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RESUMEN

El cancer cervicouterino es una de las neoplasias con mayor mortalidad entre las
mujeres y su principal agente etioldgico es el Virus Papiloma Humano, el cual induce una
serie de lesiones premalignas que son pesquisadas a través del examen de Papanicolaou.
Estas lesiones estan caracterizadas por la adquisicién de modificaciones en el genoma de las
células a una alta frecuencia, un proceso conocido como inestabilidad gendémica, que se
traduce en la formacion de alteraciones especificas que pueden ser empleadas como
biomarcadores, algunos de ellos visibles, dentro de los que destacan los Micronucleos.

Estos son cuerpos intracitoplasmaticos, que contienen cromosomas enteros o
fragmentos de ellos, que fallan en ser incorporados a los nucleos de las células hijas durante
la division celular, producto de la accion de agentes genotoxicos. Ademas, pueden ser
observados en células exfoliadas, donde un elevado numero indica progresion de dafio
genético y, por tanto, un alto riesgo de desarrollo de un proceso maligno. Respecto a ello,
multiples investigadores han reportado que en las lesiones precursoras del cancer
cervicouterino existe un aumento en la frecuencia de células micronucleadas de tal forma
que, a mayor grado de lesion, mayor es la frecuencia de éstas. Por esto, proponen su conteo
durante la evaluacion del examen de Papanicolaou, con el fin de optimizar esta técnica, tanto
en el diagnostico de las Lesiones Intraepiteliales Escamosas como en la identificacion de
pacientes que tienen un elevado riesgo de desarrollar un proceso maligno, debido al aumento
en la inestabilidad gendmica de las células del epitelio cervical.

En esta revision narrativa se sintetizo la informacion disponible en la literatura
cientifica sobre el eventual aporte de los Micronlcleos como biomarcadores de progresion
de dafio genético, en frotis celulares diagnosticados con lesiones precursoras del cancer
cervicouterino, mediante el examen de Papanicolaou, con el propésito de adicionar
informacion que permita aumentar la sensibilidad de este examen en el diagnostico de las
Lesiones Intraepiteliales y en la identificacion de aquellas pacientes de mayor riesgo.
Palabras clave: Cancer Cervicouterino; Lesiones Intraepiteliales Escamosas; Papanicolaou;

Micronucleos; Biomarcador.



Lista de Acronimos

ACO: Anticonceptivos Orales

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ASC: Atypical squamous cells / Células escamosas atipicas

ASCUS: Atypical squamous cells of undetermined significance / Células escamosas atipicas

de significado indeterminado o incierto.

ASCH: Atypical squamous cells cannot exclude HSIL/ Células escamosas atipicas- no puede

excluirse HSIL

CIS: Carcinoma in Situ

cMN: Células micronucleadas

DSB: Double Strand Breaks /Roturas de doble cadena

EN: Envoltura Nuclear

CI/IC: Carcinoma Invasor/ Invasive Carcinoma

LBC: Liquid Base Cytology / Citologia de base liquida

LIE /SIL: Lesién Intraepitelial Escamosa/ Squamous Intraepithelial Lesion

LIEBG/ LSIL: Lesion intraepitelial de Bajo Grado/ Low grade Squamous Intraepithelial
Lesion

LIEAG/ HSIL: Lesion Intraepitelial de Alto Grado/ High grade Squamous Intraepithelial
Lesion

MN: Micronucleos

NBUD: Nuclear Budding

NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical

NIC I: Neoplasia Intraepitelial Cervical |

NIC I1: Neoplasia Intraepitelial Cervical Il

NIC I11: Neoplasia Intraepitelial Cervical 11l

NP: Nucleo Principal

NPC: Nuclear Pore Complex / Complejo del poro nuclear

PAP: Examen de Papanicolaou.

VPH: Virus Papiloma Humano



VPH-BR/ LR-HPV: Virus Papilloma Humano de Bajo Riesgo/ Low Risk Human Papilloma
Virus
VPH-AR/ HR- HPV: Virus Papiloma Humano de Alto Riesgo/ High Risk Human

Papilloma Virus
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1. INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades no transmisibles mas comunes y mortales
entre la poblacién mundial. En la actualidad se conocen mas de 200 neoplasia malignas
diferentes, entre las que se encuentra el cancer cervicouterino (1-2).

El cancer cervicouterino corresponde a una neoplasia maligna que afecta al tercio
inferior del utero, conocido como cérvix o cuello uterino (3). Es la cuarta neoplasia mas
mortal entre las mujeres a nivel mundial (2) y tiene como principal agente etioldgico a los
genotipos de alto riesgo del Virus Papiloma Humano (HR- HPV), reconocido como la causa
necesaria para el desarrollo de esta neoplasia, pues es capaz de inducir la transformacion
maligna de las células que conforman el epitelio cervical (4-5).

A partir de lo anterior, es que se originan alteraciones precursoras del Carcinoma
Cervicouterino que son pesquisadas mediante citologia exfoliativa cervical o examen de
Papanicolaou. Dichas alteraciones son conocidas como Lesiones Intraepiteliales Escamosas,
las que pueden ser de Bajo y Alto Grado (LIEBG/LSIL y LIEAG/HSIL respectivamente).
Asimismo, existen otro tipo de alteraciones conocidas, como presencia Células Escamosas
Atipicas (ASC), las cuales podrian ser atribuibles a una infeccién por VPH vy, por tanto,
asociarse a la presencia de una LIEBG o LIEAG enmascarada (6-7).

Por otra parte, una de las caracteristicas esenciales de las células que componen
una lesion premaligna o maligna es la inestabilidad gendémica, la cual corresponde a la
adquisicién de alteraciones en el genoma de las células en una alta frecuencia (8). Estas
alteraciones son causadas por la accién de agentes genotoxicos de tipo quimico, fisico o
bioldgico (9), capaces de inducir fracturas en el ADN (clastdgenos) o de actuar sobre alguno
de los elementos que regulan o participan en el proceso de mitosis (anéugeno) (10).

Como resultado de estas alteraciones, las células expresan diversos elementos
conocidos como biomarcadores de inestabilidad gendmica, dentro de los que se encuentran
los Micronucleos (MN) (11), que corresponden a fragmentos de cromosomas 0 cromosomas
enteros que fallan en ser incorporados a los ndcleos de las células hijas posterior al proceso
de mitosis, por lo cual quedan excluidos del Nucleo Principal (NP) y forman su propia

envoltura (12), pudiendo ser identificados mediante microscopia Optica en células exfoliadas,

-1-



donde son visualizados como cuerpos pequefios, intracitoplasmaticos, independientes del
NP, con similar intensidad de coloracion y textura que éste (13).

Ha sido reportado en la literatura cientifica que la frecuencia de células
micronucleadas (CMN) aumenta en condiciones pre-malignas y malignas de diversos
organos, entre los que destaca el cérvix (14-15), donde se ha encontrado que, en frotis
celulares cervicales obtenidos mediante el examen de Papanicolaou, la frecuencia de cMN
aumenta en pacientes con diagnosticos citopatoldégicos de ASC, LIEBG/LSIL vy
LIEAG/HSIL (16-18).

Es por ello, que el objetivo de la presente revision es evaluar la evidencia
cientifica sobre el eventual aporte de los Micronlcleos como biomarcadores de progresion
de dafio genético en frotis celulares diagnosticados con lesiones precursoras de cancer
cervicouterino, mediante el examen de Papanicolaou, con el fin de optimizar y aumentar la
sensibilidad de este examen, tanto en la deteccion de lesiones intraepiteliales cervicales como
en la identificacion de pacientes que tienen un alto riesgo de desarrollar un proceso maligno,
colaborando a la mejora en su calidad de vida a través de un tratamiento oportuno y el

correspondiente monitoreo de su salud.



2. MARCO TEORICO

2.1. CANCER CERVICOUTERINO Y LESIONES INTRAEPITELIALES

2.1.1. Cancer

2.1.1.1. Generalidades del Cancer

El cancer es un trastorno que agrupa a unas 200 entidades diferentes, y
corresponde al crecimiento descontrolado de células debido a un desequilibrio entre los
mecanismos que regulan la proliferacion y muerte celular (1). Bajo estas condiciones, las
células tienen el potencial de experimentar una transformacion maligna a través de la

adquisicién de caracteristicas aberrantes (19), como lo son:

- Autosuficiencia en la produccién de sefiales de crecimiento
- Insensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento

- Evasion de la apoptosis

- Potencial replicativo ilimitado

- Angiogénesis sostenida

- Reprogramacion del metabolismo energético

- Evasion del sistema inmune

- Invasion de tejidos y metastasis

Dichas caracteristicas celulares son el resultado de la interaccion entre factores

genéticos y ambientales, que posteriormente llevan a las células a infiltrar, degradar y



transformar el estroma que las rodea, invadiendo tejidos circundantes o distantes a traves de

los sistemas linfaticos y/o circulatorios (20-22).

2.1.1.2. Epidemiologia

El cancer corresponde actualmente a la segunda causa de muerte mas frecuente
a nivel mundial (23). De acuerdo con las estadisticas de la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) y el Observatorio Global del Cancer (GLOBOCAN),
durante el afio 2020 se produjeron méas de 9 millones de muertes por cancer y
aproximadamente 19.2 millones de nuevos casos fueron detectados a nivel mundial (2).

En el caso de los hombres las neoplasias malignas mas frecuentes corresponden
a cancer de pulmon, proéstata, colon y estomago, mientras que en las mujeres lo son el cancer

de mama, colon, pulmdn y cérvix (2).

2.1.2. Cancer cervicouterino

2.1.2.1. Generalidades del cérvix

El cérvix o cuello uterino corresponde al tercio inferior del Gtero y consiste en un
cilindro estrecho que mide aproximadamente 2,5 [cm] de longitud (3, 24). A nivel
macroscopico, posee dos porciones: una superior, que se abre hacia el Utero, denominada
endocérvix y una inferior, que protruye hacia la vagina, denominada exocervix (25).

A nivel histolégico, el endocérvix esta recubierto por un epitelio columnar

simple, en el que se pueden identificar tres tipos principales de células (26):



Secretoras: Son ceélulas cilindricas, de nucleo oval, citoplasma basofilo y vacuolado.
Ciliadas: Son células cilindricas, mono o binucleadas, con un borde apical ciliado.

Reserva: Son células ubicadas bajo el epitelio cilindrico que se activan bajo
condiciones inflamatorias o reparativas. Su nucleo tiende a ser vesicular y oval,

mientras que su citoplasma es espumoso.

Con respecto al exocérvix, éste se caracteriza por presentar un epitelio plano

estratificado no queratinizado, en el que se pueden identificar cuatro tipos celulares (26):

a)

b)

d)

Superficiales: Son células de gran tamafio que se ubican en la capa mas superficial
del epitelio. Se caracterizan por ser eosinofilas, asi como por tener un nicleo pequefio
y picnotico.

Intermedias: Son células que se sitdan bajo las células superficiales. Son grandes,
basofilas, de citoplasma claro rico en glicogeno, con un ndcleo redondo y de mayor
tamafo que el de las anteriores.

Parabasales: Son células situadas bajo las células intermedias, mas pequefias que
éstas, con citoplasma basdfilo, nicleo oval y central.

Basales: Son células cubicas, basofilas, con capacidad de division y estan situadas en

la capa més profunda del epitelio.

A nivel citoldgico, en los extendidos realizados mediante citologia exfoliativa y

utilizando la coloracion de Papanicolaou, se pueden identificar por separado los diferentes

tipos celulares (ya sean escamosos o glandulares) y sus caracteristicas especificas (26-27),

tal como se describen a continuacion:

a) Células del epitelio endocervical:

Células Endocervicales: Son celulas cilindricas, que pueden o no tener cilios, de
citoplasma cianéfilo con microvacuolas o una tnica vacuola grande. El nucleo celular
es redondo u oval y se encuentra polarizado a un extremo de la célula, pudiendo ser

unico o multiple (27).



b) Células del epitelio exocervical:

- Células Superficiales: Son células grandes que pueden alcanzar los 60 [um],
poligonales, de bordes bien definidos, con citoplasma transltcido y eosindfilo. Su
nucleo es central, redondo, pequefio (7 [um]) y picnético (27).

- Células Intermedias: Son células numerosas, de menor tamafio que las anteriores (50
[um]), poligonales, de bordes bien definidos y/o veces plegados, citoplasma
translucido, cianofilo (verde azulado) y rico en glicogeno, el cual dependiendo del
estado hormonal de la paciente puede experimentar citolisis. Su ndcleo es redondo u
oval, de mayor tamafio que el de las células superficiales (11 [um]), de apariencia
vesicular con un patron de cromatina fino y regular (27).

- Células Parabasales: Son células que normalmente se presentan en los extendidos
con atrofia fisioldgica del epitelio cervical, producto de la disminucion del estimulo
hormonal. Las células son pequefias (alcanzan los 30 [um]), redondas u ovales, de
bordes netos, con citoplasma denso y cianéfilo. Su nicleo es central, redondo, con un
tamano de hasta 12 [um], de apariencia vesicular y patron de cromatina uniforme (27)

- Células Basales: Son células que no se observan en condiciones normales en los frotis
cervicales de mujeres en edad fértil, pero si pueden ser observadas en estados de
atrofia fisioldgica. Se caracterizan por ser pequefias (menores a 20 [um]), redondas u
ovales, de bordes netos y citoplasma cianéfilo. El nucleo es grande, de hasta 12 [um]

e hipercromatico (27).

Cabe destacar que, entre los epitelios endocervical y exocervical, existe un area
de transicion denominada zona de transformacion, la cual se define como el area donde el
epitelio columnar glandular del endocérvix se transforma en un epitelio metaplasico
escamoso inmaduro y luego, en un epitelio escamoso maduro. Es en este sitio donde se cree
que tienen origen las lesiones precursoras del cancer cervicouterino (3, 28).

A nivel citoldgico, las células que conforman la zona de transformacion son
células endocervicales que experimentan metaplasia escamosa, por tanto, pasan de ser células
cilindricas a ser células de tipo parabasal, con forma poligonal, cuyo citoplasma es denso y

puede ser basofilo o eosinofilo. El ndcleo es generalmente esferico, de aproximadamente 8



[um] de diametro, con cromatina regularmente distribuida, en la que a veces puede

visualizarse un cromocentro o un nucleolo (29).

2.1.2.2. Generalidades del cAncer cervicouterino

El cancer cervicouterino corresponde a una neoplasia situada en el cuello uterino
y es la consecuencia de una infeccidn persistente del tracto genital inferior con un genotipo
de alto riesgo del Virus Papiloma Humano (VPH) (4), conocido como causa necesaria, pero
insuficiente, para el desarrollo de casi el 100% de los canceres cervicouterinos (5).

Debido a la presencia de dos tipos de epitelio en la zona de transformacion
cervical (epitelios escamoso y glandular), se pueden desarrollar dos formas mas frecuentes
de cancer cervicouterino: carcinoma de células escamosas, originado en el epitelio escamoso
(90% de los casos) y adenocarcinoma, originado en el epitelio glandular (10% de los casos)
(30).

2.1.2.3. Epidemiologia

A nivel mundial, durante el afio 2020, el cancer cervicouterino fue la cuarta
neoplasia mas comun, con 604. 127 nuevos casos Y la cuarta neoplasia con mayor mortalidad
entre las mujeres, con 341. 831 defunciones (2). En Chile, en el mismo periodo, se reportaron
1.503 nuevos casos y 799 decesos (31) .

Usualmente, la edad promedio en que las mujeres presentan cancer
cervicouterino oscila entre los 40-60 afios, sin embargo, las Lesiones Intraepiteliales
Cervicales son diagnosticadas en pacientes entre los 25-30 afios, donde un 70% de los casos
de Lesiones Intraepiteliales de Bajo Grado (LIEBG o LSIL) experimentan un proceso de
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regresion, mientras que un 6 % progresa a Lesion Intraepitelial de Alto Grado (LIEAG o
HSIL). De estos ultimos casos y de no ser tratadas, una quinta parte puede progresar a

carcinoma cervicouterino invasor (30).

2.1.2.4. Etiologia

El principal agente etiologico del cancer cervicouterino y sus lesiones
precursoras es el VPH. Los VPH son virus portadores de ADN bicatenario, pertenecientes a
la familia Papillomaviridae, caracterizados principalmente por su estabilidad y resistencia
frente a condiciones adversas y cuyo Unico hospedero conocido es el humano, donde es el
causante de aproximadamente el 5% de todos los canceres que lo afectan, entre los cuales se
encuentran las neoplasias malignas de cérvix. (32-34).

En base a su tropismo, se puede dividir en aquellos genotipos que afectan a la
superficie cutdnea y aquellos que infectan las mucosas. Dentro de los ultimos, existen
aproximadamente 200 genotipos que pueden ser clasificados en dos grupos de acuerdo con

la progresion maligna que sobrelleven las lesiones causadas por el virus (32), siendo :

a) VPH de bajo riesgo (VPH-BR/ LR-HPV), asociados a verrugas genitales,
hiperplasia y condilomas, lesiones que presentan en un 90% de los casos positividad para los
genotipos 6y 11 (32)

b) VPH de alto riesgo (VPH-AR/ HR-HPV), asociados a LIEAG/HSIL y
Carcinoma cervicouterino invasor, lesiones que presentan en un 80% de los casos positividad

para los genotipos 16 y 18 (32)

En general, las infecciones anogenitales por VPH son transmitidas de persona a
persona sin necesidad de coito y la mayor parte de éstas podrian incluir cambios citologicos.
Son controladas por la inmunidad celular dentro de los primeros 1-2 afios posterior a la
exposicion y, aquellas infecciones que prevalecen en el tiempo son las que tienen mayor

riesgo de progresar a LIEAG/HSIL y posteriormente, a carcinoma invasor (5, 35).



