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Resumen

Introduccién. La geometria fractal mide la
irregularidad de objetos abstractos y naturales
con la dimensién fractal. Se han aplicado célculos
fractales a las estructuras del cuerpo humano y
a cuantificaciones en fisiologia desde la teoria de
los sistemas dindmicos.

Material y métodos. Se calcularon las di-
mensiones fractales, el ndmero de espacios de
ocupacion del borde en el espacio de box counting
y la superficie ocupada por la imagen en pixeles
de dos grupos de eritrocitos provenientes de pa-
cientes y de bolsas para transfusién (7 normales,
grupo A y 7 anormales, grupo B), utilizando el
método de box counting y un software desarro-
llado para tal efecto. Se compararon las medidas
obtenidas, buscando diferencias entre eritroci-
tos normales y anormales de manera individual
y muestras de estos.

Resultados. La anormalidad se caracteriza
por un nimero de espacios de ocupacién del es-
pacio fractal mayor o igual a 180 pixeles; valores
de superficie en pixeles entre 25.117 y 33.548
corresponden a normalidad. En caso de que la
evaluacion sea de normalidad, de acuerdo con
el ndmero de espacios, debe confirmarse con el
valor de la superficie en pixeles a eritrocitos ad-
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yacentes dentro de la muestra, la cual, en caso
de tener valores por fuera de los establecidos y/o
espacios mayores o iguales a 180 pixeles, sugie-
ren anormalidad de la muestra.

Conclusiones. La metodologia desarrollada
es eficaz para diferenciar alteraciones eritrocita-
rias y probablemente til en el andlisis de bolsas
de transfusién para uso clinico.
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Summary

Introduction. Fractal geometry measures
the irregularity of abstract and natural objects
with the fractal dimension. Fractal calculations
have been applied to the structures of the human
body and to quantifications in physiology from
the theory of dynamic systems.

Material and Methods. The fractal dimen-
sions were calculated, the number of occupation
spaces in the space border of box counting and
the area of two red blood cells groups, 7 normal
ones, group A, and 7 abnormal, group B, coming
from patient and of bags for transfusion, were
calculated using the method of box counting and
a software developed for such effect. The obtained
measures were compared, looking for differences
between normal and abnormal red blood cells,
with the purpose of differentiating samples.

INTRODUCCION

A partir de la definicién del concepto de di-
mension fractal, la geometria fractal permite
caracterizar la irregularidad de los objetos. El
desarrollo de esta geometria se hizo necesario al
encontrar paradojas en los resultados de la me-
dicién de objetos irregulares con las tradicionales
medidas euclidianas. Mandelbrot mostré que si
se mide el contorno de un objeto irregular, como
una costa, superponiendo segmentos de rectas, al
disminuir la longitud de las rectas, el contorno
total del objeto tiende a infinito [1].

De manera general, existen tres tipos de frac-
tales: los abstractos, en los cuales la parte es igual
ala totalidad [2], los salvajes, en los que las partes
se superponen entre si [3], y los estadisticos con
distribuciones hiperbdlicas como en el lenguaje
[4] y el sistema inmune [5-8]. Si el objeto es abs-
tracto, como en el caso del conjunto de Cantor, el
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Results. The abnormality characterizes by a
number of squares of occupation of the fractal
space greater or equal to 180; values of areas
between 25.117 and 33.548 correspond to nor-
mality. In case that the evaluation according to
the number of pictures is of normality, must be
confirmed with the value of the area applied to
adjacent red blood cells within the sample, that
in case of having values by outside established
and/or the greater or equal spaces to 180, they
suggest abnormality of the sample.

Conclusions. The developed methodology is
effective to differentiate the red globules altera-
tions and probably useful in the analysis of bags
of transfusion for clinical use.

