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Resumen 

Introducción: El aumento progresivo de la incidencia de cáncer durante las últimas décadas lo han convertido en un problema sanitario. En la cavidad bucal se manifiestan como lesiones blanquecinas; dentro de éstas la leucoplasia es uno de los desórdenes potencialmente malignos más frecuentes. Los cambios histopatológicos de las leucoplasias son muy diversos. El estudio de estos trastornos pudiera estar apoyado con el uso de la morfometría. 

Objetivo: Describir las relaciones de las variables  histomorfométricos en la mucosa de la cavidad  bucal en pacientes con leucoqueratosis. 

Métodos: Se realizó un estudio descriptivo transversal de esta alteración en las  regiones de la cavidad bucal .Se estudiaron 30 biopsias de pacientes diagnosticados en el Hospital Universitario "Arnaldo Milián Castro"  de Villa Clara entre enero de 2017 y diciembre de 2018. Las mediciones realizadas permitieron determinar variables morfométricas al utilizar el programa de computación  Image J®. 

Discusión: se realizó la revisión de varios artículos donde se utiliza las variables morfométricas para el estudio de diferentes patologías y se comparó con los resultados obtenidos.
Resultados: Existió relaciones entre las variables morfométricas, excepto para la circularidad del  núcleo.

Conclusiones: Generalizar  los estudios morfométricos al diagnóstico clínico -patológico.
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Introducción

La OMS; define el término cáncer como un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo, supone un problema de salud a nivel mundial y es una de las causas más importantes de mortalidad.1
A pesar de los adelantos en los medios de diagnóstico y tratamiento específicos, el 50 % de las neoplasias es aun incurable. Se estiman que para  el año 2025 alrededor de 19.3 millones de nuevos casos y 11,4 millones de muertes por esta causa, y las proporciones aumentarán en un 59 -68 % en las regiones menos desarrolladas. 

En Cuba  los tumores malignos se han mantenido como primera causa muerte en los grupos de (15 a 65 años), y como segunda causa en más de 65 años solo superada por las enfermedades cardiovasculares. En Villa Clara se comporta de igual forma .2-6 

Este panorama epidemiológico representa el mayor obstáculo para lograr y sostener la “Esperanza de Vida de 80 años con mejor calidad”, porque constituye la primera causa de Años de Vida Potenciales Perdidos hasta los 74 años. 7-9
El cáncer bucal se considera como la séptima neoplasia maligna de comportamiento agresivo, más común que afecta a la población masculina a nivel mundial. Se observa con frecuencia en los grupos etarios de adultos que se encuentran entre la sexta y octava década de vida. Su causa es multifactorial, ya que se encuentra asociada tanto a factores intrínsecos como extrínsecos.2, 5,10-11 

Cada año en Estados Unidos se diagnostican más de 30.000 casos y más de 8.000  fallecen en el mismo período. Los países del tercer mundo como Nicaragua, Hondura, Haití y Venezuela no se eximen de esta situación, se duplica y hasta triplica la cifra de fallecidos y en estos momentos fallecen más de 20.000 personas por esta enfermedad, con una sobrevida a los cinco años que no alcanza el 54% en países desarrollados.12
 En Cuba se encuentra entre las 10 primeras causas de muerte, incrementándose a partir de los 40 años, con mayor prevalencia en el sexo masculino. En Villa Clara, existe un comportamiento similar, y los pacientes con dicha enfermedad son detectados en estadios avanzados.

Este fenómeno trae consigo la aparición o aumento de afecciones estomatológicas, en  estimaciones poblacionales indican que el número de casos nuevos aumentará en las dos próximas décadas, cuando alcance los 29, 5 millones estimados para el año 2040.5,11,12

La OMS describe los desórdenes potencialmente malignos de la cavidad bucal como aquellos tejidos de morfología alterada, con mayor predisposición a la transformación en cáncer que el tejido equivalente de apariencia normal, independientemente de sus características clínicas e histológicas. Estas lesiones deben diagnosticarse mediante el examen clínico, se definen como cuatro lesiones: Leucoplasia, Eritroplasia, Queratosis Actínica y las Lesiones Palatinas del Fumador Invertido, aunque se debe tener en cuenta que la aparición de estas lesiones no implica el desarrollo de una neoplasia. 13
Entre las nuevas perspectivas para el control se incluye la detección precoz de la Leucoplasia, considerada como la lesión premaligna oral más común de la cavidad bucal, que aparece hasta en el 60% de los pacientes diagnosticados de carcinoma oral de células escamosas (CE), y cuya presencia supone un marcador de aumento del riesgo de cáncer orofaríngeo. 

