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RESUMEN

La presente investigacion se refiere a los descriptores geométricos de los linfocitos reactivos y
Su respectiva variacion que se expres6 numéricamente con relacion a los valores numéricos de
los descriptores geométricos de un linfocito normal. Se entiende como descriptor geométrico a
aquello que mide y expresa las caracteristicas morfologicas tanto en tamafio y forma de las
células. El linfocito reactivo se puede definir como aquel linfocito que presenta una variacion
en su morfologia celular, tamafio del ndcleo, color del citoplasma, brillo, etc. Para poder llegar
a los valores numéricos de cada descriptor geométrico fue necesario realizar un hemograma
automatizado de casos con linfocitos reactivos, para este trabajo se realizé 100, y se
seleccionaron linfocitos reactivos, entre 12 a 40 linfocitos reactivos por ldmina, posteriormente
éstos fueron validados por un profesional con afios de experiencia en morfologia celular
hematoldgica, luego el linfocito fue escaneado en el software Vision Hema, bajo los algoritmos
mostrados en el desarrollo de este trabajo, se hallo el valor expresado en nimeros de cada
descriptor geométrico. Consecuentemente se form6 una base de datos para comparar
numéricamente la variacion de cada descriptor geométrico entre un linfocito reactivo y uno
normal, formando asi un cuadro estadistico de interés cientifico que demostré toda variacion
de niveles numéricos. Dentro de los resultados se obtuvo una demostracion de la variacion a
nivel citomorfolégico de los linfocitos reactivos con respecto a los linfocitos normales
expresados numericamente.

Palabras clave: linfocito, linfocito reactivo, variacion, descriptores celulares
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ABSTRACT

The present investigation refers to the geometric descriptors of the reactive lymphocytes and
their respective variation that was expressed numerically in relation to the numerical values of
the geometric descriptors of a normal lymphocyte. A geometric descriptor is understood as that
which measures and expresses the morphological characteristics both in size and shape of the
cells. The reactive lymphocyte can be defined as that lymphocyte that presents a variation in
its cell morphology, nucleus size, cytoplasm color, brightness, etc. In order to arrive at the
numerical values of each geometric descriptor, it was necessary to carry out an automated
hemogram of cases with reactive lymphocytes. For this work, 100 were performed, and reactive
lymphocytes were selected, between 12 to 40 reactive lymphocytes per sheet, and these were
subsequently validated by an expert in hematological cell morphology, then the lymphocyte
was scanned in the Vision Hema software, under the algorithms shown in the development of
this work, the value expre Within the results, a demonstration of the variation at the
cytomorphological level of reactive lymphocytes with respect to normal lymphocytes
expressed numerically was obtained.ssed in numbers of each geometric descriptor was found.
Consequently, a database was formed to numerically compare the variation of each geometric
descriptor between a reactive lymphocyte and a normal one, thus forming a statistical table of
scientific interest that demonstrated any variation in numerical levels. Among the results, a
demonstration of variation was obtained in the cytomorphological level of reactive
lymphocytes with respect to normal lymphocytes expressed numerically.

Key words: lymphocyte, reactive lymphocyte, variation, cell descriptors



I.INTRODUCCION

Esta investigacion esta enfocada en la observacion, caracterizacion y demostracion
numérica que tiene un linfocito reactivo con respecto a uno normal a nivel celular. En el
hemograma, en el recuento de células sanguineas encontramos diversas células, entre ellas al
linfocito, que presenta ciertas caracteristicas citomorfoldgicas propias de la célula, asi mismo
hay casos donde encontramos linfocitos reactivos que graficamente presentan variaciones a
nivel celular, a nivel nuclear, a nivel citoplasmatico, y mas descriptores agrupados en este
trabajo como descriptores geométricos. Con la ayuda de un sistema digital de hematologia
(Vision Hema) se puede obtener los valores numéricos de dichos descriptores, cabe mencionar
que el software ya tiene el algoritmo instalado y patentado en su sistema para la obtencion del
valor numérico en cada descriptor geomeétrico, en este caso se han analizado 17 descriptores
geométricos y dentro de ellos 2 colorimétricos, tanto para linfocitos normales y linfocitos
reactivos que fueron tomados del recuento leucocitario de pacientes analizados en el area de
hematologia de un hospital general de Lima, el Hospital Nacional Arzobispo Loayza.

Se gener6 una base de datos numéricos y luego se paso a analizar uno por uno los
descriptores geométricos teniendo como patron a los linfocitos normales, ademas el software
generd iméagenes tanto de linfocitos normales como linfocitos reactivos, éstos ultimos fueron
validados por un profesional con experiencia en citomorfologia en hematologia para asi
comprobar que realmente sean reactivos (por su morfologia y sus valores numéricos de cada
descriptor) y posteriormente se paso a responder nuestra pregunta general, si s que existe una
variacién numérica a nivel de las caracteristicas de los descriptores geométricos entre linfocitos
normales y reactivos.

Con el presente trabajo se busca incitar a la investigacion de nuevos estudios abarcando
mas los cambios cito morfol6gicos de las demas células que encontramos en el recuento

leucocitario de un hemograma, asi como con células netamente encontradas en patologias.



1.1 Descripcién y formulacion del problema

El término de “linfocito reactivo” esta siendo utilizado para denominar asi a un linfocito
con ciertas alteraciones a nivel de forma y color. Aun no hay una estandarizacion de los
cambios citomorfologicos geométricos entre un linfocito reactivo y uno normal. Este
denominado “linfocito reactivo” es un linfocito no neoplésico que se observa en la sangre
periférica y parece ser una respuesta no especifica al estrés de una variedad de estimulos, esto
sugiere que los linfocitos reactivos juegan un papel importante en la respuesta inmune. La
morfologia de los linfocitos es compleja, y para clasificarlos ain no hay un término universal,
se utiliza palabras como atipico, variante, reactivo, asi mismo es importante tener la
informacidn clinica del paciente para conducir a una buena interpretacion morfoldgica y en lo
posible a un rapido diagnostico de diversas condiciones. Un linfocito normal puede ser Bo T,
esto no se puede diferenciar morfoldgicamente, es una célula pequefia redonda ovalada de 7 a
15 micras, con alta relacion nucleo — citoplasma, su cromatina es densa y gruesa, Si presentan
nucléolos, éstos son pequefios e inconspicuos, en algunos casos los linfocitos normales son de
tamafio mediano debido a una mayor cantidad de citoplasma. Un linfocito reactivo presenta
una variacién en la relacion nacleo — citoplasma, forma nuclear variable, los nucléolos pueden
estar visibles, se encuentran con una profunda basofilia. A menudo se encuentran estas
variaciones junto a alguna infeccion viral como mononucleosis infecciosa. (Van der Meer, et
al , 2007)

Actualmente existen softwares que fotografian imagenes de células hematoldgicas de
manera digital y se usan junto a sistemas de reconocimiento celular para la deteccién
morfoldgica, sistemas como CellaVision, Medical EasyCell, HemaCam, AMS (Advanced
Measurement System) ubican y preclasifican las células nucleadas (predominantemente
glébulos blancos) en una base de datos de caracteristicas de células conocidas utilizando

medidas de tamafio, area, forma, densidad y color.



1.1.1 Pregunta general

e ;Cuales son las caracteristicas de los descriptores geométricos y como varian en los
linfocitos reactivos con respecto a los linfocitos normales usando un sistema digital de
hematologia?

1.1.2 Preguntas especificas
e ;Cuales son las caracteristicas de los linfocitos reactivos y como varian con respecto a
las caracteristicas de los linfocitos normales?
e Cudles son las caracteristicas de los descriptores geométricos de los linfocitos
reactivos y cdmo varian con respecto a los linfocitos normales usando un sistema
digital de hematologia?
e ;Cuales son las caracteristicas de los descriptores geométricos colorimétricos de los
linfocitos reactivos y como varian con respecto a los linfocitos normales usando un
sistema digital de hematologia?
1.2 Antecedentes

Piugvi (2019) en su tesis titulada “Caracterizacion morfologica de celulas linfoides,
normales, reactivas, anormales y blasticas de sangre periférica mediante procesamiento digital
de imdgenes” tiene como objetivo principal obtener nuevas caracteristicas cuantitativas
mediante procesamiento digital de imagenes para la diferenciacion de células, normales,
reactivas y linfoides de sangre periférica, se incluyo la investigacion de mas de 200 pacientes
y 16 grupos de células diferentes, se utilizo el software CellaVision DM96 junto al microscopio
Olympus BX43, se adquirieron alrededor de 20000 iméagenes digitales y un promedio de 2700
descriptores que incluyen descriptores geométricos, colorimétricos y de textura. Para el caso
de los descriptores geométricos presentados, deriva todas las caracteristicas a partir de tres
regiones de interés: nicleo, citoplasma y célula. Piugvi nos muestra otros tipos de descriptores

como colorimétricos, granulorimétricos y de textura para que posteriormente utilizando éstos



mismos junto a los descriptores geomeétricos realice una comparativa entre células de diferentes
patolologias tales como linfocitos anormales de la leucemia linfatica cronica, células de Sézary,
los linfocitos vellosos y los linfocitos grandes granulares. Como conclusion nos muestra que
s0lo 20 descriptores de los 2700 presentados son viables para una diferenciacion
citomorfologica entre linfocitos normales y otros presentes en diferentes patologias.

Raris (2017) en su trabajo de grado titulado “Analisis de imagenes digitales de células
linfoides de sangre periférica a partir de microscopia optica” menciona que la utilizacion de
sistemas automatizados de morfologia digital permite facilitar y agilizar el analisis de las
muestras sanguineas. Raris toma como base el estudio realizado por Alferéz (2015) y usa el
software Matlab para implementar un método de analisis de imagen de células de sangre
periférica obtenidas a partir de un microscopio 6ptico manual, se buscé diferenciar linfocitos
normales y células asociadas a diversos tipos de patologias hematoldgicas malignas para lo
cudl se realiz6 una serie de pasos de procesamiento de imagen digital y reconocimiento de
patrones, el proceso comienza con la segmentacion de las principales regiones celulares, apartir
de éstas, se extraen una serie de descriptores que son utilizados para construir un clasificador
que sea capaz de agruparlas por patologias. Entre los objetivos de esta investigacion el principal
se encuentra en el analisis de las imagenes de las células leucémicas de sangre periférica
adquiridas por microscopia Optica dentro de un sistema automatizado que utiliza dicha
segmentacion para obtener caracteristicas de las células y realizar una posterior clasificacion
en una variedad de grupos celulares que se corresponden con enfermedades hematoldgicas,
como resultado de su investigacion logré el reconocimiento automatico y la clasificacion de 11
tipos de células linfoides.

Alférez (2015) en su tesis “Methodology for Automatic Classification of Atypical
Lymphoid Cells from Peripheral Blood Cell Images” presenta un estudio cuyo objetivo fue

desarrollar una metodologia completa para reconocer automaticamente imagenes de linfocitos



normales y linfocitos reactivos, asi como también varios tipos de células linfoides neoplasicas
que circulan en la sangre periférica en algunas neoplasias de células B maduras utilizando el
método de procesamiento digital de imagenes. Su primer analisis nos muestra algoritmos para
explorar la clasificacién automatica de células linfoides anormales, analizé6 340 imagenes
digitales de células linfoides individuales de frotis de sangre periférica que previamente fueron
procesados en el equipo Advia 2120 y tefiidos automaticamente con la tincion May-Grinwald
Giemsa, posteriormente fueron analizadas en el software CellaVision DM96, 150 células de
leucemia linfocitica cronica (CLL), 100 células de leucemia de células pilosas (HCL) y 90
linfocitos normales (N), para segmentar el nucleo, el citoplasma y la region de las células
periféricas, en total de estas regiones se extrajeron 44 caracteristicas que fueron 10 de
geometria, 30 de textura, 3 de intensidad de basofiliay 1 de perfil externo del citoplasma. Este
primer enfoque fue capaz de demostrar la clasificacion automatica con alta precision de tres
tipos de células linfoides debido a que fueron agrupadas bajo ciertos pardmetros como forma,
color y textura.

En otro estudio presentado por Alférez (2015) en “Methodology for Automatic
Classification of Atypical Lymphoid Cells from Peripheral Blood Cell Images, profundizdé mas
en el desarrollo de un sistema capaz de la discriminacion exitosa de un buen numero de
iméagenes de células linfoides atipicas para propositos practicos de diagndstico, este segundo
estudio tiene dos etapas de desarrollo. En la primera etapa se utilizé un conjunto de 3617
iméagenes de células linfoides de 70 pacientes, en la segunda se utilizaron 910 nuevas iméagenes
de 21 pacientes, éstas Ultimas fueron previamente evaluadas por un especialista, para la
evaluacion del sistema. De las 3617 imagenes de células linfoides, 320 fueron de linfocitos
normales (N), 408 fueron de linfocitos reactivos (RL), 529 fueron de leucemia de células
pilosas (HCL), 732 fueron de linfoma de células de manto (MCL), 551 fueron de linfoma

folicular (FL) y 1077 de leucemia linfocitica aguda (CLL), este altimo grupo se dividi6 en 863



iméagenes de linfocitos tipicos con cromatina densa y 214 imagenes de B- prolinfocitos (BPL).
Todas estas imagenes pasaron por una serie de procesos de segmentacion y evaluacion para su
posterior clasificacion bajo criterios tales como pardmetros geométricos (area celular, tamafio
y forma celular, perimetro celular, relaciéon ndcleo - citoplasma), textura y color. Asi se formo
una base de datos de sistema de clasificacion para el futuro reconocimiento automatico de los
linfocitos que sirvié como patron para la posterior validacion.

Alférez (2015) en la segunda etapa tuvo como objetivo la validacion del sistema
mediante pruebas en las que se clasificaron las imagenes celulares de pacientes individuales
con fines de diagndstico se utilizaron un total de 910 imagenes de 21 pacientes, estas imagenes
fueron previamente evaluadas por un especialista, de las 910, 69 fueron de linfocitos normales
(N), 175 de linfocitos reactivos (RL), 84 fueron de leucemia de células pilosas (HCL), 93
fueron de linfoma de células de manto (MCL), 236 fueron de leucemia linfocitica aguda (CLL),
136 fueron de linfoma folicular (FL) y 117 fueron de B — prolinfocitos (BPL). Estas imagenes
se usaron para evaluar la efectividad del sistema de reconocimiento automatico de linfocitos
previamente preparado en la primera etapa. Como resultado de esta validacidn, el sistema pudo
reconocer con éxito la mayoria de células correspondientes al diagndstico real, la precision de
la clasificacion celular de todo el proceso de validacion fue de un 85.2%. Este mecanismo fue
capaz de lograr una alta precision en el reconocimiento automatico de 7 tipos diferentes de
celulas linfoides.

Hamid et al en el afio 2007 presentaron un informe titulado “Quantitation of cytological
parameters of malignant lymphocytes using computerized image analysis” para la revista
“International Journal of Laboratory Hematology”, que tiene como objetivo demostrar la
variacién en morfologia de los linfocitos, se seleccionaron las células encontradas en leucemia
linfocitica cronica (CLL), linfoma de células de manto (MCL) y leucemia prolinfocitica de

células B (B-PLL). Los frotis sanguineos se realizaron de muestras de pacientes diagnosticados



con estas patologias luego de una rigurosa evaluacion con marcadores tumorales.
Posteriormente fueron coloreados con la tincion May Grunwald Giemsa. Las imagenes
celulares se procesaron utilizando un microscopio Leica DM 4500 B (Leica N Plan 100 X 1.25,
Leica, Wetzlar, Alemania), y fueron capturadas por una camara Olympus DP 70 en el
microscopio. Se seleccionaron al menos 100 células y se procesaron en un software de analisis
de imagen (Visiopharm Integrator System, VIS, Copenhagen, Denmark), este sistema
reconocio a los componentes celulares por su variacion e intensidad en el color, las medidas
cuantitativas de areas y didmetro celular y citoplasmatico, asi como los pardmetros de relacion
nucleo — citoplasma y nucleo - célula fueron calculados por este software. Esta investigacion
demostro los valores distintivos en valores numéricos de los tres tipos diferentes de células
correspondientes a caracteristicas morfologicas.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general.

o Obtener las caracteristicas de los descriptores geométricos en linfocitos reactivos y
observar la variacion con respecto a los linfocitos normales usando un sistema de
hematologia digital

1.3.2 Objetivos especificos.

o Obtener las caracteristicas de los linfocitos reactivos y observar su variacién con
respecto a los linfocitos normales usando un sistema digital de hematologia

o Obtener las caracteristicas de los descriptores geometricos de los linfocitos reactivos y
observar su variacion con respecto a los linfocitos normales usando un sistema digital
de hematologia.

o Obtener las caracteristicas de los descriptores geométricos colorimétricos de los
linfocitos reactivos y observar su variacion con respecto a los linfocitos normales

usando un sistema digital de hematologia.



