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RESUMEN

Objetivo: Introducir la prueba de desregulacién del ciclo celular p16 y
ki-67 como complemento en el estudio de la evolucién de las lesiones
reportadas con atipia escamosa (ASC-US, LSIL y HSIL) en extendidos
citolégicos, dada su capacidad como marcador de progresién de lesiones
precancerosas a cancer; se compara con patrén de referencia. Métodos:
Se ejecuts un estudio observacional analitico de corte transversal en
una poblacién a la que se le realizé citologia en base liquida. A las
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citologias positivas se les aplicé adicionalmente inmunocitoquimica,
cepillado endocervical, colposcopia y biopsia. Resultados: De las 51
citologias estudiadas, 35 (68,6%) se clasificaron como negativas y 16
(31,3%) con atipia: ASCU-US (n = 8), LSIL (n = 7) y HSIL (n = 1).
De estos 16 casos, la prueba de inmunocitoquimica fue positiva para 3 de
los 7 LSIL y para el caso identificado como HSIL. Los 8 casos reportados
como ASC-US fueron negativos para biomarcadores. Conclusién: El
presente estudio piloto realizado a 51 muestras detect6 4 de ellas con
un ciclo celular desregulado, mediante inmunorreactividad a la doble
tincion de p16/ki-67; 3 citologias habfan mostrado LSIL y una HSIL. Los
biomarcadores son un complemento itil en el tamizaje para el control
de cancer de cuello uterino, especificos para lesiones en progresiéon a
malignidad, que se deben promover en nuestro pafs.

Palabras clave

inmunohistoquimica; lesiones intraepiteliales escamosas de cuello uterino; genes
p16INK4; papiloma.
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ABSTRACT

Objective: Apply in a pilot study tests that show the
deregulation of the cell cycle and therefore the progression
to cancer, as is the case of the studies with p16 and ki-67;
as a complement in the study of the evolution of the lesions
reported as squamous atypia (ASC-US, LSIL, and HSIL)
in cytological outlines. Methods: Observational analytical
study was carried out with liquid-based cytology, which
was supplemented with immunocytochemistry, biopsy,
endocervical brushing and colposcopy in positive cases.
Results: Of the 51 Pap smears studied, 35 (68.6%)
were classified as negative and 16 (31.3%) with atypia,
which were classified as: ASCU-US (n=8); LSIL (n=7)
and HSIL (n=1). Among those 16 positive cases, the
immunocytochemical test was positive for 3 of the
7 LSIL and for the case reported as HSIL. The 8
cases reported as ASC-US were negative for biomarkers.
Conclusion: This current study based on 51 patients, four
of them were detected with deregulated cellular cycle by
immunoreactivity to dual p16/ki67; 3 cases were classified
as LSIL and one case as HSIL. Biomarkers are a useful
complement in the cervical cancer screening, mainly for
lesions in progression to malignancy, which should be
promoted in our country.

Keywords
immunocytochemistry; squamous intraepithelial lesions of the
cervix; pl6INK; papilloma.

Introduccién

La infeccién persistente por el virus del
papiloma humano de alto riesgo (HPV-H)
se considera un factor necesario para el
desarrollo de cancer de cuello uterino y de
sus lesiones precursoras (1,2,3). Al menos 13
genotipos se han encontrado asociados al alto
riesgo de desarrollar cdncer cervical y se han
definido como carcinogénicos (4). Alrededor
del mundo, el HPV16 se ha identificado
como el virus méas frecuente asociado tanto
para el carcinoma escamocelular como para el
adenocarcinoma, seguido del HPVI18 (5). El
mecanismo carcinogénico conlleva la integraciéon
del DNA viral al genoma celular. Posteriormente,
hay replicacién del DNA viral con particular
importancia de la expresion de los genes E6 y
E7, que altera las vias celulares de la célula
hospedadora (6).

La interaccién del genoma viral con zonas
fragiles de la célula infectada parece ser crucial
para la progresion maligna. La inactivacién
funcional de genes oncosupresoras como p53

y pRb (gen del retinoblastoma) determina
la alteracion de las vias conducentes a la
transformacién a cancer (7,8,9), mediante un
estado proliferativo, inestabilidad genética y
formacién de un clon celular maligno (9,10).
La expresion de E7 determina la inactivacién
de pRb, lo que aumenta la forma libre de
E2F en la célula, que a su vez incrementa el
inhibidor de cinasa dependiente de la ciclina
pl6 (pl6INK4a) y una proliferacién aberrante,
la cual se puede observar por el incremento del
marcador de proliferacién celular Ki-67 (11).
Las alteraciones moleculares inducidas por HPV-
H se pueden estudiar mediante biomarcadores
utilizados sobre muestras de citologia, pues
representan una herramienta complementaria de
valor diagnéstico y prondstico en pacientes con
infeccion (7,10). Estos permiten diferenciar las
infecciones que estin alterando el ciclo celular,
las cuales son el objetivo en los programas de
deteccion de precoz de céncer.

