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RESUMEN

Existe una prueba que tifie a las proteinas P16 y Ki67 en células transformadas. Aumenta
la especificidad de la citologia cervical al detectar lesiones Escamosas Intra Epiteliales y
cancer invasivo.

El objetivo principal del estudio fue evaluar clinicamente la correlacién entre los
resultados de Citologia con doble tincion P16 y Ki67, impresion Colposcopica se
Histologia; en los diferentes tipos de lesiones cervicales de pacientes del Instituto Nacional
de Cancerologia.

Estudio descriptivo; previamente a la colposcopia se recolectdo muestras de exfoliado y
después biopsia del cérvix de 200 pacientes, las cuales fueron procesadas con
inmunohistoquimicasegun instrucciones del fabricante. Fueron excluidas 24 muestras por
mala calidad. Tres patologos independientes evaluaron las muestras; La sensibilidad y
especificidad de la citologia de exfoliado cervical (CEC) con doble tincion fue de 76.64 %
IC 95% (68.15 85.12) y 94.20 % IC 95%( 87.96 100.0) respectivamente; el Valor
Predictivo Positivo y Negativo fue de 95.35 % y 72.22 % respectivamente. Los indices
de Correlacion Tau b de Kendall entre CEC con doble tincion y Colposcopia fue de  0.489
y entre CEC con doble tincion e Histologia final de biopsia ¢ cono cervical fue de 0.684
con p< 0.001.

Los indices de especificidad y de correlacion Tau b Kendall de CEC con doble tincion
fueron mayores que la citologia convencional. El Valor Predictivo disminuyo6 los Falsos
Positivos. La aplicacion de esta prueba podria evaluarse en serie mayores de pacientes que
sean sometidas a Conizacion por disociacion de Citologia respecto a Histologia.



SUMMARY

There is a test staing to P16 and Ki67 proteins in transformed cells. Increases the
specificity of cervical cytology to detect squamous epithelial lesions and invasive cancer.

The main objective of the study was to clinically evaluate the correlation between the
results of Cytology double staining P16 and Ki67, colposcopic impression and Histology;
in different types of cervical lesions of patients from the National Cancer Institute..

Descriptive study; prior to colposcopy samples of exfoliated cervical biopsy and after 200
patients, which were processed by immunohistochemistry according to manufacturer's
instructions were collected. 24 samples were excluded for poorquality. Three independent
pathologists evaluated the samples; The sensitivity and specificity of exfoliated cervical
cytology (ECC) double staining was 95% 76.64% (68.15 85.12) and 94.20% (95% CI
87.96 100.0) respectively; Positive and negative predictive value was 95.35% and 72.22%
respectively. Correlation indices between Kendall Tau b ECC double staining and
Colposcopy was between 0.489 and ECC double staining and final histology or cervical
cone biopsy was 0.684 with p <0.001.

The rates of specificity and correlation Kendall Tau b double staining were higher than
cytology conventional. The predictive value decreased false positives. Applying this test
could be evaluated in larger series of patients who are undergoing conization by
dissociation between Cytology and Histology.
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PARTE 1

1.1 INTRODUCCION

En Guatemala se ha reportado la tasa de incidencia del cancer del cérvix es de 39.6 por
100,000 habitantes y la mortalidad de 16.8 por 100,000 muertes reportadas.(Arrossi,
Sankaranarayanan, & Parkin, 2003)

Las lesiones preinvasivas del cérvix 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. (Andersson et al., 2005)

Los esfuerzos de Salud Publica para disminuir los indices tanto de incidencia
como mortalidad en los respectivos paises, ha realizado jornadas y campafas para
ofrecer la Citologia exfoliativa del cérvix conocido como papanicolaou. Siendo esta
una prueba de tamizaje con una sensibilidad del 70 % y especificidad del
60%.(Nikolaos P. Polyzos MD, Antonis Valachis MD, Davide Mauri MD, 2011)

Para la deteccion de las lesiones preinvasivas del cérvix se utiliza la citologia
convencional como primer escalon; al tener resultados anormales se confirma 6
descarta el diagnostico con el estudio de Histologia de biopsia, obtenida bajo vision
colposcopica.(Larios, 2006)

Se ha reportado discrepancia entre resultado de citologia e histologia; de los
cuales el 67 % es por error en la interpretacion; siendo el 27% por error en
interpretacion de la citologia. (Clary et al., 2002)

Se han utilizado biomarcadores que identifican 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 VPH AR, detectando con mayor
sensibilidad y especificidad a LIEBG y LEIAG. El Test dual P16 Ki67 en la citologia
tiene Sensibilidad del95,1%y especificidad de 82%. (Petry et al., 2011)

La interpretacion de la citologia de los exfoliados cervicales, puede estar afectado
por la observacion de imégenes celulares dudosas. La especificidad de la citologia
tradicional en algunos casos no permite identificar ¢ discriminar los casos verdaderos
sanos. La discrepancia o falta de correlacion entre la citologia convencional con
respecto a la colposcopia y/6 histologia obliga al clinico a realizar conizaciones



cervicales que a veces son innecesarias; debido a que los resultados finales en pieza
final 6 cono cervical son negativos 0 sea que no se evidencio lesiones cervicales.

El presente estudio evalu6 La sensibilidad , especificidad e indice de concordancia
Kappa ponderado de la interpretacion de las citologias cervicales e histologias por los
tres patologos independientes con programa de Epidat 3. Se tomd como prueba de
Gold estandar a la Histologia de biopsia del cérvix ¢ en algunos casos pieza de cono
cervical. Asi mismo se midio el indice de Correlacion entre los resultados de Citologia
con el test dual de tincion P16 y Ki67 con la impresion Colposcdpica y resultados de
Histologia aplicando la prueba de Tau b de Kendall, se utiliz6 el paquete estadistico de
SPSS 20.

El estudio es descriptivo, analitico de correlacion, participaron 3 instituciones:
Facultad de ciencias Médicas (laboratorio de Investigaciones Biomédicas), Instituto
Nacional de Cancerologia INCAN (Unidades de Colposcopia y Patologia) y
Departamento de Patologia del Hospital Clinic de Barcelona, Espaia.

Las muestras se obtuvieron de 200 pacientes durante 22 meses. Las pacientes
estuvieron de acuerdo en participar comprendiendo y firmando 6 colocando la huella
digital en el consentimiento informado. A cada paciente se le tomé un frote cervical,
asi mismo se le efectud colposcopia y biopsia cervical. Las pruebas fueron procesadas
en Guatemala y en Espafia. Salieron del estudio 24 muestras por ser de mala calidad.

Palabras claves

Tincion doble P16 y Ki67, Citologia de exfoliado cervical , Impresion Colposcopica ,
Lesion Escamosa Intraepitelial de Bajo y Alto Grado y Carcinoma Invasivo.



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

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. Es
responsable de 190,000 muertes anuales, de los cuales el 78 % ocurre en paises en
via de desarrollo. En Guatemala se ha reportado que la tasa de incidencia del cancer del
cérvix es de 39,6 por 100,000 habitantes y la mortalidad es de 16.8 por 100,000 muertes
reportadas .(Arrossi et al., 2003)

Los estudios sobre la epidemiologia del cancer del cérvix han demostrado que
esta identidad se comporta como una enfermedad de transmisién sexual, diversos
factores de riesgo parecen estar involucrados en su desarrollo tales como
tabaquismo, edad temprana en el inicio de relaciones sexuales, nimero de parejas,
infecciones bacterianas, etc. Sin embargo en multiples estudios han concluido que el
factor definitivo en la etiologia del cancer del cérvix es debido a la infeccion del
cérvix por diversos tipos de virus del papiloma humano, denominados de Alto
Riesgo u oncogénicos; HPV Hr- por sus siglas en inglés.(zur Hausen, 2002)

El Virus de Papiloma Humano VPH puede infectar epitelios y mucosas del ser
humano y se clasifican de acuerdo con homologias en su material genético,
en la actualidad se reconocen mas de 100 tipos diferentes. Estudios reportan
que la presencia del material genético del virus (ADN) se encuentra entre el 95%
al 99.7% de los casos de cancer del cérvix.(Carrillo et al., 2004)

La historia natural del cancer del cérvix establece que algunas lesiones previas a
cancer del cérvix, conocidas como preinvasivas, evolucionan hasta cancer invasivo; de
las cuales las Lesiones Escamosas Intraepiteliales de Bajo Grado LEIBG ¢ conocidas
como CIN 1 y Lesiones Escamosas Intraepiteliales de Alto Grado LEIAG ¢ CIN 2, CIN 3

tienen la tasa de progresion hasta llegar acéancer de 1 % y 34 %
respectivamente. (Andersson et al., 2005)

Para la deteccion de las lesiones preinvasivas del cérvix se utiliza la citologia
convencional como primer escalon; al tener resultados anormales se confirma 6 descarta el
diagnéstico con el estudio de Histologia de biopsia, obtenida bajo vision
colposcopica.(Larios, 2006)

La citologia es una prueba de tamizaje para la deteccion de lesiones cervicales, cuya
sensibilidad y especificidad  para lesiones cervicales LEIAG es del 70 y 60%
respectivamente. (Nikolaos P. Polyzos MD, Antonis Valachis MD, Davide Mauri MD,
2011)EI procedimiento de prueba de Citologia con la técnica de Papanicolaou tiene algunas
limitaciones, siendo la tasa de falsos negativos de las lesiones premalignas y el cancer
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cervical de 15 y 50% respectivamente, mientras que el 30% son falsos positivos para ambos
grupo de lesiones. (Jacobs et al., 1999)

El 6 los criterios secundarios subjetivos en la interpretacion de las pruebas de Citologia
con tincion papanicolaou estan sujetos a una marcada variabilidad inter e intraobservador,
asi como tiene una relativa baja sensibilidad para la neoplasia de cuello uterino, en una sola
muestra; tan bajo como 66% de sensibilidad, confirmada con biopsia, las lesiones
escamosas intraepiteliales de alto grado. (Agoff et al., 2003).

De las discrepancias entre citologia e histologia, el 67% y el 33% se debieron a errores
de interpretacion y error en toma de muestras, respectivamente. De las discrepancias de
interpretacion, el 73% fueron resultado de un error histologico y el 27% resultado de un
error citologico. De los errores en la interpretacion de muestras histoldgicas, el 88% se
debieron a sobre estimacion en la biopsia . La mayoria de las biopsias clasificados como
sobre estimadas (86%) fueron interpretados originalmente como negativo y reclasificado
como Lesion Escamosa de grado bajo en la revision, el 13% fueron interpretados
originalmente como negativo o Lesion Escamosa de bajo grado.(Clary et al., 2002)

La Colposcopia es un método complementario de apreciacion, en el cual se utiliza un
colposcopio que amplifica la imagen del cérvix y se toma una 6 mas biopsias en las areas
que sean sospechosas. Las biopsias son procesadas para el estudio histologico; al tener el
resultado de Histologia éste se compara con el resultado de la citologia y se determina si
hay 6 no correlacion en el diagnostico de lesion cervical.(Allard, Rodriguez, Rocca, &
Parker, 2005)

La colposcopia, en estudios de concordancia inter observador, tiene una sensibilidad y
especificidad del 61.1% y 94.4% respectivamente para diferenciar entre Lesiones
Escamosas Intraepiteliales de Bajo Riesgo (CIN1 y/6 condiloma) de las Lesiones
Escamosas Intraepiteliales de Alto Riesgo. Tiene un indice de Kappa de 0.843 en las
Lesiones escamosas intraepiteliales de Alto Riesgo. (Hammes et al., 2007)

En un estudio realizado en 84,244 pacientes de Columbia Britanica, evalud la
correlacion diagndstica de la citologia convencional, colposcopia y la histologia de biopsia
cervical. La correlacion de la impresion 6 apreciacion colposcopica con citologia fue en
mas del 90% de los casos; se sobreestimo en el 8.3%. La correlacion del resultado de
Citologia con el de Histologia fue del 82%; concluye el estudio que tanto la citologia como
colposcopia tienen alta sensibilidad pero baja a moderada especificidad.(Benedet, 2004)

En otro estudio realizado en los afios 2004 al 2006, en el Hospital Universitario de
North Staffordshire evidencid que hubo discrepancia 6 no correlacion de Citologia con
Colposcopia en 10% y discrepancia de la Citologia e Histologia en 35%.(Moss et al., 2009)



Enla Unidad de Colposcopia del Instituto Nacional de Cancerologia INCAN de
Guatemala, se atendieron pacientes con disociacion, discrepancia 6 no correlacion, entre los
resultados de Citologia respecto a histologia en un 27%, de todos los resultados. La
disociacion ¢ discrepancia del informe de La citologia convencional indica que hay
LEIAG vy el resultado de histologia de la biopsia dirigida por colposcopia es Negativa 6
cervicitis. El informe de las pieza final de conizacién reporté que el 30% fueron
“Negativas”, es decir que no se encontraron lesiones preinvasivas. Fuente libro de registro
Colposcopia INCAN- Guatemala.

