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RESUMEN

Introduccion: La microscopia holografica digital ha permitido a la microscopia éptica hacer uso
de herramientas numéricas y computacionales; y esto, a su vez, ha favorecido multiples avances en
el estudio de las celulas y los tejidos en diferentes campos de la medicina y otras ciencias afines.
Objetivo: Describir las caracteristicas histologicas y morfométricas de los foliculos tiroideos
humanos con la microscopia holografica digital.

Meétodos: Se realizo, desde el punto de vista histomorfométrico, un estudio descriptivo y
transversal de foliculos tiroideos humanos utilizando una instalacion de microscopia holografica
digital. Se empleo la técnica de inclusion en parafina y tincion de hematoxilina-eosina para el
procesamiento de las muestras. Se realizaron de 10 a 12 capturas de hologramas por muestra y el

método de doble propagacién para la reconstruccion de los hologramas. Se calcul6 el area, el
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perimetro, el diametro mayor y menor de los foliculos y cavidades foliculares y se realizaron
reconstrucciones de imagenes holograficas en tres dimensiones. Se determindé como medida de
tendencia central la media aritmética y como medida de dispersion la desviacion tipica o estandar.
Resultados: Parametros foliculares: area (5140,31 + 1126,71 um?); perimetro (2961,54 + 71,2
pum); didmetro mayor:(921,17 £+ 24,34 pm); didmetro menor: (746,67 + 18,08 um); altura del
epitelio (7,92 + 0,96). Cavidades foliculares: area (3686,18 +1023,52 um?); diametro mayor:
(698,86 + 19,55 um) y diametro menor: (581,15 + 13,82 um).

Conclusiones: Existen parametros foliculares, determinados mediante la microscopia hologréafica
digital, no reportados por la literatura consultada, que resultan de interés en el estudio histologico
de los foliculos tiroideos humanos.

Palabras clave: estudio histomorfométrico; tiroides; holografia digital; foliculos tiroideos.

ABSTRACT

Introduction: Digital holographic microscopy has made it possible to incorporate the use of
numerical and computer tools into optical microscopy. This in turn has led to great progress in the
study of cells and tissues in several fields of medicine and related sciences.

Objective: Describe the histological and morphometric characteristics of human thyroid follicles
using digital holographic microscopy.

Methods: A descriptive cross-sectional histomorphometric study was conducted of human thyroid
follicles using a digital holographic microscopy facility. Sample processing was based on inclusion
technique by paraffin and hematoxylin-eosin staining. Ten to twelve holographic captures were
made per sample, and the double propagation method was used for holographic reconstruction.
Estimation was carried out of the area, perimeter, and greatest and smallest diameter of follicles
and follicular cavities, and tri-dimensional reconstructions were made of holographic images.
Arithmetic mean was determined as the measure of central tendency, and typical or standard
deviation as the measure of dispersion.

Results: Follicular parameters: area (5 140.31 + 1 126.71 um?); perimeter (2 961.54 + 71.2 um);
greatest diameter (921.17 + 24.34 um); smallest diameter (746.67 + 18.08 um); epithelial height
(7.92 +0.96). Follicular cavities: area (3 686.18 + 1 023.52 um?); greatest diameter (698.86 + 19.55
pm); smallest diameter (581.15 £ 13.82 pum).
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Conclusions: A number of follicular parameters determined by digital holographic microscopy
have not been reported by the literature consulted, and they are of interest to the histological study
of human thyroid follicles.

