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RESUMEN
Introducción: En el año 1973  Richart  introdujo el concepto de neoplasia intraepitelial cervical considerando esta enfermedad única desde sus comienzos y, en otros casos ir progresan gradualmente hasta convertirse en un carcinoma invansor. Objetivo: Caracterizar los indicadores morfométricos del epitelio del cuello uterino en pacientes con Neoplasia Intraepitelial Cervical. Método: Se realizó estudio morfométrico de las células del epitelio del cuello uterino en pacientes con Neoplasia Intraepitelial  Cervical I y III.  Se estudiaron 13 biopsias diagnosticadas con Neoplasia Intraepitelial  Cervical I y III, del hospital Mártires de Mayarí, en el período comprendido 2012-2013 se  utilizó el programa de  computación ImageJ Versión 1.44p del National Institutes of Health, USA, 2015. Resultados: Los resultados mostraron un incremento del espesor del epitelio relacionado con la hiperplasia en grado mayor en el NIC III respecto al NIC I. Conclusiones: Se caracterizaron  los indicadores morfométricos del epitelio del cuello uterino en pacientes con Neoplasia Intraepitelial Cervical. Se determinó el comportamiento de la altura del epitelio del cuello uterino en pacientes con neoplasia intraepitelial cervical I y III. 
Palabras claves: Morfometría, Neoplasia Intraepitelial Cervical. 
Introducción
En el año 1973  Richart  introdujo el concepto de neoplasia intraepitelial cervical.
Se denominó hiperplasia de células basales y cambios coilocíticos en las capas más superficiales del epitelio, más tarde displasia leve y en la actualidad neoplasia intraepitelial cervical I. En la  neoplasia intraepitelial cervical II,  la displasia se extiende hacia el tercio medio del epitelio y adopta la forma de retraso de la maduración de los queratinocitos. La siguiente etapa, neoplasia intraepitelial cervical III,  se caracteriza por la pérdida casi completa de maduración, con una variación incluso mayor del tamaño de la célula y del núcleo, la heterogeneidad de la cromatina, una orientación desordenada de las células y presencia de mitosis normales o anómalas. Esos cambios afectan prácticamente a todas las capas del epitelio. No se suelen encontrar alteraciones de coilocitos.1
La etiología ha sido delineada por una serie de estudios epidemiológicos, clínico-patológicos y de genética molecular, donde se han considerado varios factores de riesgo relacionados con la aparición de este tipo de neoplasia son: el inicio de las relaciones sexuales precoces, la promiscuidad, multiparidad, antecedentes de enfermedades benignas del cuello, como cervicitis, la transmisión de agentes infecciosos, continúan como una de las más importantes, el hábito de fumar, son los carcinógenos presentes en el semen masculino, la  utilización por largos períodos, hormonas como anticonceptivos orales. 2-8.
Para algunos autores, el cáncer cervico uterino se considera como una enfermedad de transmisión sexual debido a su ausencia en mujeres vírgenes. La infección por este virus puede ocurrir incluso cuando ha habido sexo sin penetración (por ejemplo, cuando la eyaculación se produce muy cerca de la vagina).9, 12-15
En Cuba el cáncer cervico uterino representa un 10 % de todas las causas de cáncer, ocupando el segundo lugar en incidencia y cada año se ubica entre el tercer y quinto lugar de mortalidad.15-20. La tasa estandarizada a la población cubana fue de 17,84 x 100 000 mujeres. El número de fallecidas en el año 2011 fue de 408 mujeres, para una tasa cruda de 7,24 x 100 000 mujeres y una tasa ajustada a la población cubana de 5,68 x 100 000. Esto significa que anualmente por este tipo de cáncer fallecen aproximadamente entre 300 y 400 mujeres que se diagnostican tardíamente.17
Desde 1968, en nuestro país, el Ministerio de Salud Pública, con la colaboración de las organizaciones de masas, organizó el Programa Nacional para el diagnóstico precoz del cáncer de cuello uterino, en el cual se aplica la clasificación de Richart, que redujo considerablemente la tasa de mortalidad por esta causa en 20 años. Este programa estipula la pesquisa al 100% de la población femenina con 25 años de edad y más con vida sexual activa.5, 6,21-25.

