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RESUMEN

Introduccion: La citologia convencional es un método de cribado de gran rentabilidad pero
con falsos positivos y negativos que tienen implicaciones y costes. La tincion de las
proteinas P16 y Ki67 en frotis y biopsias del cérvix permiten detectar mejor las células
transformadas y podria aumentar la especificidad de la citologia cervical para la deteccion

de lesiones intraepiteliales y cancer invasivo, por lo que merece ser investigada.

Objetivos: Evaluar clinicamente la validez y reproducibilidad de la citologia con doble
tincién P16 y Ki67 en frotis cervicales, y su correlacién con los hallazgos colposcépicos e
histomorfoldgicos con tincion P16 en los diferentes tipos de lesiones cervicales de
pacientes remitidas para colposcopia al Instituto Nacional de Cancerologia de Guatemala
por deteccidn de alteraciones citoldgicas en otros centros.

Material y Métodos: Estudio descriptivo transversal. Fueron incluidas 210 pacientes que
tenian un resultado de citologia convencional anormal (ASCUS, AGUS, ASCH, LEIBG,
LEIAG y céncer invasivo). De cada paciente se obtuvo exfoliado para citologia cervical y
biopsias dirigidas del cérvix por colposcopia; a 45 pacientes se les realizO conizacion
cervical. Las citologias en frotis fueron procesadas con doble tincién (P16 y Ki67) y los
cortes histoldgicos con la tincién pl6. Fueron evaluadas por tres patdlogos y un
citotecnélogo independientes de modo ciego, y 20 muestras fueron excluidas por acuerdo
en su mala calidad y el resto compusieron el grupo de estudio.

Resultados: Considerando como diagnostico correcto el obtenido del estudio histoldgico, la
sensibilidad y especificidad para detectar correctamente lesion escamosa intraepitelial de
alto grado o cancer invasivo mediante el estudio citomorfoldgico del exfoliado cervical con
doble tincion fueron 78.95% IC95 (71.03-86.87) y 94.74% (89.06-100) respectivamente; el



valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN) fueron 95.74% (91.13-100.0) y 75%
(65.82-84.18). La evaluacion de las citologias con tincion convencional mostré una
sensibilidad y especificidad de 78.64% y 75.85% respectivamente. Los indices de
concordancia Kappa ponderado interobservador fueron: entre 0.66-0.83 en la citologia con
doble tincién, entre 0.80-0.89 en biopsias y entre 0.76-0.90 en conos cervicales, ambos
con tincion P16 (p<0.0001). Por otro lado, el andlisis de la doble tincion en mujeres
mayores de 30 afios mostrdO mejores valores de sensibilidad y VPP de 78.43 y 95.24
respectivamente. La evaluacion de la impresion colposcopica respecto a histologia con
tincion P16 mostré una sensibilidad del 71.93%, especificidad del 86.84%, VPP 89.13% y
VPN del 67.35% respecto a histologia con tincién P16. Y la mejor correlacion se produjo

en casos de LEIAG y cancer cervical invasivo.

Respecto a la correlacion positiva o negativa de la doble tincion de citologia con el
diagnostico en histologia con tincion P16, la sensibilidad y especificidad fueron 74.56%
IC95 (66.13-82.99) y 93.42% IC95 (87.19-99.65) respectivamente, con un VPP y VPN
94.44%(89.16-99.73) y 71% (61.61-80.39) respectivamente.

Finalmente, el indice de correlacién Tau b Kendall de la citologia con doble tincion
respecto al resultado final de histologia con tincion P16 fue 0.709 y el de la impresion
colposcépica 0.434 (p< 0.0001).

Conclusiones: La especificidad de la citologia cervical con doble tincion es mayor que la de
la citologia convencional y los falsos positivos son menores, con una sensibilidad
comparable. La sensibilidad y VPP fueron mayores en el grupo etario > 30 afios. La
concordancia entre patélogos fue buena en la interpretacion de citologias con doble tincidn
p16-ki67 y muy buena en biopsias y conos con tincion P16. EI mejor indice de correlacion
lo presentaron la citologia con doble tincion y la histologia con tincion P16. Nuestros



resultados sugieren que esta prueba podria ser Gtil para reducir estudios innecesarios y
evitar conizaciones por discordancia cito-histoldgica.



SUMMARY

Introduction: The conventional cytology screening is a highly profitable method but with
false positives and negatives that have implications and costs. The staining of Ki67 and P16
protein in smears or biopsies of the cervix extended and allows better detection of
transformed cells and may increase the specificity of cytology for detecting cervical

intraepithelial lesions and invasive cancer, so it deserves to be investigated.

Obijectives: To evaluate the validity and reproducibility of clinical cytology by double
staining P16 and Ki67 in cervical smears, and its correlation with colposcopic findings and
histomorphological stained P16 in different types of cervical injuries in patients referred for
colposcopy to the National Cancer Institute of Guatemala by detection of cytological

abnormalities in other centers.

Material and Methods: Cross-sectional study. They were included in the study 210 patients
who had an abnormal conventional cytology results (ASCUS, AGUS, ASC H, LSIL, HSIL
and invasive cancer). From every patient obtained an exfoliated for cervical cytology and
directed biopsies of the cervix by colposcopy; 45 patients underwent cervical conization.
Pap smears were processed with double staining (P16 and Ki67) and histological staining
with p16. They were excluded from the study 20 samples for poor quality and each sample

was evaluated by three pathologists and independent cytotechnologist of blinded fashion.

Results: Considering the correct diagnosis as obtained from the histological study, the
sensitivity and specificity for detecting squamous intraepithelial lesion of high grade or
invasive cancer correctly by exfoliated cervical cytomorphologic study with double staining
was 78.95% CIl95% (71.03-86.87) and 94.74% (89.06-100) respectively; the positive
predictive value (PPV) and negative (NPV) were 95.74% (91.13-100.0) and 75% (65.82-
84.18) respectively. The conventional Pap smear staining was evaluated, whose sensitivity
and specificity were 78.64% and 75.85% respectively. The interobserver weighted Kappa

concordance indexes were: between 0.66 to 0.83 in the cytology with double staining,



among 0.80 to 0.89 in biopsies and amongst 0.76 to 0.90 in cervical cones, both with
stained P16 (p <0 .0001). Furthermore, the analysis of double staining in women over 30
years showed better sensitivity values and PPV 78.43 and 95.24 respectively. The
evaluation of colposcopic impression regard a histology with staining P16 showed a
sensitivity of 71.93%, specificity86.84%, PPV 89.13% and PPV of 67.35% about histology
with staining P16. And the best correlation was in cases of HSIL and invasive cervical

cancer.

Also was evaluated the positive or negative correlation of the double staining of
cytological diagnosis in regard to histology with staining P16; The sensitivity and
specificity were 74.56% CI1 95 (66.13-82.99) and 93.42% CI 95 (87.19-99.65) respectively
and 94.44% PPV and NPV CIl 95% (89.16-99.73) and 71% CI 95% (61.61-80.39)

respectively.

Finally, the Tau b Kendall correlation index to the cytology with double staining respect to
the final result of histology with staining P16 was 0.709 and of the colposcopic impression
was 0.434 (p <0.0001).

Conclusions: The specificity of cervical cytology with double staining is greater than the
conventional cytology and lower are the false positives, with comparable sensitivity. The
sensitivity. and PPV was higher in the age group > 30 years. The concordance between
pathologists was good in the interpretation of the cytology with double staining p16-ki67
very good at biopsies and cones with staining P16.The best correlation index showed the
double staining cytology and histology staining P16. Our results suggest that this test could
be useful to reduce and avoid unnecessary studies conizations by cyto-histologic
discordance.



1. INTRODUCCION

El cancer del cérvix es un problema de salud publica en paises en via de desarrollo.
Se estima que cada afio se diagnostican 500,000 casos nuevos en el mundo, y es la
causa de 190,000 muertes anuales, de las cuales el 78 % ocurre en paisesen

via de desarrollo.

Ameérica Central ocupa la sexta region de mayor frecuencia de diagnostico de cancer del
cérvix, siendo la incidencia de 23.5 y la mortalidad de 8.9 por 100,000 habitantes(1). Pero
dentro de ella, en Guatemala se ha reportado que la tasa de incidencia del cancer del
cérvix esde 39,6 por 100,000 habitantes y la mortalidad es de 16.8 por 100,000 muertes,

considerandose por tanto pais de incidencia elevada.(2)

En los paises denominados desarrollados y en desarrollo, el cancer de cuello uterino ha
cedido su lugar como el principal tipo de cancer al cancer de mama, que ahora es el cancer
mas frecuente en la mujer; sélo en el Africa subsahariana, América Central, sur centro de

Asia y Melanesi sigue actualmente siendo el principal cancer que afecta a las mujeres.(3)

En Guatemala, como en la mayoria de paises, el método de cribado para deteccion de
lesiones preinvasivas y cancer de cérvix utilizado frecuentemente es la citologia
convencional. Y el Instituto Nacional de Cancerologia INCAN es el mayor centro de
referencia para deteccion y tratamiento del cancer de cérvix; anualmente son atendidas un
promedio de 250 pacientes en la Unidad de colposcopia con resultado de citologia con
lesiones preinvasivas, para efectuar biopsia y en ciertos casos conizacion cervical con asa

diatérmica o histerectomia.

Es bien conocido que las lesiones preinvasivas del cervix tienen el potencial de producir

cancer invasivo, siendo la tasa de progresion del 1% para lesiones escamosas



intraepiteliales de bajo grado (LEIBG) y de 34% para lesiones escamosas intraepiteliales de
alto grado (LEIAG). (4)

Por ello, los esfuerzos de salud publica para disminuir los indices tanto de incidencia como
de mortalidad en los diferentes paises, se han basado en la realizacion de jornadas y
campafas para ofrecer la citologia exfoliativa del cérvix, test conocido como Papanicolaou,
siendo esta una prueba de cribado con una sensibilidad del 70% y una especificidad del
60%.(5)

La estrategia suele basarse en general en el empleo de la citologia convencional como
primer escalén para la deteccién de las lesiones preinvasivas del cérvix, y al tener
resultados anormales se confirma o descarta el diagnostico con el estudio histolégico de

biopsia obtenida bajo vision colposcdpica.(6)

La citologia por tanto no es un método de diagnostico sino de rastreo, y se ha reportado que
la discrepancia entre el resultado de la citologia y de la histologia, es mayor en lesiones de
bajo grado con respecto a las de alto grado, siendo 83.6% y 16.4% respectivamente(7). De
ellas, se estima que el 67 % suceden por error en la interpretacion y 33% por la calidad de

muestra o toma de la muestra.

Por ello se han investigado y utilizado biomarcadores capaces de identificar células que
estén transformandose, 0 sea que estén en proceso de neoplasia. Las células transformadas
estan afectadas por virus del papiloma humano de alto riesgo VPHAR, que como mas
adelante describiremos es el principal agente facilitador o causante del cancer de cérvix, y
estos marcadores detectan con mayor sensibilidad y especificidad a LIEBG y LEIAG. Y
de hecho, por ejemplo, se ha descrito que la doble tincién P16 Ki67 en la citologia mejora
el rendimiento y precision de la citologia convencional y alcanza una sensibilidad del
95,1% y una especificidad del 82%. (8)



Y es que, por un lado la interpretacion de la citologia de los exfoliados cervicales puede
estar afectada por la observacion de imagenes celulares dudosas en ocasiones; y por otro
lado, la limitada especificidad de la citologia tradicional hace que en algunos casos no
permita identificar o discriminar los casos verdaderos sanos. Todo ello reduce el
rendimiento del cribado y por tanto también de la consecucion del objetivo relevante para la
salud publica, la deteccion precoz de las lesiones precursoras que con el tratamiento

oportuno conduce a evitar el cancer de cérvix en muchos casos.

Ademas, la discrepancia o falta de correlacién de la citologia convencional con respecto a
la colposcopia y/o histologia obliga al clinico a realizar conizaciones cervicales que a veces
son innecesarias, debido a que los resultados finales en pieza final o cono cervical son
negativos, o sea que no se evidencia lesion cervical. Y ello supone un elevado coste
econdmico, de empleo de recursos y de afectacion de mujeres (ansiedad y riesgo de

complicaciones y secuelas) sin ningun efecto positivo.

1.1.  Epidemiologia del cancer de cérvix.

Como hemos descrito, en paises en desarrollo el cancer de cérvix es el segundo diagndstico
mas frecuente y tercera causa de muerte por enfermedad de cancer en las mujeres. De
hecho, hubo un estimado de 444,500 nuevos casos de cancer de cuello de Utero y 230,200
muertes en paises en desarrollo en 2012 (ver fig. 1).

Segun la region, las tasas de incidencia mas altas se registran en el Africa subsahariana,
America Latina y el Caribe, y Melanesia; la tasa méas baja se encuentra en Asia occidental,
Australia/Nueva Zelanda y América del Norte. Y casi el 90% de las muertes por cancer de
cuello uterino se produjo en las siguientes partes del mundo: 60.100 muertes en Africa,

28.600 en América Latina y el Caribe y 144.400 en Asia. India, el segundo pais mas



poblado del mundo, presento el 25% de las muertes por cancer de cuello uterino (67.500

muertes).

En resumen, el cancer de cérvix es mucho mas comun en los paises en desarrollo, donde

ocurre el 85% del total de casos de muertes por cancer cervical.

Y el cancer cervical alcanza el 15% del total de canceres en la mujer, con un riesgo, antes

de los 65 afios, del 1.5% en los paises desarrollados. En la fig. 2 se observa que América

Central ocupa la sexta region, siendo la incidencia de 23.5 y mortalidad de 8.9 por 100,000

habitantes con diagndstico de cancer de cérvix. (9)
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1.1.1. Epidemiologia del cancer del cérvix en latino Ameérica.

La alta incidencia de cancer de cérvix en la regién de Latino América se observa en las
estadisticas mundiales, que siguen evidenciando las grandes diferencias de incidencia y
mortalidad por este cancer entre paises. Asi mismo, también es destacable que las
tendencias en los paises en desarrollo no han modificado su incidencia a lo largo de los
ultimos afos. (Restrepo, 1993), lo que sugiere que no se ha avanzado en demasia en lo que
parece un objetivo prioritario de salud: evitar o al menos reducir la mortalidad por un

cancer evitable.
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de cancer del cérvix segin regiones del mundo.

Fuente Globocan 2012

Si bien se reconoce la dificultad en recabar los datos epidemioldgicos de esta enfermedad
debido a que el control y registro de algunos paises es deficiente, segln los datos obtenidos
y publicados por GLOBOCAN 2,000, se observa que los paises como Haiti, Nicaragua y

Bolivia tienen las mas altas tasas de incidencia en Latino America. Y que Guatemala tiene
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una incidencia similar a México, Honduras, El Salvador y Peru, con una tasa aproximada
de 39 por 100,000.(2) Ver fig.3.

1.1.2. Epidemiologia del cancer de cérvix en Guatemala.

Otra prueba de la gran importancia del cancer de cérvix en Guatemala, es reflejada por los
datos presentados por el Instituto Nacional de Cancerologia INCAN de Guatemala del afio
2,008. En ellos se establece que la mayor frecuencia de tumores en las mujeres, segun
localizacion, es el cancer invasivo del cérvix en un 34.2 %; seguida por el cancer In-situ

del cérvix, un estadio previo al cancer invasivo, con 4.9%. Ver fig. 4.
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Figura 3. Incidencia del cancer de cérvix representado en tasa por 100,000 en paises de Latino
América.

Fuente Globocan 2000.
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De hecho, se observa que la suma de los casos de cancer invasivo e in-situ del cérvix
alcanza el 39.1% del total de los tumores segun localizacién en las mujeres que asistieron al
INCAN de Guatemala. (Instituto Nacional de Cancerologia “Bernardo del Valle” de
Guatemala, 2,008)

1.2 Virus del papiloma humano, agente causal biologico del cancer de cérvix.

La propuesta inicial de que el cancer de cuello uterino es una enfermedad de transmision
sexual se hizo en 1842 por el Dr. Rigoni-Stern, cuando informé que las prostitutas fueron
las méas afectadas por el cancer de cuello uterino.

Posteriormente, multiples estudios epidemioldgicos confirmaron que el contacto sexual
(inicio temprano de las relaciones sexuales, multiples parejas sexuales, los varones de alto
riesgo, y las infecciones por virus del herpes simple) era un riesgo para el cancer del cuello

uterino. Pero la verdadera causa no fue identificada hasta finales de 1970, cuando
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zurHausen descubri6 el virus del papiloma humano (VPH) en el cancer de cuello uterino y
genitales externos. Aunque antes, desde los clésicos trabajos de Richart, se conocia cémo

cambios neoplasicos intra epiteliales preceden al cancer de cuello uterino.(10)

En la actualidad, se conoce que ciertos tipos de VPH causan casi todos los canceres de
cuello uterino y por tanto cabe considerar los mismos como consecuencia de enfermedad de

transmisién sexual.

Y es que multiples estudios han concluido que el factor definitivo en la etiologia del cancer
del cérvix es la infeccion por diversos tipos de virus del papiloma humano del cérvix,
y sobre todo la persistencia de los VPH denominados de alto riesgo u oncogeénicos; y de

hecho, en los casos de cancer de cérvix se ha detectado el VPH en el 95 al 99.7%.(11),(12)

El VPH es una particula que contiene material genético de acido desoxirribonucleico ADN
de 8,000 pares de bases, cubierta con una capside de proteinas. Existen mas de 100 tipos
identificados que se han clasificado en dos grupos segun su capacidad de transformar o no

las células hospederas del cérvix: de bajo riesgo y de alto riesgo.(13)

El VPH de alto riesgo (VPHAR) contiene en su genoma de ADN varios genes
denominados oncogenes por su capacidad de transformar a la célula alterando el ciclo
celular. Entre estos oncogenes estan los denominados E6 y E7 , E de “early” en inglés o
temprano en espafol, capaces de inmortalizar a las células y asi evitar que lleguen a la
muerte celular programada o apoptosis.(14) Se han clasificado en este grupo los siguientes
tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69 y 70, estando asociados

los dos primeros con el 70% de casos de cancer del cérvix.(15)

Como deciamos, los tres genes que poseen capacidad de la estimulacion de proliferacion

son: E5, E6 y E7 pero el gen E5 parece ser importante en el curso temprano de la infeccion.
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Estimula a la célula en el crecimiento mediante la formacion de un complejo con el

receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas. (14)

Y también se demostré que el E5 ayuda a prevenir la apoptosis después del dafio de ADN.
Sin embargo, en células infectadas por el VPH en lesiones que progresan a cancer cervical,
el ADN viral se halla en estado episomal, y con frecuencia al integrarse en la célula

huésped de ADN la codificacion de la secuencia del E5 es delecionada.(16)

Por lo tanto, la proteina E5 no es obligatoria para desencadenar la carcinogénesis mediada
por el VPH. Un papel mas significativo para la transformacion maligna de la célula son las
proteinas Yy sus genes E6 y E7. Estas proteinas son siempre expresadas en tejidos o tumores
malignos, ya que son capaces de inmortalizar a las células humanas transformadas, es decir

con su expresion estas no son obligadas a entrar a apoptosis.

Este conocimiento de la transformacion de las células por VPH ha estimulado la
investigacion sobre los posibles mecanismos oncogeénicos, y seguidamente expondremos

los aspectos mas relevantes identificados actualmente:

Se han descrito varias funciones posiblemente oncogénicas para las proteinas de los genes
del VPH E6 y E7, que actuarian bloqueando dos proteinas supresoras de tumores. Las
primeras observaciones revelaron que E6 interactia con la proteina p53 y E7 con la
proteina del Retinoblastoma Rb. De hecho, algunas de las funciones importantes de la
proteina E6 se originan a partir de su interaccion con la p53 para posteriormente degradarla,
asi como a la proteina BAK denominada proapdptética, lo que se traduce en la resistencia
a la apoptosis y el aumento de la inestabilidad cromosomica. (17)

Ademas, la activacion de telomerasa y el postulado de inhibicién de la degradacion de las

quinasas de la familia SRC por medio de la oncoproteina E6, parecen cumplir funciones
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importantes en la estimulacion del crecimiento. Se ha especulado que la estabilizacion de
las formas activadas de miembros especificos de la familia de las cinasas SRC podria

contribuir a la transformacion del VPH. (18)

La Proteina P16 es una molécula antitumoral, ya que controla el ciclo celular inhibiendo a
la ciclina CDK4. Su actividad cinasa no permite que la célula replique el ADN. La cinasa
INK4A dependiente de ciclina inhibidora conocida como pl6 parece contrarrestar estas
funciones. Sin embargo la E7 interactla y degrada la Rb, liberando posteriormente el factor
de transcripcion E2F de Rb e inhibe al gen INK4A.(19)

La alta actividad de E2F podria conducir a la apoptosis en células que expresen el E7. Sin
embargo la E7 puede estimularla fase S cuando a su vez estimula los genes de ciclina A'y
ciclina E. Y parece bloquear la funcion de los inhibidores de la quinasa dependiente de
ciclinaWAF1 también conocido como CIP1 y p21 y KIP1 también conocido como p27.(17)

La proteina E6 parece verse afectada por INK4A, mientras que la proteina E7 no esta
afectada por esta inhibicion de la activacion directa de las ciclinas A y E. La E6, a su vez,
evita la apoptosis al degradar o inhibir la funcién de las proteinas p53 y BAK.(20).

Actualmente no se ha observado un papel en la conversién de la célula a maligna para las
proteinas tempranas del VPH E1, E2 y E4.En el sentido contrario sucede conlas L1y L2, L
de “Late” en inglés o tardio en espafiol, que son dos proteinas estructurales que conforman
la capside viral y que no se expresan en las células precancerosas ni malignas, pero han

sido importantes para el desarrollo de vacunas.

Y es que el sistema inmune es importante en el control de infecciones de VPH en general y

en el efecto en cérvix en particular. (21) Hay pruebas de la participacion de la inmunidad
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celular por medio de linfocitos T-ayudadores asi como de la inmunidad humoral en las
células en regresion de las lesiones premalignas. (22)

Ello sugiere que el escape a la vigilancia inmunolégica puede ser un paso importante en la
progresion de los tumores vinculados al VPH, y por tanto una estrategia de tratamiento
inmune podria obtener efectos positivos. Ademas hay otros dos modos de control en la
proliferacion de células que estan infectadas por el VPH para protegerlas en contra de la
transformacion maligna: una consiste en la inhibicion de la funcion oncogénica viral y el

otro en control de la transcripcion de los genes virales.(11)

La proteina E6, compuesta por 150 aminoacidos y por dos dedos de Zinc que parecen
esenciales para su funcion, afecta a las células epiteliales en el ser humano, y actia junto
con el factor activado Ras transformando a las células. Asi mismo es capaz de afectar a
diversas proteinas tales como supresores tumorales (entre ellas la de mayor relevancia es
p53), transductores de sefializacion, crecimiento de la célula y de las Ubiquitin ligasas, la
cual es responsable de la degradacion de proteinas por medio de las proteosomas. La
actividad mas relevante de la proteina E6 es la degradacién de p53 a través de la union de la
ubiquitin ligasa, dejando a la célula a merced del dafio del ADN. Otra actividad relevante es
su funcion como factor de transcripcidon que estimula a la telomerasa, factor estimulador

del endotelio vascular, fibronectina y del oncogén c-Myc(23).