Key words: fractal, transfusion, red blood
cells.

tridngulo de Sierpinski o la curva de Koch, puede
usarse la dimensién Hausdorff; en cambio, si
los objetos son fractales salvajes, su dimensién
puede calcularse con el método de box counting
[9]. Este método se basa en el conteo de espacios
ocupados por el contorno de la figura en rejillas
bidimensionales, que pueden ser dos o mas, de
diferente escala y una linealizacion logaritmica
de estos valores de ocupacion.

La geometria fractal se ha aplicado ala geologia,
la economia, la morfologia y el andlisis de espacios
de fase en sistemas dindmicos, entre otras areas
[9-12]. Ejemplo de sus aplicaciones en la medicina,
son las caracterizaciones que pueden ser de utilidad
en la deteccion de falsos positivos en mamografias
[13,14], en la determinacién de diferentes grados
de lesion de cdncer de vejiga [15], en el andlisis de
alteraciones neoplésicas de la mucosa oral [16], o

en diferencias en la vasculatura sana y tumoral
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en ratones andrdgenodependientes [17]. Se han
desarrollado miiltiples aplicaciones de la geome-
tria fractal a la caracterizacion de células y tejidos
normales y enfermos [13-17,20-21]. Sin embargo,
la mayoria de los trabajos en geometria fractal se
basan en la comparacién de medidas fractales ais-
ladas y en la biisqueda de rangos caracteristicos de
salud o enfermedad, lo cual no permite establecer
diferencias en muchos casos. Rodriguez et al [22]
midieron placas histoldgicas de arterias normales
y reestenosadas con dimensiones fractales en un
modelo experimental en porcinos, evidenciando
que estas medidas no permiten establecer diferen-
cias entre normalidad y enfermedad, mientras que
el desarrollo de metodologfas y conceptos ulterio-
res, como el de Armonia Matemadtica Intrinseca
(AMI), permiten su diferenciacién objetiva. Pos-
teriormente, desarrollaron metodologfas con base
en geometria fractal para diferenciar Ramificacion
Coronaria Izquierda (RCI) con presencia y ausen-
cia de enfermedad oclusiva arterial en angiografias
[23] y ventriculogramas con fraccién de eyeccion
normal y <40% [24], ademés, para caracterizar
células preneopldsicas [25] del epitelio escamo-
so cervical.

El éxito de las transfusiones de glbulos rojos
empaquetados (ERG) depende de la viabilidad
de los eritrocitos, la cual estd determinada por
la morfologia de los mismos al momento de la
transfusion. Si bien los procedimientos de re-
emplazo de la volemia han avanzado en el man-
tenimiento de la integridad de los componentes
sanguineos posteriores al empaquetamiento
—desarrollo de estabilizantes y anticoagulantes—,
poco se ha podido avanzar en la determinacién de
métodos de tamizacion de la viabilidad eritrocita-
ria [18]. Por ello, tal tamizacidn se hace sin claros
criterios matemadticos o geométricos de diagnds-
tico, mediante observacién microscépica basada
en la pericia del evaluador [18,19]. De acuerdo

Rev. Cienc. Salud. Bogota (Colombia) 6 (3): 47-56, septiembre-diciembre de 2008 /49

con la observacion experimental, la célula cambia
de forma durante su almacenamiento; pasa de ser
un discocito a ser un equinocito o esferoequino-
cito, con 10 a 30 espiculas de longitud regular e
igualmente distribuidas por la superficie [19]. Se
ha establecido que la forma Gptima del eritrocito
para la circulacién in Vitro, corresponde a la del
discocito, pues al transformarse en estomatocito
se altera el paso a través de la microcirculacién,
debido a la disminucién de la filtrabilidad celu-
lar, mientras que al transformarse en equinocito
puede alterarse el flujo en los grandes vasos [19].
Debido a lo anterior, es de vital importancia el
desarrollo de nuevas metodologias de aplicacion
clinica que permitan caracterizar la viabilidad
eritrocitaria de manera precisa y objetiva.