1.4 Justificacion

Actualmente los estudios que muestran las variaciones morfoldgicas de tipo
matematico a nivel celular son escasos, asi como los estudios que muestran y comparan a nivel
numérico la morfologia evidente entre una célula normal y una célula patoldgica.
Basandonos en gque hay una minoria de estudios presentados asi en el campo de la hematologia
celular, la presente investigacion pretende ser de gran utilidad y aporte en el estudio de células
hematoldgicas, presentando a los descriptores geométricos como una herramienta en la
clasificacion de células normales y patoldgicas. Asi mismo pretende ampliar los conocimientos
que se tienen con respecto a los descriptores geométricos y otros descriptores utilizados en
estudios similares.

La presente investigacion pretende desarrollar un modelo de clasificacion de linfocitos
reactivos y linfocitos normales tomando como base a los descriptores geométricos y
colorimétricos y sus caracteristicas, el cual beneficiara a los profesionales dedicados al estudio
de la hematologia celular e incentivara al desarrollo de trabajos posteriores ampliando el campo
de estudio.

El presente trabajo busca establecer parametros adecuados para una correcta
clasificacion entre los linfocitos normales y reactivos utilizando el software VisionHema, asi
como otros softwares para su futura implementacion como herramienta de trabajo en los
laboratorios de hematologia celular.

1.5 Hipotesis

Las caracterizaciones de los descriptores geométricos de los linfocitos reactivos
presentan diferencias con respecto a los linfocitos normales, la evidente diferenciacion
citomorfoldgica de los linfocitos reactivos con respecto a los linfocitos normales puede ser

demostrada de manera numérica.



I1.MARCO TEORICO
2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigacion

2.1.1 Microscopia digital

Es un disefio integrado que combina un microscopio Optico tradicional, equipo
multimedia y tecnologia de procesamiento digital. Un sistema de microscopia digital
generalmente esta conformado por tres componentes: un modulo de microscopia Gptica,
modulo de adquisicion de datos, de procesamientos de imégenes digitales y un modulo de
control de software. Entre estos modulos, el médulo dptico realiza la funcion de la imagen
microscopica; el modulo de adquisicion de datos registra las iméagenes producidas por los
dispositivos de video digital y luego transfiere estas imagenes digitales a los dispositivos de
almacenamiento de la computadora a través de una interfaz grafica; y el modulo de control de
software, el ndcleo de todo el sistema, controla la captura, el procesamiento y la medicién de
la imagen en tiempo real para mejorar de manera 6ptima la calidad de la imagen. Las imagenes
digitales se pueden monitorear en tiempo real usando un televisor en color o monitores de
computadora. Después de usar una variedad de métodos de procesamiento de imagenes
digitales, los sistemas de imagenes microscopicas digitales con mayor sensibilidad pueden
capturar y mostrar los detalles de la imagen. Por lo tanto, la tecnologia de iméagenes
microscopicas digitales es una extension de la microscopia convencional. Se integra a traves
de la microscopia, la adquisicién de imagenes y la tecnologia de procesamiento y control
informatico para administrar y controlar todo el proceso de imagenes, incluida la adquisicion
de iméagenes, el muestreo, el procesamiento y el almacenamiento de datos. Entre estos, la
adquisicion de tecnologia y la tecnologia de procesamiento de iméagenes es el nucleo de la

tecnologia de imagen digital microscopica. (Xiaodong, Bin, y Hong, 2011)
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2.1.2 Hematologia digital.

Es el uso de diapositivas virtuales de imagenes que reproducen lo que esta el frotis
de sangre periférica, esta diapositiva digital puede consistir en un pequefio niUmero de campos
de alta potencia seleccionados para mostrar caracteristicas importantes en una sola imagen que
se puede ver a través de una gama de sistemas de visualizacion de software no especializados.
El software de hematologia digital esta conectada a una base de datos de internet. (Hutchinson
et al., 2005)

2.1.3 Citomorfologia digital.

El anélisis morfoldgico de las células sanguineas es invaluable para el manejo del
paciente por parte del personal médico. El gold estandar del analisis morfologico de células
sanguineas ha sido hasta ahora usando un microscopio éptico. Sin embargo, la evaluacion
manual del frotis sanguineo esta sujeta a la interpretacion individual de las imagenes, lo que
resulta en una intervariabilidad entre el observador y lo observado. La correcta interpretacion
citomorfoldgica requiere capacitacion continua del personal del laboratorio, por lo tanto, la
evaluacion morfoldgica automatizada digital de células sanguineas se considera un desarrollo
de gran valor. El uso del microscopio digital nos ofrece varias ventajas, entre ellas, asegura la
presencia constante de un sistema experto morfoldgico en el laboratorio de rutina. En segundo
lugar, el sistema almacena una imagen de cada célula analizada, lo que ofrece la posibilidad de
volver a evaluar los tipos de células con colegas y otros profesionales en patologia, ya sea
directamente o mediante el uso de telehematologia. Finalmente, el sistema nos permite archivar
digitalmente un frotis de sangre. y muestras de fluidos corporales por tiempo indefinido. Se ha
demostrado que un sistema de microscopia digital, que utiliza varios algoritmos matematicos
avanzados, es capaz de corregir la clasificacion de los leucocitos en muestras de sangre
periférica y liquido corporal en relacion con la evaluacion microscépica manual de las cinco

categorias principales de células de sangre periférica. (Jurgen A et al., 2015)
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2.1.4 Imagen digital.

Una imagen se define como una funcién bidimensional, f (x, y), donde x e y son
coordenadas espaciales del plano. Ademas, la amplitud de f para cualquier par de coordenadas
‘(X, y)’, se llama intensidad (color) o nivel de gris de una imagen en ese punto. Cuando los
valores de intensidad de 'f" asi como ‘x’ e ‘y’, son valores finitos y discretos se habla de imagen
digital. Asi, una imagen digital estd compuesta por un namero finito de elementos, donde cada
uno de estos elementos se llama pixel. Dicho de otro modo, una imagen digital puede
representarse como una matriz donde los indices de las filas y columnas (‘x’ e ‘y’) determinan
un punto concreto de la imagen y, el valor de ese punto (‘f (x, y)’) representa su nivel de gris
o su color. (Gonzalez y Woods, 2008)

Por otro lado, un pixel indica la ubicacion ‘(x, y)’ contando desde el origen de la
imagen. La palabra pixel es una abreviatura de elemento de imagen, representando este
concepto el elemento mas pequefio constituyente de una imagen digital. Ademas, contiene un
valor numérico que es la unidad bésica de informacién dentro de la imagen. (Solomon y

Breckon, 2011)

2.1.5 Procesamiento digital de imagenes.

El procesamiento digital de imagenes consiste en procesar una imagen digital por medio
de un ordenador, el interés en los métodos de procesamiento de imagen digital se deriva de dos
areas de aplicacion principales:

- Lamejora de la informacion gréafica para la interpretacién humana.

- El procesamiento de datos de la imagen para almacenamiento, transmision y
representacion por la maquina. En este caso la informacion es muy distinta a los rasgos
empleados por las personas para interpretar una imagen.

Otro aspecto fundamental del procesamiento de imagenes y que demuestra el amplio y

variado campo de aplicaciones que abarca, es la capacidad de las maquinas para trabajar con
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iméagenes generadas por fuentes que los seres humanos no asocian con imagenes tales como,
ultrasonidos o microscopia electrénica. Este hecho es debido a que las maquinas de imagenes
cubren casi todo el espectro electromagnético (desde ondas gamma a ondas de radio) a
diferencia de los seres humanos que se limitan a la banda visual del espectro electromagnético.

(Gonzalez y Woods, 2008)

2.1.6 Descriptores geométricos.

Este tipo de descriptores miden caracteristicas morfologicas bésicas relacionadas con
el tamafio y la forma de las células. Desde un punto de vista geométrico existen dos tipos de
region de interés principales: la célula y el nlcleo. Para cada una de estas regiones se extraen
descriptores. Ademas, se extraen también dos descriptores que aportan informacion sobre la
relacion entre regiones de interés. En este caso usamos estos descriptores para ver la variacion
morfoldgica entre un linfocito reactivo y un linfocito normal. (Raris, 2017)

2.1.6.1 Area celular. Para la extraccion del area se cuenta el nimero de pixeles de la

region del linfocito, se expresa en um?. Se define con la siguiente formula: (Raris, 2017)

n

z n(n2+ 1)

i=1

Donde n es el nimero de pixeles
Se paso a realizar de manera didactica el siguiente diagrama para una mejor demostracion del

area celular y de los otros descriptores geométricos respectivamente:
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Figura 1

Diagrama del area celular

Nota.Se observa en la parte izquierda a un linfocito normal, y en la parte derecha a un linfocito
reactivo. La linea de color rojo encierra a la célula, y el area celular esta delimitada por todo lo
que encierra la linea roja. Fuente: Imagenes del software Vision Hema.

2.1.6.2 Diametro promedio. Se calcula como el diametro equivalente de un circulo
con la misma area que el linfocito que queremos estudiar. Se calcula con la siguiente formula:

(Raris, 2017)

4Area
T

Diametro promedio =

Figura 2

Diagrama del diametro promedio
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Nota. Se observa en la parte izquierda a un linfocito normal, y en la parte derecha a un linfocito

reactivo. El circulo de color rojo encierra a la célula, y el diametro promedio esta delimitado

por todo lo que encierra el circulo. Fuente: Imagenes del software Vision Hema.
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2.1.6.3 Factor forma. El factor de forma es un parametro adimensional y es calculado

de la siguiente manera: (Saraswat y Arya, 2014 )

AtArea

Factor forma = —/——
perimetro

2.1.6.4 Excentricidad. La relacion entre la longitud de los ejes mayor y menor es

conocida como excentricidad y esta dada por la siguiente ecuacion: (Saraswat y Arya, 2014 )

Longitud del eje mayor

E tricidad =
xcentricida longitud del eje menor

Figura 3

Diagrama de la excentricidad

N 1L

Nota.Se observa en la parte izquierda a un linfocito normal, y en la parte derecha a un linfocito
reactivo. Las lineas rojas delimitan al eje mayor y el eje menor en cada célula.

Fuente: Iméagenes del software Vision Hema.
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2.1.6.5 Area del nucleo. Medida como la cantidad de pixeles del area de la seccion

transversal del nticleo, se expresa en um? (Raris, 2017)

Figura 4

Diagrama del Area del nicleo

Nota.Se observa en la parte izquierda a un linfocito normal, y en la parte derecha a un linfocito
reactivo. Las lineas rojas bordean el ndcleo de cada uno que delimitan al area del nucleo.
Fuente: Iméagenes del software Vision Hema.

2.1.6.6 Diametro promedio del nucleo. Se calcula como el diametro equivalente de

un circulo con la misma area que el nucleo del linfocito que queremos estudiar. (Raris, 2017)
Figura 5

Diagrama del diametro promedio del nicleo
b ‘ s I| !'f
—— A

Nota. Se observa en la parte izquierda a un linfocito normal, y en la parte derecha a un linfocito

reactivo. El circulo rojo bordea al ndcleo de cada uno, este circulo delimita el didmetro

promedio del nucleo. Fuente: Imagenes del software Vision Hema.
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2.1.6.7 Conteo de segmentos del nucleo. Este parametro se basa en la discriminacion
de la imagen que separa su estructura de las conexiones con otros elementos estructurales en
el fondo, esto es denominado segmentacion. En el caso del nicleo se segmentan areas como la
cromatina o heterocromatina, por ejemplo. EI método que mas ha ganado notoriedad es el
método de segmentacion conocido como “modelos de contorno activo” que son curvas que se
deforman entre si para deformar una imagen, estas curvan pueden ser alteradas por fuerzas
internas o externos de la misma imagen que se desea segmentar. Hay dos tipos generales de
modelos de contorno activo: el paramétrico y el geométrico, éste ultimo ha sido propuesto ya
que el paramétrico no puede resolver los cambios topoldgicos en la segmentacion de imagenes.
Para esta investigacién la segmentacion se realiza en sub-imagenes, no hay cambios
topoldgicos ya que solo tenemos un objeto de interés en cada sub-imagen por lo tanto usaremos
el modelo paramétrico de contornos activos o “serpiente”. En el modelo paramétrico una
tradicional “serpiente” es una curva x(s) definida en la ecuacion 1 que se mueve a través del
dominio espacial de una imagen para minimizar la funcién de energia definida en la ecuacion
2.
Ecuacion 1:

x(s) = [x(s),y(s)],s € [0,1]

Ecuacioén 2:

E=[y [5 @I+ BIX' ()P + Eexe (x(s))] ds
Donde a y B son parametros de ponderacion que controlan la tension y rigidez de la
curva, x’(s) y X’’(s) respectivamente denotan la primera y segunda derivada con respecto a s.
La funcién de Energia externa (Eext) se deriva de la imagen para adquirir sus valores méas
pequefios de interés, por ejemplo, la frontera de la imagen a segmentar. Los gradientes de
imagen se pueden usar como fuerzas externas e internas en los modelos de contorno activo

paramétrico. El flujo de vector de gradiente (GVF) es un mejor modelo basado en gradientes
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debido a su insensibilidad a las posiciones iniciales y la region de captura méas grande. GVF
apunta hacia el limite del objeto cuando se dirige cerrado al limite, pero varia suavemente sobre
regiones de imagen homogéneas, extendiéndose hasta el borde de la imagen. EI campo GVF
se define como el vector v (X, y) en el campo vectorial mostrado en la ecuacion 3 que minimiza
la funcion de energia definida en la ecuacion 4
Ecuacion 3:

v(x,y) = (ulx,y),v(x,y))

Ecuacion 4:
E= f [w(uz + u2 + vZ+ v2)+ IVFI? lv— Vf|?] dxdy

Donde u es el parametro de regularizacion y f (x, y) representa el mapa de borde
procedente de la imagen | (x, y) definida en la ecuacion 5. ElI campo Vf tiene vectores que
apuntan hacia los bordes y tiene un rango de captura estrecho.

Ecuacion 5:
flx,y)= —Ely(x,y) i=1,2304

Donde Eex s una energia externa disefiada para llevar un contorno activo hacia los bordes.
Siguiendo con el algoritmo para la segmentacion del nucleo utilizaremos la deteccion del borde
Canny (Canny, 1986). Al usar este método los bordes que aparecen en la imagen no se perderan
y no habré respuestas a los no bordes. El procedimiento paso a paso del método se describe a
continuacion:
1. Alisar la imagen con el filtro Gaussiano para reducir los detalles no deseados con

desviacion estandar o
gx,y) = G, (x,y) X f(x,¥)

Donde G

1 ex [ x2+y2]
o 7 V2ma? p 202

2. Calculo de la gradiente g(x, y)
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M(x,y) = \/g,%oc, W+ g3(xy)

g ()

Ademés 6(x,y) = tan™?! [ 92 (0)

3. Limite M:

Mr(x,y) = {M(J(C)’y)} siM (x,y)>T

Donde T es elegido de una forma que todo el elemento de la imagen se mantenga mientras
la parte no deseada es suprimida. La ultima ecuacion comprueba que el punto M (x,y) es
mayor que las otras coordenadas a lo largo de la direccion 8(x,y), si es asi M(x,y) se
mantendré igual, de lo contrario sera cambiada a un punto cero. Este proceso se conoce como
no supresion maxima, adicionalmente se agregan los siguientes procesos:

1. Los pixeles de la cresta de la curva son limitados usando dos umbrales T; y T, donde
T, < T,. Los pixeles de la cresta con valores entre T; y T, son considerados pixeles
con borde débil. Los pixeles de la cresta con valores mayores que T, son considerados
pixeles con borde fuerte.

2. Los bordes de los segmentos en T, estan vinculados para formar bordes continuos, para
hacerlo cada segmento en T,es trazado para encontrar su propio fin, y los puntos
contiguos en T;son buscados para encontrar cualquier segmento del borde dentro de T,
el cudl puede recorrer el intervalo hasta llegar a otro borde del segmento dentro de T,.

Mediante este método de deteccion de bordes, se obtienen claramente los limites de los
objetos conectados centrales que representan el ndcleo. El siguiente paso el GVF de las
iméagenes se calcula utilizando la ecuacion 4 y se us6 como fuerzas internas y externas para
guiar las curvas a deformarse hasta el borde del limite del nacleo. Finalmente, para obtener el
nucleo segmentado se debe seguir estos pasos:

1. Asumir f como el marcador y ¢ como la parte encubierta, el marcador debe ser un

subconjunto de la parte encubierta. f € o
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2. Elegimos la imagen del marcador f,, de la siguiente manera:
fin(x,y) = {1 N f()(x' y)} si (x,y) estaenel borde de f

3. Luego definimos la parte encubierta ¢ de una manera que represente el relleno de las

partes vacias en f.

o = [Ree(£)]
Donde R es una reconstruccion de f“desde f,,
Con este algoritmo de segmentaciéon Sadeghian et al. (2009) nos muestra uno de lo métodos
mas conocidos para la segmentacion del nticleo, el método de las curvas o de la “serpiente”.
2.1.6.8 Factor forma del nucleo. Este parametro define la textura del nicleo y esta
dada por la siguiente formula: (Saraswat y Arya, 2014 )

41t (Area del niicleo)

Fact del niicleo =
actor forma del nicleo (perimetro del nticleo)?