En cuanto a la proteina E7, se sabe que afecta la regulacion de la proliferacién celular,
interactuando con proteinas reguladoras del ciclo celular, especialmente en la transicion de
la fase G1 a la fase S. Ademés se asocia con las desacetilasas de histonas, factores de
transcripcion del tipo AP1, la proteina de interaccidn con la caja TATA, diferentes ciclinas
y con cinasas dependientes de ciclinas conocidas como CDK. La proteina E7 al igual que la

proteina E6 son expresadas durante el proceso de transformacion maligna de la célula.(24)
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En las lineas celulares que han sido transfectadas por el ADN de E6 del VPH, el gen
CDKNZ2A que codifica al INK4A es normalmente inactivado por metilacion, la mutacion o
eliminacién. INK4A inactiva a los complejos de la ciclina D1-CDK4 o a la ciclina D1-
CDKS®, lo que impide la expresion de ciclina E y por tanto la progresion a traves del ciclo
celular. La interrupcion constante de la funcion del gen CDKN2A en las células E6-
inmortalizadas indica que INK4A puede interferir funcionalmente con la actividad de

transformacion de E6.(25)

Por otro lado, la expresidn del gen E7 puede estimular directamente a las ciclinas Ay E a
través de su interaccion con la pRb. Y en las células que se inmortalizan por E6 y E7, la

funcién del gen CDKN2A se mantiene intacta. (26)

En resumen, la actividad més relevante de la proteina E6 es la degradacion de p53 a través
de la unién de la ubiquitin ligasa, dejando a la célula a merced del dafio del ADN. Y otra
actividad relevante es su funcion como factor de transcripcion que estimula a la
telomerasa, factor estimulador del endotelio vascular, la fibronectina y del oncogén c-
Myc.(27)

Y el oncogen E7 de VVPH de alto riesgo se une a la célula huésped con Rb epitelial, y a
continuacion, se libera E2F liberando o produciendo p16 como un intento para frenar y
equilibrar el ciclo celular, ya que también es activado por E2F libre. Y, por ello, hay un
aumento paraddjico de la pl6 en la displasia de alto grado que se puede detectar con
inmunohistoquimica.(28),(29)

Finalmente, los virus de papiloma humano de alto riesgo aumentan también el Ki67, el cual
es una proteina nuclear que esta presente en la proliferacion celular, expresada en todas las
fases del ciclo celular excepto en fase GO, y que es por tanto un marcador de proliferacion

celular que puede también determinarse.(30)
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1.3. Pruebas diagnosticas para la deteccion de lesiones del cérvix

1.3.1. Citologia

En 1928 George Papanicolaou, médico griego, observo en frotis del cérvix celulas
malignas, y a él se le atribuye la descripcion de la citologia del cérvix y su empleo como
una prueba de cribado para la deteccion de lesiones preinvasivas e invasivas. En agosto de
1941 se publicaron los resultados en el American Journal of Obstetrics and Gynecology con
el titulo de “Valor diagnostico del frotis vaginal en carcinoma del utero”, proponiendo la

toma citol6gica como método de facil obtencion y poco molesto para las pacientes.(31)

A partir de ahi, el tamizaje en la deteccidn del cancer de cérvix se inici6 con la citologia
cervical. Como es ldgico, en esta prueba se puede medir como en otras de cribado la
sensibilidad, que corresponde a la deteccion de los casos verdaderos con enfermedad, y la
especificidad, que corresponde a la deteccion de los casos verdaderamente sanos, y que

reflejan la utilidad y lo que se puede esperar del test.

El impacto y la importancia de estos hallazgos se multiplicé a partir de unas jornadas
médicas de frotis cervicales en Columbia Britanica y Kentucky en el afio de 1950, y con
ello, los Estados Unidos de América disminuyeron un 72y 74 % la mortalidad de cancer de
cervix.(32)

Por tanto, la citologia quedd validada como una prueba de tamizaje para la deteccion de
lesiones cervicales con capacidad de influir en la mortalidad de la enfermedad. Y en el afio
1975 la WHO (World Health Organization) describioé la nomenclatura de displasia y la
asigno a las lesiones precursoras de cancer de cérvix (leve, moderada y severa); en esta

clasificacion, al carcinoma epidermoide In-situ se le considero aparte.
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Posteriormente, en 1980 aparece una nueva nomenclatura de la sociedad de patélogos
ginecdlogos por sus siglas en inglés ISGP clasificando la patologia que nos ocupa en
carcinoma epidermoide intraepitelial CIN 1, 2 y 3e incluyendo al carcinoma epidermoide
In-situ en el CIN 3.

Finalmente, debido al pronostico y para orientar el manejo clinico de las lesiones
preinvasivas, recientemente se propuso la nomenclatura de Bethesda, cuya clasificacion
cambia la designacién de CIN 1 y condiloma en lesiones intraepiteliales de bajo Grado
LEIBG y a los casos de CIN 2 y 3 en lesiones intraepiteliales de alto grado LEIAG.(33) ver
Tablal.

En relacion con todo lo expuesto, la importancia del tamizaje para disminuir el riesgo de la
mortalidad por cancer de cérvix fue analizada en un metaanalisis de 24 estudios. Dichos
estudios se desarrollaron desde 1995 al 2012 y la conclusién principal fue que el cribado
permite una reduccion de la mortalidad por cancer de cérvix con una odds ratio OR de 0.65
y riesgo relativo RR es de 0.56.(34)

Uno de los problemas de cualquier prueba de cribado es el falso negativo (en cierto modo
inverso de la sensibilidad). Diversos estudios han situado los falsos negativos para las
lesiones premalignas y el cancer cervical entre el 15 y 50% respectivamente, y depende de
la técnica de la toma y calidad de la muestra, y l6gicamente también de la lectura e
interpretacion de la misma. Y el otro problema es el de los falsos positivos, que generan
estrés y pruebas innecesarias, y en este sentido se ha descrito hasta un 30% de falsos

positivos con la citologia convencional para ambos grupos de lesiones. (35)

El o los criterios secundarios subjetivos en la interpretacion de las pruebas de citologia con

tincién papanicolaou estan sujetos a una marcada variabilidad inter e intraobservador, y ello
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influye en una variable pero relativamente baja sensibilidad para deteccion de las lesiones
de cuello uterino en una sola toma (tan bajo como 66% de sensibilidad, confirmada con

biopsia para las lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado).(19)

En la clasificacion de Bethesda, para fines précticos se considera a deteccion de células
escamosas atipicas de significado indeterminado (por sus siglas en inglés ASCUS) como
umbral de la prueba para el CIN 1 o LEIBG y se usa con frecuencia como el umbral de
referencia de citologia que requiere estudios adicionales. Su diagndstico se realiza por
exclusion de alteraciones mayores, pero se refiere a cambios mas acusados que los
atribuibles a un proceso reactivo, pero que no son cuantitativa o cualitativamente

suficientes para clasificarlos con seguridad como lesion intraepitelial (ver fig. 5).

Los cambios de células escamosas asociados a la infeccion por VPH abarcan la displasia
leve y el CIN 1. Puesto que estas lesiones comparten tipos similares de VPH, y su
comportamiento bioldgico y su tratamiento clinico son similares, esta justificado emplear
un solo término, LSIL, para describirlas (ver fig.7). Esta combinacion ofrece una

sensibilidad de casi 68% y una especificidad de casi 75% en su deteccion citoldgica.

Sin embargo, el umbral de prueba méas apropiado puede ser el diagnostico de LEIAG (CIN
2-3). Esta combinacion da a la citologia una sensibilidad de 70 a 80%, con una
especificidad de cerca de 95%. Los cambios citomorfoldgicos necesarios para este
diagndstico son mas notables, relacion nucleo citoplasma alterada, ndcleo hipercromatico

aumentado, (ver fig. 8).(36)

20



Tabla 1.

Nomenclatura citoldgica segun Sistema Bethesda 2001

Anormalidades de las células epiteliales escamosas:

A Células escamosas atipicas (ASC)

1. Células escamosas atipicas de significado no
determinado (ASC-US)
= ASC-US: (dopical squamous cells of
undetermined significance, células
escamosas atipicas de significado
indeterminado o incierto.
= No puede excluirse HSIL (ASC-H)
2. Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado
(L-SIL)
= Virus papiloma humano (VPH)
= Displasia leve (CIN 1).
3. Lesion intraepitelial escamosa de alto grado
(H-SIL):
= Displasia moderada. displasia severay
carcinoma in situ (CIN 2 y 3)
4. Carcinoma escamosa

B. Células glandulares atipicas (AGC)

= Endocervicales (NOS o especificar en
comentarios)

= Endometriales (NOS o especificar en
comentarios)

+ Glandulares (NOS o especificar en
comentarios).

Nomenclatura histologica para precursores de
carcinoma:

= Lesion escamosa intraepitelial de Bajo Grado

(L-SIL):

Neoplasia intraepitelial Grado I (CIN I)
Lesion escamosa intraepitelial de Alto Grado
(H-SIL):

Neoplasia intraepitelial Grados IT y ITI

Fuente: Annales de Facultad Medicina Lima 2005; 66(2)

En conclusidn, en estudios de meta analisis se determind que la citologia de exfoliado

cervical

tiene una sensibilidad y especificidad para LEIAG del

70y 60%

respectivamente.(5)(37). Lo cual ha aportado gran utilidad clinica, pero no es perfecto y por

ello se pretende mejorar.

Por ejemplo, se ha intentado mejorar la sensibilidad de la deteccién sistematica por medio

de la citologia con base liquida, como por ejemplo ThinPrep. Sin embargo se comprobé en

un estudio que la citologia convencional tuvo ligeramente mayor sensibilidad vy

especificidad que el ThinPrep.(38)
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Efectivamente, se compard la sensibilidad y especificidad del ThinPrep respecto a la de la
citologia convencional, teniendo el primero 65 y 76 % respectivamente frente al 76 y 86 %
para citologia convencional (39),(40). Estadisticamente no se encontré significancia
importante entre ambos tipos de citologia; sin embargo hay ventajas en la citologia
ThinPrep como el tiempo de lectura, mayor representatividad celular y disminucion de

artefactos, y por ello se ha desarrollado en muchos centros su empleo.(39)(41)(42)(43).

Figura 5. Células Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado que no excluye Alto
Grado (ASCH)

Estas células presentan membrana nuclear irregular. No hay Hipercromasia ni tamafo
aumentado, sin embargo, no es concluyente de LEIAG.

Fuente Libro de Citology. Cervical and Vaginal cytology. Edmun S. Cibas

Sin embargo, un estudio efectuado para evaluar la concordancia en 4,948 citologias de base
liquida en la interpretacion de ASCUS y LEIBG; el indice de concordancia Kappa
ponderado fue de 0.59 con IC 95% (0.57-0.61) p<0.001.(44)

22



Figura 6. Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS).

A. Elnlcleo de estacélula escamosa madura es significativamente agrandada y hay hipercromasia
moderada. Las células de este tipo, sobre todo si son pocos en ndmero, son indicativos, pero no de diagndstico
de una lesion intraepitelial escamosa. B, Algunas células tienen grandes cavidades citoplasmaticos pero atipia

nuclear minima. Es preferible para diagnosticar tales casos como ASC-US cuando las células anormales son
pocas y los cambios minimos.

Fuente Libro de Citology. Cervical and Vaginal cytology. Edmun S. Cibas

O '
Mh— ol L e " et
Figura 7. Lesidn escamosa intraepitelial de bajo grado LEIBG.
A LEIBG Clasico Coilocitosis, tienen una gran cavidad citoplasmatica con un borde interno bien definido y con
frecuencia son binucleadas. Ampliacion nuclear no puede ser tan marcada como en los LSIL sin coilocitosis. B, LEIBG

no coilocitica. Los ndcleos son significativamente amplios y muestran hipercromasia suave y el contorno nuclear con
irregularidad. No hay coilocitos definitivos. Este patron una vez fue llamado displasia leve o CIN1.

Fuente Libro de Citology.Cervical and Vaginal cytology. Edmun S. Cibas
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Las células del cérvix ante la infeccion de los VPHAR que alteran el ciclo celular,
responden proliferando y desarrollando lesiones escamosas intraepiteliales de bajo a alto
grado (LEIBG y LEIAG respectivamente) hasta llegar a cancer invasivo. (45-47)

Y es bien conocido desde los trabajos de Richart que las lesiones del cérvix pueden
progresar o0 no hasta cancer invasivo, y que hay mayor probabilidad de que lo hagan en las
lesiones de alto grado que las de bajo grado; de hecho, en la estimacién de las tasas de
progresion se ha descrito para las LEIBG (CIN 1) y LEIAG (CIN 2, CIN 3) una tasa de

progresion hasta llegar a cancer de 1% y 34 % respectivamente.(45)
Afortunadamente, las LEIAG tienen una mayor reproductibilidad interobservador al

interpretar muestras de exfoliado cervical, aunque se describe para CIN 3 entre 30 a 50% de

concordancia.(46)

5o P

®

Figura 8. Lesion escamosa intraepitelial de alto grado LEIAG.

A. estas células tienen escaso citoplasma y un ndcleo marcadamente hipercromatico con contornos nucleares
altamente irregulares. B. Células con una cantidad moderada de citoplasma, antes llamado "displasia
moderada" o "NIC 2", se incorporan en la categoria de LEIAG.

Fuente: Libro de Citology. Cervical and Vaginal cytology. Edmun S. Cibas
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Figura 9. Carcinoma invasivo de células escamosas del cérvix.

A. El carcinoma de células Escamosas (CCE), No queratinizante. La organizacion laminar de las células de
carcinoma escamoso pobremente diferenciados con nucléolos y mitosis imita la apariencia de epitelio
reparadora, pero el hacinamiento y la disposicion desordenada de las células no son tipicos de la reparacion.
B, Una célula renacuajo y algunas diatesis tumorales se ven en este tipo de tumor.

Fuente: Libro de Citology. Cervical and Vaginal cytology. Edmun S. Cibas

En cualquier caso, la prueba de citologia cuando es anormal debe motivar el examen
colposcopico y posteriormente una biopsia dirigida. Pero como veremos a continuacion, la
colposcopia es interpretativa, subjetiva y falible(47). Y, por ejemplo, un estudio realizado
en los afios 2004 al 2006 en el Hospital Universitario de North Staffordshire evidencid
discrepancia o no correlacion de citologia con respecto a colposcopia en 10% vy

discrepancia de la citologia e histologia en 35%.(48)

Figura 10.Adenocarcinoma In situ del cérvix

Fuente Libro de Cytology. Cervical and Vaginal cytology. Edmun S. Cibas
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Figura 11. Adenocarcinoma Endocervical.

Estas células malignas muestran variacion en el tamafio nuclear, con nucléolos prominentes y cromatina
grumosa.

Finalmente, destacaremos que una revision de la literatura mostré que las tasas de
discrepancia cito histologicas varian desde 11 hasta 16,5%. (49). En relacion con esto,
algunos estudios clasifican a su vez los errores en examenes citolégicos con una
interpretacion subdiagnostica del 2% y sobre diagndstica del 50%, y ambas son
indeseables. EI 48% de las discrepancias fueron debido a la mala calidad de las muestras de
citologia o histologia, aunque las discrepancias fueron mayor en lesiones de bajo grado con
respecto a las de alto grado, siendo 83.6% y 16.4% respectivamente.(50)

1.3.2. Colposcopia

Desde 1950 cobr6é importancia el uso del colposcopio disefiado y desarrollado por
Hinselmann ena partir de 1925. Este equipo consta de un juego de lentes de aumento
gradual que amplifica la imagen desde 5 a 40 veces; utiliza luz para observar el aparato
genital externo femenino. Para observar el epitelio del cérvix se utiliza &cido acético al 3 o
5 % el cual reacciona en zonas con células que tengan precipitacion de nucleoprotenias en

procesos neoplasicos. Aungue no muy utilizado actualmente, se coloca lugol para detectar
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epitelios con deficiencia de glucégeno, los cuales estdn transformados y no se tifien de
color oscuro.(51)

La colposcopia permite examinar y evaluar el cérvix, detectando lesiones benignas o
sospechosas de malignidad. El principal objetivo de la colposcopia es detectar lesiones
premalignas. Y en las Gltimas décadas se ha consolidado la siguiente estrategia general: El
frote cervical advierte la sospecha de lesiones por lo que la prueba de citologia al estar
anormal debiera estar acompafada del examen colposcépico y posteriormente de una
biopsia dirigida, aunque, como se ha dicho, la colposcopia es interpretativa, subjetiva y
falible.(47)

Como hemos dicho, al realizar la colposcopia se utilizan reactivos o sustancias como acido
acético y/o lugol; previo a seleccionar el o los sitios de biopsia, algunos solo utilizan uno y
otros ambos. En dos grupos El-Shalakany et al y Muwonge et al. midieron la sensibilidad y
especificidad utilizando sélo acido acetico o lugol y asociando ambos; sus resultados fueron
para uso solo de &cido acético una sensibilidad de 81-90% Yy especificidad del 87-94%. Para
uso solamente de lugol la sensibillidad es de 91-97% y la especificidad de 89-97%. Y
utilizando primero acido acético y posteriormente lugol la sensibilidad es de 92.9% vy
especificidad de 83.5%. (52)

En cualquier caso, para la mayor exactitud del diagndstico es importante que el médico que
practique la colposcopia determine el sitio mas apropiado para la toma de biopsia o biopsias
ya que de ello depende el diagnostico histolégico, el cual también esta sujeto de

interpretacion.(53)
La colposcopia, en estudios de concordancia interobservador ha mostrado una sensibilidad

y especificidad del 61.1% y 94.4% respectivamente para diferenciar entre LEIBG de las
LEIAG. Y tiene un indice de Kappa de 0.843 en las LEIAG. En un estudio realizado en
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84,244 pacientes de Columbia Briténica, se evaluo la correlacion diagndstica de la citologia
convencional, colposcopia y la histologia de biopsia cervical; en el mismo se concluye que
tanto la citologia como la colposcopia tienen alta sensibilidad pero de baja a moderada
especificidad.(54),(55)

Y en un estudio de meta analisis se evalu6 la certeza de la colposcopia, y se comprobd que
hay una mayor sensibilidad y especificidad al comparar los cérvix con sospecha de LEIAG
0 méas que con las LEIBG o menos; La sensibilidad se situ6 entre 80 a 90% y la
especificidad entre 48 y 93%; el OR mostrd que hay 4 veces méas probabilidad de tener

concordancia entre la impresion colposcopica y los resultados de LEIAG 0 mas.(56)

En otro metaanalisis que incluyo 9 estudios,se evaluo la sensibilidad y especificidad de la
colposcopia, que se mostro del 85% y 69% respectivamente, para las lesiones escamosas de
bajo y alto grado y cancer del cérvix. El grupo de lesiones de bajo grado fue el que obtuvo
mayor sensibilidad y menor especificidad; respecto a las lesiones de alto grado y cancer

para las que se observo una mayor especificidad.(56)

El aspecto fundamental para el diagnostico certero final es la correlacién de la citologia, la
histologia y la impresion colposcépica. (47). Y en este sentido, la Federacion Internacional
para la Patologia Cervical y Colposcopia por sus siglas en inglés (IFCPC) propuso en el
afio 2002 wuna terminologia facil, reproducible, con una excelente correlacion
interobservador para predecir colposcopicamente los hallazgos histoldgicos del cérvix, y ha
mostrado una sensibilidad de 86% Yy especificidad del 30.3% en distinguir un cuello sano

versus Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC)/ Carcinoma.(54)
Esta propuesta contiene los siguientes criterios para predecir los hallazgos histopatolégicos

(Metaplasia cervical, enfermedad de bajo grado cervical, enfermedad de alto grado cervical

y cancer invasivo del cérvix):

28



1. Hallazgos colposcdpicos sugestivos de metaplasia cervical: Epitelio acetoblanco
delgado, base o puntilleo fino, mosaico fino o yodo positivo. ver fig.12, imagen A

2. Hallazgos colposcopicos sugestivos de enfermedad de bajo grado cervical: Epitelio
acetoblanco delgado, base o puntilleo fino, mosaico fino o yodo positivo. ver
imagen B

3. Hallazgos colposcopicos sugestivos de enfermedad de alto grado cervical: Epitelio
acetoblanco denso, puntuacion o puntilleo grueso, mosaico grueso, vasos atipicos y
iodo negativo. Ver imagen C

4. Hallazgos colposcépicos sugestivos de cancer invasivo del cérvix: erosion,

acetoblanco denso, puntuacién o puntilleo grueso, mosaico grueso, vasos atipicos.

Ver imagen D

Figura 12. Imagenes de colposcopia en cérvix segn hallazgos histomorfoldgicos.

A. Imagen de cérvix con ectopia, tejido con epitelio acético positivo tenue, asociado a cambios de reparacion
0 metaplasia inmadura. B. Epitelio acético positivo blanco, elevado asociado a LEIBG o Condiloma. C.
Epitelio acético positivo color ostra, asociado a vasos en mosaico, base o puntilleo, tonalidades mezcladas de
acético positivo, asociado a LEIAG. D. Epitelio asociado a vasos atipicos especialmente en lesiones
microinvasivos.

Fuente: Clinical Gynecologic Oncology: eight edition, Enfermedad preinvasiva cervical.

29



1.3.3. Histologia del cérvix

La histologia es el diagnostico definitivo de lesiones cervicales, que concluye con la
interpretacion de las muestras obtenidas del cervix por medio de biopsias dirigidas por
colposcopia y conizaciones o LLETZ. Pero légicamente la certeza del diagnéstico de
histologia respecto a lo que padece la mujer depende de varios factores tales como la
representacion de la muestra obtenida, los cortes y tincién de las muestras y la

interpretacion del patologo.

Las lesiones intraepiteliales se han clasificado a partir de la nomenclatura 6 sistema
Bethesda del 2001, en:
1) Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LEIBG) conocidas anteriormente
como NIC 1; las cuales abarcan pérdida de polaridad de las células, ndcleos
hipercromaticos, falta de diferenciacion en el tercio inferior del epitelio y
2) Lesidn escamosa intraepitelial de alto grado (LEIAG) conocidas como NIC 2 y 3;
las cuales tienen cambios de espesor tercio medio a completo, con células
indiferenciadas no estratificadas, Pleomorfismo nucleares, y figuras de mitosis

anormales. Ver Fig. 13.

La estrategia mas habitual tras la deteccion citoldgica de LEIAG es realizarla biopsia del
cérvix bajo visién del colposcopio, 1o que orienta el sitio més significativo para realizar la
biopsia. Posteriormente se realizan cortes en parafina y se tifien para ser observados al

microscopio.