La tincién dual pl6INK4ay Ki-67 de
inmunocitoquimica permite el reconocimiento
de células neopldsicas con ciclo celular
alterado y la proliferaciéon descontrolada en
muestras de citologia del cuello uterino
(12,13,14). La doble tincién de biomarcadores
con inmunocitoquimica se usa en muestras
reportadas como atipia indeterminada de
células escamosas (ASC-US, por sus siglas
en inglés) y lesién escamosa intraepitelial de
bajo grado (LSIL, por su sigla en inglés) por
citologfa convencional o citologia en medio
liquido (CBL) y positivas para DNA-HPV-
H (15,16,17,18). Asi mismo, la doble tincién
identifica lesiones intraepiteliales de alto grado,
con una buena sensibilidad y especificidad (96%
y 83%, respectivamente). Sin embargo, estos
diagnésticos pueden estar sujetos a variabilidad
entre observadores y la prueba para HPV
de alto riesgo puede llegar a invalidarse
por hipocelularidad; en tales circunstancias,
la tincién de inmunocitoquimica ayuda en la
definicién diagnéstica (19,20,21,22,23).

La tinciéon es particularmente dtil en
el diagnéstico diferencial entre lesiones
no neoplésicas (como procesos inflamatorios
o cambios celulares asociados a atrofia)
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y las lesiones verdaderamente premalignas
(13,24,25,26,27). Los casos de atrofia, metaplasia
tubdrica, epitelios endometrial y endocervical
o metaplasia escamosa (28,29,30) evidencian
una positividad inespecifica a pl6 (25,31,32);
mientras que pl6INK4a ha sido altamente
especifico, con significancia estadistica en el
tamizaje de mujeres con ASC-US, por una
sensibilidad relativa de 0,95 (95%; IC: 0,89-1,01)
y una especificidad relativa de 1,82 (95%; IC:
1,57-2,12) (4).

En el presente trabajo se observd la
doble tincién pl6 y Ki-67 en extendidos de
citologfa con reporte de atipia escamosa: ASC-
US, LSIL y lesién escamosa intraepitelial de
alto grado (HSIL, por sus siglas en inglés),
lo que permitié estandarizar la metodologia
e interpretar la inmunocitoquimica. Estos
resultados se complementaron con colposcopia
y biopsia en los casos pertinentes. En nuestro
medio colombiano, el uso de la doble tincién en
CBL no se habia realizado, por lo que este estudio
es pionero en el pafs.

Materiales y métodos

Tipo de estudio. Estudio observacional analitico
de corte transversal con CBL complementada
con inmunocitoquimica (pl16/Ki-67) en casos
diagnosticados como ASC-US, atipia que no
permite descartar lesion de alto grado (ASC-H),
LSIL y HSIL. Se exploré la utilidad de la prueba
de inmunocitoquimica (p16/Ki-67) para captar
pacientes con riesgo de progresion a céncer.
A las citologfas positivas se les hizo estudios
complementarios de inmunocistoquimica, una
segunda revision por ginecélogo, colposcopia
y toma de muestra para estudio histolégico.
El estudio conté con aprobacién del Comité
de Etica de la institucién donde laboran los
investigadores.

Poblacién. Se tomaron muestras al universo
constituido por 51 mujeres que acudieron
voluntariamente a una campafia de toma de
citologia en la decimotercera Jornada de Salud
Ocupacional del Hospital de San José y la
Fundacién Universitaria de Ciencias de la Salud

| Untversitas Mepica | V.61 | No. 1 | ENErRO-MARzO | 2020

(Colombia) en 2013. Se incluyeron las mujeres
mayores de 18 afios de edad. Se excluyeron
mujeres embarazadas (33) y mujeres sometidas
a histerectomia previamente. A las participantes
se les explico la finalidad del estudio, posterior
a lo cual firmaron consentimiento informado
aceptando ser parte de la investigacién.