2.1.6.9 Excentricidad del nucleo. La excentricidad del nicleo se calcula como la

distancia entre el centro celular y el centro del nicleo. (Raris, 2017)

Figura 6

Diagrama de la excentricidad del nicleo

* -

Nota. En la parte izquierda se muestra un linfocito normal, en la parte derecha a un linfocito
reactivo. Las lineas rojas representan el eje mayor y menor del nacleo que delimitan la

excentricidad. Fuente: Imagenes del software Vision Hema.



20

2.1.6.10 Area del citoplasma. Medida como la cantidad de pixeles del area de la
seccion transversal del citoplasma, se expresa en um? (Raris, 2017)
Figura7

Diagrama del Area del citoplasma

Nota. En la parte izquierda se muestra un linfocito normal, en la parte derecha a un linfocito
reactivo. Lo que esta adentro de los bordes rojos delimitan al area del citoplasma para ambos
casos. Fuente: Imagenes del software Vision Hema.

2.1.6.11 Relacién area del nucleo — area celular. Este parametro es obtenido por la
siguiente férmula: (Raris, 2017)

Ryn—ac = Area de la célula — Area del citoplasma

2.1.6.12 Relacién nucleo — citoplasma. Este parametro se obtiene de la relacion entre
las areas de nucleo y el citoplasma utilizando la siguiente expresion: (Raris, 2017)

Area del nucleo

Ry-c == P . p
Area de la célula — Area del nicleo
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2.1.6.13 Perimetro celular. El perimetro de una region se define como la cantidad de
pixeles de su contorno. (Prinyakupt, 2015). En este caso se trabajé el perimetro con la formula
matematica y de manera manual con el radio de cada célula, que se hall6 mediante la formula
del area.

Perimetro = 2nR
Donde R es el radio de la célula que se estudia.
2.1.7 Descriptores geométricos colorimétricos.

El microscopio proporciona imagenes con color que son producto de tinciones
especialmente creadas para resaltarla. El sistema visual humano es capaz de diferenciar entre
muchos matices e intensidades de color, mientras que es poco héabil para reconocer cambios
sutiles en escenas que contienen grises. Por otro lado, en el procesamiento digital de imagenes
el analisis del color genera descriptores muy Utiles para el reconocimiento de objetos. El
espectro visible se divide en seis regiones de color: violeta, azul, verde, amarillo, naranja y
rojo, correspondientes a longitudes de onda entre 400 y 700 nanémetros (nm). Los colores que
percibe el humano en un objeto vienen determinados por la naturaleza de la luz reflejada por
el objeto. Un cuerpo que se ve blanco refleja la luz de forma equilibrada en todas las zonas del
espectro visible. Un objeto que se ve rojo refleja la luz principalmente con longitudes de onda
por encima de los 700 nm y absorbe la mayor parte de la energia para a las otras. El espectro
visible es continuo, por lo que no hay una transicion clara entre colores. Por ejemplo, un objeto
que refleja luz en un intervalo aproximado entre 600 y 650 nm se ve de un color amarillo, pero
es dificil matizarlo. Hay tres colores que se denominan primarios: el azul, el verde y el rojo.
Con efecto de estandarizacién, la Comision Internacional de la luminacién (CIE) en 1931 fijé
las siguientes longitudes de onda para los colores primarios: 435,8 nm (azul), 546,1 nm (verde)
y 700 nm (rojo). A menudo se dice que una combinacidn apropiada de estos tres colores puede

producir cualquier color del espectro visible y una mezcla de los tres produce color blanco.
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Combinando dos colores primarios cualesquiera se obtienen los llamados colores secundarios:
magenta (azul y rojo), cian (azul y verde) y amarillo (verde y rojo). Se denomina color
complementario u opuesto a aquel color primario que no interviene en la definicion de un color
secundario. Asi, el verde es complementario del magenta, el color rojo lo es del cian y el azul
es complementario del amarillo. Un color secundario mezclado con su complementario
produce también color blanco. En este sentido, los colores secundarios actian como filtros de
los primarios correspondientes. Asi, un cuerpo de color magenta absorbe, y por tanto no
transmite, el color verde. Un cuerpo de color cian filtra el rojo y un cuerpo amarillo filtra el
azul. De este modo, una combinacidn de los colores secundarios en las proporciones adecuadas
produce color negro como resultado de una absorcion total de la luz blanca. De acuerdo con
esta propiedad, se dice que los colores secundarios son sustractivos. Por el contrario, los colores
primarios son aditivos. Los colores secundarios son particularmente importantes para los
pigmentos y las tinciones. Se trata de materiales con la propiedad de absorber de forma
selectiva una cierta longitud de onda (color) y transmitir las demas. es la base de la creacion de
pinturas, colorantes y tintas para impresién, afiadiendo pigmentos hasta alcanzar la coloracion
deseada. Los colores secundarios son particularmente importantes, ya que son la base de las
tinciones utilizadas en la microscopia Optica para mejorar el contraste en las imagenes y resaltar
partes de las células. Logicamente la tincion es relevante tanto para la observacion visual de la
morfologia al microscopio como para el procesamiento y el reconocimiento automatico.
(Puigvi, 2019)

Es importante tener conocimiento de las caracteristicas que permiten diferenciar los

colores:
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2.1.7.1 Brillo. Es la intensidad de la luz transmitida por el objeto. En el caso de
iméagenes en escala de grises es la Unica caracteristica utilizada. De forma analoga a este caso,
en presencia de color, una mayor intensidad corresponde a color mas claro (mas cercano al
blanco), mientras que menos intensidad indica color mas oscuro (proximidad al negro). (Puigvi,
2019)

A. Brillo del nucleo. Este parametro es medido por la intensidad de los pixeles que
conforman el nucleo, a lo largo de los estudios anteriores se han presentado varios limites para
hallar la cantidad de pixeles para determinar el brillo de la célula y el nicleo en si, este
algoritmo se mejoré y complementd con la adicion del valor de la fuerza o peso que se
establecio a la distancia del centro del brillo (Lim et al., 2013).

El algoritmo a utilizar para obtener este parametro es el siguiente:
1. Encontrar el centroide del brillo de la imagen usando las coordenadas dimensionales

(xy)

2. Encontrar el factor fuerza entre el lado mas brilloso y el lado mas oscuro de la imagen

y multiplicar el valor de la fuerza para la compensansién del brillo.

IMGpormar(x,y) = IMGoriginal(xr y) + Fuerza(x,y)

Gap . .
Fuerza(x,y) = D X Distancia(x,y)

Distancia(x,y) = /(x — cx)? + (v — yc)?
Donde
IM G ormar (X, y) €s la imagen con el brillo compensado
IMGyiginai(x,y) €s laimagen original
Gap es el valor absoluto entre el lado mas oscuro y el mas brillante
HD es la mitad de la longitud diagonal

Fuerza(x,y) es el factor fuerza entre el lado méas oscuro y el mas brillante
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(cx, cy) es el centroide del brillo total de la imagen
A continuacion se muestran dos imagenes, tanto de un linfocito normal como un linfocito

reactivo, con diferentes grados de brillo.

Figura 8

Diagrama del brillo del nucleo
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Nota. En la fila de arriba se muestran tres imagenes con diferentes tonos de brillo, estas tres
imagenes corresponden a un linfocito normal, mientras que en la fila de abajo se observa a un
linfocito reactivo, al igual tres imagenes con diferente tono de brillo. En conjunto se demuestra
la diferencia del brillo del nucleo de los linfocitos reactivos con respecto a los linfocitos

normales. Fuente: Iméagenes del software Vision Hema.

Al. Brillo del citoplasma. Parametro obtenido por la intensidad de los pixeles que
conforman el citoplasma, el algoritmo es el mismo para hallar el brillo del nucleo. (Lim et al.,
2013)

A continuacién se muestran dos imagenes, tanto de un linfocito normal como un linfocito

reactivo, con diferentes grados de brillo en el citoplasma.
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Figura 9

Diagrama del brillo del citoplasma
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Nota. En la fila de arriba se muestran tres imagenes con diferentes grados de contraste y brillo,
estas tres imagenes corresponden a un linfocito normal, mientras que en la fila de abajo se
observa a un linfocito reactivo, al igual tres imagenes con diferentes grados de contraste y de
brillo. En conjunto se demuestra la diferencia del brillo del citoplasma de los linfocitos
reactivos con respecto a los linfocitos normales. Fuente: Iméagenes del software Vision Hema.

2.1.7.2 Densidad

B. Densidad Optica del ntcleo. También conocido como absorbancia, ésta es una
propiedad espectral de la imagen. Este parametro mide la integracion de los valores de nivel
de gris de la imagen del area de interés, en este caso es el nicleo. Se expresa con la siguiente
férmula: (Campos Vidal, 1997)

10D = 0D X Area



Donde
10D: Densidad Optica integrada
A continuacién, se muestran imagenes tanto de linfocitos normales y reactivos para ver la

variacion a nivel de densidad oOptica.

Figura 10

Diagrama de la Densidad optica del nucleo

Nota. En la fila de arriba se muestran tres imagenes con diferentes tonos de contraste y brillo,
estas tres imagenes corresponden a un linfocito normal, mientras que en la fila de abajo se
observa a un linfocito reactivo, al igual tres imagenes con diferentes tonos de contraste y de
brillo. En conjunto se demuestra la diferencia de la densidad Optica del ndcleo de los linfocitos

reactivos con respecto a los linfocitos normales. Fuente: Imégenes del software Vision Hema.
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B1. Densidad Optica del citoplasma. Mide la integracion de los valores de nivel de gris
del area de interés, en este caso es el citoplasma, el algoritmo es el mismo que se usa para hallar
la densidad 6ptica del nucleo. (Campos Vidal, 1997)

Se muestran iméagenes tanto de linfocito normal como reactivo para notar la diferencia en la
densidad optica del citoplasma.
Figura 11

Diagrama de la Densidad 6ptica del citoplasma

Nota. En la fila de arriba se muestran tres imagenes con diferentes grados de contraste y brillo,
estas tres imagenes corresponden a un linfocito normal, mientras que en la fila de abajo se
observa a un linfocito reactivo, al igual tres imagenes con diferentes grados de contraste y de
brillo. En conjunto se demuestra la diferencia de la densidad Optica del citoplasma de los
linfocitos reactivos con respecto a los linfocitos normales. Fuente: Iméagenes del software

Vision Hema.
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2.1.7.3 Matiz. Representa el color dominante en si mismo, tal como es percibido y

descrito por un observador. (Puigvi, 2019)

2.1.7.4 Saturacion. Indica la pureza relativa de un color, o la cantidad de blanco que
se mezcla con un color puro. Los colores puros del espectro estan saturados completamente. El
nivel de saturacion es inversamente proporcional a la cantidad de blanco afiadido. Un color
saturado da la sensacion de viveza, mientras que la falta de saturacion puede dar la sensacion
de color apagado o sucio. ElI matiz y la saturacién definen la llamada cromaticidad y son
caracteristicas que tienen un fondo mas cualitativo. El brillo es una medida claramente
cuantitativa, por eso suele llamarse también como el valor del color. (Puigvi, 2019)

El histograma es una herramienta para describir cuantitativamente los pixeles de una
imagen vy es la base de calculo de los descriptores de color, como se sabe una imagen digital
estd formada por un nimero concreto de pixeles y cada uno de ellos se caracteriza por el nivel
de intensidad, el cual toma valores enteros en un determinado rango. Asi mismo, el histograma
se representa mediante un grafico de dos ejes en los que el eje horizontal representa la
intensidad de gris dentro de un rango de 0 (negro) a un valor maximo normalizado (blanco),
dividido en un namero discreto de intervalos. El eje vertical da el niUmero de pixeles en la
imagen con las intensidades correspondientes a cada intervalo. El histograma también se puede
interpretar como una densidad de probabilidad de ocurrencia de los valores de intensidad si las
frecuencias se dividen por el nimero de pixeles de la imagen. La suma de todos los valores de

un histograma normalizado es igual a 1. (Puigvi, 2019)

Teniendo en cuenta la definicién de histograma y su utilidad en la determinacion de
valores cuantitativos, tenemos los siguientes descriptores colorimétricos:
2.1.8 Media (p)

La media proporciona una medida de la intensidad media de la imagen ya que es la

media de todos los valores de intensidad de los pixeles de la imagen o de una region de interés
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en concreto (célula, ndcleo o citoplasma) y se calcula a partir de la siguiente férmula: (Puigvi,

2019)

= ZO‘ p(i)

Donde p(i) = H(i)/Lei=10,1,2,....,L — 1, H(i) es el nmero de pixelesenel eje Y,y L se
puede interpretar como el nimero de contenedores de pixeles.
2.1.9 Desviacion estandar (DE)

La desviacién estandar es una medida que proporciona una comprension de la
propagacion de intensidades a través de la imagen y al mismo tiempo es un indicador de

contraste en la imagen. Se calcula con la siguiente formula: (Puigvi, 2019)

L-1

DE= ) (i~
1=
2.1.10 Asimetria (A)

La asimetria describe el grado de simetria de la distribucion de intensidades de la
imagen. Si la asimetria es negativa, las intensidades de los pixeles se extienden mas a la
izquierda de la media (intensidades bajas) que a la derecha (intensidades con brillo). Por otro
lado, si la asimetria es positiva, las intensidades de los pixeles se encuentran méas hacia la

derecha. Ante una distribucion simétrica, la asimetria es cero. (Puigvi, 2019)
L-1
A=a3) (- w*p)
i=0
Donde o es la desviacion estandar.
2.1.11 Curtosis
La curtosis es una medida del grado de aplanamiento del histograma de intensidades.

En una distribucion normal, la curtosis toma un valor de cero. La formula de la curtosis se

detalla a continuacion: (Puigvi, 2019)

L-1

Curtosis = o~ * Z O(i - W@ -3
l:
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2.1.12 Energia (E1)

La energia es una medida que muestra como se distribuyen los valores de nivel gris
dentro de la imagen. tiene una relacion inversa con la entropia, en el que la energia de una
imagen sera la mas alta si solo tiene un valor de nivel gris. Cuantos mas niveles de grises estén
presentes en un objeto, menor sera su energia. La energia del histograma da informacion de la

uniformidad y se calcula mediante la siguiente formula: (Puigvi, 2019)

2.1.13 Entropia (Hz)
Proporciona una medida de la suavidad de una imagen en términos de nivel de gris.
Cuanto mas alta sea la entropia, mas niveles de grises estan presentes en la imagen. La entropia

describe la variabilidad del histograma segun la expresion:

L-1

Hy = ,=0P(i)logz (@)

L

2.1.14 Descriptores de textura

La textura de una imagen digital se define por la uniformidad, la densidad, el tono de
sus pixeles y sus relaciones espaciales. Se observa en la figura la imagen A que corresponde a
un linfocito reactivo, tanto la densidad de la cromatina del nucleo (laxa) asi como la basofilia
del citoplasma (coloracion azulada difusa) son caracteristicas de la célula que aportan

informacion sobre la textura del nacleo y del citoplasma. En la imagen B se observa un linfocito
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normal, el cual se caracteriza por una textura diferente al nucleo, la densidad de la cromatina

del nucleo es madura, el citoplasma es menos basofilo. (Puigvi, 2019)

Figura 12

Iméagenes de Linfocito reactivo y Linfocito normal

A B

Nota. Imagen A nos muestra un linfocito reactivo, Imagen B nos muestra un infocito normal
Fuente: (Puigvi, 2019)
2.1.15 Descriptores granulométricos

La granulometria calcula la distribucion de tamafio de los pixeles oscuros y brillantes
en la imagen. En una imagen en escala de grises, generalmente se consideran dos tipos de
particulas, las brillantes y las que son mas oscuras respecto al fondo, éstas pueden ser
identificadas mediante operaciones de morfologia matematicas como la erosion, la dilatacion,
la apertura y el cierre. Estas operaciones consisten en procesar la imagen original con una
imagen auxiliar de tamafio pequefio (elemento estructural), la cual se mueve sobre la imagen
para extraer determinados patrones de interés localizados. Para hallar estos valores, la imagen
original se tiene que trabajar en escala de grises. (Puigvi, 2019).