Es el modo de diagndstico habitual, pero al observar al microscopio las biopsias o conos
cervicales hay algunas dificultades en la interpretacion en metaplasia escamosa inmadura,
cambios atroficos graves, cambios reactivos y adelgazamiento del epitelio y artefactos

postraumatico.
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Figura 13. Lesiones escamosas intraepitelial de bajo y alto grado en biopsias del cérvix

Los cortes histoldgicos fueron tefiidos con Hematoxilina Eosina A.LEIBG, efecto de coilocitosis,
afectado el tercio inferior del espeso del epitelio, con nicleos irregulares y B. LEIAG Pleomorfismo
y pérdida de la polaridad en todo el espesor del epitelio. Fuente: Pathology of neoplastic squamous
lesions, RajiGanesan and Terence P. Rollason, .2009

En un estudio realizado con un panel de 4 patdlogos de diferentes hospitales de Estados
Unidos y Canada se investigo la correlacion de los resultados de muestras de histologia con
diferentes lesiones precursoras del cancer cervical de NIC 1, NIC 2 y NIC 3 con tincion de
hematoxilina eosina. Utilizando el analisis estadistico de concordancia de Kappa (K) no
ponderado comparando entre parejas de patdlogos diagnosticos dicotomizados como NIC
positivo versus NIC negativo (incluyendo normal, insatisfactorio y metaplasia) o NIC 2/3
positivo versus NIC 2/3 negativo (incluyendo normal, insatisfactorio, metaplasia y NIC 1),

la concordancia interobservador para cada panelista fue K =0.756 a 0.865 (57).
La concordancia entre los diagndsticos de citologia e histologia (biopsia dirigida por

colposcopia del cérvix) es satisfactoria y se sitla en un 82%; la citologia subestima lesiones

en el 2.3% y sobreestima la enfermedad cervical en el 16.1%. (58)
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1.3.4. Pruebas de ADN del VPH

Como hemos descrito en el apartado correspondiente, la persistencia de los virus del
papiloma humano de alto riesgo VPH AR son la causa del cancer del cérvix, especialmente
los tipos 16 y 18 que estdn involucrados en el 70% de los casos(59). Por ello, la Sociedad
Ameéricana del Cancer, la Sociedad Americana de Colposcopia y Patologia Cervical y la
Sociedad Americana de Patologia Clinica recomiendan el uso de la prueba del ADN del

VPH AR en pacientes entre 30 y 65 afios cada 5 afios. (60)

Las pruebas de ADN del VPH AR han sido desarrolladas para aumentar la sensibilidad en
la busqueda de pacientes con lesiones cervicales. Las pruebas desarrolladas hasta ahora
para ello son: Captura hibrida 2 (HC 2), Linnear Array, Cobas, Seeplex HPV4A, Aptima
HPV, Pre Tect HPV Proofer, Real Time Abbott, y PCR Amplicor.

La HC2 estd aprobada por la FDA (Food And Drug Administration) desarrollada por
Quiagen, cuyo principio es amplificar hibridacion y por lumniscencia detecta la presencia
de VPH AR y de bajo riesgo; sin embargo no genotipifica ni distingue la coinfeccion

maultiple.

En 2011 Cobas fue también aprobado por la FDA; La prueba del VPH Cobas 4800 realiza
la extraccién de ADN, amplificacion por PCR (Polymerase Chain Reaction) y detecta en
tiempo real de una manera automatizada. Se puede distinguir rapidamente VPH16/18 de
otros 12 tipos VPH AR. El Seeplex HPV4A es un multiplex PCR automatizado al igual que
Cobas .(61)

El Gen-Probe Aptima HPV se basa en la captura y amplificacion mediada por

transcripcion, y la proteccion de la hibridacién para la deteccion de la expresion del ARNm
del gen viral E7 de 14 tipos de VPH AR.
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El ensayo PreTect VPH Proofer (Norchip) se realizé por TDL. Es un PCR multiplex de
amplificacion basada la secuencia en tiempo real del gen viral E6/ETRNAM expresadas
por cinco tipos de VPH de alto riesgo (tipos 16, 18, 31, 33, y 45) utilizando conjuntos de

cebadores especificos.

El Real Time Abbott HPVHR assay (Abbott) es una prueba de PCR multiplex de tipo
cualitativo en tiempo real, que también identifica especificamente el VPH 16 y VPH18,
mientras que al mismo tiempo permite detectar el resto de los tipos de VPH AR :31, 33,35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68. (62)

La prueba de tiempo real y cuantificacion por PCRq, implica la preparacion automatizada
de muestras y extraccion de ADN combinado con PCR en tiempo real. Esta tecnologia
detecta y cuantifica 17 diferentes tipos de VPH, incluyendo los tipos de que se consideran
tipos de alto riesgo en HC 2, y los de bajo riesgo, es decir tipos 6/11, 16,18,31,33,35,
39,45,51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 67 y 68, descrito por Micalessi et. al.(63)

Como se observa en la tabla 2 diversos grupos de investigacion determinaron la
sensibilidad y especificidad de los diferentes métodos de deteccion del VPH segun
resultado de citologia y biopsia. Los dos métodos con mejor sensibilidad y especificidad
son captura hibrida de segunda generacién y Cobas. Las pruebas de HPV presentaron
mayor sensibilidad y especificidad en los casos de pacientes con resultados de citologia y

biopsias con lesiones NIC 2y 3 0 LEIAG.
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Tabla 2. Estudios comparativos entre métodos de deteccion de virus del papiloma
humano de alto riesgo segun grupos de investigacion.

Grupo de N° de Citologia/ Método de Sensibilidad Especificidad
investigacién muestras Biopsia deteccion VPH % %
AR
HC 2 96.3 19.3
Szarewski A. et | 583 NIC2(359) Cobas 95.2 24.0
al.(62) + PreTect HPV
NIC3(224) Proofer 74.1 70.8
AptimaHPV
Gene Probe 95.3 28.8
Abbott Real Time
BD HPV 93.3 27.3
95.0 24.2
PCR-Amplicor
Luu H. et al. | 22417 ASCUS/LEIBG HC2 70 45
(64) 51 56
Meta anélisis PCR- Amplicor
LEIAG HC 2
85 62
89 73
HC2 88.9 67.9
KiE.etal.(61) | 146 LEIAG Cobas 4800 83.4 76.4
Seeplex HPV4A
71.9 74.5
Comar M. et| 94 ASCUS HC2 36 30
al.(65) Linnear Arrray 29 24
NIC2,3(87) gPCR 93.6 86.5
Depuydt C. et | 93 Adenocarcinoma( | HC2 83.9 94.5
al.(63) 5)
Escamoso
invasivo(1)
Cobas 05 | -
Phillips S. et al. | 407 ASCUS HC2 808 | -
(66) Linnear Array 91.7 | e
Amplicor 927 | memmee-

La Prueba de genotipado del VPH Linear Array. Disefiada por (Roche Diagnostics) utiliza cebadores
biotinilizados para detectar una secuencia de nucledtidos dentro de la region L1polimérfica del genoma de
VPH que es de aproximadamente 450 pb longitud , contiene grupos de cebadores especificos para los
genotipos siguientes: 6, 11, 16, 26, 18,31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 70, 73y 82. Se
efectlia manualmente e interpreta cualitativamente.(65)
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1.3.5. Inmunotincion de P16 y Ki67 en citologia cervical

La inmunohistoquimica fue desarrollada desde 1930; actualmente se ha utilizado
anticuerpos contra biomoléculas especificas, y en el caso del cancer de cérvix frente a dos
proteinas especialmente presentes en células que estan transformadas, las denominadas P16
y Ki67. La P16 asociada a inhibidor de ciclinas dependientes de la cinasas y la Ki67

asociada a la replicacion del ADN.(67)

En algunos casos, el control que regula la multiplicacion celular se altera, empiezan a
crecer y a dividirse sin control, aunque el organismo no necesite de ellas. Cuando las
celulas descendientes de dicha célula a su vez se multiplican sin responder a regulacion, el
resultado es un clon de células que puede alcanzar un tamafio considerable. Esta masa de
células es llamada tumor y esta formada por un clon no deseado. Algunos tumores tienen
efectos devastadores en los animales, ya que segun la severidad de estos producen

metéstasis a diferentes drganos.

En los puntos de control en el ciclo celular, uno de ellos esta en la transicion de la etapa
Glala S. Y ya hemos visto que hay una proteina del Retinoblastoma (Rb) que interviene
en esta transicion. A su vez existe otra proteina denominada P16 que inhibe la quinasa
dependiente de la ciclina p16INK4a y que desempefia un papel fundamental en el control

mediado por la proteina del retinoblastoma.(68)

En condiciones normales, la pRb se une al factor de transcripcién E2F. Esto produce el
efecto de bloquear la transcripcion de los genes que estimulan la progresion del ciclo
celular y su proliferacion, pero también, la codificacion del gen para el inhibidor de la

quinasa dependiente de ciclina, p16INK4a. De esta manera, en condiciones normales, la
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union del factor de transcripcion E2F por el pRb es uno de los mecanismos de control
fundamentales para prevenir la replicacion y proliferacion continuas de las células.(69)

Cuando el E2F se separa del pRb, el efecto blogueante en la transcripcion del gen
pl6INK4a se pierde, lo que provoca la produccion de la proteina funcional pl6INK4a
dentro de la célula. A cambio, ahora la proteina p16INK4a, que se origina a partir del
"inhibidor de la quinasa 4 inhibe a su vez la actividad fosforilante de cdk4/6, complejo de
ciclina D. Por lo tanto, cambia el balance del pRb fosforilado (inactivo; incapaz de unirse a
E2F) de nuevo a un pRb no fosforilado (funcional; capaz de unirse a E2F). Este complejo
control de retroalimentacion representa uno de los mecanismos clave sobre cémo las
células establecen de manera efectiva el equilibrio correcto entre la progresion/proliferacion

de la célula y la detencion del ciclo celular.

Al cabo de cierto tiempo, la infeccion cronica por virus de papiloma humano VPH

oncogeénico puede dar lugar a un trastorno del complejo proteinico funcional pRb-E2F.

Una de las proteinas expresadas por el virus dentro de la célula es la proteina oncogénica
E7. La actividad oncogénica primordial de E7 es inhibir la funcion de la proteina pRb. De
esta manera, el pRb evita unirse al factor de transcripcion E2F, lo que produce la
transcripcion de los genes que promueven la proliferacion de la célula. S6lo en las
infecciones de VPH en las que han comenzado procesos de transformacion oncogénica, los
niveles de la proteina E7 (oncoproteina del VPH) se suelen elevar en las células
competentes para proliferarse. Por esta razon, p16INK4a es un elemento de prediccion méas
preciso para el cancer cervical que la presencia de VPH- oncogénico.(70) Para comprender

lo anterior ver fig. 14.

El gen p16 es un supresor tumoral que se encuentra en el cromosoma 9, y la proteina P16 es

una moléecula antitumoral; ya que controla el ciclo celular inhibiendo a la Ciclina CDK4, su
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actividad Cinasa, y no permite que la célula replique el ADN. En los casos de células
transformadas por infeccion del VPHAR como hemos visto esta molécula se encuentra
sobre expresada tanto en el citosol como en el nucleo celular y se ha observado una fuerte
sobre expresion nuclear y citoplasmatica de la proteina p16 en ciertas entidades cancerosas

entre ellas en el carcinoma o cancer de cérvix.(71)
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Figura 14. Proteina P16 su sintesis y participacion en células transformadas.

Muestra el gen CDKN2A, ubicado en el cromosoma 9, a la transcripcion y traduccién produce la
proteina 16 (P16). Al estar expresado fosforila la proteina del retinoblastoma (pRb) y esta a su vez
controla el ciclo celular; sin embargo este control esta alterado cuando la célula estd infectada y
alterada por los VPH de alto riesgo alterando la mitosis y produciendo células con capacidad
neoplésica. Fuente: Journal Clinical Investigation 2005 vol. 115.

La identificacion de la proteina P16 es utilizada para detectar células transformadas, por los
VPH de Alto Riesgo en los casos de lesiones escamosas y glandulares del cérvix, siendo
una prueba sensible y especifica que se ha aplicado tanto en citologia como en
histologia.(72)

Asi mismo la proteina Ki67 es un marcador de proliferacion a nivel nuclear y nucleolar,

especialmente en tejidos con displasia. (73) La Proteina Ki67 esta expresada en el nlcleo
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de las células transformadas del cérvix, y se ha identificado en las células cuando estan
afectadas por el virus del papiloma humano de alto riesgo. Se ha observado que su

identificacion ofrece una sensibilidad y especificidad de 95 y 85% respectivamente.(20)

La importancia de detectar las lesiones preinvasivas del cérvix que potencialmente tienen
riesgo de convertirse en cancer es prioritario; en un estudio realizado en hospital Clinic de
Barcelona incluyeron 1123 pacientes referidas a colposcopia, a quienes se aplicé la prueba
de doble tincién P16 y Ki67 en exfoliados del cérvix con Thinprep, determinando la
sensibilidad y especificidad de 90.9% y 72.1% respectivamente para LEIAG y cancer

invasivo.(74)

Hay otros métodos utilizados en el tamizaje tales como captura hibrida y pruebas de
deteccion del ADN del VPH, pero estas identifican la presencia del VPH de alto o bajo
riesgo sin evidenciar si las células estan transformadas, lo que si puede detectar la doble
tincion P16 y Ki67. De este modo se obtiene una mayor especificidad en las lesiones

preinvasivas del cérvix que las pruebas de detecciéon del ADN del VPH.(75)

En un estudio realizado por Brigas et. al., se evalud la sensibilidad, especificidad y valor
predictivo negativo de la citologia cervical y compard con la prueba de ADN VPH, en
lesion intraepitelial de alto grado, siendo los resultados una sensibilidad del 64% y 97%
para citologia y prueba de ADN VPH respectivamente, una especificidad del 89.1% y
92.4% para citologia y prueba de ADN VPH respectivamente y por ultimo un valor
predictivo negativo del 99.75 y 99.98% para citologia y prueba de VPH
respectivamente.(76)

En otro estudio, realizado por Dona et al., se evalud la correlacion de la doble tincién pl6 y
ki67 en citologia con respecto a histologia y a la prueba de VPH ADN vy se observo una

asociacion estrecha entre la doble tincion con respecto a la prueba de VPH ADN vy asi
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como respecto al resultado de la biopsia, especialmente en lesiones escamosas

intraepiteliales de alto grado con un OR de 9.92 y 10.86 respectivamente. (77)

Tabla 3. Sensibilidad y especificidad del tincion doble P16/Ki67, de algunos estudios,

segun Interpretacion citomorfoldgica de lesion escamosa intraepitelial y cancer.

Grupo de Tipo de

investigadores, | muestra | citologia Sensibilidad % Especificidad % P de

afio cervical significancia
Ordi J. et. al 1123 | Base 78.0 <30 afios 91.0 <30 afios No indica p
2014(78) Liquida 86.5. > 30 afios 94.8 > 30 afios

Ikemberg H, et 25,577 | Base 86.7 (no clasifica | 95.2(no clasifica P<0.001

al. 2013(79) Liquida grupos etarios) grupos etarios)

Wentzensen N, 625 | Base 93.2 < 30 afios y | 46.1 <30 afiosy 60 | P<0.00001
et al. 2012(80) Liquida 97.2 > 30 afios >30 afios

UrlichPetry, et 450 | Base 91a96,4>30afios | 76.9 a 82.1 >30 | Noindicap
al.2011.(8) Liquida afios

Bao H. et al 79 | Base 95.12 (no clasifica | 73.68 (no clasifica | P< 0.05
2011(81) Liquida grupos etarios) grupos etarios)

Tras revisar los distintos estudios de la doble Tincion P16 y Ki67 en citologia, no se
encuentra ninguno realizado en frotis cervicales solamente en base liquida; y se puede
apreciar en la Tabla N°3 que la sensibilidad y especificidad estd aumentada en pacientes
mayores de 30 afos, pues el promedio de las sensibilidad en menores de 30 afios fue de
85.6% Yy de especificidad es de 68.55%, y en los grupos mayores de 30 afios la sensibilidad
fue de 93.43% vy la especificidad es 78.96%. Dos grupos de investigadores no clasificaron
por edades y encontraron un promedio de sensibilidad de 90.91% y de especificidad de
84.44%.

Por otro lado, el uso de inmunotincion de P16 en tejidos ha obtenido mejor sensibilidad y
especificidad con respecto a otros marcadores como por ejemplo Ki67.(82),(83). Dijkstra
et al. determinaron que la interpretacion de biopsias del cérvix primero con tincion con
hematoxilina y eosina H&E y después con inmunohistoquimica P16 permitié reclasificar el

grado de lesion en un 21% de las muestras, incluyendo muestras diagnosticadas como
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<CIN1 vy se reclasificaron a >CIN2-3; asi como aumentd la concordancia entre patélogos en
un 0.80 contra 0.44 con respecto a H&E. Esta prueba es sensible tanto a lesiones escamosas

como glandulares.(84),(85)

Todo sugiere que la inmunohistoquimica, junto con las investigaciones moleculares, jugara
un papel cada vez mas importante en el campo de diagnostico patologia cervical. También
se espera que estos métodos sean considerados como factor pronéstico para prediccion en

diversas neoplasias de cuello uterino.(86)

1.3.6. Inmunotincion de P16 en histologia cervical

En los dltimos afios, la inmunohistoquimica ha tenido un gran impacto en el campo de la

patologia cervical, como en otras areas de diagnostico de la patologia ginecologica.

La Inmunohistoquimica siempre se debe utilizar como complemento del examen
morfologico y los resultados no deben ser interpretados en forma aislada. En general,
especialmente cuando se trata con los tumores malignos. Ningun marcador es totalmente
especifico o sensible para cualquier lesion determinada, y es probable que en los préximos
afios la inmunohistoquimica, junto con las investigaciones moleculares, jugara un papel

cada vez méas importante en el campo de diagndstico patologia cervical.

Ya comentamos que la deteccion de lesiones precursoras del cancer cervical es importante
debido a su tasa de progresién y a que su tratamiento destructivo local evita la progresion y
previene el cancer de cérvix. Diferentes marcadores moleculares se han investigado,
especialmente aquellos que se relacionan con el descontrol del ciclo celular y la
transformacion de células con elevada proliferacion. Los mas estudiados son: P16, Ki67,
CK13, CK14, FIHIT, MIB-1, Telomerasa, ProEx C, MCM5 - CDC6 y Ciclina E.(87)
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El tipo de lesion histopatoldgica y su ubicacidn son a veces dificiles de detectar a partir de
inmunohistoquimica, pero se han utilizado para lesiones escamosas de preferencia P16,
para lesiones glandulares MIB-1 y P16, para lesiones mesonéfricos es util CD10, para
adenocarcinoma mucinoso HIK1083 y para diferenciar adenocarcinoma endometrial del
endocervical es util utilizar el ER para detectar adenocarcinoma endometrial y CEA para

endocervical.(86)

La prueba de inmunohistoquimica P16INK4a en cortes de biopsias tifie las células
afectadas por el VPH de alto riesgo, siendo més evidente cuando las lesiones son de alto

grado o de cancer invasivo. Ver fig. 15.

En el estudio de Dijkstra et. al. en 2010 se midié el indice de concordancia ponderado para
interpretar biopsias del cérvix con tincion por inmunohistoquimica P16, el cual fue de 0.80
con IC 95% 0.66 a 0.89; y refiere que en estudios de evaluacion de concordancia
interobservador en muestras con H&E tienen el indice Kappa ponderado de 0.44 a 0.66
(84)

Figura 15. Muestras histoldgicas del cérvix con tincion P16INK4a.

Representando los diferentes tipos de lesiones del cérvix y la expresion de la proteina p16, en la imagen Ay
B muestran lesién de bajo grado; en el imagen C Lesién de alto grado y en D lesion de cancer invasiva del
cérvix. Tincion marron en los tejidos con lesidn escamosa intraepitelial, especialmente LEIAG y cancer
invasivo. Fuente: Dijkstra 2010.
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En otro estudio, Bergeron C et. al. en 2010, revisaron muestras histoldgicas en biopsias y
conos cervicales con tincion de H&E y con P16. Doce distintos pat6logos revisaron las
muestras, y se observo que los indices de concordancia y el promedio de indice Kappa
ponderado fueron para tincion H&E de 0.749; P = 0.001 y para tincion P16 fue 0.899; P <
0.001. La concordancia pues fue muy alta y ademas se increment6 la sensibilidad para
detectar lesiones de alto grado (CIN 2 y 3) en un 13%.(88)

1.4. Tratamiento de lesiones preinvasivas del cérvix

Las lesiones de displasia leve o conocidas como lesion intraepitelial de bajo grado (NIC 1)
se estima que progresan hasta displasia severa en s6lo un 1% por afio, mientras que de las
lesiones moderadas (NIC 2) a la displasia severa (NIC 3) esta estimacion sube hasta un
16% en 2 afios y un 25% en 5 afios. No obstante, la deteccion temprana y tratamiento del

VPH en las lesiones precancerosas pueden prevenir la progresion hasta cancer.(45)

indices de curacion muy altos con minima morbilidad en lesiones preinvasivas del cérvix
fueron reportados al utilizar criocirugia, electrocauterio con asa diatérmica y laser CO..Y
en todos los servicios clinicos de ginecologia se han tratado las lesiones escamosas
intraepiteliales de alto grado con conizacion cervical preservando la anatomia y funcion
del cérvix. En 1965 Anderson demostrd que la conizacion terapéutica ofrece proteccion

contra el cancer cervical como alternativa a histerectomia.(89)
En 1990 el uso del asa electroquirtrgica conocida como LEEP por sus siglas en inglés
Loop Electrosurgical Excision Procedure gan6 popularidad. El procedimiento consta de la

remocion de la zona de transformacion similar al de conizacion con bisturi.

La conizacion cervical con asa electroquirdrgica conocida por sus siglas en inglés LEEP ha

sido aceptado su utilidad en el tratamiento y diagnostico final de lesiones intraepiteliales de
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alto grado cervicales. La conizacion diagndstica es precisa cuando: hay sospecha de lesion
en el canal endocervical, discrepancia o no correlacion entre resultado de citologia e

histologia, o sospecha de lesién microinvasiva del cérvix.(90)

La conizacion con asa de diatermia conocida en Europa como LLETZ (large Loop excision
transformation zone) y en los Estados Unidos como LEEP, fue creada por Cartier y sus

colaboradores en 1984 y fue descrito su empleo en 1989 por Prendiville.(91)

1.4.1. Conizacion del cérvix

El manejo de las pacientes con lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado detectado
en biopsia final, dependera de la decision de la paciente del deseo de tener mas hijos,
siendo las dos alternativas conizacion cervical o histerectomia. Sin embargo existen casos
en los que hay disociacion de citologia e histologia de biopsia por colposcopia;
denominandose disociacion de dos niveles por ejemplo resultado de citologia LEIAG y
resultados de biopsia normal o LEIBG, en la literatura refieren que existe un 11 a 16% de
casos con este tipo de discrepancia. Para lo cual es necesario realizar conizacion

diagndstica.(49)

La conizacion con asa diatérmica tiene varias ventajas: menos costo, facil técnica y buen
éxito en la resolucién de los casos tratados por lesiones preinvasivas; especialmente en el

ectocérvix.(92)

La conizacion realizada con asa diatérmica parece ser una alternativa aceptable a la
conizacion con bisturi, en mujeres con neoplasia intraepitelial cervical y colposcopia
insatisfactoria. Hay una tendencia a tener recurrencia en los casos con lesiones escamosas
intraepiteliales después de realizarla (16.4%) en comparacioén con conizacion con bisturi

(12.4%). Pero segun datos de estudios anteriores, la conizacion con bisturi se asocié mas
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con trabajo de parto prematuro. Y la conizacion tipo LLETZ tuvo menos costo y

complicaciones de hemorragia.(93),(94)

La conizacion con asa diatérmica tiene un riesgo de sangrado del 7%. En comparacion con
las otras técnicas de conizacion como las realizadas con bisturi en frio, laser y CO2 no hay
diferencias significativas. Asi mismo las otras complicaciones asociadas con la conizacion
cervical como infeccion, estenosis cervical no presentan diferencias entre los tipos de
conizacion mencionados; aunque se reporta que a la inspeccion histologica del canal
endocervical los bordes quirtrgicos no preservan la estructura debido a la quemadura

ocasionada por la electrocirugia.(95)

En un estudio realizado en la Universidad de Oklahoma se determind que el 29% de los
casos hubo disociacién entre citologia y resultado final de histologia del cono.
Determinaron que algunos de los errores en estos casos puede ser que la enfermedad esta en
el canal endocervical o a la toma de biopsia que no se realizo en el sitio representativo.(96)

La conizacién es especialmente diagndstica cuando: hay sospecha de lesion en el canal
endocervical, discrepancia o no correlacion entre resultado de citologia e histologia,
Sospecha de lesion microinvasiva del cérvix.(90) La conizacion tipo LLETZ tiene un rango
mas alto de escision incompleta de las lesiones cervicales 37% con respecto a la conizacion
con bisturi el cual es 28.9%.(97) Hay una tendencia a tener recurrencia en los casos con
lesiones escamosas intraepiteliales después de realizar LLETZ (16.4%) en comparacion
con conizacién con bisturi (12.4%) pero es pequefia.(98)

El cono tipo terapéutico tiene un éxito para lesiones escamosas de alto grado entre 65 a

90% utilizando LEEP, especialmente si se incluye canal endocervical.(99)
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En los casos de adenocarcinoma Insitu diagnosticado por biopsia 6 por escision, es
preferible realizar conizacién en frio con bisturi cuando se desea preservar el Utero o previo
a histerectomia. Esto se debe a que es necesario determinar si los bordes estan libres,

especialmente en el canal endocervical.(10)

1.5. Justificacion del estudio.

En nuestro medio, el Instituto Nacional de Cancerologia INCAN, se ha estudiado la
sensibilidad de la citologia de extendidos cervicales para la deteccion de LEIAG o cancer
invasivo y es de 65% Y la especificidad de 50%. Hasta ahora solamente se ha utilizado
citologia convencional, es decir extendidos cervicales, por razones de costos como prueba
de tamizaje; al momento del estudio no hay politica de salud del uso de la prueba de &cido

desoxirribonucleico (ADN) del virus del papiloma humano (VPH).