La interpretacion de la citologia de los exfoliados cervicales, puede estar afectado por
la observacion de imdgenes celulares dudosas. La especificidad de la citologia tradicional
en algunos casos no permite identificar 6 discriminar los casos verdaderos sanos. La
discrepancia o falta de correlacion entre la citologia convencional con respecto a la
colposcopia y/6 histologia obliga al clinico a realizar conizaciones cervicales que a veces
son innecesarias; debido a que los resultados finales en pieza final 6 cono cervical son
negativos 0 sea que no se evidencio lesiones cervicales.

Recientemente en el 2010, se creo una prueba de inmunohistoquimica, que se aplica
a las muestras de exfoliados cervicales ¢ citologias, utilizando dos diferentes marcadores al
mismo tiempo conocido como Test de doble tincion con marcadores P16 y Ki 67;
Identificando a las células transformadas y afectadas por el Virus del Papiloma Humano de
Alto Riesgo .(Dona et al., 2012)

La P16 identifica la proteina P16 sobre expresada en citoplasma en casos en que la
célula ha sido alterada su ciclo celular por el Virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo;
dicha alteracion se debe al bloqueo de un vigilante anti tumoral denominado
Retinoblastoma Rb. El otro marcador es el Ki67 que identifica los nucleos de células
transformadas que estan alteradas la proliferacion por HPV de Alto Riesgo. La ventaja con
respecto a la captura hibrida y otras pruebas de deteccion del ADN del HPV, es que estas
ultimas identifican la presencia del HPV de Alto 6 Bajo riesgo, sin evidenciar a las células
que estan transformadas, como lo puede detectar la doble tincién P16 y Ki67. Ademas tiene
mayor especificidad en las lesiones preinvasivas del cérvix que las pruebas de deteccion del
ADN del HPV. (Schmidt, Bergeron, Denton, & Ridder, 2011)

Estos biomarcadores identifican células que estén transformandose 6 sea que estén en
proceso de neoplasia, detectando con mayor sensibilidad y especificidad LIEBG y
LEIAG. El Test dual P16 Ki67 en la citologia tiene Sensibilidad del95,1%y especificidad
de 82%. (Petryetal., 2011)

Preguntas del Estudio

1. (Habra correlacion Clinica del Test de doble Tincién P16 y Ki 67 en citologia cervical
con respecto a la impresion colposcopicas y resultados Histologicos.



2. (Podra esta prueba de doble Tincion P16 y Ki67 ser mas sensible y especifica para
detectar lesiones anormales del cérvix que la citologia convencional?.

La busqueda de pruebas diagndsticas, menos invasivas y mas precisas para la deteccion de
lesiones del cérvix permitird disminuir los casos de falta de correlacion 6 discrepancia,
entre la citologia convencional, impresion colposcopica e Histologia.

La citologia del exfoliado del cérvix es una prueba de tamizaje de lesiones previas 6
precursoras de céancer cervical que tiene una sensibilidad y especificidad para lesiones
cervicales LIEAG de 70 y 60% respectivamente (Farley, McBroom, & Zahn, 2005)

La Citologia es una prueba de tamizaje para detectar lesiones del cérvix, la cual puede
aumentar sensibilidad , especificidad y la correlacion interobservador utilizando el Test doble
tincion P16 y Ki67 . El Test dual P16 Ki67 en la citologia tiene Sensibilidad del95,1% ,
especificidad de 82% con indice de concordancia por Kappa . (Petry et al., 2011)

La aplicacion de la prueba de doble tincion con biomarcadores P16 y Ki67 en la citologia,
podria aumentar la precision de los diagnosticos en las pacientes, disminuyendo la falta de
correlacion Citologico con la impresion colposcopica y la histologia. Contribuyendo a tener menos
casos de pacientes sometidos a conizacion cervical innecesariamente.



1.2.2. JUSTIFICACION

Actualmente se reporta en el INCAN de Guatemala el 30 % de las pacientes a quienes se les realizo
conizacion del cérvix, al examinar por histologia la pieza del cono cervical se diagnoéstica
finalmente que es negativo & sea sin lesion preinvasiva para las lesiones del cérvix; lo cual
demuestra que casi un tercio de los procedimientos de conizacidén fueron realizados sin haber
precision en el diagnostico inicial. Esto es debido a que el diagnostico previo a la realizacion de las
conizaciones eran precisos, provocando falta de correlacion 6 disociacion Citologia Histologico.

Esta prueba podria ayudar a detectar mejor las lesiones escamosas Intraepiteliales de
Bajo 6 CIN 1 y Alto Grado 6 CIN 2, 3 Carcinoma epidermoide In Situ ; discriminandolas de las
negativas. Utilizandola como prueba diagnostica complementaria a los estudios en pacientes con
disociacion de citologia, colposcopia e Histologia.

En Guatemala y en el area de Centro América no hay estudios reportados acerca de este tema.



1.3 OBJETIVOS E HIPOTESIS
1.3.1 OBJETIVOS

1.3.1.1 GENERAL

Evaluar la correlacion Clinica entre los resultados de Citologia con doble
tincion P16 y Ki67, impresion Colposcopica y los resultados de
Histologia; segun los diferentes tipos de lesiones cervicales ( LEIBG,
LEIAG y Carcinoma invasivo), en pacientes del Instituto Nacional de
Cancerologia durante los afios 2013 y 2014.

1.3.1.2 ESPECIFICOS

1.3.1.2.1Estimar la sensibilidad y especificidad del Test con doble tincion
P16 y Ki67 en la citologia cervical segin el tipo de lesion
cervical diagnosticado por Histologia.

[.3.1.2.2 Valorar la correlacion de los resultados del Test con doble
tincion P16 y Ki67 en la citologia cervical con respecto a la
impresion colposcopica.

[.3.1.2.3 Comparar la correlacion de los resultados del Test con doble
tincion P16 y Ki67 en la citologia cervical y los resultados de la
citologia convencional con respecto a los resultados de
Histologia.

1.3.2 HIPOTESIS
[.3.2.1 La sensibilidad y especificidad de la Citologia con test doble
tincion P16 y Ki67 es mayor que la Citologia convencional segun
las lesiones cervicales

1.3.1.2.Existe correlacion clinica entre los resultados de la Citologia con
test doble tincion P16 y Ki 67 , la impresion Colposcopica y
resultado Histopatologico, segun el tipo de lesion cervical



1.4 METODOLOGIA

1.4.1 TIPO DE ESTUDIO

El presente estudio es descriptivo transversal
Instituciones Participantes
a) Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala,
Laboratorio Biomédica. Centro Metropolitano Universitario -CUM- zona 11 ciudad
de Guatemala.
b) Unidad de Colposcopia y Patologia del Instituto Nacional de Cancerologia-INCAN-
Zona 11 Ciudad de Guatemala.
c) Facultad de Medicina departamento de Patologia Hospital Clinic- Universidad de
Barcelona- Espafia.
Ver cartas de colaboracion y entendimiento , Anexo 3 pagina 49

I.4.2 Variables:

Cualitativas Ordinales:
Resultados Citologias: ASCUS, ASC-H, LIEBG (Condiloma) , LIEAG, Céncer invasivo
epidermoide6 Cancer invasivo Adenocarcinoma.

Impresion colposcopica: Negativa, Poco significativa, Significativa y Muy Significativa

Resultados por Histologia en Biopsia 6 Cono cervical: Normal 6 Cervicitis, LIEBG (CIN 6

Condiloma) , LIEAG, Céncer invasivo epidermoide, Cancer invasivo Adenocarcinoma 6

mixto.

Ver tabla Nol de las variables

Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion: Paciente que consultd a colposcopia con resultado de citologia
convencional de: ASCUS, LIEBG (Condiloma) , LIEAG, Cancer invasivo epidermoide
6 Cancer invasivo Adenocarcinoma.

Criterios de exclusion: Paciente embarazada, Colposcopia insatisfactoria 6 posterior a

tratamiento de: histerectomia, conizacion cervical, quimioterapia 6 radioterapia.Los casos

seran excluidos del estudio si los frotes de exfoliado cervicalno cumplen con los criterios

minimos de celularidad escamosas como se especifica en el Bethesda 2001 citologia

cervical Clasificacion del sistema para informar la citologia del cérvix.

1.4.3 ESTRATEGIA METODOLOGICA

Captacion de casos, muestras clinicas y Colposcopia con Biopsia cervical
La muestra estimada fue de 165 pacientes 95% CI en la Clinica de Colposcopia del

Instituto Nacional de Cancerologia INCAN- de Guatemala, 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, Lesion Escamosa Intraepitelialde Bajo Grado
LEIBG. Lesion Escamosa Intraepitelial de Alto Grado LEIAG y Céncer Invasivo. Por cada
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Inicialmente se tomo6 un frote cervical y cepillado endocervical, con paleta Ayré y citobrush
respectivamente, para realizar Citologia tincion dual (P16y Ki 67) en extendidos del
cérvix. Ver anexo 4 pagina 53.

Posteriormente se procedid a realizar la colposcopia, segun las recomendaciones de la
Federacion Internacional de Patologia Cervical y Colposcopia. Se tomd una 6 mas biopsias
del cérvix seglin los hallazgos, asi como Legrado Endocervical si se sospecho de lesion
endocervical. Cada paciente tiene un archivo de imagenes y almacenamiento de datos de
los hallazgos y de la Impresion Colposcopica. Asi mismo se llen6 en el respectivo
expediente los hallazgos e impresion colposcopica. Las impresiones colposcopicas fueron
consensuadas por el grupo de médicos de la Unidad de Colposcopia del INCAN
observando las imagenes archivadas de cada colposcopia. Ver anexo 5 pagina 54.

Los resultados histologicos de las biopsias 0 conos cervicales procesados con
inmunohistoquimica P16 en el corte histologico, fueron consideradas como la prueba Gold
Estandar 6 prueba de oro.

Las muestras fueron entregadas y almacenadas en el laboratorio de Patologia
Anatomica de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de
Guatemala. En dicho laboratorio se realizaron bajo las recomendaciones, del laboratorio del
Hospital Clinic Universidad de Barcelona con el Dr. Jaume Ordi, la tincion de frotes del
exfoliado cervical de segin instrucciones del fabricante de CINtec-PLUS ver anexo 6
pagina 55.

En Guatemala hubo dos patologos que interpretaron las muestras del exfoliado
cervical, procesadas con la doble tincion de P16y Ki67, denominados patdlogo A y
patologo B de Guatemala y patdlogo C de Barcelona Espafia (considerandolos como el
experto). Cada Muestra de exfoliado cervical y de Histologia fue identificado con un
codigo 6 registro especial sin informacion que inclin6 al sesgo en la interpretacion de cada
laminilla. Al obtener los resultados de ambos grupos se realizd la concordancia inter
observador frente al experto. Cada Patdlogo llend una boleta de informe de citologia asi
como de histologia ver anexos No 7 y No 8 paginas 63 y 64 respectivamente, Ver figura 1.

Con respecto a los datos de las colposcopias e informes de anatomia patologica, cada
paciente tiene un expediente con las imdgenes y descripcion de los hallazgos tanto en forma
escrita como datos de Excel . Ver anexo 9 pagina 65.

Las imagenes de las muestras de citologia , Histologia fueron archivadas, se
ejemplifica un atlas de las diferentes tipos de diagndsticos. Ver Anexo 10 péagina 66.
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1.4.4 TECNICA ESTADISTICA

La validez de la Pruebas de Citologias con tincidon convencional y con tincién dual fue
medida por medio de la sensibilidad y especificidad. tablas cruzadas de 2 x 2 con IC 95%
.El gold estandar fue la histologia concluyente final por biopsia 6 cono cervical con
Tincién de Hematoxilina y Eosina para citologia convencional y con Tincién P16 para la
citologia con tincion dual.

La concordancia en la interpretacion de la prueba de citologia con tincion dual P16 y
Ki67 ,Impresion colposcopica e histologia por medio del coeficiente Kappa Ponderado. Se
utilizé programa Epidat version 3.

Se utiliz6 el Test de Correlaciones para variables dependientes e independientes con
Test de Tau b de Kendall con el programa SPSS version 20. Para la correlacion
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. Aceptando 6 descartando las hipdtesis estadisticas con un valor
de significancia p < 0.05 y CI 95%.

A fin de evaluar la correlacion entre los métodos que ayudan al diagnéstico de lesiones
del cérvix, se ponderd cada uno de ellos, para hacer la equivalencia.

