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RESUMEN

Introduccion. En hematologia, el estudio de las alteraciones de la morfologia eritrocitaria contribuye con el diagnéstico de la nor-
malidad o anormalidad de estas estructuras, sin embargo, el cardcter cualitativo de los criterios diagnésticos dificulta su interpreta-
cién y alcance. Objetivo. Caracterizar los eritrocitos nucleados de tilapia roja (Oreochromis spp), en el contexto de la geometria
fractal y euclidiana. Metodologia. Se tomaron 50 eritrocitos nucleados de 20 extendidos de sangre de tilapia roja. Posteriormente
todos los contornos del ndcleo y el citoplasma de los eritrocitos fueron delineados, para superponer dos rejillas, una con el doble
tamano que la otra, para calcular mediante el método de Box Counting la dimensién fractal de cada eritrocito delineado. Adicional-
mente fue calculada la superficie de estas dos partes del eritrocito. Resultados: Los resultados de este estudio revelaron que los
valores de la dimensién fractal no permiten hacer comparaciones entre eritrocitos nucleados. Por su parte, la superposicion de
rejillas de 5x5 y 10x10 pixeles permitié observar que los valores de ocupacion del citoplasma y el nicleo permiten hacer compara-
ciones entre los eritrocitos nucleados, junto con los valores de la superficie de estas dos partes del eritrocito nucleado. Conclusion:
Los eritrocitos nucleados de tilapia roja pueden ser caracterizados mediante la medicion de los valores espacios ocupados por su
citoplasma y el ncleo, junto con los valores de la superficie de cada una de estas dos partes del eritrocito.
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ABSTRACT

Introduction. In hematology, the study of erythrocyte morphology alterations contributes to the diagnosis of normality or abnormal-
ity of these structures. However, the qualitative nature of the diagnostic criteria makes their interpretation and scope difficult. Ob-
jective. Characterize the nucleated erythrocytes of red tilapia (Oreochromis spp) in the context of fractal and Euclidean geometry.
Methodology. Fifty nucleated erythrocytes were taken from twenty red tilapia blood smears. Subsequently, all the contours of the
nucleus and the cytoplasm of the erythrocytes were delineated to superimpose two grids, one twice the size of the other, to calcu-
late the fractal dimension of each delineated erythrocyte using the Box Counting method. Additionally, the surface of these two
parts of the erythrocyte was calculated. Results: This study revealed that the fractal dimension values do not allow comparisons
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between nucleated erythrocytes. The superposition of 5x5 and 10x10 pixel grids allowed us to observe that the occupancy values
of the cytoplasm and the nucleus allow comparisons between the nucleated erythrocytes, together with the values of the surface of
these two parts of the nucleated erythrocyte. Conclusion: Red tilapia nucleated erythrocytes can be characterized by measuring the
values of the spaces occupied by their cytoplasm and nucleus, together with the values of the surface of each of these two parts of

the erythrocyte.

Keywords: Red blood cells; fractal geometry; Box Counting; red tilapia.
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INTRODUCCION

La tilapia roja (Oreochromis spp), es una de las especies
de mayor interés en la acuicultura mundial, alcanzando
una produccion estimada en 2016 de 1,17 millones de
toneladas métricas (FAO, 2018). En Colombia, esta es la
principal especie cultivada y en 2017 represent6 el 61.2%
de la produccion piscicola colombiana (Pardo, 2018).
Entre las ventajas para cultivar este ciclido se destacan su
aspecto atractivo (color rojo), facilidad de cultivo, alta
capacidad de adaptacion a condiciones ambientales ad-
versas, alta resistencia a enfermedades, comportamiento
de alimentacién omnivoro, tiempo de generacion corto y
crecimiento mas rapido (Haque et al., 2016); ademas de
su buena adaptacion a los sistemas intensivos de cultivos
(Avnimelech, 2007; Widanarni et al., 2012).