Esto refleja una clara necesidad de mejorar el rendimiento de nuestra prueba de cribado
para obtener menos falsos positivos y negativos con sus repercusiones (ansiedad e
intervenciones y gastos innecesarios lo primero, y retrasos en el diagnostico para lo

segundo).

Dado que el uso de marcadores por inmunohistoquimica (IQ) ha demostrado que mejora la
sensibilidad, especificidad y el acuerdo o concordancia interobservador para detectar
lesiones igual o mayores a LEIAG en citologias e histologias, parece una via para mejorar

nuestros resultados.

En estudios previos se ha demostrado la utilidad de marcadores inmunohistoquimicos, y
entre ellos estan: 1) Proteina P16 que se expresa al estar la célula cervical infectada por los
VPH de alto riesgo (VPH AR) alterando su ciclo y 2) La Proteina Ki67 marcador de
proliferacion celular en células cuyo ciclo celular estéa incontrolado.(67)
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En la bibliografia consultada, al momento de iniciar la investigacién, no se encuentra
resultados del uso de la doble tincién de P16 y Ki67 en extendidos cervicales, s6lo en base
liquida, por lo que el presente estudio pretende investigar si los resultados son equivalentes

en los extendidos cervicales.

La busqueda de pruebas diagndsticas, menos invasivas y mas precisas para la deteccion de
lesiones del cérvix permitira disminuir los casos de falta de correlacion o discrepancia,
entre la citologia convencional, impresion colposcépica e histologia. Quizés reducira los

costes, y desde luego mejoraré la calidad de la atencidn a nuestras pacientes.

Por tanto, surgen las siguientes preguntas cuya respuesta nuestro estudio pretendera

esclarecer:

1) ¢Podra La prueba de doble tincion P16 y Ki67 en citologia de frotis cervicales ser
mas sensible y especifica para detectar lesiones mayor o igual a LEIAG del cérvix
que la citologia convencional?

2) ¢La reproducibilidad interobservador al interpretar las citologias con doble tincion
P16 y Ki67 en frotis cervicales sera buena?

3) ¢La reproducibilidad interobservador al interpretar las histologias con tincion P16
sera buena?

4) ¢Sera mayor la sensibilidad y especificidad de la doble tincién P16 y Ki67 en frotis
cervicales de pacientes mayores que en las menores de 30 afios?

5) Y sobre todo, ¢Habra mayor correlacion citologia-colposcopia-histologia con la doble

tincién P16 y Ki67 en citologia cervical respecto a la citologia convencional?
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2. HIPOTESIS, OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO.

2.1. Hipotesis

La sensibilidad y especificidad de la citologia en frotis cervicales con doble tincion
P16 y Ki67 es mayor gue la citologia con tincion convencional para la deteccion de las

lesiones preinvasivas de cérvix, y tiene mejor correlacion cito-colpo-histopatologica.

2.2. Objetivos del estudio

2.2.1. Obijetivo principal:

Evaluar clinicamente la validez y reproducibilidad al interpretarlas citologias con
doble tincion P16 y Ki67 en frotis cervicales y su correlacion con los hallazgos
colposcédpico e histomorfolégicos con tincién P16 en los diferentes tipos de lesiones
cervicales de pacientes remitidas para colposcopia al Instituto Nacional de

Cancerologia de Guatemala por deteccidn de alteraciones citoldgicas en otro centro.

2.2.2. Objetivos secundarios

1. Medir la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo de
las inmunotinciones segun los diferentes hallazgos citomorfoldgicos e
histomorfoldgicos.

2. Evaluar si la sensibilidad y especificidad de la doble tincion en frotis cervicales
diferente segun la edad de la mujer (menores y mayores de 30 afios).

3. Medir la concordancia interobservador entre patdlogos de Guatemala y Espafia

al interpretar citomorfologia e histomorfologia utilizando tincion P16 y Ki67.
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4. Evaluar la correlacién entre la citologia con doble tincion P16 y Ki67, los
resultados de histologia tefiida con P16 e impresion colposcopica.

2.3. Plan de trabajo

El lugar de recoleccion de muestras fue en Instituto Nacional de Cancerologia INCAN de
Guatemala, en la unidad de colposcopia. Se obtuvo muestras de frotis y biopsias o conos
cervicales de 210 pacientes. Previamente fue aprobada la investigacion y se autorizd la
colaboracion de los laboratorios del INCAN, Centro de Investigaciones Biomédicas USAC

y Hospital Clinic de Barcelona. Ver las cartas de colaboracion anexo 1 pagina 114.

Las muestras se enviaron al laboratorio del Centro de Investigaciones Biomédicas de la
Facultad de Facultad de Medicina de la Universidad de San Carlos de Guatemala USAC.
Fueron procesadas entre los afios 2013 y 2014. Un técnico en patologia y citologia con

experiencia en inmunotincion realizé los procesamientos de las muestras.

A las muestras de frotis de exfoliados cervicales se les procesé con inmunotincién pl16 y

Ki67 y a las biopsias y o conos cervicales con inmunotincion pl16; en grupos de 10 a 15.

Las muestras procesadas fueron enviadas a los laboratorios de cada uno de los 3 patdlogos
en grupos de 25 a 50 con sus respectivas hojas de informes ver anexos 2 y 3 en paginas 118
y 119. En el caso del patdlogo de Espafia fueron entregadas personalmente en tres

ocasiones y dos veces enviadas por correo aéreo.

En consenso de los tres patdlogos fueron sacados del estudio 20 casos, debido a que la
calidad de muestras fue deficiente ya sea en citologia o en histologia. En total fueron 190
muestras de citologias y 190 biopsias cervicales que entraron al estudio; de estos, a 45

casos se les efectuod conizacion cervical. Ver

Figura 16.
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Seleccion de 210 casos
Departamento de Colposcopia INCAN*

A 45 pacientes se
les efectud
Conizacién
cervical tipo
Lletz realizando

Colposcopiay toma de muestras
Biopsias y Citologia Cervical

Salen del estudio
20 pacientes por

Procesamiento de muestras
inmunohistoquimica de muestras de inadecuadas de la
histologia y citologia en USAC** citologia 6
histologia

Interpretacion de muestras por 3
patélogos y 1 cito tecn6logo ***

Tabulacién y analisis de datos de un
total de 190 pacientes

Figura 16. Flujograma de las actividades realizadas en la investigacion*INCAN Instituto Nacional de
Cancerologia, ** USAC Universidad de San Carlos de Guatemala, laboratorio de patologia molecular***
patélogos, dos de Guatemala y uno de Espafia y un cito tecndlogo de Guatemala.



3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Tipo de estudio, lugar donde se realiz6 y muestra

El presente estudio es descriptivo y analitico transversal. Realizado durante 2 afios, 2013 y
2014; fue aceptado por el Instituto Nacional de Cancerologia INCAN de Guatemala.

Consultaron 865 pacientes a la unidad de colposcopia, de las cuales 210 fueron referidas
por citologia convencional con resultado anormal, desde células escamosas con atipia de
significado no determinado por sus siglas en inglés ASCUS, células glandulares de
significado no determinado por sus siglas en inglés AGUS por sus siglas en inglés atipia
escamosa de alta sospecha ASCH, lesion escamosa intraepitelial de bajo grado LEIBG.

Lesion escamosa intraepitelial de alto grado LEIAG y cancer invasivo.

3.2. Los criterios de inclusion

Los criterios considerados de inclusion fueron:

- Paciente que consulta a colposcopia con resultado de citologia convencional
reciente (no mas de 3 meses) con resultado de: ASCUS, AGUS, ASCH, LEIBG

(Coilocitosis), LEIAG o cancer invasivo del cérvix.

3.3. Los criterios de exclusion

Los criterios considerados de exclusion fueron:

- Pacientes embarazadas,
- Pacientes que ya hayan recibido tratamiento de radioterapia o cirugia de conizacion

y/o histerectomia,
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- Muestras obtenidas de mala calidad o insuficiente para diagnostico. Ver

Figura 16

3.4. Variables

Cualitativas Ordinales:

1) Resultados citologias cervicales: ASCUS, AGUS, ASC-H, LEIBG (Condiloma),
LEIAG, céancer invasivo epidermoide o adenocarcinoma.

2) Impresion colposcépica: Negativa, Poco significativa, Significativa y Muy
Significativa

3) Resultados por histologia en biopsia o cono cervical: Normal o cervicitis, LEIBG
(CIN o Condiloma), LEIAG, céncer invasivo epidermoide, cancer invasivo

adenocarcinoma o mixto.

En la tabla N° 4 se indica, segun objetivos, la definicion de las variables, definicion

operacional y escala en unidad medible.

51



ional escala de

7

INICION Ooperaciona

def

inicién,

Tabla 4. Objetivo y sus variables, def

dad de medida.

icion uni

med

Jaoued) oneayudis Anp 'y

o83n

XIND)
3P SeAlseAUl 3 senjsenLlald

Gq_Mg 0 RWIO|IPUO) ' T JIN 9P eYIAAS0S 0puEN BARIIUEIS 0304 — 0505
9ETIIN) oneayudl ¢ e esllenadss e uaalo
eise|doau fey ou opuend ejeday
anb  sozejey  Jepaap
91310 EWOIPUOYT uopepaidensungeg | A JePUspiRa  opuaipnd
JINJomeayusis 0304 7 ) €10
945 [e 001328 0pide ‘|euiden ojna3dsa ajuawieinaid £20[02 35 | | eaydwe o ejualine anb uoisaiduy
(shynsa ‘oidoosod|oo un ap sanen A {10z soye <o @weinp
0 [ewoy) omzedaN eI | by ap upoewsasap gifojosaoue) 3p  [euopen
0ajpaw (3 Jod ojdodsod|od [3p S3ne.3 e SOpeAIaSq SoSze|jey oINSyl [3p sawaned U3
TYNIQYO 0 50u8Is 50] undas 303|qelsa 3s padoasod|od uoisaIdw e ‘?s__mm:_.__ ewour ey A oy
‘09|31 ) $3[eania) sauO|Sa|
ap sod sajuaiaylp sof ungas
‘e1B0j0)sIH  3p  sopeynsal
19 A1q | 50| & eadoasodjo)
£13.10) 23PISUO uguiL3qop | woisaadwy  ‘zory A 974
anb opeynsal o ugpdo | EJ30Q E| U JEJIBW EIAQ3( seaise|doau uod ejg0joir) ugnu ajqop o &S00l
‘O 0 BwOUIDIEYOU3PE *sodojoyed s 0ipajy Jod oipnisa |3 opejasdiau) X s A o1 3p 0 SepRULIOJSURL)
P ! o : i 9p SOPE)nsal SO| BB
Bplowapida SOJUBLUNE U0I Zn| 3P 0/d0DSOIIIW UN 3P S3AEI) B SEPRUILEXS S3[BIINIAI SE|N[3) opeyesay | 9P SOPEN _
ONSEAU JO0UE) 'S _ | BIIU)|) UQIDB[3LI0D B Jen|eAd
URI3G "3)UBDLIGE} [3p SIUCDBPUAWOIA) SE| OpUIINEIS [en UE}I3)3p $3(ena soT 9! A
OVAN=EANOZIN b | S "FUELGe} [3p SAUChEp | OpuaInals [eng 12213 S9(ENI ST L3N
ogal =ewopuo) o TN °g | 5 SO L0) ediwnbojsiyounwy| e Jeziead e apaoid | A 974 S3iopedtewolq sop
Sy 0SNISY ‘7 | @ Sluewouaisod A ajusique eimjesadwa) e enasaid 3§ | oD edwWNbojsIyoUNUL]
SOLI0jeWeju| 3p £33 | 3p olpaw Jod
sojqued goapeSay T K303 V0o epef} 3 A epeIade IJUILRI U3 | ¢ony 3y 30 ap opeioy
2003 3 3104 OYI] “XIA320pUa eJed o]idad A XIMI0X3 eled
(oa1wouod) TYNIGYQ | 3:Ay 3p enpdsa 3p cipauw Jod ¥AiZ) f3p OpBIo}@ 3p BWO]
EpIpRN
3p pepiun /ugnipaw
op e[es3 enjesado uoiuyaq uobluyaq 19VIIYA SOAIL380

52



3.5.1 Captacion de casos, muestras clinicas y colposcopia con biopsia cervical

Por cada paciente se obtuvieron diferentes muestras: una para citologia, otra para
histologia que incluyd biopsia cervical y en algunos casos tejido de conizacion cervical. En

total fueron 190 casos.

El grupo de médicos colaboradores de la unidad de colposcopia recibio la informacién
acerca de la manera en que se obtienen las muestras de citologia y biopsia del cérvix; a
cada uno se le entregd una hoja de instrucciones tal como se observa en el Anexo 4 pagina
120.

En la primera consulta, las pacientes leyeron o se les ley6 el consentimiento informado y al
estar de acuerdo firmaron o colocaron su huella en el mismo, para poder participar en el
estudio. Ver anexos 5y 6, paginas 121 y 124 respectivamente.

Posteriormente a la firma del consentimiento informado se procedio a:

1) Obtener muestra de exfoliado cervical y endocervical con paletas plasticas de Ayre
y cepillos de citobrush, colocando el frote en laminillas con carga y preservado con alcohol

buferado

2) Observar el cérvix, por medio de colposcopio marca leisegang modelo optik1-02,
previamente se prepard el cérvix con éacido acético al 5%; documentando los hallazgos,
capturando las imagenes y completando la ficha institucional de colposcopia, en la cual se
colocan los hallazgos observados, niUmero de biopsias obtenidas e impresion colposcpica.

Ver anexo 7 pagina 125.

3) Obtencion de muestras de cérvix por medio de pinza de biopsia Kevorkian y a los

casos que no se observo zona de transformacion se realizo curetaje con legra endocervical.
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3.5.2. Procesamiento de muestras: inmunotincion de citologias e histologias.

El procesamiento de muestras tanto citologicas como histoldgicas se efectué en el
laboratorio de patologia molecular del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad

de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Para las citologias se utilizo la doble tincion o el Test Dual CINtec plus P16 Ki67 siguiendo
las instrucciones del fabricante (Laboratorios mtm Roche de Alemania); posteriormente se

tifien con fondo de hematoxilina eosina con base acuosa.

Para las biopsias y conos cervicales, se realizan cortes de 4 um de grosor para la
inmunotincion de la P16, utilizando el sistema En Vision (Dako) p16INK4a se detect6
utilizando el kit CINtec histologia (clon E6H4, mtm Laboratories, Heidelberg, Alemania),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los cortes histologicos tanto para la
Inmunotincion de P16 y para la tincion de hematoxilina eosina, fueron obtenidos del mismo

bloque de parafina. Ver anexo 8 pagina 126.

3.5.3. Interpretacidn de las muestras de citologia e histologia.

Cada citologia fue evaluada previamente por un citotecn6logo con méas de 15 afios de
experiencia, dictaminando la calidad del frote. Posteriormente cada uno de los tres
patdlogos independientes dictaminaron los hallazgos citomorfoldgicos, asi como si el test
de doble tincion era positivo 0 no, al observar en la misma célula nucleo de color rojo y

citoplasma color marron.

En el caso de las muestras de histologia con tincion de P16 positiva se debe tefir el tejido
color marron difusamente. Cada hoja del informe fue identificada con un cddigo
correspondiente a las muestras de las pacientes sin orientacion del diagnostico previo y

cada patologo Yy cito tecnologo participante llend dichas hojas de modo independiente y
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ciego a lo informado por los demés. Cada evaluador recibié un atlas de imagenes
proporcionada por los fabricantes de los reactivos de inmunotincion para uniformizar la

formacion previa en la interpretacion del test.

Se disefiaron 2 hojas para la recogida de la interpretacion de la citologia y de la histologia

acordes con el sistema Bethesda del afio 2001. Ver anexos 2 y 3 paginas 118 y 1109.

La informacion obtenida de los registros médicos, fichas y hojas de las interpretaciones por
los patdlogos y citotecndlogo fue ingresada en la base de datos de Excel disefiada para tal

fin. Ver anexo 9 pagina 135.

Cada expediente de la paciente fue foto-documentado con sus respectivas imagenes de
colposcopia, y fotos de citologia e histologia con inmunotincion. Ejemplos anexos 10y 11
paginas 136 y 140.

3.6. Técnica estadistica

La validez de las pruebas de citologias con tincion convencional y con tincion doble fue
medida por medio de la sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y negativo
utilizando tablas cruzadas de 2 x 2 con IC 95%. EI diagnéstico final o gold estandar que se
considero fue el efectuado por medio de la histologia de biopsia o cono cervical con tincién
de Hematoxilina y Eosina para citologia convencional y con inmunotincion P16 para la

citologia con doble tincién p16 y Ki67.

Asi mismo se agruparon las lesiones menores de LEIAG vy las igual o mayor a LEIAG en

un cuadro dicotémico.
También se realizd un sub analisis con el calculo de la sensibilidad, especificidad, y valores

predictivos de la doble tincion P16 y Ki67 en dos grupos etarios: 1) menores y 2) mayores
de 30 afos.
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La concordancia entre la interpretacion de la prueba de citologia con doble tincion P16 y
Ki67 e histologia se estimd por medio del coeficiente Kappa ponderado. Esto se realizé
entre cada patologo de Guatemala con respecto al experto de Espafia, entre ellos, y asi
mismo se evalud la concordancia de citologia con tincion dual del citotecndlogo con

respecto a cada uno de los 3 patdlogos.

Se utilizo el programa Epidat version 3. Y se interpretaron los indices Kappa considerando
los rangos de <0 a 0.2 = pobre concordancia; 0.2 a 0.4 = débil ; 0.4 a 0.6 = moderada ; 0.6

a 0.8 = buena y de 0.8 a 1 = muy buena concordancia.(100)

También se utilizd el coeficiente de correlaciones para variables dependientes e
independientes ordinales con Test de Tau b de Kendall con el programa SPSS versiéon 20
para estimar la correlacion de colposcopia con citologia con tincion doble P16 y Ki67,
correlacion de la citologia con el test de doble tincion con la histologia, asi como la

correlacion de la citologia convencional con respecto a la histologia.

Se aceptaron o descartaron las hipdtesis estadisticas con un valor de significancia p < 0.05
y Cl 95%.Se interpreto el valor del indice de correlacion Tau b de Kendall 0 a 0.19 = Muy
baja correlacion; 0.20 a 0.39 = Baja correlacion; 0.40 a 0.59 = Moderada correlacion; 0.60

a 0.79 = Buena correlacion y 0.80 a 1 = Muy buena correlacion.

A fin de evaluar el indice de correlacion Kendall Tau b entre los métodos que ayudan al
diagnostico de lesiones del cérvix y los indices de concordancia, se ponder6 cada uno de
ellos, para hacer la equivalencia ver Tabla N°5. Se utiliz6 los programas Epidat version 3 'y
SPSS version 20.
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Tabla5 Valores ponderados de citologia, impresion colposcépica e histologia

Valor Resultado de Resultado de Impresion Resultado de
ponderado y citologia citologia con colposcopica/ histologia
Categorizado convencional tincién doble p16 Coopleson

ki67
1 Cambios Cambios Normal, Lesiones
Inflamatorios, Inflamatorios, Negativa Benignas
(ligero-severo) (ligero-severo)
LEIBG (NIC I, LEIBG (NIC I, Poco LEIBG (NIC I,
2 Condiloma) Condiloma) Significativa Condiloma)
ASCUS, AGUS o | ASCUS, AGUS o
ASC-H ASC-H
3 LEIAG (NIC 2,3, | LEIAG (NIC 2,3, Significativa LEIAG (NIC 2,3,
CA Insitu) CA Insitu) CA Insitu)
Cancer invasivo | Cancer invasivo de Cancer
4 de tipo escamoso, tipo escamoso, Muy Microinvasivo 0
mixto, mixto, Significativa Invasivo
adenocarcinoma, adenocarcinoma, (Escamoso, Mixto,
otros otros adenocarcinoma,

otros)
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4. RESULTADOS

Las pacientes que aceptaron participar en el estudio fueron 210, de las cuales 20 fueron
excluidas del mismo debido a que las muestras del cérvix ya sean de citologia o histologia
no cumplian los estandares de calidad para su interpretacion, en su mayoria por escaso

material.

4.1 Caracteristicas generales de las pacientes estudiadas.

En la Tabla N° 6 se presentan los datos generales de las 190 pacientes participantes. La
edad media y desviacion estandar era 41 + 13.9 afios. El rango de edad més numeroso fue
entre 26 a 35 afios (29.5 %), seguido del rango 36 a 45 afios (26.8%). Segun las gestaciones
previas, 43 pacientes (24%) tienen 3 hijos, seguido de 33 pacientes (18.75%) con 1 solo
hijo y 32 pacientes (18.18%) con més de 6 hijos.

A la pregunta del uso de métodos anticonceptivos utilizados, 123 pacientes (64.7%)
refieren no haber utilizado alguno, el método mas empleado fue ligadura (pomeroy o
anillos) 42 pacientes (22.1%).

4.2 Resultados de las interpretaciones de citologia, histologia de biopsias y conos

cervicales con tinciones convencionales.

Los resultados de citologia de frote o extendido cervical con tincidn convencional o
conocido como pap. por las que las pacientes habian sido remitidas a la Unidad de
Colposcopia del INCAN (ver Tabla 7):
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Hallazgos menores a lesiones escamosas intraepitelial de alto grado < LEIAG:

- AGUS por sus siglas en inglés atipia glandular de significado indeterminado 4
(2.11%), ASCUS por sus siglas en inglés atipia escamosa de significado
indeterminado 27 (14.21%),

- ASCH por sus siglas en inglés atipia escamosa de alta sospecha 3 (1.58%) y LEIBG
lesion escamosa intraepitelial de bajo grado 54 (28.42%);

Grupo de mayores o igual a lesiones escamosas intraepitelial de alto grado >LEIAG:

- LEIAG 75 (39.47%).

