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RESUMEN

Introduccion: la interpretacion patoldgica de las formas celulares halladas en la citologia
cervicovaginal es de gran importancia para la prevencion del cadncer de cuello uterino. Los
métodos mas ampliamente utilizados para la evaluacion de este examen presentan problemas
de reproducibilidad y variabilidad interobservador.

Objetivo: hacer medidas fractales y euclidianas para diagnosticar matematicamente células
normales y preneoplésicas del epitelio escamoso del cuello uterino.

Metodologia: se evaluaron 21 células con diagnoésticos de normalidad, ASCUS o LIEBG segiin
el sistema Bethesda. Se establecieron medidas geométricas fractales y euclidianas de tres objetos
matematicos definidos: citoplasma, ntcleo y totalidad celular. Se calcularon proporciones
matematicas entre estas medidas con el fin de compararlas con los métodos convencionales
de clasificacion.

Resultados: se encontrd que las medidas del borde con la rejilla de 2 pixeles y de la superficie
del nucleo celular pudieron diferenciar matematica y objetivamente las células normalesy las
anormales, clasificadas como ASCUS y LIEBG, cuantificando la gravedad de la lesion.

Conclusiones: se estableci® una metodologia diagndstica objetiva y reproducible que permite
identificar la evolucién hacia estados celulares de gravedad con base en medidas fractales y
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euclidianas simultaneas, estableciendo asi el nivel de
gravedad de las células ASCUS y LIEBG.

PALABRAS CLAVE

Biologia Celular; Cuello del Utero: Diagnéstico: Neo-
plasias

SUMMARY

Fractal and Euclidean geometric diagnostic
methodology of uterine cervix cells

Background: Pathological interpretation of cellular
form in cervical cytology is very important for preven-
tion of cervical cancer. The methods most frequently
used for assessment of this test have reproducibility
and inter-observer variability problems.

Objective: To make fractal and Euclidean measure-
ments to mathematically diagnose normal and pre-
malignant cells of cervical squamous epithelium.

Methodology: 21 cells with normal, ASCUS or LSIL
diagnosis according to the Bethesda system were
assessed. Fractal and Euclidean geometric measures
of three mathematical objects were calculated: cyto-
plasm, nucleus and whole cell. Mathematical propor-
tions between these measurements were calculated in
order to compare them with conventional classification
methods.

Results: It was found that the nuclear border measures
calculated with the 2-pixel grill and the surface
measures could mathematically and objectively
differentiate normal cells from the pre-malignant
ones (ASCUS and LSIL).

Conclusions: An objective and reproducible diagnos-
tic method was developed; it allows to identify the
evolution towards malignant cellular states based on
simultaneous fractal and Euclidean measures, estab-
lishing the severity level of ASCUS and LSIL cells.
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INTRODUCCION

El cdncer de cuello uterino ocupa el tercer lugar
entre los tipos de cdncer mas frecuentes en mujeres
en el mundo, con una incidencia anual de 530.000

nuevos casos, segun reportes del afilo 2008. Cada
afno mas del 85% de los casos mundiales ocurren
en paises en desarrollo. En cuanto a la mortalidad,
los reportes han indicado que anualmente mueren
alrededor de 275.000 mujeres por esta razén (1). De
acuerdo con los informes de la OMS del afio 2008,
en Colombia hubo alrededor de 2.000 muertes por
cada 100.000 habitantes, Io que ubica el cancer de
cuello uterino en el cuarto lugar en el continente
Americano (2).