Keywords: histomorphometric study; thyroid gland; digital holography; thyroid follicles.
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Introduccion

La holografia es una de las ramas mas importantes de la éptica modernay, al proporcionar técnicas
que pueden utilizarse casi en cualquier area de investigacion pura o aplicada, ha dado lugar a un
gran nimero de aplicaciones cientificas y tecnologicas.®?
La introduccién de la holografia digital en la microscopia éptica ha abierto una nueva rama dentro
del campo de la visualizacion y metrologia micrométrica: la microscopia hologréfica digital
(MHD). La misma ha permitido a la microscopia Optica hacer uso de herramientas numéricas y
computacionales, y esto, a su vez, ha favorecido multiples avances en el estudio de las células y
los tejidos en diferentes campos de la hematologia, neurologia, ortopedia y otras ciencias.®
La tiroides es una glandula endocrina que se caracteriza por almacenar sus sustancias secretoras en
la luz de foliculos, a diferencia de la mayor parte de las glandulas endocrinas, que almacenan sus
sustancias secretoras dentro de las células parenquimatosas. >
La disposicién en foliculos de su parénquima permite no solo realizar estudios de las células que
lo constituyen, sino también de otros elementos no menos importantes como el coloide, cuyo
contenido principal es la tiroglobulina, molécula precursora de las hormonas tiroideas
(triyodotironina o T3y tiroxina o Ta). Permite ademas el estudio de las caracteristicas de la cavidad
folicular y su relacion morfofuncional con el epitelio.®
En 2014, en la provincia de Santiago de Cuba se iniciaron los estudios de muestras bioldgicas con
la instalacion de microscopia holografica digital en la Universidad de Oriente. Por esta razon se
decidi6 realizar el presente estudio histomorfométrico sobre foliculos tiroideos humanos con la
3
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microscopia hologréafica digital; teniendo en cuenta la escasez en Cuba de investigaciones
referentes a esta nueva técnica de registro Optico; el cual podria servir de referencia para proximas

investigaciones, tanto de la glandula tiroides como de la técnica hologréafica utilizada.

Métodos

Se realizd, desde el punto de vista histomorfométrico, un estudio descriptivo y transversal de la
glandula tiroides de pacientes adultos fallecidos por causas ajenas a este érgano. Se utilizé la
instalacion de microscopia hologréfica digital perteneciente al Departamento de Holografia Digital
de la Universidad de Oriente de la provincia de Santiago de Cuba, desde enero a diciembre del
2018.

Para procesar las muestras se emple6 la técnica de inclusion en parafina, los cortes se realizaron con

un grosor de 4 um en un micrétomo de rotacion y se colorearon con hematoxilina-eosina (H-E).

Observacion y registro de las muestras con la microscopia holografica digital
Se realiz0 en la instalacion de microscopia holografica digital de la Catedra de Holografia digital
perteneciente a la Universidad de Oriente. El holograma digital resultante fue registrado por una
camara o dispositivo de carga acoplada (charge-coupled device, CCD) modelo HDCE-10 con 4,65
um de tamafo de pixel y transmitido a la computadora por medio de la interfase IEEE-1394.

Se realizaron de 10 a 12 capturas de hologramas en cada muestra; utilizando el método de doble
propagacion (MDP) para la reconstruccion de los hologramas, método propuesto por el Palacios y
otros.® En la técnica holografica para los procedimientos colaterales de calculo que completan el
procesamiento de un holograma se utiliz6 el software HOLODIG® version 6.0; el cual es soportado
por el sistema Matlab® version R2012a, el que ofrece un conjunto de herramientas numéricas para
el procesamiento de hologramas digitales adquiridos en instalaciones holograficas. La interaccion
entre el usuario y este software se realizo a través de una interfase usuario, que garantizo la
obtencion y manipulacion de los resultados. Una vez obtenida la imagen de fase de las células y
estructuras estudiadas se realizd la reconstruccion numérica para obtener la imagen en tres

dimensiones (3D).
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Se realiz6 una descripcién histoldgica desde el punto de vista cualitativo de cada preparacion
observada con la microscopia hologréfica digital, con énfasis en los aspectos mas relevantes como

forma, disposicion y aspecto de las estructuras y células constituyentes.

Estudio morfométrico

Las mediciones se efectuaron en tres zonas correspondientes a tres campos consecutivos de cada
preparacion histologica, los cuales fueron promediados con vista a minimizar el error. Como ya se
menciond, se oper6 con el sistema Matlab®. Para la calibracion lateral se utilizd una escala
micrométrica de 1 mm con 100 divisiones de rayado, cuya imagen se capturd con las 3 lentes
objetivas utilizadas (4x, 10x y 40x) y la cAmara CCD para ambas imagenes (bidimensionales y
hologréficas) en las mismas condiciones en que fueron capturados los hologramas y las
fotomicrografias bidimensionales. Se midio el &rea, el perimetro, el diametro mayor y menor de
los foliculos y de la cavidad folicular, asi como la altura del epitelio.