Variables clinicas. Edad, paridad, tabaquismo,
enfermedades de transmisién sexual, edad
de inicio de relaciones sexuales, ntmero de
compafieros sexuales y métodos de planificacion.
Estas variables corresponden a la anamnesis
estandarizada en el formato de toma de muestra
de citologia uterina, avalado por el Ministerio
de Salud y la Secretarfa de Salud de Bogota.
Estas variables se relacionan con el riesgo de
la poblacién para desarrollar cdncer de cuello
uterino.

Muestras  para citologia en medio liquido.
Inicialmente, se valoré bajo colposcopio del
cuello uterino y posteriormente se tomd la
CBL (directo al vial), utilizando un citocepillo
(Rovers®). Se realiz6 un extendido por caso,
usando el equipo manual (BD PrepMate™
System) para el procesamiento de la CBL,
siguiendo las recomendaciones del proveedor.
Los extendidos se procesaron y analizaron en
la Facultad de Citohistologia de la Fundacién
Universitaria de Ciencias de la Salud. Se utilizé
la coloraciéon de Papanicolaou y su interpretaciéon
se basé en los criterios de Bethesda de 2014 (34).
La primera lectura la realiz6 un tecnélogo en
citohistologia, y los 16 casos reportados con atipia
(ASC-US, LSIL y HSIL) los confirmaron dos
patologos. Hubo concordancia en todos los casos.
Uno de los patSlogos también hizo la revisién del
10% de los casos negativos, como es la rutina.

Muestra para tincién de inmunocitoquimica. A las
muestras residuales interpretadas como positivas
(ASC-US, LSIL y HSIL) se les realizé la prueba
de inmunocitoquimica del vial (BD SurePath™)
guardado a 4 °C. La inmunocitoquimica se
realiz6 de manera convencional. Se utilizé el

CINtec Plus Kit® siguiendo las indicaciones del
proveedor. El kit est4 disefiado para llevar a cabo
un procedimiento de tincién inmunocitoquimica
de dos pasos sobre las preparaciones de
citologia cervical. Se usaron controles positivos
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y negativos, segin la indicacién de la casa
comercial. El andlisis de estas muestras lo
realizaron dos patdélogos cegados para los
resultados morfoldgicos de cada uno de los casos.
El criterio para determinar una muestra positiva
fue el hallazgo de una o més células epiteliales que
mostraron doble reactividad: tanto citoplasma
pardo como ntcleo rojo (10,19,23).

A los casos positivos para la prueba p16 y Ki-67
se les realiz6 una segunda colposcopia por parte
de un ginecélogo con experiencia en colposcopia.
Se tomaron el cepillado endocervical y la biopsia
cervical como patrones de referencia del estudio,
un mes después de la primera toma. Estas
muestras histolégicas fueron leidas por los dos
patdlogos.

En cuanto a las mujeres con resultado negativo
en la citologia, se les indicé seguimiento a tres
afios, mediante el esquema 1-3-3, recomendado
por el Ministerio de Salud y Proteccién Social.

Resultados

Se incluyé el universo de 51 mujeres. Las edades
oscilaron entre 18 y 60 afios con un promedio
de 39,8 y una desviacién estandar de 10,3. Las
caracteristicas demograficas de las pacientes con
resultado positivo se muestran en la tabla 1.

Tabla 1
Distribucion de casos positivos por citologia segin
variables

Caso| Citologia | MP|Fum |ETS|NCS|IRS|Paridad |Edad
2 ASCUS |51 [No No 0 0 0 28
3 ASC-US [No [No No 3| 18 1 32
7 ASC-US [No [No No 1 17 3 41
13 |ASC-US |Si |No No 1] 19 0 22
18 |ASC-US |81 |No No 2] 18 3 40
32 |[ASC-US |No |No No i| 16 1 45
35 [ASC-US |No |No No 1] 25 3 32
41 |ASC-US |81 |No No 1 17 2 31
1 LSIL No |No No 1] 19 0 25
12 |LSIL Si |No No 3| 17 1 28
15 |LSIL Si |No No 51 13 2 26
38 [LSIL Si |No No 1] 19 2 45
39 [LSIL Si |No HPV 2] 15 2 34
44 |LSIL Si |No No 20 21 2 28
51 [LSIL No |No HPV 1] 18 0 46
9 HSIL No |No No 1] 16 5 33

MP: método de planificacién; ETS:
enfermedades de transmisién sexual;
NCS: nimero de compafieros sexuales;
IRS: inicio de relaciones sexuales.