La citologia cervicovaginal se considera una herra-
mienta crucial para la prevencién secundaria me-
diante la deteccién de células anormales in situ an-
tes de que progrese a una condicién invasiva, lo que
contribuye a la disminucién de la mortalidad (3). En
un estudio de Nanda y colaboradores se encontrd
que la sensibilidad de este examen diagndstico era
del 51% y su especificidad, del 98% (4). En la actuali-
dad, el de Bethesda es el mas ampliamente utilizado
de los dos sistemas de clasificacion patoldgica para
el reporte de la citologia cervicovaginal (5). Este sis-
tema divide las lesiones escamosas en intraepitelia-
les de alto y bajo grado, ademas de tener una tercera
categoria que corresponde a las células atipicas de
significado indeterminado (ASCUS, por Ia sigla en
inglés de atypical squamous cells of undetermined
significance) (6). Esta ultima categoria se ha catalo-
gado como la de menor reproducibilidad entre los
observadores, y se ha posicionado como la de mayor
reto diagnostico (7-9).

La irregularidad de diferentes fenémenos (10), inclu-
yendo las estructuras anatoémicas y los sistemas fisio-
I6gicos del cuerpo humano (11-13), se puede estudiar
desde la geometria fractal. La geometria euclidiana
comenzo a evidenciar grandes limitaciones al pretender
estudiar los objetos irregulares de la naturaleza de [os
diferentes campos previamente mencionados (14). La
irregularidad de un objeto, cuando se estudia desde la
geometria fractal, arroja un valor numérico llamado
dimension fractal (15). Se han desarrollado diferentes
métodos para calcular esta dimensién de acuerdo
con las caracteristicas de diferentes objetos. Los obje-
tos matematicos abstractos se evaltian adecuadamen-
te mediante la dimensién fractal de Hausdorff (16),
mientras que los objetos de la naturaleza se pueden
medir bien sea por el método de Box-counting(16,17),
que permite caracterizar fractales salvajes, cuyas partes
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se superponen entre si, 0 mediante distribuciones
hiperbdlicas como la ley de Zipf/Mandelbrot (18).

En el campo de la medicina las dimensiones fractales
se han aplicado para el desarrollo de métodos para
la deteccion del cancer del seno (19,20), de la vejiga
(21) y de la mucosa oral (22), entre otros (23-25). En el
area de la morfologia y la fisiologia, se llevd a cabo un
estudio que incluyd una generalizacién tedrica que
ha permitido establecer el niimero total posible de
arterias normales, estenosadas y reestenosadas desde
la geometria fractal y el concepto de armonia mate-
matica intrinseca (AMI) (26). Ademas, se han desarro-
[lado aplicaciones diagnosticas en ecocardiografia
pediétrica (27), ventriculograma izquierdo (28) y en la
ramificacion coronaria (29,30).

En el area del estudio patologico de las células escamo-
sas del cuello uterino se han desarrollado caracteriza-
ciones matematicas del grado de irregularidad de las
células clasificadas como normales, ASCUS y LIEBG
(Iesidn intraepitelial de bajo grado) (31). En estudios
posteriores, se encontraron diferencias matemaéticas
entre células normales y LIEBG logrando diferenciar
células clasificadas como ASCUS que tuvieran rela-
ciones matematicas de normalidad o de LIEBG (32)
y, posteriormente, se logrd establecer una generaliza-
cién fractal que permite diferenciar las células nor-
males de las preneopldsicas y cancerigenas por la
determinacion de todos los prototipos geométricos
celulares cervicales; se logro, ademas, aclarar mate-
maticamente el diagndstico problematico de las células
de la franja ASCUS (33).

En un trabajo de Correa y colaboradores se estudio la
morfofisiologia del eritrocito a partir de la geometria
fractal y euclidiana, y se logré diferenciar de manera
objetiva los eritrocitos normales de los anormales. Se
demostrd que solo se podria llegar a establecer una
diferenciacion entre normalidad y anormalidad si se
utilizaban de manera simultdnea tanto la geometria
fractal como la euclidiana (34), y se obtuvo una meto-
dologia de uso clinico para determinar la viabilidad
de bolsas de transfusién.

El presente estudio tuvo como propésito la aplicaciéon
simultdnea de la geometria fractal y euclidiana al
estudio de células en estados de normalidad y evo-
[ucion preneoplésica con el fin de establecer una
metodologia diagnostica objetiva y reproducible de
este fenodmeno.