En Cuba a partir del año 2010, se revisó y actualizó el mismo, con el objetivo de favorecer su eficacia y se  alcance una reducción en 30 años de la mortalidad por cáncer de cuello uterino en la población femenina de Cuba de una tasa de más de 20/100 000 mujeres en 1965 a 7.7 en la actualidad.5, 6.

En Holguín, las tasas de morbilidad y mortalidad son similares a las reportadas a nivel nacional11 y se ha observado un aumento gradual de las tasas de incidencia a partir del año 2000. El área de Mayarí no queda fuera de esta alarmante situación y se observa que la frecuencia de alteraciones citológicas ha ido en aumento con la consiguiente repercusión biológica, psicológica y social sobre las mujeres afectadas e incluso con repercusión familiar.26
La morfometría y la estereología son técnicas poco costosas que permiten obtener indicadores cuantitativos de los componentes celulares y tisulares, su uso ya ha rebasado los límites de la experimentación para adentrarse en el campo diagnóstico con posibilidades pronósticas, sobre todo en la patología tumoral.27 
La utilización de la morfometría hace factible obtener parámetros cuantitativos que apoyan el diagnóstico cualitativo y que en muchas oportunidades posibilitan el diagnóstico diferencial y la posibilidad de aportar elementos pronósticos.27, 28.
Los componentes celulares guardan un equilibrio desde el nacimiento de la célula pasando por su etapa de alta actividad metabólica hasta su muerte, una única mutación no es suficiente para transformar una célula sana en cancerosa, deben confluir varias mutaciones infrecuentes. La morfología nuclear es un dato importante en el que se basan los anatomopatólogos para diagnosticar un cáncer y se correlaciona con la desestabilización de los cariotipos en las células cancerosas cuando se cultivan. Estos cariotipos inestables muestran genes que se amplifican o seleccionan y cromosomas que son altamente susceptibles a la pérdida, duplicación o translocación.29, 30.
Se considera que algunos productos del catabolismo de las proteínas ejercen una acción mitogénica. Durante la destrucción de los tejidos y su transformación neoplásica se forman sustancias que desempeñan un papel determinado en la regeneración por vía mitótica. 29-31
Por todo lo anterior el problema científico del presente estudio es:
¿Qué características morfométricas presenta el epitelio del cuello uterino en pacientes con neoplasia intraepitelial cervical? 
Objetivos

General.

· Caracterizar los indicadores morfométricos del epitelio del cuello uterino en pacientes con Neoplasia Intraepitelial Cervical.
Material y Método

El presente estudio corresponde a un proyecto de investigación en las ciencias básicas biomédicas, cuyo objeto fue el análisis de parámetros morfométricos de células epiteliales de la neoplasia intraepitelial cervical y su campo responde al desarrollo de los métodos morfométricos. La muestra utilizada en la investigación proviene del departamento de anatomía patológica del hospital Mártires de Mayarí, de 13 pacientes realizadas a pacientes diagnosticadas con neoplasia intraepitelial cervical, en el período comprendido 2012-2013,  por la técnica clásica de la parafina utilizando como fijador la formalina al 10 %.  Los cortes de aproximadamente 8 a 10 micrómetros fueron teñidos con hematoxilina y eosina. La muestra de nuestro estudio fue seleccionada de las preparaciones histológicas seriadas de las biopsias en estudio.  Se seleccionaron 63 cortes histológicos y de ellos se tomaron 433 imágenes en aumentos objetivos de 10x y 40x en un microscopio Motic modelo BA210 con una cámara Motic de 3 megapixel, los aumentos totales fueron de en 100x y 400x. Estas imágenes se descargaron en una computadora Dell modelo Optiplex 7010 al que estaba acoplado el sistema de captura.

Se aplicaron en el estudio métodos teóricos y empíricos.

Entre los métodos teóricos utilizamos la revisión documental que nos permitió actualizar la temática con carácter internacional y nacional. Además el método de análisis síntesis y el de abstracción deducción para la interpretación de los resultados y arribar a las conclusiones.

El método empírico empleado se corresponde con la observación y determinación de las mediciones de los parámetros para el desarrollo de la morfometría y la estereología. 