- Carcinoma invasivo del cérvix epidermoide 23 (12.11%) y adenocarcinoma 4
(2.11%).

Como ya expusimos, a cada paciente se le efectu6 biopsia cervical bajo vision
colposcopica, las cuales fueron procesadas Yy tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). A

la interpretacion, los resultados que fueron de mayor relevancia clinica son:

- Los casos menores de LEIAG fueron negativos, cervicitis metaplasia, etc. 53
(27.89%) y LEIBG 34 (17.89%).
- Y LEIAG 68 (35.79%) y carcinoma invasivo 35 (18.42%) de estos ultimos el tipo

epidermoide fue el mas frecuente 23 casos (12.10%).

De las 190 pacientes incluidas en nuestro estudio, se efectuaron 45 conizaciones del cérvix
con asa de diatermia, ya sea por tratamiento o por diagnostico. De ellos en 31 casos
(68.88%) se diagnostico LEIAG, 3 (6.67%) carcinoma microinvasivo, 3 (6.67%) carcinoma

epidermoide invasivo, 4 (8.89%) casos fueron negativos y 4 (8.89%) LEIBG. Ver Tabla 7.
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Tabla 6. Caracteristicas generales de las pacientes que aceptaron participar en la Unidad de

colposcopia INCAN.

Rangos de edad
menor 20
21a25

26 a 35

36 a45

46 a 55

56 a 65

Mayor de 66

Gestas

o A W N -, O

>6

Métodos
Anticonceptivos
Ninguno
Ligadura, pomeroy o
anillos

orales
Trimestral
Jadell
DIU

n (190) %
7 3.7
16 8.4
56 29.5
51 26.8
29 15.3
16 8.4
15 7.9
n %
6 3.2
34 17.9
29 15.3
48 25.3
24 12.6
13 6.8
36 18.9
n %
123 64.7
42 22.1
12 6.3
4.2
1.6
11

DIU Dispositivo Intra Uterino

FUENTE Papeletas de pacientes que aceptaron participar, Unidad de Colposcopia INCAN
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Tabla 7. Resultados de las interpretaciones citologia de frote, biopsia y cono
cervical en pacientes que aceptaron participar en Unidad de colposcopia INCAN.

Resultados de citologias convencionales n (190) %
AGUS 4 2.11
ASCUS 27 14.21
ASCH 3 1.58
LEIBG 54 28.42
LEIAG 75 39.47
Carcinoma epidermoide invasivo 23 12.11
Adenocarcinoma invasivo 4 211

Resultados de histologia biopsia H & E n (190) %
LIB 53 27.89
LEIBG (NIC 1, coilocitosis 0
condiloma) 34 17.89
LEIAG (NIC 26 3) 68 35.79
Carcinoma invasivo (total 35).

Carcinoma microinvasivo sospecha 6 3.16
Carcinoma epidermoide Invasivo 23 12.10
Adenocarcinoma invasivo 4 2.10
Adenocarcinoma mucinoso 1 0.53
Adenoescamoso invasivo 1 0.53
Resultados de histologia cono H&E n (45) %
LIB 4 8.89
LEIBG (NIC 1, condiloma) 4 8.89
LEIAG, (NIC 26 3) 31 68.88
Carcinoma microinvasivo 3 6.67
Carcinoma epidermoide invasivo 3 6.67

AGUS por sus siglas en inglés atipia glandular de significado indeterminado, ASCUS por sus siglas en
inglés atipia escamosa de significado indeterminado, ASCH por sus siglas en inglés atipia escamosa de
altamente sospecha, LIB, Lesion inflamatoria benigna, LEIBG Lesion escamosa intraepitelial de bajo
grado, LEIAG Lesion escamosa intraepitelial de alto grado, NIC Neoplasia intraepitelial cervical
Fuente: Papeletas de las pacientes que aceptaron participar, unidad de Colposcopia INCAN
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4.3. Resultados de la interpretacion de citologias, biopsias y cono cervicales con
tinciones por Inmunohistoquimica.

A continuacion se presenta, en cuatro secciones lo méas relevante de las interpretaciones de
citologia de frotis y de biopsias y conos cervicales procesadas por inmunohistoquimica: A)
las interpretaciones de hallazgos citomorfoldgicos de frotis del cérvix, procesadas por
inmunocitoquimica con P16 y Ki67. B) Las interpretaciones de los hallazgos
histomorfolégicos de biopsias y conos cervicales que fueron procesadas por
inmunohistoquimica con P16. Y por altimo C) La tincién positiva ¢ negativa de: los frotis
del cérvix con P16 y Ki67 segun los hallazgos citomorfologicos, y de muestras de biopsias

y conos cervicales con P16 segun los hallazgos histomorfoldgicos. Ver fig.17.

A) Las interpretaciones de hallazgos citomorfologicos de frotis del cérvix, procesadas
con inmunocitoquimica con P16 y Ki67.
En esta seccion se presentan los resultados de las 190 citologias interpretadas por el
experto quien al observar los cambios citomorfoldgicos detecto lo siguiente:

- Los casos menores de LEIAG, que en total fueron 96, clasificados en: Lesiones
benignas 65 (34.21%), AGUS 1 (0.53%), ASCUS 4(2.11%), ASCH 2(1.05%),
LEIBG 24 (12.63%).

- LEIAG 72 (37.89%) y carcinoma invasivo 22 (17.89%) de estos ultimos el tipo
epidermoide fue el méas frecuente 14 casos (7.37%) y adenocarcinoma invasivo 8
(4.21%). Ver Tabla N°8.

Estas interpretaciones difieren los resultados con respecto a la citologia de
referencia, especialmente en lesiones menores de LEIAG; mas adelante
expondremos la comparacion de ambos grupos, y estos datos se presentaran con

detalle.
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Figura 17 Muestras de citologias de frotis cervicales con doble tincion pl6ki67 y biopsias de cérvix con
tincién P16.

Citologias de frotis cervicales con doble Tincion P16 Ki67, de la A a la F. A LNIM, Lesiones negativas
intraepiteliales o malignas; B LEIBG, Lesién escamoso intraepitelial de bajo grado con coilocitosis; C
LEIAG, lesién escamoso intraepitelial de alto grado; D y E Células carcinoma epidermoide invasivo y F.
Adenocarcinoma invasivo. Biopsias del cérvix con tinciobn P16 delaGalaL. G. LEIBG; H. e I. LEIAG; J
Microinvasivo; K Carcinoma epidermoide invasivo y L adenocarcinoma invasivo. Fotografias del Laboratorio
Ciencias Biomédicas de Universidad de San Carlos de Guatemala.
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Tabla 8. Resultados de la interpretacion de citologias de frotis cervicales con

inmunotincion P16 y Ki67.

Resultados de la interpretacion de las

citologias n %
Lesiones benignas 65 34.21
AGUS 1 0.53
ASCUS 4 211
ASCH 2 1.05
LEIBG 24 12.63
LEIAG 72 37.89
Carcinoma epidermoide invasivo 14 7.37
Adenocarcinoma invasivo 8 421

AGUS, por sus siglas en inglés atipia glandular de significado indeterminado; ASCUS, por sus siglas en
inglés atipia escamosa de significado indeterminado; ASCH, por sus siglas en inglés atipia escamosa de
alto grado; LIB, lesion inflamatoria benigna; LEIBG, lesion escamosa intraepitelial de bajo grado;

LEIAG, escamosa intraepitelial de alto grado.

B) Las interpretaciones de los hallazgos histomorfolégicos de biopsias y conos

cervicales que fueron procesadas por inmunohistoquimica con P16.

Como ya expusimos, a cada paciente se le efectud biopsia cervical bajo vision

colposcdpica, las cuales fueron procesadas y tefiidas con hematoxilina y eosina

(H&E), asi como tincion por inmunohistoquimica P16. Del mismo bloque de

parafina se obtuvo las muestras para ambos tipos de tincion. A la interpretacion los

resultados que fueron de mayor relevancia clinica son:
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C)

Los casos menores de LEIAG que en total fueron 76, clasificados en: negativos,
cervicitis metaplasia, etc. 53 (27.89%) y LEIBG 23 (12.12%).

LEIAG 78 (41.05%) vy sospecha de carcinoma microinvasivo (casos que se les
efectud conizacion diagnostica), carcinoma invasivo epidermoide 26 casos
(13.68%) y adenocarcinoma 7 (3.68%). Hay diferencias en las interpretaciones
histomorfoldgicas de importancia clinica especialmente LEIBG, microinvasivo e
invasivos, los cuales presentaremos mas adelante. Ver Tabla N° 9.

Observamos que existen diferencias entre ambos grupos de biopsias tefiidas con
H&E y con P16. Especialmente las LEIBG, LEIAG, carcinoma microinvasivo y

CEI. Mas adelante se presentaran estos datos en detalle

La tincion positiva 6 negativa de los frotis del cérvix con P16 y Ki67 segln los

hallazgos citomorfoldgicos.

Acé se presenta la frecuencia de la tincion de ambos marcadores moleculares (P16 y

Ki67) con respecto a los cambios citomorfologicos observados al microscopio. Se

considera positivo si las células tienen ndcleo color rojo y citoplasma color marron.

Ver figura N° 17 y anexo 10 pag.114

Las interpretaciones en menores de LEIAG, las cuales suman en total 96 casos,
fueron positivas: ninguno de las 65 muestras con lesion benigna, 3/4 para ASCUS,
1/1 para AGUS y solamente 2 /22 para LEBG.

En las lesiones denominadas igual o mayores a LEIAG, en total 94, fueron
positivas a la doble tincién P16 Ki67, el 91.7 % de las 72 muestras con LEIAG, asi
como el 100% de 14 casos con carcinoma epidermoide invasivo. Sin embargo, en
nuestro estudio, de los 8 casos de adenocarcinoma invasivo solo el 62.5 % fueron

positivas a la doble tincién. Ver Tabla N° 10.
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Se observa que a mayor grado de lesion epitelial mayor es la frecuencia de las
celulas transformadas tefiidas. Méas adelante veremos que sucedid con los casos de
ASCUS, AGUS y ASCH positivos a la doble tincién, ya la biopsia cervical

tomada por colposcopia.

D) La tincidn positiva 6 negativa de muestras de biopsias y conos cervicales con P16

segun los hallazgos histomorfologicos.

Se presenta la frecuencia de 190 biopsias y 45 conos cervicales que fueron
evaluadas con tincién P16; dando positivo aquellas que fueron tefiidas las muestras
histologicas de color marron difusamente. Se observé que los casos con LEIAG y

cancer invasivo reaccionaron positivos a la tincién en méas del 90%.

- Las biopsias cervicales con interpretacion de lesiones menores de LEIAG, las
cuales suman en total 76. Las Lesiones benignas fueron en la mayoria negativas 50
de 53 casos (94.3%) y las LEIBG fueron negativas en 19 de 23 casos (82.6%).

- Las biopsias cervicales con LEIAG fueron positivas en74 casos de 78 (94.9%) y
cancer invasivo 34 casos de 36 (94.4%).

- Enlos 45 casos de conos cervicales, 4 casos fueron negativos con diagnostico de
cervicitis, y positivos para LEIAG 32 de 35 casos (91.4%) y para cancer invasivo
los 6 (100%) ver Tabla N° 11.

4.4 Concordancia interobservador de citologia cervical con doble tincion y biopsia y
de cono cervical con tincion p16.

De cada paciente se evalu6 una muestra de citologia con doble tincién P16 y Ki67 y una o

dos de histologia (biopsia y cono cervical) con tincion P16. Fueron 4 evaluadores; 3
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patélogos de los cuales uno fue de Espafia (A) y dos de Guatemala (B y C); asi mismo un

citotecnélogo (D).

Se obtuvo el indice de concordancia con Kappa ponderado con IC 95%. Se observa que el
indice para la citologia se encuentra entre 0.66 a 0.83, siendo significativa con p < 0.0001,
siendo el mayor acuerdo entre el patdlogo experto y el citotecnélogo.

En las muestras de biopsia obtuvieron mejor indice de concordancia, el cual estuvo entre

0.80y 0.89, considerada muy buena con p< 0.0001.

Con respecto a la interpretacion de conos cervicales tuvo indice de concordancia entre
0.76 y 0.90 siendo respectivamente consideradas de buena a muy buena con p<0.0001. Ver
Tabla N° 12

4.5 Comparacion de la interpretacion de las citologias dependiendo de tincion (Pap y
doble tincion P16 y Ki67)

En la tabla N° 13 y Figura 18 se observa los resultados de los hallazgos citomorfoldgicos
en la tincion convencional o pap y con doble tincion P16 Ki67. Uno de los criterios para
ingresar al estudio fue tener citologia con interpretacion desde ASCUS, AGUS, LEIBG en
adelante, realizada en menos de tres meses; sin embargo como se puede observar a la

interpretacion de la segunda muestra con doble tincién hubo diferencias:

- De las citologias con interpretacion citomorfoldgica igual o mayor a LEIAG suman
102 y 94 para tincién pap y doble tincion respectivamente;

- Para la interpretacion de citologias con menor a LEIAG suman 88 y 96 para tincion
pap y doble tincion respectivamente; a la segunda citologia con doble tincion se
reclasificd 65 casos en lesiones benignas (LB).
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Tabla 9. Resultados de la interpretacion de biopsias y conos cervicales con inmunotincion
P16.

Resultados de histologia biopsia n (190) %
Cervicitis 53 27.89
LEIBG 23 12.12
LEIAG 78 41.05

CEl
Microinvasivo (sospecha) 3 1.58
Invasivo 26 13.68
Adenocarcinoma Invasivo 7 3.68

Resultados de histologia en Cono cervical n (45) %
Cervicitis 4 8.89
LEIBG 0 0
LEIAG 35 77.78
CEl
Microinvasivo 1 2.22
Invasivo 5 11.11

LEIBG, lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; LEIAG, lesion escamosa intraepitelial de alto grado;
CEl, Carcinoma epidermoide invasivo.

4.6. Comparacion de la interpretacion de las biopsias cervicales segun tipo de tincion
de hematoxilina eosina y p16.

En la Tabla N 14 y figura 19 se presenta el listado de diagndsticos de biopsias del cérvix
segun tincién, En dicha tabla se presenta la interpretacion histomorfoldgica; se observa

aumento de 10 casos de LEIAG con tincion P16, algunos de los mismos se diagnosticaron
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como LEIBG con tincién H&E. Ademaés se detectaron 6 casos microinvasivos para H&E y

se reclasifican sélo 3 microinvasivos con tincion P16.

Tabla 10. Tincién de las muestras de citologia con P16 y Ki67 segun las
interpretaciones citomorfoldgicas.

Reaccion
alaP16
Ki67 LB ASCUS AGUS ASCH LEIBG LEIAG CEl ACI Total
n (%) n@®) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Negativa 65 (100) 1 (25) 0 (0) O (0) 22(92.3) 6 (8.3) 0 (0) 3(37.5 99 (52.1)
Positiva 0 (0) 3 (75 1(100) 2(100) 2 (7.7) 66 (91.7) 14 (100) 5(62.5) 91 (47.9)
Total 65 4 1 2 24 72 14 8 190

AGUS, por sus siglas en inglés atipia glandular de significado indeterminado; ASCUS, por sus siglas en inglés
atipia escamosa de significado indeterminado; ASCH, por sus siglas en inglés atipia escamosa de alto grado;
LIB, lesion inflamatoria benigna; LEIBG, lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; LEIAG, escamosa
intraepitelial de alto grado; CEl, carcinoma epidermoide invasivo y ACI, adenocarcinoma invasivo.

Tabla 11. Tincién de muestras de histologias de biopsias y conos cervicales con P16
segun las interpretaciones histomorfoldgicas.

Biopsias del cérvix Conos cervicales

Reaccién a la

LIB LEIBG LEIAG Cancer LIB LEIAG Céncer
tincién P16 n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n(%)
Positivo 3(5.7) 4 (17.4) 74(94.9) 34(94.4) 0 (0) 32(91.4) 6 (100)
Negativo 50(94.3) 19(82.6)  4(5.1) 2(5.6) 4(100) 3(8.6) 0(0)
TOTAL 53 23 78 36 4 35 6

LIB, lesion inflamatoria benigna; LEIBG, lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; LEIAG, lesion
escamosa intraepitelial de alto grado. En biopsias cancer invasivo= epidermoide microinvasivo 3, Invasivos

26 'y adenocarcinoma invasivo 7. En los conos con cancer invasivo = epidermoide microinvasivo 1 e
invasivo 5.
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Tabla 12. indices de concordancia interobservador segun tipo de muestra

interpretada.
Tipo de muestra interpretada
Citologia cervical, Biopsia cervical, Cono cervical
Evaluadores doble tincion P16 K67 tincion P16 tincion P16
indice K IC 95% indice K 1C 95% indice K IC 95%
A-B 077  0.69 084 0.83* 0.77 0.89 0.81* 0.60 1.0
A-C 0.74* 0.65 0.84 0.89* 0.85 0.93 0.90* 0.81 0.99
A-D 0.83* 0.77 089 - e -
B-C 0.66* 057 0.75 0.80* 0.74 0.87 0.76* 0.53 0.98
B-D 0.75* 0.66 081 ----m e e
C-D 0.75* 0.67 0.84 e e -

A, patblogo experto; B y C = patdlogos de Guatemala y D, citotecnélogo; K. Kappa Ponderado; IC,
Intervalo de confianza. * P < 0.0001

4.7 Comparacion de la interpretacion de histologia en conos cervicales segun tincion
hematoxilina eosina y p16.

En la Tabla N° 15 y figura 20 se presentan los diagnosticos de muestras histoldgicas de 45
conos cervicales. Del mismo blogque de parafina se hizo cortes para la tincion con H&E y
para inmunotincion P16. Hubo dos diferencias al comparar los diagnosticos:

1) Cuatro casos con tincion H&E diagnosticados como LEIBG se reclasificaron en
LEIAG con la tincion P16 y

2) Dos casos con tincion H&E diagnosticados como microinvasivo se reclasifican
como Invasivo con la tincion P16; los tres patologos evaluadores coincidieron con

estos diagndsticos.
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4.8 Impresion colposcopica, ademas de su correlacion con respecto al diagnostico
final histol6gico con tincion P16.

Cada paciente fue evaluada por colposcopia, al observar lesiones en el cérvix se Interpretd

las mismas y se informo:

- “Negativa” considerandolas lesiones benignas
- “Poco Significativa” consideradas como LEIBG en total fueron sumando este y el
anterior grupo suman 98 (51.58%);
- para los casos de mayor relevancia clinica “Significativa” 61 casos (32.10%)
Considerando las LEIAG.
- y para “Muy Significativa” 31 casos (16.32%)

En la Tabla N° 16 se presentan las impresiones colposcopicas de las pacientes evaluadas

previamente a la toma de biopsia.

Se observa que hubo 32 de 98 (32.6%) casos sub detectados es decir que la impresion
colposcopica es negativa o poco significativa y al resultado final por histologia P16 fueron

27 casos con LEIAG y 7 con cancer invasivo, denominados falsos negativos.

También hubo casos con sobre deteccion, es decir con impresion colposcopica significativa
0 muy significativa y con resultado de histologialO de 92 casos (10.9%) con CIB o LEIBG,
denominados falsos positivos.

Las impresiones colposcopicas significativas y muy significativas cuyo diagnostico final
fue LEIAG y cancer invasivo fueron 82 de 92 casos, es decir 89.1% son verdaderos

positivos (16.32%) considerandolas para lesiones de carcinoma invasivo. Ver tabla N° 17.
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Tabla 13. Resultados de citologias cervicales segun tipo de tincion.

Tipo de tincion

Tincion Pap Doble tincion

n (%) n (%)
LB 0 (0 65 (34.21)
AGUS 4 (2.1) 1 (0.53)
ASCUS 27 (14.21) 4 (2.11)
ASCH 3 (1.58) 2 (1.05)
LEIBG 54 (28.42) 24 (12.63)
LEIAG 75 (39.47) 72 (37.89)
CEl 22 (11.58) 14 (7.37)
ACI 5 (2.63) 8 (4.21)
TOTAL 190  (100) 190 (100)

LB; Lesiones benignas; ASCUS, células escamosas atipicas de significado
indeterminado; AGUS, células atipicas glandulares de significado indeterminado; ASCH,
células escamosas atipicas sin descartar lesion alto grado; LEIBG; lesion escamosa
intraepitelial de bajo grado; LEIAG, lesién escamosa intraepitelial de alto grado; CEl,
carcinoma epidermoide invasivo; ACI, adeno carcinoma invasivo.
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Figura 18. Resultados de citologias cervicales segln tipo de tincion.

LB; Lesiones benignas; ASCUS, células escamosas atipicas de significado indeterminado; AGUS, células
atipicas glandulares de significado indeterminado; ASCH, células escamosas atipicas sin descartar lesion alto
grado; LEIBG; lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; LEIAG, lesidn escamosa intraepitelial de alto
grado; CEl, carcinoma epidermoide invasivo; ACI, Adenocarcinoma invasivo.

Tabla 14. Diagndsticos en biopsias cervicales segun tincion.

Biopsias cervicales
Tincion H&E Tincion P16

n (%) n (%)

Cervicitis 53 (27.9) 53  (27.9)

LEIBG 34 (17.9) 23 (121)

LEIAG 68 (35.9) 78 (41.1)
CEl

Microinvasivo 6 (3.1) 3 (1.6)

Invasivo 23 (12.1) 26 (13.7)

ACI 6 (3.1) 7 (3.7)

Total 190 (100) 190 (100)

LEIBG, Lesidn escamosa intraepitelial de bajo grado; LEIAG, Lesion Escamosa
intraepitelial de alto grado; CEI Carcinoma epidermoide invasivo; ACI,
Adenocarcinoma invasivo.
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Figura 19. Diagnosticos en biopsias cervicales segun tincion.

LEIBG, Lesién escamosa intraepitelial de bajo grado; LEIAG, Lesion Escamosa intraepitelial de
alto grado; CEI Carcinoma epidermoide invasivo; ACI, Adenocarcinoma invasivo.

Tabla 15. Diagndsticos en conos cervicales segln tincion.

Conos cervicales

Tincion H&E Tincion P16
n (%) n (%)
Cervicitis 4 (8.9 4 (8.9)
LEIBG 4 (8.9) 0 0)
LEIAG 31 (68.9) 35 (77.8)
CEl
Microinvasivo 3 (6.7) 1 (2.2)
Invasivo 3  (6.7) 5 (11.2)
Total 45  (100) 45 (100)

H&E, Tincion de hematoxilina eosina; LEIBG, Lesi6n escamosa
intraepitelial de bajo grado; LEIAG, Lesion escamosa intraepitelial de
alto grado; CEI Carcinoma epidermoide invasivo.
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Figura 20. Diagnosticos en conos cervicales segln tincion.

Tincién P16

H&E, Tincién de hematoxilina eosina; LEIBG, Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; LEIAG, Lesion
escamosa intraepitelial de alto grado; CEl Carcinoma epidermoide invasivo.

Tabla 16. Impresion colposcopica.

Impresion colposcopica n %
Negativa 24 12.63
Poco Significativa 74 38.95
Significativa 61 32.10
Muy Significativa 31 16.32
Total 190 100
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Tabla 17. Impresion colposcopica respecto a diagnostico final de histopatologia con
tincion P16.