METODOLOGIA

Definiciones

Fractal: como sustantivo hace referencia a un objeto
irregular; como adjetivo sefala la irregularidad del
mismo.

Dimension fractal: cuantificacion de la irregularidad
de un objeto. En la presente investigacién se cuantificd
la dimension fractal con el método de Box-counting
que se utiliza para el estudio de fractales salvajes (17).
Este tipo de medicién permite cuantificar los cambios
de la irregularidad de un objeto al evaluarlo en dife-
rentes escalas.

Dimension fractal de Box-counting:
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2
(Ecuacion 1)

Donde:

N: nimero de cuadros que contiene el contorno del
objeto.

K: grado de particién de la cuadricula.
D: dimensién fractal.

Superficie del objeto: corresponde al conteo de pixeles
ocupados por cada uno de los objetos celulares defi-
nidos, ya sea el nucleo, el citoplasma o la totalidad.

Borde del objeto: corresponde al conteo de los cua-
dros ocupados por cada uno de los contornos de
los objetos definidos en cada célula (nucleo, cito-
plasma y totalidad), utilizando las rejillas del método
de Box-counting.

Procedimiento

Se seleccionaron 21 muestras citoldgicas del servicio
de Patologia del Hospital San José que fueron cla-
sificadas por un citélogo experto de acuerdo con
pardmetros convencionales asi: siete normales, siete
ASCUS vy siete LIEBG. Se escogieron las células por
cumplir claramente con los criterios del diagndstico
en el que estan clasificadas en el sistema Bethesda,
con el fin de que fueran representativas de cada
estado, de tal modo que su evaluacidon geométrica
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permitiera la determinacién de las caracteristicas
matemadticas que representan cada uno de los grados
de lesion evaluados.

Para el estudio de las muestras se utilizd un microscopio
Leika Dm-2500 con un aumento de 100x. Se tomaron
fotografias digitales de las células en ldminas procesadas
que se Ilevaron a una aplicacién informatica encar-
gada de la edicién de imdgenes. Posteriormente, con
un software previamente desarrollado, se calcularon
las dimensiones fractales de tres objetos matema-
ticos definidos: el nucleo, el citoplasma aislado del
nucleo y la totalidad celular. La dimension fractal de
Box-counting se calcula superponiendo rejillas de di-
ferente magnitud, y cuantificando el namero de cua-
dros que son ocupados por el borde de cada uno de
los objetos medidos. En este caso se utilizaron rejillas
de magnitud de 2, 4, 8, 16 y 32 pixeles. El software fue
desarrollado en lenguaje C+ +. La funcion en la cual
se basa el algoritmo permite identificar por coorde-
nadas el nimero de cuadros que ocupa el borde de
la imagen seleccionada en cada rejilla, retornando el
valor obtenido para cada imagen y cada rejilla. Con
base en los valores obtenidos para las cinco rejillas
el programa calcula la dimension fractal mediante la
ecuacion de Box-counting (ver definiciones). Ademas,
el programa permite la visualizacién del nimero de
espacios ocupados por la superficie de la imagen, en
pixeles, datos que fueron anotados para su posterior
andlisis. La dimension de Box-counting es el resultado
del célculo de la pendiente de la recta construida
con los puntos que en el eje de coordenadas carte-
sianas corresponden a los logaritmos del nimero de
cuadros que ocupa el borde del objeto medido y del
inverso multiplicativo del ancho del cuadro, lo cual
implica que se requiere la medicion de varias cuadri-
culas para su aplicacién. Suele resultar conveniente
que la proporcién entre el ancho de una cuadriculay
el de la siguiente sea de Y%, razon por la cual se escogieron
las rejillas de 32, 16, 8,4 y 2 mm.

Finalmente, se establecieron las diferencias matema-
ticas entre cada uno de los estados estudiados para
diferenciar estadios celulares basados en geometria
fractal y euclidiana. Por el tipo de metodologia de-
sarrollado, basado en medidas geométricas objetivas
y reproducibles de células representativas de cada
estado evaluado, no se requiere un gran numero de
muestras ni de procedimientos estadisticos.