Para la descripcién matematica de los hema-
ties, los trabajos se han centrado en la cinética de
los glébulos rojos. Reuben et al y Sharma et al
centran la discusién en los problemas matema-
ticos de la interpretacion actual de la velocidad
de sedimentacién globular (VSG), la cual obvia
los procesos patoldgicos en los que la agrega-
cién eritrocitaria depende de concentraciones
matematicas relativamente desconocidas, que
no pueden explicarse desde una sola variable
lineal sino que necesitan interpretarse desde
medidas de la geometria fractal [26,27]. Kuo
et al encontraron que la VSG es una constante
intrinseca, caracteristica de la interacciéon entre
los eritrocitos y las macromoléculas que, al in-
troducirse en la funcién de la ley de la energfa
de la sedimentacién, permite definir curvas
simétricas de sedimentacién que definen una
dimension fractal D y una nueva constante de
la VSG, las cuales explican la tendencia para
la acumulacién de liquido dentro del codgulo
de retraccién [28]. Tang et al desarrollaron un
modelo que predice la dimensién fractal de los
agregados de sedimentacién [29]. Ismailov et al



relacionan la estructura interna con la VSG y el
medio, desde ecuaciones diferenciales derivadas
de las fundamentales [30]. Estos trabajos evi-
dencian la pertinencia del desarrollo de nuevas
metodologias para la evaluacion del estado eri-
trocitario con base en medidas fractales.

La presente investigacion tiene como propo-
sito evaluar dimensiones fractales, superficie en
pixeles y cantidad de espacios en el espacio de box
counting de eritrocitos normales y anormales,
buscando diferencias matematicas de su morfo-
logia, relacionadas con enfermedades eritroci-
tarias que puedan ser de utilidad para evaluar la
calidad de las muestras en transfusiones.

MATERIALES Y METODOS
Definiciones

Dimensién fractal de box counting:
(Ecuacion 1)

D= LogN (2~ _LogN (27K
LongJrl 7Log2k

— N ")

= Log, NG
Donde:
N: ndmero de espacios que contiene el contorno
del objeto.

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

Superficie en pixeles del objeto
Nimero de pixeles que tocan el inte-
rior o el borde de la imagen medida.

Niimero de espacios pequefios en el espacio
de box counting

La medicién de la dimensidn fractal de box
counting, requiere la superposicion de dos reji-
llas, como minimo, a la imagen medida. Las reji-
llas utilizadas fueron de 5 y 50 pixeles. El niimero

Javier Rodriguez, Catalina Correa, Signed Prieto, Benjamin Ospino, Pedro Bernal, Liliana Ortiz, Angela Munévar

de espacios pequefios corresponde al ntimero de
espacios que tocan el borde de la imagen medida
al superponer la rejilla de 5x5 pixeles.

PROCEDIMIENTO

Se escogieron 14 muestras que se dividieron
en dos grupos: el grupo A, conformado por 7
muestras de sangre normal procedentes de: 1) un
individuo diagnosticado normal, segtin criterio
médico convencional, 2) tres bolsas de sangre
para transfusion, las cuales se mantuvieron en
refrigeracion a 4°C hasta por 42 dias para tras-
fundir los pacientes del mismo grupo sanguineo
y a las que se han hecho pruebas cruzadas segtin
estd indicado, y 3) tres pacientes cuyos cuadros
hematicos presentaron valores de hemoglobi-
na menores a 9 g/dl, sin otras alteraciones en
las caracteristicas de los eritrocitos, por lo que les
habia sido ordenada una transfusién. El grupo
B, compuesto por 7 muestras anormales prove-
nientes de: 1) cinco pacientes con alteraciones
eritrocitarias, y 2) dos bolsas descartadas por su
no viabilidad para transfusion.

Los extendidos y las 14 células fueron selec-
cionados por Benjamin Ospino y Angela Muné-
var, expertos en hematologia del Hospital Militar
Central. De acuerdo con su experiencia, se busco
incluir todas las caracteristicas morfoldgicas de
normalidad y las alteraciones morfolégicas més
importantes, con base en la observacién cuali-
tativa, de manera que la determinacién de las
caracteristicas matematicas comunes a cada uno
de los grupos contribuyera a la caracterizacién
que permita diferenciar ambos estados.

