica, es necesaria una correcta
estadificacion, es decir, la combinacion de pacientes con unas mismas caracteristicas y
que por lo tanto se beneficiaran de una similar actitud médica. Estas caracteristicas de

tipo clinico o patolégico se recogen e la figura 29:

American Joint Committee on Cancer (AJCC)
TNM Staging System For Prostate Cancer (8th ed., 2017)

Table 1. Definitions for T, N, M P: °'h°l°gi°f” T(pT)

Clinical T (cT) 1§ Primary Tumor

T Primary Tumor T2 Organ confined

TX  Primary tumor cannot be assessed T3 Extraprostatic extension

T0 No evidence of primary tumor
T Clinically inapparent tumor that is not palpable

T3a

Extraprostatic extension (unilateral or bilateral) or microscopic
invasion of the bladder neck

T1a Tumor incidental histologic finding in 5% or less of T3b  Tumor invades seminal vesicle(s)
tissue resected T4 Tumor is fixed or invades adjacent structures other than seminal
T1b  Tumor incidental histologic finding in more than 5% vesicles such as external sphincter, rectum, bladder, levator
of tissue resected muscles, and/or pelvic wall
: *Note: There is no pathologic T1 classification
Tic Tumor identified by needle biopsy found in one or both sides,  »Note: Positive surgical margin should be indicated by an R1 descriptor, indicating

but not palpable
T2 Tumor is palpable and confined within prostate

residual microscopic disease.

T2a Tumor involves one-half of one side or less N Regional Lymph Nodes
T2b Tumor involves more than one-half of one side but NX  Regional lymph nodes cannot be assessed
not both sides NO No positive regional nodes
T2c  Tumor involves both sides N1 Metastases in regional node(s)
T3 Extraprostatic tumor that is not fixed or does not invade
adjacent structures M Distant Metastasis
T3a Extraprostatic extension (unilateral or bilateral) Mo No distant metastasis
T3b Tumor invades seminal vesicle(s) M1 Distant metastasis
T4 Tumor is fixed or invades adjacent structures other M1a Non-regional lymph node(s)
than seminal vesicles such as external sphincter, rectum, M1b Bone(s)
bladder, levator muscles, and/or pelvic wall M1c Other site(s) with or without bone disease

*Note: When more than one site of metastasis is present, the most advanced category
is used. M1c is most advanced

Figura 29: Clasificacion TNM clinica y patoldgica. Imagen obtenida en (40).

Destacamos algunos datos importantes:

- Enfermedad localizada: T1-T2 (N- y M-).

- Enfermedad localmente avanzada: T3 (N-y M-).

- Enfermedad diseminada: cualquier T, con N+o0 M +.
- Las metéastasis més frecuentes son a hueso.
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14.ANEXO I11: Horario de escaneo

Tabla 11: Horario de escaneo.

LUNES | MARTES | MIERCOLES | JUEVES VIERNES
Hora
8-10 Escaneo | Escaneo Escaneo Escaneo Escaneo/Repetir
10-12 | Escaneo | Escaneo Escaneo Escaneo Escaneo/Repetir
12-14 | Escaneo | Escaneo Escaneo Escaneo Escaneo/Repetir
14-16 | Escaneo | Escaneo Escaneo Escaneo Escaneo/Repetir
16-18 | Escaneo | Escaneo Escaneo Escaneo Escaneo/Repetir
18-20 | Escaneo | D. externo | Escaneo D. externo D. externo

(8 Casos) (8 Casos) (5 Casos)

20-22 | Escaneo | Escaneo Escaneo/Repetir
24-2 Escaneo | Escaneo Escaneo/Repetir
2-4 Escaneo | Escaneo Escaneo/Repetir
4-6 Escaneo | Escaneo Escaneo/Repetir
6-8 Escaneo Escaneo Escaneo/Repetir
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15.ANEXO IV: Aprobacion del CEICA

Informe Dictamen Favorable

=== GOBIERNO Trabajos académicos
=—<DE ARAGON C.P.-CI. PI18/121
EREER 23 de mayo de 2018

Diia. Maria Gonzalez Hinjos, Secretaria del CEIC Aragon (CEICA)

CERTIFICA

19, Que el CEIC Aragén (CEICA) en su reunién del dia 23/05/2018, Acta N° 10/2018 ha evaluado la propuesta del
Trabajo:

Titulo: Cuantificacion Automatica de Patrones de Gleason en el Adenocarcinoma de Préstata.

Alumno: Alejandro Garzén Arana
Director: Angel Borque Fernando

Versién protocolo: v2, 18 de abril de 2018
29, Considera que

- El proyecto se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y los
principios éticos aplicables.

- El Tutor/Director garantiza la confidencialidad de la informacidn, el adecuado tratamiento de los datos en
cumplimiento de la legislacion vigente y la correcta utilizacion de los recursos materiales necesarios para su
realizacion.

30, Por lo que este CEIC emite DICTAMEN FAVORABLE a la realizacién del proyecto.

Lo que firmo en Zaragoza

GONZALEZ [Pmeodiicss,
HINJOS MARIA - MARIA - DN1 038574568
Fecha:
DNI 038574568 eoosmronnr.
Maria Gonzalez Hinjos
Secretaria del CEIC Aragdn (CEICA)

Tel. 976 71 48 57 Fax. 976 71 55 54 Correo electronico

Figura 30: Dictamen favorable del CEICA.
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