La intensificacion de los sistemas de cultivo de peces au-
menta los riesgos de algunas enfermedades por diferentes
agentes patogenos (virus, bacterias, hongos y/o alteracién
de los parametros ambientales). En este sentido, es impor-
tante tener herramientas tecnolégicas que permitan vigi-
lancia epidemiolégica, seguimiento sanitario y diagnéstico
de patologias en el menor tiempo posible.

Los parametros hematolégicos son indicadores rapidos
de trastornos fisiolégicos en los sistemas de cultivo; por
tanto, existe la necesidad de establecer patrones hemato-
l6gicos en los peces para poder diagnosticar patologias
(Davidov et al., 2002). También, se pueden observar alte-
raciones en el nidcleo, como el nicleo con forma ampo-
llada, brotes, condensados, lobulados, entre otros
(Barbosa, 2010; Summak et al., 2010; Islam et al., (2019).

El reconocimiento de la morfologia eritrocitaria se reali-
za mediante analogias con objetos visibles a escala ma-
croscopica, por ejemplo, la analogia entre los dacrioci-
tos y la forma que tienen las lagrimas, peras, raquetas de
tenis, entre otros (Campuzano, 2008). Las investigacio-
nes realizadas en la fisiologia y la morfologia eritrocitaria
en humanos han apoyado en el diagnéstico de ciertas
afecciones (Bogdanova et al., 2020). Investigaciones
llevadas a cabo en los vertebrados inferiores, han encon-
trado la posibilidad de analizar la deformabilidad de los
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glébulos rojos de peces, a partir de la comparacion de
los resultados arrojados en el estudio con las investiga-
ciones llevadas a cabo con eritrocitos humanos (Hughes
et al., 1982). En otra investigacion fue analizado los efec-
tos de la temperatura en la deformacion de los glébulos
rojos de trucha arco iris Oncorhynchus mykiss y raya,
encontraron que la deformabilidad de los glébulos rojos
en estas especies, se veria modificada cuando los anima-
les se exponen a cambios ambientales, con efectos con-
siderables en la aclimatacion o supervivencia en las di-
versas condiciones (Hughes et al, 1988). Islam et al.,
(2019) evaluaron estrés térmico en Pangasianodon hy-
pophthalmus y encontraron que a altas temperaturas
(36°C) se presentaron anormalidades celulares eritrociti-
cas y las anormalidades nucleares eritrociticas.

La geometria euclidiana, permite caracterizar los objetos
regulares y homogéneos mediante el calculo de su longi-
tud, drea y volumen (Mandelbrot, 2000); mientras que,
con la geometria fractal es posible medir y caracterizar
el grado de irregularidad de un objeto, cuyo resultante
es una medida numérica adimensional (Mandelbrot,
1972; Rodriguez et al.,, 2014). Existen diferentes formas
de calcular la dimensién fractal de un objeto irregular,
empleadas de acuerdo con el tipo de objeto a medir.
Entre ellos se encuentra el fractal salvaje, caracterizado
principalmente por la superposicién entre sus partes y
que se mide mediante el método de Box-Counting
(Rodriguez et al., 2014; Peitgen, 1992a, 1992b).

Teniendo en cuenta las diferentes alteraciones en la for-
ma que pueden presentar los glébulos rojos, se hace
necesario plantear nuevas metodologias fundamentadas
en el contexto de la geometria fractal considerando la
irregularidad morfolégica de estas células (Rodriguez et
al., 2017a; 2018). La metodologia fundamentada en el
método de Box Counting permitié caracterizar el grado
de irregularidad de los glébulos rojos normales
(Rodriguez et al., 2017a), de los equinocitos (Rodriguez
et al, 2017b), células falciformes (Rodriguez et al.,
2020), otras posibles alteraciones en la forma de los
glébulos rojos (Correa et al.,, 2012), incluyendo la com-
paracién entre los valores que caracterizan los glébulos
rojos normales y los esferocitos (Rodriguez et al., 2018).
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Por lo anteriormente expuesto, resulta oportuno aplicar la
geometria fractal para caracterizar la irregularidad en la
forma de los eritrocitos nucleados de tilapia roja
(Oreochromis spp), como un primer proceso de investiga-
cién que permita ser aplicado a todas las posibles altera-
ciones en los eritrocitos de este y otros grupos de espe-
cies. Es por esta razén que el propésito de esta investiga-
cion es caracterizar el grado de irregularidad de los eritro-
citos nucleados de Oreochromis spp, mediante las nocio-
nes de irregularidad y superficie desde el contexto de la
geometria fractal y euclidiana, respectivamente, aplicando
para ello el método de Box Counting, con el fin de obte-
ner parametros matemdticos que permitan establecer
comparaciones y diferencias en otro grupo de eritrocitos
que se puedan presentar en esta especie y encontrar po-
sibles deformaciones asociadas a una enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Material biologico