Dado que unas pocas células patoldgicas en
una muestra son indicadoras de patologia, y la
aplicacién de una caracterizacién matemdtica
permite establecer objetivamente su estado, es
innecesario un analisis muestral mayor, lo cual
permite prescindir de la utilizacién de grandes
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volimenes de sangre, tanto en el desarrollo de la
metodologia como en su aplicacion. I[gualmente,
este procedimiento hace que no se requiera el
uso de un método probabilistico de calculo de
tamarfio de la muestra.

Los extendidos de sangre periférica, en ldimina
tratada con el colorante de Wright, se observaron
a un aumento de 100X a través de microscopio
(Axiostar Plus), posteriormente se fotografiaron
con una cdmara digital (Canon Power Shot65), fi-
nalmente fueron transferidas a través de interfase
en serie al computador (ver figuras 1y 2). Para el
procesamiento de las imagenes se desarrollé un

software mediante el cual se midi6 la dimensién
fractal del eritrocito, con espacios de 5x5 y 50x50
pixeles, anotando el ntimero de espacios de 5x5
pixeles que eran tocados por el borde del eritro-
cito en el espacio de box counting y la superficie
ocupada por la totalidad del eritrocito en pixeles.
Estas dos rejillas fueron escogidas porque sus
escalas permiten evidenciar las diferencias entre
normalidad y enfermedad, mientras que escalas
mads pequefias o mas grandes ignoran irregulari-
dades con las que pueden diferenciarse los grupos,
o bien evaltian demasiados detalles que resultan
innecesarios para la diferenciacién.

Figura 1. Eritrocito normal N4 seleccionado y delineado en la rejilla de 5x5 pixeles. La morfologia espi-

culada del borde del eritrocito anormal en contraposicion con el normal puede medirse matematicamente

en esta escala.

T

Rev. Cienc. Salud. Bogota (Colombia) 6 (3): 47-56, septiembre-diciembre de 2008 /51



Javier Rodriguez, Catalina Correa, Signed Prieto, Benjamin Ospino, Pedro Bernal, Liliana Ortiz, Angela Munévar

Figura 2. Eritrocito anormal A5 seleccionado y delineado en la rejilla de 50x50 pixeles. Esta rejilla es Gtil

para la determinacion de la dimension fractal, pero no para establecer diferencias entre normalidad y en-

fermedad porque es una escala demasiado grande.

El software se desarroll6 en una plataforma
C++; el algoritmo usado se basa en un conteo de
cuadros ocupados bajo una rejilla seleccionada
por el usuario; luego, dicho conteo es enviado
a una funcién que evalta la dimensién fractal
(ver ecuacidn 1). El valor resultante, tanto de la
dimensién fractal como de los espacios ocupados
por el borde, se muestra a través de una ventana
emergente de la aplicacion. Ademés, el progra-
ma cuenta con la utilidad de arrojar el namero
de pixeles ocupados por la superficie de la figura
a evaluar. El tiempo de ejecucidn del conteo de
cuadros y de la dimensidn fractal es del orden de
los microsegundos. Hasta ahora se ha usado en
procesadores Pentium M con capacidad minima
de 1,6 Ghz, sin ninguna dificultad de procesamien-

tode datos. La velocidad del procesamiento de los
datos no se ve afectada por la disminucién de los
espacios de 5x5 hasta 50x50, que se sigue mante-
niendo en el orden de los microsegundos.

Finalmente se estudiaron las caracteristicas
comunes a ambos grupos, con el fin de estable-
cer los pardmetros matemadticos que permitan
diferenciarlos.