Si bien la infeccion por VPH es una condicion necesaria para el desarrollo de
carcinoma cervicouterino invasor y sus lesiones precursoras, no es suficiente por si solo, dado
que existen otros elementos que pueden tener una relacion causal o de modulacion en los
procesos pre-neoplasicos y neoplasicos o que aumentan el riesgo de infeccion por el virus
(36-37), tales como:

a) Consumo de tabaco:

Se ha demostrado que el consumo de tabaco sea de forma activa o pasiva aumenta
el riesgo de desarrollar LIEAG/HSIL y carcinoma invasor, puesto que las mujeres fumadoras
secretan la nicotina y cotinina presentes en el tabaco a través de la mucosidad cervical, las
que actlan localmente mermando las defensas del epitelio cervical, lo que resulta en la
exposicion de éste a los compuestos carcinogénicos presentes en el tabaco y, por tanto,

aumentado el riesgo de desarrollar lesiones precursoras o cancer cervicouterino (38-42).

b) Consumo de alcohol

De acuerdo con la IARC, el etanol presente en las bebidas alcohdlicas es un
carcindgeno de categoria 1 y ha sido asociado con la persistencia de las infecciones por VPH
y con el desarrollo de Neoplasia Intraepitelial Cervical | (NIC 1), asociado a la disminucion
de la actividad de células Natural Killer y a la liberacion de citoquinas proinflamatorias (43-
45).

¢) Uso prolongado de anticonceptivos orales (ACO)

Se ha estimado que en aquellas pacientes que han consumido ACO por mas de

cinco afios consecutivos, el riesgo de desarrollar cancer cervicouterino aumenta dos veces



respecto a aquellas pacientes no consumidoras; dicho riesgo disminuye al abandonar el
consumo de ACO (46-47).

d) Primer coito y embarazo antes de los 17 afios

Respecto al inicio de la vida sexual y embarazo, se ha encontrado que el riesgo
de desarrollar cancer cervicouterino aumenta aproximadamente 2,5 veces mas en aquellas
pacientes cuyo primer coito fue antes de los 16 afios y 3 veces mas en las que presentan un
primer embarazo antes de los 17 afios, a diferencia de las que lo iniciaron en afios posteriores
(46,48).

e) Multiples parejas sexuales

Se ha estimado que aquellas pacientes con méas de una pareja sexual a lo largo de
la vida tienen cerca de dos veces mas riesgo de desarrollar una neoplasia maligna cervical,
sin embargo, el riesgo también depende del historial sexual de las parejas de las pacientes
evaluadas (48-49).

f) Bajo nivel socioeconémico

Ha sido observado que pacientes con bajo nivel socioeconémico tienen una
menor participacién en procedimientos de deteccion de lesiones precursoras del carcinoma
cervicouterino, asi como un menor acceso a informacion y una mayor probabilidad de
incurrir en précticas sexuales donde se ven expuestas a adquirir una infeccion por VPH
(46,50).
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g) Presencia de otras infecciones de transmision sexual

Las infecciones del tracto genital inferior podrian actuar como cofactores en el
proceso de infeccion y persistencia del VPH en las células del epitelio cervical, ya que
algunas se diagnostican con mayor frecuencia en pacientes con cancer cervicouterino (51,
52), mientras que otras pueden actuar conjuntamente al VPH como factor de riesgo, aunque

su aporte en el proceso de carcinogénesis cervical es minimo (53).

h) Estados de inmunodeficiencia

Se ha encontrado que las mujeres VIH +, asi como las pacientes sometidas a
trasplantes de 6rganos y a la terapia inmunosupresora tienen un elevado riesgo de desarrollar
cancer cervicouterino (54-55).

Por otro lado, se ha observado que aquellas pacientes diagnosticadas con Lupus
Eritematoso sistémico y Artritis Reumatoide presentan, con mayor frecuencia, resultados

anormales en el examen de Papanicolaou (55).

2.1.2.5. Progresién del cancer cervicouterino

Actualmente, se sabe que la mayoria de los canceres, mas frecuentes de origen
epitelial, pasan por una fase pre invasora, que puede ser identificada de forma histoldgica y
citologica debido a los cambios morfolégicos que ocurren y que tienden a progresar en
severidad y extension con el paso del tiempo (56).

En el caso del cancer cervicouterino, la infeccidn persistente por VPH lleva al
desarrollo de lesiones precursoras conocidas como Lesiones Intraepiteliales Escamosas de
Cérvix (LIE), un término desarrollado por profesionales del Instituto Nacional del Cancer de

Estados Unidos en el afio 2001 e incorporado a un sistema de nomenclatura para informar
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citologia ginecoldgica, conocido como Sistema Bethesda. Dicho término, hace referencia a
aquellas lesiones precursoras del cancer cervicouterino invasor que estdn confinadas al
epitelio, sin sobrepasar la membrana basal y que pueden ser pesquisadas a través de citologia
exfoliativa de cérvix, también conocido como examen de Papanicolaou. Las LIE estan
clasificadas a nivel citoldgico en dos grados, de acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas
que presentan: Lesiones Intraepiteliales de Bajo Grado (LIEBG o LSIL) y Lesiones
Intraepiteliales de Alto Grado (LIEAG o HSIL) (6-7).

2.1.25.1. Lesion Intraepitelial de Bajo Grado (LIEBG o LSIL)

Corresponde a una de las categorias creada por el Sistema Bethesda para agrupar
los diagndsticos de displasia leve o Neoplasia Intraepitelial Cervical de grado | (NIC 1); es
una lesion cuyo comportamiento y pronéstico es impredecible, es decir, puede desaparecer
dado que es una lesion fragil y tiene buen manejo terapéutico, o puede prevalecer y progresar
a una lesion de alto grado, por tanto, este diagndstico amerita un seguimiento prolongado en
el tiempo (29).

A nivel histoldgico, estas lesiones tienen su origen principalmente en la zona de
transformacion cervical. El epitelio se puede observar normal o engrosado, en el que las
celulas exhiben diversas alteraciones nucleares tanto en el tercio inferior, donde se observa
actividad mitética, como en el tercio superior, donde destaca la presencia de coilocitos, 10s
cuales son células caracterizadas por presentar una cavitacion o halo que rodea al ndcleo

celular y constituyen un signo patognomonico de la infeccién por VPH (29, 37, 57).

A nivel citoldgico se observan células intermedias y superficiales cuya relacion
Nucleo:Citoplasma se inclina a favor del nucleo, el cual se encuentra aumentado de tamarfio
(3 a 5 veces), hipercromatico, con distribucion irregular de cromatina y en algunos casos,

membrana nuclear irregular (58).
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Ademas de lo antes mencionado, pueden ser observados algunos cambios
celulares asociados a la infeccion por VPH, entre los que se encuentran la presencia de
coilocitos y disqueratocitos (27, 58).

Los coilocitos son células escamosas maduras que poseen una cavitacion
perinuclear de bordes netos rodeada por citoplasma y que, si bien no se observan en todos
los casos de infeccién por VPH, son un signo patognomdnico de ésta. Por otra parte, los
disqueratocitos son células derivadas del epitelio superficial, pequefias 0 medianas, fusadas,
de aspecto vitreo que, con el método de coloracion de Papanicolaou, se tifien de color naranja
intenso u orangeofilico (27).

Tanto los coilocitos como disqueratocitos pueden presentar alteraciones
nucleares similares: tamafio nuclear variable, bordes angulosos, patron de cromatina

indistinguible, hipercromasia, presencia de binucleaciones o multinucleaciones (27, 29, 57).

2.1.25.2. Lesion Intraepitelial de Alto Grado (LIEAG o HSIL)

Corresponde a la categoria creada por el Sistema Bethesda para agrupar los
diagnosticos de displasia moderada o Neoplasia Intraepitelial Cervical de grado Il (NIC 11) y
displasia severa o Neoplasia Intraepitelial Cervical de grado 11 (NIC I1I) /Carcinoma in situ.
Son lesiones intraepiteliales que estdn en su mayoria (97%) asociadas a una infeccion
persistente con un genotipo de VPH de alto riesgo (29, 59).

A nivel histolégico, los dos tercios inferiores o incluso todo el grosor del epitelio,
muestran una marcada atipia celular con pérdida de maduracién. A nivel nuclear se pueden
observar diferentes formas y tamafios, hipercromasia y cromatina granular. Los nucleos se
alargan y se posicionan de forma perpendicular a la membrana basal. Los limites celulares
se vuelven indistinguibles y los nacleos se superponen los unos sobre los otros. Se pueden
observar figuras mitéticas en todas las capas del epitelio (37).

A nivel citoldgico, las células que componen estas lesiones son de tipo parabasal,

basal 0 metaplasicas y poseen muchas de las caracteristicas del carcinoma invasor, sin
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embargo, no sobrepasan la membrana basal (3). Las células se caracterizan por ser de menor
tamario que las encontradas en las LIEBG/LSIL y por encontrarse de forma individual o en
agregados sincitiales. Poseen un citoplasma que puede ser delicado, denso de tipo
metaplasico o incluso queratinizado. El nucleo de las células se encuentra aumentado de
tamafo (ocupa mas del 50% del volumen de la célula), hipercromatico, pleomorfico y con
contornos marcadamente irregulares, debido a la presencia de escotaduras en la membrana
nuclear. El patron de cromatina es irregular, con formacion de granulos finos y/o gruesos (27,
37, 56).

2.1.2.5.3. Células escamosas atipicas (ASC)

Corresponde a un diagndéstico otorgado a aquellos frotis que presenten cambios
citoldégicos sugestivos de una lesion intraepitelial escamosa, sin embargo, dichos cambios
son insuficientes para interpretarlos como una lesién, dado que puede incluir cambios
asociados a inflamacion, atrofia, alteraciones hormonales y artefactos atribuibles a la toma
de muestra y procesamiento, asi como también puede atribuirse a cambios asociados al
potencial oncogénico del VPH y una neoplasia (58). Los cambios atipicos de células

escamosas se pueden dividir en dos (29):

a) Células escamosas atipicas de significado incierto (ASCUS)
Corresponde a aquellos frotis que contienen células cuyos cambios atipicos
sugieren una LIEBG/LSIL, dentro de los que se encuentran:
- Tamafio del nacleo 2.5- 3 veces el tamafio del nucleo normal de una célula
intermedia o 2 veces el tamafio de una célula metaplasica, aumentando asi la
relacion Nucleo:Citoplasma.

- Minima hipercromasia e irregularidad de la cromatina.
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- Coilocitosis incompleta, es decir un halo perinuclear o vacuola pobremente
definida, con poca o ninguna anormalidad nuclear.

- Citoplasma denso orangeofilico.

b) Células escamosas atipicas donde no se puede descartar una lesion de alto grado

(ASCH)

Corresponde al diagnostico citologico dado a una minoria de los ASC, donde los

cambios citopatolégicos hacen sospechar de un HSIL, dentro de los cuales se

encuentran:

- Células metaplasicas inmaduras atipicas, solas 0 en grupos de menos de 10
células, cuyos nucleos son 1.5-2.5 veces el tamafio de un ndcleo metaplasico
normal, por tanto, la relacion Nucleo:Citoplasma se aproxima al de una HSIL.

- Sébanas de células con nucleos irregulares, hipercromaticos, con pérdida de
polaridad o que son dificiles de visualizar.

- Reparacion atipica

- Atrofia severa

- Cambios post radiacion

2.1.2.5.4. Carcinoma in Situ (CIS)

El Carcinoma in Situ (CIS) corresponde a una alteracion que, a nivel histoldgico,
posee casi la totalidad de las caracteristicas de una neoplasia maligna, donde todo el grosor
del epitelio estd reemplazado por células neoplésicas con bajo grado de maduracion o
inmaduras, sin embargo, alin no muestra signos de invasion al estroma, convirtiéndola en un
precursor del Carcinoma Cervicouterino Invasor (60).

A nivel citologico se observa un gran numero de células anormales que

usualmente son pequefias, redondas u ovales, de citoplasma basofilo, delicado y que se
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encuentran esparcidas en el frotis o formando agregados sincitiales con limites poco
definidos. En dichos agregados los nucleos se superponen y los limites celulares se pierden,
sin embargo, en las células individuales se pueden observar nucleos redondos u ovales de
pequefio tamafio, que poseen un patrén de cromatina que puede ser granular, fino e irregular,
0 grumoso e hipercromatico, rodeado de una membrana nuclear irregular o discontinua con
aspecto cerebriforme. Cabe destacar que, al ser el citoplasma inmaduro y delicado, tiende a
perderse o degenerarse, dando como resultado la presencia de ndcleos desnudos solitarios o
en agregados (58, 60).

Es de notar que el CIS guarda muchas similitudes a nivel citopatologico con la
NIC IlI, haciendo dificil el poder diferenciarlos, es por tanto que, de acuerdo con la
clasificacion del Sistema Bethesda, el CIS se engloba dentro de las LIEAG/HSIL para su
diagnostico (27, 60).

2.1.2.55. Carcinoma Cervicouterino Invasor

Corresponde a una lesion donde las células malignas de origen epitelial
provenientes de una Lesion Intraepitelial de Alto Grado invaden el estroma.
A nivel clinico el sintoma mas habitual es la descarga vaginal y/o sangrado, usualmente
posterior al coito, al que puede sumarse otros sintomas generales como pérdida de peso y
dolor en pelvis 0 abdomen. Al examen visual puede existir una masa exofitica visible o puede
presentarse de forma endofitica, o incluso al interior del canal endocervical permaneciendo
invisible y haciendo necesaria la evaluacion de la zona sospechosa mediante colposcopia
(56).

A nivel histoldgico, la masa de células neoplasica sobrepasa por mas de 3 [mm]
la membrana basal y se extiende de forma lateral mas de 7 [mm]. Posee dos variantes mas
importantes. En primer lugar, el carcinoma cervicouterino invasor no queratinizante es el
mas comun y se caracteriza por la queratinizacion individual de células que se organizan en

nidos de bordes indistinguibles. En segundo lugar, se encuentra el carcinoma cervicouterino
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invasor queratinizante, caracterizado por presentar perlas corneas o nidos de células
neoplésicas con bordes distinguibles y pleomdrficas (37).

A nivel citoldgico, los carcinomas cervicouterinos invasores, independiente de
su grado de maduracién, presentan caracteristicas comunes, tales como la presencia en los
extendidos celulares de un fondo “sucio” compuesto por fragmentos celulares, sangre y
componentes de la membrana celular, elementos que en su conjunto son conocidos como
diatesis tumoral (27).

En el caso de los carcinomas cervicouterinos no queratinizantes, las células
pueden presentarse en agregados sincitiales o solitarias. Son en general mas pequefias que
las observadas en las LIEAG/HSIL, cianotfilas, con bordes celulares menos definidos,
nacleos con cromatina hipercromatica, grumosa, distribuida de forma irregular, donde se
puede observar la presencia de nucleolos prominentes (58, 60).

Respecto a los carcinomas queratinizantes, las células se presentan con mayor
frecuencia de forma solitaria, aunque también pueden formar agregados sincitiales. Los
tamafios y formas celulares son variados, con presencia de células fusadas (células en fibra)
y células elongadas (células renacuajo) cuyos citoplasmas son densos y orangeofilicos. En el
citoplasma también se pueden observar elementos como anillos concéntricos o perlas corneas
y cumulos eosinofilos de queratina. Los nucleos celulares suelen ser pleomérficos, muchas
veces densos e hipercroméaticos, con membranas irregulares y patron de cromatina
indistinguible, grumosa e irregular. Los nucléolos son comunes en células que forman

agregados sincitiales (27, 58, 60).

2.1.2.6. Examen de Papanicolaou

El examen de Papanicolaou, conocido tambien como citologia exfoliativa
cervicouterina, corresponde al estudio de células cervicales normales o alteradas, exfoliadas
de forma natural o0 mecanica, cuyo objetivo principal es detectar las lesiones precursoras del

cancer cervicouterino. Fue desarrollado por el médico griego George Papanicolaou a partir
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de sus estudios sobre citologia cervicovaginal y descrito por primera vez en el afio 1928. El
examen ha sido aplicado en la clinica desde 1941 y es el método primario de tamizaje de las
lesiones intraepiteliales cervicales, dado que los cambios morfoldgicos tempranos en el tejido
cervical pueden ser identificados mediante el estudio de los frotis celulares (61-63).

En la actualidad, existen dos métodos de citologia que pueden aplicarse al
tamizaje de las lesiones cervicales. El primero de ellos es la citologia convencional, que
consiste en la obtencion de células del epitelio endocervical y exocervical, a traves del ligero
raspado del epitelio, mediante el uso de espatulas de madera y/o cytobrush. El objetivo
principal es obtener células de ambos epitelios, asi como también de la zona de
transformacion, las cuales son extendidas sobre un portaobjetos y fijadas para detener el
proceso de autdlisis (56). Posteriormente, los frotis son lavados y tefiidos utilizando el
método de Papanicolaou para su observacién y analisis al microscopio éptico, donde se
estudiaran las caracteristicas de cada uno de los componentes celulares presentes en la
muestra (26, 62).

El segundo método citoldgico consiste en la Citologia de Base Liquida (LBC),
donde las células recolectadas desde la superficie cervical son depositadas en un liquido
preservante para su posterior centrifugacion y resuspension en un fijador. La suspension
celular obtenida es goteada sobre un portaobjetos, secada al aire y tefiida con el método de
Papanicolaou para su observacion. Este tipo de citologia presenta diversas ventajas, tales
como la preparacion de méas de un frotis a partir de una misma suspension celular, la
aplicacion de analisis moleculares y la disminucién de artefactos como la disecacién o los
cumulos celulares (56).

Aunque se ha intentado utilizar diferentes tinciones en citologia exfoliativa
cervical, la tincién de Papanicolaou sigue siendo la mas utilizada, tanto para citologia
convencional como para citologia de base liquida, dado que permite la identificacion de los
diferentes tipos celulares que componen el epitelio endo y exocervical, en base a su grado de
maduracion y la afinidad por determinados colorantes. EI método de coloracion consiste en
la aplicacion de Hematoxilina de Harris para la identificacion de cromatina, Orange G para
la identificacion de queratina y una solucién policroma llamada EA-50, compuesta por los
colorantes Eosina, Verde Luz y Pardo Bismarck para la identificacion de proteinas

citoplasmaticas y mucina (26, 64).
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Durante décadas la citologia exfoliativa de cérvix ha ayudado a disminuir la
incidencia de cancer cervicouterino y su consecuente mortalidad, constituyendo asi el método
mas exitoso de screening, sobre todo en aquellos paises en vias de desarrollo (60).

Respecto a lo anterior, desde el afio 1994, Chile cuenta con un programa nacional
organizado de deteccidn precoz de cancer cervicouterino, el cual estd focalizado en la
pesquisa de lesiones precursoras de esta neoplasia mediante citologia exfoliativa cada 3 afios,
en pacientes de entre 25-64 afios y, desde el afio 2005, este programa paso a formar parte de
las Garantias Especificas en Salud, con el objetivo de ampliar su cobertura (65).