Los descriptores granulomeétricos son encontrados numéricamente gracias a los
parametros calculados a partir de un histograma de una imagen digital en escala de grises,
dentro de aquellos parametros tenemos a mediana, desviacion estandar, asimetria, curtosis,

energia, entropia. (Puigvi, 2019)
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2.1.16 Software Vision Hema

VISION HEMA es un sistema automético disefiado para la automatizacion y
estandarizacion del analisis de la interpretacion morfologica del frotis sanguineo. Este sistema
escanea automaticamente una diapositiva microscopica en la seccion de la monocapa celular a
través de la trayectoria adaptativa, recolecta datos del andlisis, clasifica los hematocitos y
guarda los resultados en una base de datos. El objetivo de este software es automatizar y
simplificar un complejo procedimiento de analisis del frotis de sangre, trabaja con un sistema
unificado donde se da prioridad a la eficiencia y estandarizacion del flujo de trabajo y se busca
obtener resultados cualitativos y cuantitativos usando el microscopio y camara digital. VISION
HEMA realiza un analisis automatico del frotis sanguineo que consiste en un analisis
morfoldgico de eritrocitos, calculo de Leucograma de 12 tipos: segmentados, neutréfilos en
banda, linfocitos, monocitos, eosinéfilos, baséfilos, células blasticas, pre mieloblastos,
metamielocitos, linfocitos atipicos (reactivos), plasmocitos, asi mismo analiza la morfologia
de las plaquetas. Asi mismo puede ser programado para realizar otras tinciones diferentes a la
de Wright / Giemsa. Este sistema automatizado crea automaticamente una galeria de células
sanguineas, las selecciona por tipo y prepara diapositivas digitales, revisa y corrige las células

sanguineas de la galeria, posee un filtro adicional para las formas atipicas y crea una base de
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datos para los andlisis de resultados, todos estos procesos facilitan el trabajo al asistente de
laboratorio. (Vision Hema Manual de usuario 2014)
Figura 13

Software Vision Hema
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2.1.17 Hemograma

Es uno de los examenes solicitado al laboratorio con mayor frecuencia, interpretado
adecuadamente puede orientar la solicitud de ex&menes complementarios agilizando el
diagndstico de diversas patologias. En los ultimos tiempos los laboratorios han incorporado
autoanalizadores hematoldgicos que basan su funcionamiento en métodos de alta precision,
entregando resultados de gran fiabilidad. La revision del frotis de sangre al microscopio es cada
vez menos frecuente, pero sigue siendo indispensable para detectar alteraciones morfoldgicas
que los autoanalizadores no pueden detectar, por lo que actualmente la mayoria de los
laboratorios han incorporado criterios de revision del frotis sanguineo al microscopio. Las
celulas sanguineas producidas en la medula 6sea pasan a la circulacion periférica para cumplir

su funcion, la sangre periférica constituye el objeto del hemograma, anélisis que retne las
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mediciones en valores absolutos y porcentuales y agrega el aspecto morfologico de las tres

poblaciones celulares, leucocitos, eritrocitos y plaquetas. (Torrens, 2015)

2.1.18 Férmula diferencial leucocitaria

En la sangre circulan cinco tipos de células que se originan de tres series
hematopoyéticas a saber: de la serie granulocitica, los polimorfonucleares neutrofilos, los
polimorfosnucleares eosindfilos y los polimorfonucleares basofilos, de la serie linfocitica, los
linfocitos y de la serie monocitica, los monocitos. El profesional en laboratorio debe estar en
condiciones de identificar tanto las formas normales como las formas inmaduras y las
anormalidades que puedan presentar estas células. (Campuzano, 2008)

2.1.18.1 Recuento diferencial de leucocitos de forma manual. Cuando el hemograma
es manual se analizan en promedio 100 células, para tener un buen recuento diferencial de
leucocitos por este método es necesario: hacer un buen extendido de sangre periférica, seguir
los procedimientos y protocolos de cada laboratorio y que el personal esté debidamente
capacitado para poder identificar todas las células normales y las anormales, que es lo mas
importante. (Campuzano, 2008)

2.1.18.2 Recuento diferencial de leucocitos por métodos electronicos. EXisten
analizadores hematoldgicos como el XE — 2100 de Sysmex o el Sapphire de la linea Cell —
Dyn de Abbot Diagnostics, estos equipos analizan mas de 50000 células por estudio. Cuando
el hemograma es electronico, el recuento que hacen los equipos se logran mediante alta
tecnologia. Estos hemogramas tienen mayor sensibilidad y especificidad para detectar
alteraciones a diferencia de los métodos manuales. (Campuzano, 2008)
2.1.19 El linfocito

Los linfocitos son glébulos blancos de apariencia uniforme, pero varian en funcion e
incluyen linfocito T, B y natural Killer (NK). Los linfocitos son responsables de la produccién

de anticuerpos, la destruccion directa de células infectadas por virus y tumores y también de la
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regulacién de la respuesta inmune, éstos participan en la inmunidad innata y adaptativa. (La

Rosa y Orange, 2008)

2.1.19.1 Morfologia del linfocito. El linfocito tiene un tamafio promedio de 7 a 18um,
presenta un ndcleo redondo u ovalado, ocasionalmente puede presentar nucléolos. Su
cromatina varia de condensada con grumos a intensamente condensada borrosa. El citoplasma
puede presentar vacuolas. Los granulos pueden estar ausentes en el linfocito pequefio y puede
haber escasos en linfocitos de mayor tamafio. Normalmente se encuentra en la sangre periférica
en un porcentaje de 20 a 40. (Rodak y Carr, 2013) .

2.1.19.2 Linfocito pequefio. Tiene un tamafio de 7 a 10 um, tienen el ndcleo del tamafio
aproximado de un eritrocito y ocupa cerca del 90% del area celular. La cromatina se presenta
intensamente condensada y en grumos Y se tifie de un color morado oscuro intenso. El nicleo
se encuentra rodeado de una cantidad reducida de citoplasma de color azul cielo, se observan

unos cuantos granulos azurofilos. (Manascero, 2014)

Figura 14

Linfocito normal pequefio

Nota. Imagen del software Vision Hema
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2.1.19.3 Linfocito mediano. Estos linfocitos miden entre 10 y 12 um y pueden llegar
hasta 14 um. Ademas del tamafio presentan diferencias con respecto al linfocito pequefio, ya
que tienen mas citoplasma y éste es mas basofilico y con mayor nimero de granulos
azurdfilos. El nucleo puede ser redondo, ovalado o indentado, usualmente excéntrico y la
cromatina menos densa que en los linfocitos pequefios, no se observan nucléolos.

(Campuzano, 2008)

Figura 15

Linfocito mediano

Nota. Imagen de Linfocito mediano del software Vision Hema
2.1.19.4 Linfocito grande. Estos linfocitos son heterogéneos y su tamafio varia de 11 a 16 um
de didmetro, su cromatina nuclear es de un aspecto parecido a la de los linfocitos pequefios, su
citoplasma es abundante presentando un color azul mas claro con mayor basofilia periférica.
En ocasiones estos linfocitos pueden presentar granulos, que corresponden a un pequefio
porcentaje de la poblacién de linfocitos. Su aspecto es similar al linfocito grande con la
diferencia que presentan granulos azurdfilos que se tifien con la eosina: granulos grandes y
gruesos generalmente contables. En el adulto normal, aproximadamente el 3 % de los
linfocitos, son linfocitos granulares grandes. Estas células son una poblacién mixta consistente
en celulas NK y algunas del subgrupo CD8 de las células T maduras. Sin embargo, la mayoria
de los linfocitos T maduros muestran un patrén de tincién en un “punto” localizado para la

fosfatasa acida, las esterasas no especificas y la N- acetil-B glucosaminidasa. Mientas que los
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linfocitos B carecen de esterasa y fosfatasa acida y ademas a esto, muestran una tincion granular

dispersa. (Manascero, 2014)

Figura 16

Linfocito grande

| %

Nota. Imagen de Linfocito grande del software Vision Hema

2.1.20. Linfocito Reactivo

La caracteristica distintiva clave de estos linfocitos es su amplia variedad en tamafio y
forma celular, asi como el tamafio, formas y patrones de cromatina nucleares. Estos linfocitos
reaccionan a un estimulo inmunolégico y con frecuencia aumentan cuando se presenta alguna
enfermedad viral. El ejemplo clésico es la mononucleosis infecciosa (virus de Epstein — Barr),
los linfocitos reactivos se pueden encontrar también en una variedad de infecciones virales,
incluyendo citomegalovirus, adenovirus o infeccion aguda por VIH, también encontramos
linfocitos reactivos, en infecciones por protozoos (como la toxoplasmosis), en algunas
reacciones a medicamentos, enfermedades del tejido conectivo y luego de cuadros de estrés
para el sistema inmunoldgico. Una variedad de formas reactivas de linfocitos ha sido descrita
y a menudo se ven al mismo tiempo en el mismo frotis de sangre. Estos redondean a las células
ovoides a irregulares varian de 10 a 25 um de tamafio con una relacion N: C que varia de 3: 1
a 1: 2. El tipo més comun de linfocito reactivo se asemeja a un linfocito de mayor tamario y
corresponde a una célula Downey tipo Il. Estas células presentan nucleos redondos u ovalados,

cromatina moderadamente condensada (que le da una apariencia machada) y nucléolos



38

ausentes o indistintos, estas células contienen abundante citoplasma azul grisaceo péalido. Los
granulos, si estan presentes, suelen ser pequefios y pocos en nimero. Con frecuencia, estos
linfocitos reactivos tienen un citoplasma ameboideo que rodea parcialmente los glébulos rojos
adyacentes y tiene un margen enrollado de tincion mas oscura, ademas pueden presentar
basofilia que irradia desde el nacleo. Los inmunoblastos y los linfocitos reactivos de tipo
inmunoblastico son células grandes (de 15 a 20 um) con nucleos redondos a ovalados, tienen
cromatina fina a moderadamente dispersa con abundante paracromatina y uno o mas nucléolos
prominentes. Estos pueden parecerse a células de linfoma o blastos, su citoplasma es
moderadamente abundante y se tifie profundamente basofilo, la relacion N: C es alta (3: 1 a 2:
1), estos linfocitos reactivos corresponden a Células de Downey tipo Il1. Otro tipo de linfocito
reactivo se conoce como célula Downey I, éstas celulas poseen cantidades escasas a moderadas
de citoplasma basofilo, los nlcleos a menudo aparecen sangrados, doblados o lobulados, la
cromatina se condensa, en algunas pequefias células de este tipo se pueden presentar vacuolas
y ademas pueden aparecer granulos. Los linfocitos plasmacitoides se asemejan a las células
plasmaticas y son de tamafio intermedio (10 a 20 um) y de forma redonda u oblonga, tienen
nucleos redondos que se colocan en el centro o ligeramente excéntricos, la cromatina es de leve
a moderadamente gruesa y forma pequefias masas densas o una red de hebras parecidas a las
de las células plasmaticas, los nucléolos generalmente no son visibles, pero algunas células
pueden tener uno o dos pequefios nucléolos irregulares, el citoplasma es moderadamente
abundante, homogéneo y de azul claro a azul pizarra intenso, y puede mostrar una zona clara
perinuclear. En el estudio del frotis sanguineo se observan linfocitos que se adosan al hematie
estos vendrian a ser los linfocitos B, mientras los que no se adosan, son baséfilos y ademas
presentan citoplasma amplio vendrian a ser los linfocitos T. (College of American Pathologists,

2019)
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Figura 17

Linfocito reactivo

-
¥

Nota. Imagen de Linfocito reactivo del software Vision Hema

2.1.21 Importancia del reporte del linfocito reactivo

Existen numerosas enfermedades de origen viral y muchas de ellas presentan un cuadro
hematoldgico periférico idéntico, otras tienen algunas diferencias, pero, en lineas generales en
los procesos virales se observan un patrén periférico coman, existen también variaciones en
correspondencia al periodo prodromico de estado o fase de recuperacion. En las enfermedades
virales predominan los linfocitos reactivos, conocidos también como linfocitos activados o
virocitos, éstos difieren tanto en morfologia y fenotipo de las células normales debido que son
el resultado de una respuesta inmune policlonal producida por estimulacion antigénica derivada
de varios factores. Los linfocitos reactivos pueden hallarse normalmente en 2% en un adulto
sano y en un porcentaje mas elevado en el nifio, alrededor de 5% a 6%. Algunas enfermedades
en las que pueden aparecer linfocitos reactivos son: mononucleosis infecciosas, hepatitis
infecciosa por virus A, citomegalovirus, rubeola, varicela, gripe, adenovirus, herpes, fiebre del
dengue, virus de inmunodeficiencia humana, en general en todas las infecciones virales. (Terry
etal., 2016)

Con respecto al reporte, la International Journal of Laboratory Hematology (2015) nos
indica que un linfocito reactivo presenta anomalias que incluyen aumento de tamafio celular,

inmadurez del ndcleo, un nucléolo visible, falta de condensacién de la cromatina, contorno o
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lobulacién nuclear irregular, basofilia y vacuolacion citoplasmatica y contorno irregular, el
citoplasma puede ser abundante con tinciones que varian de azul palido marcadamente
basofilo, especialmente en los puntos de contacto con células adyacentes, se recomienda
reportar la presencia de linfocitos reactivos que pueden ser contados como una poblacion
separada en el conteo diferencial leucocitario si estan presentes en cantidades significativas.

(Palmer et al., 2015)
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11I.METODO

3.1 Tipo de investigacion

El estudio realizado es observacional, que segin Manterola y Otzen (2014) corresponde
a disefios de investigacion cuyo objetivo es “la observacion y registro” de acontecimientos sin
intervenir en el curso natural de estos. Este trabajo consiste ademas en observar los decriptores
geométricos tanto en los linfocitos reactivos y linfocitos normales y llevarlos a un registro
estadistico y numérico, como tal seria un trabajo de tipo retrospectivo, que segin Manterola y
Otzen (2014) se registran los datos ocurridos en el pasado.

El presente trabajo es de tipo descriptivo. Estos tipos de estudio miden, evalldan o
recolectan datos sobre diversos aspectos, dimensiones o componentes del fendmeno a
investigar. En un estudio descriptivo se selecciona una serie de cuestiones y se mide o recolecta
informacion sobre cada una de ellas, para asi describir lo que se investiga. Los estudios
descriptivos unicamente pretenden medir o recoger informacion de manera independiente o
conjunta sobre los conceptos o las variables a las que se refieren, esto es, su objetivo no es
indicar como se relacionan las variables medidas. En esta clase de estudios el investigador debe
ser capaz de definir, o al menos visualizar, qué se medird (qué conceptos, variables,
componentes, etc.) y sobre qué o quiénes se recolectaran los datos (personas, grupos,
comunidades, objetos, animales, hechos, etc.) (Hernandez et al., 2006)

3.2 Ambito temporal y espacial
3.2.1 Delimitacion temporal.

La delimitacion temporal esta referida al periodo de tiempo que se toma en cuenta con

relacion a hechos y fendmenos de la investigacion (Alfaro, 2012). El presente trabajo se

empezo a realizar en junio del 2018 y se culmind en diciembre del 2019.
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3.2.2 Delimitacion espacial.

Segun Alfaro (2012) la delimitacion espacial consiste en indicar el lugar donde se
realiza la investigacion. El presente trabajo se realizd con muestras obtenidas del laboratorio
de Hematologia de un hospital general de Lima especificamente del Hospital Nacional
Arzobispo Loayza y fueron procesadas en un laboratorio dentro las instalaciones de la empresa
Ingenious Diagnostics — en el distrito de Comas ubicado en Lima, Per0. Se realiz6 durante los

meses de noviembre y diciembre del 2019.
3.3 Variables

3.3.1 Variable.

Una variable es una propiedad que puede fluctuar y cuya variacion es susceptible de
medirse u observarse. Las variables adquieren valor para la investigacion cientifica cuando
Ilegan a relacionarse con otras variables, es decir, si forman parte de una hipétesis o una teoria.
(Hernandez et al., 2006)

En el presente estudio la variable ha estado conformada por los descriptores
geomeétricos los cuales han sido presentados en el desarrollo de la investigacidn: Descriptores
geomeétricos asociados al area, descriptores geométricos asociados a relaciones, descriptores
geométricos asociados a la excentricidad, descriptores geométricos asociados al didmetro
promedio, descriptores geométricos asociados al perimetro. Se trabajaron dos descriptores

colorimétricos, uno asociado al brillo y otro asociado a la densidad.

3.3.2 Variable interviniente.

La variable interviniente es aquel factor que interviene entre otras variables
modificando o alterando con su contenido las relaciones que existen entre esos elementos.
(NuUfiez, 2007)

En el presente estudio la variable interviniente ha estado conformada por los linfocitos

reactivos estudiados mediante un sistema digital de hematologia.
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Operacionalizacién de variables

43

Concepto Dimensién Indicador Escala de
medicion
Software Vision Sistema que Linfocitos Citomorfologia
Hema identifica de normales
manera
automatica Células
células sanguineas
sanguineas,
presenta un Linfocitos Citomorfologia
sistema de reactivos
calificacion
acorde a varios
parametros
Descriptores Obtienen las Area
geométricos caracteristicas Relacion
morfolégicas  Excentricidad
de las células Diametro Valor medido um?
sanguineas Perimetro
relacionadas al Brillo
tamarno, forma, Densidad
brillo. Optica
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3.4 Poblacién y muestra
3.4.1 Poblacion.