Ésta entidad se presenta clínicamente como una placa blanca; de tamaño variable, desde un 1 cm de diámetro hasta llegar a ocupar grandes áreas de la mucosa, la superficie puede ser lisa o rugosa, el color no siempre es blanco también se presenta de color gris, amarillenta y, generalmente, es asintomática.14-17 

Los cambios histopatológicos de las leucoplasias son muy diversos, pudiendo variar desde una hiperqueratosis sin displasia (Leucoqueratosis) hasta diversos grados de displasia epitelial. Este término de displasia, significa crecimiento desordenado y  puede o no evolucionar hacia el  cáncer.18-19 

El impacto de estas lesiones radica en su capacidad de transformación maligna, porcentaje que oscila entre el 1 y el 18%, en los países desarrollados afecta a individuos entre la cuarta y séptima décadas de la vida, adelantándose su aparición entre 5-10 años en los países en vías de desarrollo. La distribución por sexos muestra una incidencia superior en hombres que, en mujeres, con una relación 3:1.1, 20
Teniendo en cuenta la magnitud de la enfermedad y la evolución letal de este tipo de desórdenes con potencial de malignidad, es importante el reconocimiento de estos para un diagnóstico oportuno y tratamiento adecuado, con la intención de prevenir el avance de las lesiones al desarrollo de un carcinoma cuya manejo es complejo tanto para la vida del paciente como para el sistema de salud.

El estudio de estos trastornos pudiera estar apoyado con el uso de la morfometría, técnica poco costosa que al obtener indicadores cuantitativos permite la mejor comprensión de las relaciones entre los procesos de desarrollo-forma y estructura función, entre otros. 20-21 

En la revisión bibliográfica efectuada existen pocos reportes sobre estudios morfométricos de esta temática que permitan determinar  parámetros cuantitativos que apoyen el diagnostico cualitativo tradicional así como colaborar con el pronóstico  y tratamiento de estas afecciones, es por ello  que nos motivamos para la realización de  esta investigación que pretende responder la siguiente interrogante:

¿Qué aspectos histomorfométricos caracterizarán la mucosa bucal, en las biopsias de pacientes diagnosticados con leucoqueratosis en el Hospital Universitario “Arnaldo Milián Castro” de la provincia de Villa Clara en el período comprendido enero 2017 diciembre del 2018?

Objetivos

Describir las relaciones de las variables  histomorfométricos en la mucosa de la cavidad  bucal en pacientes con leucoqueratosis.

DISEÑO METODOLÓGICO

Tipo de estudio 

El presente trabajo responde a un proyecto de investigación en las Ciencias Básicas Biomédicas, clasificado como investigación de desarrollo realizado en la Unidad de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara, durante el período comprendido desde octubre de 2015 a Septiembre del  2019. 

Se realizó un estudio descriptivo transversal de las características histomorfométricas de la mucosa bucal en las biopsias de los pacientes diagnosticados con leucoqueratosis en el Hospital Universitario "Arnaldo Milián Castro” de la provincia de Villa Clara.

Población de estudio

El universo quedo constituida  por 77 biopsias correspondientes a igual número de pacientes diagnosticados con leucoqueratosis en el Departamento de Anatomía Patológica del Hospital Universitario "Arnaldo Milián Castro” de la provincia de Villa Clara, en el período de enero 2017 a diciembre 2018. Se aplicó la técnica de muestreo aleatorio estratificado (Anexo 1) y se seleccionó una muestra de 30 biopsias con leucoqueratosis en la cavidad bucal. 

Técnicas, métodos y procedimientos de recopilación de la información

Del archivo del departamento de Anatomía Patológica se tomaron las boletas de biopsias y los bloques de parafina que contenían las muestras de tejidos de la cavidad bucal con diagnóstico  de leucoqueratosis, con un micrótomo vertical  se obtuvieron  cortes seriados de grosor uniforme (tres-cinco micrómetros), apropiados para la realización de las observaciones morfométricas 21 y se realizó  un nuevo procesamiento histopatológico de los mismos. Se colocaron en portaobjetos y se colorearon con la técnica de hematoxilina/eosina.