La informacion obtenida fue procesada de forma automatizada mediante el paquete estadistico
EPIDAT (programa para analisis epidemioldgico de datos tabulados de la Organizacion
Panamericana de la Salud, v.3.1).

Se determind como medida de tendencia central la media aritmética y como medida de dispersion

la desviacion tipica o estandar.

Resultados

Al observar la imagen del parénquima de la tiroides con la microscopia hologréafica digital (MHD),
teniendo en cuenta que la luz laser es coherente y cuasi monocromatica, se obtienen diferentes
tonos en la escala de grises, los cuales se pueden relacionar con niveles de profundidad, donde las
zonas mas oscuras son depresiones y las zonas mas claras elevaciones o relieves.

En la fotomicrografia de tiroides (Fig. 1), obtenida con la MHD en la vision en dos dimensiones
(2D) de la imagen de fase reconstruida, se aprecian varios foliculos tiroideos (1) como estructuras
de diversos diametros. El coloide (2) se visualiza de color blanco, mejor delimitado por una zona
oscura que se corresponde con el vacio resultante de la retraccion del coloide por la fijacion; y el

epitelio folicular (3) se observa como un relieve impreciso de color blanco también. En este caso
5
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el menor contraste se observa en el sitio de localizacion de las células parafoliculares en el epitelio.
Estas células difieren de las células foliculares en su morfologia, caracteristicas tintoriales y
funcion. Se visualizan algunos foliculos sin coloide en su interior (4).

1. Foliculo tiroideo (en circulo). 2. Coloide. 3. Epitelio folicular (flecha negra). 4. Foliculo vacio.
Célula parafolicular (flecha roja).

Coloracion H-E. Objetivo 10x.
Fig. 1 - Corte de glandula tiroides observada con MHD.

En la reconstruccion en tres dimensiones (3D) representada en la figura 2, se precisa mejor el
epitelio de los foliculos (2) el cual hace relieve, el coloide en el interior de estos (1) y algunos
foliculos vacios (3); permitiendo apreciar su disposicién y estructura reales en la glandula. Estos
detalles hacen a la microscopia hologréfica digital una opcién de gran utilidad para el estudio de

superficies y estructuras individuales.
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1. Coloide. 2. Epitelio folicular. 3. Foliculo vacio.

Fig. 2 - Corte de glandula tiroides. Vision en 3D de la imagen de fase reconstruida.

Los resultados del estudio morfométrico de la tiroides se muestran en la tabla.

Tabla - Parametros morfométricos de foliculos tiroideos y cavidades foliculares con MHD

| Parametros morfométricos | Valor promedio . SD

I Foliculos tiroideos

| Area (um?) | 514031 | 1126,71
| Perimetro (um) | 296154 [ 712

| Didmetro mayor (um) I 921,17 | 2434
| Diametro menor (um) l 746,67 | 18,08
| Altura del epitelio (um) { 7.92 | 096

] Cavidades foliculares

| Area (um?) i 3686,18 | 1023,52
| Diametro mayor (um) l 698.86 | 19,55
| Diametro menor (um) | 581,15 [ 1382

