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Resumen:

Objetivo. Confirmar la aplicabilidad clinica de la metodologia diagnéstica que permite
mediante el espacio de ocupacién del nucleo establecer diferencias entre los diferentes
tipos de lesiones celulares.

Metodologia. Mediante la superposicion de una rejilla de 8x8 pixeles, se cuantifico el es-
pacio ocupado por la superficie del nucleo y del citoplasma de 10 células normales, 12
ASCUS (Células escamosas atipicas de significado indeterminado), 12 L-SIL (Lesiones in-
traepiteliales escamosas de bajo grado) y 14 H-SIL (Lesiones intraepiheliales escamosas
de alto grado), adicionalmente la proporcién C/N, buscando si éstas se encuentran den-
tro de los rangos de valores establecidos previamente. Se calculé la sensibilidad, espe-
cificidad, coeficiente de probabilidad negativo y Kappa respecto al ‘gold standard
Resultados. Las medidas hechas en los espacios de ocupacién del nucleo de cada una
de las células se encontraron dentro del rango de valores previamente establecidos, in-
cluyendo las células ASCUS evitando de esta manera su indeterminacién. La compara-
cién respecto al ‘gold standard’ presenté sensibilidad y especificidad del 100%,
coeficiente de probabilidad negativo de cero, y un coeficiente Kappa de uno.
Conclusiones. Se confirmé la reproductibilidad y aplicabilidad clinica de la metodologia
diagndstica disefada para evaluar el grado de lesién de las células de cuello uterino, a
partir del espacio ocupado por el nucleo, lo cual implica un correcto seguimiento de la
lesién en el tiempo a nivel clinico, alertando sobre alteraciones que se dirijan a maligni-
dad.
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Objective. To confirm the clinical applicability of the diagnostic methodology that
allows, through the space of occupation of the nucleus, to establish differences between

Methodology. By the superposition of a grid of 8x8 pixels, the space occupied by the
surface of the nucleus and the cytoplasm of 10 normal cells, 12 ASCUS (Atypical Squa-
mous Cells of Undetermined Significance), 12 L-SIL (Low-grade Squamous Intraepithelial
Lesions) and 14 H-SIL (High-grade Squamous Intraepihelial Lesions), in addition the C/N
ratio, looking for if these are within the previously established ranges of values. The sen-
sitivity, specificity, negative likelihood ratio and the Kappa coefficient were calculated

Results. The measurements made in the spaces of occupation of the nucleus of each of
the cells were within the range of previously established values, including ASCUS cells
thus avoiding their indetermination. The comparison with Gold Standard showed sen-
sitivity and specificity of 100%, negative likelihood ratio of zero, and a Kappa coefficient

Conclusions. The reproducibility and clinical applicability of the diagnostic methodology
designed to evaluate the degree of lesion of the cervical cells from the space occupied
by the nucleus was confirmed, which implies a correct follow-up of the lesion over time
at the clinical setting, alerting about alterations that are directed to malignity. anemias.
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Introduccion

Los objetos regulares han sido medidos con geometrias
que caracterizan, por 6rdenes de magnitud, la longitud,
area o volumen, como es el caso de la geometria eucli-
diana. No obstante, desde el contexto de la geometria
fractal la irregularidad de los objetos de la naturaleza ha
sido caracterizada de manera correcta mediante la di-
mension fractall. Existen diferentes tipos de fractales
dentro de los cuales se encuentran las estructuras del
cuerpo humano como son las células y tejidos que por
sus caracteristicas los ubican dentro del grupo de frac-
tales salvajes o naturales. El grado de irregularidad de
este tipo fractales es establecido mediante la dimensién
fractal calculada con el método de Box-Counting?, mé-
todo con el cual se establecen relaciones en la ocupacién
espacial de un objeto en diferentes escalas.