RESULTADOS

Con base en el analisis de las medidas del borde obte-
nidas en cada una de las rejillas, se estableci¢ que la
de dos pixeles es la més adecuada para establecer las
diferencias entre grupos, por su nivel de detalle. Por
esta razén solo se presentan los resultados obtenidos
para dicha rejilla.

Los valores del borde del ntcleo de las células normales
estuvieron entre 35 y 43, mientras que los hallados
para las células clasificadas como ASCUS se encontra-
ron entre 79y 129, y para las células clasificadas como
LIEBG estuvieron entre 100 y 159. Se observa que
estos valores permiten diferenciar de manera objetiva
las células normales de aquellas clasificadas como
ASCUS y LIEBG. Con respecto a estos dos ultimos
grupos, se evidencié que cinco de las células ASCUS
medidas presentaron valores inferiores a 100, que es
el limite inferior del intervalo de valores hallado para
las células LIEBG, mientras que dos células ASCUS
presentaron valores dentro del intervalo de LIEBG.
Esto significa que no hay caracteristicas matemaéticas
claras que diferencien las células ASCUS; sin embargo,
el hecho de que las células ASCUS presenten valores en
el rango intermedio entre normalidad y LIEBG, y que
en dos casos estos valores se superpongan a los carac-
teristicos de LIEBG, es un indicador de que la progre-
sién en el aumento de los valores desde normalidad
hasta LIEBG indica un aumento del grado de la lesion.
Con base en esto puede inferirse que los valores iguales
o inferiores a 43 se asocian a normalidad, mientras
que los superiores a 100 se asocian a LIEBG, en tanto
que las células ASCUS podrén encontrarse en el rango
intermedio entre normalidad y LIEBG, o bien tomar
valores caracteristicos de LIEBG (tablas 1-3).

Para el borde del citoplasma no se encontraron dife-
rencias en los valores entre [os tres estadios; en efecto,
los de las células normales estuvieron entre 362 y 548;
los de las células ASCUS, entre 322 y 545; y los de las
células con LIEBG, entre 229 y 526. Para la totalidad
celular tampoco se encontraron valores diferenciadores:
los de las células normales estuvieron entre 409y 601;
los de las células ASCUS, entre 443 y 654; y los de las
células LIEBG, entre 349 y 635 (tablas 1-3).

En el caso de la superficie del ntcleo, los valores en-
contrados también permitieron establecer una dife-
rencia objetiva entre las células consideradas normales
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y aquellas clasificadas como ASCUS y LIEBG: entre
299 y 367 para las células normales; entre 1.530 y
4.023 para las clasificadas como ASCUS y entre 2.306
y 5.564 para las clasificadas como LIEBG, con super-
posicién también entre estos dos ultimos estadios
celulares.

Para la superficie del citoplasma no se encontraron
valores diferenciadores: las células normales los
tuvieron entre 26.932 y 68.111; las células ASCUS,
entre 20.367 y 48.406; y las células clasificadas como
LIEBG, entre 7.195 y 59.965. Para la superficie de la

Tabla 1. Valores de los espacios de ocupacion del borde
con larejilla de 2 pixeles, dimension fractal (Df) y superficie
en pixeles del nuicleo (N), citoplasma (C) y totalidad celular (T)
en las células normales

Borde Df Superficie
N 35 1,051 299
N1 C 420 0,955 37.047
T 466 0,971 37.685
N 41 0,859 355
N2 C 487 0,986 45.901
T 536 0,978 46.616
N 42 1,052 367
N3 C 548 0,955 68.111
T 601 0,961 68.863
N 42 0,859 336
N4 C 502 0,994 48.348
T 554 0,986 49.042
N 42 0,859 349
N5 C 485 0,959 42.226
T 533 0,974 42.888
N 43 0,988 352
N6 C 362 0,988 26.932
T 409 0,980 27.649
N 41 1,065 340
N7 C 389 0,983 31.338
T 440 0,998 32.044

totalidad de la célula tampoco se hallaron diferencias:
los valores estuvieron entre 27.649 y 68.863 para las
células normales; entre 16.003 y 48.209 para las
células ASCUS y entre 10.923 y 56.831 para las LIEBG
(tablas 1-3).