Tabla 2Valores ponderados de Citologia, impresion Colposcopica e Histologia

VALOR RESULTADO DE RESULTADO DE IMPRESION RESULTADO DE
PONDERADO CITOLOGIA CITOLOGIA CON | COLPOSCOPICA/ HISTOLOGIA
y Categorizado | CONVENCIONAL TEST DUAL P16 COOPLESON

K167
1 Cambios Cambios Normal,Cervicitis
Inflamatorios, Inflamatorios, (ligero- Negativa Sin anormalidades
(ligero-severo) severo)
LEIBG (NIC I, LEIBG (NIC I, Poco Significativa LEIBG (NIC,
2 Condiloma) Condiloma) ASCUS Condiloma)
ASCUS 6 ASC-H 6 ASC-H
3 LEIAG (NIC 2,3, | LEIAG (NIC 2,3, CA Significativa LEIAG (NIC 2,3,
CA Insitu) Insitu) CA Insitu)
Cancer invasivo de Cancer invasivo de Cancer
4 tipo escamoso, tipo escamoso, mixto, | Muy Significativa Microinvasivoo
mixto, adenocarcinoma, Invasivo
adenocarcinoma, otros (Escamoso,Mixto,
otros adenocarcinoma,
otros)

1.4.5 Hipotesis Estadisticas

HO1 No existe Correlacion entre resultados de Citologia con doble tincion P16 y Ki67, y
los resultados de Histologia; segun los diferentes tipos de lesiones cervicales.
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HA1 Existe Correlacion entre resultados de Citologia con doble tincion P16 y Ki67 y los

resultados de Histologia; segun los diferentes tipos de lesiones cervicales.

HO2 No existe Correlacion entre resultados Citologia con doble tinciéon P16 y Ki67 y la

impresion Colposcopica; segln los diferentes tipos de lesiones cervicales.

HA2 Existe Correlacion entre resultados Citologia con doble tincion P16 y Ki67 y la

impresion Colposcopica; segun los diferentes tipos de lesiones cervicales.

Para rechazar la Hipdtesis nula se debera tener el resultado de P< 0.05

FIGURA 1. Flujograma de actividades efectuadas.

Pacientes Voluntarias con
Citologia anormal

(ASCUS;AGUS; LEIBG,LEIAG o
Céancer invasivo)

Criterios de
colposcopia 6 Inclusién
citologia
insatisfactoria

MUESTRAS fuera del estudio

FROTE CERVICAL,
muestra del ectoy

Inspeccion del cérvix ; toma de

Biopsia del ecto

biopsia dirigida de ectocérvix y/o :
P B ¥ VfCl endocervix fijada

endocérvix cuando loamerite y
toma de fotos para archivo en formol

bufferado
Colposcopia Biopsia
. Cervical

interpretacion por 3

colposcopistas expertos de
las imagenes capturadas en
fotos

endocérvix pravio a
colposcopia

Muestra para citologia
cervical

Procesamiento de muestras ,
tincion con inmunohistoguimica
P16 y Ki67

Procesamiento de
biopsias/ cortes y

Test dual P16 y Ki 67

tincidn

T concordancia
\
i

Impresion colposcopica

Procesamiento de
histologia

INTERPRETACION POR
LOS 3 GRUPOS DE
PATOLOGOS

Concordancia del Test
doble tincion P16 y Ki6 7

Interpretacidn de muestras

por grupos de patdlogos

concordancia de
histologia de biopsias

Figura 1 Flujograma de actividades segun la metodologia efectuada , Inici6 con la seleccion de pacientes
voluntarias que llenaron los criterios de inclusion, algunos casos fueron sacados del estudios debido a
colposcopia 6 citologia insatisfactoria. La paciente al ser atendida en la Unidad de Colposcopia se le tomd
muestra de citologia de exfoliado cervical, se efectud la colposcopia y biopsia del cérvix para estudio de
histologia. Se evalud los indices de concordancia para la prueba de doble tincién P16 y Ki67, Impresion
colposcopica y la interpretacion de la Histologia.
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PARTE II

MARCO TEORICO (CONCEPTUAL)

II.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DEL CERVIX EN PAISES EN ViA DE
DESARROLLO

En Paises en desarrollo el cancer de cérvix es el segundo diagnodstico mas frecuente y

segunda causa de muerte por enfermedad de cancer en las mujeres .ver figura 2

En términos generales, es mucho més comun en los paises en desarrollo, donde ocurre
el 85% del total de casos de muertes por cancer cervical. El cancer cervical ocurre en el
15% del total de canceres en la mujer, con un riesgo, antes de los 65 aiios, del 1.5% en los
paises desarrollados.

En la Grafica No 1 se observa que América Central ocupa la octava region, siendo la
incidencia de 22.2 y mortalidad de 11.1 por 100,000 habitantescon diagndstico de Cancer
del cérvix. (Jemal Ahmedin, Bray Freddie, Center Melissa, Ferlay, Ward Elizabeth, 2011)

En los paises 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 més frecuente en la
mujer; sélo en el Africa subsahariana, América Central, southcentral Asia, Melanesi sigue
actualmente siendo el principal cancer que afectan a las mujeres.(Mufioz et al., 2003)

FIGURA 2. Estimacion de casos con cancer en hombres y mujeres , a nivel mundial,
segin Tipo de ciudad desarrollada 6 no.

Male Famale Make Female
DE\I‘E'IinI'Ig Lunig & brenchus Hreast Lumig- & brenchus Breast
. G2 500 G31,300 L35, 000 268,500
Countries Atoimach e v uterl Liver ey uteni
ABR, 400 453 300 A02.000 b D00
Liver Lung B bromchus Stamach Lung & branchus
440,700 A nan 353,500 235,000
Lol & recitim Stoamach Eaophadis Stomach
74,0040 297,000 223,000 202,800
L sophacus Calon & ractum Calan & rectim Liver
262 G0 132,400 154,400 177700
Prostate Liver Prostate Colom & rectum
255,000 186,000 121,900 134,500
Urinary bacder Corpus utes| Leukemia Esaphaqus
115,500 144 900 G5, 100 5,500
L eikermia Eaophaqus Non-Hodgkin lymphama Chjary
116, 5000 137,900 11, 6 Th G
Creal Cavity Chvary Braim, nervous system leukemia
107 00 1252040 H3, 1 75,104
Mon-Hodgkin lymphama Leukamia Oiral cadity Bradn, nenvious system
103, 800 93,400 61,200 50,300
Al s Bt skin All sites Bt skin
3453,600 2,657,500

Figura: 2 Estimacion de nuevos casos en el mundo, segun lugar del cancer, en paises en
desarrollo, 2008. Fuente: Globocan.. CA: A CancerjournalforClinicians.
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11.2 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DEL CERVIX EN LATINO AMERICA

La alta incidencia de Cancer del cérvix en la region de Latino América se observa en las
estadisticas mundiales. Asi mismo las tendencias en los paises en desarrollo no han
modificado su incidencia a lo largo de los afios. (Restrepo, 1993)

Incidence Meortality

Eastem Afmcs 24 5 25.3
WieBtemn Alfcs
Sauthem Afnce

Soulh-Central Asls
South &mence
Melanasis

Middie Africa

Central Amernca
Caribbean
South-Eastarn Asia
Cenlral and Eastern Europe
Micronasiafolynasis
Easlem Asia

Morthern Europe
Soathen Europe
WWantern Europe
Marthem Alvicas
Madihern Amencs
Australiaew fealand

Wesiarn Asia

40 30 20 10 a 10 20 a0 44
Age stendardized rates per 100000

GRAFICA 1. Incidencia y Mortalidad de Cancer del Cérvix segiin Regiones del mundo.

Fuente Globocan 2008

Se reconoce la dificultad en recaudar los datos epidemioldgicos de esta enfermedad
debido a que el control y registro de algunos paises es deficiente. (Alonso Patricia de Ruiz,
et al. 2005).

Segun 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
América. Guatemala tiene una incidencia similar a México, Honduras, El Salvador y Perq,
con una tasa aproximada es de 39 por 100,000. (Drain, Holmes, Hughes, & Koutsky, 2002).
Ver Grafica 2.
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1.3 INFORME EPIDEMIOLOGICO DEL CANCER DEL CERVIX EN
GUATEMALA

Segin los datos presentados por el Instituto Nacional de Cancerologia INCAN de
Guatemala, del afio 2,008. 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 Grafica No 3.

Haiti
Nicaragua
Bolivia
Ecuador
Paraguay
El Salvador
México
Perl
Guatemala
Honduras
Rep. Dominicana
Venezuela
Colombia
Brasi!
Panama
Chile
Costa Rica
Cuba
Argentina
Uruguay

Puerto Rico ! -

4] 2‘0 4‘0 60 80 100
Tasas por 100 000

GRAFICA 2. Incidencia del Cancer del Cérvix representado en tasa por 100,000 en
paises de Latino América.

Fuente Globocan 2000.

REGISTRO HOSPITALARIO DEL INCAN - GUATEMALA.
LOCALIZACIONES MAS FRECUENTES (CIE-10) EN EL SEXO FEMENINO
DE LOS CASOS DE CANCER REGISTRADOS DURANTE EL ANO 2008.

mam_l T ]
Higada y Vias Bifkares intrabep. :5-;
Tesides (T80
comp ires (D

Otwas Tumores de tapiel | 6% )
Earcinoma In i cievi [(IAERIND
oo (R e e e et
+- + . + + B + T
Lo 0% Pl 15.0% 20N moe L% nos

GRAFICA 3. Registro Hospitalario del INCAN de Guatemala, localizaciones mas frecuentes en
mujeres.

Fuente: registros de cancer INCAN 2008
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Se observa que la suma de los casos de cancer invasivo e In-situ del cérvix da el 39.1%
del total de los tumores segin localizacion del cuerpo en las mujeres que asistieron al
INCAN de Guatemala. (Instituto Nacional de Cancerologia “Bernardo del Valle” de
Guatemala, 2,008)

1.4 BIOLOGIiA MOLECULAR DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)

Los Virus del Papiloma Humano (VPH), son muy diversos, y probablemente se producen
en la mayoria de los mamiferos y aves. Cientos de tipos VPH se han detectado en los seres
humanos. Han pasado mas de tres décadas de investigacion, un gran nimero de
especialistas y se han obtenido las secuencias de miles de VPH aislados; para establecer
una base de datos que nos permite proponer un sistema de clasificacion que probablemente
serd mas estable, mientras que se encuentran mas tipos de VPH . Se realiz6 una revision de
esta base de datos y su interpretacion por criterios filogenéticos que llevd a niveles
won "on

taxondmica "familia", "género", "especie" y "tipos".(de Villiers, Fauquet, Broker, Bernard,
& zur Hausen, 2004)

Los tres genes poseen capacidad de la estimulacion de proliferacion son:ES, E6 y E7 .el
gen E5 parece ser importante en el curso temprano de la infeccion. Estimula a la célula en
el crecimiento mediante la formacion de un complejo con el receptor del factor de
crecimiento derivado de las plaquetas. (DiMaio, 2007)

También se demostréo que ES ayuda a prevenirla apoptosis después del dafio deADN
.Sin embargo, en células Infectadas por el VPH en lesiones que progresan a cancer cervical,
el ADN viral en estado episomal, con frecuencia al integrarse en la célula huésped de ADN
la codificacion de la secuencia del ES es delecionada .(Schwarz Elizabeth, 1985)

Por lo tanto, la proteina E5 no es obligatoria para desencadenar la carcinogénesis
mediada por el VPH. Un papel mds significativo para la transformacién maligna de la
célula son las proteinas y sus genes E6 y E7 .Son siempre expresadas en tejidos ¢ tumores
malignos, ya que son capaces de inmortalizar a las células humanas transformadas es decir
no son obligadas a entrar a apoptosis (Phelps, Bubb, Howley, & Schlegel, 1989).

Varias funciones se han descrito para las proteinas de los genes del VPH E6 y E7 Las
primeras observaciones revelaron que E6 interactiia con p53 y E7 interactua con RB para
bloquear la actividad de estos supresores de tumores. 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 proapdptoética lo que se

17



traduce en la resistencia a la apoptosis y el aumento dela inestabilidad cromosoémica.
(Jones, Alani, & Mu, 1997)

Ademas, la activacion de telomerasa y el postulado de inhibicion de la degradacion de
las quinasas de la familia SRC por medio de la oncoproteina E6 parecen cumplir funciones
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. (Oda, Kumar, & Howley, 1999)

La cinasa INK4A dependiente de ciclina inhibidora conocida como pl6 parece
contrarrestar estas funciones. Sin embargo la E7 interactua y degrada la RB, liberando
posteriormente el factor de transcripcion E2F de RB e inhibe al gen INK4A.(Agoff et al.,
2003)

La alta actividad de E2F podria conducira la apoptosis en células que expresen el E7.
Sin embargo la E7 puede estimular la fase S cuando a su vez estimula los genes de ciclina
A y ciclina E.(Zerfass, 1995)y parece bloquear la funcion de los inhibidores de la quinasa
dependiente de ciclina WAFI1(también conocido como CIP1 y p21) y KIPI(también
conocido como p27).(Jones et al., 1997)

La E6 parece verse afectada por INK4A, mientras que E7 no esta afectada por esta
inhibicion de la activacion directa de las ciclinas A y E. La E6, a su vez, evita que la
apoptosis inducida por E7 al degradar la induccion de apoptosis de las proteinas p53 y
BAK.(Zerfass, 1995).