Desde la implementacion del programa en la década de 1990 hasta 2015, la tasa
de mortalidad por este cancer cervicouterino en Chile disminuy6 desde 14.3 muertes a 6.8
muertes por cada 100.000 habitantes. Sin embargo, el programa no ha logrado alcanzar el
objetivo inicial de cobertura de un 80% de la poblacion, ni tampoco una alta sensibilidad en
la deteccion de pacientes de riesgo mediante el examen de Papanicolaou, cuya sensibilidad
se ha estimado en menos de un 30%. Sumado a lo anterior, el sistema publico de salud en
Chile atn no cuenta con la posibilidad de realizar la deteccién y genotipificacion de VPH de
alto riesgo, una herramienta que posee una alta sensibilidad en la identificacion de pacientes
que poseen un elevado riesgo de desarrollar LIEAG/HSIL y cancer cervicouterino, por lo
que es relevante la busqueda de nuevas herramientas, asequibles al actual Sistema de Salud
Publico, que permitan no soélo la pesquisa de las lesiones precursoras de cancer
cervicouterino, sino también la identificacion eficaz de aquellas pacientes que tienen una
mayor probabilidad de desarrollar una lesion precursora o cancer cervicouterino (66-67).

Una potencial opcion es el uso de biomarcadores de inestabilidad genémica,
donde destacan los Microntcleos (16). Estos son cuerpos intracitoplasmaticos que pueden
ser visualizados mediante microscopia optica en células exfoliadas del epitelio cervical (13)
y son reconocidos por ser una herramienta que podria complementar y optimizar el

diagnostico citolégico obtenido a través del examen de Papanicolaou (17-18).
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2.2.MICRONUCLEOS

2.2.1. Generalidades de los Micronucleos

Los Micronucleos (MN) o pequefios ndcleos, tambien llamados cuerpos de
Howell- Jolly, corresponden a estructuras intracitoplasmaticas que almacenan cromatina de
forma extranuclear al interior de las células (68).

A nivel morfoldgico los MN se encuentran separados del nacleo principal (NP)
en el citoplasma celular, poseen una forma ovalada o redonda y un tamafio que puede ir desde
1/6 a 1/3 del didmetro del NP. Suelen presentar una coloracién similar a la del NP y no son
refractiles (véase Figura 1) (69-71).

Los MN se originan en diversas etapas del ciclo celular, ya sea en la etapa previa
a la mitosis, durante la mitosis, posterior a la mitosis o en la interfase, sin embargo, la mayoria
se forma al final de la mitosis (11, 72) a partir de fragmentos de cromosomas /cromatidas,
cromosomas completos que se rezagan durante el anafase o a partir de regiones amplificadas
del genoma que son excluidas del nucleo en un proceso denominado florecimiento nuclear
(NBUD) (12). Los procesos antes mencionados pueden ser causados por agentes exdgenos o
enddgenos de tipo bioldgico, quimico y fisico, donde cada uno puede tener un efecto

clastogénico o aneugénico sobre el ADN (9,73).

2.2.1.1. Agentes clastogénicos

Corresponden a agentes que inducen anormalidades estructurales en los
cromosomas a través de roturas de doble cadena (DSB) en el ADN, las cuales llevan a la re-

organizacion de los cromosomas, con su posterior fragmentacion durante la division del
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material genético (10). Dichos fragmentos quedan libres en el citoplasma de una u otra célula
hija, para posteriormente formar su propia envoltura nuclear (EN), la cual, con el paso del
tiempo, tiende a colapsar por falta de componentes estructurales (74).

2.2.1.2. Agentes aneugénicos

Corresponden a agentes que afectan el proceso de division celular mediante el
fallo en la polimerizacion/despolimerizacion de los microtdbulos del huso mitético y la
inhibicion de enzimas cinasas y proteinas motoras (38). Bajo el efecto de estos agentes, el o
los cromosomas afectados no pueden anclarse a los microtibulos del huso mitotico,
guedando rezagados en el proceso de division del material genético, por lo que, posterior a
la citocinesis, quedardan en una u otra célula hija generando cambios en el nimero de
cromosomas (aneuploidia), para en Gltima instancia formar su EN y conformar un MN (74-
75).

Figural. Fotografia de un MN. Tincién de Papanicolaou. 40x. Se observa MN en
citoplasma de célula intermedia exfoliada del epitelio cervical. Corresponde a una
estructura caracterizada por ser pequefia, independiente del NP, con afinidad tintorial
similar a éste y ubicado en el mismo plano focal. Adaptada de Bueno et al. (71)
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2.2.2. Actividad al interior de los Micronucleos

Se ha encontrado que, al interior de los MN, se pueden desarrollar varias de las
actividades metabolicas de un nucleo normal, tales como el proceso de replicacion,

transcripcion y reparacion del material genético (76).

2.2.2.1. Replicacion

Ha sido descrito que, sélo aquellos MN con una lamina nuclear intacta,
experimentan el proceso de division celular y que, incluso dicho proceso es asincronico
respecto del NP debido a estrés replicativo, evento donde diversos factores o condiciones
interfieren con la replicacion del material genético, enlenteciendo y dafiando el proceso, lo
que lleva a la formacion de mutaciones que terminan en rearreglos y malsegregacion de

cromosomas (8, 14, 77).

2.2.2.2. Transcripcion

El proceso de transcripcion de material genético ha sido observado s6lo en
aquellos MN que contienen cromosomas completos y, en ciertos casos, en aquellos que
contienen Double Minutes (DM), los que corresponden a fragmentos circulares de material
genético amplificado que contiene informacion necesaria para la sintesis de proteinas
asociadas a procesos de carcinogénesis (77), mientras que aquellos MN que contienen
fragmentos de cromosomas sin centrémero no se transcriben. Ademas, se ha encontrado que

al igual que en el proceso de replicacion, debe existir tanto una lamina nuclear funcional, asi
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como también complejos del poro nuclear (NPC), para que el proceso de transcripcion se

lleve a cabo (76).

2.2.2.3. Reparacion de dafio del ADN

Se ha demostrado que los procesos de reparacion de material genético al interior
de los MN estan severamente disminuidos producto de alteraciones en la estructura de la
envoltura nuclear (EN), la cual, a diferencia de la envoltura nuclear del NP, posee una
cantidad inferior de proteinas estructurales tales como lamininas y NPC, lo que impide el
correcto transporte de moléculas de reparacion hacia el interior del MN. Adicionalmente, el
ADN al interior de los MN se encuentra altamente compactado, impidiendo la accion de

moléculas de reparacion (79, 80).

2.2.3. Destino de los Microntcleos al interior de las células

Los MN suelen permanecer al interior de las células por una serie de ciclos
celulares completos, sin embargo, cada uno puede tener un destino diferente, entre los que se

encuentran la reincorporacion al NP, degradacion, extrusion y persistencia (76).
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2.2.3.1. Reincorporacién

El proceso de reincorporacion al NP del material genético contenido en un
micronucleo se inicia durante la interfase, pero se observa mayormente durante la mitosis.
Este evento aportaria una mayor inestabilidad gendémica dentro de las células, dado que los
fragmentos de cromosomas o cromosomas enteros al interior de los MN estan expuestos a
roturas y rearreglos y, al reincorporarse al NP, integran las alteraciones adquiridas
(mutaciones) al genoma de la célula. Es asi como, en su proxima division, las células
afectadas volveran a presentar defectos durante la segregacion de cromosomas, resultando
en dos células hijas que pueden estar micronucleadas o presentar otro tipo de alteracion (76,
81-82).

2.2.3.2. Degradacion

Se ha reportado que la degradacién de los MN al interior de las células es un
evento gque ocurre en una minoria de los casos, el cual suele desarrollarse cuando la envoltura
de un MN colapsa por falta de elementos estructurales y el material genético en su interior
entra en contacto con el citosol. Una vez alli, receptores de reconocimiento de ADN foraneo
0 propio, desencadenan una serie de eventos que culminan con la degradacion de dicho
material genético, mediante autofagia o enzimas nucleasas, resultando ser un mecanismo

protector frente a la inestabilidad genémica (76, 83-84).
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2.2.3.3. Extrusion

Corresponde a un proceso donde la célula traslada algun elemento al medio
extracelular. Se ha observado que este proceso ocurre con aquellos MN que contienen Double
Minutes (DM), los cuales son secuencias de ADN circular que contienen genes amplificados
y que se observan en condiciones neoplasicas. Los mecanismos mediante el cual ocurre este

proceso aun se desconocen (85).

2.2.3.4. Persistencia

La persistencia de los MN es lo que ocurre con mayor frecuencia al interior de
las células micronucleadas (cMN). Se ha encontrado que los MN tienen la capacidad de
permanecer al interior de las células por lo menos hasta la siguiente mitosis, e incluso durante
mas de una mitosis. Lo anterior, es indicador de que los fragmentos 0 cromosomas enteros
micronucleados han fracasado en su reincorporacion al NP, cominmente debido a fallos en
uno o mas elementos que participan en su anclaje al huso mitético, teniendo como resultado
la persistencia no sélo de uno o varios MN, sino también de un NP aneuploide, una
caracteristica comun entre las células malignas (72, 86).

2.2.4. Ensayos para el analisis de micronucleos

Desde hace décadas, tres ensayos principales para el estudio de los MN han sido

desarrollados y aplicados en la investigacién de inestabilidad genémica y patologias (87).
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El primero de ellos corresponde al ensayo de Micronucleos con Blogqueo de
Citocinesis mediante Citocalisina B. Este se realiza sobre células en cultivo que, posterior a
sobrellevar el proceso de mitosis, son tratadas con un agente inhibidor del anillo contréctil
de actina que permite la division de ambas células, en este caso Citocalisina B. Con lo
anterior, se originan células binucleadas en las que se pueden realizar con mayor facilidad
estudios de dafio citogenético, biomonitoreo y evaluacion de genotoxicidad in vivo e in vitro,
entre otros (88).

En segundo lugar, se encuentra el ensayo de Micronucleos en Eritrocitos de
Mamiferos. Tal como su nombre indica, se lleva a cabo en eritrocitos inmaduros de sangre
periférica de mamiferos, dentro de los cuales se encuentran los roedores y el humano, en los
que se observa una retencion de MN originados en células precursoras de eritrocitos en la
médula 6sea. Dicha retencion se prolonga incluso después de perder el NP. Cabe destacar
que, en condiciones normales, el bazo se encarga de eliminar los eritrocitos micronucleados,
por tanto, este ensayo solo se puede llevar a cabo en individuos que carecen de bazo, en los
que se utilizara para la evaluacion de la genotoxicidad de diversas sustancias in vivo y para
el biomonitoreo de poblaciones (89).

En dltimo lugar, se encuentra el ensayo de Microndcleos en Células Exfoliadas
de la Mucosa Oral. Este consiste en la extraccion de células de la cavidad oral mediante
citologia exfoliativa para su posterior procesamiento, tincion y analisis, lo cual lo convierte
en una prueba poco invasiva que ha sido utilizada en el biomonitoreo de grandes poblaciones,
evaluacion de genotoxicidad y citotoxicidad, asi como para realizar evaluacién de riesgo de
desarrollo de neoplasias malignas. Ademas, esta prueba ha sido adaptada y llevada a cabo

sobre otros tejidos como urotelio, cavidad nasal y epitelio cervical (87-88).
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2.3.MICRONUCLEOS EN LESIONES PRECURSORAS DE CANCER
CERVICOUTERINO

2.3.1. Micronucleos como biomarcadores

Los biomarcadores corresponden a cualquier sustancia, estructura o proceso, que
puede ser considerado como una caracteristica medible a nivel molecular, histoldgico,
radiogréafico o fisioldgico y que puede ser evaluada en tejidos o fluidos de un individuo o una
poblacién. Suele proveer informacion sobre el estado fisioldgico o patoldgico, asi como
también puede ser utilizado en el diagndstico de una condicién, como herramienta de
monitoreo, indicadora de respuestas a intervenciones terapéuticas y como herramienta en la
prediccién y prondstico de una enfermedad (90-92).

Un biomarcador debe ser seguro, especifico para la variable que se quiere
estudiar, aplicable en todos los individuos de una poblacién y aceptado éticamente. Por lo
anterior, los MN han sido ampliamente usados como biomarcadores de procesos fisioldgicos
o frente a patologias, ya que se pueden utilizar previo a un diagnéstico (como herramienta de
screening y evaluacion de riesgo), durante procesos diagnosticos (determinan estadiio,
graduacién, y seleccién de terapias) y posterior al diagndstico (monitoreo), debido a que
pueden observarse en células de tejidos obtenidas en la mayoria de los casos de forma
minimamente invasiva a través de citologia exfoliativa, una técnica rapida, simple y de bajo
costo, con la cual se puede evaluar la incidencia y comportamiento de enfermedades

presentes en cualquier tejido que sobrelleve el proceso de division celular (91,93).
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2.3.2. Micronucleos y Cancer

Una de las principales caracteristicas de las células cancerigenas es la presencia
de inestabilidad gendmica, un estado donde las células adquieren con mayor frecuencia
alteraciones en su genoma (8). Estas alteraciones se deben a la acumulacion de dafio en el
ADN, a la desregulacion de la sefializacion celular y a sistemas ineficaces de reparacion
celular que han experimentado adaptacion frente al dafio, permitiendo que las células inicien
el proceso de mitosis con su material genético dafiado, contribuyendo a la inestabilidad
cromosomica y provocando la formacion de aberraciones, entre las cuales se encuentran los
MN (11).

Los MN pueden encontrarse en casi todos los tipos de células del organismo que
hayan sufrido dafio en el genoma, producto de la exposicion a un estimulo nocivo (14). Es
debido a ello que los MN se consideran como una caracteristica de las células cancerigenas,
ya que se ha observado que éstas Ultimas presentan diversos grados de inestabilidad
gendmica, la cual se traduce en la formacion espontanea de MN (94-95).

Por lo anterior, es que los MN pueden ser observados en procesos malignos tales
como cancer de colon, recto, rifibn, mama, vejiga, higado, retinoblastomas, leucemias, cérvix

y sus lesiones precursoras (15).

2.3.3. Micronucleos en Lesiones Intraepiteliales Escamosas y en ASC

Existe evidencia de una fuerte relacion entre la infeccion por VPH vy la presencia
de células cervicales micronucleadas, observando un aumento en la frecuencia de mujeres
con signos citopatologicos de infeccion por VPH. Dicha frecuencia aumenta en paralelo a la
severidad de los cambios fenotipicos de las células, en la transicion desde LIEBG/LSIL a
LIEAG/HSIL, incluyendo a los diagnosticos atipicos ASCUS y ASCH (16-18).

Los MN se pueden identificar en frotis cervicales realizados tanto con citologia

convencional, como con citologia de base liquida, tefiidos con la coloracion de Papanicolaou
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y mediante microscopia optica, utilizando idealmente el objetivo de inmersion. Para su
identificacion, se deben seguir los criterios establecidos por Tolbert et al. (13), los que indican
que un MN es una estructura redonda u oval, con borde sugestivo de una envoltura o
membrana, cuyo tamafio es menor o igual a 1/3 del didmetro del NP del cual se encuentra
separado, pero ubicado en el mismo plano focal. Ademas, tanto la coloracion como la textura
del MN deben ser similares a las del NP (13).

Es importante sefalar que, para realizar el conteo de MN, deben ser evaluadas un
minimo de 1000 células, idealmente por dos o tres observadores de forma separada e
independiente. Una vez realizado el conteo, el resultado se expresa en frecuencia de cMN
por cada 1000 células evaluadas o en porcentaje (13, 96).

Debido a lo antes mencionado, la deteccion de cMN se considera una técnica
sencilla de realizar, poco invasiva y de bajo costo, por lo que se sugiere su uso como una
herramienta auxiliar en el proceso diagnostico de lesiones precursoras del cancer
cervicouterino mediante el examen de Papanicolaou, donde el conteo puede realizarse sin
problemas, asi como también puede utilizarse como indicador de riesgo en programas de

tamizaje, monitoreo y prevencion del cancer en grandes poblaciones (12, 18, 97).
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3. PRESENTACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

3.1.PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cual es la informacion disponible en la literatura cientifica, sobre el eventual
aporte de los MN como biomarcador de progresion de dafio genético en frotis celulares
diagnosticados con lesiones precursoras de cancer cervicouterino mediante el examen de

Papanicolaou?

3.2.RELEVANCIA

En estudios sobre la variacion en la frecuencia de cMN observadas en frotis
cervicouterinos, se ha encontrado que existe una asociacion positiva entre el grado de lesion
precursora de cancer cervicouterino y el aumento en la frecuencia de cMN, sugiriéndose que
el conteo de cMN debiese ser incorporado al momento de realizar la evaluacién y diagnéstico
de la citologia ginecologica, pues representa la evidencia de inestabilidad cromosémica

asociada al VPH, teniendo utilidad como biomarcador.

En el caso de las Lesiones Intraepiteliales Cervicales se ha encontrado que la
frecuencia de cMN aumenta en paralelo a la severidad de las lesiones, es decir, aquellos frotis
diagnosticados como LIEBG/LSIL presentaran mayor nimero de cMN que los frotis
normales y, a su vez, aquellos frotis diagnosticados como LIEAG/HSIL presentaran una
frecuencia de cMN mayor a aquellos diagnosticados como LIEBG. Por lo antes dicho, es
que se sugiere su uso como una herramienta auxiliar en el proceso diagnéstico del examen
PAP.
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Por otro lado, los frotis cervicales diagnosticados como ASC o frotis con
presencia de células escamosas atipicas (Atypical Squamus Cells of Undetermined
Significance), contienen células cuyas caracteristicas morfoldgicas no corresponden a las de
las células normales, sin embargo, tampoco cuentan con los criterios morfoldgicos
suficientes para categorizar la lesion segun las clasificaciones existentes como LIEBG/LSIL
0 LIEAG/HSIL, o para descartar alguna de las anteriores, suponiendo asi una dificultad
diagndstica. En los epitelios cervicales normales, estas células atipicas corresponden al 1.5 —
5% del total y su importancia radica en que, por lo menos un 25-50% de éstas, pueden

evolucionar a células displasicas de variables grados.