ResuLtaDOS

Los espacios de 5x5 tocados por el borde de
la célula presentaron valores entre 135 y 184
pixeles, oscilando entre 135 y 177 pixeles en el
grupo de eritrocitos normales, mientras que los
anormales presentaron valores entre 138 y 184
pixeles (ver tabla 1).
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Tabla 1. Dimension fractal, superficie en pixeles y nimero de espacios ocupados por el borde en la rejilla

de 5x5 pixeles

N1 N2 N3

N4 N5 N6 N7

DF 0,9692 | 0,9030 | 1,0053 1,088 | 1,079 | 1,0969 | 1,0511
SUP | 39.543 | 33.548 | 33.008 | 28.276 | 26.389 | 26.205 | 25.117
Kp 177 160 162 147 144 150 135

Al A2 A3

A4 A5 A6 A7

DF 1,0969 | 1,0095 | 1,1083 | 1,0874 | 1,0511 | 0,9970 | 0,9937
SUP | 17.809 | 30.102 | 24.503 | 27.164 | 24.958 | 21.070 | 18.629
Kp 150 184 154 159 180 149 138

N: Eritrocitos normales

A: Eritrocitos anormales
DF: Dimension fractal
SUP: Superficie en pixeles

Kp: Nimero de espacios ocupados por el borde en la rejilla de 5x5 pixeles

Las dimensiones fractales se encontraron
entre 0,9030 y 1,1083. Para eritrocitos nor-
males entre 0,9030 y 1,0969, y para eritrocitos
anormales entre 0,9937 y 1,1083 (ver tabla 1).
Los espacios de 50x50 sélo fueron utilizados
para la evaluacién de la dimensidn fractal, pues
es una escala tan grande que su observacién
resulta irrelevante para la diferenciacion de los
grupos.

Las superficies se encontraron entre 17.809
y 39.543 pixeles. Para eritrocitos normales entre
25.117 y 39.543 pixeles, y para eritrocitos anorma-
les entre 17.809 y 30.102 pixeles (ver tabla 1).

Mediante el siguiente procedimiento es po-
sible diferenciar normalidad de anormalidad en
las muestras: se evaltia el ntimero de espacios
ocupados por el borde del eritrocito, el cual,
en caso de ser mayor o igual a 180 pixeles es
marcador de anormalidad de la muestra. Si el
eritrocito presenta un ndmero normal de espa-
cios del borde, se evalda la superficie en pixeles
de los eritrocitos adyacentes, los cuales, para
ser normales, deben encontrarse entre 25.117
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y 33.548 pixeles. En caso de encontrar nimeros
de espacios del borde mayores a 180 pixeles o
superficies por fuera de los valores de normali-
dad, la muestra se considera anormal.

DiscusioN

Este es el primer trabajo en el cual se realiza
una caracterizaciéon geométrica de la morfologia
delos globulos rojos a partir del analisis de varios
de éstos en una muestra, por medio de las geome-
trias fractal y euclidiana. Se encontraron 6rdenes
matematicos que caracterizan la forma y la fun-
cionalidad del eritrocito, a partir de proporciones
geométricas objetivas y reproducibles, basadas
en parametros matematicos. De esta manera, se
mejora el diagndstico clinico convencional pues
brinda informacién objetiva y reproducible que
diferencia mateméticamente eritrocitos norma-
les de enfermos. Se encontrd que estos parame-
tros son aplicables a bolsas de transfusiones y
evaluaciones pre y postransfusion.

Para el desarrollo de esta metodologia sélo
fueron necesarios 14 eritrocitos, los cuales se



escogieron por ser caracteristicos de normalidad
y anormalidad, sin duda; por lo anterior, no se
requieren grandes voldmenes de sangre, debido
alas importantes diferencias morfoldgicas entre
los eritrocitos seleccionados. El presente trabajo
evidencia que fueron necesarias medidas tanto
euclidianas como fractales para llegar al resulta-
do diagndstico, pues el espacio de box counting
contiene un conteo euclidiano de los espacios
ocupados por el borde de la figura irregular
dentro de un espacio bidimensional finito, del
mismo modo, se realiza un conteo euclidiano al
evaluar la superficie evaluada en pixeles por el
objeto medido en dos dimensiones. El anlisis de
dimensiones fractales aisladas no permite esta-
blecer diferencias entre normalidad y anormali-
dad, evidenciando que lo que permite establecer
las diferencias es la observacion de la forma en
la cual es ocupado el espacio en la relacién de la
superficie y el perimetro.

