“Expresion de telomerasa y ki67 en lesiones intraepiteliales escamosas
de bajo y alto grado empleando técnicas inmunohistoquimicas”

Emma Vasconez P. *, Galo Benavides O. *, Guillermo Lopez A. **, Nicolds Vivar ***, Luis Narvdez **%,

Felipe Rosales **

* CEMOPLAF;

sk
*** Laboratorios Net@Lab

SOLCA Nucleo de Quito: a) Servicio de Citologia , b) Jefe de Servicio de Patologia;

ABSTRACTO

Objetivo: Determinar el grado de expresividad de la Telomerasa
y Ki67 en lesiones intraepiteliales de bajo y alto grado en biopsias
de cuello uterino diagnosticadas por histopatologia y su grado de
expresividad diferencial dependiendo de la severidad de la lesion
histologica.

Material y Métodos: Se establecio la expresividad de Ki67 y
Telomerasa, en un tamafio muestral minimo de 85 biopsias de
cérvix fijadas en formol al 10% y embebidos en parafina al 10%,
55 con lesion intrepitelial escamosa de alto grado y 30 con lesion
de bajo grado, empleando técnica inmunohistoquimica mediante
absorcion capilar. La expresion de Telomerasa y Ki67 fue analizada
en el Laboratorio Net@Lab: Quito Ecuador. Analisis estadistico:
Se cred una base de datos en Microsft Excel Xp para su posterior
limpieza y analisis en Epi-Info 6.04b (CDC-Atlanta). Se expresod
las variables en promedios, desvios estandar, frecuencias simples
y porcentajes; para el analisis inferencial se empleo t de Students
y t de diferencia de proporciones. Resultados: La expresividad de
Ki67 fue del 95.3% (1C95% 90.8-99.7), con una expresividad que
abarco la totalidad del epitelio en el 23.5% de los casos, siendo
este patron mds frecuente en lesiones intraepiteliales de alto
grado. La Telomerasa se expreso en 84.7% (1C95% 77-92.3) de
los casos, con una expresividad que alcanzo los 2/3 del epitelio
en el 20% de muestras estudiadas, especialmente en las lesiones
intraepiteliales de alto grado. Se evidencid una estrechez de
asociacion estadisticamente significativa entre expresion de Ki67 y
lesiones intraepiteliales de alto grado (C Pearson= 0.332 - p<0.05.
Conclusiones: Los resultados afirman la asociacion entre
expresividad de Ki67 y lesiones intraepiteliales de alto grado,
por lo que se sugiere su empleo como herramienta diagndstica
coadyuvante a la histopatologia en casos de lesiones cervicales de
dificil diagnostico.
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ABSTRACT

Objective: To determine expressivity of Ki67 and Telomerase
with a different grade of squamous lesions, in a sample of cervical
biopsies.

Methods: The expressivity of Ki67 and Telomerase in a minimun
of 85 cervical biopsies fixed and imbibed in 10% of formol
and paraffin respectively. Immunohistochemistry techniques
by capillary absorption was used with 55 samples with high
grade squamous intraepithelial lesions and low grade squamous
intraepithelial lesions 30 samples; it was made in the Net@Lab
Laboratory of Quito-Ecuador. Statistical analyses were performed
using the Microsoft Exel Xp and Epi-Info 6.04b (CDC-Atlanta).
According to the type of variable was expressed average, standard
deviation, simple frecuency and percentages. Inferential analyses
were done using T students test. and difference of proportions t.
Results: General expressivity of Ki67 was of 95.3% (IC95% 90.8
—99.7), with a standard expressivity that covered the totality of the
epithelium in 23.5% of the cases, being this pattern more frequent
in high grade squamous intraepithelial lesions. Telomerase was
expressed in 84.7% (IC95% 77 — 92.3) of the cases, with a standard
expressivity that reached the 2/3 of the epithelium in 20% of the
samples, especially in high grade squamous intraepithelial lesions.
Conclusions: It was statistically evident a significant association
between Ki67 expression and high grade squamous intraepithelial
lesions (C Pearson= 0.332 — p<0.05), that is why it is suggested to
use it as a diagnostic tool to help histopathology in cases of difficult
diagnosis of cervical lesions.