Para aquellos casos diagnosticados como ASC, donde se sugiere repetir el
examen PAP a los seis meses (65), seria importante contar con un criterio adicional de
evaluacion, como es la frecuencia de cMN, ya que se desconoce si la causa de esta condicion
se encuentra asociada a procesos inflamatorios y/o infecciosos 0 a procesos neoplasicos,
donde estos ultimos estaran caracterizados por manifestaciones morfoldgicas de inestabilidad

genética, justificando la deteccion de MN como biomarcador.

Dado lo anterior, es importante contar con documentos que recopilen, expliquen
y argumenten la informacion cientifica existente, con el fin de sustentar el eventual uso de
biomarcadores de dafio genético en citologia cervicouterina, como lo es el conteo de células
micronucleadas, especialmente en aquellos casos que representan un desafio diagndstico,
todo esto, orientado a alcanzar un diagnéstico certero con su consiguiente y oportuno

tratamiento, mejorando asi la calidad de vida de las pacientes.
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4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la evidencia cientifica sobre el eventual aporte de los MN como

biomarcador de progresion de dafio genético en frotis celulares diagnosticados con lesiones

precursoras de cancer cervicouterino, mediante el examen de Papanicolaou.

4.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Describir las principales caracteristicas de los MN, biogénesis y su relacion con
los procesos de inestabilidad genética y carcinogénesis reportadas en la literatura

cientifica.

Describir las principales caracteristicas de los diagndsticos ASC y Lesiones
Intraepiteliales Cervicales de Bajo y Alto Grado en frotis celulares

cervicouterinos reportadas en la literatura cientifica.
Describir el nivel de asociacion reportado en la literatura cientifica, entre la
frecuencia relativa de MN en células cervicouterinas con el grado de lesiones

precursoras del cancer cervicouterino (ASC, LIE).

Comparar la frecuencia de cMN entre los principales diagndsticos citologicos

considerados en la literatura cientifica (Normal, ASC y LIE).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.TIPO DE ESTUDIO

El disefio de este estudio corresponde a una Revision Narrativa, la cual es un tipo

de investigacion secundaria.

Las revisiones corresponden a una metodologia de estudio cuyo objetivo no es
aportar informacion nueva, sino mas bien evaluar aquello que ya ha sido publicado y
presentado. En este caso, la revision narrativa constituye una forma tradicional de resumir,
presentar y analizar la informacion disponible en diferentes bases de datos sobre un tema, del
cual puede existir escasa informacion. Se caracteriza porque el tema que presenta es concreto
y esta dirigido a un publico determinado, asi como por ser critica y tener una estructura

ordenada y ldgica.

De acuerdo con el origen de la informacién a utilizar, corresponde al tipo de
investigacion secundaria, donde se resefia e interpreta la informacion publicada en fuentes
primarias (aquellas publicaciones donde la informacion ha sido recogida por el investigador

a través de resultados de experimentos, investigaciones u observaciones).

5.2.PROTOCOLO O ESTRATEGIA DE REVISION

5.2.1. Criterios de inclusion

En esta revision fueron incluidos aquellos articulos que, relacionados al tema abordado:
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a) Fueron publicados entre los afios 2010 y 2020.
b) Fueron publicados en los idiomas espafiol e inglés.

c) Estudiaron la frecuencia de células micronucleadas presentes en células del epitelio
cervical, extraidas mediante citologia exfoliativa de cérvix, convencional o de base

liquida.

d) Estudiaron la frecuencia de células micronucleadas en frotis PAP diagnosticados

con lesiones precursoras del cancer cervicouterino.

5.2.2. Variables de los resultados

5.2.2.1. Lesiones intraepiteliales escamosas del cérvix

Las LIE corresponden a una variable cualitativa ordinal y son las lesiones
precursoras del carcinoma cervicouterino invasor. Casi todos los carcinomas invasores son
precedidos por una etapa donde las células anormales estan confinadas al epitelio, sin
traspasar la membrana basal, de ahi la denominacion Intraepitelial. Estas se dividen en dos

grados:

a) LIEBG/LSIL: Corresponde a un diagnostico que abarca aquellos frotis con

cambios citopatologicos atribuibles a:

- NIC I (Displasia leve): Caracterizada por la presencia de células intermedias y
superficiales que presentan ndcleos hipercromaticos o normocromaticos,

aumentados de tamafio mas de 3 veces respecto al tamafio de las células
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normales, con cromatina distribuida de forma irregular. Puede existir

binucleacion o multinucleacién.

-Infeccion por VPH: Caracterizada por la presencia de coilocitos, un signo
patognomonico de infeccion por VPH, los cuales son células que presentan una
cavitacion o halo perinuclear, ademas de algunas de las caracteristicas atipicas

de la NIC | antes mencionadas.

b) LIEAG/HSIL: Corresponde a aquellos frotis que presentan cambios
citopatoldgicos atribuibles a un proceso de NIC Il (Displasia Moderada) y NIC 111 (Displasia

Severa):

- NIC Il (Displasia moderada): Esta caracterizada por la presencia de células de
tipo parabasal y/o metaplasicas, solitarias o en grupo, con forma oval, redonda,
fusada, elongada o con formas bizarras. El nucleo de las células es redondo, oval
0 alargado y se encuentra aumentado de tamafio, con cromatina irregularmente
distribuida e hipercromatica, sin nucléolo aparente, rodeado de una membrana
irregular y con escotaduras. Ademas, es posible observar la presencia de células

cuyo citoplasma suele ser denso y queratinizado.

- NIC Il (Displasia severa): Esta caracterizada por la presencia de células de tipo
basal, solitarias 0 en agregados sincitiales de bordes indistinguibles, ovales y
monomorfas. Las células presentan nicleos rodeados por escasa cantidad de
citoplasma, aumentados de tamafio, con cromatina irregularmente distribuida,
granular, gruesa e hipercromatica, cuya membrana nuclear presenta escotaduras

pronunciadas.

c) Presencia de celulas escamosas atipicas: Corresponde a una variable

cualitativa ordinal y es un diagnostico que, si bien no es una LIE, si agrupa a aquellos frotis
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cuyas células presentan cambios citoldgicos sugestivos de una LIE, sin embargo, esos

cambios son insuficientes para realizar dicho diagnoéstico. Se dividen en dos categorias:

- ASCUS: Corresponde al diagndstico citopatologico bajo el cual se agrupan
aquellos frotis que presentan cambios sugestivos de una LIEBG/LSIL, asi
como también aquellos que presentan cambios atribuibles a procesos como
inflamacion, atrofia y reparacion pero con caracteristicas atipicas, como
aumento del tamafio nuclear de 2.5 a 3 veces respecto al nicleo de una célula
intermedia, distribucién irregular de la cromatina e hipercromasia, presencia
de halos o vacuolas perinucleares similares a los de un coilocito y presencia
de células cuyo citoplasma es denso y orangeofilico, asociado a los cambios

nucleares antes mencionados.

- ASCH: Corresponde al diagndstico citopatoldgico bajo el cual se agrupan
aquellos frotis que presentan cambios sugestivos de una LIEAG/HSIL, como
la presencia de células en grupo o solitarias, cuyo tamafio se asemeja al de las
células metapléasicas, pero con nlcleos aumentados de tamafio en 1.5 a 2.5

veces y con cromatina irregular e hipercromatica.

Cabe destacar que, tanto los casos LIE como los ASC, son diagnosticados
mediante citologia exfoliativa ginecologica (examen de Papanicolaou), a través de la
evaluacion mediante microscopia Optica de los frotis celulares tefiidos con tincion de
Papanicolaou, utilizando diversos criterios como tamafio y aspecto de las células, tamafio y
aspecto del nucleo, aspecto de la envoltura nuclear, aspecto y disposicion del contenido
nuclear y disposicion celular en la cual descaman.

Siguiendo los anteriores criterios en Chile, un Tecnologo Médico con mencion
en Morfofisiopatologia y Citodiagndstico se encarga de asignar a cada frotis un codigo
diagnostico entregado por el Ministerio de Salud, el cual es homologable a la nomenclatura

otorgada por el Sistema Bethesda:
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-LIEBG/LSIL:
-Diagnostico A: Probable Lesion Intraepitelial de Bajo Grado (NIC I)

-Diagndstico Al: Cambios celulares asociados a infeccion por VPH

-LIEAG/HSIL:
-Diagnostico B: Probable Lesion Intraepitelial de Alto Grado (NIC 11)

- Diagnostico C: Probable Lesion Intraepitelial de Alto Grado (NIC I11)

-ASC:
- Diagnostico H1: Células escamosas atipicas de significado indeterminado

-Diagnostico H2: Células escamosas atipicas. No se puede descartar una

lesion intraepitelial de alto grado.

5.2.2.2. Frecuencia relativa de células micronucleadas

La frecuencia relativa de células micronucleadas corresponde a una variable
cuantitativa continua, y se refiere a la cantidad de células que poseen en su citoplasma uno o
varios MN por cada 1000 células evaluadas mediante microscopia.

Los MN son cuerpos intracitoplasmaticos, redondos u ovales, cuyo tamafio
puede alcanzar 1/16 a 1/3 del didmetro del NP, del cual se encuentran separados, pero en el
mismo plano focal. Ademas, poseen una intensidad de coloracion y textura similar a las del
NP.

El conteo de células micronucleadas se realiza mediante microscopia optica,

idealmente con objetivo de inmersion (100 x) y por dos o tres observadores de forma separada
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e independiente. El resultado final del conteo de cMN debe ser discutido y decidido

consensuadamente e informado como frecuencia de cMN = n° de cMN / 1000 células.

5.3.ESTRATEGIA DE BUSQUEDA

5.3.1.

Bases de datos

La busqueda de los articulos se realizo6 en las bases de datos de Medline (a través

del buscador PubMed), Scielo, ScienceDirect, Scopus, Springer Link y Web of Science.

5.3.2. Palabras clave

Los términos empleados para realizar la busqueda correspondieron a:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)
K)
1)

Micronucleus / Micronuclei / Biogenesis (Title/ Abstract)

Micronucleus/ Micronuclei/ Assay/ Cervical/ Lesions (Title/ Abstract)
Micronucleus/Micronuclei/ Genomic Instability/ Cervical/ Lesions (Title/ Abstract)
Micronucleus/ Micronuclei /Biomarker/Cervical/ Lesions (Title/Abstract)
Micronucleus/ Micronuclei/ HPV/Cervical/Lesions (Title/Abstract)
Micronucleus/Micronuclei/ Cervical/ Pap/ Smear (Title/abstract)
Micronucleus/ Micronuclei/ Cervical/Papanicolaou (Title/abstract)
Micronucleus/ Micronuclei/ Cervical/ Atypical (Title/abstract)
Micronucleus/ Micronuclei/ Cervical/ ASC (Title/abstract)
Micronucleus/ Micronuclei/ Cervical/ ASC-US (Title/abstract)
Micronucleus/Micronuclei/ Cervical/ ASC-H (Title/abstract)

Micronucleus/ Micronuclei/ Cervical/ Intraepithelial Lesion (Title/abstract)
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m) Micronucleus/ Micronuclei/ Cervix/ SIL (Title/abstract)
n) Micronucleus/ Micronuclei/ Cervix / LSIL (Title/abstract)
0) Micronucleus/ Micronuclei/Cervix/ HSIL (Title/abstract)

p) Micronucleus / Micronuclei/ Cervical cancer (Title/abstract)

5.3.3. Periodo de busqueda

La busqueda de los articulos se focalizé en aquellos que fueron publicados entre los afios
2010y 2020.

5.3.4. Restricciones idiomaticas

La basqueda de los articulos estuvo restringida a los idiomas espafiol e inglés.

5.4. EXTRACCION DE DATOS

5.4.1. Seleccién de los estudios
La seleccion de los estudios se realiz6 a partir de una revision de la bibliografia

cientifica, donde los estudios relevantes y sus principales datos (titulo, resumen y fecha de

publicacién) fueron registrados en tablas Excel para su posterior seleccion, de acuerdo con:
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-Titulo/ Resumen: Los resultados de la basqueda en las diferentes bases datos, incluyeron
en los apartados de titulo y/o resumen (Title/Abstract) los términos mencionados en la
seccion 5.3.2.

-Repeticion: Aquellos estudios repetidos en las busquedas sucesivas, utilizando los términos

mencionados en la seccion 5.3.2. y en las diferentes bases de datos, fueron excluidos.

-Criterios de inclusion: Posterior a la revision preliminar en titulo y/o resumen y a la
exclusion de aquellos que resultaron repetidos, se seleccionaron los estudios que cumplieron

con los criterios de inclusion indicados en la seccién 5.2.1.

5.4.2. Extraccion de datos

Para la extraccion de los datos mencionados en la siguiente lista, se realizo la
lectura de los estudios previamente seleccionados con el objetivo de identificar la
informacion de interés, la cual se registro en tablas Excel:

-Titulo

-Fecha y lugar de publicacion

-Tipo de estudio

-Objetivo general

-Tamafio de muestra

-Rango etario

-Grupos diagnosticos

-Criterios de identificacion de micronucleos
-Cantidad de células contadas

-NUmero de observadores

- Resultados

-Asociacion de los resultados con factores de riesgo de cancer cervicouterino

-Conclusiones

=40 -



5.5.PLAN DE ANALISIS

5.5.1. Analisis descriptivo

Se realizd un analisis descriptivo de los estudios seleccionados, en base a los
datos de interés nombrados en la seccion 5.4.2. También, se describio el contenido de los
estudios de acuerdo con las siguientes categorias:

a) Caracteristicas de los Micronucleos.

b) Antecedentes de las pacientes que pueden ser asociados a las lesiones

precursoras de cancer cervicouterino.

c) Frecuencia de células micronucleadas y factores de riesgo de cancer

cervicouterino.

d) Frecuencia de células micronucleadas en frotis normales.

e) Frecuencia de células micronucleadas en el diagnostico Células Escamosas

Atipicas (ASC).

f) Frecuencia de células micronucleadas en el diagnostico Lesion Intraepitelial

de Bajo Grado (LIEBG/LSIL).

g) Frecuencia de células micronucleadas en el diagnostico Lesion Intraepitelial

de Alto Grado (LIEAG/HSIL).

5.5.2. Analisis estadistico

Utilizando el programa Microsoft Excel® 2016 y a partir de los promedios de
frecuencia y desviacion estandar de cMN reportados por los diferentes estudios en los
diagnosticos citologicos Normal, ASC, LIEBG/LSIL, LIEAG/HSIL (véase Tabla 5), se
obtuvieron los valores de las medias y error estandar para cada uno de ellos (véase Tabla 6).
Dichos datos fueron utilizados para elaborar un grafico de barras, con el objetivo de presentar
visualmente el nivel de asociacion existente entre los promedios de frecuencias de cMN y los

diferentes diagndsticos citoldgicos estipulados (véase Figura 2).
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6. RESULTADOS

6.1.DESCRIPCION DE LAS PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LOS
ESTUDIOS INCLUIDOS EN LA REVISION

Como resultado inicial de la basqueda de estudios en las bases de datos antes
mencionadas, se encontraron un total de 517 articulos asociados a las palabras clave, de los
cuales 62 fueron escogidos por cumplir con los requisitos al realizar la evaluacion preliminar
basada en titulo y resumen (véase Anexo A). Posterior a la eliminacién de los duplicados y
a la aplicacién de los criterios de inclusion, se seleccionaron 12 articulos (71, 98-108), cuyas

principales caracteristicas se pueden observar en la Tabla 1:

Tabla 1. Caracteristicas principales de los estudios incluidos en la revision
Autor Titulo Afio Pais Tipo de Muestra Grupos
Estudio Diagnostico
Ambroise et | Valor predictivo 2013 | India Retrospectivo 132 Normal-
al. (98) del conteo de Transversal Frotis Atréficos-
Microndcleos en PAP Inflamatorios
las neoplasias -Infecciosos-
intraepiteliales ASCUS-
cervicalesy LSIL-HSIL-
carcinoma Cl
Bhat et al. Apoptosis y 2016 | India Retrospectivo 230 Normal-
(99) Micronucleos en Transversal Frotis Inflamatorios
frotis cervicales PAP - ASCUS-
PAP: Un ensayo LSIL-HSIL-
prometedor para Cl
aumentar el
valor diagnostico
de la prueba
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Buenoetal. = Asociacion entre 2014  Brasil Retrospectivo 397 Normal-
(71) el grado de Transversal Frotis ASCUS-
lesién cervical y PAP NIC I- NIC
la frecuencia de I1- NIC I1I-
Microndcleos en Cl
la prueba de
Papanicolaou
Gayathrietal. = Significadode 2012 India Retrospectivo 221 Normal-
(100) los Microndcleos Transversal Frotis Inflamatorios
en las Lesiones PAP - ASCUS-
Intraepiteliales ASCH-
Cervicales y LSIL-HSIL-
Carcinoma Cl
Kumbhar et Estudio de 2020 = India Retrospectivo 406 Normal-
al. (101) Micronucleos en Transversal Frotis Inflamatorios
frotis PAP - ASCUS-
Papanicolaou ASCH-
cervicales LSIL-HSIL-
Cl
Mahanta et al. = ;Se correlaciona = 2020 India Retrospectivo 106 Normal-
(102) significativamen Transversal Frotis Inflamatorios
te el conteo de PAP - ASCUS-
Microndcleos LSIL-HSIL-
con la displasia Cl
en frotis PAP
cervicales?
Navya et al. La prueba de 2016 | India Retrospectivo 106 Normal-
(103) Micronucleos Transversal Frotis Inflamatorios
como un PAP - ASCUS-
marcador ASCH-
pronostico en LSIL-HSIL-
lesiones Cl
cervicales en
frotis PAP
Rathod et al. Significadode 2016  India Retrospectivo 132 Normal-
(104) los micronucleos Transversal Frotis Inflamatorios
en el espectro PAP - ASCUS-
completo de ASCH-
lesiones LSIL-HSIL-
cervicales Cl
uterinas
Samantaetal. Micronucleosen 2011  India Retrospectivo 224 Normal-
(105) lesiones Transversal Frotis Inflamatorios
intraepiteliales PAP - ASCUS-
cervicales y LSIL-HSIL-
carcinoma Cl
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Samantaetal. ~Microndcleosen 2010  India Retrospectivo 53 ASCUS con
(106) células Transversal Frotis resultado
escamosas PAP histopatologi
atipicas de code
significado reactividad.
incierto. ASCUS con
resultado
histoldgico
de SIL
Shi et al. Asociacion entre 2015  China = Retrospectivo 250 Normal-
(107) la frecuencia de Transversal Frotis Atroficos-
Microndcleos y PAP LSIL-HSIL-
neoplasia Cl
cervical
intraepitelial en
la prueba
citoldgica
Thinprep y su
significado
Srivastava Evaluacion del 2020  India Longitudinal 100 LSIL con
(108) conteo de Frotis alta
Micronucleos PAP frecuencia de
como marcador MN
tumoral en la LSIL con
carcinogénesis baja
cervical: un frecuencia de
estudio de MN
seguimiento

ASCUS: Células Escamosas de Significado Indeterminado; ASCH: Células Escamosas Atipicas- No se puede
descartar lesion de Alto grado; NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical; SIL: Lesién Intraepitelial Escamosa.
LSIL: Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado; HSIL: Lesién Intraepitelial Escamosa de Alto Grado;
Cl: Carcinoma Invasor

Sobre algunas caracteristicas de los estudios incluidos en la revision, 11 de ellos
corresponden a estudios transversales (71, 98-107) y sélo 1 corresponde a un estudio
longitudinal (108). Respecto al tamafio de la muestra, 1 estudio utiliz6 un tamafio menor a
100 frotis cervicales (8.33% del total de los estudios) (106), 5 estudios utilizaron una muestra
de entre 100-199 frotis cervicales (41.67%) (98, 102-104, 108), 4 estudios utilizaron una
muestra de entre 200- 299 frotis cervicales (33.33%) (99- 100, 105,107), 1 estudio utilizé un
tamario de entre 300-399 frotis (8.33%) (71) y 1 estudio utiliz6 un tamafio mayor a 400 frotis
cervicales (8.33%) (101).