Al comparar los valores entre grupos, se ob-
serva que éstos se encuentran superpuestos, lo
cual hace necesario evaluar mas de un eritrocito
para establecer el diagnéstico de la muestra. El
valor de 180 pixeles se consider como limite
de normalidad porque ninguno de los valores
de normalidad es mayor a 177 pixeles, mien-
tras que valores iguales 0 mayores a 180 estdn
siempre asociados a eritrocitos anormales. Va-
lores inferiores a 24.958 pixeles en la superficie
estan asociados a enfermedad en todos los casos,
mientras que valores superiores pueden darse
tanto en normalidad como en enfermedad, por
lo cual el rango de normalidad se tomé entre
25.117y 33.548 pixeles en eritrocitos adyacen-
tes. El valor de 39.543 pixeles no fue incluido
como limite de normalidad porque, aunque
se presenta en un eritrocito normal, todos los
demads presentan valores por debajo de 33.548
pixeles mientras que el eritrocito que presenta
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el valor mds alto, presenta ademds el valor més
cercano al limite de anormalidad en el ndmero
de espacios del borde. Estos valores limite pue-
den tener rangos cercanos en nuevas medidas
realizadas, manteniéndose la consistencia me-
todoldgica planteada.

Dado que los métodos de tamizacién utili-
zados en la actualidad utilizan observaciones
microscépicas de las alteraciones morfolégicas
de las muestras, su diagndstico estd limitado a
la experiencia del evaluador. Este trabajo con-
tribuye al desarrollo de pardmetros objetivos
y reproducibles, los cuales mejorarén tanto la
precisién como el tiempo de evaluacién, pues
el desarrollo de parametros mateméticos claros
constituye la base para el desarrollo de métodos
automatizados de diagndstico.

Es necesario llevar a cabo correlaciones a
nivel clinico, aplicando esta metodologia para
evaluar su aplicabilidad en el mejoramiento de
las transfusiones, asi como desarrollar medidas
en diferentes momentos durante el almacena-
miento de las bolsas para establecer posibles
alteraciones en el tiempo de almacenamiento y
hacer una mejor escogencia con esta metodolo-
gia para las transfusiones.

CONCLUSIONES

Se desarroll6 una nueva metodologia de eva-
luacion del estado eritrocitario a partir de la
caracterizacién matematica de la morfologia el
eritrocito con base en geometria fractal y eucli-
diana.

Las medidas euclidianas y fractales evalua-
das aisladamente no permiten la diferenciacién
de los grupos, pero la observacién de ambas
permite la determinacion del estado de la muestra
mediante el siguiente procedimiento: primero
se determina el ndmero de espacios ocupados
por el borde del eritrocito, el cual resultd ser
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menor a 180 pixeles en muestras normales. En
caso de ser mayor o igual a 180 pixeles es mar-
cador de anormalidad. Si el eritrocito presenta
un nidmero normal de espacios del borde, se
evalta la superficie en pixeles de los eritroci-
tos adyacentes, los cuales, para ser normales,
se encuentran entre 25.117 y 33.548 pixeles.
En caso de encontrar nimeros de espacios del

borde mayores a 180 pixeles o superficies por
fuera de los valores de normalidad, la muestra
se considera anormal.

La precision de las medidas obtenidas permite
una evaluacién matematica general y objetiva de
cualquier caso particular de los grupos evalua-
dos, haciendo innecesario el uso de metodologias
estadisticas.
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