El afio 2018 se estim6 que el cancer de cuello uterino
ocupa el cuarto puesto de cancer mas frecuente en mu-
jeres, es decir, representa el 6.6% de todos los tipos de
cancer femeninos3. Los cambios neoplasicos previos, de
acuerdo con propiedades como son el color, la forma y
la textura del nucleo y del citoplasma en células cervica-
les?, puede ser detectados mediante la citologia vaginal,
prueba de frotis de Papanicolaou (o prueba Pap) o frotis
Pap. No obstante, esta evaluacion es altamente subjetiva
cuando se trata de evaluar las anteriores caracteristicas
desde la imagen original, ya que los resultados histolo-
gicos pueden verse afectados por factores como son el
nivel de cansancio o estrés del médico®.

Alaluz de estos resultados, se ha hecho necesario re-
alizar analisis avanzado de imagenes mediante compu-

tadoras, lo cual se ha convertido en una parte integral
de muchos proyectos de investigacién®. Sin embargo,
cuando se trabaja con imagenes obtenidas a partir de un
microscopio, se debe estar preparado para controlar
ciertos factores como son la iluminacién desigual, el
ruido del detector, y los artefactos de compresién®7; su-
mado a esto, existen aberraciones relacionadas con las
limitaciones fisicas de la dptica ya existente®. Para dis-
minuir estas limitaciones, se han utilizado otras técnicas
que buscan imitar las imagenes adquiridas mediante mi-
croscopia de fluorescencia, las cuales crean imagenes en
2D?y 3D1% ! que simulan el nticleo de la célula. Otro mé-
todo utilizado para este tipo de imagenes de células cer-
vicales tomadas del microscopio, es la segmentacién con
la cual se busca distinguir el fondo, el citoplasma y el nu-
cleo de la célula'? Dicha segmentacion permitiria medir
de manera automatica las caracteristicas de interés que
hayan demostrado ser discriminativas para la deteccion
de estas lesiones.

La automatizacidn de las imagenes de células de cue-
llo uterino se puede mejorar mediante la aplicacién de
metodologias diagnoésticas desarrolladas en el contexto
de la fisica y matematica tedrica, permitiendo caracteri-
zar de forma objetiva estados preneoplasicos y neopla-
sicos!37, Para ello se hizo uso de la geometria fractal y
se establecieron rangos de valores matematicos para los
estados histolégicos de normalidad o anormalidad que
ubican a las células ASCUS dentro de este rango de valo-
res'3, Desde esta nueva forma caracterizar las partes de
la célula, se amplia el conocimiento que hasta el mo-
mento se tiene de los diferentes cambios que se pueden



Figura 1. Célula normal donde a) esta el nucleo (N) y el citoplasma (C) delineado; b) es el nucleo separado del
total de la célula, c) superposicion de la rejilla de 8 x 8 pixeles en el nucleo; d) es el citoplasma separado del total
de la célula, c) superposicién de la rejilla de 8 x 8 pixeles en el citoplasma.

dar en la célula. La generalizacién realizada en los tra-
bajos de Rodriguez et al, es una muestra de esta ampli-
tud de conocimiento, ya que permite tener la medida de
todos los posibles prototipos celulares cervicales desde
la normalidad hasta el carcinoma, incluyendo las células
ASCUS™ 15,

En un estudio reciente Rodriguez y et al, desarrolla-
ron una nueva metodologia diagndstica de aplicacion cli-
nica, la cual caracteriza con mayor precision la
ocupacion espacial de los ntcleos de las células, los cua-
les son considerados en la histologia como diferencia-
dores entre estados normales y de mayor lesion de la
célula.

Adicionalmente, la metodologia logré establecer la
totalidad de posibles rutas de alteraciones celulares que
van desde la normalidad hasta el grado de lesién ma-
ximo establecido histolégicamente!’. Esto fue posible
gracias al establecimiento de rangos de valores de la su-
perficie de nucleo en el contexto del espacio fractal ge-
neralizado de Box Counting, los cuales permiten hacer
distinciones mas precisas entre las células. Por ejemplo,
estos rangos de valores posicionan las células ASCUS en
un rango de valores matematicos asociados con la nor-
malidad y los diferentes grados de lesion celular, lo cual
evita la indeterminacion de este tipo de células.