Se tomaron muestras de sangre de cinco tilapias rojas
con longitud total de 11.9£0.5 cm y peso de 27.8+3.6 g.
Los animales se observaron aparentemente sanos, nado
equilibrado en linea horizontal, sin laceraciones exter-
nas, buena coloracién de cuerpo y branquias. Las mues-
tras de sangre se obtuvieron puncionando el paquete
vascular caudal, entre la linea lateral y el septo medio
ventral, extrayendo de 1 a 2 mL de sangre por individuo
y recibida en tubos vacutainer (Vacuette®, Greiner Bio-
one, USA) con anticoagulante EDTA (Ethylen Diamino
Tetra Acético) (Atencio et al.,, 2007). Posteriormente se
realizaron 20 frotis sanguineos tefidos con colorante
Wright y se realizaron microfotografias con un microsco-
pio Optico (Carl Zeiss, Axioestar 4.3, Alemania) con ca-
mara fotografica digital incorporada (Canon Power Shot
G10, Japén). Los eritrocitos nucleados fueron fotografia-
dos con aumento de 40x y posteriormente editadas con
el fin de que todas conserven un mismo tamano para
luego delinear el contorno de cada uno de estos eritroci-
tos que aparecen en las fotografias.

Método de Box Counting

A continuacién, el contorno del nicleo y el citoplasma
de las fotografias de los eritrocitos nucleados fue deli-
neado. Posteriormente se utiliz6 el método de Box
Counting incorporado en un software en lenguaje C++
disenado por el grupo Insight en investigaciones previas,
el cual superpone dos rejillas cuyas dimensiones estan
en pixeles, una con el doble tamano que la otra, en cada
uno de eritrocitos nucleados delineados.

Rejillas de 5x5 y 10x10 pixeles, es un conjunto de cua-
dros disenado en pixeles, en donde la cuadricula de 5x5

pixeles se denomina rejilla de cuadros pequenos (Kp) y
la cuadricula de 10x10 pixeles recibe el nombre de reji-
lla de cuadros grandes (Kg).

La superficie del objeto delineada, es todo lo que toca
interior del objeto expresada en érdenes de magnitud
en pixeles.

Superpuestas las dos rejillas el software realiz6 el conteo
de los cuadros ocupados por el ntcleo y el citoplasma,
para evaluar a partir de estos valores la dimension fractal
con la ecuacion 1 (Correa et al,, 2012).
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Ecuacion 1

Donde Df es la dimension fractal, N el nimero de espa-
cios que contiene el contorno del objeto y K el grado de
particion de la cuadricula.

RESULTADOS Y DISCUSION

Esta es la primera investigacion en el cual se aplico el
método de Box Counting, para caracterizar los eritroci-
tos nucleados de tilapia roja, en el contexto de las nocio-
nes de irregularidad de la geometria fractal y superficie
de la geometria euclidiana. Para ello fue necesario cuan-
tificar el espacio ocupado por el contorno del nicleo y
el citoplasma para evaluar su dimensién fractal y la su-
perficie de cada una de estas dos partes del eritrocito.
Estos primeros resultados serdn posteriormente compa-
rados con los resultados de un estudio futuro, en el cual
se pueda caracterizar la anormalidad eritrocitaria que
se pueda presentar durante el proceso de cultivo.