-44 -



Por otro lado, sobre la distribucion geografica de los articulos y afio de
publicacién (véase Tabla 2), de un total de 12 estudios incluidos en la revision, 10 fueron
realizados en India (83.33%) (98-106, 107), 1 en Brasil (8.33%) (71) y 1 en China (8.33%)
(107); 6 de los articulos (50%) fueron publicados entre los afios 2010 y 2015 (71, 98, 100,
105-107), mientras que los 6 restantes (50%) se publicaron entre los afios 2016 y 2020 (99,
101-104, 108).

Tabla 2. Distribucion geogréfica de los estudios incluidos en la revision, segin
afio de publicacion.
Pais\ Periodo 2010 - 2015 2016 — 2020 Total
India 4 (33.33 %) 6 (50 %) 10 (83.33 %)
Brasil 1(8.33 %) 0 1(8.33 %)
China 1(8.33 %) 0 1(8.33 %)
Total 6 (50 %) 6 (50 %) 12 (100 %)

Respecto a los grupos diagndsticos incluidos en los estudios (véase Tabla 3), cabe
resaltar que, de los 12 estudios seleccionados, sélo 1 abordé la frecuencia de cMN en un
espectro mas amplio de diagnosticos citoldgicos cervicales (98); 10 de los estudios (83.33%)
incluyeron el diagnostico “Normal” como grupo control (71, 98- 105, 107); 8 estudios
(66,67%) estimaron la frecuencia de ctMN en frotis diagnosticados como inflamatorios (98,
99, 100-105); 2 estudios (16,67%) estimaron la frecuencia de cMN en frotis atréficos (98,
107). Sélo 1 estudio (8.33%) abordd la frecuencia de cMN en el diagndstico de infeccion por
microorganismos (98). Asimismo, en el analisis de lesiones precursoras de cancer
cervicouterino, 10 de los 12 estudios seleccionados (83.33%) estimaron la frecuencia de cMN
en el grupo diagnéstico ASCUS (71, 98-106), mientras que en el caso del grupo diagndstico
ASCH, solo 4 de los 12 estudios (33.33%) lo incluyeron (100-101, 103-102). De los 12
estudios, 11 (91.67%) incluyeron el grupo diagnostico LIEBG/LSIL (71, 98-105, 107-108),
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mientras que 10 (83.33%) incluyeron el grupo diagnéstico LIEAG/HSIL y CI (71, 98-105,

107).

Tabla 3.

Grupos diagndsticos evaluados en los estudios incluidos en la revision

iagndstico

Estudio

NML
(%)

INF
(%0)

ATR
(%)

INFC
(%)

ASCUS
(%0)

ASCH
(%0)

LSIL
(%0)

HSIL
(%0)

Cl
(%0)

Ambroise et al.
(98)

X

X

X

X

X

X

X

X

Bhat
etal. (99)

X

Bueno
etal. (71)

Gayathri
et al. (100)

Kumbhar
etal. (101)

Mahanta
etal. (102)

Navya et
al. (103)

Rathod
et al. (104)

Samanta
et al. (105)

X X| X| X| X| X| X| X

X X| X| X X X

X X| X| X| X| X X| X

X X| X| X| X| X X| X

X X| X| X| X| X X| X

Samanta
et al. (106)

x| X| X| X| X| X| X| X| X

Shi et al (107)

X

Srivastava et al.
(108)

X

TOTAL

10
(83.33)

8
(66.67)

2
(16.67)

1
(8.33)

10
(83.33)

4
(33.33)

11
(91.67)

10
(83.33)

10
(83.33)

NML: Normal; INF: Inflamatorio; ATR: Atrofico; INFC: Infeccion; ASCUS: Células Escamosas

de Significado Indeterminado; ASCH: Células Escamosas Atipicas- No se puede descartar lesion de Alto

grado; LSIL: Lesion Intraepitelial Escamosa de Bajo Grado; HSIL: Lesion Intraepitelial Escamosa de Alto

Grado; Cl: Carcinoma Invasor.

Sobre los criterios de identificacion de MN (véase Tabla 4), la mayoria de los

estudios consideran las mismas caracteristicas como: forma, intensidad de coloracion, plano

focal, localizacion. Sin embargo, estos difieren en cuanto al tamafio del MN: 6 de los estudios
(50%) indican que el tamafio de un MN va desde 1/16 a 1/3 del didametro del NP (99, 100,
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102, 105-106, 108), 4 estudios (33.33%) indican que debe ser menor a 1/3 del diametro del
NP (98, 103-104, 107) y 2 estudios (16.67 %) indican que debe ser menor al 20% del didmetro
del NP (71, 101).

Respecto a la cantidad de células contadas para el analisis de MN, en 1 estudio

(8.33%) los investigadores contaron menos de 1000 células (103) y en los restantes (91.67%)

los investigadores contaron mas de 1000 células (71, 98-102, 104-108). Dicho conteo fue

realizado en 1 estudio (8.33%) por una cantidad no especificada de observadores (71), en 7
estudios (58.33%) fue realizado por dos observadores (99, 101, 103-104, 106-108) y en 4
estudios (33.33%) fue realizado por tres observadores (98, 100, 102, 105). En cuanto a la

citologia empleada, en 11 estudios (91.67%) se utilizo6 citologia convencional (71, 98-106,
108) y en 1 estudio (8.33%) LBC (107) (vease Tabla 4).

Tabla 4. Criterios de identificacion de MN, cantidad de células evaluadas,
namero de observadores y tipo de citologia empleada segun los estudios seleccionados.
Estudio Criterios de Identificacion de Cantidad de NUmero de Tipo de

Micronucleos células evaluadas | observadores citologia
por observador

Ambroise et | Didmetro de MN: Tamafio menor a | 1000 células 3 observadores | Citologia

1/3 del NP. convencional
al. (98) Intensidad de coloracién: Similar a

la del NP.

Otros: Incluido claramente en el

citoplasma, en el mismo plano

Optico que el NP.
Bhat et al.|Diametro de MN: 1/16 a 1/3 del 1000 células 2 observadores | Citologia

NP. convencional
(99) Forma: Redonda, con borde

sugestivo de una membrana.

Intensidad de coloracién: Similar a

la del NP.

Otros: Localizado en citoplasma,

en el mismo plano 6ptico que el NP.
Bueno et al. | Diametro de MN: Menor al 20% del | 1000 células No especificado | Citologia

NP. convencional
(71) Forma: Redondeada, con borde

evidente, sugestivo de una

membrana.

Intensidad de coloracién: Similar o
mas débil que la del NP.
Otros: Localizado en citoplasma,
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en el mismo plano éptico que el NP.

Gayathri et | Diametro de MN: 1/16 a 1/3 del 1000 células 3 observadores | Citologia
NP. convencional
al. (100) Forma: Redonda u oval.
Intensidad de coloracién: Similar a
la del NP o mas déhil.
Otros: Localizado en citoplasma,
en el mismo plano optico que el NP
e independiente de éste.
Kumbhar et | Diametro de MN: Menor al 20% del | 1000 células 2 observadores | Citologia
NP. convencional
al. (101) Forma: Redondeada, con borde
evidente, sugestivo de una
membrana.
Intensidad de coloracién: Similar o
mas débil que la del NP.
Otros: Localizado en citoplasma,
en el mismo plano éptico que el NP.
Mahanta et | Didmetro de MN: 1/16 a 1/3 del NP. | 2000-3000 células |3 observadores | Citologia
Forma: Redonda u oval convencional
al. (102) Intensidad de coloracién: Similar a
la del NP o més débil.
Otros: Localizado en citoplasma,
en el mismo plano 6ptico que el NP
e independiente de éste.
Navya et al.|Diametro de MN: Menor a 1/3 del | 500 células 2 observadores | Citologia
didmetro del NP. convencional
(103) Intensidad de coloracion: Similar al
NP.
Otros: Incluido claramente en el
citoplasma, en el mismo plano focal
del NP y separado de éste.
Rathod et al. | Diametro de MN: Menor 1/3 del | 1000 células 2 observadores | Citologia
didmetro del NP. convencional
(104) Intensidad de coloracion: Similar al
NP.
Otros: Incluido claramente en el
citoplasma, en el mismo plano focal
del NP y separado de éste.
Samanta et| Didmetro del MN: 1/16 a 1/3 del | 1000 células 3 observadores | Citologia
diametro del NP. convencional
al. (105) Forma: Redondos u ovales.

Intensidad de coloracién: Similar a
la del NP.

Otros: No refractiles, incluidos
claramente en el citoplasma , en el
mismo plano focal del NP vy
separado de éste.
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Samanta et |Diametro del MN: 1/16 a 1/3 del | 1000 células 2 observadores | Citologia
didmetro del NP. convencional
al. (106) Forma: Redondos u ovales.
Intensidad de coloracién: Similar a
la del NP.
Otros: No refractiles, incluidos
claramente en el citoplasma, en el
mismo plano focal del NP vy
separado de éste.
Shi et al.|Diametro del MN: Menor a 1/3 del | 1000 células 2 observadores | Citologia de
didmetro del NP. base liquida
(107) Intensidad de coloracion: Similar a (LBC)
la del NP.
Otros: Incluido claramente en el
citoplasma, en el mismo plano focal
del NP y separado de éste.
Srivastava et | Didmetro de MN :1/16 a 1/3 del NP | Todas las | 2 observadores | Citologia

al. (108)

Intensidad de coloracion: Similar o
mas débil que la del NP con tincién
PAP.

Forma: Redondos u ovales.

Otros: Cercanos al NP, sin entrar en
contacto con éste.

disponibles en el

frotis

convencional

6.2.DESCRIPCION, POR CATEGORIAS, DE LOS DIFERENTES PARAMETROS
UTILIZADOS Y ASOCIACIONES REALIZADAS EN LOS ESTUDIOS
INCLUIDOS EN LA REVISION

Los estudios seleccionados abordan diversos parametros asociados con los MN,

asi como también la asociacion entre la frecuencia de éstos ultimos con los diferentes

diagndsticos citoldgicos evaluados mediante el examen de Papanicolaou. Debido a ello, la

descripcion de lo antes mencionado ha sido dividida en seis categorias principales, tal como

se expone a continuacion:
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6.2.1. Primera categoria: Caracteristicas de los micronucleos

En las investigaciones se identificaron diferentes pardmetros empleados por sus
respectivos autores para caracterizar los MN, los que se dividen en: origen, forma,

localizacion, tamafio y color.

a) Origen

La totalidad de los estudios coincide en definir a los MN como cuerpos
intracitoplasmaticos originados a partir de cromosomas enteros o fragmentos de cromosomas
que fallan en ser incorporados al NP de las células durante el proceso de division celular,
siendo reflejo de aberraciones cromosomales (71, 98-108).

Bhat et al. (99), Gayathri et al. (100), Kumbhar et al. (101), Mahanta et al. (102),
Navya et al. (103), Shi et al. (107) y Srivastava et al. (108) agregan que los MN pueden ser
vistos en una gran cantidad de tejidos expuestos a diversos agentes carcindgenos, mucho

antes que estos exhiban sintomas de una transformacion maligna.

b) Formay Localizacién

La totalidad de los estudios coincide en establecer la forma de los MN como
cuerpos redondos u ovales, con un contorno claro que aparenta ser una envoltura nuclear. Su
localizacion es intracitoplasmatica, separados del NP y en el mismo plano 6ptico (71, 98-

108).
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¢) Tamafo

Los estudios incluidos en la revisién indican que el tamafio de los MN es variable.
Ambroise et al. (98), Bhat et al. (99), Gayathri et al. (100), Mahanta et al. (102), Navya et al.
(103), Rathod et al. (104), Samanta et al. (105), Samanta et al. (106), Shi et al. (107) y
Srivastava et al. (108) concuerdan en gue el tamafio de los MN se encuentra por debajo de
1/3 del didametro del NP, mientras que Bueno et al. (71) y Kumbhar et al. (101) indican que
el tamafo debe ser menor al 20% del tamafio del NP.

d) Color

La totalidad de los estudios coincide en que la coloracion de los MN es similar,
tanto en color como en intensidad a la del NP, aunque puede ser mas débil o intensa (71, 98-
108).

6.2.2. Segunda categoria: Antecedentes de las pacientes que pueden ser asociados a las

lesiones precursoras de cancer cervicouterino.

En los estudios incluidos, se describe en detalle s6lo un antecedente que puede
ser asociado a las lesiones precursoras de cancer cervicouterino y corresponde a la edad de
las pacientes al momento del diagnostico citoldgico, tal como se expone a continuacion:

- Ambroise et al. (98) incluyd en su muestra a mujeres con lesiones
intraepiteliales con rango etario desde los 31 hasta los 58 afios. La edad promedio de las
pacientes para los grupos diagnosticos LIEBG/LSIL y LIEAG/HSIL fue de 41.6 y 45.1 afios

respectivamente, mientras que el Carcinoma Invasor (Cl) se presentd en un rango de edad de
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40 a 70 afios, resultando en una edad promedio de 57,8 afios para este grupo. A partir de lo
anterior y mediante analisis estadistico, los autores indican que la edad promedio de las
pacientes con SIL y CI es significativamente mayor que la edad promedio de las pacientes
de los grupos no neoplasicos.

- Gayathri et al. (100) incluyé en su estudio a pacientes con lesiones precursoras
de céncer cervicouterino con rango etario desde los 28 hasta los 65 afios. La edad promedio
de las pacientes para los grupos diagnésticos ASCUS, ASCH, LIEBG/LSIL y LIEAG/HSIL
fue de 44, 46.5, 43.5 y 48.5 afios respectivamente, mientras que el Cl se presento en pacientes
con rango etario desde los 37 hasta los 76 afios, con un promedio de edad de 56.5 afos.

- Khumbar et al. (101) incluy6 en su estudio a pacientes con lesiones precursoras
de céncer cervicouterino con rango etario desde los 25 hasta los 65 afios. La edad promedio
de las pacientes para los grupos diagnostico ASCUS, ASCH, LIEBG/LSIL y LIEAG/HSIL
fue de 36.6, 45, 41.9 y 51.22 afos respectivamente, mientras que en el CI se present6 en un
rango etario de 45 a 80 afios, con una edad promedio de 61.8 afios para este grupo.

- Mahanta et al. (102) incluy6 en su estudio a pacientes con lesiones precursoras
de cancer cervicouterino con rango etario desde los 23 hasta los 70 afios. La edad promedio
de las pacientes para los grupos diagnostico ASCUS, LIEBG/LSIL y LIEAG/HSIL fue de
45, 43.2 y 48.4 respectivamente, mientras que el Cl se presentd en un rango etario de 35a 70
afios, con una edad promedio de 52 afios.

- Navya et al. (103) incluyé en su estudio a pacientes con lesiones precursoras de
cancer cervicouterino con rango etario desde los 28 hasta los 53 afios. La edad promedio de
las pacientes para los grupos diagndstico ASCUS, ASCH, LIEBG/LSIL y LIEAG/HSIL fue
de 44, 45.5, 44.4 y 46.5 respectivamente, mientras que el Cl se present6 en un rango etario
de 34 a 56 afios, con una edad promedio de 45 afios.

- Rathod et al. (104) incluyé en su estudio a pacientes con lesiones precursoras
de cancer cervicouterino con rango etario desde los 21 hasta los 65 afios. EI rango etario de
las pacientes de los grupos diagnostico ASCUS, ASCH, LIEBG/LSIL y LIEAG/HSIL fue de
25-53, 21-65, 30-59 y 34-62 arios respectivamente. Las edades de los grupos LIEBG/LSIL
y LIEAG/HSIL resultaron ser mayores que las de los grupos ASC y ASCH. Por otra parte,
el Cl se presentd en pacientes con rango etario de 35 a 70 afios, edades que resultaron ser

mayores a las de los demaés grupos.
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- Samanta et al. (105) incluyo en su estudio a pacientes con lesiones precursoras
de céncer cervicouterino con rango etario desde los 22 hasta los 76 afios. La edad promedio
de las pacientes para los grupos diagnostico ASCUS, LIEBG/LSIL y LIEAG/HSIL fue de
51, 46 y 46 afos respectivamente, mientras que el CI se presentd en un rango etario de 25 a
70 afos, con una edad promedio de 47.5 afos.

- Samanta et al. (106) incluydé en su estudio a dos grupos de pacientes con
diagndsticos citopatoldgico de ASCUS; el primer grupo eran pacientes con diagnostico
citopatologico de ASCUS, pero con resultado histopatologico de cambios reactivos del
epitelio cervical, cuyas edades iban desde los 29 a los 76 afos. El segundo grupo estaba
compuesto por pacientes con diagnostico citopatolégico de ASCUS, pero resultado
histopatoldgico de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC/CIN), cuyas edades iban desde los
27 a los 66 afios.