Diagnostico final histopatologia con P 16

Cancer

Impresion LIB — LEIBG LEIAG invasivo TOTAL
Colposcépica n (%) n (%) n (%) n (%)
Negativa -

Poco 66 (86.84) 25(32.05) 7(19.4) 98(51.58)
Significativa

Significativa 6 (7.89) 43(55.13) 12(33.33) 61(32.10)
Muy

Significativa 4 (5.27) 10 (12.82) 17(47.23) 31(16.32)

La Impresion colposcopica negativa y poco significativa= Biopsia lesion inflamatoria benigna LIB hasta
lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado (LEIBG); significativa= Lesién escamosa intraepitelial
de alto grado (LEIAG); muy significativa = cancer invasivo o0 microinvasivo.

4.9 Resultados de lesiones cervicales segun rangos de edad y tipo de tincion
histoldgica.

Las lesiones del cérvix se diagnosticaron al interpretar en cada muestra histoldgica,
obtenida por biopsia 6 cono cervical; se realizé dos cortes del mismo blogue de parafina

para tincion H&E e inmunotincion de la proteina P16.

En esta investigacion se presentan las lesiones cervicales diagnosticadas segun el tipo de
tincién y los rangos de edad de las pacientes. En la fig. 21 se muestra el recuento de cada
tipo de lesién cervical con tincion H&E segln rango de edad. Los casos con LEIAG,
representada de linea de color amarilla, tienen su maxima frecuencia entre 26 a 35 afos.
Mientras que los casos con cancer invasivo del cérvix, representada de linea color morado,

fueron aumentando desde los 35 afios, teniendo dos repuntes en el rango de los 36 a 45 afios
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y de 56 a 65 afos. Las lesiones normales o benignas y LEIBG, linea azul y verde
respectivamente, tienen su mayor frecuencia entre los rangos 26 hasta 55 afios y

disminuyen después de los 65 afios.
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Figura 21. Tipo de lesiones cervicales, diagnosticadas por histomorfologia con tincién H&E, segun
rangos de edad.

Distribucion de cada tipo de Lesion cervical segun rango de edad; Linea azul, normal, lesiones benignas;
Linea Verde, LEIBG lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; Lineas Amarilla, LEIAG lesion escamosa
intraepitelial de alto grado y linea parpura, cancer invasivo. Rangos de edad de 10 afios, desde menor de 20
afios hasta mayores de 65 afios.

Por otra parte, en la fig. 22, se presenta el recuento o frecuencia de los tipos de lesiones
cervicales, diagnosticados en biopsias 0 conos cervicales con tincion P16 segun edad
agrupado, rangos de 10 afios. Se observa que hay una maxima frecuencia de los casos de
LEIAG y cancer invasivo a partir de los 30 afios; disminuyendo en el rango de 51 a 60

afios. Las LEIBG tiene su maxima frecuencia o recuento entre el rango de 21 a 30 afios.

Se realizaron estas dos gréficas para evidenciar si hay o no diferencias entre ambos tipos de
tincion con respecto a rangos de edad; especialmente para aplicar la prueba de
inmunotinciones en poblacién mayor de 30 afios, debido a que existe repunte de casos de

LEIAG Yy céancer invasivo del cérvix.
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Figura 22. Tipo de Lesiones cervicales, diagnosticadas por histomorfologia con tincién P16, segln
rangos de edad.

Recuento de cada tipo de lesion cervical segln rango de edad; Linea azul, normal, lesiones benignas; Linea
Verde, LEIBG lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; Linea Amarilla, LEIAG lesién escamosa
intraepitelial de alto grado y Linea pUrpura, cancer invasivo. Rangos de edad de 10 afos, desde menor de 20
afios hasta mayores de 60 afios.

4.10 Correlacion de citologia con histologia con tincion convencional
correspondiente.

En la Tabla N° 18 se presentan los resultados de las citologias con tincion convencional o
pap, respecto al resultado de histologias H&E, ya sea por biopsia o cono cervical. Debido a
que en algunos casos existio discrepancia entre citologia y biopsia, especificamente los
casos en que la citologia informé LEIAG o cancer invasivo y en biopsia reporto cervicitis o
LEIBG, se efectuaron en algunos casos conos diagnésticos. Por lo tanto se considerd en

estos casos el diagndstico final o concluyente es el resultado del cono cervical.
Se observa que de 88 citologias con hallazgos menores de LEIAG, hay 4 AGUS, 27

ASCUS, 3 ASCH y 54 LEIBG, al resultado de biopsia 0 cono se detectaron 22 (25.6%)

casos con LEIAG o més.
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De las restantes 102 citologias, que fueron interpretadas con LEIAG o cancer invasivo, se

detectaron por biopsia o cono cervical 20 (19.6%) casos menores a LEIAG, considerados

como falsos positivos; y de 82 (80.4%) casos de este grupo fueron confirmados como

LEIAG o mas, considerados como verdaderos positivos. En casos especiales como ASCUS

7 de 27 casos y ASCH 3 de 3 casos se confirma LEIAG o més por biopsia o cono cervical.

Tabla 18. Resultados de citologia con tincién convencional segin diagnostico de
biopsia 6 cono cervical con tincién H&E.

Citologia con tincién convencional o pap

Histologia AGUS ASCUS ASCH LEIBG LEIAG CEl ACI Total
con tincién

H&E n4%) n27 (%) n3 (%) n54 (%) n75 (%) n23 (%) n4 (%) n190 (%)
LIB 2 (50) 15(555) 0(0) 23(425) 10(13.3) 2(8.70) 1(25.0)0 53(27.8)
LEIBG 0 (0) 5(1852) 0(0) 21(38.8) 5(6.67) 2 (8.70) 0 (0) 33 (17.3)
LEIAG 1 (25) 4(14.81) 3(100) 9(16.67) 45(60.0) 7(30.43) 1(25.0) 70(36.8)
CEl 0 () 3(1111) 0() 1 (1.85) 11(146) 12(52.1) 1(25.00 28(14.74)
ACI 1 (25) 0 (0) 0() 0 (0 4 (5.33) 0 (0) 1(25.0) 6 (3.16)

AGUS, por sus siglas en inglés atipia glandular de significado indeterminado; ASCUS, por sus siglas
en inglés atipia escamosa de significado indeterminado; ASCH, por sus siglas en inglés atipia
escamosa de alto grado; LIB, lesion inflamatoria benigna; LEIBG, lesion escamosa intraepitelial de
bajo grado; LEIAG, escamosa intraepitelial de alto grado; CEI, carcinoma epidermoide invasivo; ACI,
adenocarcinoma invasivo.
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4.11 Resultado de interpretacion de citologia con doble tincion P16 y Ki67, y
correlacion con histologia con tincion P16 correspondiente.

A las pacientes que aceptaron participar en el estudio, previo a la colposcopia se tomo
muestra con paleta de Ayre del cérvix, realizando un frote en portaobjetos con carga,
fijados con alcohol buferado para estudio citologico. Esta muestra fue enviada para ser

procesada por inmunotincién P16 y Ki67 (doble tincién).

En la Tabla N° 19 se observa que de 190 citologias con doble tincion, 65 citologias fueron
LB Lesiones benignas, de las cuales se diagnostico por histologia final con tincién P16

LEIAG 12 (18.46%) casos consideradas citologias falsas negativas.

Con respecto a ASCUS y ASCH se diagnosticaron por biopsia 0 cono 3 y 2 casos de
LEIAG respectivamente; y una citologia con AGUS se diagnostico por biopsia carcinoma

epidermoide invasivo; en estos casos hubo ASCUS y ASCH con doble tincion positivas.

De las 72 citologias con LEIAG hubo solo 4 casos falsos positivos (5.56%); finalmente de
los 22 resultados por citologia con carcinoma invasivo no hubo casos menores de LEIAG o

sea ningun falso positivo.

Al observar las tablas N° 18 y 19 respecto a los 75 casos de citologia pap con resultados
de LEIAG, fueron confirmados por histologia H&E de biopsia 6 cono cervical: 15 casos
menores a LEIAG, 45 casos con LEIAG y 15 con cancer invasivo. Respecto a 72 casos de
citologias con doble tincién, con resultado de LEIAG, fueron confirmados por histologia
con tincién P16 de biopsia 6 cono cervical: 4 casos menores a LEIAG, 52 casos con
LEIAG y 16 casos con cancer invasivo. Por tanto, se produjo infra diagnostico en 15 de 75

(20%) casos para citologia pap convencional y 16 de 72 (22.22%) casos para citologia con
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doble tincion; y sobre diagnostico en 15 de 75 (20%) casos para citologia pap convencional
y 4 de 72 (5.56%) casos para citologia con doble tincion.

4.12 Citologias de frotis cervical que reaccionaron positivo a la doble tincion P16
Ki67 segun diagnostico histopatologico con tincion P16.

En las secciones previas presentamos si hubo o no tincion de las muestras de citologia con
P16 y Ki67 segun las interpretaciones citomorfologicas (tabla N°10), asi como la
correlacion de la interpretacion entre citologia con doble tincion e histologia con P16
(Tabla N°19). Sin embargo a fin de determinar la correlacion de las citologias con doble
tincion 6 sin ella con respecto a la histologia de biopsia 6 cono cervical, decidimos
presentar en la tabla N° 20 las interpretaciones de las 90 citologias positivas para la doble

tincidn, respecto al resultado final de histologia con P16. Lo mas relevante fue:

- De las lesiones < LEIAG solamente 5/90 (5.56%) citologias fueron positivas para la
doble tincion. Dos de los 3 casos de ASCUS fueron positivas y corresponden por
biopsia a LEIAG.

- De las citologias > a LEIAG 85/90 (94.44%) fueron positivas, de las cuales 80/90

(88.89%) se confirma por histologia final P16 lesiones igual o mayor a LEIAG.

Observamos que hay un alto porcentaje de citologias con doble tincién positiva entre los
casos con biopsias o conos cervicales con LEIAG 6 cancer invasivo

4.13 Citologias de frotis cervical que reaccionaron negativo a la doble tincion P16
Ki67 segun diagnostico histopatoldgico con tincidon P16.

Asi mismo la Tabla N° 21 presenta las 100 citologias con doble tincién negativas o que no
reaccionaron a la misma; 91 (91%) de estas tienen un resultado menor de LEIAG, 21/91
tienen por biopsia resultado > de LEIAG. De las 9 (9%) citologias con resultado igual o

mayor a LEIAG fueron comprobados con biopsia 0 cono 8 Lesiones equivalentes, ningin
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caso de cancer epidermoide invasivo fue negativo a P16 y Ki67, sin embargo 3 casos de

adenocarcinoma fueron negativos.

Observamos que hay bajo porcentaje de citologias con doble tincion negativa entre los

casos con biopsias o conos cervicales con LEIAG o cancer invasivo.

Tabla 19. Resultados de citologia con doble tincion segun diagndéstico de histologia
con tincion P16.

Citologia con doble tincién P16 y Ki67

Histologia
con LB AGUS ASCUS ASCH LEIBG LEIAG CEI ACI Total
Tincién
P16 Ne5 (%) nl(%) n4 (%) n2(%) n24 (%) n72 (%) nld (%) n8(%) ni90 (%)
LIB 45(69.23) 0 (0) 0 (0) 0(0) 4(1667) 4 (5.56) 0 (0) 0 (0) 53(27.89)
LEIBG 8(1231) 00 1(25) 0(0) 14(58.33) 0 (0) 0 (0) 0(0) 23(12.11)

LEIAG 12(1846) 0 (0) 3(75) 2(100) 6(25)  52(72.22) 2 (14.29) 1(125) 78 (41.05)
CEI 0 (0) 1(1000 0 (©  0() 0 (0 14 (19.44) 12(85.71) 2 (25) 29 (15.26)

ACI 0 (0) 00 0@ 0@ 0(0) 2 (278) 0 (0) 5(625) 7 (3.68)

LB, Lesiones benignas; ASCUS, por sus siglas en inglés atipia escamosa de significado indeterminado;
AGUS, por sus siglas en inglés atipia glandular de significado indeterminado; ASCH, por sus siglas en inglés
atipia escamosa de alto grado; LIB, lesion inflamatoria benigna; LEIBG, lesion escamosa intraepitelial de bajo
grado; LEIAG, escamosa intraepitelial de alto grado; CEI, carcinoma epidermoide invasivo; ACI,
adenocarcinoma invasivo.

82



Tabla 20. Citologias de frotis cervicales que si reaccionaron a la doble tincion
P16Ki67, segun resultado final de histologia con P16.

Citologia con reaccidn a la tincion P16 y Ki67

Histologia LB AGUS ASCUS ASCH LEIBG LEIAG CEl ACI Total
con

Tincion

P16 n0(%) noO (%) n3 (%) no(%) n2(%) n66(%) nld(%) n5(%) n90 (%)
LIB 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(50.0) 3 (455) 0 (0) 0 (0) 4 (4.44)

LEIBG 0(0) 0 (0) 13333 0() 0 (0) 0 0@ 0() 1(L1)
LEIAG 0(0) 0 (0) 2 (66.67) 0(0) 1(50.0) 48(72.7) 2(14.29) 0 (0) 53 (58.89)
CEI 00 0 0() 00) 0 (0) 13(19.7) 12(85.7) 2(40.0) 27 (30.0)

ACI 0(0 0() 0(0) 0(0) 0 (0) 2 (302) 0 (0) 3(60.0) 5 (5.56)

LB, Lesiones benignas; AGUS, por sus siglas en inglés atipia glandular de significado indeterminado;
ASCUS, por sus siglas en inglés atipia escamosa de significado indeterminado; ASCH, por sus siglas en
inglés atipia escamosa de alto grado; LIB, Lesion Inflamatoria Benigna; LEIBG, lesion escamosa
intraepitelial de bajo grado; LEIAG, lesion escamosa intraepitelial de alto grado; CEI, carcinoma
epidermoide invasivo; ACI, adenocarcinoma invasivo.

4.14 Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de: citologia convencional, citologia con
doble tincion P16 y Ki67 'y colposcopia.

En la Tabla N° 22 se presentan los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo VPP y valor predictivo negativo VPN de las dos pruebas de citologias con
convencional o conocida como pap Yy doble tincién P16 Ki67, asi como de la colposcopia;
La interpretacion citomorfologica de estas pruebas se contrasta con el gold estandar que fue

el diagndstico por biopsia o cono con la tincién correspondiente.
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Se observa que para ambos tipos de citologias, convencional y doble tincion con P16 y
Ki67, la sensibilidad es similar 78.64 y 78.95% respectivamente. Sin embargo, la
especificidad fue diferente siendo 75.85 y 94.74% respectivamente, mayor para doble

tincion debido a que hay menos casos falsos positivos.

La colposcopia obtuvo valores de sensibilidad y especificidad de 71.93 y 86.84%

respectivamente.

Con respecto al VPP o sea el porcentaje de probabilidad de que la prueba al ser positiva
esté realmente la paciente enferma (diagndsticos igual 6 mayor a LEIAG) fue mayor en
citologia con doble tincién 95.74% con IC 95% de 91.13-100.0; ElI VPP de la citologia
convencional y la impresion colposcopica fue 79.41 y 89.13% respectivamente. EI VPN, o
sea el porcentaje o probabilidad de que la prueba al ser negativa la paciente esté realmente
sana, fue similar en ambos tipos de citologias 75% Yy para la impresion colposcopica
67.35%.

Al poner a prueba la posible estrategia secuencial de citologia con doble tincion y la
impresion colposcodpica, al obtener los valores de sensibilidad y especificidad se estima un
valor conjunto predictivo positivo de 99.19% y especificidad de 99%, tasas que realmente

muestran una gran validez y precision para esta estrategia conjunta.

4.15 Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de la citologia con doble tincion P16 y
Ki67 segun edad (menor o mayor de edad de 30 afios).

En la Tabla N° 23 se comparé la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de la doble
tincion en citologia, segin dos grupos de edad, en menores (<) y mayores (>) de 30 afios.
La prueba confirmatoria fue la biopsia o cono cervical con tincion P16. Evidencid que la
mayor sensibilidad y VPP de la prueba esta en el grupo de > de 30 afios, 78.43 y 95.24%
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respectivamente. La especificidad y VPN fueron un poco mayores en el grupo de < de 30
afios: 95.83y 83.33 %.

Tabla 21. Citologias de frotis cervicales sin reaccion a la doble tincion, segun resultado
final de histologia con inmunotincion de P16.

Citologias sin reaccion a la tincion P16 y Ki67

Histologia LB AGUS ASCUS ASCH LEIBG LEIAG CEl ACI Total
Con

tincion

P16 n65(%) nl (%) nl(%) n2(%) n22(%) n6 (%) n0(%) n3(%) nl00(%)
LIB 45069.2) 0(0) 00 0(0)  3(136) 1(16.6) 0(0) 0 (0)  49(49.0)

LEIBG  8(1231) 0() 0 () 0(0) 14(636) 0 () 0() 0 (0) 22(22.0)
LEIAG  11(16.9) 0 (0) 1(100) 2(100) 5(22.7) 3(50.0) 0(0)  1(33.3) 23(23.0)
CEI 1 (154) 1(100) 0 (0)  0(0) 00) 2(333) 0()  0(0) 4 (4.0)

ACI 0( 0@ 0() 0() 0(0)  0(0) 0(00)  2(66.7) 2(2.0)

LB, Lesiones benignas; ASCUS, por sus siglas en inglés atipia escamosa de significado indeterminado;
AGUS, por sus siglas en inglés atipia glandular de significado indeterminado; ASCH, por sus siglas en
inglés atipia escamosa de alto grado; LIB, lesion inflamatoria benigna; LEIBG, lesion escamosa
intraepitelial de bajo grado; LEIAG, lesion escamosa intraepitelial de alto grado; CEIl, carcinoma
epidermoide invasivo; ACI, adeno carcinoma invasivo.
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Tabla 22. Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN segun interpretacion de citologia
con tincidn convencional, con doble tincion P16 Ki67 y colposcopia.

Prueba o Sensibilidad Especificidad VPP - VPN -
Método
Valor % Valor% Valor% Valor %
IC 95% 1C95% 1C95% 1C95%
Convencional 78.64 75.86 79.41 75.00
70.24-87.04 66.30-85.43 71.07-87.75 65.38-84.62
Doble tincion 78.95 94.74 95.74 75.00
71.03-86.87 89.06-100.0 91.13-100.0 65.82-84.18
Colposcopia 71.93 86.84 89.13 67.35
63.24-80.62 78.58-95.10 82.23-96.03 57.55-77.15

VPP, Valor predictivo positivo; VPN Valor predictivo negativo; IC, Intervalo de confianza.

Tabla 23. Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de doble tincion en citologia segun
grupos de edad

Sensibilidad Especificidad VPP VPN
Valor % Valor % Valor % Valor %
IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%)
< 30 afios 41.67 95.83 83.33 76.67
(9.61-73.73) (85.76-100) (45.18-100) (59.87-93.47)
>30 afios 78.43 92.31 95.24 68.57
(69.96-86.90) (69.96-86.90) (90.09-100) (56.98-80.16)

VPP, Valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo.
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4.16 indice de correlacion entre citologia cervical con doble tincion pl16 ki67,
histologia e impresion colposcopica.

Asi mismo se presentan en la tabla N° 24 los resultados de indices de correlacion, entre
variables ordinales (con la prueba Tau b de Kendall) en las pruebas citologicas, histologia
e impresion colposcdpica. Los indices de correlacion entre citologia con tincion Pap y
diagndstico final H&E e Impresion colposcopica fueron 0.477 y 0.567 respectivamente

consideradas correlacion moderada.

El indice de correlacion entre citologia con doble tincion respecto a diagnostico final de
histologia con tincién P16 e impresion colposcépica fue algo mayor en el primer caso
(0.709 y 0.434), considerada de buena y moderada correlacion respectivamente.

Por altimo, los indices de correlacion de impresion colposcépica y diagnoésticos finales con

H&E y P16 fueron 0.687 y 0.498, considerados de buena y moderada respectivamente.

La correlacién entre las citologias con tincion pap y diagnéstico final con P16 y entre
citologia con doble tincién y diagnostico final con H&E fueron los 0.475 y 0.507
respectivamente. Todos los coeficientes de correlacion presentados fueron significativos
(p<.0001).

Si nos fijamos en la tabla 21, todos los métodos ensayados muestran buena correlacion
estadisticamente significativa con los diagnoésticos finales establecidos con los diferentes
métodos empleados, pero podemos apreciar una mayor correlacion en el caso de citologia

de doble tincion.
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4.17 Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo segun reaccion
de la tincion p16 y Ki67 en citologia y p16 en biopsia y cono cervical.

Previamente expusimos lo resultados de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de la
citologia con doble tincion (P16-Ki67) considerando la interpretacion citomorfoldgica
segun los hallazgos histomorfoldgicos de biopsias y conos. Finalmente exponemos aca la
sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de la tincion de los biomarcadores P16 y Ki67
respecto a los hallazgos cito e histomorfoldgicos. En relacion con los datos previos de las
células afectadas con lesiones intraepiteliales, especialmente LEIAG y cancer invasivo, que
son tefiidas con estos dos biomarcadores P16 y Ki67; en la tabla N° 25 se presenta. la
sensibilidad de la doble tincién en citologia de frotis cervical de 74.56%, y la
especificidad de 93.42%.

Tabla 24. Indices de correlacion entre los tipos de citologia con tincion Pap, doble
tincién e impresion colposcapica.

Entre citologia tincion Pap vw/el: Indice Correlacién Tau b de Kendall
Diagnostico final H&E 0477*
Impresion colposcopica 0.567*%
Diagnostico final P16 0.475*%

Entre citologia doble tincidén w/el:

Diagnostico final P16 0.709*
Impresion colposcopica 0.434*
Diagnostico final H&E 0.507*

Entre impresion colposcopica v:
Diagnostico final H&E 0.687*%
Diagnostico final P16 0.498*

*El coeficiente de correlacion significativo (p<0.0001)
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Tabla 25 Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de la tincion P16 y Ki67 en
citologia segun la tincion P16 en biopsias y en conos cervicales.

Sensibilidad Especificidad VPP - VPN
Valor % Valor% Valor% Valor %
IC 95% 1C95% 1C95% 1IC95%
Tincién
P16 y Ki67 74.56 93.42 94.44 71.00
en Citologia 66.13-82.99 87.19-99.65 89.16-99.73 61.61-80.39

VPP, Valor predictivo positivo; VPN, Valor predictivo negativo IC Intervalo de confianza.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS.

El presente estudio se realizd con muestras de 190 pacientes que asistieron a la Unidad de

Colposcopia del Instituto Nacional de Cancerologia de Guatemala INCAN.

La edad en afios promedio de las mujeres fue de 41 + 13.9 afios, lo que en paises mas
desarrollados parece una edad algo alta para este tipo de lesiones y mas coincidente con el
diagndstico ya de cancer en dichas areas. Quizas habria que analizar si como parece puede
deberse a que el promedio de edad de las mujeres a las que se realiza cribado en Guatemala

es mayor que en otros paises, pero esto escapa a los objetivos y posibilidades de esta tesis.

En nuestro grupo de estudio, las lesiones iguales 6 mayores a LEIAG reportadas por
citologia convencional (tincion Papanicolaou) fueron 104 (54.74%) y menores a LEIAG

fueron 86 (45.26%), y quizés también esto sugiere lo anterior.

Por tanto, las mujeres incluidas en nuestra investigacion eran mujeres remitidas por el
hallazgo de alteraciones citoldgicas que en algo mas de la mitad de los casos se trataban de

alteraciones sugerentes de lesion de alto grado o més.