Para caracterizar el grado de irregularidad de los eritroci-
tos nucleados, se evalué la ocupacién del citoplasma y
el ndcleo. En la tabla 1, se muestran los resultados esta-
blecidos a la hora de utilizar el método de Box Counting
en el nicleo y citoplasma en 20 eritrocitos nucleados de
los 50 que fueron delineados, cuyo citoplasma se en-
cuentra entre 53 y 66 al superponer la rejilla Kp; entre
22 y 34 al superponer la rejilla Kg. Los espacios ocupa-
dos al superponer la rejilla Kp en el nicleo de los eritro-
citos nucleados, varié entre 14 y 21, mientras que al
superponer la rejilla Kg varié entre 6 y 11. La dimension
fractal del citoplasma varié entre 0.93 y 1.32 y la dimen-
sion fractal del ndcleo varié entre 0.68 y 1.32.
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Tabla 1. Valores hallados a partir de la aplicacién del método de Box Counting en los eritrocitos nucleados de tilapia roja.

No Citoplasma Niicleo
Kp Kg Df Superficie Kp Kg Df Superficie

1 57 28 1,03 1306 15 8 0,91 238
2 65 34 0,93 1716 15 9 0,74 305
3 64 31 1,05 1480 19 10 0,93 284
4 58 25 1,21 779 18 9 1,00 271
5 60 24 1,32 983 16 10 0,68 330
6 57 26 1,13 1101 15 7 1,10 241
7 65 33 0,98 1387 16 9 0,83 345
8 61 30 1,02 1127 18 10 085 372
9 55 24 1,20 907 15 8 0,91 241
10 56 24 1,22 910 14 6 1,22 242
11 59 28 1,08 1022 16 10 0,68 307
12 64 30 1,09 1192 19 10 0,93 366
13 55 25 1,14 692 18 10 0,85 337
14 57 26 1,13 1067 15 6 1,32 274
15 58 25 1,21 949 16 10 0,68 301
16 61 28 1,12 1199 16 9 0,83 334
17 61 28 1,12 939 19 10 0,93 313
18 62 29 1,10 1246 16 9 0,83 354
19 66 30 1,14 1211 21 11 0,93 393
20 53 22 1,27 777 17 7 1,28 290

Fuente: Los autores. Dénde: Kp es la rejilla de 5x5 pixeles y Kg la rejilla de 10x10 x pixeles; Df es el valor de la dimensién

fractal.

Las superficies del citoplasma se encontraron entre 692
y 1716 pixeles, el ndcleo entre 238 y 393 pixeles (ver
tabla 1).

Al comparar los valores del citoplasma del eritrocito
nucleado No. 4 y 15, se observé que ambos eritrocitos
dan como resultado una dimensién fractal de 1.21, debi-
do a que ambos citoplasmas ocuparon los mismos espa-
cios al superponer la rejilla Kp y Kg, sin embargo, los
valores de la superficie del citoplasma no son los mis-
mos. Esta misma comparacién entre citoplasmas se pue-
de realizar en otro par de eritrocitos como son el eritro-
citoNo. 6y 14,16y 17.

Ahora si la comparacién se hace a partir de los valores
de la dimension fractal del citoplasma, se puede obser-
var que los valores de la dimension fractal de otro par
de eritrocitos nucleado como son el eritrocito No. 13 y
19, aunque sean iguales, los cuadros ocupados al super-

poner las dos rejillas y los valores de su superficie ya no
son iguales. Lo anterior muestra que los valores de la
dimension fractal no permiten establecer diferencias
entre los diferentes grados de irregularidad de los cito-
plasmas y nucleos delineados para el estudio, mientras
que los espacios ocupados por cada una de estas dos
partes del eritrocito y su superficie evaluadas con el mé-
todo de Box Counting si permiten hacer comparaciones
y caracterizar los diferentes grados de irregularidad de
los eritrocitos nucleados.