La observación morfológica de las láminas histológicas se realizó utilizando el  microscopio óptico binocular Olympus BH-2 CCD Scion, utilizando una lente ocular de 10 X y la lente objetiva de 10 y 40 X. Las imágenes observadas fueron captadas con una cámara digital Olympus Power Shot G11 acoplada al mismo ;para efectuar las mediciones se utilizó  el sistema morfométrico Image J, programa de análisis y procesamiento de imágenes de dominio público, versión 1.44 (National Institutes of Health, USA).6 

A cada una de las 30 láminas histológicas seleccionadas se le tomaron 7 microfotografías. Se midieron  diferentes parámetros morfométricos como grosor epitelial y  grosor  de la capa cornea  utilizando la lente objetivo 10X y a nivel del estrato espinoso el área del citoplasma  y del núcleo de sus  células, circularidad nuclear, perfil nuclear y volumen nuclear con la lente 40 X. (Anexo 2, Figura 1). Se realizaron 10 mediciones de cada variable  en cada microfotografía, para un total son 70 mensuraciones por microfotografía, lo que permitió  realizar 560  mensuraciones por cada lámina histológica, para un total de 16800 mediciones a realizadas.

Los datos obtenidos se guardaron en una hoja de cálculo de Microsoft Excel 2010, diseñada para este fin, que posteriormente fue importada al paquete de programas estadísticos SPSS (System Package for the Social Sciences) versión 21.0 para Windows, para el procesamiento estadístico de la información.

La evaluación cuantitativa del estudio se basó en la realización de técnicas morfométricas indirectas que incluyeron  las siguientes variables:

Definiciones operacionales de las variables 

Todas las variables que se trabajaron son cuantitativa continúa.

Área del citoplasma y nuclear : Es la medida de la extensión de un plano comprendido  en un determinado perímetro.
Área del citoplasma: Se determinó contorneando las células  y restando el área nuclear.

Área Nuclear: Se determinó con el contorno de los núcleos. La computadora brinda su valor de forma  automática.

Perfil nuclear: Línea de máxima longitud que pasa por el centro y une dos puntos opuestos en una superficie dada (diámetro máximo). 

Volumen nuclear: Se utilizaron los valores del diámetro mayor y el diámetro menor para calcular el indicador volumen nuclear mediante la fórmula de Palkovits: V= π/6. A. B².  Donde A representa el diámetro mayor y B   el diámetro menor.12
Grosor epitelial: Es la longitud  medida desde la superficie del epitelio hasta la unión con la membrana basal. 

Grosor de la capa cornea: Es la longitud medida desde la superficie externa del epitelio con queratina hasta la unión con el estrato granuloso o espinoso, según esté presente.

Extensión del infiltrado inflamatorio en la lámina propia: Es la longitud medida de forma  perpendicular al estrato basal, de las zonas con  infiltrado inflamatorio en la lámina propia.

Técnicas, métodos y procedimientos para el análisis de la información 

El procesamiento estadístico se realizó con el apoyo del paquete de programas estadístico SPSS (System Package for the Social Sciencies) versión 21.0 para Windows. 

Para relacionar las variables morfométricas entre sí  se realizó  el cálculo de la matriz de correlaciones (cuantitativas continuas), previa comprobación de la normalidad de los datos a través de la prueba de Bondad de Ajuste Shapiro-Wilk, esta prueba resulta significativa cuando la significación asociada al estadígrafo de la prueba resulta mayor que el cinco por ciento. Su cálculo arrojó que no todas las variables seguían una distribución normal, por lo tanto fue necesario utilizar además el Coeficiente de Correlación de Spearman (r). El rango de sus valores está dado por el intervalo -1 ≤ r ≤ 1 el cual se interpretó de la siguiente manera:

-1 (Relación negativa perfecta)

-1 < r < -0,7 (Relación negativa fuerte)

-0,7 ≤ r ≤ -0,3 (Relación negativa moderada)

-0,3 < r < 0 (Relación negativa débil)

0 (No existe correlación)

0 < r < 0,3 (Relación positiva débil)

0,3 ≤ r ≤ 0,7 (Relación positiva moderada)

0,7 < r < 1 (Relación positiva fuerte)

1 (Relación positiva perfecta)

Una vez hallado el coeficiente de correlación de Spearman (r), se obtuvo la significación del coeficiente (p). Para la toma de la decisión estadística se prefijó un nivel de significación α de 0,05 donde:

Si p < α, existe relación significativa entre las variables morfométricas estudiadas.

Si p ≥ α, no existe relación significativa entre las variables morfométricas estudiadas.

Los resultados obtenidos se presentaron en tablas y textos.

Aspectos éticos.