Teniendo en cuenta que objetivo principal de nuestro estudio fue evaluar la validez y
confiabilidad de la inmunohistoquimica 1Q con P16 Ki67 en citologia con extendidos o
frotis cervicales y la 1Q p16 en histologia de biopsias y conos cervicales, cabe pensar que el
grupo de estudio era apropiado, pues presentaba todo el espectro de alteraciones citoldgicas
que requieren estudio, con gran proporcion de altos grados o lesiones mas avanzadas. Ello
debia permitirnos definir el posible papel que la doble tincion podria tener para mejorar el

rendimiento y los costes del cribado citoldgico y sus pruebas derivadas.
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Un primer hallazgo en la comparacién de los resultados de la interpretacion de los dos tipos
de citologia, (tincion convencional o pap y doble tincion con 1Q P16Ki67), es que hubo

diferencias especialmente en los diagndsticos citologicos de ASCUS y LEIBG.

Efectivamente, al comparar las interpretaciones citomorfologicas en ambos tipos de
citologia, se observa que especialmente en los casos menores a LEIAG fueron diferentes
los resultados entre citologia con tincion convencional y doble tincion: ASCUS 27/190
(14.21%) y 4/190 (2.11%); LEIBG 54/190 (28.42%) y 24/190 (12.63%) respectivamente.
Siendo por lo tanto la diferencia para ASCUS de 12% y LEIBG de 16%. Si estimamos que
en esa discordancia, la mas certera es la citologia con doble tincion (lo que debemos valorar
segun concordancia con histologia), el empleo de esta técnica de cribado habria evitado un
25% de ampliacion del estudio al tratarse de bajo grado, con el que podria de entrada
realizarse seguimiento inicial, o eventualmente colposcopia para determinar el siguiente

paso.

Sin embargo, para las lesiones iguales o mayores a LEIAG hubo una diferencia global de
4 %, que se antoja pequefia, pero también menor en tincion dual, lo que podria sugerir que
detecta menos casos (menor sensibilidad) o como parece mostrar la correlacion histoldgica,

que tiene menos falsos positivos.

Por tanto, en el presente estudio se observa que el motivo de referencia a colposcopia, y
sobre todo a biopsia, podria disminuir si a las pacientes con citologias < LEIAG se les
realizara la citologia con tincion dual. De hecho, este planteamiento fue el utilizado por
Alves et. al. (101) que repitieron la citologia en pacientes con ASCUS y LEIBG habiendo

diferenciaen 4y 7% respectivamente.

Al comparar los resultados de cada tipo de citologia respecto a la histologia por tincién

hematoxilina y eosina H&E y por P16 se obtuvo diferencias en sensibilidad, especificidad,
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valor predictivo positivo VPP y valor predictivo negativo VPN, que discutiremos a

continuacion:

- El presente estudio reporta una sensibilidad para detectar cambios citomorfoldgicos
correspondientes a lesiones mayor o igual a LEIAG con la citologia del frote
cervical con tincion convencional y con doble tincion de 78.64%; y 78.95%
respectivamente. Por tanto, el valor de sensibilidad en ambas citologias fue similar;
en un metaanalisis de Lee KR et Al.(42), que revisé 24 articulos, la sensibilidad en
citologias convencionales fue del 65 %. Ello sugiere que en nuestro medio la
sensibilidad es mas alta, sin embargo, hay que considerar que nuestro estudio fue
realizado en pacientes referidas a la Unidad de Colposcopia con resultado de
citologia mayor ¢ igual a ASCUS. Por tanto, para detectar LEIAG o mas (que es lo
clinicamente relevante) la sensibilidad de la tincién dual fue similar a la

convencional.

- Pero la especificidad fue diferente. La citologia de doble tincién presentdé una

especificidad de 94.74 % frente a 75.86% de la citologia con tincion convencional.

- Ademas, y en relacion con ello, se calcularon los casos falsos positivos, es decir
citologias interpretadas de lesiones mayor o igual a LEIAG que no se confirmaron
en el estudio histoldgico (biopsias y conos menor a LEIAG) y fueron para doble
tincién y convencional, 4/76(5.26%) y 20/86 (23.25%) respectivamente. Por tanto,
esta técnica habria evitado sin riesgo la ampliacion del estudio en un 18% de

nuestros casos.
Estudios comparables, como el de Murphy et al. 2003(85), refieren una

especificidad similar, teniendo un valor de 95.7%, y reportan que la tasa de falsos

positivos para citologia convencional es de 30%. Esta ultima es algo superior a la

92



nuestra, pero de nuevo hay que considerar que nuestra muestra tenia mas de un 50%

de mujeres con lesion de alto grado o mas.

Otro aspecto de interés es la reproducibilidad interobservador de la técnica, pues una buena
concordancia muestra una simplificacion y una mayor coherencia y seguridad del
diagnostico. En este sentido, la reproducibilidad interobservador de la tinciéon P16 y Ki67
en citologia de frotis cervicales se refleja en el indice de concordancia con Kappa
ponderado que fue de 0.66 a 0.83(calificable de bueno);en un estudio similar pero en base
liquida Wentzensen et. al. 2014 reporta que fue del 0.65 a 0.81.(102), enteramente similar a

lo hallado por nosotros.

Asi mismo fue evaluada la doble tincién segun si hubo la reaccién positiva o negativa
respecto al diagndstico final en histologia en tincion P16; La sensibilidad y especificidad
en este analisis fue de 74.56% IC 95% (66.13 — 82.99) y 93.42% IC 95% (87.12 —99.65)
respectivamente y el VPP y VPN  94.44 % IC 95% (89.16-99.73) y 71% IC 95% (61.61-
80.39) respectivamente.

En un estudio con mayor numero de muestras derivado de Primary ASC-US and LSIL
Marker Study (PALMS) lkenber H et. al. (79) se indica que la sensibilidad y especificidad
en citologia convencional es de 85.0 IC 95%(75.4 a 91.3) y 95.7 IC 95% (95.3 a 96.1)

respectivamente.

La doble tincion corroboro6 la mayoria de las lesiones >LEIAG en citologia convencional,
(correlacion significativa p<.0001); efectivamente, de las citologias > a LEIAG fueron
positivas 85/90 (94.44%) y ademas la doble tincion detecté algunas LEIAG entre las

lesiones < de LEIAG calificadas asi por la citologia convencional 5/90 (5.56%). En un
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estudio con citologia de base liquida, Doné et. al 2012 (77)reportaron que hay 79 - 90% de
positividad en citologias > a LEIAG.

Por otro lado, algunas fueron negativas, y es probable que se trate de algunas lesiones que
involucionen eventualmente, pero el presente estudio por su disefio y objetivos no permite

comprobarlo.

Algunas citologias con resultados AGUS, ASCUS y LEIBG presentaron positividad con la
doble tincidn, y esto podria deberse a que en ellas estd presente el virus del papiloma
humano de alto riesgo VPH AR iniciando la transformacion de la célula; Ello puede alertar
al clinico de la presencia de una posible lesion que se encontrara en la biopsia dirigida por
colposcopia. En nuestro estudio se encontraron incluso células con carcinoma

adenocarcinoma tefiidas en 3 de las 6.

En la histologia se evalud la tinciébn P16 con respecto al indice de concordancia
interobservador o de acuerdos entre patologos, el cual como hemos expuesto es importante
debido a que evalua la confiabilidad y certeza de la prueba. En este estudio se comprob6
que el indice Kappa ponderado de 3 patologos para la interpretacion histomorfolégica, de
biopsias y conos cervicales con tincion P16 esta entre 0.83-0.89 y 0.76-0.90
respectivamente; esta concordancia es considerada de buena a muy buena, con
significancia (p < .0001). En un estudio similar, Bergeron C et. Al(88), evalud el indice de

Concordancia dando un promedio de 0.899 para biopsias y conos cervicales.

Entrando en detalle al comparar los resultados de conos, con tincion H&E y P16, se
observa que en 3 conos con pl6 se reclasifican de microinvasivos a invasivos. Esto puede
ser relevante al influir en el manejo quirdrgico de la paciente para su tratamiento definitivo.
Los datos podrian tomarse en cuenta para realizar un estudio con una muestra mas

representativa.
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También en nuestro estudio decidimos analizar dos grupos, segun si eran menores 0
mayores de 30 afios, debido a que las pruebas moleculares como VPH AR tienen mayor
utilidad en el grupo de pacientes mayores de 30 afos ya que las lesiones > LEIAG son
detectadas en mayor porcentaje y con mayor probabilidad de integracion viral en una mujer
con tipificacion positiva para VPH AR a mayor edad.

Cuando evaluamos a la doble tincién en menores de 30 afios, la citologia presentd una
sensibilidad y especificidad del 41.67% y 95.83% respectivamente; Sin embargo, en el
grupo > de 30 aflos la sensibilidad y especificidad fue de 78.43% y 95.24%

respectivamente.

Estos datos son comparables con los de un estudio realizado por Ordi et. al.(78)el cual
demostrd que en pacientes menores de 30 afios la sensibilidad y especificidad fue de 78% y
91% respectivamente; y en mayores de 30 afios la sensibilidad y especificidad fue de 86.5
y 94.8% respectivamente. La especificidad es similar en nuestro estudio y es probable que
la sensibilidad sea mas limitada porque el nimero de casos con lesiones mayores a LEIAG

fue mucho menor entre las mujeres que nos derivaron con menor edad.

Nos parecen muy destacables los indices de correlacién hallados entre los resultados de
cada método de tamizaje o diagnéstico. En nuestro estudio utilizamos el indice de
correlacion Tau b de Kendall, que evalta la correlacion entre variables ordinales con una
significancia <.05. Dentro de las correlaciones segun el tipo de tinciones de las citologias se
demuestra una buena correlacién entre citologia con doble tincién y diagnéstico final con
P16 (0.709 = p.0001). Curiosamente con respecto a la doble tincion e impresion
colposcopica, y como aspecto novedoso, la correlacion fue 0.434 moderada, menor que la
de la citologia con tincion convencional que fue de 0.567, y ello sugiere que la tincion dual
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detecta aspectos de la patologia que se relacionan mejor con los cambios histolégicos (que

es realmente lo importante) que con los hallazgos colposcopicos.

Respecto a la correlacion existente entre la doble tincion de las células en citologia
alteradas 0 transformadas respecto al grado de lesion del cérvix. La fortaleza se demuestra
en la alta especificidad (93.42%) y valor predictivo positivo (94.44%) Ver Tabla 25; ya que
a mayor grado de lesion celular se expresa mayormente las proteinas P16 y Ki67. La
sensibilidad es menor ya que hubo algunos casos de LEIAG y cancer invasivo gque no se
tifieron las células en especial las de origen glandular como se pudo observar en la Tabla
N° 18.

Segun nuestro estudio el empleo de estas tinciones podria afectar positivamente en dos
situaciones clinicas: 1) Disminuyendo las referencias a colposcopia en un 25%, en las
pacientes con resultados de citologias convencionales con: ASCUS, AGUS ¢ LEIBG. Y 2)
disminuyendo los casos falsos positivos, cuando hay disociacion citologia respecto a
histologia, en nuestro estudio disminuyo el 18% de casos. En gastos se pudo evitar en total
7,760 euros (80€/paciente) para las referencias a colposcopias y 8,500 € (250€/paciente)

al disminuir los falsos positivos.
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6. CONCLUSIONES.

La citologia de frote o extendido cervical con doble tincion con P16 y Ki67 tiene similar
sensibilidad respecto a la citologia convencional, lo que hace pensar en tasas de deteccion

similares.

La citologia de frote o extendido cervical con doble tincion con P16 y Ki67 tiene mayor
especificidad respecto a la citologia convencional, lo que puede resultar de interés clinico al

reducir la ampliacion de estudios innecesarios.

La citologia con doble tincion tuvo buena concordancia o acuerdos entre los evaluadores

(correlacion altamente significativa).

La histologia con tincion P16 tuvo muy buena concordancia con el diagndstico histoldgico

convencional, mayor que la citologia con doble tincion con una p <0.0001

La sensibilidad y el VPP de la doble tincién en la citologia de frote o extendido cervical fue
mayor en muestras de pacientes mayores de 30 afios de edad sugiriendo mayor utilidad en

este grupo.

Existe moderada correlacion entre resultados de citologia con doble tincién P16 y Ki67 y
la impresion colposcopica. Pero existe buena correlacidn entre resultados de citologia con
doble tincion P16 y Ki67 y los tipos de lesiones cervicales de histologia con tincién P16;
con una p =0.0001, y esto es lo verdaderamente importante.

Existe alta especificidad de la doble tincién P16 y Ki67 en las citologias de frotis

cervicales, lo cual mejora la identificacion de los casos realmente que no presenten LEIAG

ni cancer invasivo, disminuyendo los falsos positivos.
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7. RECOMENDACIONES Y POSIBLE APLICABILIDAD DE LOS RESULTADOS
DEL ESTUDIO.

Debido a que la citologia con doble tincion P16 Ki67 tiene alto indice de especificidad,
disminuye los casos falsos positivos es decir el nimero de las citologias que sobre
diagnostican las lesiones del cérvix, dicha prueba se podria aplicar en los casos en los que
haya discrepancia entre la citologia cervical y la biopsia, previo a realizar una conizacion
diagndstica del cérvix. Ello podria evitar preocupaciones e intervenciones innecesarias con

sus costes y riesgos derivados.

Otra posible utilidad, si no se puede emplear como cribado, seria utilizar la tincién dual
para discernir mejor qué casos requieren ampliar estudio y qué otros pueden manejarse con

control expectante.

Dicha prueba de doble tincién P16 Ki67, previamente a incluirlo en el protocolo de manejo
de la Unidad de Colposcopia del INCAN, debe ser evaluada su utilidad especificamente en
un mayor numero de casos en que haya discrepancia 0 no correlacion entre pruebas de
citologia de exfoliado cervical y biopsia cervical; para obtener asi mas pruebas de su

posible utilidad clinica.
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Anexo 1. Cartas de colaboracion.

De: la facultad de medicina de Barcelona Hospital Clinic- Dr. Jaume ordi. Facultad de
ciencias médicas USAC (laboratorio de investigaciones biomédicas) y unidades de
colposcopia y patologia del INCAN.

Facultat de Medicina H U BC
Departament 4" Anatomia Patolégica, Farmacologi:

UNIVERSITAT DE BARCELONA i Mrobinlogia e = Mt
Cazanova, 143 Barcaiony Campun
08036 BARCELONA

Dr. Jawme Ondi

Tel. +34 53 227 5450
Fax.+34 93 227 5717
Jordi@ichnic ub.es

Dr. Alberto Garcia Gonzalez
Universidad San Carlos de Guatemala

Querido Dr . Garcia,

Por la presente te comunico que sera un placer apoyarte en tu proyecto
del Test Dual P16 y Ki67 en frotes citologicos, mediante el
procesamiento de las muestras y su interpretacion en nuestro
laboratorio. En nuestro laboratorio dicha técnica esta incorporada en la
rutina diaria y tenemos una larga experiecia en su interpretacion.
Recibe un cordial saludo.

Jaume Ordi, M.D_, Ph.D.
Profesor de Anatomia Patolégica
Departamento de Anatomia Patologica
Facultad de Medicina
Universidad de Barcelona
Hospital Clinic

Villarroel 170

08036 Barcelona

Espaiia

Tel +34 93 227 5450

Fax +34 93 227 5717

email: jordi@clinic.ub.es
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LIGA NACIONAL CONTRA EL. CANCER

INSTITUTO DE CANCEROLOGIA Y HOSPITAL DR. BERNARDO DEL VALLE S,
G Avenila 6-38, Zonu 11, Guatenala, CA

PBX: 2417-2100 DIRECCION MEDICA Telefax: 2471-3136 www.ligacancerguate.org

Guatemala, 5 de Julio 2012

A QUIEN CORRESPONDA.

Par medio de la presente hacemos constar nuestra aceptacion y colaboracion para el
trabgjo de investigacion del DR. ALBERTO GARCIA GONZALEZ, Titulado
“CORREIACION CLINICA DEL TEST DE DOBLE TINCION Pi6 Y KI6T EN
CHTOLOGIA CERVICAL CON RESPECTQ A COLPOSCOPIA, E HISTOLOGIA,
SEGUN EL TIPO DE LESION CERVICAL™.

Dicha investigacion serd de gran valor, que beneficiara directamente a las
pacientes, que asisten a la Unidad de Colposcopia del Instituto Nacional de
Cancerologin  Para lo cual daremos ¢l apoyo correspondiente en la cjecucion del
IS,

La Supervision directa de la ejecucion del trabajo estard bajo mi cargo, velando
por que se realicen los objetivos del proyuoyrupumdﬂosamosbioelicosde las
pacientes.

Sin otro particular, se suscribe atentamente.

DR.C PEZ SANCHEZ

JEFE DE LA UNIDAD DE COLPOSCOPIA Y PATOLOGIA CERVICAL
INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA - INCAN

EL CANCER SE PUEDE PREVENIR, NO LE TEMA... COMBATALO!
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UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

FACULTAD DE CIFNCIAS MEDICAN
Guatemala, 8 de agosto del 2012,

GUATEMALA, CENTRO AMERICA

A quién Corresponda

Por este medio hacemos constar que el personal del Laboratorio de Investigacién
Biomédica, de La Facultad de Ciencias Médicas, de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, dard apoyo para la ejecucién del trabajo de Investigacién del Dr.

Alberto Garcfa Gonzélez , titulada:

“CORRELACION CLINICA DEL TEST DE DOBLE TINCION P16 Y Ki67 EN
CITOLOGIA CERVICAL CON RESPECTO A COLPOSCOPIA E HISTOLOGIA,
SEGUN EL TIPO DE LESION CERVICAL”

El apoyo consiste en: Procesamiento de muestras de exfoliados cervicales con el
test de doble tincién P16 y Ki67. Asi mismo en la interpretacion de las muestras
que seran procesadas con el Test de doble tincion P16 y Ki67.

Pernillo
Médico Patélogo
Docente de posgrado patologfa
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/""‘- LIGA NACIONAL CONTRA EL CANCER
j INSTITUTO DE CANCEROLOGIA,
. Y HOSPITAL DR, BERNARDO DEL VALLE §.
e fia. Avenida 6-58, Zoza 11, Gastemals, C. A.

PEX: 2417.2100 DIRECCION MEDICA Telufax: 2471-3136 www.ligacancegusie.ong
Guatemala 22 de agosto del 2012

Dr. Alberto Garcia Gonzalez
Ginecologia y Obstelricia
Presente:

Estimado Dr. Garcia:

Por medio de la presenta le comunico que  serd de gran
placer apovatie en fa elaboracién def proyvecto def Test Dual P-
16 ¥ KI &7, en Frotes Citoldgicos, medante & procesamiento
de bs muestras  y  su interpretacion en el laboratorio.

Esto nos servird para proyectar on un fuluro o uso de ests
wonica en nuestro laboratono.

Sm atro paticular, atentamenta,

vt o= / HETITUTO DE CANCEROLOGIA

Or. Hesler Morales
Meédico Patdloge

Coleglade No. 2782

EL CANCER SE PUEDE PREVENIR, NO LE TEMA...|COMBATALO!
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Anexo 2. Informe por paciente del estudio de citologia exfoliativa.

INTERPRETACION CITOLOGIA TEST DUAL

cédigo EDAD Gestas Anticoncepcion

Informe de estudio Citologia exfoliativa

Cddigo de la muestra:

Citologia tradicional

Citologia con prueba de Inmunohistoquimica P16y Ki67
Descripcion de la calidad de la muestra

Satisfactoria TINCION

Satisfactoria pero limitada por POSITIVA___

:Dnsatlsfgctgrlac?r)rl - - TINCION
resencia de Células endocervicales NEGATIVA

Microorganismo observados

Candida
Tricomonas
Gardnerella
Flora Bacteriana Mixta
Normal
Cambios Inflamatorios Leve_ Moderado_ Severo_
Metaplasia
ASCUS ( Células Escamosas Atipicas de significado indeterminado)
AGUS ( Células Glandulares Atipicas de significado indeterminado)
LEIBG (lesidn escamosa intraepitelial de bajo grado) 6 NIC I/Coilocitosis
LEIAG (Lesion escamosa intraepitelial de alto grado) 6 NIC II-1ll Ca Insitu
Carcinoma epidermoide Invasivo

Adenocarcinoma

Carcinoma Mixto

Observaciones adicionales:

Patélogo

*Los criterios para considerar negativo una muestra es la ausencia
completa de tincion, positividad focal si aparecen en células aisladas y

positividad difusa cuando hay tincion mayor extension ¢ area celular

118



Anexo 3. Informe de histologia

Informe de Histologia
Tipode tindon  Hematoiline Eosine
Tapo de= imusstre nimenoh .'.—.,:qu"n o [PAS

o Heopse
o Hopse p Leprada endoosndie
& Dano oErce

Dmnorincian

Cisgnastion

Mormal ‘messtiva  cervicitis © hlstaplasia
LEIBG{MIC I'iCoilacitasis)

LETAG (WIS O-IT7 (A Insito cerrical)
Cancer epid=nmoide microinvasiva
Cancer epidenmoide Invasivo
Adengcarcinoms

Tarcinama Mixta

Carcinomz Endacring

0 o000 daaan

Medion Patalogo
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Anexo 4. Instrucciones de la toma de muestra del cérvix para citologia.
Equipo para la toma: *Espéculo de plastico descartable
* Cepillo endocervical descartable
* Frasco con solucidn alcohol buferado
* Guantes descartables T
+ Paleta Ayre

Condiciones de la Paciente: Sin menstruacidn, no embarazada y estar 72 horas sin relaciones
sexuales, ni haber tenido tratamientos Vaginales (gel, cremas ni dvulos)

A la toma de la muestra: Se coloca el espéculo, cuidadosamente tratando de no lastimar el cérvix,
evitando asi lesiones que produzcan sangrado. Se utiliza paleta de plastico de Ayre, se frota en el
exocervix y después se frota en el portaobjeto en lado izquierdo.

Ver siguiente figura.

Sia ust uisar.

MUESTRA HUESTRA
EXOCERVIX ENDOCERVIX

=

Extension de las muestras.
Fuente: Figura tomada de: Programa de cribado de cancer de cuello de Utero en Osakidetza. 2008

El cepillo endocervicalse introduce en el canal endocervical, el resto de las hebras hacen contacto
con el ectocérvix.

Al introducir la escobilla via vaginal, se coloca la zona larga dentro
del canal endocervical, luego se rota suavemente 3 vueltas en
direccion a las manecillas del reloj.

La muestra se extiende en el tercio externo del portaobjeto , y se introduce con
alcohol buferado.

La muestra obtenida podra ser utilizada para realizar la citologia con la prueba de
Inmunohistoquimica P16y Ki67
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Anexo5. Boleta de informacion a la paciente
BOLETA

Objetivo de la Investigacion

Como parte de la evolucion de la medicina la biusqueda de nuevos conocimientos es necesaria
para el tratamiento de las enfermedades que afectan a las personas. En este estudio se necesita
obtener una muestra del cuello de la matriz o cérvix, utilizando instrumentos descartables y
estériles. A partir de esa muestra, la investigaciéon busca realizar una prueba complementaria al
papanicolaou, donde se podria detectar con mayor certeza lesiones premalignas del cancer de
cérvix. Dentro de las expectativas que se tienen de este estudio es poderla aplicar en un futuro
para diagnosticar mejor y evitar el desarrollo de cancer cervical.

El estudio esta aprobado por La Unidad de Colposcopia del INCAN, La Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala y por el departamento de patologia de la
Universidad Clinic de Barcelona.