Key words: telomerase, Ki67, expression, epithelial lesions,
cervix.
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Introduccion

La deteccion oportuna de lesiones intraepiteliales se ha veni-
do desarrollando con varios examenes como Citologia, Col-
poscopia, pero hasta el momento, el estudio histopatoldgico
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ha sido considerado como la prueba de oro que ratifica la
presencia o ausencia de lesiones pre-malignas y malignas
y el céncer de cérvix, pero en los tltimos afios la mejor
comprension de los fendmenos moleculares ha llevado a
la buisqueda de enzimas y proteinas del ciclo celular que se
alteran en fenémenos de alta proliferaciéon como el cancer,
en miras a contar con herramientas diagndsticas cada vez
mas objetivas que aporten con evidencia prondstica valida
para la toma de decisiones terapéuticas. Recientemente la
Telomerasa y el Ki67 han sido considerados como poten-
ciales marcadores diagndsticos de lesiones pre-malignas de
cérvix, que incrementan su expresividad en relacién con la
severidad de la lesion.

Estudios han demostrado que los teldmeros son secuencias
repetidas cortas de ADN (TTAGGG) que conforman los ex-
tremos lineales de los cromosomas para protegerlos de la
degradacion, en tanto que la Telomerasa es una ribonucleo-
proteina especializada, enzima que estabiliza el didmetro del
telomero al afiadirse a los extremos de los cromosomas. La
accion de la Telomerasa fue descubierta en 1985 por Carol
Greider y Elizabeth Blackburn al estudiar al protozoo Tetra-
hymena. La Telomerasa se expresa en las c€lulas germina-
les (mortales) y en células madre (inmortales), aunque nor-
malmente en tejidos somdticos no es detectable. Una cé€lula
normal muere por apoptosis después de completar 40 a 60
ciclos de reproduccion por la pérdida sucesiva de telémeros.
Se ha detectado en varios tipos de tumores la Telomerasa
estd presente puesto que ésta produce teldmeros permitiéndo
que la célula se reproduzca indefinidamente, por lo que se le
ha asociado a la inmortalidad celular y oncogenicidad.

Ki67 es una proteina nuclear, la cual es expresada en células
proliferativas, y que se expresa células en fases G1, S, M y
G2 del ciclo celular, por lo tanto es un marcador del ciclo ce-
lular. La expresion de Ki67 fue observada tanto en lesiones
precancerosas como en varios tipos de cdncer.

En este contexto y tomando en cuenta todos los factores de
variabilidad pre-analitica que encierra el estudio histopa-
toldgico, sumado a la alta dependencia de la experiencia del
observador, resulta imprescindible el contar con una herra-
mienta diagndstica visualmente objetiva como es el caso de
la Inmunohistoquimica, para aclarar dudas diagndsticas en
lesiones cuya estructura histoldgica nos permita definir con
certeza la severidad de la lesion.

El propésito de esta investigacion es la de detectar la expre-
sividad de la Telomerasa y Ki67 en lesiones intraepiteliales
de bajo y alto grado en biopsias de cuello uterino diagndsti-
cadas por histopatologia; y, el grado diferencial de expresi-
vidad de estos marcadores, con la finalidad de establecer un
patrén de expresividad util para el diagndstico en muestras
problema.

Material y Métodos

El Universo del presente estudio estuvo constituido por la
totalidad de biopsias con diagnédstico histopatolégico previo
de lesiones intraepiteliales de bajo (LIEBG) y alto grado
(LIEAG) que se encontraron en el banco de muestras del
Servicio de Patologia del Hospital Oncolégico “Solén Es-
pinoza” — SOLCA, de la ciudad de Quito que fueron diag-
nosticadas en el periodo comprendido entre Enero del 2001
y Enero del 2003.

El tamafio muestral minimo requerido fue de 85 muestras
fijadas en formol al 10% y embebidos en parafina (LIEBG
30 y LIEAG 55). La expresion de Telomerasa y Ki67 fue
analizada en el Laboratorio Net@Lab Quito Ecuador.

Para la técnica de Inmunohistoquimica se utilizé una olla de
presion, holders con canastillas, estacién de coloracidn, y re-
activos de la casa BIO SB BIOCIENCE FOR DE WORLD ®.