El propésito del presente estudio es confirmar la re-
productibilidad y aplicabilidad clinica de la metodologia
diagnostica de lesiones preneoplasicas y neoplasicas de
células escamosas cérvicouterinas fundamentada en la
ocupacion espacial del nucleo en el espacio de Box Coun-
ting?’, a partir del cual se facilite el seguimiento histolé-
gico en el tiempo.

Métodos

Para el estudio se seleccionaron 48 células de extendi-
dos de laminas citoldgicas de cuello uterino selecciona-
das por un patélogo experto, de mujeres con edades
entre 20 y 55 afos, provenientes de investigaciones pre-
vias del grupo Insight. Las células, cuya citologia fue nor-
mal y con diferentes grados de lesion hasta carcinoma
de acuerdo con los parametros convencionales, la clasi-
ficacion H-SIL incluye el estadio de carcinoma.

A continuacion, los extendidos de laminas citolégicas
de cuello fueron observadas en un microscopio Leika
DM-2500 con un aumento de 100X, y fotografiadas pos-
teriormente. De cada fotografia se delinearon 10 células
diagnosticadas histolégicamente como normales, 12
ASCUS, 12 L-SILy 14 H-SIL. Para que las imagenes fueran
reconocidas por el software, estas fueron editadas en Mi-
crosoft Office Professional Plus 2010. Posteriormente se
superpuso la rejilla de 8x8 pixeles para evaluar el espa-
cio ocupado por la superficie del nicleo (N) y la del ci-
toplasma sin ntcleo (C), es decir, se hizo un conteo en
pixeles del espacio que ocupan los objetos N y el C (ver
figuras 1y 2), tal y como es indicado por el método de
Box Counting con la siguiente ecuacién (1):

D= LogN(2*" )—=LogN(2™" )
Log2""'~Log?2"

En donde D es la dimensidn fractal; N representa el nu-
mero de cuadros ocupado por el objeto en la cuadricula
de grado de particion K.

Vale la pena resaltar que, en el presente estudio la
ecuacion 1 fue utilizada para el conteo de los espacios
ocupados por los objetos al superponer la rejilla, no para
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Figura 2. Célula H-SIL donde a) esta el nucleo (N) y el citoplasma (C) delineado; b) es el nucleo separado del
total de la célula, c) superposicion de la rejilla de 8 x 8 pixeles en el nucleo; d) es el citoplasma separado del total
de la célula, e) superposicion de la rejilla de 8 x 8 pixeles en el citoplasmas.

hallar los valores de la dimension fractal. Finalmente, se
procedié a calcular la proporcién entre el C/N a partir
de los valores hallados para cada célula, es decir, se hall6
el cociente entre el nimero de espacios ocupados en la
rejilla de 8x8 pixeles porel Cy el N.

Posteriormente, los resultados de este estudio fueron
contrastados con los valores diagnoésticos establecidos
previamente!®, cuyos rangos de valores maximos y mi-
nimos permiten establecer diferencias y comparaciones
histolégicas entre las células de la siguiente manera, una
célula es histoldgicamente normal cuando se caracteriza
por una superficie del nicleo que varia entre 41y 14,y
la del citoplasma sin en nucleo varia entre 1724 y 358;
es L-SIL cuando la superficie del ntcleo varia entre 170
y 47,y la del citoplasma sin en nucleo varia entre 1132
y 170; es H-SIL cuando la superficie del nicleo varia
entre 221y 185, y la del citoplasma sin en nucleo varia
entre 896 y 584.

Para realizar el analisis estadistico fueron desenmas-
carados los resultados de los diagnésticos histolégicos,
los cuales fueron considerados como gold-standard. Para
confirmar tanto la aplicabilidad y reproductibilidad de
la metodologia desarrollada en el presente estudio, se
disen6 una la tabla de contingencia 2x2 asi: el grupo de
células cuyo diagnéstico histolégico y matematico son
de lesién corresponden a los verdaderos positivos (VP);
el grupo de células cuyo diagndstico histolégico y ma-
tematico es de normalidad corresponde a los verdaderos
negativos (VN); en cambio, el grupo de células cuyos
diagnéstico histolégico es normal pero matematica-
mente estadn dentro de los rangos de lesién correspon-
den a los falsos positivos (FP); finalmente el grupo de
células evaluadas matematicamente como normales

pero con diagndstico histolégico de lesién corresponden
a los falsos negativos (FN).