El estudio se realizó respetando las normas generales adoptadas por la comunidad internacional en la declaración de Helsinki para investigaciones con seres humanos.23  No se requirió la identificación de los sujetos, ni se utilizaron sus datos personales debido a que se estudiaron muestras de tejidos obtenidas previamente a partir de procedimientos quirúrgicos con el objetivo de caracterizar la histomorfométria de la mucosa de la cavidad  bucal  en las biopsias diagnosticadas con leucoqueratosis. Por este motivo no fue necesario el consentimiento informado de los pacientes y en su lugar se obtuvo la aprobación del Comité de Ética de la investigación del Hospital Universitario “Arnaldo Milián Castro” de Villa Clara. 

Resultados

Las relaciones de las variables morfométricas en la mucosa bucal con leucoqueratosis se constatan en la Tabla. 
Tabla   Matriz de correlaciones entre las variables morfométricas evaluadas.
	Variables Morfométricas
	Correlaciones
	Coeficiente de Correlación
	Significación

	
	
	(r)
	(p)

	Grosor Epitelial 
	Grosor Corneo 
	0,517
	0,003

	Área Nuclear 
	Perfil Nuclear 
	0,482
	0,007

	
	Volumen Nuclear 
	0,607
	0,004

	
	Infiltrado Inflamatorio 
	-0,498
	0,005

	Área Citoplasma
	Perfil Nuclear 
	0,527
	0,007

	
	Volumen Nuclear 
	0,442
	0,014

	Perfil Nuclear 
	Volumen Nuclear 
	0,801
	0,008

	Circularidad 
	0
	0 
	0


Fuente : Datos del estudio morfométrico 

El grosor de la capa cornea  presentó relaciones  positivas moderadas y significativas solo con la variable grosor epitelial ( r=0,517;p=0,003),no ocurrió así con resto de las variables .

En este sentido el área nuclear tiene  una relación positiva, moderada  y significativa con el perfil nuclear y el volumen nuclear (r=0,482 ;p=0,007 y r=0,607 ;p= 0,004) respectivamente y con el infiltrado inflamatorio presenta una relación negativa, moderada y significativa (r = -0,498; p = 0,005) .

La relación de la circularidad del núcleo con las distintas variables morfométricas estudiadas resultó no significativa.

Otra variable estudiada es el área citoplasmática  donde encontramos una relación positiva moderada y significativa con perfil  nuclear  y el volumen nuclear (r=0,527; p=0,007y r=0,442; p=0,014) respectivamente.

El perfil  nuclear  y el volumen, presentaron una relación positiva, fuerte y significativa entre ellos (r=0,801; p= 0,008) y mantienen relación con otras  variables  

Discusión Resultados

La integridad del epitelio de la mucosa bucal es garantizada por un proceso de renovación constante, en el cual sus capas o estratos se reorganizan estructuralmente como consecuencia de las modificaciones bioquímicas y morfológicas celulares, lo que hizo pensar a esta autora que la medición de diferentes variables resultaría un parámetro morfométrico a considerar para caracterizar la  histomorfometría  de la  mucosa bucal con leucoqueratosis ya que las lesiones premalignas constituyen una fuente importante para el desarrollo de procesos tumorales con un alto poder de agresividad y destrucción posterior a su aparición. 5-6,21  

Diversos trabajos consultados coinciden  que desde hace algunas décadas se intenta establecer una clasificación basada en diferentes parámetros morfométricos que se relacionen con un significado pronóstico de la evolución de los pacientes afectados por este tipo de enfermedad; 19 se constató en la literatura consultada muy pocos estudios que describan las relaciones entre las  variables morfométricas  de la cavidad bucal  como lo hace esta investigación. 

Batista Castro en su estudio analiza el grosor epitelial, el 57,1% de la muestra presentó hiperplasia epitelial, atrofia epitelial un 3,9% y el resto fue de aspecto normal.  No encontrando  diferencias significativas entre la leucoplasia, los  grado de displasia epitelial según esta variable .4
Izaguirre en su  estudio observó que en los pacientes con leucoplasia bucal homogénea las lesiones se caracterizaron por la presencia de hiperplasia epitelial, con mayor desarrollo del estrato espinoso y prominentes clavos interpapilares en forma de gota.16
Encontramos la existencia de escasos estudios cuantitativos que relacionen los grados de leucoplasia  epitelial y su evolución a la displasia con el grosor epitelial, que nos permitan comparar los resultados obtenidos. Ante tal situación esta autora  sugiere la implementación auxiliar de otros métodos de estudio que puedan  establecer dicha relación cuantificable, que pudiera servir como patrón del comportamiento de la lesión y  sean más específicos a la hora de emitir con certeza un diagnóstico diferencial.