De los bloques de parafina seleccionados con diagndsticos
de lesiones intraepiteliales de alto y bajo grado se procedid
a realizar 2 cortes en el micr6tomo a 4 micras, los mismos
que se depositaron en placas portaobjetos Probe on plus
(placas electrostaticas tratadas con Silano) para su respec-
tiva desparafinizacion, rehidratacion, recuperacion de anti-
genos y la aplicacién de técnicas inmunohistoquimicas de
la Telomerasa y Ki67 respectivamente con el respectivo Kit
de reactivos. Concluida la técnica inmunohistoquimica, las
ldminas fueron evaluadas en su expresion de Telomerasa y
Ki67 con un microscopio dptico con la supervision de dos
Meédicos Pat6logos con experiencia en la evaluacién de in-
munohistoquimica. La observacion se la hizo primero con la
lente de 10X para visualizar la expresion de los marcadores
y con 40X para confirmar su positividad.(Cuadro I)

Procedimiento:

PASO TIEMPO OBSERVACIONES
Desparafinado 2x 5' Xilol
Rehidratado 2x 3' Alcohol
Tratamiento 1x 15 Olla de presién
Térmico
Reposo 1x 15 Temp. Ambiente
Bloqueo 1x 10 Temp. Ambiente
Peroxidasa
Anticuerpo 1x 60' Temp. Ambiente
primario
Ac. 1x 10 Temp. Ambiente
Secundario-

Biotina
1x 10 Temp. Ambiente
Estrepta vidina
HRP
DAB 1x 10' Temp. Ambiente

BIO SB, Inc., Santa Barbara, CA, EUA., Tabla 1. p.5.
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El principio de la Inmunohistoquimica de Telomerasa y Ki67
se basa en la expresion de estos marcadores en los tejidos en
sus diferentes estratos epiteliales siendo mds progresiva con-
forme aumenta la lesion.

La informacion del presente estudio fue recopilada en un
formulario especifico creado para el efecto, a partir del cual
se procedid a la creacion de una base de datos en Microsft
Excel Xp para su posterior limpieza y analisis en Epi-Info
6.04b (CDC-Atlanta).

Para el andlisis estadistico de resultados, la expresivi-
dad de Ki67 y Telomerasa fue presentada en porcentajes,
acompaifiada de su respectivo intervalo de confianza al 95%
(IC95%).La estrechez de asociacion para la expresividad
entre Telomerasa y Ki67, de frente a la presencia de lesio-
nes intraepiteliales de alto grado, fue establecida mediante
el coeficiente contingencia de Pearson, aceptando como va-
lido un nivel de significacion del 95% (oc = 0.05). Para el
analisis inferencial, en el caso de las variables cuantitativas
se empled t de Student y para las cualitativas t de diferencia
de proporciones para grupos no independientes, aceptando
como vdlido un nivel de significacién del 95% (oc= 0.05).

Resultados
La edad promedio de las mujeres estudiadas fue de 40.5 +
12.8 afios (Rango: 20 — 75 afos). Gréfico I.
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Tipo de lesién histoldgica identificada, el 64,7% (n=48)
fueron lesiones intraepiteliales de alto grado. Grafico II.
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Tabla I
Edad promedio por tipo de lesién histolégica

TIPO DE LESION EDAD - ANOS( X
*+ SD )*

LIE Bajo grado (n=30) 39.8+ 11.9

LIE Alto grado (n=55) 409+ 13.4

*p>0.05-No diferencia estadisticamente significativa (Stun-
det t test)

El tipo de lesion histolégica por grupo de edad, se presenta

en la siguiente tabla.

Tabla II.
Tipo de lesion histologica por grupo de edad

TIPO DE LESION n (%)*
GRUPO DE EDAD LIE Bajo LIE Alto
Grado* Grado*
< 40 afios (n=47) 18 (38. 3) 29 (61. 7)
> 40 anos (n=38) 12 (31. 6) 26 (68. 4)

*p>0.05-No diferencia estadisticamente significativa (t de
diferencia de proporciones)

Expresividad de Ki67

La expresividad de Ki67 para la muestra general, fue del
95.3% (IC95% 90.8 — 99.7).

La expresividad por tipo de lesiones histoldgicas, se presenta
en la siguiente tabla.

Tabla III.
Expresividad de ki67 por tipo de lesion histolégica
TIPO DE LESION Expresividad %
(IC 95%)

LIE Bajo grado 100 ( NP)
(n=30)
LIE Alto grado 92.7 (NP)
(n=55)

NP=No se presenta por cuanto el limite superior es mayor

al 100%

Al analizar el tipo de expresividad de Ki67, en el 41.2%
(n=35) de los casos estudiados este se expresé en 1/3 del
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epitelio. Grafico III.

GRAFICO III.
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La expresividad por tipo de lesiones histoldgicas, se presenta
en la siguiente tabla.