Actualmente no se ha observado un papel en la conversion de la célula a maligna con
respecto a las proteinas tempranas del VPH (como son E1,E2 y E4) . Las L1 y L2 son dos
proteinas estructurales, que conforman la capside viral, que no se expresan en las células
precancerosas ni malignas, aunque han sido importantes para el desarrollo de vacunas. El
sistema inmune es importante en el control de Infecciones de HPV.(Stanley, 2010)

Hay pruebas de la participacion de la inmunidad celular por medio de linfocitos T-
ayudadores asi como de la inmunidad Humoral en las células en regresion de las lesiones
premalignas. (Song et al., 2008)

El escape a la vigilancia inmunoldgica surge como un paso importante en la
progresion de los tumores vinculados al VPH. Ademaés hay otros dos modos de control en
la proliferacion de células que estan infectadas por el VPH para protegerlos en contra
de la transformacion maligna: una consiste en la inhibicion de la funcidon oncogénica
viral, y el otro consiste en control de la transcripcion de los genes virales.(zur Hausen,
2002)
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La proteina E 6 compuesta por 150 aminoacidos y por dos dedos de Zinc que
representan motivos esenciales para su funcion. La proteina E6 afecta las células epiteliales
en el humano, actiia junto con el factor activado Ras transformando a las células. Asi
mismo es capaz de afectar diversas proteinas tales como supresores tumorales entre ellas la
de mayor relevancia 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
proteasoma. La actividad mas relevante de la proteina E6 es la degradacion 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 transcripcion que estimula a la
telomerosa, factor estimulador del endotelio vascular, fibronectina y del oncogen c-Myc.
(Mantovani & Banks, 2001)

La proteina E7 afecta la regulacion de la proliferacion celular, interactuando con
proteinas reguladoras, especialmente en el ciclo celular en la transicion de la fase G1 a la
fase S. Ademas se asocia con las desacetilasas de histonas, factores de transcripcion del tipo
AP1, la proteina de interaccion con la caja TATA, diferentes ciclinas y con cinasas
dependientes de ciclinas conocidas como CDK. La proteina E7 al igual que la proteina E6
es expresado durante el proceso de transformacion maligna de la célula. (Miinger, Baldwin,
& Edwards, 2004)

En las lineas celulares que han sido transfectadas por el ADN de E6 del HPV, el gen
CDKN2A que codifica al INK4A es normalmente inactivada por metilacion, la mutacion o
eliminacion. INK4A inactiva a los complejos de la ciclina D1-CDK4 6 a la ciclina D1-
CDKao, lo que impide la expresion de ciclina E y por tanto la progresion a través del celular
ciclo. La interrupciéon constante del gen CDKN2A funcién en las células E6-inmortalizado
indica que INK4A funcionalmente pueden interferir con la actividad de transformacion de
E6. (Reznikoff, 1994)

La expresion del gen E7 puede estimular directamente a las ciclinas A y E a través de
su interaccion con la pRb. En las células que se inmortalizan por E6 y E7, el gen CDKN2A
se mantiene intacta. (Klaes, y otros, 2001)

IL.5 CITOLOGIA

El objetivo principal del tamizaje con la citologia cervical es prevenir la morbilidad y
mortalidad del cancer cervical. (Saslow et al., 2012)

La incidencia de cancer cervical en muchos paises ha disminuido cuando hay acceso a
centros de asistencia en salud y se les practica el frote cervical para estudio citologico 6
conocido como Papanicolaou, para detectar lesiones precursoras de cancer cervical. Sin
embargo en Estados Unidos de América y Europa atn es la segunda causa de cancer en
mujeres entre los 22 y 44 afios de edad. El 7% de resultados de citologia son anormales, los
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cuales requieren de la referencia a colposcopia para realizar la biopsia dirigida. (Cai et al.,
2007)

La prueba del Papanicolaou 6 llamada citologia exfoliativa ha sido un método
economico y accesible para la deteccion especialmente de lesiones preinvasivas del cérvix.
El uso de esta técnica ha disminuido la mortalidad y morbilidad del cancer del cérvix,
siendo en paises desarrollados una frecuencia del 4.4%. Las tasas de Falso Negativo y
Falso Positivo son del 20% y 30% respectivamente; esto podria ser por la subjetividad y la
discrepancia entre patélogos.(Murphy et al., 2003)

El procedimiento de prueba de Citologia 6 llamada Papanicolaou tiene algunas
limitaciones. La tasa de falsos negativos de las lesiones premalignas del cuello uterino y
cervical el cancer se encuentra entre 15 y 50% mientras que el 30% son falsos
positivos.(Rijkaart et al., 2010)

Se ha valorado la sensibilidad, especificidad y Valor predictivo negativo de la citologia
cervical y prueba de ADN VPH, en Lesion intraepitelial de Alto Grado; siendo los
siguientes resultados: La sensibilidad es 64% y 97% para Citologia y Prueba de ADN VPH
respectivamente, La especificidad es 89.1 % y 92.4% para Citologia y Prueba de ADN
VPH respectivamente y por ultimo el Valor Predictivo Negativo es 99.75 y 99.98 para
Citologia y Prueba de VPH respectivamente. (Bigras & Marval, 2005)

FIGURA 3. Prueba de doble tincion P16 y Ki67 en citologia de exfoliados Cervicales.

Nucleo celular color rojo Ki67 positiva y citoplasma Color café marrén P16 positivo. Fuente: Petry 2011

Asi mismo se ha intentado mejorar la sensibilidad de la deteccion sistematica por
medio de la citologia con base liquida, como por ejemplo ThinPrep.Sin embargo se
comprobo en un estudio que la citologia convencional tuvo ligeramente mayor sensibilidad
y especificidad que el ThinPrep.(Coste et al., 2003) representatibilidad celular y
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disminucion de artefactos.(Mattosinho de Castro Ferraz et al., 2004)(Trial, 2008)(Lee et al.,
1997)(Arbyn et al., 2008)

Se efectu6 un estudio para evaluar la concordancia en 4948 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.(Stoler & Schiffman, 2001a)

Las células del cérvix ante la infeccion de los VPHAR que alteran el ciclo celular,
proliferando lesiones escamosas intraepiteliales de Bajo a Alto Grado (LEIBG y LEIAG
respectivamente) hasta llegar a Cancer Invasivo.(Melnikow, Nuovo, Willan, Chan, &
Howell, 1998)(Holowaty, Anthony, Rohan, & To, 1999)(Tindle, 2002)(zur Hausen, 2002)

Las lesiones del cérvix progresan hasta cancer invasivo; de las cuales las LEIBG
6 conocidas como CIN 1 y LETAG 6 CIN 2, CIN 3 tienen la tasa de progresion hasta
llegar acancer de 1 % y 34 % respectivamente.(Andersson et al., 2005)(Saslow et
al., 2012)

Una de las limitaciones de la citologia es que tiene una tasa de falsos negativos de las
lesiones premalignas y del cancer cervical del 15 y 50% respectivamente, mientras que el
30% son falsos positivos para ambos grupo de lesiones; asi como la subjetividad en la
interpretacion interobservador.(Jacobs et al., 1999)

Las LEIAG tienen una mayor reproductibilidad interobservador al interpretar muestras
de exfoliado cervical, siendo CIN 3 entre 30 a 50% de concordancia.(Stoler & Schiffman,
2001b)

La citologia tiene 97 % de especificidad frente a 94%de las pruebas de ADN VPH,
para detectar LEIAG en mujeres mayores de 30 afios.(Hanley, Ph, Ferenczy, Ratnam, &
Coutlée, 2007)

Se compar6d la sensibilidad y especificidad del ThinPrep respecto a Citologia
convencional teniendo el primero 75.3.% y 84.4% respectivamente, y 81.8% y 85.2%
respectivamente para Citologia Convencional.(Mattosinho de Castro Ferraz et al., 2004)
Estadisticamente no hay significancia importante entre ambos tipos de citologia; sin
embargo hay ventajas en la citologia ThinPrep como el tiempo de lectura,

Algunos estudios han complementado la citologia con otras pruebas para detectar las
lesiones cervicales. Una de ellas es el uso de un biomarcador que tifie células transformadas
denominada La prueba de Inmunohistoquimica P16™"*" la cual se aplica en citologia, ver
foto 1; en un estudio se compard la sensibilidad y especificidad de la prueba en citologia
con respecto a HPV ADN por captura Hibrida y PCR, en lesiones cervicales NIC 2 y 3,
teniendo la prueba de Inmunohistoquimica P16™<* mayor porcentaje de especificidad 67
a 69%.(Szarewski et al., 2008)

El uso de la citologia y carga viral de los virus de papiloma humano de alto riesgo por
medio de la Captura hibrida en combinacion provee sensibilidad en 100%, Valor predictivo
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Negativo 100% y una especificidad de 76.6% en casos de pacientes con enfermedad
residual del cérvix tratados con conizacion. (Alonso et al., 2006)

En un estudio realizado en Tailandia fue asociado la citologia con la prueba de
Inmunohistoquimica pl6 y con el Test de ADN del VPH por medio de la captura Hibrida
obteniendo la sensibilidad del 100% en lesiones de Alto Riesgo NIC 2 y NIC
3.(Ekalaksananan et al., 2006)

1.6 PRUEBA DE INMUNOHISTOQUIMICA P16 Y KI67

Estos biomarcadores identifican a las células que estan alteradas la via de la proteina
RetinoblastomaE2FIla cual es un factor de transcripcion que ayuda a inducir a una célula se
divida; pero estd inactiva cuando se une a la proteina retinoblastoma (Rb). Cuando el
oncogen E7 de VPH de alto riesgo se une a la célula huésped con Rb epitelial, a
continuacion, se libera E2F liberando 6 produciendo pl6 como un intento para frenar y
equilibrar el ciclo celular, ya que también es activado por E2F libre. En el epitelio
escamoso no infectada, pl6 es normalmente so6lo en raras ocasiones detectables mediante
técnicas de inmunohistoquimica en las células basales. En contraste, hay un aumento
paradojico en pl6é en displasia de alto grado, que también se puede detectar con
inmunohistoquimica.(Atkins, 2011)

Los virus de papiloma humano de alto riesgo aumentan el Ki-67 el cual es un antigeno
nuclear y un marcador de proliferacion celular, expresada en todas las fases del ciclo
celular, excepto en fase GO. El anticuerpo monoclonal MIB-1, que esta dirigido contra Ki-
67, es utilizado rutinariamente por los patdlogos como un método para determinar la
actividad proliferativa de las células en muestras de histologia , Asi mismo se ha utilizado
en la evaluacion de lesiones cervicales dudosas y pruebas de Papanicolaou para aumentar
especificidad. (Singh et al., 2011)

II. 7 COMPARACION DE PRUEBA P16 CON RESPECTO A LA PRUEBA DOBLE
TINCION P16 Y KI67EN CITOLOGIA CERVICAL.

La especificidad de la Prueba P16 y Ki67 esta aumentada con respecto a la prueba P16 . La
sensibilidad para ASCUS es de 92.2% (95%C]I) para ambas pruebas; la especificidad para
ASCUS es de 80.6 y 63:4% (95% CI) para prueba de doble tinciéon P16 / Ki67 y P16
respectivamente. Con respecto a LEIBG la especificidad es de 942 y 92 %
respectivamente;finalmente la especificidad fue del 68 y 47% .(Schmidt et al., 2011)

Il. 8 COMPARACION DE PRUEBA DE DOBLE TINCION P16 Y KI67
RESPECTO A LA PRUEBA DE ADN DEL HPV DE ALTO RIESGO

La persistencia de los virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo VPH AR son la causa del
cancer del cérvix, especialmente 16 y 18 involucrados en el 70% de los casos.(Pyne, Law,
Hillyard, & Schlaberg, 2014) Segiin La Sociedad Américana del Céncer, La sociedad
Americana de Colposcopia y patologia cervical y La Sociedad Americana de Patologia
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Clinica recomiendan el uso de la Prueba del ADN del VPH AR en pacientes arriba de 30
anos hasta 65 anoscada 5 afos. (Force & Practice, 2013)

Las pruebas de ADN del HPV AR han sido desarrolladas para aumentar a sensibilidad
en la busqueda de pacientes con lesiones cervicales. Las pruebas encontradas al momento
de la investigacion son: Captura Hibrida 2 (HC 2), Linnear Array,Cobas, SeeplexHPV4A
,Aptima HPV, Pre Tect HPVProofer, Real Time Abbott, PCR Amplicor.