Se define a la poblacion como “la totalidad del fendmeno a estudiar, donde las unidades
poseen caracteristicas en comun, las cuales se estudian y dan origen a los datos de
investigacion”. (Herndndez et al., 2006)

En este trabajo la poblacion ha sido la poblacidn adulta que se atendieron en el Hospital
Loayza, por consulta externa, hospitalizacion y emergencia. Vale decir que son los pacientes
que especificamente han tenido la orden de un hemograma y conteo diferencial leucocitario.
3.4.2 Muestra.

La muestra es una porcion representativa de la poblacion que permite generalizar sobre
ésta los resultados de una investigacion. Es la conformacion de unidades dentro de un
subconjunto, que tiene por finalidad integrar las observaciones ( sujetos, objetos, situaciones,
instituciones u organizaciones o fenémenos ) como parte de una poblacion. (Chavez, 2001).
En este trabajo la muestra ha sido conformada por frotices de sangre periférica en donde se
encontraron los linfocitos reactivos asi como los normales.Espeficicamente la muestra ha sido
conformada por linfocitos reactivos que fueron posteriormente validados por un personal con
afios de experiencia en morfologia celular hematolégica asi como los linfocitos normales. En

total se obtuvieron 1156 linfocitos normales y 1091 linfocitos reactivos.

3.4.3 Muestreo.

En este trabajo se utilizd el muestro por conveniencia que segun McMillan y
Schumacher (2001) “es un método no probabilistico de seleccionar sujetos que estan accesibles
o disponibles”. En este caso lo seleccionado han sido frotices de sangre periférica que contenian
linfocitos reactivos para que posteriormente se haga el muestreo por conveniencia de los
linfocitos reactivos validados por el profesional con afios de experiencia en morfologia

hematoldgica.
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3.5 Instrumentos

Se usaron un promedio de 100 frotices de sangre periférica tefiidas con tincion Wright,
los cuales fueron escaneados usando el sistema Vision Hema. En dichas laminas se encontraron
como minimo un intervalo de 12 a 40 linfocitos reactivos encontrados en la lectura del frotis
que fueron validados por un profesional con experiencia en citomorfologia hematoldgica. Lo
que se busco con los 100 frotices fue obtener una cantidad significativa de linfocitos reactivos
para poder compararlos con los linfocitos normales, al final se obtuvieron 1156 imagenes de
linfocitos normales y 1091 iméagenes de linfocitos reactivos.
3.5.1 Materiales y equipos.
Se uso el software de hematologia digital Vision Hema.
3.6 Procedimientos

Se seleccionaron 100 laminas que contenian entre 12 a 40 linfocitos reactivos, ya
evaluados previamente por analistas con conocimiento y experiencia en el conteo diferencial
leucocitario. Se procesaron dichas laminas en el software Vision Hema y para comprobar su
autenticidad se solicito la re-evaluaciéon de un tecnélogo médico con pericia en el campo de
hematologia y morfologia celular de células sanguineas para que corroborara con seguridad de

que se trataron de linfocitos reactivos.

3.6.1 Recoleccion de datos

La informacion se obtuvo gracias a profesionales tecndlogos médicos quienes
facilitaron la obtencién de las ldminas en cuyos frotis se encontraron linfocitos reactivos. La
total cantidad de laminas que se obtuvieron fueron del laboratorio de Hematologia del Hospital
Nacional Arzobispo Loayza, obteniendo asi las 100 laminas de frotis sanguineo. El analisis
morfoldgico del software VISION HEMA mostro las estadisticas obtenidas sobre un tipo de
célula en especifico, en este caso un linfocito reactivo. El panel central de analisis morfol6gico

del VISION HEMA consisti6 en los siguientes pasos:
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1) Selecciono un grupo de células a analizar, entre ellos a un grupo de linfocitos reactivos.

2) Se escogié el método de analisis: clasificacion y/o mediciones, posteriormente se
selecciond el parametro de medida para la clasificacion, por ejemplo, el area celular,
area del nucleo, diametro, excentricidad, etc.

3) El sistema analizd los parametros escogidos y nos dio los resultados en valores

numéricos y en unidades de medida representados también en histogramas.

3.7 Anélisis de datos

Una vez se obtuvieron los linfocitos reactivos fueron clasificaron segin su alteracion,
es decir segun el tamafio del nucleo celular, segin el tamafio del citoplasma, segin la forma
celular, segun la relacién nucleo — citoplasma. Esta clasificacion fue dada automéaticamente por
el software Vision Hema. Luego se hallaron estas variaciones y se les dio un valor numérico
para que después se obtuviera un promedio. Lo mismo se hizo con los linfocitos normales los
cudles se usaron como valor patron y al final se hizo un cuadro comparativo para observar las
diferencias citomorfolégicas entre linfocitos reactivos y linfocitos normales demostrado a
través de valores numéricos. Estos valores numéricos fueron analizados tanto en el programa
Microsoft Excel 2016 como en el SPSS ®, que ayudaron a llevar un manejo adecuado de los

datos numéricos.

3.8 Consideraciones Eticas
En la presente investigacion se mantuvo al margen el nombre de los pacientes en cuyo
frotis de sangre periférica se observaron linfocitos reactivos y otras patologias. Asi mismo no

se dio a conocer ningun otro dato como hora, fecha y dia de obtencién de la muestra.
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IV.RESULTADOS

Habiendo analizado las 100 ldaminas de frotis sanguineos, que contenian un promedio
de 12 a 40 linfocitos reactivos en su recuento diferencial leucocitario, gracias al software Vision
Hema se generd una base de datos de puros linfocitos reactivos, asi como de linfocitos
normales. En el caso de los linfocitos reactivos, éstos fueron validados posteriormente por un
profesional con afios de experiencia en citomorfologia hematoldgica, para tener la certeza de
que sean linfocitos reactivos y asi fueron seleccionados 1091 linfocitos reactivos junto a 1156
linfocitos normales para poder generar la estadistica descriptiva y asi poder demostrar la
diferencia a nivel numérico y estadistico entre linfocitos reactivos con respecto a los linfocitos
normales y sus respectivos descriptores geométricos. Para elaborar las tablas y los graficos y
asi poder demostrar la hipotesis planteada se utilizé estadistica descriptiva, basandonos en
“Bioestadistica para el analisis de ciencias de la salud”. Wayne W (2012). Empezamos por
mostrar los datos con respecto a los descriptores geométricos relacionados al area los cuales
son: Area del ntcleo, Area del citoplasma y Area celular. Y se representaran en las siguientes
tablas.
Tabla 2

Descriptores geométricos asociados al area

Descriptores geométricos Linfocitos normales  Linfocitos reactivos
Avrea del ndcleo 1156 1091
Area del citoplasma 1156 1091
Area celular 1156 1091

Nota. Se muestra los datos analizados por cada descriptor geométrico relacionados al area, para
el area del nucleo, area del citoplasma y area celular, se analizaron en total 1156 linfocitos

normales y 1091 linfocitos reactivos. Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 3

Estadistica descriptiva del Area del nicleo

Area del nGcleo

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 62.92 87.04
Mediana 62.32 83.09
Moda 63.62 77.03
Desviacion Estandar 10.12 19.27
Coeficiente de variacion 16% 22%

Nota. Se muestra los resultados del Area del nicleo a partir de 1156 linfocitos normales y 1091
linfocitos reactivos analizados, se observa la variacion numérica en media, desviacion estandar
y en el coeficiente de variacion, los cuales son 62.92, 10.12 y 16% respectivamente en el caso
de linfocitos normales y 87.04, 19.27 y 22% respectivamente en el caso de linfocitos reactivos.

Fuente: Elaboracion propia.
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Se paso a realizar las graficas para demostrar la diferencia numérica para el Area del ntcleo

Figura 18
Gréfica del Area del ntcleo
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Nota. Se muestra la distribucion de los datos del Area del ntcleo tanto para linfocitos normales
y reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor minimo y maximo es
de 38.53 um?y 139.62 um? respectivamente, mientras que para los linfocitos reactivos el valor
minimo es de 43.05 um?y el valor maximo es de 197.11 pm?. Se observa también la frecuencia
y se evidencia que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan una mayor cantidad de
datos por intervalo en su distribucién. Y nos muestra la curva de una distribuciéon adecuada

estadisticamente para ambos casos. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 19

Linfocitos normales y reactivos Area del ntcleo

A

Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico del area nuclear es
38.53 um?, 48.12 pm? y 54.02 um? respectivamente. D, E, F son linfocitos reactivos cuyo valor
numérico del area nuclear es 81.00 um?, 88.12 pm? y 101.04 um? respectivamente. Estas

imagenes han sido obtenidas mediante el Software VisionHema (Lima, Pert 2019)
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Tabla 4

Estadistica descriptiva del Area del citoplasma

Area del citoplasma

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 37.17 64.35
Mediana 30.19 60.47
Moda 26.82 52.06
Desviacion Estandar 22.16 24.77
Coeficiente de variacion 60% 38%

Nota. Se muestra los resultados del Area del citoplasma a partir de 1156 linfocitos normales y
1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacion numérica en media, desviacion
estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 37.17, 22.16 y 60% respectivamente
en el caso de linfocitos normales y 64.35, 24.77 y 38% respectivamente en el caso de linfocitos

reactivos. Fuente: Elaboracidn propia
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Se pasO a realizar las graficas para demostrar la diferencia numérica para el Area del

citoplasma.

Figura 20

Gréfica del Area del citoplasma
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Nota. Se muestra la distribucion de los datos del Area del citoplasma tanto para linfocitos

23,30

normales y reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor minimo y

maximo es de 2.41 um? y 143.62 um? respectivamente, mientras que para los linfocitos

reactivos el valor minimo es de 5.76 um?y el valor maximo es de 219.39 um?. Se observa

también la frecuencia y se evidencia que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan

una mayor cantidad de datos por intervalo en su distribucion. Y nos muestra la curva de una

distribucion adecuada estadisticamente para ambos casos. Fuente: Elaboracion propia



Figura 21

Linfocitos normales y reactivos Area del citoplasma
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Tabla b

Estadistica descriptiva del Area celular

Avrea celular
Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 97.13 147.66
Mediana 90.77 141.03
Moda 75.27 112.60
Desviacion Estandar 26.54 34.33
Coeficiente de variacion 27% 23%

Nota. Se muestra los resultados del Area celular a partir de 1156 linfocitos normales y 1091
linfocitos reactivos analizados, se observa la variacion numérica en media, desviacion estandar
y en el coeficiente de variacion, los cuales son 90.77, 26.54 y 27% respectivamente en el caso
de linfocitos normales y 147.66, 34.33 y 23% respectivamente en el caso de linfocitos
reactivos. Fuente: Elaboracion propia

Figura 22

Gréfica del Area celular
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Nota. Se muestra la distribucion de los datos del Area celular tanto para linfocitos normales y
reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor minimo y maximo es de
41.71 pm? y 263.67 um? respectivamente, mientras que para los linfocitos reactivos el valor
minimo es de 56.24 um?y el valor maximo es de 336.07 um?2. Se observa también la frecuencia
y se evidencia que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan una mayor cantidad de
datos por intervalo en su distribucion. Y nos muestra la curva de una distribucion adecuada

estadisticamente para ambos casos. Fuente: Elaboracidn propia



56
Figura 23

Linfocitos normales y reactivos Area celula

Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico del area celular es
68.18 um?, 84.99 um?y 92.03 pm? respectivamente. D, E, F son linfocitos reactivos cuyo valor
numérico del area celular es 124.50 um?, 139.04 um? y 162.91 um? respectivamente. Estas

iméagenes han sido obtenidas mediante el Software VisionHema (Lima, Pert 2019)
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Con respecto a los descriptores geométricos asociados a Relaciones, tenemos dos:
Relacion area del nucleo / area celular y Relacién ndcleo / citoplasma, se paso a analizar 1156
linfocitos normales y 1091 linfocitos reactivos. A continuacion se muestran las tablas y las
gréaficas.

Tabla 6

Datos analizados asociados a Relaciones

Descriptores geométricos Linfocitos normales  Linfocitos reactivos
Relacion area del nacleo / area celular 1156 1091
Relacion nucleo / citoplasma 1156 1091

Tabla 7

Estadistica descriptiva de la Relacion area del ndcleo / area celular

Relacion area del nicleo / area celular

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 0.67 0.59
Mediana 0.67 0.60
Moda 0.67 0.61
Desviacion Estandar 0.11 0.09
Coeficiente de variacion 16.8% 15.4%

Nota. Se muestra los resultados de la Relacion del &rea del nucleo / &rea celular a partir de 1156
linfocitos normales y 1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacion numérica en
media, desviacion estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 0.67, 0.11 y 16.8%
respectivamente en el caso de linfocitos normales y 0.59, 0.09 y 15.4% respectivamente en el

caso de linfocitos reactivos. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 24

Grafica Relacion area del nicleo / area celular

1204 —

100 co=

| ?-ff I
B3~ 40 - lil'
= / ‘_‘5‘ L _\
g L k- 2 f
z [ |
5 & o s / IE
2 i \ 2 /
w - e |
&0 40=
20 204
o T 1 T ) T T T =T
A0 = 1 1/ an I h 1
Relation de area del nuclealarea celular (Linfocitos Relaclon de area del nucleslarea celular (Linfocltes
Mormales) Reactives)

Nota. Se muestra la distribucion de los datos de la Relacion area del nacleo/area celular tanto
para linfocitos normales y reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor
minimo y maximo es de 0.31 um?y 0.97 um? respectivamente, mientras que para los linfocitos
reactivos el valor minimo es de 0.32 pm?y el valor maximo es de 0.95 pm?. Se observa también
la frecuencia y se evidencia que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan una menor
cantidad de datos por intervalo en su distribucion. Y nos muestra la curva de una distribucion

adecuada estadisticamente para ambos casos. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 25

Linfocitos normales y reactivos Relacion area del nucleo / area celular

O

Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico de la relacion area
nuclear/area celular es 0.85 um?, 0.91 um? y 0.96 um? respectivamente. D, E, F son linfocitos
reactivos cuyo valor numérico de la relacion area nuclear/area celular es 0.41 pm?, 0.50 pm?y
0.62 um? respectivamente. Estas imagenes han sido obtenidas mediante el Software VisionHema

(Lima, Pert 2019)
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Tabla 8

Estadistica descriptiva de la Relacion Ndcleo / Citoplasma

Relacion nucleo / citoplasma

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 2.36 1.54
Mediana 1.94 1.41
Moda 2.13 1.26
Desviacion Estandar 2.07 0.82
Coeficiente de variacion 87.7% 52.9%

Nota. Se muestra los resultados de la Relacion nucleo / citoplasma a partir de 1156 linfocitos
normales y 1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacion numérica en media,
desviacion estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 2.36, 2.07 y 87.7%
respectivamente en el caso de linfocitos normales y 1.54, 0.82 y 52.9% respectivamente en el

caso de linfocitos reactivos. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 26

Gréfica de la Relacion nucleo/citoplasma
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Nota. Se muestra la distribucion de los datos de la Relacién nicleo/citoplasma tanto para
linfocitos normales y reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor
minimo y maximo es de 0.45 pm? y 25.53 um? respectivamente, mientras que para los
linfocitos reactivos el valor minimo es de 0.44 um?y el valor maximo es de 14.34 pm?. Se
observa también la frecuencia y se evidencia que en el caso de los linfocitos reactivos se
presentan una menor cantidad de datos por intervalo en su distribucion. Y nos muestra la curva

de una distribucion adecuada estadisticamente para ambos casos. Fuente: Elaboracion propia



Figura 27

Linfocitos normales y reactivos Relacion nucleo / citoplasma

A

Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico de la relacion
nucleo/citoplasma es 2.80 pm?, 3.50 um? y 4.00 um? respectivamente. D, E, F son
linfocitos reactivos cuyo valor numérico de la relacion ntcleo/citoplasma es 0.57 pm?,
0.64 um? y 0.74 pm? respectivamente. Estas imagenes han sido obtenidas mediante el

Software VisionHema (Lima, Pert 2019)
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Con respecto a los descriptores asociados la Excentricidad tenemos dos: Excentricidad
del ndcleo y Excentricidad de la célula, para ambos casos se estudiaron 1156 linfocitos
normales y 1091 linfocitos reactivos.