De las 51 citologias estudiadas, 35 fueron
catalogadas como negativas, y 16, con atipia, que
se clasificaron como: ASCU-US (n = 8), LSIL
(n=7) yHSIL (n = 1) (figura 1). La prueba
de inmunocitoquimica fue positiva para 3 de los
7 casos reportados como LSIL y para el caso
clasificado como HSIL. Los 8 casos reportados
por citologia como ASC-US fueron negativos
para biomarcadores. Las figuras 2 y 3 muestran
pruebas positiva y negativa.

Figura 1
Clasificacion de los casos

Universo
n= 51casos

CBL= 51 Citologias.

Figura 2
Muestra positiva
w W 7= g T 7
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Figura 3
Muestra negativa

A quienes tuvieron resultados citolégicos
positivos, se les hizo una segunda valoracién
colposcopica. Cuando esta fue anormal, se
tomé biopsia o cepillado endocervical (tabla
2). El cepillado fue anormal en 3 de ellas
(dos LSIL y una HSIL), y la biopsia, en 2 de
las 4 pacientes (dos neoplasias intraepiteliales
cervicales I [NIC-I] asociados a HPV). El
tratamiento y seguimiento posterior requerido
por el grupo de pacientes en riesgo identificado
se siguié segtn el conducto establecido por el
sistema de salud.

Tabla2

Resultados con prueba complementaria

Casq Citologia C:::figﬂm Colposcopia| Biopsia En?‘lf]lzzlrﬂ\"}:ﬂl PCR | pl6/Ki67|
2 ASC-US | Normal Negativa No No No Negativo
3 ASC-US |Normal Negativa No No No Negativo|
7 |[ASC-US |Normal |Negativa | No No No |Negativo
13 |ASC-US |Normal Negativa No No No Negativo,
18 [ASC-US |Normal |Negativa No No No Negativol
32 |ASC-US [Normal Negativa No No No Negativo,
35 |ASC-US |Normal Positiva HPV No No Negativo)
41 |ASC-US |Normal Negativa No No No Negativol
T |LSIL  |Normal |Negativa |No No No |Negativo
12 [LSIL LSIL Negativa No No No Negativo
15 |LSIL Normal Negativa No LSIL No DPositiva
38 [LSIL Normal EAB VDM No No  [Positiva
39 [LSIL LSIL Positiva- Inflamacion  |No No Negativol
44 |LSIL _ |Normal |Negativa |No No No |Negativo
51 |LSIL ASC-US [Positiva- LSIL-HPV HSIL VHP- |Positiva
9 HSIL Normal Negativa LSIL HSIL No Positiva

EAC: epitelio acetoblanco (se tomé biopsia);
VDM: material insuficiente para diagnéstico.

Discusion

En el mundo, el tamizaje para la deteccién
temprana de cancer de cuello uterino se ha
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centrado recientemente en la necesidad de
conocer si la infeccién esta dada por algin virus
de alto riesgo. Mis recientemente se ha estudiado
si el genoma de la célula hospedadora tiene
alterados sus mecanismos de control. Dado que
la infeccién viral es frecuente, se desea saber
en cuiles casos el virus es de alto riesgo y
cuando ha alterado los mecanismos de regulaciéon
celular, convirtiéndose en amenaza de desarrollo
de cancer.

En Colombia, la determinaciéon de HPV de
alto riesgo se introdujo como prueba primaria
de tamizaje; sin embargo, atin no se realiza
de manera homogénea. Esta deberfa estar
acompafiada de CBL, la cual tiene la ventaja
de permitir pruebas moleculares; no obstante,
en nuestro medio esta prueba cuesta mis del
doble de la citologia convencional. También
persisten problemas en la calidad de la toma de
la muestra, ya que pueden carecer de zona de
transformacion.

Dentro de los problemas postanaliticos est4 la
falta de empoderamiento de algunas pacientes
en la busqueda del resultado del examen, la
falta de coordinacién de algunas instituciones
prestadoras de servicios de salud en la bisqueda
activa de pacientes con resultados positivos y de
los laboratorios respecto a tener mecanismos para
informar a los médicos tratantes y las pacientes de
los resultados positivos para lesiones cervicales.

Al tender a un tamizaje més efectivo, en este
trabajo se hizo una primera aproximacién a la
CBL con la aplicacién de la doble tincién con
biomarcador (inmunocitoquimica) para lesiones
de alto grado. La ventaja de la prueba es que
muestra lesiones de alto grado que no se han
identificado como tales morfolégicamente, lo que
permite el diagndstico temprano de la progresiéon
a lesiones de alto riesgo.