El (Gen-Probe) Aptima HPV se basa en la captura y amplificacion mediada por
transcripcion, y la proteccion dela hibridacion para la deteccion dela expresion del ARNm
del gen viralE7de 14 tipos de  VPH AR. El ensayo PreTect VPHP roofer (Norchip) se
realizd por TDL. Es un PCR multiplex que amplificacion basada la secuencia en tiempo
real del gen viral E6/E7TmRNA expresadas por cinco tipos de VPH de alto riesgo (tipos16,
18, 31, 33, y45) 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 VPHI18, mientras que al mismo tiempo
detectar el resto de los tipos de VPH AR : 31, 33,35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68.
(Szarewski et al., 2012)

La Prueba de genotipado del VPH Linear Array. Disefiada por (Roche Diagnostics)
utiliza cebadores biotinilizados para detectar una secuencia de nucle6tidos dentro de la
regionL1polimorficadel genoma de VPH que es de aproximadamente450pblongitud ,
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, 73 y 82. Se efectia
manualmente e interpreta cualitativamente.(Comar et al., 2012)

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 cuantifical 7diferentes tipos de VPH, incluyendo lostipos de que se
considerantipos de alto riesgopen HC 2, y los de bajo Riesgo, es decir tipos6/11,
16,18,31,33,35, 39,45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 67 vy 68, descrito
porMicalessietal.(Depuydt et al., 2012)

Se ha comparado la sensibilidad y especificidad de la prueba de doble tinciéon P16 y
Ki67 en Lesiones Escamosas Intraepiteliales de Alto Grado LEIAG con respecto a prueba
de ADN de VPH de Alto Riesgo. Se reporta que la sensibilidad es similar aunque la
especificidad es mayor en la Prueba de doble tincion (62 a 72%) que la de Prueba de ADN
de HPV de Alto Riesgo (37.8%). Por lo cual es una prueba que detecta mejor las pacientes
realmente sanas. (Atkins, 2011)

IL. 9 INTERPRETACION DE LA PRUEBA P16 Y KI67

La inmunoquimica fue desarrollada desde 1930;Actualmente se ha utilizando anticuerpos
contra biomoléculas especificas, se han relacionado a dos proteinas en células que estan
transformadas denominadas P16 y Ki67. la P16 asociada a inhibidor de ciclinas
dependientes de la cinasas y la Ki67 esta asociada a la replicacion del ADN.(Perez & Perry,
20016)
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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
células descendientes de dicha célula a su vez se multiplica sin responder a regulacion, el
resultado es una clona de células que puede alcanzar un tamaiio considerable. Esta masa de
célula es llamada Tumor y est4d formada por una clona no deseada. Algunos tumores tienen
efectos devastadores en los animales; ya que dependen de la severidad de estos producen
metastasis a diferentes 6rganos.

En los puntos de control en el ciclo celular, uno de ellos esta en la transicion de la
etapa G1 a la S. Hay una proteina del retinoblastoma (Rb) la cual interviene en esta
transicion. A su vez existe otra proteina denominada P16 la cual inhibe la quinasa
dependiente de la ciclina pl6INK4a que desempenia un papel fundamental en el control
mediado por la proteina del retinoblastoma.(Brown et al., 2012)

En condiciones normales, la pRB se une al factor de transcripcion 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, pl6INK4a. De esta manera, en condiciones normales, la
unién 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.(Bulten
et al., 2006)

Cuando el E2F se separa del pRB, el efecto bloqueante 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("INK4a", que se origina a partir
del "inhibidor de la quinasa 4") inhibe 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 como 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 con Virus de Papiloma Humano VPH
oncogénico 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 dela 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. Solo 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
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competentes para proliferarse. Por esta razon, pl6INK4a es un elemento de prediccion mas
preciso para el cancer cervical que la presencia de VPH- oncogénico.(Carozzi et al., 2006)

Para la interpretacion de la pruebade doble tincion pl6/Ki-67 en citologia. La
presencia de una o mas células epiteliales del cuello uterino (s) que muestra dentro de la
misma célula un citoplasma color marrén y una tincion color rojo nuclear indicaexpresion
de pl6 y la expresion de Ki-67, respectivamente, que se define un resultado positivo,
independientemente de la interpretacion de mortalidad anormalidades figura 4 Los casos
sin ningun tipo de células inmunorreactivas doble de acuerdo con la revision del patdlogo
se llama negativo para p16/Ki-67 doble tincion de citologia. (Schmidt et al., 2011)

A B c
FIGURA 4. Test dual P16/Ki67 en citologia cervical.

Las células transformadas caracterizadas por un citoplasma café marrén debido a la sobreexpresion de la
Proteina 16 y nucleo celular color rojo por la expresion Ki67. La doble tincion se interpreta positivo , tanto el
nucleo color rojo como citoplasma color marrén: en la figura (A) se orbserva células con Atipia Escamosa de
significacia indeterminada por sus siglas en inglés ASC-US. (B) Lesion Escamosa Intraepitelial de Bajo
Grado LEIBG y (C) Lesion Escamosa Intraepitelial de Alto Grado LEIAG. Fuente Cancer Cytopathology
2011.

I1.10 HISTOLOGIA DE BIOPSIA CERVICAL

Al tomar biopsia dirigida del cérvix bajo vision del colposcopio, la cual orienta el sitio mas
significativo para realizar la biopsia, y posteriormente se realizan cortes en parafina siendo
tefiidas para ser observada al microscopio.

En un estudio realizado con un panel de 4 patdlogos de diferentes partes de Hospitales
de Estados Unidos y Canada evidenci6 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 tincién de hematoxilina eosina. Utilizando el analisis estadistico de concordancia de
Kappas (K) no ponderado comparando entre parejas de patodlogos diagnosticos
dicotomizados como NIC positivo versus NIC negativo (incluyendo normal, insatisfactorio
y metaplasia) 6 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 .(Cai et al., 2007)
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La concordancia entre los diagnosticos de citologia e histologia (Biopsia dirigida por
colposcopia del cérvix) es satisfactoria en 82% ; la citologia subestima lesiones en el 2.3%
y sobreestima la enfermedad cervical en el 16.1%. (Miroshnichenko, Parva, Holtz,
Klemens, & Dunton, 2009)

Las lesiones de displasia leve 6 conocidas como Lesion Intraepitelial de Bajo Grado
(NIC 1) progresan hasta displasia severa en s6lo 1%por afio, mientras que de las lesiones
moderadas(NIC 2) a la displasia severa (NIC 3)es de 16% en 2 afos y de un 25% en5 afios.
No obstante, la deteccion temprana y tratamiento del HPV en las lesiones precancerosas
pueden prevenir la progresion hasta cancer.(Saslow et al., 2012)

En los ultimos afios, la inmunohistoquimica ha tenido un gran impacto en el campo
de la patologia cervical, como en otras areas de diagndstico de la patologia ginecoldgica. La
Inmunohistoquimica siempre se debe utilizar como complemento del examen morfoldgico
y los resultados no deben ser interpretados en forma aislada. En general, especialmente
cuando se trata con los tumores malignos. Ningin marcadores totalmente especifico
sensible para cualquier lesion determinada, es probable que en los proximos afios que la
inmunohistoquimica, junto con las investigacion es moleculares, jugard un papel cada vez
mas importante en el campo de diagnostico patologia cervical. También se espera que estos
métodos sean considerados como factor prondstico prediccion en diversas neoplasias de
cuello uterino.(McCluggage, 2007)

INK4 TSN .
6 " en cortes de biopsias tifie las células

La prueba de inmunohistoquimica P 1
afectadas por el VPH de Alto Riesgo, siendo mas evidente cuando las lesiones son de Alto

Grado 6 de cancer invasivo. Ver figura 5

A B C D

FIGURA S. Muestras Histologicas del cérvix con la prueba P16INK4a.

Representando los diferentes tipos de lesiones, en la imagen A y B muestran lesion de bajo grado; en el
imagen C Lesion de Alto Grado y en D lesién de cancer invasiva del cérvix. Fuente:

En un estudio se midio el indice de concordancia ponderado para interpretar biopsias
del cérvix con tincioén por inmunohistoquimica P16, el cual fue de 0.80 con IC 95% 0.66 a
0.89.(Dijkstra et al., 2010)
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I1. 11 DIAGNOSTICO COLPOSCOPICO

La colposcopia existe desde 1920, no fue si no hasta 1970 que cobré auge debido a que fue
aceptado en Estados Unidos como procedimiento que debiera rectificar los hallazgos de
citologia. En Guatemala especificamente INCAN fue utilizado desde 1978 por el Dr. J.
Miguel Garcia Valle fundando la primera Unidad de Colposcopia.

La colposcopia permite examinar y evaluar el cérvix, detectando lesiones benignas 6
sospechosas de malignidad. El principal objetivo de la colposcopia es detectar lesiones
premalignas. El frote cervical advierte la sospecha de lesiones por lo que la prueba de
citologia al estar anormal debiera estar acompafada del examen colposcopico y
posteriormente de una biopsia dirigida. La Colposcopia es interpretativa, subjetiva y
falible.(Jeronimo & Schiffman, 2006)

Es importante que el que practique la colposcopia determine el sitio mas apropiado
para la toma de biopsia ya que de ello depende el diagnostico histoldgico, el cual también
esta sujeto de interpretacion.(Hopman H. Ellen., Voorhorst, 1994)

El aspecto fundamental para el diagnostico certero final es la Correlacion de la
Citologia, la Histologia y la Impresion colposcopica. (Jeronimo & Schiffman, 2006)

La Federacion Internacional para la Patologia Cervical y Colposcopia por sus siglas en
inglés (IFCPC) propuso en el afio 2002 una terminologia facil, reproducible, con una
excelente correlacion interobservador para predecir los hallazgos Histologicos del cérvix.
Teniendo una sensibilidad de 86% y especificidad del 30.3% en distinguir un cuello sano
versus Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC)/ Carcinoma.(Hammes et al., 2007)

En esta propuesta contiene los siguientes criterios, para predecir los hallazgos
histopatoldgicos ( Metaplasia cervical, Enfermedad de Bajo Grado cervical, Enfermedad de
Alto Grado cervical y Cancer Invasivo del cérvix) :

1. Hallazgos Colposcopicos sugestivos de Metaplasia cervical: Epitelio acetoblanco
delgado, base 6 puntilleo fino, mosaico fino 6 yodo positivo.

2. Hallazgos Colposcopicos sugestivos de enfermedad de Bajo Grado cervical:
Epitelio acetoblanco delgado, base ¢ puntilleo fino, mosaico fino 6 yodo positivo.

3. Hallazgos Colposcopicos sugestivos de enfermedad de Alto Grado Cervical:
Epitelio acetoblanco denso, puntuacion ¢ puntilleo grueso, Mosaico grueso, Vasos
atipicos y lodo negativo.

4. Hallazgos colposcopicos sugestivos de Cancer Invasivo del cérvix: Erosion,
Acetoblanco denso, puntuacion 6 puntilleo grueso, Mosaico grueso, Vasos atipicos.

IL. 12 TRATAMIENTO O DIAGNOSTICO DE LESIONES CERVICALES

Muchos Clinicos han tratado las lesiones escamosas Intraepiteliales de alto grado con
conizacion cervical preservando la anatomia y funcion del cérvix. En 1965 Anderson
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demostroé que la conizacidn terapéutica ofrece proteccion contra el cancer cervical como
alternativa a histerectomia.(Bennett, Stone, Anderson, & Wilkinson, 1996)

Los indices de curaciéon con minima morbilidad en lesiones preinvasivos del cérvix
fueron reportados al utilizar criocirugia, electrocauterio con asa diatérmica y laser CO;
.(Ueda et al., 2006),

En 1990 el uso de el asa electroquirurgica conocida como LEEP por sus siglas en
inglés Loop Electrosurgical Excision Procedure gand popularidad, el procedimiento consta
de la remocion de la zona de transformacion similar al de conizacion con bisturi.