Tabla 9

Datos analizados asociados a la Excentricidad

Descriptores geométricos Linfocitos normales  Linfocitos reactivos
Excentricidad del ndcleo 1156 1091
Excentricidad de la célula 1156 1091

Tabla 10

Estadistica descriptiva de la Excentricidad del nlcleo

Excentricidad del nicleo

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 0.55 0.64
Mediana 0.56 0.66
Moda 0.55 0.66
Desviacion Estandar 0.15 0.16
Coeficiente de variacion 28.2% 25.1%

Nota. Se muestra los resultados de la Excentricidad del nucleo a partir de 1156 linfocitos
normales y 1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacion numérica en media,
desviacion estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 0.55, 0.15 y 28.2%
respectivamente en el caso de linfocitos normales y 0.64, 0.16 y 25.1% respectivamente en el

caso de linfocitos reactivos. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 28

Grafica de la Excentricidad del nucleo
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Nota. Se muestra la distribucion de los datos de la Excentricidad del niucleo para linfocitos
normales y reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor minimo y
méaximo es de 0.0 y 1 respectivamente, mientras que para los linfocitos reactivos el valor
minimo es de 0.0 y el valor maximo es de 1. Se observa también la frecuencia y se evidencia
que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan una mayor cantidad de datos por intervalo
en su distribucién. Y nos muestra la curva de una distribucion adecuada estadisticamente para

ambos casos. Fuente: Elaboracion propia



Figura 29

Linfocitos normales y reactivos. Excentricidad del ndcleo

Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico de la
excentricidad del nucleo es 0.25,0.39 y 0.55 respectivamente. D, E, F son linfocitos
reactivos cuyo valor numérico de la excentricidad del nucleo es 0.70, 0.83 y 0.98
respectivamente. Estas imagenes han sido obtenidas mediante el Software VisionHema

(Lima, Pert 2019)
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Tabla 11

Estadistica descriptiva de la Excentricidad de la célula

Excentricidad de la célula

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 0.56 0.61
Mediana 0.55 0.60
Moda 0.53 0.55
Desviacion Estandar 0.18 0.21
Coeficiente de variacion 32.8% 34.7%

Nota. Se muestra los resultados de la Excentricidad de la célula a partir de 1156 linfocitos
normales y 1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacién numérica en media,
desviacion estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 0.56, 0.18 y 32.8%
respectivamente en el caso de linfocitos normales y 0.61, 0.21 y 34.7% respectivamente en el

caso de linfocitos reactivos. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 30

Gréfica de la Excentricidad de la célula
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Nota. Se muestra la distribucion de los datos de la Excentricidad de la célula para linfocitos
normales y reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor minimo y
méaximo es de 0.0 y 1 respectivamente, mientras que para los linfocitos reactivos el valor
minimo es de 0.0 y el valor méximo es de 1. Se observa también la frecuencia y se evidencia
que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan una mayor cantidad de datos por intervalo
en su distribucién. Y nos muestra la curva de una distribucién adecuada estadisticamente para

ambos casos. Fuente: Elaboracion propia.



Figura 31

Linfocitos normales y reactivos. Excentricidad de la célula
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Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico de la excentricidad

de la célula es 0.16,0.29 y 0.48 respectivamente. D, E, F son linfocitos reactivos cuyo valor
numérico de la excentricidad de la célulaes 0.67, 0.79 y 0.95 respectivamente. Estas imagenes

han sido obtenidas mediante el Software VisionHema (Lima, Pert 2019)
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Con respecto a los descriptores asociados al Diametro promedio, tenemos dos:
Diametro promedio del nicleo y Diametro promedio de la célula. Para ambos casos se
estudiaron 1156 linfocitos normales y 1091 linfocitos reactivos, asi como para la elaboracion
de la grafica estadistica.

Tabla 12

Datos analizados asociados al Diametro promedio

Descriptores geométricos Linfocitos normales  Linfocitos reactivos
Diametro promedio del nucleo 1156 1091
Diametro promedio de la célula 1156 1091

Tabla 13

Estadistica descriptiva del Diametro promedio del nucleo

Diametro promedio del nucleo

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 8.80 9.91
Mediana 8.90 10.06
Moda 8.48 9.81
Desviacion Estandar 1.14 1.84
Coeficiente de variacion 13% 18.6%

Nota. Se muestra los resultados del Diametro promedio del nucleo a partir de 1156 linfocitos
normales y 1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacion numérica en media,
desviacion estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 8.80, 1.14 y 13%
respectivamente en el caso de linfocitos normales y 9.91, 1.84 y 18.6% respectivamente en el

caso de linfocitos reactivos. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 32

Grafica del Diametro promedio del nucleo
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Nota.Se muestra la distribucion de los datos del Diametro promedio del nicleo para linfocitos
normales y reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor minimo y
maximo es de 3.03um? y 12.1um? respectivamente, mientras que para los linfocitos reactivos
el valor minimo es de 3.05um? y el valor maximo es de 15.87um?. Se observa también la
frecuencia y se evidencia que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan una mayor
cantidad de datos por intervalo en su distribucion. Y nos muestra la curva de una distribucion

adecuada estadisticamente para ambos casos. Fuente: Elaboracion propia



Figura 33

Linfocitos normales y reactivos. Diametro promedio del nucleo
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Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico del diametro promedio

del ndcleo es 7.20 um?,8.30 um? y 6.92 um? respectivamente. D, E, F son linfocitos reactivos

cuyo valor numérico del diametro promedio del ndcleo es 10.40um?, 11.12 pm? y 12.70 um

2

respectivamente. Estas imagenes han sido obtenidas mediante el Software VisionHema (Lima,

Per1 2019)



72

Tabla 14

Estadistica descriptiva del Didmetro promedio de la célula

Didmetro promedio de la célula

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 9.71 11.93
Mediana 10.33 12.90
Moda 10.29 12.40
Desviacion Estandar 2.89 3.54
Coeficiente de variacion 29.8% 29.7%

Nota. Se muestra los resultados del Diametro promedio de la célula a partir de 1156 linfocitos
normales y 1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacion numérica en media,
desviacion estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 9.71, 2.89 y 29.8%
respectivamente en el caso de linfocitos normales y 11.93, 3.54 y 29.7% respectivamente en el

caso de linfocitos reactivos. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 34

Gréfica Diametro promedio de la célula
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Nota. Se muestra la distribucion de los datos del Diametro promedio de la célula para linfocitos
normales y reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor minimo y
maximo es de 2.95 y 17.47 respectivamente, mientras que para los linfocitos reactivos el valor
minimo es de 3.87 y el valor maximo es de 22.06. Se observa también la frecuencia y se
evidencia que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan una mayor cantidad de datos
por intervalo en su distribucion. Y nos muestra la curva de una distribucién adecuada

estadisticamente para ambos casos. Fuente: Elaboracion propia.



Figura 35

Linfocitos normales y reactivos. Diametro promedio de la célula
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Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico del didmetro promedio

de la célula es 5.72um?, 7.39um? y 10.40um? respectivamente. D, E, F son linfocitos reactivos

cuyo valor numérico del diametro promedio de la célula es 15.41um?, 16.90pum? y 18.50pm

2

respectivamente. Estas imagenes han sido obtenidas mediante el Software VisionHema (Lima,

Per1 2019)
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Con respecto a los descriptores relacionados al Factor forma, tenemos dos: Factor forma
del ndcleo y Factor forma de la célula, para ambos casos se estudiaron 1156 linfocitos normales
y 1091 linfocitos reactivos. Y posteriormente se elaboré la grafica de la estadistica.

Tabla 15

Datos analizados asociados al Factor Forma

Descriptores geomeétricos Linfocitos normales  Linfocitos reactivos
Factor forma del nucleo 1156 1091
Factor forma de la célula 1156 1091

Tabla 16

Estadistica descriptiva del Factor Forma del nucleo

Factor forma del nicleo

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 1.09 1.16
Mediana 1.06 1.12
Moda 1.04 1.07
Desviacion Estandar 0.10 0.16
Coeficiente de variacion 10% 14%

Nota. Se muestra los resultados del Factor forma del nucleo a partir de 1156 linfocitos normales
y 1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacién numérica en media, desviacion
estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 1.09, 0.10 y 10% respectivamente en
el caso de linfocitos normales y 1.16, 0.16 y 14% respectivamente en el caso de linfocitos

reactivos. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 36

Gréfica del Factor forma del nicleo
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Nota. Se muestra la distribucion de los datos del Factor forma del nucleo para linfocitos
normales y reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor minimo y
maximo es de 1.02 y 2.08 respectivamente, mientras que para los linfocitos reactivos el valor
minimo es de 1.03 y el valor maximo es de 2.51. Se observa también la frecuencia y se
evidencia que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan una mayor cantidad de datos
por intervalo en su distribucion. Y nos muestra la curva de una distribucion adecuada

estadisticamente para ambos casos. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 37

Linfocitos normales y reactivos. Factor forma del ndcleo

Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico del factor forma
del ndcleoes 1.01,1.10 y 1.21 respectivamente. D, E, F son linfocitos reactivos cuyo valor
numeérico del factor forma del ndcleo es 1.30,1.79 y 2.51 respectivamente. Estas imagenes

han sido obtenidas mediante el Software VisionHema (Lima, Pert 2019)
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Tabla 17

Estadistica descriptiva del Factor Forma de la célula

Factor forma de la célula

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 2.23 2.26
Mediana 2.14 2.16
Moda 2.00 1.91
Desviacion Estandar 0.47 0.45
Coeficiente de variacion 21% 20%

Nota. Se muestra los resultados del Factor forma de la célula a partir de 1156 linfocitos
normales y 1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacion numérica en media,
desviacion estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 2.23, 0.47 y 21%
respectivamente en el caso de linfocitos normales y 2.26, 0.45 y 20% respectivamente en el

caso de linfocitos reactivos. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 38

Grafica del Factor forma de la célula
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Nota. Se muestra la distribucion de los datos del Factor forma de la célula para linfocitos
normales y reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor minimo y
maximo es de 1.04 y 3.99 respectivamente, mientras que para los linfocitos reactivos el valor
minimo es de 1.06 y el valor maximo es de 4.14. Se observa también la frecuencia y se
evidencia que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan una menor cantidad de datos
por intervalo en su distribucion. Y nos muestra la curva de una distribucién adecuada

estadisticamente para ambos casos. Fuente: Elaboracidn propia
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Figura 39

Linfocitos normales y reactivos. Factor forma de la célula

Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico del factor forma de la
célulaes 1.05,1.58 y 1.86 respectivamente. D, E, F son linfocitos reactivos cuyo valor numérico
del factor forma de la célula es 2.79,3.20 y 4.14 respectivamente. Estas imagenes han sido

obtenidas mediante el Software VisionHema (Lima, Pert 2019)
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Con respecto al descriptor asociado al Perimetro, tenemos solo al perimetro celular,
para tal caso se estudiaron 1156 linfocitos normales y 1091 linfocitos reactivos y
posteriormente se elaboro la grafica estadistica.
Tabla 18

Datos analizados asociados al Perimetro

Descriptores geomeétricos Linfocitos normales  Linfocitos reactivos

Perimetro celular 1156 1091

Tabla 19

Datos encontrados del Perimetro celular

Perimetro celular

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 34.63 42.79
Mediana 33.76 42.09
Moda 31.52 39.27
Desviacion Estandar 4.50 4.79
Coeficiente de variacion 13% 11%

Nota. Se muestra los resultados del Perimetro celular a partir de 1156 linfocitos normales y
1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacién numérica en media, desviacion
estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 34.63, 4.50 y 13% respectivamente en
el caso de linfocitos normales y 42.79, 4.79 y 11% respectivamente en el caso de linfocitos

reactivos. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 40

Gréfica del Perimetro celular
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Nota. Se muestra la distribucion de los datos del Perimetro celular para linfocitos normales y
reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor minimo y maximo es de
23.16um y 44.06 um respectivamente, mientras que para los linfocitos reactivos el valor
minimo es de 28.87 um y el valor maximo es de 52.81 um. Se observa también la frecuencia
y se evidencia que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan una mayor cantidad de
datos por intervalo en su distribucion. Y nos muestra la curva de una distribucion adecuada

estadisticamente para ambos casos. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 41

Linfocitos normales y reactivos. Perimetro celular
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Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico del perimetro celular es
23.16 um,26.21 pmy 29.13 um respectivamente. D, E, F son linfocitos reactivos cuyo valor
numeérico del perimetro celular es 43.91 um,48.00 um y 52.82 um respectivamente. Estas

iméagenes han sido obtenidas mediante el Software VisionHema (Lima, Pert 2019)
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Con respecto a los descriptores geométricos colorimétricos asociados a brillo, tenemos
dos: brillo del nucleo y brillo del citoplasma, se paso a analizar 1156 linfocitos normales y
1091 linfocitos reactivos para cada descriptor, asi como la grafica estadistica y para demostrar
esta diferenciacion se seleccionaron imagenes de linfocitos normales y reactivos como se vera
a continuacion.
Tabla 20

Datos analizados asociados al Brillo

Descriptores geomeétricos colorimétricos Linfocitos normales  Linfocitos reactivos
Brillo del nucleo 1156 1091
Brillo del citoplasma 1156 1091
Tabla 21

Estadistica descriptiva del Brillo del ndcleo

Brillo del nicleo

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 78.02 98.83
Mediana 77.57 101.94
Moda 63.36 108.71
Desviacion Estandar 15.34 13.96
Coeficiente de variacion 19.7% 14.1%

Nota. Se muestra los resultados del Brillo del nicleo a partir de 1156 linfocitos normales y
1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacion numérica en media, desviacion
estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 78.02, 15.34 y 19.7% respectivamente
en el caso de linfocitos normales y 98.83, 13.96 y 14.1% respectivamente en el caso de

linfocitos reactivos. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 42

Gréfica del Brillo del nucleo
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Nota. Se muestra la distribucidn de los datos del Brillo del nlcleo para linfocitos normales y
reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor minimo y maximo es de
45.14 y 127.21 respectivamente, mientras que para los linfocitos reactivos el valor minimo es
de 56 y el valor maximo es de 141.19. Se observa también la frecuencia y se evidencia que en
el caso de los linfocitos reactivos se presentan una mayor cantidad de datos por intervalo en su
distribucion. Y nos muestra la curva de una distribucion adecuada estadisticamente para ambos

casos. Fuente: Elaboracién propia
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Figura 43

Linfocitos normales y reactivos. Brillo delniicleo
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Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico del brillo del

nacleo es 55.01, 58.13 y 63.98 respectivamente. D, E, F son linfocitos reactivos cuyo
valor numérico del brillo del nucleo es 112.05, 122.38 y 128.14 respectivamente. Estas

imagenes han sido obtenidas mediante el Software VisionHema (Lima, Pert 2019)
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A continuacion, se muestra de manera didactica, la diferencia del brillo del nucleo de
los linfocitos reactivos con respecto a los linfocitos normales. Se analizé con diferentes grados

de brillo en las imagenes para ver dicha variacion.

Figura 44

Linfocitos normales y reactivos diferenciacion en el brillo del nicleo
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Nota. En la fila de arriba en la parte superior izquierda se observa a un linfocito normal cuyo
valor numérico del brillo del nicleo es de 55.01, se selecciond la imagen original y se trabajo
con diferentes tonos de brillo, como se puede ver en las dos imagenes de la parte superior
derecha. En la fila de abajo, en la parte inferior izquierda se tiene a un linfocito reactivo cuyo
valor del brillo del ntcleo es de 128.14. Se puede observar que, en el caso del linfocito reactivo
a mas brillo en la imagen, el nicleo se va poniendo mas blanco, caso contrario con el linfocito
normal que el ndcleo no se torna a mas blanco con mas brillo. Esto se debe a la composicién y
morfologia del nacleo en ambos casos. Estas imagenes han sido obtenidas mediante el Software

VisionHema (Lima, Pert 2019)
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Tabla 22

Estadistica descriptiva del Brillo del citoplasma

Brillo del citoplasma

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 178.44 171.39
Mediana 178.96 171.85
Moda 178.95 161.86
Desviacion Estandar 19.98 11.98
Coeficiente de variacion 11.2% 7%

Nota. Se muestra los resultados del Brillo del citoplasma a partir de 1156 linfocitos normales
y 1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacion numérica en media, desviacion
estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 178.44, 19.98 y 11.2% respectivamente
en el caso de linfocitos normales y 171.39, 11.98 y 7% respectivamente en el caso de linfocitos

reactivos. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 45

Grafica del Brillo del citoplasma
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Nota. Se muestra la distribucion de los datos del Brillo del citoplasma para linfocitos normales
y reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor minimo y maximo es
de 98.64 y 248.37 respectivamente, mientras que para los linfocitos reactivos el valor minimo
es de 122.08 y el valor maximo es de 206.46. Se observa también la frecuencia y se evidencia
que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan una menor cantidad de datos por intervalo
en su distribucién. Y nos muestra la curva de una distribucion adecuada estadisticamente para

ambos casos. Fuente: Elaboracion propia



Figura 46

Linfocitos normales y reactivos. Brillo del citoplasma
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Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico del brillo del
citoplasma es 209.95, 215.05 y 228.75 respectivamente. D, E, F son linfocitos reactivos
cuyo valor numérico del brillo del citoplasma es 140.64, 147.14 y 162.97 respectivamente.