Los indicadores morfométricos se midieron con la aplicación en computación ImageJ Versión 1.48p del National Institutes of Health, USA, 2015. Para las mediciones se procedió a la calibración con un objetivo micrométrico de la Motic.

Las mediciones realizadas en las imágenes obtenidas de las biopsias clasificadas como NIC I y NIC III. Los indicadores morfométricos se dividieron según el aumento de las imágenes estudiadas.

En las imágenes a 100x se determinó la altura del epitelio. Para ello se superpuso una retícula de líneas separadas por 600 micrómetros en sentido vertical a la imagen de estudio. Se midió con la opción distancia de la ImageJ, el segmento perpendicular desde la base del epitelio hasta el punto que intersecaba la línea de la retícula en la superficie del epitelio, de esta manera se cumplió el principio de aleatoriedad en la medición de la altura. 

En las imágenes a 400x se definieron como indicadores morfométricos el área nuclear, el perímetro nuclear, los diámetros mayores y menores y el factor de forma. Estos indicadores se obtienen con la opción de limitación de perímetro a mano alzada del ImageJ. 

Para realizar el cálculo del volumen nuclear de las células epiteliales, a partir de los diámetros mayores y menores se aplicó la fórmula de Palkovics31 con la ayuda del editor de hoja de cálculo Microsoft Excel:

V = 1,04 π(A*B) √(A*B) 

donde A es el diámetro mayor y B el diámetro menor. 

El factor de forma o índice de pleomorfismo32 se calculó a partir de la fórmula de la relación entre área y perímetro la que se muestra a continuación: 

Fórmula

           A

FF = --------

 



           P2

Donde FF es factor de forma, A es área y p es el perímetro.

El resto de los indicadores morfométricos se obtuvieron mediante la activación de la opción predeterminada de las mediciones de la ImageJ.

Las mediciones realizadas en las imágenes fueron promediadas con vistas a obtener el valor definitivo de cada preparación histológica. Los resultados fueron procesados con el editor estadístico profesional MyStat versión 12 de 2009, de la compañía SyStat. Se calculó la media, desviación estándar y el coeficiente de variación como parte de la estadística descriptiva, se desarrolló el test de normalidad para las series de datos (test de normalidad de Lillieford), se elaboraron los gráficos de dispersión para los indicadores morfométricos estudiados. Se aplicó la prueba de diferencias de medias de t de Student para comparar los indicadores morfométricos entre el NIC I y el NIC III.

El informe final se editó con el procesador de texto Microsoft Office Xp de la compañía Microsoft. Los resultados se muestran en figuras, cuadros y gráficos.
Resultados y su  Discusión
Observación cualitativa.

La NIC I se caracteriza por cambios displásicos en el tercio inferior del epitelio escamoso y cambios coilocíticos en las capas superficiales del epitelio.
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 (Figura 1).

Figura 1. Microfotografía de corte histológico de  cuello de  útero (100X). Se observan los cambios displásicos en el tercio inferior del epitelio escamoso   en la  neoplasia intraepitelial cervical I. Tinción  Hematoxilina y Eosina.

La NIC III se caracteriza por la pérdida casi completa de maduración, con una variación incluso mayor del tamaño de la célula y del núcleo, la heterogeneidad de la cromatina, una orientación desordenada de las células y presencia de mitosis anormales o anómalas. Esos cambios afectan prácticamente a todas las capas del epitelio. (Figura 2). 
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Figura 2. Microfotografía de corte histológico de cuello de  útero (100X). Se observan los  cambios displásicos que afectan a todas las capas del epitelio en la neoplasia intraepitelial cervical III. Tinción  Hematoxilina y Eosina.

Análisis morfométrico.
En el cuadro 1 se aprecian los resultados de la altura del epitelio para el NIC I y el NIC III, donde la media aritmética para el NIC I es de 192,20 μm; la desviación estándar 85,71 μm; coeficiente de variación 0,44. Y para el NIC III la media aritmética es de 323,14 μm; la desviación estándar 103,61 μm; coeficiente de variación 0,32. La prueba de normalidad para ambos es significativa. 