La Conizacién cervical con asa electroquirurgica conocida por sus siglas en inglés
LEEP ha sido aceptado su utilidad en el tratamiento y diagnostico final de Lesiones
intraepiteliales de Alto Grado cervicales. La conizaciéon es diagnostica cuando: hay
sospecha de lesion en el canal endocervical, discrepancia 6 No correlacion entre resultado
de citologia e Histologia, Sospecha de lesiéon microinvasiva del cérvix(del Pino et al., 2009)

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 descrito su empleo en 1989 por Prendiville.(Young, 2010)

La conizacion tipo LLetz tiene varias ventajas: menos costo, facil técnica y buen éxito
en la resolucion de los casos tratados por lesiones preinvasivas, especialmente en el
ectocérvix.(Giacalone et al., 1999)

La conizacion tipo LLETZ tiene un rango mas alto de escisiéon incompleta de las
lesiones cervicales 37% con respecto a la conizacion con bisturi el cual es 28.9%. (Huang
& Hwang, 1999)

La conizacion realizada por medio de LLETZ 6 LEEP 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 realizar LLETZ (16.4%) en comparacion
con Conizacion con bisturi ( 12.4%). Segun datos de estudios anteriores , la conizacién con
bisturi se asocid mas con trabajo de parto prematuro. La conizacion tipo LLETZ tuvo
menos costo y complicaciones de hemorragia.(El-Nashar, Hopkins, Cliby, & Famuyide,
2011)

La conizacion tipo LLETZ tiene un riesgo de sangrado del 7%, en comparacion con
las otras técnicas de conizacion como las realizadas con bisturi en frio, laser y CO, no hay
diferencias significativas. Asi mismo las otras complicaciones asociadas con la conizacion
cervical como infeccidn, estenosis cervical no hay diferencias entre los tipos de conizacion
mencionados; aunque se reporta que a la inspeccion histologica del canal endocervical los
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bordes quirurgicos no preservan la estructura debido a la quemadura ocasionada por la
electrocirugia.(Lewis, 1994)

II. 13 CORRELACION CITOLOGICA —COLPOSCOPIA E HISTOLOGIA

La discrepancia 6 no correlacion es definido como la diferencia de 2 grados entre citologia
y resultado de histologia como por ejemplo LEIAG por citologia y Cervicitis por
histologia.En el Hospital Universitario de North Staffordshire evaluaron La correlacion
multidisciplinaria clinico patologico, revisaron los casos en donde hubo discrepancia o no
correlacion, durante 3 afos, detectando 35% de los casos con discrepancia entre la
Citologia con respecto a Histologia y 10% con discrepancia entre Citologia y colposcopia.
(Moss et al., 2009)

En Columbia Britanica ,Estados Unidos, se estudiaron por 4 afios a 84, 244 pacientes
evaluando la correlacion de los resultados de citologia del cérvix , Histologia e impresion
colposcopica. Los resultados fueron: la correlacion de impresion colposcopica con respecto
a la citologia fue del 90%, la correlacion de la Citologia con respecto a la histologia fue
82% , sobreestimando en 16.1% . El 77% de los casos con resultado en citologia de,
LEIAG fueron confirmados con histologia. Concluye el estudio que la sensibilidad de
citologia y colposcopia fueron altos pero la especificidad de bajo a moderado. La
asociacion entre citologia y colposcopia fue altamente significativa (P<0.001).(Benedet,
2004)
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PARTE III

RESULTADOS

Las pacientes que aceptaron participar en el estudio fueron 200, de las cuales 24 fueron
sacadas del mismo; debido a que las muestras del cérvix ya sea de citologia 6 histologia no
cumplian los estandares de calidad para su interpretacion. En su mayoria por escaso
material.

En la tabla 3 se presentan los datos generales de las 176 pacientes participantes. El
mayor rango de edad fue entre 31 a 40 afios con 31.98%, cuya mediana fue 41 afos. Segin
las Gestas 43 pacientes (24%) tienen 3 hijos siguiendo 33 pacientes (18.75%) con 1 sélo
hijo y 32 pacientes (18.18%) con mas de 6 hijos. A la pregunta del uso de métodos
Anticonceptivos utilizados 116 pacientes (65.9%) refieren no haber utilizado alguno, el
método mas empleado fue Ligadura, pomeroyo anillos 36 pacientes (20.4%).

Las pruebas de citologia de exfoliado con tincion convencional por la que fue el
motivo de consulta a la Unidad de Colposcopia fueron en su mayor numero Lesiones de
Escamosas de Alto Grado 66 (37.50%) , Bajo Grado 55 (31.26%) por sus siglas LEIAG y
LEIBG respectivamente, y asi como Carcinoma Invasivo del cérvix epidermoide 24
(13.64%). Ver tabla 4

A cada paciente se le efectud biopsia cervical bajo vision colposcopica, las cuales
fueron procesadas y tefiidas con Hematoxilina y Eosina por sus siglas H y E. A la
interpretacion los resultados fueron de mayor relevancia clinica: LEIAG 62 (35.23%) y
Carcinoma Invasivo 30 (17.04%) de estos ltimos el tipo Epidermoide fue el mas frecuente
20 casos. Ver tabla 4

De las 176 pacientes se les efectudé a 38 Conizacion con asa del cérvix, ya sea por
tratamiento 6 por diagnostico. De los cuales 27 casos (71.1%) se diagnostico LEIAG, 3
(7.9%) Carcinoma Microinvasivo y 2 (5.3%) Carcinoma Epidermoide Invasivo. El menor
numero fueron negativos y LEIBG 3 casos cada uno. Ver Tabla 4

Cada paciente fue evaluada por colposcopia a través de un juego de lentes que amplian
la imagen del cérvix por medio de un aparato llamado colposcopio. Al observar lesiones en
el cérvix se Interpretdé las mismas y se inform6 “Negativa” 21 casos (11.9%)
considerandolas lesiones benignas “Poco Significativa” 70 casos (39.8%)considerando las
LEIBG, para los casos de mayor relevancia clinica “Significativa” 59 casos (33.5%)
considerandolas LEIAG y para “Muy Significativa” 26 casos (14.8%) considerandolas para
Lesiones de Carcinoma invasivo.Ver tabla 5
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Tabla 3. Datos generales de las pacientes que aceptaron participar en la unidad de

colposcopia INCAN.

Rangos de edad n (176)X 41 *+14.2 %
menor 20 7 3.98
21a30 38 21.59
31 a40 56 31.98
41 a 50 36 20.45
51a60 18 10.23
mayor de 61 21 11.93

Gestas X 3 %
0 6 3.41
1 33 18.75
2 27 15.34
3 43 24.43
4 23 13.07
5 12 6.82
>6 32 18.18

Métodos

Anticonceptivos %

Ninguno 116 65.9
Ligadura, pomeroy 6

anillos 36 20.4
orales 12 6.86
Trimestral 7 4.00
Jadell 3 1.7
DIU 2 1.1

DIU Dispositivo Intra Uterino

FUENTE Papeletas de pacientes que aceptaron participar, Unidad de Colposcopia INCAN



Tabla 4. Resultados de estudios convencionales de citologia de exfoliado, biopsia y
cono cervical en pacientes que aceptaron participar. Unidad de colposcopia

INCAN.
Resultados de Citologias convencionales n (176) %
AGUS 3 1.70
ASCUS 22 12.50
ASCH 3 1.70
LEIBG 55 31.26
LEIAG 66 37.50
Carcinoma Epidermoide Invasivo 24 13.64
Adenocarcinoma invasivo 3 1.70
Resultados de Histologia biopsia Hy E n (176) %
Negativo 6 normal, cervicitis, metaplasia,
Endocervicitis, polipo 51 28.98
LEIBG (NIC 1, Coilocitosisé Condiloma) 33 18.75
LEIAG (NIC 2 6 3) 62 35.23
Carcinoma Invasivo (Segun tipo) 30 17.04
Carcinoma Microinvasivo sospecha 6 341
Adenoescamoso Invasivo 1 0.57
Carcinoma Epidermoide Invasivo 20 11.36
Adenocarcinoma Invasivo 2 1.14
Adenocarcinoma Mucinoso 1 0.57
Resultados de Histologia Cono H&E n (38) %
Normal Lesiones Benignas polipo cervical. 3 7.9
LEIBG (NIC 1, Coilocitosisé Condiloma) 3 7.9
LEIAG, (NIC 26 3) 27 71.1
Carcinoma Microinvasivo 3 7.9
Carcinoma Epidermoide Invasivo 2 53

NLB normal lesiones benignas, LEIBG Lesion escamosa Intraepitelial de Bajo Grado,
LEIBG Lesion Escamosa Intraepitelial de Bajo Grado, ASCUS por sus siglas en inglés
Atipia Escamosa de Significado Indeterminado, ASCH por sus siglas en inglés Atipia
Escamosa de Altamente sospecha, AGUS por sus siglas en inglés Atipia Escamosa Glandular
de Significado Indeterminado, LEIAG Escamosa Intraepitelial de Alto Grado,

FUENTE: Papeletas de las pacientes que aceptaron participar, unidad de Colposcopia INCAN
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Tabla 5. Impresion colposcopica de las pacientes que aceptaron participar en el
estudio, unidad de colposcopia INCAN.

Impresioncolposcopica n (176) %

Negativa 21 11.9
Poco Significativa 70 39.8
Significativa 59 335
Muy Significativa 26 14.8

FUENTE: Informe de colposcopia en las Fichas clinicas, Unidad de Colposcopia INCAN

Se presentan los resultados de las citologia con tincidon convencional respecto al
resultado de Histologias H y E finales ya sea por biopsia 6 cono cervical. Debido a que en
algunos casos existio la discrepancia ente citologia y biopsia especificamente los casos en
que la citologia informé LEIAG 6 Cancer Invasivo y en biopsia reportd Cervicitis 6 LEIBG
se efectuaron conos diagnosticos. Por lo tanto se considerd el diagnostico final 6
concluyente el resultado del cono cervical.

En la Tabla 6 se observa que de las 83 citologias con tincion convencional con lesiones
LEIBG,ASCUS, ASCH y AGUS , se diagnostico por Histologia Final LEIAG 17 y
Carcinoma Invasivo 30 casos; con respecto a las citologias con LEIAG que fueron 66 se
diagnostico por Histologia LEIAG 38 y Carcinoma Invasivo 15 casos. Finalmente de los
27 resultados por citologia con Carcinoma Invasivo se diagnosticd por Histologia LEIAG 7
y Carcinoma Invasivo 13 casos.

Tabla 6 Resultados de Citologia con tincion convencional segun diagnostico
final de Histologia Hy E.

Diagnéstico final de Histologia Hy E

Citologia
tincion LEIBG, Carcinoma
Convencional NLB Coilocitosis  LEIAG Invasivo Total

ns2 % n32 % n62 % 030 % nl76 %
40 (769) 24(75) 17 (27.4) 2 (6.7) 83 (47.2)

LEIBG, ASCUS, ASCH,

AGUS
LEIAG 7 (13.5) 6 (18.8) 38 (61.3) 15 (50.0) 66 (37.5)
Carcinoma Invasivo 5 (9.6) 2 ( 6.3) 7 (11.3) 13 (43.3) 27 (15.3)

X* p <0.0001 NLB normal lesiones benignas, LEIBG Lesion escamosa Intraepitelial de Bajo Grado,
LEIBG Lesion Escamosa Intraepitelial de Bajo Grado, ASCUS por sus siglas en inglés Atipia Escamosa
de Significado Indeterminado, ASCH por sus siglas en inglés Atipia Escamosa de Alto Grado Lesion,
AGUS por sus siglas en inglés Atipia Escamosa Glandular de Significado Indeterminado, LEIAG
Escamosa Intraepitelial de Alto Grado,
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En la Tabla 7 se observa que de las 90 citologias con tinciéon dual con Cambios
inflamatorios, LEIBG,ASCUS, ASCH y AGUS , se diagnostic6 por Histologia Final con
tincion P16 LEIAG 23 y Carcinoma Invasivo 2 casos; con respecto a las 67citologias con
LEIAG se diagnostico por Histologia LEIAG 48 y Carcinoma Invasivo 15 casos.
Finalmente de los 27 resultados por citologia con Carcinoma Invasivo se diagnosticd por
Histologia LEIAG 7 y Carcinoma Invasivo 13 casos.

Tabla 7 Resultados de Citologia con doble Tincion segin diagndéstico final de
Histologia con Tincion P16

Diagnéstico final de Histologia con Tincion P16

Citologia con Normal,

Doble Tincién Lesi_ones L‘EIB‘G,‘ Carcinpma
Benignas Coilocitosis LEIAG Invasivo Total
n 48 % n2l % n75 % n32 % n 176 %
Normal , CI 41 (85.4) 7 (33.3) 12 (16.0) 1 (3.1) 61 (34.7)
LEIBG, ASCUS, ASCH,
AGUS 3 (6.2) 14 (66.7) 11 (14.7) 1 (31) 29 (16.5)
LEIAG 4 (83) 0 (0) 48 (64.0) 15 (46.9) 67 (38.1)
Carcinoma Invasivo 0 (0) 0 (0) 4 (53) 15 (46.9) 19 (10.8)

Para detectar casos con > LEIAG se compar6 la Citologia con tincién convencional y
con doble Tincién obteniéndose el indice de sensibilidad de 79.35% y 76.64%
respectivamente, los cuales no son diferentes significantemente. Asi mismo se observo
valores mayores del indice de Especificidad siendo 76.16 y 94.20 respectivamente, el Valor
predictivo positivo fue 78.49 y 95.35 respectivamente. Ver tabla 8

Tabla 8 Sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo segun
interpretacion de Prueba de Citologia Tincion Convencional y con doble
Tincion.