- Shi et al. (107) incluyd en su estudio a pacientes con lesiones precursoras de
cancer cervicouterino con rango etario desde los 21 hasta los 70 afios. La edad promedio de
las pacientes para los grupos diagndstico LIEBG/LSIL y LIEAG/HSIL fue de 41 y 40.9
respectivamente, mientras que el CI se presentd en un rango etario de 35 a 82 afios, con una
edad promedio de 52.74 afios.

- Srivastava et al. (108) incluyd en su estudio a dos grupos de pacientes con
diagnostico citopatolégico de LIEBG/LSIL, donde la edad promedio fue de 34.3 y 37.3 afios

para cada uno.

6.2.3. Tercera categoria: Frecuencia de cMN y factores de riesgo de cancer

cervicouterino

De los 12 estudios incluidos en la revision, solo 3 (25%) analizaron algunos
factores de riesgo y los asociaron a la frecuencia de cMN, tal como se indica a continuacion:
- Ambroise et al. (98) incluyd en su estudio el analisis de factores de riesgo edad,

duracion de vida marital, namero de embarazos y de abortos, encontrando que ninguna de
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estas variables se asociaba significativamente con el conteo de cMN y que solo la positividad
para una lesion intraepitelial escamosa cervical lo hacia de forma estadisticamente
significativa (valor p < 0.1). También, incluy6 en su estudio a 30 pacientes con frotis
citoldgicos diagnosticados con infecciones del tracto genital inferior, determinando que
existe un leve aumento en la frecuencia de cMN (promedio de frecuencia de cMN de 3.4 +
1.4), con respecto a los frotis normales (promedio de frecuencia de cMN de 1.2 £ 1.1).

- Shi et al. (107) incluy6 en su estudio el analisis de los factores de riesgo edad,
duracion de vida marital, nimero de embarazos y positividad para VPH de alto riesgo.
Encontro que las primeras tres variables mencionadas no se asociaban significativamente al
conteo de cMN. Respecto a la positividad del VPH entre los diferentes grupos diagnosticos,
encontrd que el rango de positividad para VPH de alto riesgo en los grupos LIEBG/LSIL,
LIEAG/HSIL y ClI fue significativamente mas alto que los niveles de positividad encontrados
entre los grupos normal, atréfico e inflamatorio, donde los primeros tres grupos tuvieron las
frecuencias mas altas de cMN y los tres altimos las mas bajas.

- Srivastava et al. (108) incluyo6 en su estudio el analisis del factor de riesgo
positividad para diversos genotipos de VPH de alto riesgo (14 genotipos diferentes),
encontrando que, de los 100 frotis estudiados (los cuales fueron todos diagnosticados con
LIEBG/LSIL y a todos se les realiz un conteo de cMN al inicio del estudio), s6lo 12 (12%)
dieron positivo para alguno de los genotipos de VPH de alto riesgo, mientras los 88 restantes
(88%) dieron negativo. De los 12 casos positivos para VPH de alto riesgo, 2 eran casos que
habian presentado un conteo inicial de ctMN bajo (menor a 5 cMN), mientras que 10 eran
casos que habian presentado una frecuencia inicial de cMN alta (mayor a5 cMN). De acuerdo
con los andlisis estadisticos realizados a estos datos, los autores indican que la positividad
para VPH de alto riesgo fue significativamente més alta en los casos LIEBG/LSIL con una
elevada frecuencia inicial de cMN, comparado con la positividad para VPH de alto riesgo en

los casos LIEBG/LSIL con una baja frecuencia inicial de cMN.
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6.2.4. Cuarta categoria: Frecuencia de cMN en el diagndstico ASC

Del total de estudios incluidos, 10 (83.33%) incorporaron el anélisis de cMN en
el grupo diagndstico ASCUS y 4 (33.33%) lo hicieron en el diagnostico ASCH, cuyos
resultados se exponen a continuacion:

- Ambroise et al. (98) analizo la frecuencia de cMN en 27 frotis con diagnostico
citopatologico de ASCUS. De los 27 frotis, 17 tuvieron un diagnéstico histopatoldgico de
inflamacidn, y los 10 restantes tuvieron como resultado SIL: 6 casos con LIEBG/LSIL y 4
con LIEAG/HSIL. El promedio de frecuencia de cMN para los frotis ASCUS con resultado
histopatolégico de inflamacién fue de 2.5 £ 1.4 cMN, con un conteo minimo de 1 cMN y un
conteo maximo de 5 cMN, mientras que para los frotis ASCUS con resultado histopatoldgico
de SIL, el promedio de frecuencia de cMN fue de 8.1 £ 4.7, con un conteo minimo de 3 cMN
y un conteo maximo de 16. Respecto a los valores antes mencionados, se hallaron diferencias
significativas al analisis estadistico (p < 0.001).

- Bhat et al. (99) analizé la frecuencia de cMN en 15 frotis con diagndstico
citopatoldgico de ASCUS. De los 15 frotis, 6 obtuvieron un promedio de frecuencia de cMN
menor a 1,8 frotis obtuvieron un promedio de frecuencia de cMN entre 1-2 y 1 frotis obtuvo
un promedio de frecuencia de cMN entre 2-3, con lo que el promedio de frecuencia de cMN
en el grupo diagndstico ASCUS fue de 0.76 £ 0.59 cMN , el cual fue significativamente
mayor respecto al promedio de cMN encontrado en el grupo control, compuesto por frotis
normales (0.17+0.38).

- Bueno et al. (71) analizé la frecuencia de cMN en 50 frotis con diagnéstico
citopatologico de ASCUS. El promedio de frecuencia de cMN fue de 2.98 + 1.20 cMN, el
cual fue significativamente mayor (p < 0.001) que el promedio de frecuencia de cMN
encontrado en el grupo control, compuesto por frotis normales (0.95 + 1.12).

- Gayathri et al. (100) analizé la frecuencia de cMN en 31 frotis con diagnéstico
citopatologico de ASCUS vy 31 frotis con diagnostico de ASCH. El promedio de frecuencia
de cMN en el grupo diagnostico ASCUS fue de 3 + 0.730 cMN, mientras que para el grupo
diagndstico ASCH el promedio de frecuencia fue de 4.774 = 1.430 cMN. Las frecuencias

antes mencionadas resultaron ser significativamente mayores (p < 0.05) respecto al promedio

-B5-



de cMN encontradas en el grupo control, compuesto por frotis normales (0.843+ 0.677).
También, se encontrd que el promedio de frecuencia de cMN del grupo diagnoéstico ASCH
era significativamente mayor que la del grupo inflamatorio (1.062 + 0.840) y ASCUS,
significativamente menor que LIEAG/HSIL (8.032 = 1.642) y CI (10.5 + 2.016), pero no
diferia de la frecuencia del grupo LIEBG/LSIL (4.062 £+ 1.134).

- Kumbhar et al. (101) analiz6 la frecuencia de cMN en 36 frotis con diagnéstico
citopatoldgico de ASCUS y 18 frotis con diagndstico citopatolégico de ASCH. El promedio
de frecuencia de cMN en el grupo diagnostico ASCUS fue de 2.620 + 0.496, mientras que
para el grupo diagnéstico ASCH el promedio de frecuencia fue de 4.967 + 0.970. Sobre los
valores antes mencionados tuvieron diferencias significativas (p < 0.05) respecto al promedio
de cMN encontradas en el grupo control, compuesto por frotis normales (0.601 + 0.246).
También, se encontr6 que los promedios de frecuencia de ASCUS y ASCH eran
significativamente mayores que el promedio de los grupos inflamatorio (0.826 + 0.224) y
LIEBG/LSIL (3.709 + 0.674), significativamente menores que LIEAG/HSIL (7.057 = 1.293)
y CI (9.855 £ 1.348).

- Mahanta et al. (102) analizé la frecuencia de cMN en 16 frotis con diagnéstico
citopatologico de ASCUS. El promedio de frecuencia de cMN en dicho grupo fue de 1.9607
+ 0.9689. El valor antes mencionado resultd ser significativamente mayor (p < 0.05) que el
promedio de frecuencia encontrado en los grupos normal (0.5069 + 0.3501) e inflamatorio
(0.5186 + 0.4324), significativamente menores que LIEAG/HSIL (9.3931 + 4.550) y CI
(10.7008 + 4.1946), pero sin diferencias significativas respecto al diagnéstico LIEBG/LSIL
(3.6585+1.3708).

- Navya et al. (103) analiz6 la frecuencia de cMN en 2 frotis con diagnostico
citopatologico de ASCUS y 2 frotis con diagnostico citopatolégico de ASCH. El promedio
de frecuencia de cMN en el grupo ASCUS fue de 10 + 2.83, mientras que para el grupo
ASCH fue de 13 + 2.83. Entre ambos grupos no existieron diferencias significativas en el
promedio de frecuencia de cMN, sin embargo, si tuvieron promedios de cMN
significativamente mayores (p < 0.0001) que el grupo control compuesto por frotis normales
(2.57 £ 1.38) y al grupo inflamatorio (8.21 + 1.26).

- Rathod et al. (104) analiz6 la frecuencia de cMN en 20 frotis con diagnéstico

citopatologico de ASCUS y 13 frotis con diagnostico citopatologico de ASCH. El promedio
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de frecuencia de cMN para el grupo ASCUS fue de 1.3 £ 1.1, mientras que para el grupo
ASCH fue de 4.4 + 1.6. Se detectaron diferencias significativas entre el grupo ASCUS y el
grupo normal (1.2 £ 1.1) e inflamatorio (3.4 £ 1.4).

- Samanta et al. (105) analizo la frecuencia de ctMN en 53 frotis con diagnostico
citopatologico de ASCUS. 23 de ellos tuvieron un resultado histopatoldgico de NIC y 30 un
resultado de inflamacién. EI grupo con resultado de NIC tuvo un promedio de frecuencia de
CMN de 8.3478 + 6.44987, mientras que el grupo con resultado de inflamacion tuvo una
frecuencia de ctMN de 2.8667 + 2.20866. La diferencia en el promedio de cMN entre ambos
grupos resulté ser significativa (p < 0.0001).

- Samanta et al. (106) analiz6 la frecuencia de cMN en 30 frotis con diagnostico
citopatoldgico de ASCUS. EIl promedio de frecuencia de cMN para el grupo ASCUS fue de
2.8667 + 2.20866. Dicho valor mostré diferencias significativas (p < 0.05) con los grupos
LIEAG/HSIL (19.73 + 17.1849) y CI (18.50 + 9.54463), pero no con los grupos normal
(1.0250 + 1.59305), inflamatorios (0.4250 + 0.71208) y LIEBG/LSIL (4.7368 + 5.62179).

6.2.5. Quinta categoria: Frecuencia de cMN en el diagnostico LIEBG/LSIL.

Del total de estudios incluidos en la revision, 11 (91.67%) incorporaron el
analisis de cMN en el grupo diagnéstico LIEBG/LSIL, cuyos resultados se exponen a
continuacion:

- Ambroise et al. (98) analiz6 la frecuencia de cMN en frotis con diagndstico
citopatologico de LSIL, donde encontrd que el promedio de frecuencia de cMN fue de 4.4 +
1.6, con un conteo minimo de 3 ctMN y un maximo de 8 cMN. Dicho valor resulté ser
significativamente mas alto (p < 0.001) que el valor de los frotis con diagnostico normal,
inflamatorio, atréfico e infeccioso.

- Bhat et al. (99) incluy6 en su estudio 12 frotis con diagnostico citopatoldgico

de LSIL. Encontro6 que la frecuencia de cMN en dicho grupo fue de 2.02 £ 0.73, la cual fue
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significativamente mayor que los promedios de frecuencia de cMN de los grupos no
neoplasicos.

- Bueno et al. (71) incluyd en su estudio a 52 frotis con diagndstico citopatolédgico
de LIEBG/LSIL (CIN 1), donde encontro que el promedio de frecuencia de cMN fue de 5.97
+ 1.83. Este valor fue significativamente mayor que el presentado en los grupos no
neoplésicos (p < 0.001).

- Gayathri et al. (100) incluyé en su estudio 32 frotis con diagnostico
citopatologico de LIEBG/LSIL, grupo en el que encontr6 un promedio de frecuencia de cMN
de 4.062 £ 1.134, valor que fue significativamente mayor que el encontrado en los grupos no
neoplasicos (normal e inflamatorio) y significativamente menor que el encontrado en el
grupo LIEAG/HSIL y CI. No hubo diferencia significativa con los grupos ASCUS y ASCH.

- Kumbhar et al. (101) incluydé en su estudio 42 frotis con diagndstico
citopatologico de LIEBG/LSIL, grupo en el que encontr6 un promedio de frecuencia de cMN
de 3.709 £ 0.674, valor que fue significativamente mayor que el encontrado en los grupos
normal, inflamatorio, ASCUS, ASCH, pero significativamente menor que el hallado en los
grupos LIEAG/HSIL y CI (p < 0.05).

- Mahanta et al. (102) incluy6 en su estudio 15 frotis con diagnostico
citopatoldgico de LIEBG/LSIL, grupo donde encontré un promedio de frecuencia de cMN
de 3.6585 + 1.3708, valor que fue significativamente mayor que el encontrado en los grupos
normal e inflamatorio, pero significativamente menor que el hallado en los grupos
LIEAG/HSIL (9.3931 + 4.550) y CI (10.7008 £ 4.1946). No se encontraron diferencias
significativas respecto al grupo diagnosticado con ASCUS (1.9607 £ 0.9689) (p < 0.05).

- Navya et al. (103) incluyd en su estudio 20 frotis con diagnéstico citopatoldgico
de LIEBG/LSIL, grupo donde encontrd un promedio de frecuencia de cMN de 15.8 + 1.44,
valor que fue significativamente mayor que el encontrado en los grupos normal, inflamatorio,
ASCUS, ASCH, y significativamente menor que el hallado en los grupos LIEAG/HSIL (20.
33+1.63)y Cl (23.00 £ 2.83) (p < 0.0001).

- Rathod et al. (104) incluyé en su estudio 20 frotis con diagnostico
citopatologico de LIEBG/LSIL, grupo donde encontré un promedio de frecuencia de cMN
de 2.5 + 1.4, con un conteo minimo de 3 cMN y un conteo maximo de 8 cMN. El promedio

antes mencionado fue significativamente mayor que el hallado en los grupos normal e
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inflamatorio y significativamente menor que el encontrado en LIEAG/HSIL (11.9 +4.2) y
Cl (16.4 £ 6.9). No se encontraron diferencias significativas con el diagnéstico ASCUS.

- Samanta et al. (105) incluyé en su estudio 38 frotis con diagnostico
citopatologico de LIEBG/LSIL, grupo donde encontrd un promedio de frecuencia de cMN
de 4.7368 + 5.62169, valor que fue significativamente mayor que el hallado en los grupos
normal e inflamatorio y significativamente menor que el presentado por los grupos
LIEAG/HSIL (19.73 + 17.18490) y CI (18.50 + 9.54463) (p < 0.05). No hubo diferencias
significativas respecto al promedio del grupo ASCUS (2.8667 + 2.20866).

- Shi et al. (107) incluyo en su estudio a 40 frotis con diagnoéstico citopatoldgico
de LIEBG/LSIL, grupo donde encontr6 que el promedio de frecuencia de cMN era
significativamente mayor que el de los grupos normal, inflamatorio y atréfico, pero
significativamente menor que el promedio encontrado en los grupos LIEAG/HSIL y ClI.

- Srivastava et al. (108) incluy6é en su estudio longitudinal 100 frotis con
diagndstico citopatologico de LIEBG/LSIL, grupo que fue dividido por los investigadores en
dos: 80 frotis con un bajo conteo de cMN (<5 cMN /1000 células evaluadas) y 20 frotis con
un alto conteo de cMN (>5 cMN/ 1000 células evaluadas). A los 12 meses se realiz6 un
nuevo conteo y se encontrd que 6 de los 80 frotis con un bajo conteo inicial de cMN seguian
presentando un diagnostico de LSIL (7.5%), mientras que 19 de los 20 frotis con un alto
conteo inicial de ctMN seguian presentando un diagnostico de LSIL (95%). De acuerdo con
dichos resultados, cuya diferencia fue estadisticamente significativa (p < 0.001), se determin6
que la persistencia de LIEBG/LSIL es mas frecuente en aquellas pacientes con mayor

frecuencia de cMN.

6.2.6. Sexta categoria: Frecuencia de cMN en el diagndstico LIEAG/HSIL.

Del total de estudios incluidos en la revision, 10 (83.33%) incorporaron el
analisis de cMN el grupo diagndstico LIEAG/HSIL, cuyos resultados se exponen a

continuacion:
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- Ambroise et al. (98) analizo la frecuencia de cMN en frotis con diagnostico
citopatoldgico de LIEAG/HSIL, donde encontré que la frecuencia de cMN fue de 11.9 £ 4.2,
con un conteo minimo de 5 cMN y un maximo de 20 cMN, valor que resultd ser
significativamente mas alto (p < 0.001) que el encontrado en los diagndsticos normal,
atréfico, inflamatorio, infeccioso, ASCUS y LIEBG/LSIL. No se encontraron diferencias
significativas respecto al promedio de frecuencia de cMN pesquisado en el diagnéstico de Cl
(16.4 £6.9).

- Bhat et al. (99) incluy0 en su estudio 12 frotis citologicos diagnosticados como
LIEAG/HSIL. Encontré que el promedio de frecuencia de cMN en dicho grupo fue de 2.79
+1.01, valor que fue significativamente mayor que el promedio de los grupos no neoplasicos.

-Bueno et al (71) incluy6 en su estudio 47 frotis con diagnostico citopatoldgico
de LIEAG/HSIL.: 30 frotis con diagnostico de NIC 11y 17 frotis con diagndstico de NIC I11.
El grupo con diagnostico NIC 11 presentd un promedio de frecuencia de cMN de 5.97 + 1.83,
mientras que el grupo con diagnéstico NIC 11 presentd un promedio de frecuencia de cMN
de 7.29 = 1.55. Ambos valores fueron significativamente mayores que los encontrados en los
grupos no neoplasicos.

- Gayathri et al. (100) incluy6 en su estudio 31 frotis con diagnostico
citopatoldgico de LIEAG/HSIL, grupo en el que encontrd un promedio de frecuencia de cMN
de 8.032 £ 1.642, valor que fue significativamente mayor que el encontrado en los grupos no
neoplasicos (normal, inflamatorio), ASCUS y LIEBG/LSIL, y significativamente menor que
el encontrado en el CI (10.5 + 2.016) (p < 0.001).