La figura 1, ilustra el proceso de seleccion de un eritroci-
to nucleado, la forma como se delineé el contorno del
citoplasma y el ndcleo. Adicionalmente, se puede obser-
var como el software separé las dos partes del eritrocito
para luego ser medidas con el método de Box Counting
(ver figura 2). La figura 2 muestra los valores de la rejilla
Kp y Kg, asi como el valor de la dimensién fractal eva-
luada con la ecuacion 1.
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b) )

Figura 1. a) Eritrocito nucleado; b) Eritrocito delineado y separado del resto de la
muestra; c) y d) Citoplasma y ndcleo del eritrocito.

Df: 0.678

Kp: 16
Kg: 10

a)

Df: 1.32

Kp: 60
Kg: 24

o ) D
Figura 2. Método de Box Counting aplicado en el eritrocito nucleado, a) nticleo del eritrocito de la figura 1; b) y
c) nucleo con rejilla de 5x5 pixeles (Kp) y 10x10 pixeles (Kg); d) citoplasma del eritrocito; e) y d) citoplasma con
rejilla de 5x5 pixeles (Kp) y 10x10 pixeles (Kg).

Algunas investigaciones previas en hematologia (Rodri- se encontré lo mismo, es por esta razén que se afirma
guez et al., 2017a, 2018), han revelado que los valores que los valores de la dimensién fractal por si sola no
de la dimensién fractal no permiten hacer caracterizacio- permite hacer caracterizaciones morfolégicas entre gru-
nes morfolégicas entre un mismo y diferentes grupos de pos de eritrocitos nucleados. Estos resultados seran apli-
alteracion en la forma del glébulo rojo. En este estudio cados en una préxima investigaciéon en un grupo mayor
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eritrocitos nucleados para validar los resultados obtenidos,
al igual que se analizaran diferentes eritrocitos con altera-
ciones morfologicas, para caracterizar su anormalidad y
asi establecer las nociones de un posible método diagnés-
tico cuantitativo para los eritrocitos de estas especies.

Otras investigaciones llevadas a cabo mediante la aplica-
cion del método de Box Counting, han logrado evaluar
de manera exitosa la irregularidad de diferentes estructu-
ras del cuerpo humano y animal (Rodriguez et al., 2010;
Veldsquez et al., 2015). Entre ellas se encuentra una in-
vestigacion que logré establecer un orden matematico a
partir de la irregularidad de las arterias coronarias nor-
males hasta re-estenosis, en un modelo experimental de
porcino y de esta manera diferenciar las arterias norma-
les de las anormales. Los resultados de esta investiga-
cion fueron la base para lograr una induccién matemati-
ca con la cual se establecieron todos los posibles proto-
tipos arteriales de normalidad hasta anormalidad
(Rodriguez et al., 2010). Continuando con esta linea de
investigacion, se caracterizé el nicleo y el citoplasma en
diferentes células de cuello uterino con el fin de estable-
cer diferencias matematicas y geométricas entre células
normales de las anormales (Velasquez et al., 2015). Estos
estudios evidencian los alcances que tiene la aplicacién
de la geometria fractal, para caracterizar de manera mas
precisa estados normales y anormales en diferentes es-
tructuras del cuerpo humano y animal.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio revelan que es posible
caracterizar la irregularidad de los eritrocitos nucleados
de tilapia roja (Oreochromis spp), a partir de los espa-
cios ocupados por el citoplasma y nicleo al superponer
las dos rejillas, asi como por el valor de su superficie.
Encontrando en cambio, que los valores de la dimensién
fractal no permiten caracterizar y hacer comparaciones
entre los eritrocitos de esta especie. De acuerdo con lo
anterior, la caracterizacion de los eritrocitos se hizo posi-
ble cuando se aplico las nociones de irregularidad de la
geometria fractal y superficie de la geometria euclidiana.
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