Tipo de Sensibilidad Especificidad VPP VPN
Citologia Valor % 1C 95% Valor%  1C95% Valor% 1C95% Valor % 1C95%
segun tincion

Convencional 79.35 70.53-88.16 76.16  66.49-85.89 7849 69.61-87.38 77.11 67.47-86.75

Doble Tincion ~ 76:64  68.15-85.12 9420  87.96-100.0 9535 90.32-100.0 7222 62.41-82.03

VPP Valor Predictivo Positivo, VPN Valor Predictivo Negativo
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De cada paciente se evalu6 una citologia y una 6 dos muestras de Histologia (biopsia
y cono cervical). Fueron 2 patdlogos de Guatemala (A y B) y 1 de Barcelona Espaiia
considerado el Experto. Se obtuvo el indice de concordancia con Kappa Ponderado entre
cada patdlogo y el experto segiin tipo de muestra (citologia y biopsia 6 cono cervical). Las
muestras de biopsia y cono cervical obtuvieron mayor indice de concordancia 0.82 y 0.87
respectivamente considerada de muy buena. Con respecto a la citologia con doble tincién
hubo diferencia en los indices de concordancia 0.56 y 0.72 respectivamente consideradas
de moderada a buena. Ver tabla 9.

Tabla 9 Indice de correlacion interobservador segun tipo de muestra interpretada.

kappa Ponderado IC (95%)
Tipo de muestra Patologo Patologo
A B A B
Citologia con doble Tincion** 056 * 0.72% 0.43 0.69 0.62 0.82
Biopsia cervical con Tincién P16** 0.82* 0.87* 0.75 0.88 0.86 091
Cono Cervical con Tincion P16** 0.87*  0.86* 0.70 1.00  0.66 1.00

*p <0.0001 ,**Kappas Globales para citologia con Test Dual 0.66; IC 95% (0.58 0.71).
X? 4.08, Valor p de homogeneidad 0.12. Para Biopsia Kappa 0.84, IC 95%(0.80 0.87), X’
4.69 y Valor p de homogeneidad 0.1. Para Conos cervicales 0.84, IC 95% (0.73 0.95) X*
0.05 y Valor homogeneidad p 0.94

Asi mismo se presentan los resultados de Indice de correlacion con la prueba Tau b de
Kendall entre cada una de las pruebas e Impresion colposcopica. El indice de correlacion
entre Citologia con tincion dual con respecto a Impresion colposcopica fue 0.489,
considerada de moderada correlacion; siendo mayor el indice entre Citologia con tincion
dual y diagnéstico final de histologia con P16 el cual es de 0.684, considerada de buena
correlacion. Las p de significancia fueron < 0.001 ver tabla 10

Tabla 10 Indices de Correlacién entre los tipos de citologia con respecto a Histologia e
impresion Colposcopica segiin tipo de lesiones cervicales.

) ) ., Diagnostico
Citologia convencional Diagnostico Citologia doble tinciéon f“mai de’
Indice de Diagnéstico ., final con diagnostic I ., HISIE(; O/gla
Correlacion final %gn H&E mlpresu’)n. H&E/ o final de corlnr())rsizloif:la I 6
Tau b Kendall colposcopica Impresion ~ Histologia POscop mpresion
e Colposcopi
colposcopica P16 ca
Valor  0.481 0.584 0.681 0.684  0.489 0.571
P significancia <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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III.1 DISCUSION DE RESULTADOS

1. El indice de correlacion entre la citologia con Test de doble tincion P16 y Ki67
respecto a resultados finales de histologia fue de 0.684 El indice de correlacion
de la impresion colposcopica respecto a resultados de lesiones cervicales por
Histologia fue 0.571. Ambos indices son considerados como Buenos.

2. Respecto a la sensibilidad, en nuestro estudio, no hubo diferencia significativa
entre ambos tipos de citologias; sin embargo la citologia con Test de doble
tincion P16 y Ki67 fue mayor la especificidad siendo del 94.2 %; segin la
literatura consultada las citologia con doble tincion tiene especificidad del
82% .(Petry et al.,2011).

3. La correlacion de los resultados del Test con doble Tincion P16 y Ki67 en
citologia cervical con respecto a Impresion colposcopica es de 0.489;
considerado de Regular. Se advierte que la correlacion de las citologias
convencionales fue mayor 0.584; no habiendo ventaja con el Test de doble
Tincion P16 y Ki67.

4. Comparando la correlacion de los resultados del Test con doble tincion P16 y
Ki67 en la citologia cervical y los resultados de la citologia convencional con
respecto a los resultados de Histologia se observa que fue superior el indice de
correlacion con el Test con doble Tincion P16 y Ki67 siendo 0.684 el cual es
de Bueno; el de la citologia convencional fue de 0.481 considerado de Regular.

5. Derivado de lo anterior se calcula que la tasa de falsos Positivos de la citologia
con doble tincion y Tincion Convencional fue 4.6 % y 21.5%
respectivamente. Segun la literatura consultada la tasa de falsos positivos para
citologia convencional es de 30%.(Murphy et al.,2003)
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PARTE IV

IV.1 CONCLUSIONES

1. Existe buena Correlacion entre resultados de Citologia con doble tincion P16 y
Ki67 y los resultados de Histologia, segiin los diferentes tipos de lesiones cervicales
siendo 0.684. El indice de correlacion de la colposcopia fue de 0.571. Existe buena
correlacion en ambos indices

2. El Test de doble tincion con P16 y Ki67 en citologia cervical tiene mayor
especificidad respecto a la citologia convencional siendo 94.2 %.No hay diferencia
significativa en la Sensibilidad respecto a la citologia convencional.

3. El indice de Correlacion es Regular entre los resultados de Citologia con doble
tincion P16 y Ki67 y la impresion Colposcépica, la cual es de 0.489.

4. La correlacion del Test con doble tincion P16 y Ki67 en citologia cervical con

respecto a los resultados de Histologia fue mayor, que en la citologia convencional,
siendo 0.684.

5. La tasa de Falsos Positivos es menor con la doble Tincion en citologia
disminuyendo asi la discrepancia entre citologia e histologia.
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IV.2 RECOMENDACIONES

1. Debido a la Buena Correlacion y Alta Especificidad de citologia con Test de doble
tincion P16 y Ki67 respecto a los resultados finales de Histologia. Se recomienda
aplicar dicho Test en aquellos casos de pacientes que existan falsos positivos es
decir las citologia que sobre diagnostica 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. Comparar Tablas
6 y7.

2. La prueba de doble tincion podria ser incluido en el protocolo de manejo de la
Unidad de Colposcopia del INCAN, posterior a realizar estudios de mayor nimero
de casos en que haya discrepancia 6 no correlacion entre pruebas de Citologia de
exfoliado cervical y Biopsia cervical; asi tener mayor significancia y sustento su
aplicabilidad.

3. Se prevee que la utilidad de la Tincion dual disminuiria el nimero de casos de
innecesario de conizaciones cervicales; ofreciendo mejorar la eficiencia y certeza en
los diagndsticos de lesiones del cérvix.

4. La prueba de doble Tincion se puede aplicar en citologias con exfoliados cervicales,

ya que no hubo diferencia en especificidad con estudios donde se aplicaron en
Citologias de capa fina.
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ANEXO 1 Boleta de informacion a la paciente
BOLETA

Objetivo de la Investigacion

Como parte de la evolucion de la medicina la busqueda 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 6 cérvix, utilizando
instrumentos descartables y estériles. A partir de esa muestra, la investigacion 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 deteccién de células del cérvix que podrian
llegar hasta cancer . Esta prueba ayudara a los otros estudios como la colposcopia y la
biopsia del cérvix

1) El procesamiento de las muestras del exfoliado del cérvix 6 llamado papanicolaou se
utilizaran en la investigacion llamada:

“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”

2) El investigador dara los resultados al 6 los médicos a cargo desucasoysi ustedlo
solicita sera 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 2012.

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

Procedimiento
1) 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 consulté a esta clinica.La muestra es similar a la de un
papanicolaou donde mas adelante se observaran células coloreadas con reactivos
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especiales; por lo tanto las molestias son similares a la toma de un papanicolaou,
siendo el dolor temporal el mas frecuente.

2) Con éstas muestras se realizaran las pruebas de coloracion , 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 Esparnia, lo que avala la calidad de las mismas.

3) 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 6
conizacion cervical y que no esté embarazada.

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

e 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.

e Aportar informacién para el médico tratante en la instituciéon donde esta siendo

tratada.
¢ Recibir informacion 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 atencion médica en esta institucion donde esta siendo tratada.

Costos financieros
No hay gastos para usted por participar en este estudio.

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
continuacion. A las pacientes analfabetas se les leera por el personal médico 6 por
algun familiar que le acomparie.
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ANEXO 2 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 ademas una copia de la
informacion al paciente, sobre la investigacion. El 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 que afecte la

atencién médica dada por esta institucion.

Autorizo al médico y equipo de investigaciéon a recabar la informaciéon 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 3 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.

@ Facultst de Medicina (=
= Departament d’ Anatorma Patologica, Farmacolozia U B
ety UNIVERSITAT DE BARCELONA iMicrobiclogia -
Casanova, 143 Hitcanms ='|
08036 BARCELONA
D, Jaume Ordi

Tel +34 93 227 5450
Fax +3493 227 5717
jordiirichnic ub.es

Dr. Alberto Garcia Gonzalez
Universidad San Carlos de Guatemala

Querido Dr . Garcia,

For 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 Patologica
Departamento de Anatomia Patologica
Facultad de Medicina
Universidad de Barcelona
Hospital Clinic

Villarroel 170

08036 Barcelona

Espania

Tel. +34 93 227 5450

Fax +34 93 227 5717

email: jordi@clinic.ub es




LIGA NACIONAL CONTRA EL CANCER

ISETITUT DF CANCERCLOGLA 'Y HOSFITAL DR, BERNARDC DEL VALLE 5.
s Aversdn 38, o |, Oioalemslda, 4

PEX: 24172100 DIRECTION MEDICA Telafa: 2471-3136  www.lipacancerguals.ong

Cuatemala, 5 de Julio 2912

A QUIEN CORRESPOMNDA!

Por medio de la presenie hacemos constar nucsira aceplacion y cobsboracion parn el
trubao de investigecion del DR, ALBERTO GARCIA GONEALEZ, Titulado
“CORRELACION CLINICA DEL TEST DE DOBLE TINCION Pl6 ¥ Ki6T EN
T ENGIA CERVICAL CON RESPECTE) A COLFOSCOPIA, E-HISTOLOAGEA.
SEGUN EL TIPO DE LESION CERVICAL?

Dicha investigacion sesd de gran valor, que beneficiara direcigmenie 8 |as
pacientes, que asisten &l Unidad de Colposcopia del Instituin Macional de
Cancerologin Para lo cuwal daremos. el apove comespondiente en ln ejerucns del
ITHISATY

La Supervision directa de la ejecucein del trabajo estars bajo mi cargo, velando
por que se realicen los abjetivas del provecto v respetando bos aspecios biocticos de las
paCIEIEs

Sin garo particulsr, se suscribe stentamente

DR. CAR FZ SANCHEZ

IEFE DE LA UNIDAD DE COLPOSCOPLA Y PATOLOGIA CERVIC AL
INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGEA - INCAN

EL CANCER SE PUEDE PREVENIR, NO LE TEMA... [COMBATALO!
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ISTVE R [ 8 e AL T B UATRAALS

i e ST AN
FAGCLILTAR B 1SS Guatemala, B de agesto del 2012,

AR TR AR & CITNTE AMEELY

A quién Corresponda

Por este medic hacemos constar gue el personal del Laboratorio de Investigacion
Biomédica, de La Facultad de Ciencias Médicas, de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, dard apoyo para la ejecucion del trabajo de Investigacion del Dr.

Alberto Garela Gonzdlez , dulada:

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

El apoyo consiste en; Procesamiento de muestras de exfoliados cervicales con el
test de doble tincldn P16 y Kig7. Asi mismo en la interpretacidn de las muestras

gue serdn procesadas con el Test de doble tincion P16 y KiG7.