Estas imégenes han sido obtenidas mediante el Software VisionHema (Lima, Per( 2019)

90
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A continuacion, se muestra de manera didactica, la diferencia del brillo del citoplasma
de los linfocitos reactivos con respecto a los linfocitos normales. Se analizd con diferentes

grados de brillo en las imagenes para ver dicha variacion.

Figura 47

Linfocitos normales y reactivos, diferenciacion del Brillo del citoplasma
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Nota. En la fila de arriba se muestra a un linfocito normal cuyo valor numérico del brillo del
citoplasma es de 209.95 y en la fila de abajo se muestra a un linfocito reactivo cuyo valor del
brillo del citoplasma es de 140.64. Se ha trabajado de manera demostrativa con diferentes tonos
de brillo y contraste, para demostrar la diferencia en el brillo del citoplasma. Mientras mayor
brillo tenga la imagen, el citoplasma se va volviendo de color blanco, en el caso del linfocito
normal, la imagen de la parte superior derecha, ya no se logra percibirse el citoplasma. Esto se
debe a los componentes colorimétricos que forman el citoplasma de un linfocito normal con

respecto a un linfocito reactivo, donde sucede todo lo contrario.
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Con respecto a los descriptores geometricos colorimétricos relacionados a la Densidad
Optica tenemos dos: Densidad 6ptica del nticleo y Densidad 6ptica del citoplasma, se trabajo
1156 linfocitos normales y 1091 linfocitos reactivos para poder observar la diferencia a nivel
grafico y a nivel numérico, se seleccionaron imagenes de linfocitos normales y reactivos para
observar de manera didactica la diferencia de este descriptor.
Tabla 23

Datos analizados asociados a la Densidad Optica

Descriptores geomeétricos colorimétricos Linfocitos normales  Linfocitos reactivos
Densidad optica del nucleo 1156 1091
Densidad Optica del citoplasma 1156 1091
Tabla 24

Estadistica descriptiva de la Densidad dptica del nucleo

Densidad 6ptica del nucleo

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 0.51 0.40
Mediana 0.51 0.39
Moda 0.47 0.37
Desviacion Estandar 0.08 0.06
Coeficiente de variacion 16% 15%

Nota. Se muestra los resultados de la Densidad éptica del nucleo a partir de 1156 linfocitos
normales y 1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacion numérica en media,
desviacion estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 0.51, 0.08 y 16%
respectivamente en el caso de linfocitos normales y 0.40, 0.06 y 15% respectivamente en el

caso de linfocitos reactivos. Fuente: Elaboracion propia



Figura 48

Grafica de la Densidad optica del nucleo

93

- 12
] /\\ -
a0 Tl Al
E - L)
i 1 o
= E
£ H I 2
w10+ 1 I|I_ =4 =y
@ R &
w e
20 II'.II 0]
10 2
o ) ! B S I-J
a0 A0 Au 53 5o - e a0 A0

Densidad optica de nuclec [Linfocites Nermales)

T T
An 1] E

Densidad optica de nucleo (Linfocitos Reactives)

Nota. Se muestra la distribucion de los datos de la Densidad Optica del ndcleo para linfocitos

normales y reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor minimo y

méaximo es de 0.30 y 0.73 respectivamente, mientras que para los linfocitos reactivos el valor

minimo es de 0.25 y el valor maximo es de 0.63. Se observa también la frecuencia y se

evidencia que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan una menor cantidad de datos

por intervalo en su distribucion. Y nos muestra la curva de una distribucién adecuada

estadisticamente para ambos casos. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 49

Linfocitos normales y reactivos. Densidad optica del nucleo

Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico de la densidad dptica del
nucleo es 0.54, 0.65 y 0.73 respectivamente. D, E, F son linfocitos reactivos cuyo valor numérico
de la densidad éptica del nucleo es 0.25, 0.40 y 0.45 respectivamente. Estas imagenes han sido

obtenidas mediante el Software VisionHema (Lima, Pert 2019)
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De manera didactica se presentan las siguientes imagenes para ver la diferencia a nivel

de la densidad oOptica del nucleo, tanto para linfocitos normales y linfocitos reactivos.

Figura 50

Linfocitos normales y reactivos. Diferenciacion de la densidad optica del nucleo

Nota. Se observa en la imagen de arriba a un linfocito normal cuyo valor numérico de la
densidad dptica del nucleo es de 0.65 y en la parte inferior a un linfocito reactivo cuyo valor
numérico de la densidad Optica del nucleo es de 0.25. Las imagenes fueron tratadas con menos
grado de brillo y contraste para asi poder demostrar que a mayor valor numérico de la densidad
Optica del nucleo, se produce un ennegrecimiento del ndcleo, como se observa en el caso del
linfocito normal, mientras que en caso del linfocito reactivo no ocurre de manera significativa.

Esto se debe a los componentes del nucleo.
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Tabla 25

Estadistica descriptiva de la Densidad dptica del citoplasma

Densidad optica del citoplasma

Estadistica descriptiva Linfocitos normales Linfocitos reactivos
Media 0.15 0.16
Mediana 015 0.16
Moda 0.15 0.16
Desviacion Estandar 0.05 0.03
Coeficiente de variacion 34% 18%

Nota. Se muestra los resultados de la Densidad optica del citoplasma a partir de 1156 linfocitos
normales y 1091 linfocitos reactivos analizados, se observa la variacion numérica en media,
desviacion estandar y en el coeficiente de variacion, los cuales son 0.15, 0.05 y 34%
respectivamente en el caso de linfocitos normales y 0.16, 0.03 y 18% respectivamente en el

caso de linfocitos reactivos. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 51

Gréfica de la Densidad 6ptica del citoplasma
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Nota. Se muestra la distribucién de los datos de la Densidad éptica del citoplasma para
linfocitos normales y reactivos, se observa que para el caso de linfocitos normales el valor
minimo y maximo es de 0.01 y 0.41 respectivamente, mientras que para los linfocitos reactivos
el valor minimo es de 0.09 y el valor maximo es de 0.32. Se observa también la frecuencia y
se evidencia que en el caso de los linfocitos reactivos se presentan una mayor cantidad de datos
por intervalo en su distribucion. Y nos muestra la curva de una distribucién adecuada

estadisticamente para ambos casos. Fuente: Elaboracidn propia
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Figura 52

Linfocitos normales y reactivos. Densidad optica del citoplasma

Nota. Se muestra a los linfocitos normales A, B, C cuyo valor numérico de la densidad 6ptica del
citoplasma es 0.01, 0.09 y 0.13 respectivamente. D, E, F son linfocitos reactivos cuyo valor
numeérico de la densidad Optica del citoplasma es 0.20, 0.22 y 0.23 respectivamente. Estas imagenes

han sido obtenidas mediante el Software VisionHema (Lima, Pert 2019)
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De manera didactica se presentan las siguientes imagenes para ver la diferencia a nivel

de la densidad Optica del citoplasma, tanto para linfocitos normales y linfocitos reactivos.

Figura 53

Linfocitos normales y reactivos. Diferenciacion densidad optica del citoplasma

Nota. En la fila de arriba se muestra a un linfocito normal cuyo valor numérico de la densidad
Optica del citoplasma es de 0.14, mientras que en la fila de abajo se muestra a un linfocito
reactivo cuyo valor numérico de la densidad dptica del citoplasma es de 0.24. Se analizaron
ambas imagenes con diferentes grados de tonalidad de color, brillo y contraste para observar
el cambio a nivel del citoplasma. Se observa que en el caso del linfocito normal a més oscuro
el color, se sigue observando el citoplasma, mientras sucede lo contrario con el linfocito
reactivo, a mas oscuro, el citoplasma se va oscureciendo, esto se debe a los componentes del

citoplasma para cada caso.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

A partir de los hallazgos encontrados, aceptamos la hipotesis estableciendo que la
caracterizacion de los descriptores geometricos de los linfocitos reactivos presentan diferencias
con respecto a los linfocitos normales asi mismo se establece que la evidente diferenciacion
morfoldgica de los linfocitos reactivos con respecto a los linfocitos normales pueden ser
demostrables numéricamente, teniendo como base de datos los frotices de sangre periféricas
de un laboratorio de hematologia de un hospital general de Lima, el Hospital Nacional
Arzobispo Loayza.

Al ser esta investigacion un estudio pionero sobre la diferenciacion a nivel
citomorfoldgico, guarda relacion con algunos trabajos como por ejemplo el estudio realizado
por Hamid Jahanmenhr et al. (2007), se muestra un analisis computarizado de la evaluacién
morfoldgica de los linfocitos de tres diferentes patologias: leucemia linfocitica cronica (CLL)
para observar a linfocitos pequefios, linfoma de células de manto (MCL) para observar a
linfocitos medianos y leucemia prolinfocitica de células B (B-PLL) para observar linfocitos
grandes, transformando datos cualitativos a cuantitativos para obtener los valores de algunos
descriptores geométricos como area celular total, area del citoplasma, area nuclear, diametro
celular, perimetro celular, relacion nucleo/citoplasma y relacion nicleo/célula. Dicho estudio
muestra la diferenciacion numeérica en respectivos descriptores geométricos, se usé un minimo

de 100 linfocitos por cada patologia (CLL, MCL, B-PLL).



Tabla 26

Comparacion de datos obtenidos teniendo como base 100 linfocitos normales y 100 linfocitos reactivos.

Descriptor geométrico CLL Linfocitos MCL Linfocitos B-PLL

normales reactivos

Mediana Media Mediana Media Mediana Media Mediana Media Mediana Media

Avrea total celular 78.9 82.2 8494 89.84 136.2 1361 1398 1448 1726 175.4

Area del citoplasma 16.7 18.5 29.0 34.3 38.9 40.9 69.9 63.8 61.5 65.4

Area del nicleo 61.8 62.2 58.6 59.3 95.2 95.2 71.1 72.4 106.2 104.0
Relacién Ndcleo/Citoplasma 3.4 3.5 1.9 2.0 2.4 2.5 1.0 1.13 1.6 1.7
Didmetro promedio de la célula 9.2 9.3 10.2 10.1 12.2 12.2 12.6 10.4 13.6 13.8
Perimetro celular 78.3 79.5 32.6 33.4 104.1  103.2 41.9 42 .4 110.5 109
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Nota. Se observa los datos numéricos obtenidos por Hamid et al. expresados en pm? y los datos obtenidos en el presente trabajo a partir de 100

células por cada patologia y observamos la diferenciacion numérica a nivel del area total celular, area del citoplasma, area del nucleo, relacion

nucleo/citoplasma, didmetro promedio de la célula y perimetro celular
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Cabe mencionar que en el trabajo de Hamid et al., se diagnosticaron las patologias
usando inmunofenotificacion y ademas todos los frotices sanguineos se analizaron en el equipo
Sysmex XE2100 a diferencia del presente trabajo en el cual los frotices fueron analizados en
el equipo Advia 2120, en ambos casos los frotices si fueron tefiidos de manera automatizada
con la coloracion May — Grunwald Giemsa y posteriormente fueron analizadas por un
profesional en citologia hematoldgica. Ademas, Hamid et al usé el software Visiopharm
Integrator System para digitalizar las imagenes y posteriormente generar una base de datos con
los resultados, en el presente trabajo se uso el software Vision Hema y en el caso del descriptor
geométrico que comprende al perimetro celular se hall6é con la formula matematica usando el
area celular y el radio, en el caso de Hamid et al, el valor de ese descriptor fue hallado
auténticamente desde el software Visiopharm.

Se compara el presente trabajo con el de Hamid et al, en esencia, para observar la
morfologia de las células estudiadas, asi como su variacion y su valor a nivel numérico con
respecto a los descriptores mencionados.

Con respecto al estudio de Alférez (2015), el presente trabajo se diferencia
principalmente porgue no tiene como objetivo buscar una metodologia para la clasificacion
automatica de células con caracteristicas normales y anormales. Alférez (2015) desarrolla una
metodologia en la cual utiliza una base de datos conformado por células netamente patoldgicas
y luego ensaya esa metodologia usando células de pacientes en cuyo analisis de sangre
periférica se encuentra las células usadas en el desarrollo de la metodologia buscando asi su
eficiencia, exactitud y eficacia en la clasificacion de células entre ellas los linfocitos normales,
leucemia de células pilosas (HCL) y leucemia linfocitica cronica (CLL). Asi mismo, Alférez
(2015) utiliza varios parametros para una posterior agrupacion de células, dichos parametros
estdn relacionados con geometria, textura, intensidad de basofilia y perfil externo del

citoplasma a diferencia del presente trabajo que en esencia presenta descriptores geométricos.
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El estudio presentado por Raris (2017) se centra en el andlisis de imagenes de células
leucémicas de sangre periférica obtenidas por microscopia Optica para que posteriormente
realizar una clasificacion en grupos celulares que corresponden a patologias hematologicas,
principalmente se centra en la implementacion de un algoritmo utilizando el software Matlab.
Raris nos presenta un estudio sobre la obtencion de los descriptores y la segmentacion de las
células a estudiar, dicho estudio se diferencia con el de Raris ya que nuestro objetivo no es
presentar o implementar un algoritmo para la clasificacion de las células objetivo, si tenemos
en comun los descriptores geométricos, mas no la implementacion ni clasificacion de las
células a raiz de un algoritmo.

Piugvi (2019) obtiene méas de 2000 descriptores, entre ellos los descriptores
geométricos, colorimétricos, granulorimétricos y de textura. Teniendo en comun los
descriptores geométricos estudiados también en el presente trabajo, para la clasificacion de
linfocitos alterados morfolégicamente que corresponden a ciertas patologias. Piugvi realiza un
estudio comparativo, no solo con los descriptores geométricos, él implementa otros
descriptores para comparar de manera mas compleja las células de su estudio. En el presente
trabajo solo se ha utilizado descriptores geométricos y un par de descriptores colorimétricos,
para comparar tantos linfocitos normales como linfocitos reactivos y no otras células ni
presentar sus patologias.

A diferencia de los trabajos mencionados, en el presente estudio se tomo directamente
los linfocitos reactivos validados por un profesional con experiencia en citomorfologia
hematoldgica para que posteriormente sean analizadas, sin tomar en cuenta la historia clinica
del paciente, ni las patologias de procedencia. Resaltamos aqui la experticia de los
profesionales tecndlogos médicos dedicados a la Hematologia. Asi mismo en el presente
estudio se ha utilizado el software Vision Hema, a diferencia de Hamid et al que utilizo el

software Visiopharm Integrated System y Alférez que utilizé el CellaVision DM 96, Raris que
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utiliz6 el MatLab y Piugvi que utilizo al igual que Alférez el CellaVision DM 96, cada software

tiene sus propias y diferentes caracteristicas técnicas.
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V1. CONCLUSIONES
Se obtuvieron las caracteristicas de los descriptores geométricos de los linfocitos
reactivos usando un sistema de hematologia digital, los cuales se utilizaron para
observar y demostrar las variaciones a nivel numérico tanto para linfocitos reactivos
que para linfocitos normales.
Se obtuvo la caracterizacion de los linfocitos reactivos usando un sistema de
hematologia digital, y se observo la diferenciacion citomorfoldgica con respecto a los
linfocitos normales.
Se obtuvieron las caracteristicas de los descriptores geométricos de los linfocitos
reactivos y se observd la variacion de éstos con respecto a los linfocitos normales y se
evidencio diferencia a nivel numérico para ambos casos.
Se obtuvieron las caracteristicas de los descriptores geométricos colorimétricos de los
linfocitos reactivos con respecto a los linfocitos normales, se observo la variacion de
dichas caracteristicas y se evidenci6 diferencia numérica para ambos casos.
La investigacion realizada determina que si existen diferencias citomorfologicas entre
linfocitos normales y linfocitos reactivos demostrables numéricamente vy

estadisticamente.
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VII. RECOMENDACIONES
Ampliar e implementar en el campo de estudio otras células encontradas en el
conteo diferencial de células sanguineas, tales como neutréfilos, eosinofilos,
basofilos, monocitos para la contribucion en el diagnostico de enfermedades
hematoldgicas.
Implementar méas descriptores asociados a otras caracteristicas como el color,
textura, basofilia y granulosidad entre otros.
Utilizar las células encontradas en leucemias y otras patologias para que puedan
servir como un patron de alteracion a nivel citomorfoldgico.
Realizar estudios similares utilizando diversos softwares de hematologia digital
para observar el proceso de armonizacion y manejo de datos entre diferentes
patentes.
Incentivar a los profesionales de la salud dedicados al ambito del laboratorio de
hematologia a la creacion de una base de datos de células que de por si presenten
alteracion a nivel citomorfolégico para que puedan ser utilizadas para los
proximos estudios e investigaciones.
Realizar un estudio complementario usando la citometria de flujo para la

diferenciacion de linfocitos B y T reactivos.
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IX. ANEXOS

Anexo A
Solicitud de prestacion de laminas del servicio de Hematologia del Hospital Nacional
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Arzobispo Loayza., entendiéndose como recibida y aceptada al tener la firma del doctor

Urbina.