- Kumbhar et al. (101) incluyé en su estudio a 22 frotis con diagndstico
citopatoldgico de LIEAG/HSIL, grupo en el que encontrd un promedio de frecuencia de cMN
de 7.057 + 1.293, valor que fue significativamente mayor (p < 0.05) que el encontrado tanto
en los grupos no neoplasicos (normal e inflamatorio), como neoplasicos (ASCUS, ASCH,
LIEBG/LSIL). Sin embargo, fue significativamente menor que el hallado en el grupo
diagnosticado con CI (9.855 + 1348).

- Mahanta et al. (102) incluy6 en su estudio 17 frotis con diagnostico
citopatologico de LIEAG/HSIL, grupo donde encontrd un promedio de frecuencia de cMN

de 9.3931 + 4.550, valor que fue significativamente mayor (p < 0.05) que el de los grupos
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normal, inflamatorio, ASCUS y LIEBG/LSIL, pero significativamente menor que el hallado
en el grupo diagnosticado con CI (10.7008 £ 4.1946).

- Navyaet al. (103) incluy6 en su estudio a 6 frotis con diagndstico citopatoldgico
de LIEAG/HSIL, grupo donde encontré un promedio de frecuencia de cMN de 20.33 + 1.63,
valor que fue significativamente mayor que el hallado en los grupos normal, inflamatorio,
ASCUS, ASCH, LIEBG/LSIL, pero significativamente menor que el del grupo
diagnosticado con ClI (23.00 + 2.83) (p < 0.0001).

- Rathod et al. (104) incluyé en su estudio 10 frotis con diagnostico
citopatologico de LIEAG/HSIL, grupo donde encontrd un promedio de frecuencia de cMN
de 11.9 + 4.2, con un conteo minimo de 5 cMN y un conteo maximo de 20 cMN. El promedio
encontrado fue significativamente mayor que el hallado en los grupos normal, inflamatorio,
ASCUS, ASCHy LIEBG/LSIL.

- Samanta et al. (105) incluyé en su estudio 22 frotis con diagnéstico
citopatoldgico de LIEAG/HSIL, grupo donde encontré un promedio de frecuencia de cMN
de 19.73 £ 17.18490, valor que fue significativamente mayor que el hallado en los grupos
diagnostico normal, inflamatorio, ASCUS, LIEBG/LSIL; una excepcion fue el Cl (18.50 +
9.54463), grupo con el que no presentod una diferencia significativa (p < 0.05).

- Shi et al. (107) incluy6 en su estudio 21 frotis con diagnostico citopatoldgico
de LIEAG/HSIL, grupo donde el promedio de frecuencia cMN obtenido fue
significativamente mayor que el encontrado en los grupos normal, atréfico, inflamatorio y
LIEBG/LSIL (p <0.05).

Tomando en consideracion los datos expuestos previamente, se confeccion6 una
tabla resumen de los resultados reportados por los distintos estudios sobre los promedios de
frecuencia de cMN en los grupos diagnosticos Normal, ASCUS, ASCH, LIEBG y LIEAG
(71, 98-108) (véase Tabla 5).

-61-



Tabla 5.

diagndsticos citologicos Normal, ASCUS, ASCH, LIEBG y LIEAG.

Promedios de frecuencia de cMN reportados por 12 estudios en los

Frecuencia de cMN en el diagndstico citoldgico

Normal ASCUS ASCH LIEBG LIEAG
Estudio Media | DE Media DE Media DE Media DE Media | DE
Ambroise 1,2 11 ASCUS 4,7 4.4 1,6 11,9 4,2
et al. (98) con
resultado
de biopsia
LIE: 8,1 1,2
ASCUS
con
resultado
de biopsia
INFLAMAT
ORIA:
2,5
Bhatetal. | 0,17 0,38 0,76 0,59 2,02 0,73 2,79 1,01
(99)
Bueno et 0,95 1,12 2,98 1,2 4,04 1,45 NIC NIC II:
al. (71) I: 1,83
5,97
NIC IlI:
NIC 1,55
II:
7,29
Gayathri 0,843 | 0,677 3 0,73 4,774 1,43 4,062 1,134 | 8,032 1,642
et al. (100)
Kumbhar | 0,601 | 0,246 2,62 0,496 4,967 0,97 3,709 | 0,674 | 7,057 1,293
et al. (101)
Mahanta 0,506 | 0,3501 1,9607 0,9689 3,6585 | 1,370 | 9,3931 4,55
et al. (102) 9 8
Navya et 2,57 1,38 10 2,83 13 2,83 15,8 1,44 | 20,33 1,63
al. (103)
Rathod et 1,2 11 1,3 1,1 4.4 1,6 2,5 1,4 11,9 4,2
al. (104)
Samanta 1,025 | 1,59305 2,8667 2,2086 4,7368 | 5,621 | 19,73 | 17,1849
et al. (105) 6 79
Samanta ASCUS con 6,4498
etal. Resultado de 7
(106) biopsia LIE:
8.3478
ASCUS con
resultado de | 2,2086
biopsia 6
INFLAMAT
ORIA:
2,8667
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Shi et al.
(107)

83,67

171,6

219,
83

Srivastava
et al. (108)

LIEBG
con
frecuenc
ia de
cMN <5

LIEBG
con
frecuenc
ia de
cMN >5

Como puede ser observado, las frecuencias de cMN reportadas son diferentes en

cada grupo diagnostico. Existen diferencias entre el grupo diagndstico “Normal” y los

diagnosticos precursores del carcinoma cervicouterino, asi como también existen diferencias

entre estos Ultimos, donde los autores reportan un aumento en la frecuencia de cMN a medida

que aumenta la severidad del diagnéstico (71, 98-108) (véase Figura 2).

Los datos mencionados anteriormente (véase Tabla 5) fueron analizados

utilizando el Microsoft Excel®, 2016. A partir de los valores de los promedios de frecuencia

de cMN vy las desviaciones estandar de los diagnosticos Normal, ASC, LIEBG/LSIL y

LIEAG/HSIL reportados por los estudios, se obtuvieron los valores medios de los promedios

de frecuencia de cMN y el correspondiente error estandar para cada uno de estos diagndsticos

citoldgicos. (véase Tabla 6).

Tabla 6.
cMN reportados por los estudios incluidos en la revision.

Valores medios y error estandar de los promedios de frecuencias de

Normal ASCUS LIEBG ASCH LIEAG
Media 1.00732222 | 3.10971111|4.99181111| 6.03525 |11.9540125
Error
estandar 0.22556842|0.89978381 |1.38176024 | 1.32681306 | 1.88178858

Considerando estos resultados, las medias de los promedios de frecuencia de

cMN de los grupos diagndsticos precursores del carcinoma cervicouterino son mayores
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encomparacion a la encontrada en el grupo “Normal”. Ademas, las medias de los promedios

de frecuencia de ctMN van en aumento desde el diagndstico ASCUS hasta el diagndstico

LIEAG, en el que se reportaron los mayores promedios de frecuencia de cMN, donde:

El diagnostico ASCUS obtuvo una media de promedios de frecuencia de
cMN maés alta que el grupo Normal y la mas baja dentro de las lesiones
precursoras de cancer cervicouterino.

El diagnostico LIEBG/LSIL obtuvo una media de promedios de frecuencia
de cMN mas alta que la alcanzada por los grupos Normal y ASCUS, pero
mas baja que la de los grupos ASCH y LIEAG/HSIL.

El diagndstico ASCH obtuvo una media de promedios de frecuencia de cMN
mas alta que la obtenida por los grupos Normal, ASCUS y LIEBG/LSIL, pero
mas baja que la del grupo LIEAG/HSIL.

El diagnostico LIEAG/HSIL obtuvo la media de promedios de frecuencia de

cMN maés alta dentro de las lesiones precursoras de cancer cervicouterino.

Asimismo, estos valores presentados en la Tabla 6, se utilizaron para

confeccionar un grafico de barras que esquematiza el nivel de asociacion entre la frecuencia

de cMN vy el aumento en la severidad de las lesiones reportado en la literatura, el cual se

expone en el capitulo de discusién (véase Figura 2).
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7. DISCUSION

Durante décadas el cancer cervicouterino ha sido una de las neoplasias méas
frecuentes en la poblacién mundial, sobre todo en aquellos paises que se encuentran en vias
de desarrollo (109). Chile no estd ajeno a dicha realidad, pues corresponde a la cuarta
neoplasia mas comudn entre las mujeres y a la tercera causa de muerte mas frecuente, con casi
800 decesos en el afio 2020 (31). Por lo anterior, es que a lo largo de los afios y a nivel
mundial, los métodos de deteccion temprana del cancer cervicouterino han evolucionado y
con ello, ha disminuido la mortalidad asociada a dicha neoplasia (64).

Actualmente, la citologia exfoliativa cervical o examen de Papanicolaou es la
herramienta de deteccién temprana o de screening empleada en la mayor parte de los paises
en vias de desarrollo. Si bien, dicho examen ha ayudado a disminuir la mortalidad por cancer
cervicouterino, ni su cobertura ni su sensibilidad en los paises subdesarrollados (<70% vy
<30% respectivamente) son suficientes para continuar mejorando el proceso de deteccion
temprana de las lesiones cervicales causadas por el Virus del Papiloma Humano (110), dado
que la cobertura varia considerablemente segun las caracteristicas sociodemograficas de la
poblacién (111) y la sensibilidad depende de factores como la toma de muestra, el
entrenamiento de los cito-tecn6logos y/o citopatologos y el seguimiento de las pacientes que
presentan citologia sospechosa o positiva a LIE y carcinoma (112).

Desde hace méas de una década se ha establecido que la sensibilidad de otros
métodos de deteccion del cancer cervicouterino y sus lesiones precursoras es superior al 90%
y por tanto deben ser utilizados como métodos de tamizaje primario, sin embargo, en paises
en vias de desarrollo su implementacion no ha sido posible, por lo cual el examen de
Papanicolaou debe ser mejorado mediante la incorporacién de otros elementos al proceso
diagnostico, con la finalidad de aumentar su sensibilidad en la deteccion de lesiones
precursoras del cancer cervicouterino y la identificacién de pacientes con un alto riesgo de
desarrollar un proceso maligno (113).

Uno de estos elementos es la utilizacion de biomarcadores de dafio genético, entre

los que se encuentran los MN, que corresponden a estructuras intracelulares reconocidas
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como biomarcadores de inestabilidad gendémica (114), siendo este ultimo un estado donde el
genoma adquiere alteraciones en su estructura con mayor frecuencia, lo cual aumenta
considerablemente el riesgo de desarrollar neoplasias malignas (8). Sobre lo anterior, se ha
encontrado que la frecuencia de MN en las células de diversos tejidos aumenta frente a ciertas
condiciones patolégicas, como son los procesos preneoplasicos y neoplasicos malignos,
donde el aumento de los MN ocurre incluso antes de que ocurran cambios clinicos detectables
y, por tanto, puede ser empleado como un biomarcador y herramienta de apoyo diagnostico,
con el objetivo de identificar a pacientes que tienen un alto riesgo de desarrollar una neoplasia
maligna (115-116).

Basado en esto, en el presente estudio se evalud la informacién contenida en la
literatura cientifica sobre el eventual aporte de los Micronucleos como biomarcadores de
progresion de dafio genético, en frotis citologicos cervicales diagnosticados con lesiones
precursoras del cancer cervicouterino, mediante el examen de Papanicolaou.

La mayor parte de los estudios publicados respecto a la frecuencia de cMN en
lesiones precursoras del cancer cervicouterino provienen de India (véase Tabla 1y Tabla 2)
pais que en el afio 2018 registré 60.000 muertes por dicha neoplasia y que, junto a China,
representan el 35% de casos y muertes por este cancer a nivel global (117). Para el caso de
Brasil, pais del que proviene 1 de los estudios incluidos en esta revision, el céncer
cervicouterino representa la tercera neoplasia mas comun y mortal entre las mujeres, pese a
gue cuenta con un programa nacional de tamizaje de cancer cervicouterino, lo cual deja en
evidencia que dicho programa necesita ajustes y mejorias para disminuir la incidencia y
mortalidad por esta enfermedad en la poblacion (118-119).

Otro factor importante para destacar, son los grupos diagnosticos evaluados en
los estudios seleccionados, donde la mayoria incluy6 el analisis de cMN en un grupo control
compuesto por frotis normales (10 estudios) (71, 98-105, 107) y varios grupos diagndsticos
precursores del carcinoma cervicouterino invasor (véase Tabla 3), dentro de los cuales se
encuentran: ASCUS (10 estudios) (71, 98-106), LIEBG/LSIL (11 estudios) (71, 98-105, 107-
108) y LIEAG/HSIL (10 estudios) (98-105, 107). Cabe resaltar que hubo dos estudios
centrados exclusivamente en la evaluacion de la frecuencia de ctMN en un determinado
diagnostico citoldgico: por un lado, se encuentra el estudio de Samanta el at. (106), el cual

analizo la frecuencia de ctMN en dos grupos de pacientes diagnosticadas con ASCUS y por
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otro, el estudio de Srivastava et al. (108), que analizé la frecuencia de cMN en dos grupos de
pacientes con diagnostico LIEBG/LSIL.

Por otra parte, sobre los criterios de identificacion de los MN (véase Tabla 4), la
totalidad de los estudios los describen de forma similar: cuerpos redondos u ovales, separados
e independientes del NP, con intensidad de coloracion similar a éste, no refringentes y en el
mismo plano focal (71, 98-108). Sin embargo, hay discrepancias respecto al tamafio que
deben tener los MN: algunos estudios indican que debe ser menor a 1/3 del tamafio del NP
(98, 103-104, 107), otros que debe encontrarse entre 1/16 a 1/3 del diametro del NP (99, 100,
102, 105-106, 108) y los restantes, indican que el tamafio debe ser menor al 20% del NP (71,
101).

Las caracteristicas antes mencionadas fueron establecidas por Tolbert et al. (13)
en 1992 y hoy en dia, la mayoria de ellas han sido validadas por el grupo de expertos del
proyecto HUMN (International Human Micronucleus Project) fundado en 1997, que tiene
por objetivo coordinar la utilizacion de los ensayos de MN en la investigacion sobre el dafio
en el ADN en poblaciones humanas a nivel mundial (120). Ademas de las caracteristicas de
los MN, estos expertos indican que gran parte de la variabilidad encontrada en los estudios
donde se aplica el ensayo de MN en células exfoliadas se debe al método de conteo, dentro
del cual se establece la importancia de poseer y aplicar criterios estrictos de identificacion,
tal como los recién indicados (96).

Respecto a la cantidad de células que fueron evaluadas para el conteo de cMN en
los estudios incluidos en la revision (véase Tabla 4), s6lo 1 analizé6 menos de 1000 células
(103) y los restantes 11 estudios analizaron més de 1000 células (71,98-103, 105-108),
cantidad minima recomendada por el protocolo oficial del ensayo de MN en células
exfoliadas de la mucosa oral, el cual también indica que la evaluacion de las células debe ser
realizada por dos o méas observadores de forma independiente (96) . Con este Gltimo
pardmetro cumplen 11 de los 12 estudios, en los cuales un minimo de 2 observadores realizé
el analisis de los frotis cervicales (98-99, 100-108). Si bien, producto de lo anterior, puede
existir una variacion inter observador en la frecuencia de cMN, ésta deberia disminuir con el
entrenamiento apropiado de los observadores y con la técnica citoldgica empleada, la cual se
aconseja sea Citologia de Base Liquida (LBC), en combinacién con un colorante especifico

para ADN, como la tincion de Feulgen o Naranja de Acridina (121).
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Los ultimos dos aspectos nombrados son relevantes pues, la LBC entrega como
resultado un frotis limpio y con menor cantidad de elementos que pueden ser confundidos
con un MN (detritus celular o cimulos de bacterias). Sobre esto, 11 estudios incluidos en
esta revision llevaron a cabo el conteo de cMN en frotis realizados mediante citologia
convencional (71, 98-106, 108) y 1 estudio en frotis realizados mediante LBC (107). Por otro
lado, 6 de los 12 estudios indicaron la presencia de elementos como detritus celulares,
depdsitos de pigmento y cumulos de bacterias, los que dificultaron el conteo de cMN, sin
Ilegar a imposibilitarlo (98-99, 100-101, 103,106).

En complemento, la utilizacion de un colorante especifico para ADN permite
distinguir a un MN de un elemento intracelular similar, como pueden ser los granulos de
queratohialina presentes en células superficiales del epitelio cervical (96). Respecto a ello,
todos los estudios incluidos en la revision utilizaron la técnica de tincion Papanicolaou (71,
98-108). En una investigacién realizada por Gupta et al. (122), fue comparada con otras
tinciones para la identificaciéon de MN en células exfoliadas de la cavidad oral y se concluy6
que esta tincidn, pese a no ser especifica para ADN, da buenos resultados. Asimismo, otro
estudio evalud la frecuencia de MN en células exfoliadas de la cavidad oral mediante LBC e
indico que el conteo de cMN no variaba de forma significativa con las diferentes tinciones
utilizadas (May Grunwald Giemsa, Hematoxilia- Eosina, Papanicolaou), pero que
probablemente esto se debia a la implementacién de LBC, mas que a la tincién empleada
(123).

En consecuencia, para poder alcanzar un consenso respecto a la tincion éptima
para realizar el conteo de cMN, tanto en citologia convencional como en LBC, se necesita
mayor cantidad de estudios que proporcionen informacion relevante sobre el tema. Sin
embargo, cabe destacar que los 12 estudios seleccionados en esta revision pudieron llevar a
cabo el conteo de ctMN aplicando la tincion de Papanicolaou y, en la mayoria de los casos,
utilizando citologia convencional (71, 98-108). Con esto se puede inferir que, ni el uso de
citologia convencional ni la tincion Papanicolaou, representan un impedimento para poder
utilizar la frecuencia de cMN como biomarcador de apoyo diagndstico al momento de evaluar
citologias cervicales.