En el caso de la dimensién fractal de los tres
grupos celulares no se encontraron diferencias en
los valores; ellos fueron: entre 0,859 y 1,065 para
las células normales; entre 0,932 y 1,025 para las
células ASCUS y entre 0,924 y 1,038 para las células
LIEBG.

Tabla 2. Valores de los espacios de ocupacion del borde
con la rejilla de 2 pixeles, dimension fractal (Df) y superficie
en pixeles del nucleo (N), citoplasma (C) y totalidad celular (T)
en las células dasificadas como ASCUS

Borde Df Superficie
N 87 0,959 1.887
ASCUS 1 C 355 0,968 20.367
T 456 0,972 23.005
N 129 0,940 4.023
ASCUS 2 C 462 1,025 20.934
T 595 1,020 16.003
N 107 0,932 2.776
ASCUS3 C 322 0,934 22.538
T 443 0,959 18.874
N 99 0,935 2.151
ASCUS 4 C 482 0,956 44794
T 590 0,963 41.861
N 95 0,972 2318
ASCUS 5 C 545 0,967 45114
T 654 0,979 48.209
N 86 0,965 1.773
ASCUS 6 C 485 0,961 39.433
T 583 0,967 41.924
N 79 0,938 1.530
ASCUS 7 C 476 0,966 48.406
T 569 0,972 46.187
9
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Tabla 3. Valores de los espacios de ocupacion del borde
con larejilla de 2 pixeles, dimension fractal (Df) y superficie
en pixeles del nucleo (N), citoplasma (C) y totalidad celular (T)
en las células clasificadas como LIEBG

Borde Df Superficie
N 159 0,990 5.564
LIEBG 1 C 439 0,976 16.566
T 603 1,007 24173
N 109 0,980 2.833
LIEBG 2 C 229 0,963 7.195
T 349 1,038 10.923
N 100 0,924 2.406
LIEBG 3 C 413 0,978 39.333
T 528 0,976 36.058
N 104 0,958 2311
LIEBG 4 C 526 0,966 59.965
T 635 0,960 56.819
N 104 0,937 2.306
LIEBG 5 C 526 0,966 59.965
T 629 0,966 56.831
N 141 0,934 4.057
LIEBG 6 C 334 0,982 26.153
T 487 0,996 20.241
N 124 0,978 3.385
LIEBG7 C 330 0,976 25.227
T 461 0,995 20.846
DISCUSION

Este es el primer trabajo en que se utilizan de manera
simultanea la geometria fractal y la euclidiana para
diferenciar las células normales del cuello uterino,
las ASCUS y aquellas con lesién intraepitelial de bajo
grado (LIEBG). Las medidas obtenidas del borde del
nucleo celular permiten establecer una diferencia-
cién clara entre las células normales y las anormales
(ASCUS y LIEBG), e indican ademds que una eleva-
cién de este valor puede asociarse a un aumento
en el grado de severidad de Ia lesidn; asi se logra un

10

método objetivo y reproducible respecto al sistema
Bethesda, que aclara el nivel de gravedad de las
células ASCUS.