Tabla I'V.
Patrén de expresividad de Kki67 por tipo de lesion his-
tologica

LESION TIPO DE LESION n(%)

Negativore Parabasales»c | 1/3%* 2/3* Tod o**
LIEBajo - 4(13.3) 16 9(30) 1(3.3)
grado (53.3)
(n=30)
LIE 4 (7.3) - 19 13 19
Alto (34.5) | (23.7) (34.5)
grado
(n=55)

nc = No calculable

*p>0.05 — No diferencia estadisticamente significativa (t de
diferencia de proporciones).

*#*p<0.05 — Diferencia estadisticamente significativa (t de
diferencia de proporciones).

Expresividad de telomerasa
La expresividad de Telomerasa fue del 84,7% (1C95% 77-
92,3)

Tabla V.
Expresividad de telomerasa por tipo de lesion histolégica
TIPO DE LESION Expresividad %
(IC 95%)
2. LIE Bajo 90 (NP)
grado
(n=30)
3. LIE Alto | 81.8 (71 .6 — 92.2)
grado
(n=55)

NP=No se presenta por cuanto el limite superior es mayor

al 100%

Patrones de expresividad de Telomerasa, en el 60% (n=35)
de la totalidad de casos estudiados este se expresé en 1/3 del
epitelio. Gréfico IV.
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Tabla VI.
Expresividad de la telomerasa por tipo de lesion his-
tologica

TIPO TIPO DE LESION n(%)
LESDI%N Negativo* Parabasales* 1/3* 2/3* Todo
LIE 3(10) 2 (6.7) 19 6 -
Bajo (63.3) (20)
grado
(n=30)
LIE Alto 9(16.3) 3 (5.9 32 11 -
grado (58.2) (20)
(n=55)

*p>0.05 — No diferencia estadisticamente significativa
(t de diferencia de proporciones)

Expresividad de ki67 y telomerasa como factor de riesgo
de LIE de alto grado.

Para el andlisis de la asociacion de riesgo entre la expresion
de Ki67 y Telomerasa, frente al desarrollo de LIE de alto
grado, se considerard como factor de riesgo en el caso del
Ki67 una expresividad en todo el espesor epitelial, en tanto
que para la Telomerasa, se considerard la expresion en los
2/3 del epitelio.
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Tabla VII
Asociacion de riesgo entre expresividad de ki67 y LIE de
alto grado.
TIPO DE LESION
Ki67 DE n(%)
RIESGO LIE LIE
Bajo Alto
grado Grado
2. Si 1(5) 19 (95)
(n=20)
3. No 29 36
(n=65) (44.6) (55.4)

* X2 p <0.05. / C Pearson= 0.332 (p<0.05)

Tabla VIII
Asociacion de riesgo entre expresividad de telomerasa y
LIE de alto grado.
TIPO DE LESION n
(%)
TELOMERASA
LIE Bajo LIE Alto
grado Grado
2. Si 6 (35.3) 11 (64. 7)
(n=17)
3. No 24 (35. 3) | 44 (64. 7)
(n=68)
* X2 p >0.05.

Ki67 se expres6 con mayor frecuencia en todo el espesor del
epitelio en lesiones intraepiteliales de alto grado (34.5%), en
relacién con las lesiones de bajo grado donde apenas se pre-
sentd este patron de expresividad en un 3.3%, expresividad
que se justifica en lesiones con mayor actividad proliferativa
celular.La Telomerasa en la totalidad de casos estudiados se
expreso en el 60% en 1/3 del epitelio, sin variaciones signifi-
cativas por tipo de lesidn, expresandose en los 2/3 del epite-
lio en el 40% en las lesiones de alto grado estudiadas pese a
lo cual no se pudo evidenciar asociacion entre su expresion y
la presencia de lesiones intraepiteliales de alto grado.

Discusion

En la actualidad la prueba de oro para diagndsticos de lesio-
nes es el estudio Histopatoldgico de biopsias de cérvix, pero
estas estdn sujetas a factores de variabilidad preanalitica que
encierra el estudio como también a la alta dependencia de
la experiencia del observador, resultando imprescindible el
contar con una herramienta diagndstica visualmente objetiva
como es el caso de la Inmunohistoquimica que aclara dudas

diagndsticas en lesiones cuya estructura histoldgica no per-
mita definir con certeza la severidad de la lesion.