Multiples estudios resaltan las bondades de
esta técnica. En el estudio de Wentzensen
et al. (20), basado en un proyecto piloto
(2007-2008) con 425 mujeres que tenfan prueba
de Papanicolaou negativa, pero HPV positivo,
se incluyo la tincién dual pl6/Ki-67 con el
objetivo de identificar casos de NIC-2 que fueron
corroborados por biopsia. El estudio arrojé una

sensibilidad del 91,9% para detectar NIC-2 y del
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96,4% para NIC-3. La especificidad fue del 82,1%
para NIC-2 y del 76,9% para NIC-3. El estudio
concluyé que la citologia con tincién dual doble
puede identificar mujeres con una alta posibilidad
de NIC-2 y puede complementar los programas
de tamizaje para carcinoma de cuello uterino. En
el estudio de Petry et al. (19), la sensibilidad y la
especificidad en el grupo de ASC-US fue del 95%
y del 84%, y para los casos de LSIL, del 100% y del
81%, respectivamente. Basados en los hallazgos,
los autores del estudio concluyeron que el uso
de un biomarcador permite la identificacién de
HSIL (18,19,23,26,35,36,37). La precision del
test pl6INK4a ha sido probada en citologia con
diagnéstico de ASC-US y LSIL (38,39).

La ventaja de esta técnica es que observo
que la coexpresién de pl6INK4a y Ki-67 solo
ocurria en presencia de displasia (40). Ademas,
mejora la variabilidad intra- e interobservador,
que se presenta en la evaluacién de citologias
cervicouterinas (16) y en la interpretaciéon
histopatoldgica (15,36,41,42,43). La prueba es
recomendada para diferenciar entre lesiones
verdaderamente displésicas.

En el presente estudio, a pesar de ser
una muestra pequefia, que estd controlada por
tamizaje con citologfa convencional, se hallaron
casos positivos con la doble tincién (p16/Ki-67),
lo que llevé a estudios posteriores con una
segunda colposcopia y estudios histoldgicos.
Pacientes con lesion de bajo grado, que no
hubiesen sido dirigidas a estudios subsecuentes
(colposcopia: biopsia o cepillado endocervical),
gracias al resultado del biomarcador positivo que
identificé la desregulacion del ciclo celular v,
por ende, el riesgo potencial de progresién de la
infeccién a cancer, fueron sometidas a exdmenes
adicionales. La inmunocitoquimica va dirigida a
lesiones de alto grado no detectadas en la morfologia
de la citologia de tamizaje, la cual se hubiese
informado como ASC-US o LSIL.

Una de las limitaciones es tener una poblacién
cerrada con probablemente escasa exposicién a
factores de riesgo. Tampoco se contd, para todas
las mujeres, con otra herramienta diagnéstica
valiosa como es la prueba para DNA del HPV
de alto riesgo. En un futuro, se requieren
estudios con una poblacién més representativa

con respecto a factores de riesgo y en cuanto a

namero de participantes.
Los anilisis especificos

para HPV

pacientes.
Esta herramienta permite eliminar una
vigilancia  innecesaria  ante  infecciones

ocasionadas por virus de alto riesgo que las
pacientes iban a eliminar sin tratamiento, y
también de lesiones citolégicas de alto riesgo
que iban a regresar espontdneamente. Con
este tipo de pruebas, se puede optimizar la
vigilancia epidemioldgica, enfatizando donde

esté el verdadero riesgo de progresién a cancer.

Conclusién

El cancer de cuello uterino continta siendo un

enemigo mundial para la salud de las mujeres. Las

pruebas moleculares han ido complementando
los programas de tamizaje y ayudando a

comprender la infeccién y sus mecanismos de
progresiéon a cancer, tanto desde el punto de
vista viral como desde el hospedador. Tenemos

en nuestro medio esta primera experiencia

en la implementacién de pl6/Ki-67 en CBL,

que detecté mujeres cuyo manejo temprano
cambié ante el resultado molecular, modificando
lo que en otro momento hubiese sido la
“historia natural de la enfermedad”. Con esta
experiencia, se espera en un futuro poder
realizar nuevas investigaciones que amplien la

experiencia de citélogos y patélogos con estas

técnicas, acercando estas pruebas a la poblacién

en riesgo en nuestro pafs.
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son
muy importantes para el tamizaje, y son
un complemento excepcional ante citologias
vaginales anormales, asi como lo serdn en la
monitorizacién de las generaciones venideras
para el seguimiento de la eficacia vacunal. En
casos como los expuestos, se detectaron lesiones
premalignas, no por la presencia de un virus de
alto riesgo, sino por la evidencia de la alteraciéon
en la regulacién del ciclo celular, lo cual pone
en la mira la vigilancia estrecha sobre estas
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