En el trabajo realizado se mide el  grosor de la capa  cornea como  medida lineal pero no se clasificó el tipo de queratinización , el cual sí se refleja en otras investigaciones como la de Izaguirre Bordelois  el cual determinó que en los pacientes sin displasia y en los que presentaron displasia epitelial ligera, la imagen microscópica de la leucoplasia homogénea reveló un engrosamiento de la capa epitelial (hiperqueratosis), con modificaciones del patrón de queratinización, que variaba según el paciente, desde un simple engrosamiento epitelial que conservaba la estructura histológica normal del epitelio u ortoqueratosis, hasta núcleos preservados dentro del estrato córneo del epitelio o paraqueratosis .16
Los cambios en las variables morfométricas descritas anteriormente (grosor epitelial y grosor de la capa cornea) pudieran ser un indicador predictivo de que estas lesiones van a evolucionar hacia una displasia epitelial ligera.

Se ha demostrado que la morfometría nuclear es una herramienta útil para el diagnóstico y predicción del carcinoma de células escamosas y lesiones precursoras del mismo en la piel y las mucosas. Algunos autores  sugieren para  investigaciones futuras el estudio de parámetros que cuantifiquen la relación entre los núcleos vecinos, como su orientación relativa y organización.1, 8,12
Pérez Torres y colaboradores en su estudio  sugieren que el tamaño nuclear reducido y el tamaño del citoplasma aumentado son indicadores tempranos útiles para predecir la transformación maligna12coincidiendo este resultado con los obtenidos por esta autora.

En el estudio anterior también se  sugiere que los  cambios en  la forma de los núcleos  no constituye un elemento útil para el diagnóstico precoz de las leucoqueratosis, no coincidiendo con los de esta investigación donde existieron  valores bajos de este índice  que sugieren un mayor pleomorfismo nuclear pudiendo ser útil para un diagnóstico precoz.12
En esta  investigación de la mucosa bucal el infiltrado inflamatorio,  más marcado es en la lengua , a pesar que el diagnóstico de las biopsias es leucoqueratosis .En la literatura revisada su presencia se relaciona con cambios displásicos en la mucosa 16,19,4,por lo que pensamos que se debe combinar el diagnóstico cualitativo de la leucoqueratosis  con el cuantitativo que  permita detectar desde etapas tempranas estas lesiones y realizar un diagnóstico más certero que nos permita un mejor seguimiento del paciente 
Los resultados obtenidos a partir de las mediciones del volumen nuclear y de los perfiles nucleares epiteliales, reflejan como en la medida que la displasia transcurre desde un estado ligero hasta un estado severo, las células del estrato espinoso se tornan hipertróficas, disminuye el volumen de su núcleo y aumenta el volumen citoplasmático.  5, 8,12
Tanto las variaciones del volumen como del área nuclear se han considerado como indicadores sensibles de la actividad funcional de la célula, y ha sido utilizado como predictor del estado funcional en varios tipos celulares. 7,13-14
Resultados

Existió relaciones positivas y significativas  entre las variables morfométricas, excepto para la circularidad del  núcleo e infiltrado inflamatorio.
Conclusiones

Fomentar las  investigaciones morfométricas donde se estudien las relaciones que se pueden establecer entre las variables y deben ser extendidas al diagnóstico clínico -patológico para lograr un resultado más certero.
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ANEXO 1

Muestreo aleatorio estratificado

Archivo de trabajo: C:\Users\Dr\Desktop\biops.xls

Campo que identifica los estratos: estratos

Tamaño poblacional:      77

Tamaño muestral previsto: 30

Estrato
Sujetos

      1
      2

      2
      9

      3
     19

Tamaño muestral real: 30 Número de los sujetos seleccionados

Estrato: 1 Lengua 

         4        6

Estrato: 2 Labio 

        8        9       10       11       13    15   20       21

       25

Estrato: 3 Mucosa de Carrillo 

       31       32       34       35       37       38       39

       40       41       44       53       55       59       60

       66       68       72       73       75

Fuente: Datos del estudio morfométrico   

Anexo : 2

Imágenes salvadas en formato JPG. Visualizadas en ambiente de ImageJ 1.44p. Las mediciones se realizaron sobre las fotografías al 100 % de su tamaño, para ello se utilizó una escala de 10 micrómetros.
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