Ultimamente se ha desarrollado con rapidez el uso de mar-
cadores tumorales los mismos que permiten dar diagndsticos
mds precisos y tratamientos adecuados. Entre ellos se cuenta
la Telomerasa que se ha venido utilizando para marcar su in-
cremento de expresion cuando hay progresion de metaplasia
a lesiones intraepiteliales y eventualmente a cdncer invasivo.
Otro marcador es el Ki67 que normalmente se expresa en el
cérvix normal a nivel de células parabasales y se ha dem-
ostrado que la expresioén de Ki67 se eleva en neoplasias de
cérvix.

En el presente estudio la Telomerasa y Ki67 mostraron ex-
presividad variable en las lesiones intraepiteliales de cuello
uterino, alcanzando ambas un 90% de expresividad, lo que
afirma su papel como marcadores de proliferacion celular,
dado que se espera una mayor proliferacion en tejido cata-
logado como neoplasico. El grado de expresividad mostrado
por Ki67 abarco hasta la totalidad del epitelio, particular-
mente en las lesiones intraepiteliales de alto grado, mientras
que en el mismo tipo de lesiones la Telomerasa se expresé
unicamente en los 2/3 del epitelio, lo que permite afirmar
que el grado de expresion de Ki67 es mds intenso que el de
Telomerasa.

Se evidenci6 una estrecha asociacion entre la expresividad
de Ki67 y la presencia de lesiones intraepiteliales de bajo y
alto grado, sin que se haya logrado demostrar esto en el caso
de la Telomerasa, permitiendo afirmar su valor de uso como
herramienta diagndstica coadyuvante en lesiones histologi-
cas de dificil diagndstico.

La expresividad de Ki67 para la muestra general, fue del
95.3% (IC95% 90.8 — 99.7) expresion elevada, que sumado
al coeficiente de Contigencia de Pearson, que ademds fue
significativo (p<0.05), permite afirmar que existe una estre-
cha asociacion entre la presencia de este marcador y las le-
siones intraepiteliales de alto grado, justificado por el hecho
de que el Ki67 se expresa en células proliferativas prefer-
entemente en fases G1, S, M y G2 de ciclo celular; lo que
lo hace 1til para evaluar el nivel de proliferacién celular en
lesiones intraepiteliales escamosas, esperdndose un ciclo ce-
lular mds activo en lesiones de alto grado.

Ki67 se expresé con mayor frecuencia en todo el espesor
del epitelio en las lesiones intraepiteliales de alto grado
(34.5%), en relacién con las lesiones de bajo grado donde
apenas se presento este patroén de expresividad en un 3.3%.,
expresividad que se justifica en lesiones con mayor actividad
proliferativa celular.

Los hallazgos de no marcaje de las proteinas estudiadas
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tanto para Ki67 como para Telomerasa, se homologan a los
hallazgos obtenidos por Heras A., y colaboradores e indican
que una no expresion de la proteina o una expresion tan baja
hace imposible detectarla por este método cualitativo.

En cuanto a la expresividad de la Telomerasa, esta fue del
84.7% (IC95% 77 — 92.3) sin presentar diferencia por tipo
de lesion, este dato es contrario al reportado por otro autor
en el que la expresion de la Telomerasa fue positiva, siendo
menor en las lesiones intraepiteliales de bajo grado que en
lesiones intraepiteliales de alto grado.

La Telomerasa en la totalidad de casos estudiados se expresé
en el 60% en 1/3 del epitelio, sin variaciones significativas
por tipo de lesién, expresandose en los 2/3 del epitelio en
el 40% en las lesiones de alto grado estudiadas pese a lo
cual no se pudo evidenciar asociacion entre su expresion y la

presencia de lesiones intraepiteliales de alto grado.

En definitiva y en base a los resultados encontrados, se puede
afirmar que existe una estrecha asociacién entre la expresivi-
dad de Ki67 y la presencia de lesiones intraepiteliales de alto
grado, por lo que se puede sugerir su empleo como una her-
ramienta de diagndstico coadyuvante a la Histopatologia en
casos de lesiones cervicales de dificil diagndstico.

En relacion a la Telomerasa, no se pudo demostrar su valor
de asociacion con lesiones intraepiteliales de alto grado.
Este estudio demuestra que el uso de la Inmunohistoquimi-
ca es muy util, facil de realizar y al contar con profesionales
de reconocida experiencia en este campo, permite utilizar
este tipo de exdmenes para despejar dudas en casos de diag-
ndsticos dificiles.
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