Cuadro 1. Estadística descriptiva de la altura del epitelio (μm) en las biopsias de neoplasia intraepitelial cervical tipo I y III.

	 Estadígrafos
	NIC I
	NIC III

	Número de Casos
	114
	112

	Media aritmética
	192,20*
	323,14*

	Desviación estándar 
	85,71
	103,61

	Coeficiente de Variación
	0,44
	0,32


Fuente: Datos primarios. * Prueba de diferencias entre medias Z = 11,31 p ≤ 0,001

En el cuadro 2 se aprecian los resultados del área y perímetro nuclear para el NIC I y el NIC III. Donde se observa que para el parámetro morfométrico área en el NIC I, la media aritmética es de 20,10 μm2; la desviación estándar 6,60 μm2; coeficiente de variación 0,32 y en el perímetro la media aritmética es de 18,63 μm; la desviación estándar 3,95 μm; coeficiente de variación 0,21. 

En el NIC III para el área, la media aritmética es de 15,32 μm2; la desviación estándar 3,18 μm2; coeficiente de variación 0,20 y en el perímetro la media aritmética es de 16,61 μm; la desviación estándar 1,89 μm y el coeficiente de variación 0,11. La prueba de normalidad es significativa para el NIC I y no así para el NIC III. 

Cuadro 2. Estadística descriptiva del perímetro (μm) y área nuclear (μm2) de las células del epitelio en las biopsias de neoplasia intraepitelial cervical tipo I y III.

	Estadígrafos
	NIC I
	NIC III

	
	AREA
	PERIMETRO
	AREA
	PERIMETRO

	Número de Casos
	68
	68
	69
	69

	Media aritmética
	20,10*
	18,63**
	15,32*
	16,61**

	Desviación estándar 
	6,60
	3,95
	3,18
	1,89

	Coeficiente de Variación
	0,32
	0,21
	0,20
	0,11


Fuente: Datos primarios. * Prueba de diferencias entre medias Z = 5,38 p ≤ 0,001

· Prueba de diferencias entre medias Z = 3,82 p ≤ 0,001

En el cuadro 3 se aprecian los resultados del volumen nuclear para el NIC I y el NICIII, donde la media aritmética para el NIC I es de 492,17 μm3; la desviación estándar 151,80 μm3 y el coeficiente de variación 0,30. Para el NIC III la media aritmética es de 277,27 μm3; la desviación estándar 89,74 μm3 y el coeficiente de variación 0,32. La prueba de normalidad es significativa tanto para el NIC I como el NIC III. 
Cuadro 3. Estadística descriptiva del volumen nuclear (μm3) de las células del epitelio en las biopsias de neoplasia intraepitelial cervical tipo I y III.
	 Estadígrafos
	NIC I
	NICIII

	Número de Casos
	68
	69

	Media aritmética
	492,17*
	277,27*

	Desviación estándar 
	51,80
	89,74

	Coeficiente de Variación
	1,30
	0,32


Fuente: Datos primarios. * Prueba de diferencias entre medias Z = 5,73 p ≤ 0,001

En el cuadro 4 se aprecian los resultados del factor de forma para el NIC I y el NIC III, donde para el NIC I la media aritmética es de 0,72; la desviación estándar 0,04 y para el NIC III la media aritmética es de 0, 68; la desviación estándar 0,04. La prueba de normalidad es significativa tanto para el NIC I como el NIC III. 
Cuadro 4. Estadística descriptiva del factor de forma nuclear de las células del epitelio en las biopsias de neoplasia intraepitelial cervical tipo I y III.

	Estadígrafos
	N1
	N3

	Número de Casos
	68
	69

	Media aritmética
	0,72
	0,68

	Desviación estándar 
	0,04
	0,04

	Coeficiente de Variación
	0,23
	0,32


   Fuente: Datos primarios.  * Prueba de diferencias entre medias Z = 5,52 p ≤ 0,001

En el estudio los resultados obtenidos se corresponden a un proyecto de investigación en las ciencias básicas biomédicas, donde se realizó una caracterización morfométrica de los indicadores: altura del epitelio, volumen, área y perímetro nuclear, así como del factor de forma nuclear de las células del epitelio del cuello uterino en pacientes con neoplasia intraepitelial cervical I y III. 