Una vez hallados estos valores se calculé la sensibi-
lidad y especificidad, evaluado el nivel de concordancia
entre el gold-standard y el diagnostico fisico matematico
con el coeficiente Kappa. Vale la pena resaltar las células
clasificadas como ASCUS, no cuentan con un diagnéstico
histolégico especifico de lesiéon o normalidad; por ello,
al no contar con un gold-standard, se excluyeron del ana-
lisis estadistico. Con referencia a lo anterior, la evalua-
cién matematica busca para estos casos establecer
relaciones diagndsticas de estas células con los estadios
de normalidad y lesion con los cuales se pueda precisar
diferenciaciones cuantitativas.

Resultados

Los valores de los espacios de ocupacion de la superficie
del citoplasma sin ntcleo presentaron valores para las
células histolégicas evaluadas como normales entre 388
y 11167, para L-SIL entre 235 y 736, y entre 591 y 824
para H-SIL. Los valores de la relaciéon C/N variaron entre
9,7 y 40,241 para las células evaluadas histolégicamente
como normales, entre 1,451 y 13,143 para L-SIL, y para
H-SIL variaron entre 2,995 y 980 (ver tabla I).

Los espacios de ocupacion de la superficie del nticleo
variaron entre 29 y 40 para la normalidad, entre 47 y
169 para L-SIL, entre 192 y 213 para L-SIL (ver tabla I).

De los resultados anteriores se puede observar como
los espacios de ocupacion de la superficie nuclear per-
miten realizar distinciones histolégicas mas precisas, a
partir del aumento progresivo de la superficie del nd-
cleo, que es caracteristico de una lesién celular mas
grave.



Tabla |
Mediciones matematicas de 12 células analizadas con la rejilla de 8x8 pixeles
y el respectivo diagnostico convencional y matematico

No Célula Diagnostico C
matematico
1 N 1167
2 N 735
3 N 1509
4 N 388
5 LSIL 428
6 LSIL 235
7 LSIL 464
8 LSIL 736
9 HSIL 768
10 HSIL 638
11 HSIL 591
12 HSIL 824

N C/N E_value'xci_én
histolégica

29 40.241 N

29 25.345 N

19 79.421 ASCUS
40 9.7 N

47 9.106 LSIL
162 1.451 LSIL
169 2.746 LSIL

56 13.143 LSIL
188 4.085 ASCUS
213 2.995 HSIL
192 3.078 HSIL
207 3.981 HSIL

C: ocupacion espacial del citoplasma. N: Ocupacion espacial del nucleo. C/N: proporcion entre ambas medidas.
Evaluacion histolégica emitida por el experto segun los parametros convencionales y diagnostico matematico
basado en la metodologia desarrollada previamente por Rodriguez et al.

En el caso de las células histolégicas evaluadas como
ASCUS, los valores de la superficie del citoplasma varia-
ron entre 247 y 1509. Los valores de la superficie del nd-
cleo variaron entre 21 y 209 y los valores de la relacién
C/N variaron entre 1,65y 71,16 (ver tabla I). De los re-
sultados de los espacios ocupados por la superficie del
nucleo, se observa que 3 células ASCUS tienen un diag-
noéstico matematico de normalidad, 7 corresponden a L-
SIL y 2 corresponden a H-SIL, lo que hace que este tipo
de células esté completamente diferenciadas (ver tabla
D).

Los célculos de concordancia entre la evaluacion his-
tolégica y la metodologia diagnéstica arrojan resultados
de sensibilidad y una especificidad del 100%, una razén
de probabilidad negativa de cero y un coeficiente de
Kappa de uno, que evidencia la aplicabilidad clinica de
la presente metodologia.