Respecto a los antecedentes de las pacientes al momento en el que se les

diagnosticaron las LIE, en los estudios solo se menciona la edad. EI promedio de edad de las
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pacientes con LIEBG/LSIL y LIEAG/HSIL fue mayor a 40 afios, con rango etario de 21 a 70
afios, mientras que el CI se presentd en pacientes con rango etario de 25 a 76 afios. Esta
variacion en la edad de las pacientes, al momento de presentar una lesion precursora de
carcinoma cervicouterino, guarda relacion con la historia natural de esta neoplasia (124) y
con diversos factores ambientales, asi como también a distintos aspectos asociados al estilo
de vida, los que pueden actuar como genotoxicos y provocar inestabilidad genomica,
aumentando asi el riesgo de desarrollar una lesion precursora de cancer cervicouterino (17,
125).

Multiples factores que se encuentran asociados a estas neoplasias intraepiteliales
son capaces de inducir dafio en el genoma de las células cervicales, el que puede manifestarse
de diferentes formas, entre ellas, la presencia de MN en las células exfoliadas del epitelio
cervical. Acerca de esto, ha sido reportado que aquellas pacientes con uno o mas factores de
riesgo de padecer cancer cervicouterino presentan frecuencias mas altas de cMN (17).

En esta revision, 3 de los 12 estudios incluidos asociaron la frecuencia de cMN
con factores de riesgo como edad, numero de embarazos y abortos, duraciéon de la vida
marital, presencia de una infeccion de transmision sexual y positividad para algin genotipo
de VPH de alto riesgo. Como resultado, ni la edad, ni el nimero de embarazos y abortos, ni
la duracion de la vida marital se pudieron asociar de forma significativa con la frecuencia de
cMN que presentaban las pacientes. (98, 107-108), a diferencia de la frecuencia de cMN en
pacientes con infecciones de transmision sexual, donde se vio ligeramente elevada respecto
al grupo control, sin embargo, la diferencia no fue significativa (98).

Un factor importante es la infeccion del tracto genital inferior por VPH, la cual
desde hace ya méas de dos décadas ha sido considerada como la causa necesaria para el
desarrollo del cancer cervicouterino y sus lesiones precursoras (126). En dos de los estudios
incluidos en esta revision, la positividad para algin genotipo de VPH de alto riesgo se asocid
con una frecuencia mayor de cMN (107-108), deduciéndose que lo anterior podria ser un
indicador de infeccion por VPH, la que tendria mayor tendencia a persistir cuando la
frecuencia de cMN es alta (108).

De forma similar, en un estudio realizado por Cassel et al. (127) se investigo la
asociacion entre la presencia del ADN del VPH y la frecuencia de cMN en frotis citologicos

normales, encontrando que una alta frecuencia se puede asociar de forma positiva con la
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presencia del material genético del VPH, incluso sin existir cambios citoldgicos. Este
aumento de la frecuencia de cMN seria una manifestacion de la inestabilidad gendmica
causada por el VPH, el cual interactia con diversos elementos de las diferentes vias de
sefializacion celular, principalmente con aquellos que regulan procesos, como la progresion
del ciclo celular, la reparacion del ADN, la replicacion y transcripcion del material genético
y la senescencia celular, llevando de esa forma al desarrollo de células con potencial maligno
(128).

Segun la literatura cientifica, ha sido indicado que es de esperar un aumento en
la frecuencia de cMN en lesiones precursoras de cancer cervicouterino (129), por lo que su
evaluacion en frotis citolégicos puede ser utilizada como biomarcador de riesgo de cancer
cervical (130). Basandose en ello, el total de estudios incluidos en esta revision evalué la
frecuencia de cMN en diferentes diagnosticos citologicos cervicales, desde los frotis
normales, pasando por los frotis inflamatorios e infecciosos, hasta los grupos diagnostico
ASC, LIEBG/SIL y LIEAG/HSIL.

A partir de los resultados obtenidos por cada uno de los autores, se calculd la
media de promedios de frecuencias de cMN de los grupos Normal, ASC, LIEBG/LSIL y
LIEAG/HSIL con el objetivo de comparar estos valores (véase Tabla 6) y demostrar que, de
acuerdo con la evidencia cientifica el promedio de frecuencia de cMN efectivamente aumenta
segun el grado de lesion (véase Figura 2), donde en los grupos precursores del carcinoma
cervicouterino sus promedios son mayores en comparacion al presentado en los grupos no
neoplasicos (71, 98-108), indicando la existencia de un mayor dafio genético en las lesiones

intraepiteliales , el cual con una mayor frecuencia de cMN.
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Promedio de valores medios de frecuencias de cMN reportados
por los estudios incluidos en la revision
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Figura 2. Promedio de frecuencia de cMN reportadas en la literatura para
los distintos grupos diagnosticos evaluados. El grafico muestra la media
y error estandar obtenido de los valores promedio de frecuencia de cMN

reportados en la literatura (71, 98-108)

En primer lugar, sobre la frecuencia de cMN en el diagndstico LIEBG/LSIL, la
mayor parte de los estudios encontr6 diferencias significativas en el promedio de frecuencia
de cMN con respecto al grupo control compuesto por frotis normales cuya frecuencia fue
considerablemente menor (71, 98-108). También, cabe destacar el estudio longitudinal de
Srivastava et al. (108), en el cual se observo que, de aquellos casos LSIL que inicialmente
tenian una baja frecuencia de ctMN (< 5 cMN), el 92,5 % se resolvié al cabo de los 12, 18 'y
24 meses posteriores, mientras que, de aquellos casos LSIL con una alta frecuencia de cMN
(>5cMN), s6lo un 5 % se resolvio en las evaluaciones posteriores y el restante 95%, persistio
luego de 1-2 afios de seguimiento. Conjuntamente, de estos ultimos casos, la mitad
correspondia a pacientes positivos para ciertos genotipos de VPH de alto riesgo. A partir de
lo expuesto, los autores del estudio concluyeron que existe una correlacion entre la frecuencia

de cMN, la positividad para el VPH de alto riesgo y la persistencia o progresion de una
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LIEBG/LSIL. Es por lo anterior, que el conteo de cMN podria ser utilizado como un
complemento al examen de Papanicolaou, donde su valor predictivo ayudaria a distinguir
entre aquellas pacientes cuyas LIEBG/LSIL tienen un alto riesgo de persistir y que, por tanto,
necesitan ser monitoreadas con mayor frecuencia de aquellas que no tienen un riesgo elevado
de persistencia o progresion de la lesion (108), hallazgos que coinciden con los de otros
autores (127, 132).

En segundo lugar, relacionado a la frecuencia de cMN en el diagnéstico
LIEAG/HSIL, la mayor parte de los estudios revelan que éste es el grupo diagndstico con
mayor frecuencia de cMN en los frotis cervicales (98-105, 107), resultado similar al obtenido
en los estudios realizados por Aires et al. y Cerqueira et al. (132-133), en los que el promedio
de frecuencia de cMN era significativamente mayor que en los frotis normales e incluso
significativamente mayor al encontrado en los frotis LIEBG/LSIL.

Otro aspecto relevante es que, 3 de los 12 estudios incluidos, indican una
determinada frecuencia de cMN ante la cual se puede decir, con cierto grado de certeza, que
un diagndstico corresponde a LIEAG/HSIL: Ambroise et al. (98) indica que, con una
frecuencia igual o mayor a 8 cMN, se puede diagnosticar una LIEAG/HSIL con una
sensibilidad y especificidad del 96,6 % y 99,0 % respectivamente; Mahanta et al. (102) indica
que, con una frecuencia de cMN de 5.15 o0 mayor, se puede diagnosticar una LIEAG/HSIL
con una precision del 93,3%, una sensibilidad del 85,7% y especificidad del 97,2% ; Shi et
al (107) indica que, con una frecuencia de cMN de 8 se puede diagnosticar una HSIL con
una sensibilidad del 89,6% y especificidad del 66,7%. Pese a esto, los mismos autores
sugieren que se necesitan mas investigaciones, con un mayor tamafio de muestra, para
reafirmar sus conclusiones.

En tercer lugar, respecto al diagndstico ASC, 10 estudios incluyeron el analisis
de la frecuencia de cMN en el grupo diagnostico ASCUS; dentro de ellos destaca el de
Samanta et al. (106), quien determind que la frecuencia de cMN en frotis diagnosticados
inicialmente como ASCUS pero con confirmacion histopatoldgica de inflamacion es
significativamente menor a la encontrada en aquellos frotis diagnosticados inicialmente
como ASCUS, pero gque al examen histopatologico resultaron ser LIE (véase Figura 3) (106),

con lo cual, la aplicacion del conteo de cMN como apoyo diagnostico en frotis ASCUS podria

-72 -



ayudar a discriminar entre aquellas pacientes cuya atipia celular se debe a un proceso

inflamatorio, de las que se asocia a un proceso neoplasico asociado a una LIE.

Promedios de frecuencia de cMN en frotis ASCUS con
resultado histopatolégico de Inflamaciéony LIE

O P, N W b 01 O N O ©

Promedio de frecuencia de cMN

Inflamatorio LIE
Diagnostico Histopatoldgico

Figura3. Conteo de cMN en frotis ASCUS con resultado histopatolégico
inflamatorio y con resultado de LIE. En el grafico se observa la diferencia entre
la frecuencia de cMN encontrada en el grupo de pacientes con diagndstico
citolégico ASCUS, pero con resultado histopatolégico de Inflamacion y
aquellas que tuvieron como resultado citolégico ASCUS, pero con resultado
histopatolédgico de LIE. En este altimo grupo la frecuencia de cMN result6 ser
significativamente mayor (8.34786 * 6.44987) que la reportada en el grupo
Inflamatorio (2.86676 + 2.20866). Adaptado de Samanta et al (106).

Los resultados antes mencionados contrastan con los encontrados en otro estudio
del mismo autor, en el que el promedio de frecuencia de ctMN en frotis ASCUS no difiere
del encontrado en frotis normales, inflamatorios y LIEBG/LSIL (105). De forma similar, en
otro estudio realizado en 2003 se encontr6 que el promedio de frecuencia de cMN en frotis
ASCUS no presenta diferencias significativas respecto de los frotis normales (18), sin
embargo, en dichos estudios no se disponia de los resultados histopatoldgicos de los frotis
diagnosticados como ASCUS, por lo que no se pudo corroborar si los cambios celulares

atipicos se debian a una condicion inflamatoria o0 a una LIE enmascarada.
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Sobre el diagndstico ASCH, 4 de los 12 estudios incluyeron el andlisis de la
frecuencia de cMN en dicho grupo diagndéstico. Cada uno de ellos obtuvo diferentes
resultados en los promedios de frecuencia de cMN y en el analisis estadistico de las
diferencias con los demas grupos considerados, no pudiendo llegar a una conclusion sobre la
frecuencia de ctMN en los casos ASCH (100-101, 103-104).

Como se ha podido observar y de acuerdo con lo encontrado en la literatura
cientifica, alin no se ha podido determinar una frecuencia de cMN especifica para realizar el
diagnostico de cada una de las lesiones precursoras de cancer cervicouterino con seguridad.
Lo anterior se debe a la alta variabilidad en la frecuencia de cMN que puede ser observada
entre cada individuo, probablemente debido a que cada uno esta expuesto a diferentes agentes
genotdxicos, los que interacttian con el material genético de diversas formas (116). Por tanto,
cada caso debe ser evaluado de una forma particular, tomando en cuenta no solo las
caracteristicas celulares y su diagnostico citopatologico, sino también los factores de riesgo
y el estilo de vida que presenta cada paciente.

Pese a esto y basado en los resultados obtenidos por los estudios incluidos en esta
revision, la eventual implementacion del conteo de cMN durante el diagnostico del examen
de Papanicolaou seria un método sencillo, reproducible y de bajo costo que aportaria
informacion complementaria como biomarcador de inestabilidad gendmica (12, 18) , es
decir, un biomarcador que indicaria la acumulacion y progresion de dafio genético en las
células del epitelio cervical, atribuible tanto a una infeccién por VPH, como a factores
medioambientales y del estilo de vida de cada paciente permitiendo la identificacién de
aquellas que tienen un elevado riesgo de desarrollar una lesién precursora de cancer
cervicouterino (129-130) y que, por tanto, necesitan un seguimiento clinico frecuente.

Cabe destacar que no existen estudios realizados en Chile sobre la frecuencia de
cMN en lesiones precursoras del cancer cervicouterino, lo cual representa una oportunidad
para poder colaborar, tanto en la generacién de conocimiento sobre el tema, como en la
mejora de los métodos de tamizaje existentes en la actualidad, aumentando las herramientas
de apoyo diagnostico disponibles para optimizar la evaluacion del examen de Papanicolaou
y facilitando la labor de los citotecnélogos al momento de enfrentar y evaluar frotis cervicales

gue resultan ser un desafio diagnostico, lo que en dltima instancia impactaria
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beneficiosamente sobre las pacientes que presentan un mayor riesgo de desarrollar esta

neoplasia
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8. CONCLUSION

Como ha sido descrito, el cancer cervicouterino es una de las neoplasias mas
frecuentes en la poblacion femenina a nivel mundial y el principal método empleado para su
deteccion temprana es el examen de Papanicolaou, el cual podria ser complementado con
otras técnicas que permitan aumentar su sensibilidad en el diagndstico de las lesiones
precursoras del cancer cervicouterino. Una de éstas es la incorporacién del conteo de cMN
en frotis cervicales, en el que los MN son reconocidos como biomarcadores de progresion de

dafo genético y, en consecuencia, de la transformacion maligna de las células.

A partir de lo expuesto por diversos autores sobre la frecuencia de cMN y su
aporte en el proceso diagnostico de frotis cervicales, informacion que ha sido sintetizada en

esta tesis narrativa, se pueden destacar las siguientes consideraciones:

o La frecuencia de cMN reportada por los autores en los grupos diagnosticos
precursores del carcinoma cervicouterino es significativamente mayor a la reportada en el

grupo diagnostico “Normal”.

o La frecuencia de cMN aumenta en paralelo a la severidad de las alteraciones celulares
malignas, desde el diagnostico ASCUS, seguido por LIEBG/LSIL, hasta el diagnostico
LIEAG/HSIL.

o A mayor progresion de dafio genético en las células del epitelio cervical, atribuible
principalmente a la infeccion con un genotipo de VPH de alto riesgo, mayor es la frecuencia
de cMN.

o No se ha podido estimar un rango exacto de frecuencias de cMN que permita
clasificar cada frotis dentro de un determinado grupo diagnéstico, debido a la variabilidad en

la frecuencia de cMN entre cada paciente.

Adicionalmente, el ensayo de MN en células exfoliadas del epitelio cervical
posee grandes ventajas, como lo es ser una prueba sencilla, reproducible y de bajo costo.
Ademas, puede llevarse a cabo sobre los mismos frotis cervicales obtenidos en el examen de

Papanicolaou, sin necesidad de realizar una nueva toma de muestra o una tincion diferente,
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logrando ser de gran utilidad en el monitoreo de la progresion de dafio genético de pacientes
que tienen un alto riesgo de desarrollar cncer cervicouterino y que, por tanto, debiesen ser
controladas constantemente, a fin de evitar el desarrollo de dicha neoplasia. Por lo mismo, el
conteo de cMN es una prueba que, de acuerdo con los estudios incluidos, podria ser utilizada

en situaciones especificas durante el diagnostico del examen de Papanicolaou, como lo son:

o En el diagnostico LIEBG/LSIL, seria una herramienta auxiliar al momento de estimar
la posibilidad de regresion dado que, los casos LIEBG/LSIL con una alta frecuencia de cMN
tienen una menor probabilidad de regresion, a diferencia de aquellos casos que presentan una

baja frecuencia de cMN, los que tienen una mayor probabilidad de regresion de la lesion.

o En el diagndstico LIEAG/HSIL, contribuiria en la estimacion del riesgo de desarrollo
de esta lesion ya que, ante determinadas frecuencias de ctMN se podria estimar con altos

porcentajes de precision, sensibilidad y especificidad, la presencia de una LIEAG/HSIL.

o En el diagnostico ASCUS, aportaria informacion valiosa para discriminar si estas
atipias celulares de origen indeterminado son atribuibles a un posible diagndstico de
inflamacion o a uno de LIE, pues una elevada frecuencia de ctMN permitiria sospechar que
los cambios atipicos pesquisados son producto de una LIEBG/LSIL o LIEAG/HSIL
enmascarada, mientras que, una baja frecuencia de cMN sugeriria que un proceso

inflamatorio es el responsable de esos cambios.

Debido a lo recién expuesto, se puede concluir que la frecuencia de cMN como
biomarcador de progresion de dafio genético en frotis cervicales diagnosticados con lesiones
precursoras de cancer cervicouterino, ademas de ser una teécnica aplicable, aporta
informacion que complementa y apoya el diagnéstico del examen de Papanicolaou,
facilitando la labor de los citotecn6logos y citopatélogos, sobre todo frente a la evaluacion
de frotis cervicales que resulten ser un desafio diagnostico, lo que conlleva a un beneficio
directo sobre las pacientes de mayor riesgo, gracias a la optimizacion de los métodos de

deteccidn temprana de estas lesiones intraepiteliales existentes en la actualidad.

Asimismo, es importante destacar que no existen investigaciones realizadas en

Chile sobre la frecuencia de cMN en frotis cervicales, lo cual ofrece la oportunidad de
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colaborar en la generacion de conocimiento que permita complementar y reforzar las

conclusiones presentadas.
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10.ANEXOS

10.1. ANEXO A: Resumen de busqueda y seleccion de estudios

Tabla A.1 Detalle de los resultados de busqueda de articulos en seis bases de datos.

Base de Datos N° de articulos encontrados
Medline (PUBMED) 126

SCIELO 13

Science Direct 30

Scopues 141

Springer Link 183

Web of Science 24

TOTAL 517

Tabla A.2 Detalle de la seleccion de articulos, segun contenido de titulo y resumen,

repeticiones y criterios de inclusion.

Criterio de seleccion de articulos

Cantidad de estudios

Estudios seleccionados posterior a la
evaluacion de los apartados titulo y resumen

62

de criterios de inclusion

Estudios eliminados por tratarse de revisiones 1
sistematicas

Estudios eliminados por ser duplicados 34
Estudios eliminados por tratarse de minirevision | 1
Estudios eliminados por no cumplir con criterio | 1
de idioma

Estudios eliminados por encontrarse fuera del 3
periodo de publicacién 2010-2020

Estudios eliminados por no aplicar la coloracion | 5
de Papanicolaou

Estudios eliminados por no abordar la frecuencia | 5
de MN en Lesiones Precursoras de Cancer
Cervicouterino

Estudios seleccionados posterior a la aplicacion | 12
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