Lima, 18 de setiembre del 2014

Dr. Juan Urbina Vargas
Jefe del servicio de Hematologia
Hospital Nacional Arzabispo Loayza

Por medio de I3 presente tengo el agrado de saludarle cordialmente vy al mismo tiempoe manifestarle
que durante los meses de setiembre y octubre del ann 2013 realicd mi rotacién de interrado de
Tecnologia Médica on su scrvido como parte de mi formacion profesional y cicntitica,
Por o mismo y por lo aprendido, ke informo gue lleve a cabo realizoande mi proyecto de
investigacion titulado: “DESCRIPTORES GEOMETRICOS EN LINFOCITOS REACTIVOS USANDO UN
SISTEMA DE HEMATOLOGIA DIGITAL EN UN HOSPITAL GENERAL DE LIMA 2019 y necesitando de
su gran apoyo en el desarrollo de la misma, agradeceriz ¢l préstamo de laminas con linfocitos
reactlves asf mismo las que contengan linfocites normales que se presenten on su laboratorio con su
respectivo reporte hematoldgico, considerando gue seran devucitas las mismas luego de ser
escaneadas en un software de sistemz digital. La empresa ingenious Diognostic desarrollara los
pscaneados de las laminas casos |2 cual apoyard a la investigacion de esta manera. Se mantendra en
estricto privado la informacién de los pacientes sea su nombre, edad, sexo y cualquier otra
patologia con fines de salvaguardar personal y flsica de los mismos.

Los beneficios que usted tendra para su laboratorio son:

- Imdgenes de las 100 células por cada lamina que usted proveerd
- Resumen de la tesis 3 desarrollarse

Agradecerd autonzar a las personas responsables con el consantimiento informado que usted nos
proporcionard las cuales estin a beneficlos de su Institucdn “laboratorio de hematologia”, la
empresa ingenjous Diognestics y mi persona para fines de obtencién de titulo profesional
Le agradesco su alencidn, y espero a bien su atencldn por el bien de la investigacion

Reciba un cordial saludo de mi parte.

Gracias.

Bron Rebset Ui Voo
Bachiler Tecra'og s Medica
Labakark v aronamis patoltgl
UNaorskas Maclansl Federco Yilamen

Anexo B
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Solicitud al Dr. Paul Avelino Callupe por su conocimiento y experiencia para la validacién y

verificacion de linfocitos reactivos.

Lima, 18 de agosto de 2019

Dr. Paul Avelino Callupe
Teendlogo Médico del servicio de Hematologia General
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

Por medio de la presente tengo el agrado de saludarlo cordialmente y al mismo tiempo
manifestarle que en aras del trabajo de mvestigacion que estoy realizando titulado
“DESCRIPTORES GEOMETRICOS EN LINFOCITOS REACTIVOS USANDO UN
SISTEMA DIGITAL DE HEMATOLOGIA EN UN HOSPITAL GENERAL DE LIMA
2019” ¢l cual estoy realizando, le solicito formalmente, debido a su conocimiento y
experiencia profesional para: validacion y verificacion de linfocitos reactivos
encontrados bajo términos de EXPERTO en la diferenciacion morfolégica celular,
para asi penerar una base de datos que serd de mucha utilidad en la realizacion de la
investigacion y en la demostracion de diferencias citomorfologicas digitales entre un
linfocitos normal y un linfocito reactivo.

Agradeceré que se tome el tiempo adecuado en pro de una mejor calidad en ¢l desarrollo
del trabajo de investigacion.

Espero su pronta respuesta.

Reciba un cordial saludo de mi parte.

; - Dr. Paul Avetino Callupe
Brian Robert Crispin Tineo Tecnilogo Médico
Bachiller Tecnologia Médica Instituto Nacional de Enfermades
Laboratonio y Anatomia Patologica Neoplisicas
Universidad Nacional Federico

Villarreal



Anexo C

Imégenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico del Area celular expresados en um?, tomadas del software VisionHema
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Anexo D

Imégenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico del Area celular expresados en pum?, tomadas del software VisionHema
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Imégenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico del Area del citoplasma expresados en um?, tomadas del software

VisionHema
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Anexo F Iméagenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico del Area del citoplasma expresados en pm?, tomadas del software

VisionHema
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Imégenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico del Area del nicleo expresados en um?, tomadas del software VisionHema.
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Anexo H Imégenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico del Area del nticleo expresados en um?, tomadas del software

VisionHema.
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Iméagenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico del Brillo del citoplasma, tomadas del software VisionHema
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Anexo J

Iméagenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico del Brillo del citoplasma, tomadas del software VisionHema
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Anexo K

Iméagenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico del Brillo del ndcleo, tomadas del software VisionHema
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Anexo M

Iméagenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico del Brillo del ndcleo, tomadas del software VisionHema.
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Iméagenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico de la densidad Optica del citoplasma, tomadas del software VisionHema
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Anexo L

Iméagenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico de la densidad Optica del citoplasma, tomadas del software VisionHema
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Anexo O

Iméagenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico de la densidad Optica del ndcleo, tomadas del software VisionHema.
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Anexo P

Imagenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico de la densidad Optica del nicleo, tomadas del software VisionHema
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Anexo Q

Iméagenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico del diametro promedio de la célula, tomadas del software VisionHema
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Anexo R

Iméagenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico del diametro promedio de la célula, tomadas del software VisionHema
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Anexo S

Iméagenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico del diametro promedio del nicleo, tomadas del software VisionHema
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Iméagenes de linfocitos reactivo con su respectivo valor numérico del diametro promedio del nucleo, tomadas del software VisionHema
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Anexo U

Iméagenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico de la Excentricidad de la célula, tomadas del software VisionHema
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Anexo V

Iméagenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico de la Excentricidad de la célula, tomadas del software VisionHema

. ¢ >4 'f u& L

0.61_ExcencelR 0.62_ExcencelR 063 ExcmelR 0.64_ExcencelR 0 65 ExcencdR 0.66 ExcencelR 067 ExcencelR aés ExcencelR 069 ExcencelR 0.70_ExcencelR 0.71 Ex:encelR

DI E

072 ExcencelR 0.72_ExcencelR 0.74_ExcenceiR 0.75_ExcencelR 0.76_ExcencelR 0.77_ExcencelR 0 78_ExcencelR 0.79_ExcencelR 0.81_ExcencelR 0.82_ExcencelR

| () .| P& | 70@5
D& % Mhsns™ ﬁg & 'O m® ﬁ:

L1} - ¢

&

-t SR A
0.83_ExcencelR 0.84_ExcencelR 0.85_ExcencelR 0.86_ExcencelR 087 ExcencelR 0.88 ExcencelR 0.89_ExcencelR 0.90_ExcencelR 0.91_ExcencelR 0.92_ExcencelR 0.93_ExcencelR

w
o
2

OV o0 9Va
o & ey
)7 Vs » A ¢ Oo 01 (. ..

0.94_ExcencelR 0.96_ExcencelR 098 ExcencelR 0.9 | ExcenceIR 1.00_ExcencelR

9




133

Anexo W

Iméagenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico de la Excentricidad del nucleo, tomadas del software VisionHema.
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Anexo X

Iméagenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico de la Excentricidad del ndcleo, tomadas del software VisionHema.
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Anexo Y

Iméagenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico del factor forma de la célula, tomadas del software VisionHema
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Anexo Z

Iméagenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico del factor forma de la célula, tomadas del software VisionHema
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Anexo A 1

Iméagenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico del factor forma del nicleo, tomadas del software VisionHema
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AnexoB 1

Iméagenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico del factor forma del nicleo, tomadas del software VisionHema
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Anexo C 1

Iméagenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico del perimetro celular, tomadas del software VisionHema
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AnexoD1

Iméagenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico del perimetro celular, tomadas del software VisionHema
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AnexoE 1

Imagenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico de la Relacion area nuclear/ area celular, tomadas del software VisionHema
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AnexoF1

Imagenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico de la Relacién area nuclear/ area celular, tomadas del software VisionHema
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Anexo G 1

Iméagenes de linfocitos normales con su respectivo valor numérico de la Relacion nacleo/citoplasma, tomadas del software VisionHema
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AnexoH 1

Imagenes de linfocitos reactivos con su respectivo valor numérico de la Relacién nucleo/citoplasma, tomadas del software VisionHema
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Anexo | 1

Base de datos de los descriptores geométricos y colorimétricos para linfocitos normales.
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LMF a18s 029 105 057 S6.74 3.93 G418 0.&1 1 1.05 0.64 3195 53,44 0.41 069 0.69 3209
LIE TEE3 356 136 0.35 6d 63 3.3 TITE 054 1 1.03 027 554 B/ 0,14 naz 416 3144
LMN3 TE47 ave i@ 0.4a £1.87 8.73 T2 35 055 2 116 0.43 HEs 168 B2 0.14 e 328 30933
LM10 =Ty 12 64 205 os TE.51 0.2 .92 047 1 1.08 0.4 42 Tra.nz 0.6 063 1497 3r0g
LI ARG nry 225 0.56 E2.65 R -] =) 0.51 1 1.09 0.7z 42.42 15228 015 el 1.48 EER-E]
LMz eSO 133 137 os 66,23 iz B2 34 043 1 1.03 )| 10313 155 54 0 o4 064 4553
LM13 846 025 106 0.45 S6.07 835 T25 055 1 114 041 946 1mva 036 066G 0.66 J2 60
L1 a2 a7z 285 053 52.84 & TEs ks 1 1.08 0.53 2443 18 013 068 216 38
LIS TE ST ENE] 186 o Bd 17 .63 THET [1R=7 1 103 0,34 6.2 20713 oos 083 336 o3
LM1G 94,587 217 2na 052 G2 51 B85 .32 05z 1 104 0.5 2605 154, 68 0,14 074 24 32 64
LMY 8BTS n.5 203 053 BT.11 H.44 Ta 7 054 1 115 0.5 24.36 E04T 015 oTs 2.T6 330
LNIE E0.DE 855 176 0.33 58.83 a.57 3.2 056 1 1.03 nodi 55 2073 nos 0.7d 233 3T
LI13 BTz 035 107 n&z 57.89 B8.53 TOUET 056 1 11 051 Tz .74 03s 065 0.65 J35T
LMD s 993 287 0.38 S1m an 5064 063 1 1.03 0.44 2432 208,88 o9 066 194 nao
LHZ1 a1Zs 1023 207 021 52.23 1.83 126 055 1 113 0.53 3LES 1= BS 01e 064 165 18-
| MNeamal 2 LMEZ 05,67 12 03 26T 056 59.35 83 68.4 056 1 104 0.45 46, 26 136 017 056 128 JEdz
LMZ3 1.3 0.4 21 0.45 54.7 8.47 D857 064 1 1.04 0.47 25T 206,65 oog o 21 NG
LMz4 BA.T 983 27 0.56 dd.dd EE-1 5.5 oeT 1 1.04 0.62 e 207 28 oos 0.Ed4 176 2388
LMES A= 026 = 026 5122 T.96 BZ. 42 0,81 1 1.05 0.43 2631 153 TS 0.1z 0GR 13 i 3 Be ]
LMN2E 2.4 a0v 28 064 .7 153 55.01 0E7 1 1.04 0.83 20.7 20162 0.1 0ET Zm ZB.00
LMET TLETY k1] 194 06 54.52 3.25 E5.08 05a 1 1.04 0.44 a5 18117 0.4 o7 21 ney
LNZE are 1005 214 0.6d 56,32 8.83 B0.62 062 1 1.08 0.53 3377 He,0 om 065 167 3303
LMES g0.13 0.0 274 0 53.74 823 B2 11 0EZ 1 104 05 26.45 208,06 oog 0G7 2.03 74
LMD 164 10684 228 04 B5.35 am T4.72 053 1 103 0.46 2346 2071 o.og oA 2.22 3393
LIz EERE] 10.EE 202 057 E1.39 .02 TETT 053 1 1.08 05 3447 1F2. 93 015 0e7 18 341
L2 T3 ooy 207 064 55.34 d.44 B333 0 1 1.06 0.55 24.56 13308 01 oz 2.26 Mz
LRI hr il 12 CA FAT n.ag Ed 98 =W F (=i = NE? 1 111 .39 FrEQ [ == =] [ ) ndd NnIs FTT

base de datos original LN (+) 1
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AnexoJ 1

Base de datos de los descriptores geométricos y colorimétricos para linfocitos reactivos.

Objeto Area czlular, pm Didmewrs p Factor de it Excentricid: Area del NC Didmewo p Brillo del n Densidad £ Conteo de s Factor de fc Excentricid: Area del cit Brillo de ch Densidad £ Relacidn: A Relacidn Nucleo/Citoplazma
Resctive 1 LR1 15458 .45 328 063 T26 R 7103 054 1 115 081 8119 15185 018 0.7 088
LRI 13814 1464 165 055 6524 L3T 65.15 058 1 106 065 T8 15548 0.2 0.a7 0.E2
LR3 15197 3.74 2193 085 7118 a7 66.27 0,57 1 111 0.75 B0.TE 15271 0.17 0.a7 0.B8
LRd 15211 681 1BE 023 3.1 15 GE_BZ 0.55 1 104 043 230 150,77 o1 0.as 0.B3
LRS 131 86 5.66 173 061 6473 517 67.63 0.56 1 105 0.7d 7073 157.22 0.15 D.as 0sz
LRE 12873 11 65 278 1 56.77 516 65.75 058 1 104 6L 51.97 16275 018 051 1.06
LRT 117.42 11 B9 166 D44 7085 goo 65.14 0,57 1 105 054 4657 15088 0.2 0.6 152
LRE 18056 14 42 313 082 a7.08 534 6% 54 0.55 1 106 066 113.47 15563 012 0.37 0.59
LR& 1088 11 B85 181 058 6024 BBl 63,66 o5z 1 113 074 53.02 15158 018 0,55 114
LR1D 12564 1348 185 049 GEEB1 s 6E_15 0.56 1 107 a.7 6063 16225 018 0,55 114
LR11 157.5 472 155 o 042 3.16 5B B2 055 1 1.08 o aT.09 157.25 019 045 081
Resetive 2 LRI12 10692 682 22 045 8432 1036 11B 08 033 1 111 045 2506 17304 015 oFe 335
LR13 7611 387 1.7 041 65.73 BTG 10843 0.37 1 145 058 1353 154.7 021 0.B5 485
LR14 130098 13.07 182 051 7108 Eod 103 48 o3z 1 128 063 SEG2 17148 017 0,55 122
R=sctiva 3 LRIS 13728 .84 131 072 7116 1023 01 0.4 1 117 0.8 a7.67 184 14 014 0,52 105
LR85 11B BT 121 34 187 073 5837 871 10581 038 1 107 056 5169 150.78 0.2 058 132
LR17 B4.35 408 163 oar T4TE 054 2647 0.a7 1 105 0.6 13.12 14762 0.24 o.Bg 57
Resctivao 4 LR18 134 68 12 46 275 o7 7507 jli] 7141 054 1 105 D62 58,61 150.82 018 0,56 125
LR13 14524 677 187 063 Tiago 531 73.05 0,53 1 104 062 7326 16213 o018 0.5 088
LRIO 120012 4.71 2106 0.4z 7182 g1 71B3 0,53 1 108 0.55 51 48 172106 016 0.6 14
LRI1 121 38 455 2172 043 5932 817 5B 19 056 1 107 a7 52.06 167.78 017 0.57 133
LR22 15087 510 19 0.6 TES53 388 047 054 1 126 oa7 91 36 160023 019 0LAs 0.B5
LRZ3 14701 584 268 047 T404 451 710 0.55 3 124 o.27 7187 16658 017 0.5 1
LRI4 13685 1352 182 0u61 TE15 o BT Thad 054 1 104 054 &60.7 16088 016 058 135
LRIS 135.08 13.2 2.6 0.55 7103 g7 68 57 0.55 1 104 0.56 6305 165.2 017 053 114
LRI& R - 5.85 21 0BG F0.21 875 74.84 052 1 111 .66 7E 66 165.08 017 049 083
LR27 13812 552 123 061 754 g5 JE22 0.5 1 106 0.6 6662 167.24 017 054 113
1 143 0.7z E3.2 173.22 015 0as o7

LRI 14835 10 414 087 65.66 305 63,02 D55
base de datos criginal | [4]
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Anexo K1

Imagen del monitor del Software Vision Hema
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