Discusiéon

Este es el primer trabajo que confirma la aplicabilidad
clinica de la metodologia diagnéstica la cual caracteriza
el nacleo de la célula, en el contexto de las nociones ma-
tematicas como son la superficie de la geometria eucli-
diana y la irregularidad de la geometria fractal. La
metodologia permite hacer distinciones mas precisas
entre células de cuello uterino normal y los diferentes
estadios de la lesidn, a partir de la cuantificacién de la
ocupacion espacial de la superficie del nicleo mediante
lo cual se establece un diagnoéstico fisico-matematico ob-
jetivo y reproducible. El calculo de los espacios ocupados
por el nuicleo de las células seleccionadas para el estudio,
al ser sus valores comparados permitieron establecer di-
ferencias entre normalidad, H-SIL y L-SIL, encontrando
como resultado que dentro del grupo de células histolé-

gicamente clasificadas como ASCUS, sus valores mate-
maticos las ubicaron dentro del grupo de células norma-
les y LSIL, evitando de esa manera la indeterminacién
de este tipo de células. La prueba diagndstica dio como
resultado una sensibilidad y especificidad del 100%, un
coeficiente Kappa de 1 y un Negative Likelihood Ratio
de 0, comparada con los métodos clinicos convenciona-
les.

En la actualidad se est4 buscando el disefio de pro-
gramas que simulen los detalles minimos de las image-
nes de las células adquiridas mediante microscopia de
fluorescencia, debido a que, al trabajar con datos biol6-
gicos el desafio de estos programas esta en hacer frente
ala amplia variacion presente en las muestras®. En cam-
bio, la presente metodologia cuenta con la capacidad de
medir el ntcleo y el citoplasma, asi como todas las posi-
bles variaciones de las células, a partir de fotografias to-
madas de células observadas en el microscopio, lo cual
reduce costos y hace mas certero el diagnéstico y la di-
ferenciacion entre células de cuello uterino normal y los
diferentes estadios de la lesién'’. Esto resulta posible de-
bido al lenguaje matematico que sustenta este trabajo,
mediante el cual se puede cuantificar de forma objetiva
el cambio de la ocupacién espacial del nicleo, y me-
diante este realizar un seguimiento de su evolucién, as{
como el acercamiento progresivo hacia un estadio celu-
lar de mayor gravedad'’.

Las células ASCUS se caracterizan por su indetermi-
nacion a la hora de clasificarlas dentro de los grupos de
lesiones ya establecidos. La presente metodologia al es-
tablecer rangos de valores que caracterizan la normali-
dad y los diferentes grados de lesién permite cuantificar
histolégicamente qué tan cerca o lejos se encuentra de
valores matematicos relacionados con normalidad. Los



parametros de anormalidad, permiten identificar con
mayor facilidad una progresion hacia estadios malignos,
lo cual contribuye a superar las dificultades diagndsticas
y de reproducibilidad observadas en los sistemas de me-
dida utilizados en el sistema Bethesda, lo que podria
permitir una unificacion de estos sistemas!®-22,

La presente metodologia logra hacer distinciones
matematicas entre los nicleos de las células, a partir de
la medida del espacio ocupado por la superficie del nu-
cleo, en el contexto de la geometria fractal. Vale la pena
resaltar que el éxito de la presente metodologia se basa
en que se estan haciendo medidas en instantes donde la
célula va tendiendo a estadios de menor o mayor grave-
dad de la lesién.

Lo anterior también se puede entender desde el con-
texto de Prigogine el cual afirma que para la evaluacion
de los fendmenos en el tiempo, disponemos de ventanas
temporales, es decir, observaciones discretas en momen-
tos puntuales del proceso?:.

Consideraciones éticas

Segun las guias éticas del articulo 11 de la resolucién
008430 de 1993 establecidas por el Ministerio de salud
de Colombia, el presente estudio fue realizado conforme
a estos principios establecidos, el cual se clasifica dentro
de la categoria de investigacion sin riesgo, ya que realiza
medidas matematicas y geométricas en resultados de
examenes de la practica clinica que han sido prescritos
médicamente, protegiendo la integridad y el anonimato
de los participantes®®.
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