Las células evaluadas se escogieron de tal modo que
no presentaran dudas en su diagnostico, pues el ob-
jetivo de este trabajo era lograr medidas objetivas y
reproducibles de un fenémeno que usualmente se
mide con pardmetros cualitativos y que, por lo tanto,
estd sometido a la subjetividad del experto, con
el fin de superar los problemas de reproducibilidad
que implican los métodos actuales. Por esta razon
era necesario un enfoque diferente del fendmeno,
fundamentado en una forma de razonamiento fisico-
matematico inductivo, en la que a partir de unos pocos
casos seleccionados por contener la totalidad de las
condiciones evaluadas para cada estado, sea posible
establecer caracteristicas geométricas objetivas del
comportamiento celular de acuerdo con el grado de
evolucién de la lesién, con base en pocas muestras e
independientemente de consideraciones estadisticas.
Al evaluar con la rejilla de dos pixeles el borde del
nucleo de las células clasificadas como ASCUS se
encontraron valores en un rango intermedio entre la
normalidad y las LIEBG en cinco de los siete casos,
mientras que los dos restantes presentaron valores
matematicos caracteristicos de LIEBG. Dada la difi-
cultad de diagnosticar con claridad las células ASCUS
con los pardmetros convencionales, era previsible
que no pudieran establecerse con total especificidad
rangos diferenciales para tal estado. Sin embargo, el
hecho de que en la mayoria de los casos sus valores
se encuentren en el rango intermedio, y que dos pre-
senten valores caracteristicos de LIEBG, confirma la
conclusién de que el aumento del valor del borde
nuclear es un indicador de que se esta ante un caso
de mayor gravedad, independientemente de si la
célula se evaltia de forma cualitativa como ASCUS o
LIEBG, lo que es de gran utilidad clinica en los pro-
cesos de deteccidon temprana de casos en evoluciéon
hacia neoplasias del cuello uterino. En este sentido es
importante el desarrollo de aplicaciones ulteriores de
esta metodologia a un mayor numero de casos para
corroborar los limites encontrados y poder lograr
cada vez una mayor exactitud de las medidas.

En el sistema Bethesda, y en otros similares aceptados
convencionalmente, uno de los pardmetros obser-
vados usualmente de forma cualitativa es el tamafno
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del nucleo (35), pero estos sistemas exigen la obser-
vacion simultdnea de varios de estos pardmetros; ello
plantea problemas de reproducibilidad, al no contar
con un método para medir objetivamente el borde
nuclear (36). En contraposicion, el presente método
evaltia de manera objetiva el cambio en el tamafio de
dicho borde y tiene en cuenta, ademads, su caracter
geométrico irregular.

La metodologia diagnostica utilizada en este trabajo,
al igual que las empleadas previamente a partir de la
geometria fractal y el concepto de variabilidad y AMI
celular (32,33), permite identificar de manera objetiva
y reproducible diferencias entre normalidad y anor-
malidad (ASCUS y LIEBG), y sehala ademads cudndo
una célula ASCUS se encuentra mas cercana a tener
valores de normalidad o bien de LIEBG. Es relevante
que para futuras investigaciones se determine el im-
pacto de la aplicacion de la metodologia desarrollada
por Rodriguez y colaboradores (32,33), que se basa en
la variabilidad fractal y la AMI celular junto con las
medidas halladas en la presente investigacion.

Por otra parte, si se considera la hipotesis del origen
genético del cancer, en la que se establece que las
neoplasias parten de la amplificacién clonal de una
célula tnica que ha sufrido una alteracidn genética
y exhibe un cambio del nticleo (37), es posible inferir
que los resultados de la presente investigacién apoyan
indirectamente esta hipdtesis dado que se verifican
cambios morfoldgicos en el ntcleo. Sin embargo,
independientemente de si esta inferencia es correcta,
la metodologia utilizada en este trabajo se basa en una
forma de pensamiento fisico que hace abstraccién de
las relaciones causa-efecto, al evidenciar solamente
caracteristicas geométricas asociadas a cada estado,
independientemente de factores de riesgo y andlisis
estadisticos. Este tipo de mediciones representa una
linea de investigacién que puede ser de gran utilidad
y relevancia para lograr una diferenciacién objetiva
y cuantitativa de células en estadios preneoplasicos y
neoplésicos, y que serd contrastada en trabajos futu-
ros con otras metodologias para establecer su eficacia
respecto a otros métodos de evaluacién.
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