El estudio es coordinado por el Dr. Alberto Garcia Gonzalez. Profesor e investigador de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Propésito

Evaluar una prueba diagndstica que mejora la deteccion de células del cérvix que podrian llegar
hasta cancer . Esta prueba ayudara a los otros estudios como la colposcopia y la biopsia del cérvix
El procesamiento de las muestras del exfoliado del cérvix o llamado papanicolaou se

utilizaran en la investigacién llamada:

“EVALUACION CLINICA DE LA DOBLE TINCION P16 YKi67 EN CITOLOGIA DE
FROTE CERVICAL E HISTOLOGIA CON TINCION P16”

2) El investigador dara los resultados al o los médicos a cargo de su caso y Si usted lo solicita
serd notificada a través de ellos.

3) No seran entregadas los resultados a terceras personas.

4) La muestra y su procesamiento podra conservarse hasta que sea de utilidad en el estudio. La
investigacion durara 24 meses a partir del 2013.

5) Los cientificos investigadores no entregaran las muestras a ninguna tercera parte, cumpliendo
con esto privacidad y confidencialidad.

Procedimiento

Se extraera una sola muestra de exfoliado cervical, la cual se realizara con material
descartable y desinfectado (estéril). Esta muestra se obtiene al iniciar la colposcopia,
estudio por el que usted consultdé a esta clinica. La muestra es similar a la de un
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papanicolaou donde mas adelante se observaran células coloreadas con reactivos
especiales; por lo tanto las molestias son similares a la toma de un papanicolaou, siendo
el dolor temporal el méas frecuente.

Con éstas muestras se realizardn las pruebas de coloracién, las cuales se llevaran a
cabo en el laboratorio de Biomédica de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
de San Carlos de Guatemala y de Patologia de Universidad Clinic de Barcelona Espafia,
lo que avala la calidad de las mismas.

Esta muestra sera enviada a los laboratorios mencionados y en 6 meses se tendra su
resultado .

Riesgos e incomodidades

Los riesgos del estudio son casi nulos en la paciente, ya que solamente se obtendra
una muestra de exfoliado cervical con material estéril y descartable.

Quienes pueden participar

Mujeres que son referidas a la Unidad de Colposcopia del INCAN, con un resultado
de papanicolaou anormal. Que no haya tenido tratamiento de radioterapia, quimioterapia
0 conizacion cervical y que no esté embarazada.

Beneficios potenciales
Los beneficios por participar en este estudio pueden ser:

En un futuro aplicar una prueba mas precisa en las mujeres Guatemaltecas, que
consultan a colposcopia para complementar los estudios y detectar mejor las lesiones
premalignas.

Aportar informacion para el médico tratante en la institucion donde estd siendo
tratada.

Recibir informacién del estudio si asi lo desea.
Alternativas

La Unica alternativa es no participar en el estudio. Al negarse a colaborar con el
estudio no afecta la atencién médica en esta institucién donde esta siendo tratada.

Costos financieros
No hay gastos para usted por participar en este estudio.
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Dudas pueden realizarla con el investigador ALBERTO GARCIA GONZALEZ

Tel. 57152257

Si esta interesada en participar favor leer y llenar la boleta que se le presenta a
continuacién. A las pacientes analfabetas se les leerd por el personal médico o por algun
familiar que le acompairie.
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Anexo 6. Consentimiento informado

Nombre de la paciente

Fecha No de registro Médico

Institucién a que pertenece

Con la firma de este documento, dejo constancia, yo
, que he sido informada acerca del estudio
que se realizard en las muestras que me tomaron previamente. He recibido ademéas una
copia de la informaciéon al paciente, sobre la investigacion. EI médico ha resuelto
personalmente las dudas que he planteado con respecto a la investigacion.

Ademas he sido informado del derecho que tengo de retirarme de este estudio, sin
gue afecte la atencibn médica dada por esta institucion.

Autorizo al médico y equipo de investigacion a recabar la informacién que requiere la
ficha del estudio, manteniendo la confidencialidad de los datos. Acepto voluntaria y
libremente participar en esta investigacion.

Firma o huella de la paciente Testigo/ enfermera(o) 6 médico
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Anexo 7. Ficha de recoleccion de datos de colposcopia y estudios

Registro de Colposcopia

Fecha:
Nombre de la Paciente: Edad:
Antecedentes G.0. Gestas Paras: Cesareas: Abortos UR:

Anticonceptivo:

Nombre del examinador:

Indicacion de la Colposcopia:(Resultado de
citologia)

Estudios Previos
Resultado de Citologia Exfoliativa:

y/o

Biopsia:
Hallazgos Colposcépicos:

Leucoplaquia = Epitelio Acético Positivo |:| Ectopia ]

Punteado/Base |:|

Mosaico I:l Vaso(s) Atipico(s) [_]

Uni6n escamo columnar Visible [ ] No visible [ ]

Otros |:|

Observaciones

No de Biopsias en cérvix: Legrado Endocervical [

Impresion Colposcépica:

Resultado Histologia / Hematoxilina Eosina No Registro de patologia:
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Anexo 8. Instrucciones del kit Cintec Plus
. Nombre del producto

CINtec® PLUS Kit

Il. Uso previsto
Para uso en diagnostico in vitro.

El CINtec® PLUS Kit es un ensayo inmunocitoguimico para determinar
cualitativamente y de manera simultinea las proteinas pi6™** y Ki-67 en
preparaciones citologicas cervicales.

El uso de este kit esta previsto para laboratorios de citologia. La interpretacion de
los resultados debe realizarla un profesional ceriificado basandose en la historia
clinica del paciente y en otras pruebas diagnasticas realizadas.

lll. Resumen y explicacion del dispositivo

Base cientifica

El control de la progresion de la division del ciclo celular eucariotico esta efectuado
por un complejo mecanismo de expresiones confroladas vy modificaciones
postraduccionales (p. ej., fosforilacion) de las proteinas que regulan el ciclo celular.
La proteina p16™“® tiene una funcidn crucial en la regulacion del ciclo celular
eucariotico. Es parte del control mediado por la proteina retinoblastoma (pRB) de la
transicion de las fases G1 a S y provoca la detencion del ciclo celular durante el
proceso de diferenciacion celular. Por lo tanto, p15'"“’ tiene un efecto
antiproliferativo cuando se expresa durante la progresion del ciclo celular. En
células epiteliales terminales diferenciadas, la expresion de la proteina p16™%2 se
regula a niveles gue nomalments no se pueden detectar mediante la
inmunocitoquimica. [26;30]

Ki-67 es una proteina asociada con la proliferacion que se puede detectar en el
nicleo de las células, Gnicamente, durante la proliferacion. Los andlisis profundos
del ciclo celular han revelado que el antigeno Ki-B7 esta presente en niveles
detectables en todas las fases y, también, en la mitosis, mientras que las células
en reposo o inactivas en la fase Gp no muestran expresion de este antigeno. [3;23].

Como las células con sobreexpresion de p16™* sdlo pueden proliferar
activamente si su sistema de control del ciclo celular esta dafiado, la expresion del
marcador de proliferacion Ki-87 y del marcador p16™“? dentro de una misma
célula =2 deberian excluir mutuamente bajo condiciones fizsiologicas normales. Por
lo tanto, la expresién conjunta de Ki-67 y p16™ " en determinadas células se
podria considerar como un indicador de desregulacion del sistema de control del
ciclo celular de las estas células.

En casos de neoplasia cervical, se ha detectado una fuerte sobreexpresion de
p16™* como consecuencia de la inactivacion funcional de pRb causada por la
oncoproteina E7 de los virus papiloma humano de los tipos de alfo riesgo (VPH-
AR} [13,21]. Como ET es necesarnia para establecer y mantener el fenotipo maligno
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IV. Reactivos

Material suministrado

Cada kit incluye loz siguientes materiales suficientes para realizar 50 prusbas. El
nimero de las pruebas se basa en el uso de 200 pL de los reactivos por cada
portaobjetos.

1 I Peroxidase-Blocking Reagent I

Reactivo de bloqueo de la peroxidasa

11,5 mL, listo para su uso
Penoxido de hidrogeno al 3% gue contiene 15 mmol/L de azida de sodio (NalMa).

La ficha de datos de seguridad se encuentra disponible bajo peticion.

2 | Primary Antibodies Solution

Solucion de anticuerpos primarios
11,5 mL, listo para su uso

Anticuerpo monockonal de raton antihumano p16™2, clon E6H4 y anficuerpo
monoclonal de conejo antihumano Ki-67, clon 274-11 AC3, suminisirado en

50 mM de tampon Tris, pH 7,2, gque contiene 15 mmolL azida de sodio (Mal,) vy
proteina estabilizante.

3 I Visualization Reagent HRP I

Reactivo de visualizacion HRP

11,5 mL, listo para su uso

Reactivo de polimero conjugado con peroxidasa de rabano picante y fragmentos
FAB de anticuerpos de cabra anti-raton purificados, suministrado en una solucion
estabilizante con conservantes y proteina estabilizante.

Contiene 5-bromo-5-nitro-1,3-dioxano y puede causar reacciones alérgicas. La
ficha de datos de seguridad se encuentra disponible bajo peticion.

4 | Visualization Reagent AP

Reactivo de visualizacion AP
11,5 mL, listo para su uso
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Reactivo de polimero conjugado con fosfatasa alcalina y fragmentos FAB de
anticuerpos de cabra anti-conejo wnﬁm suministrado en una sohucion
estabilizante con conservantes y proteina estabilizante.

Contiene S-bromo-S-nitro-1,2-dicxano y puede causar reacciones alérgicas. La
ficha de datos de seguridad se encuentra disponible bajo peticion.

DaE Buffered Substrate

Sustrato tamponado DAB
16,0 miL

Solucion de tampan sustrato, pH 7.5, que contiens peraxido de hidrogeno < 0,13,
estabilzantes, potenciadores y un agente antimicrobiano.

DAB Chromogen

Cromagenc DAB

0,85 mil

Solucion de cromogeno 3,3 -diaminobencidina.

La solucion de cromagens (DAB) es nociva. Consulte kas siguientes frases de
riesgo v seguridad: .

R40 Posibles efectos cancengenos.

R432 Posibilidad de sensibilizacicn en contacto con la piel.

RA& Posibilidad de efectos imeversibles.

S35 Eliminense los residucs del producto y sus recipientes con todas las
precauciones posibles.

S3I8/AT Usese indumentaria y guantes de proteccion adecuados.

NOTA: aungue la diaminobencidina esta relacionada estructuralmente con la
benciding, no hay prusbas de la carcinogenicidad de la diamimcbencidina.
Consulte las normas nacionales, regionales o locales para la eliminacion ded
producio. !

La ficha de datos de segundad se encuenira disponible bajo peticion.

Maphthol Phosphate Substrate

Sustrato nafiol fosfato
25,0 mi,

Solucion de tampon susirato, pH 9,2, gue confiene nafiol-AS-TR-fosfalo como
susirato, estabilizantes, potenciadores vy un agente antimicnobiano.

Fast Red Chromogen

Cromagenc Fast Red
1.33 mlL, solucién de cromogeno Fast Red.

Epitope Retrieval Solution 10k«

Solucion de recuperacion del epitopo 10x

500 ml, 100 mi de EDTA, ph 8,0, gue contiene 15 mmolL de azida de sodio
(MalM).
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10 | Cikgec® FLLUIS Mount

Montaje ClNtec® PLLUIS

18,0 mil, medic de montaje permanents con wuna base acucsa para la
conservacion permanente de los preparados en portacbjetos con tincion con
pemxidaca y fosfataca alcalina como sistemas de visualizacion. Contiens 7,7

mmolL de azida sodica (MalM2)

Preparacidn de las muestras citoldgicas

Las muestras citologicas debemn manipularse de mamnera adecuada para conssnsar
adecuadamente  dichas muestras para procedimisntos de  immunocitoaguimmics.
Sobre las muesiras == deben realizar los métodos habituales de procsesamienio
celular.

Se pueden usar hos portackjetos ThinPrep™ (Hologic™ nc. ) preparados de acusrdo
con el profocolo del fabmcante en un pocesador de portacbhjetos del sistema
'I'hinF‘rEp‘ 2000, (Hologic™ Inc.} o portachjetos del sistema BD SurePath™ (= =]
Ciagmostics Trpath) preparados de scserdo con el protocolo del fabricants, asi
oMo portsobjetos preparados manualments (fotis convencionales.

Motas:

1. Prepamacidon de las muestras ThinPrep™-

Por fareor temga en cusntas gue no se recomenda el empleo del processcdor
ThinPrep® 3000, ya gue el procedimiento de fijacicn con espray realizado
con este instrumento podria generar la pérdida masiva de calulas.
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2. Preparacion de las muestras BD Surefath™-

S& ha comunicado ocasionalmente gue & almacenamiento del matenal
celular posterior al procedimienio de enrguecimiento en agua, pusde tener
un efecto negativo sobre la sefial inmunocitoquimica; recomendamos que
durante la preparacion de los portsobjetos para la prueba con ClMtec®
PLUS respele siempre las instrucciones expuestas a continuacion para
evitar cualquier resgo de pérdida de sefal:

a. Preparacion de los poraobjetos directamente despues  del
procesamiento de los portachjeios con papanicolaou

ii En cuanto se haya mealizado la tincion papanicolacu del
respectvo portachietos BD SurePath™, se podra preparar un
segundo portacbjetos para cada caso.

ii. Cologue un segundo set de portsobjetos eliguetados en los
soportes para portacbjetos. ) )

. Si emplea & PrepStain™ con wversion GYM 1.1 o 1.2 para la
preparacion de portachjelos, seleccione e programa "Solo
transferencia” ("Transfer only™).

b. Preparacion posterior de  portacbjetos pellets  celulares
enriguecidos tras la preparacion de portacbietos Pap

i Retire los sopories con los tubos del sisterna PrepStain™ y
anada aprodimadaments 2 ml de liguidc conservante BD
SurePath™ a cada tubo.

i. Tape los tubos v los podra almacenar a temperatura ambiente
hasta 4 semanas o refrigerados (2 — 8°C) hasta § meses.

iii. Si va a preparar un portachjetos para CiMtec® FLUS con una
muestra almacenada, esta deberd atemperarse previamenis
duranie 1 hora a temperatura ambiente. Comience con e
segundo paso de cenfrifugado del proceso de enniquecimiento
GYM y realice el resio de los pasocs del procedimiento de
preparacion.

¢ Preparacion de poriacbjeios con el material de muestra restante que
permanecio en el vial de muestra original (aproximadaments 2 mlL)

i Anada 8 ml de liguido conservante BD SurePath™ al material
restante en el vial BD SurePath™ {apros. 2 mi)

ii. La muestra diluida se debe procesar con el PrephMate™ usando
las fecnicas convencionales y en el PrepSiain™ usando la
wversion GYM 1.1 & 1.2 para la preparacion de portacbjetos con el
programa "Salo transferencia™ ["Transfer only™)

Inmediatamente después de la preparacion, los portzobjetos ThinPrep® o BD
SurePath™ deben fijarse en etancl al 89% durante 10 minutos hasta 1 hora y dejar
secar durante 20 minutos hasta 16 horas (durante la noche). Las preparaciones
citobdgicas ThinPrep® o BD SurePath™ no deben ser fijadas con reactivo de
fijacion pulverizable para muestras citologicas (spray) gque condenga
polietilenglicol (p. ej., Merckofix®, Merck).
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Los frofis convencionales deben fijarse con reactivo de fijacion pulverizable (spray)
para muesiras citoldgicas que contenga polistilenglicol (p. «j., Memkofix™, Mlerck)
inmediatamente después de la recogida de |as muesiras.

Antes de comenzar con el procesamiento de inmunolincion, se deberan rehidratar
todas las muestras siguiendo el protocolo especifico expuesto en el apartado 2.1.
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A continuacion se adjunta el resumen de |a programacion:

Paso del | Preparaciones citologicas Preparaciones cifologicas BD

programa | ThinPrep® y frotis Surepath™
convencionales

i rinse" (Lavado) nnse" (Lavado)

. Perowidase-Blocking Reagent Perooddase-Blocking Reagent
(Reactivo de Moqueo de fa (Reactivo de biogueo de I3
peroxidaaa) peroxidasa)

5 minutos 5 minuios

9 rinse" (Lavado) nnse" (Lavado)

4 Primary Antibodies Solution Primary Antibodies Solution
{Solucion de Anficuerpo Primario) | (Solucion de Anticuerpo Primario)
20 minuios 20 minuwios

5 rinse” (Lavado) nnse" (Lavado)

B Visualization Reagent HRP Visualzation Reagent HRP
{Reactivo de visualizacion HRF) | (Reactivo de vizualizacion HRF)
15 minuios 15 minutos

7 rinse" (Lavado) nnse" (Lavado)

g rinse" (Lavada) nnse" (Lavado)

g rinse” (Lavado) nnse" (Lavado)

10 Visualization Reagent AP Visualzation Reagent AP
(Reactivo de visualizacion AF) (Reactivo de visualizacion AP)
15 minutos 15 minwtos

1 rinse" (Lavado) nnse" (Lavado)

12 rinse" (Lavado) nnse" (Lavado)

13 rinse" (Lavado) nnse" (Lavado)

14 Switch (cambio) Switch (cambio)

15 “Substrate” step: DAB “Substrate” step: DAB
(Pazo “Susfrato™ DAB) {Pazo “Sustrate™ DAB)

10 minutos 10 minwtos
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16 rinse (con agua destilada o Finse (con agua destilada o
desionizadal desicnizadal
17 rinse” (Lavado) rinse” (Lavada)
18 “Subsirate-batch” step: Fast Red | “Subsirate-batch™ step: Fast Red
{FPazo “peficion de sustralo™ Fasf | (Paso “pelicion de susiralo™ Fasf
Red) Red)
15 minuios 15 mninuwurtos
19 rinse" (| avado) nnse" (Lavado)
M — Autostainer LabVision:
“Subsirate-baich™ step: Fast Red
(Paso Jpedicion de sustralo™ Fast
Red)
15 nnii nuurtos
Autostainer Dako:
“oubstrate” stepc Fast Red
(Paso “Sustrafo”™ Fasf red)
15 nnii nutos
> —_— ninse" (Lavado)
27 rinse (con agua destilada o rinse (con agua destilada o
desionizadal) desionizadal)
> switch (Camibiio) swiitch [ Camisio)

* utilice el tampon de lavado para los pasos de lavado [finse)
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Vi, Interpretacion de los resultados

El procedimiento del ClMNted® PLUS Kit genera dos producios de reaccion de
distint color uno Maman gue se precipita en &l lugar donde hay antigeno p1EHe
¥ uno mjuquemplecipﬁlaenellugardﬂﬂehayanligerﬂ Ki-57_ La tincion de
celulas con ocolor mamon [(citoplasma wo nddeo) indica la sut:'ee-:-q:regl:-n de la
plg™=a | 5 timcion de celulas con color rojo (ndceo) indica la expresion de Fi-87.
Las cElulas con ambas tinciones mostraran una incidn mamon ctoplasmatica con
unnudeatlpcanuﬁedeadmrupmtermﬁntﬁdemtaprﬂarhsres&ltadﬂs.un
psl.l:ﬂug-nufc:tutemlm cualificado con experencia an procedimientos
|nrnl.l1:|-:=1:::u:|mrrlm51_.' fomado en la interpretacion de los portsobjetos de timcion de
CiMNtecd™ FLLIS debe ewvaluar los controles positives yw negativos. La interpretscion
de los resultados debe realizara un profesional cerificado dentro del contexto de la
historia clinica del paciente v de otras pruebas diagndsticas.

La interpretacion de las muestras citoldgicas cervicales con tincion de ClMNtecd™
PLUS KR, e debera reaslizar evaluando la presencia de las celulas cendcales
epiteliales gue muestran ambas tinciones, la tincion mamon ctoplasmatica y la
tincion moja del nicleo, que son indicativos de una expresion simultanea de pl16 y
K57
Lawasaﬁadeumumésﬁéluhﬁmtesepﬁteliﬁmhprﬁerﬁade
ambas tincicnes, ka inmunctincion marmon citoplasmatica v la inmunoctincion roja del
nick=o dentno de la misima célula, se interpreta como un resulttado positivo del test

CiNtec® PLUS.

Si mo se detectan oflulas cervicales epiteliales con la presencia de ambas, la
inmunotincion mamran  ctoplasmatica vy k& inmunotincion mja del micdeos, se
interpreta con un resultsdo negativo del test Clikted™ PLLIS.

Por favor tenga en cusnta que la presencia de células cervicales epiteliales gue
muesiren inmumoresctividsd a tam sdlo wuno de los dos marcadores (como por
ejemplo salo la tincion mamon por pl18 o soko la tincidn roja por Ki-87) no se
consideraran un resultado positvo del test ClRNted® PLLUS: incluso si ambos tipos
de celulas cenvicales gue muestran una inmunoesctividad s encuentran en la
misma muestra citolbgica.

Si ce detectaran células con indicacion de discaniosis severa que no pressnten la
tindidn de ambos marcadores, pl& y Ki-G7. los criterics morfologicos de
interpretacion mo s deben ignorar.
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Anexo 9. Base de datos de pacientes en Excel

E Sheet5 4 el
Vista normal Listo

| Suma=0 v 4
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Anexo010.Atlas de tinciones con inmunohistoquimica de exfoliados y biopsias cervicales.
Fotos obtenidas de las muestras procesadas en la Facultad de Ciencias médicas- USAC

CITOLOGIA
CAMBIOS BENIGNOS O INFLAMATORIOS

I o - 2P
. **‘ —aJ

Relacion nucleo citoplasma normal, presencia o no de bacterias o flagelados

LEIBG
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Tincién de nudcleos color rojo y citoplasma color café marrén (positivo para P16 y
Ki67)

Observe la pérdida relaciéon nucleo citoplasma, los nucleos se ven mas grandes y hay
nucléolos

Observe los nucleos rojos con nucléolos mas oscuros dentro del mismo
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HISTOLOGIA

Cortes de biopsias del cérvix con Inmunohistoquimica P16

Biopsias del cérvix. Teflidas con inmunohistoquimica la proteina P16, se observa color
marron citoplasma y nudcleo de las células transformadas. Se muestran Lesiones
preinvasivas (aquellas que no atraviesan la capa basal y se encuentran en el epitelio
Unicamente, ver las flechas sefialan la capa basal y las llaves el epitelio) y la Invasiva
(aquella que ya penetra o invade la capa basal). Dentro de las lesiones preinvasivas se
clasifican 2 tipos de bajo y alto grado dependiendo del grosor epitelial afectado. Ver
imagen A es de bajo grado (afecta sélo tercio inferior del epitelio); imagenes B y C afectan
mas del tercio inferior. Por dltimo la imagen D es cancer invasivo no se preservan los
limites del epitelio, penetrando la capa basal. Fotos de Investigacion del Dr. Alberto
Garcia G, Centro de Investigacion Biomédica/Facultad de Ciencias Médicas USAC.
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Aumento 10X Aumento 20X

LEIAG CON EXTENSION GLANDULAR

W
o
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Anexo 11. Iméagenes por colposcopia.

POCO SIGNIFICATIVA

Zonas blancas tenues, asociados 0 no a ectopia
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COLPOSCOPIA SIGNIFICATIVA

b % .“" > k) 1 »
Epitelio acético blanco asociado a vasos tipo mosaico y/o base grueso
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COLPOSCOPIA MUY SIGNIFICATIVA

Epitelio con pérdida de la continuidad, epitelio blanco grisaceo, vasos atipicos.
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