N =360
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Discusion
Los altimos estudios desarrollados en la Universidad de Oriente desde el punto de vista fisico
demuestran, a la luz de las ecuaciones matematicas, que la tridimensionalidad de la holografia
realmente corresponde a un criterio de apariencia visual."
El analisis de la informacidn suministrada por esta técnica, acerca de la morfologia y las variaciones
del indice de refraccion de células vivas, es la base del desarrollo de nuevos métodos Opticos para
el diagnoéstico biomédico no invasivo, por lo que ha sido aplicada con éxito en el estudio de
eritrocitos humanos, fibroblastos, espermatozoides.*89
En la presente investigacion se observaron diferencias en las imagenes obtenidas de las células
foliculares y parafoliculares; estas Gltimas fueron imprecisas. Las células parafoliculares difieren
de las células foliculares o tirocitos en su morfologia, caracteristicas tintoriales y funcion. Mescher
10 y Fawcett 9, utilizando el microscopio electronico de transmision (MET), describieron la
presencia en el citoplasma de las células parafoliculares, numerosas vesiculas electrodensas
limitadas por membranas que contienen calcitonina. Este detalle que diferencia a las células
parafoliculares de los tirocitos, los cuales presentan otra ultraestructura celular, con numerosos
lisosomas y multiples vesiculas con tiroglobulina como resultado de la absorcion de coloide, podria
explicar la diferencia en el contraste observado. En este caso, aungue se desconoce el indice de
refraccion del medio intracelular de las células parafoliculares y tirocitos; es evidente que son
diferentes y al ser atravesadas por el haz de luz laser, se producen desviaciones del haz objeto, que
atraviesa la muestra, provocando fluctuaciones.
Segun Palacios y otros,® en algunos casos en que el contenido celular se encuentra aumentado de
determinadas sustancias o moléculas insolubles, se pueden producir fluctuaciones en la imagen de
fase reconstruida, lo que conduce a un menor contraste. Exponen, ademas, que en estudios
comparativos de muestras tefiidas y sin tefiir se obtiene un mejor contraste en aquellas que no han
sido tefiidas. En esta investigacion, partiendo de que ambos tipos celulares, parafoliculares y
tirocitos, han sido tefiidos con H-E en la misma preparacién, se considera que la causa del menor
contraste se deba al contenido celular diferente que produce fluctuaciones en la imagen.
En el procesamiento de las muestras Palacios y otros® y Rappaz y otros*? recomiendan cortes
muy finos teniendo en cuenta que la imagen cuantitativa de fase esta relacionada con el indice de
refraccion del contenido predominante dentro de la célula y el espesor de esta. Por otro lado, el
8
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procesado de la muestra bioldgica, que incluye la fijacién e inclusion en parafina, influye en la
calidad de la imagen. En el campo de la medicina, este detalle es importante, ya que podria
dificultar los diagnosticos de diversas enfermedades, como por ejemplo el cancer y la
inflamacion.(213)

En la actualidad el uso de la holografia digital en linea con ondas de Terahertz ha proporcionado
un mejor contraste. Rong y otros¥ plantean que en el futuro podrian usarse nuevas técnicas que
permitan la adquisicion de hologramas significantes sin deshidratacion de la muestra.

La MHD también constituye un instrumento muy util para efectuar medidas sumamente precisas,
ya que proporciona informacién cuantitativa del objeto en estudio, ademéas de los pardmetros
morfométricos patognomonicos, que permiten la identificacion de determinadas células y
microorganismos moviles.®%1%)

La disposicién del parénquima tiroideo en foliculos facilita el estudio morfométrico de estos. Las
mediciones obtenidas en el presente trabajo coinciden con las de Gartner y otros,*®) que describe
a los foliculos tiroideos, como estructuras semejantes a quistes y con variacion de 200 a 900 um
de diametro. De igual forma Genesser!” plantea que suelen tener un tamafio variable con un
diametro desde 50 um hasta 1 mm, siendo posible visualizar a simple vista los mas grandes.
Finalmente, sobre la base de los planteamientos anteriores, se concluye que en un estudio realizado
durante el afio 2018 en el Departamento de Fisica de la Universidad de Oriente, utilizando su
instalacion de microscopia holografica digital, se determinaron en cortes de tiroides de pacientes
humanos eutiroideos, mediciones analogas a lo reportado por la literatura y otras no reportadas por
los autores consultados, como son el area, perimetro, didmetro mayor y diametro menor de la
cavidad folicular y altura del epitelio. Asimismo, se obtuvieron imégenes holograficas en 3D que

permitieron una mejor apreciacion de los componentes foliculares de la glandula tiroidea.
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