Al comparar las medias mediante la prueba de diferencia de media se apreció que la altura del epitelio del NIC III es muy superior al NIC I, con una p ≤ 0,001, se observó un incremento del espesor del epitelio relacionado con la hiperplasia en grado mayor en el NIC III respecto al NIC I, se coincide con otros autores como Ross MH, Cavalli F y Sarduy Nápoles M,  que plantean  cambios morfológicos visibles por la microscopía convencional: crecimiento nuclear e hipercromasia es decir son núcleos excesivamente grandes para la célula  y se tiñen oscuros, aumento en la relación núcleo/citoplasma que puede aproximarse  a 1:1 en lugar de la normal 1:4  y halos perinucleares. 

Al comparar las medias del área y perímetro nuclear de las células tumorales mediante la prueba de diferencia de media se apreció que el valor promedio en el NIC III es muy inferior al NIC I, estos resultados demuestran el comportamiento de estas células tumorales, como se ha referido anteriormente, que tienden a retraerse, compactando el ADN lo que provoca una disminución en la expresión del área que se visualiza en los cortes, se coincide con  otros autores como López Pérez R, al refiere en  su estudio histomorfométrico  del núcleo  celular del carcinoma papilar de tiroides, como Tseleni-Belafouta y colaboradores  evaluaron el comportamiento morfométrico del área nuclear de las células obtenidas a partir de muestras citológicas, logradas mediante aspirados con aguja fina (BAAF).

Harnett plantea que la morfología nuclear es un dato importante en el que se basan los anatomopatólogos para diagnosticar un cáncer.  De igual manera ocurre con las medias del volumen nuclear de las células tumorales, las que al compararlas mediante la prueba de hipótesis de diferencia de media  se apreció que el valor promedio en el NIC III es muy inferior al NIC I, con una p ≤ 0,001, resultados que están en relación con la retracción que se produce en las células tumorales ya que avanza el gradiente tumoral de esta lesión, como parte del proceso involutivo de ellas. Esta retracción también se manifiesta a nivel del núcleo, lo que provoca las diferencias encontradas y  se concuerda con  Junqueira LC, Ross y Harnett.

Las estadísticas obtenidas respecto al pleomorfismo nuclear, reflejan la dependencia entre las variables morfométricas de mayor correlación e indican que, en las variantes clásicas, al presentar un determinado valor de factor de forma que se aproxime a 1, sus células presentan mayor grado de circularidad nuclear y, por tanto, se demuestra la existencia de un valor del radio nuclear mayor.

López Pérez R refiere que estudios realizados en relación con el grado de diferenciación tumoral, basados en el comportamiento del factor de forma, muestran diversos resultados. 

Se pudo comprobar la dependencia entre el perímetro y el radio nuclear en las variantes NIC III respecto al NIC I. Los estudios de correlación lineal realizados ofrecen una interpretación que explica la relación morfométrica existente entre los parámetros que presentaron correlaciones significativas en las distintas variantes hísticas estudiadas, lo que significa que existe mayor regularidad y uniformidad en las dimensiones nucleares. 
Los resultados indican que la variante hística NIC III  presenta una  pérdida casi completa de maduración, con  variación incluso mayor del tamaño de la célula y del núcleo, la heterogeneidad de la cromatina, una orientación desordenada de las células y presencia de mitosis anormales o anómalas respecto al NIC I que afectan prácticamente a todas las capas del epitelio coincidiendo con otros autores.  
A nivel del policlínico en  la Consulta de Patología de Cuello,  se toman las  muestras para le realización posterior de las biopsias en el departamento de Anatomía Patológica, donde  puede recomendarse la introducción, aplicación y generalización de los métodos morfométricos vinculados al mismo, lo que permitirá aportar elementos precisos acerca de la topografía y extensión de la lesión que contribuyan a precisar el diagnóstico anatomopatológico  correspondiente al gradiente de la neoplasia intraepitelial cervical con fines terapéuticos y pronósticos. 
Conclusiones
· Se caracterizaron  los indicadores morfométricos del epitelio del cuello uterino en pacientes con Neoplasia Intraepitelial Cervical.
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