Mé ico Patﬁlugu
Docente de posgrado patologfa
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LIGA NACIONAL CONTRA EL CANCER f

INSTITUTO BE CANCEROLOLA, [

¥ HOSPITAL DR. BERNARDO DEL VALLE 5. &
M. Arenida 6-58, Zoma 11, Createeniale, C. A

PEGC 24172100 DIRECCION MEDSCS, Talelax: 24T1-3130  wwwligecancausin.ong
Gislemalta P2 de sgosto del 2oir

Dir. Alberto Garcia Gonzaler

Ginerokygia vy Obstelricia
Presembe:

Estimado Dr. Garcia:

Par medic de la pesentn |2 comunico que  gerd de gran
placer apovare en s claboacdn  del pmyects  del Test Duad P
e ¥V KI &7, en Frobes Cholagcos, medante & procesamignto
de s musstras ¥ su interpretscadn en ol laborabonio,

Eslo. nos sevwird pars proyectar on un fulbro & wsn de et
Wonica en nuestn laborabono,

Zm oo parmoelsr, atentymen b

|
A o T 4 Y heETITUTD [E CARCERILDGLA

or. Hesler Merales
- knr Maoralas M4 dhes Patblegs
Iefm . PE'}.B_H Calaglade Mz, 3781

EL CANCER SE PUEDE PREVENIR, NO LE TEMA__|JCOMBATALD!



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 solucién de PBS

* Guantes descartables

* Solucién salina normal al 0.9 %

Condiciones de la Paciente: Sin menstruacién, no embarazada y estar
sexuales, ni haber tenido tratamientos Vaginales (gel, cremas ni évulos)

A la toma de la muestra: El examinador debe colocarse guantes descartables, si se desea lubricar
el espéculo hacerlo con solucion salina normal al 0.9%, para la toma de la muestra del cérvix
utilizar el cepillo endocervical descartable, rotarlo 3 veces en direccion de las manecillas del reloj,
el cepillo debera introducirlo en el frasco con solucidn PBS y cortar el mango de plastico, tapar el
frasco y dejarlo a temperatura ambiente. Ver las siguientes figuras

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 coloca en el frasco en solucidon de PBS, cortar el
mango de la escobilla, justo por debajo del tapén ¢ cierre del
frasco.Etiquetar el frasco con el Nombre, fecha y registro médico.
El recipiente puede quedar a temperatura ambiente.

La muestra obtenida podra ser utilizada para realizar la citologia con la prueba de
Inmunohistoquimica P16y Ki67
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ANEXO 5 Ficha de recoleccion de datos de colposcopia y estudios

Registro de Colposcopia

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

Anticonceptivo:
Nombre del examinador:
Indicacion de la Colposcopia:(Resultado de
citologia)
Estudios Previos
Resultado de Citologia Exfoliativa: y/é
Biopsia:
Hallazgos Colposcdpicos:

|:| Leucoplaquia |:| Epitelio Acético Positivo|:| Ectopia

|:| Punteado/Base [__| Mosaico[ ] Vaso(s) Atipico(s)

Unién escamo columnar visible 3 No visible O
Otros
Observaciones
No de Biopsias en cérvix: Legrado Endocervical [

Impresién Colposcopica :
Resultado Histologia / Hematoxilina EosinaNo Registro de patologia:
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ANEXO 6Instrucciones del kit cintec plus

I. Nombre del producto

CINtec® PLUS Kit

Il. Uso previsto
Para uso en diagnostico in vitro.

El CINtec® PLUS Kit e un ensayo inmunocitoquimico para determinar
cualitativamente y de manera simultianea las proteinas p16™™? y Ki-67 en
preparaciones citologicas cervicales.

El uso de este kit estd previsto para laboratorios de citologia. La interpretacion de
loz resultados debe realizarla un profesional cerificado basandose en la historia
clinica del paciente v en otras pruebas diagndsticas 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 expresionss controladas vy modificaciones
postraduccionales (p. gj., fosforilacion) de las proteinas gue regulan el ciclo celular.
La proteina p16™™? fiene una funcidn crucial en la regulacion del cidlo celular
eucariotico. Es parte del control mediado por la proteina retinoblastoma (pRB) de la
transicion de las fases G1 a 5 y provoca la detencion del ciclo celular durante el
proceso de diferenciacion celular. Por lo tanto, p1E'"m tiene un efecto
antiproliferativo cuando se expresa durante la progresion del ciclo celular. En
células epiteliales terminales diferenciadas, la expresion de la proteina p16™™* se
regula a niveles que nomalmente no se pueden detectar mediante la
inmunocitoguimica. [26;30]

Ki-67 es una proteina asociada con la proliferacion que se puede detectar en el
nicleo de las células, dnicamente, durante la proliferacion. Los analisis profundos
del ciclo celular han revelado gue el antigeno Ki-B7 estd presente en niveles
detectables en todas las fases y, también, en la mitosis, mienfras que las células
en reposo © inactivas en la fase Gy 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-67 y del marcador p16™“? dentro de una misma
celula se deberian excluir mutuamente bajo condiciones fisiologicas normales. Por
lo tanto, la expresion conjunta de Ki-67 y p1 6™ en determinadas células se
podria considerar como un indicador de desregulacion del sistema de control del
cicko celular de las estas células.

En casos de neoplasia cervical, se ha detectado una fuerte sobreexpresion de
p16™=2 como consecuencia de la inactivacion funcional de pRb causada por la
oncoproteina ET de los virus papiloma humano de los tipos de alto riesgo (VPH-
AR) [13;21]. Como ET es necesaria para eztablecer y mantener el fenotipo maligno



IV. Reactivos

Material suministrado

Cada kit incluye log siguientes materiales suficientes para realizar S0 pruebas. El
numero de las pruebas se basa en el uso de 200 pL de los reactivos por cada
portachjetos.

1 Peroxidase-Blocking Reagent I

Reactivo de bloqueo de la peroxidasa

11,5 mL, listo para su uso

Perdxido de hidrogeno al 3% gue contiene 15 mmoliL de azida de sodio (MaMz).
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 monoclonal de ratén anfihumano p16™2, clon E6H4 v anticuerpo
monoclonal de conejo antihumano Ki-67, clon 274-11 AC3, suministrado en

50 mM de tampan Tris, pH 7.2, que contiene 15 mmoliL azida de sodio (Mal;) v
proteina estabilizante.

3 | Visualization Reagent HRP

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 S5-bromo-5-nitro-1,3-dioxano y puede causar reacciones alérgicas. La
ficha de datos de seguridad =& encuentra disponible bajo peticion.

4 | Visualization Reagent AP

Reactivo de visualizacidon 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 anfi-conejo purificados, suministrado en una solucion
estabilizante con conservantes y proteina estabilizante.

Contiene S-bromo-S-nitro-1, 3-dicccano vy puede causar reacciones alérgicas. La
ficha de datos de seguridad se encusntra disponible bajo peticion.

DAB Buffered Subsirate

Sustrato tamponado DAEB
16,0 ml

Solucion de tampan sustrato, pH 7.5, que contiene peroxido de hidrogeno < 0, 19%,
estabilizantes, potenciadores v un agente antimicrobiano.

DAB Chromogen

Cromagenc DAB

0.85 mi

Solucion de cromogeno 3,3 -diaminobencidina.

La solucion de cromageno (DAB) es nociva. Consulte las siguientes frases de
riesgo y seguridad:

R40 Posibles efectos cancarigenos.

R43 Posibilidad de sensibilizacién en contacto con la piel.

RB& Posibilidad de efectos imeversibles.

535 Eliminense kos residucs del producto v sus recipientes con todas las
precauciones posibles.

SI6/37 Usese indumentaria y guantes de proteccion adecuados.

HOTA: aunque la diamincbencidinag esta relacionada estructuralmente con la
bencidima, mo hay prusbas de la carcinogenicidad de la diamimcbencidina.
Consulte lss mormas nacionales, regionales o locales para la eliminacion dial

producio. .
La ficha de datos de segurndad se encuenira disponible bajo peticion.

Maphthol Phosphate Substrate

Sustrato naftol fosfato
250 ml,

Solucion de tampon sustrato, pH 9,2, que confiens nafiol-AS5-TR-fosfato como
sustrato, estabilizantes, potencadores y un agente antimicrobiano.

Fast Red Chromogen

Cromagenc Fast Red
1.33 mL, solucion de cromogeno Fast Red.

Epitope Retrieval Solution 10«

Solucidn de recuperacion del epitopo 10x

500 ml, 100 mM de EDTA, ph 8.0, gue contiene 15 mmol’L de azida de sodio
(MalM.).
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10

Cikiec™ PLLS Mount

Montaje ClNtec™ PLUS

12,0 mlL, medic de montaje permanente con wuna base acuocsa para la
conservacion permanents de los preparados en portsobjetos con tincion con
pemxidasa y fosfatasa alcalina como sistemas de visualizacion. Contiene 7.7
mmolfL de azida sodica (Mal3)

Preparacion de las muestras citoldgicas

Las muestras citolégicas deben manipularse de manem adecuada para comsasresar
adecuadamente  dichas muestras para procedimientos de  inmunocloouinmics.
Sobre las muestras == deben realizar los metodos habituales de procesasmienso
celular.

Se puedsan usar los portachjetos ThinPrep® (Hologic™ nc. ) preparados de acusrdo
con el profocolo del fabmncante en wn procesador de portachjstos del sistema
‘I'-hinFH'Ep" 2000, {Hologic™ Imc.} o portachjetos deld sisterma BD SusnaPath ™ By
Chiagnostics Tripath) prepamados de ascssrdo con & protocolo del fabdicante. asi
como portsobjstos preparados manualmante (fotis convencionales.

Motas:

1. Preparacicon de las muestras ThinPreg™-
Por farsor temnga en cusnta gue no s ecomienda el empleo ded
ThinPrep® 2000, ya gue el procedimiento de fijacidn con espray realizado
con este instrumento podria generar la perdida masiva de celulas.
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2. Preparacion de las muestras BD SurePath™:

e ha comunicedo ocasionalmente gue & aimacenamienis del matenal
celular postenor al procedimisnio de enfguecimiento en agua, pusde tensr
un efecto negativo sobre ka sefal InMunocitoquimica; recomendamos que
durante la prepamcion de los portsobjetos para la prueba con CiMiec™
FPLLUS respete siempre las insfrucciones expusstas a confinuacion para
evitar cuslquier riesgo de perdida de senal:

a. Preparacion de los portacbjetos  directamente despuss  del
procesamisento de los portacbjetos con papanicolaou

i. En cuanto se haya mealzado la tincion papanicolaou del
respectvo portachjetos BD SurePath™, se podra preparar un
sequndo portachistos para cada caso.

i. Cologue unm segundo set de portsobjstos etiquetados en los
soportes para portsobjetos.

ii. Si emplea el PrepStain™ con version GYN 1.1 & 1.2 para la
preparacion de poriachjeios, seleccione e programa "Solo
transferenca” ("Transfer onby™).

b. Preparacion posteror de  portacbjetos con  peliets  celulares
enriguecidos tras la preparacion de portacbjetos Pap

i. Refire los sopories con los tubos del sistemma PrepSiain™ y
afada aproximadaments 2 ml de liguido conservante BO
SureFPath™ & cada tubo.

ii. Tape kos tubcs y los podra almacenar a temperatura ambiente
hasta 4 semanas o refrigerados (2 — 8°C) hasta § meses.

iii. Sivaaprapaﬁlrmpzamnbjﬂuﬁpmamman"FLUSt:muna
muesira almacenada, esta debera atemperarse previamenie
durante 1 hora 3 temperatura ambients. Comisnce con &f
sequndo paso de centrifugado del procsso de enrigquecitnienio
GY¥M y realice & mesio de los pasos de! pmcedimiento de
preparacon.

. Preparacion de portachjetos con el material de muesira restante que
permanecit en e vial de muestra onginal {aproximadamente 2 mbL)

i Anada 8 mi de ligudo conservante BD SurePath™ al matedal
restanie en el vial BD SurePath™ (apros. 2 ml)

. La ruestra dilkda se debe procesar con ef PrepMate ™ usando
las técnicas conmvencionales y en el PrepSain™ usando la
version GYN 1.1 0 1.2 para la preparacion de portacbjetos con el
programa "Solo transferencia” ("Transfer only™)

Inmediatamente después de la preparacion, los por=sobjetos ThinPrep® o BD
SumeFath™ deben fijass en etanol al 88% 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
ﬁja:iE[n pulverizable para muestras citologicas [spray] que condenga
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Los frofis comencionales deben fijarse con reactive de fjacion pulverzable (spray)
para muesiras citologicas que contenga poligtilenglicol (p. aj., Mermckofix®™, hlerck)
inmediatamente después de [a recogida de las muestras.

Antes de comenzar con el procesamiento de inmunotincion, se deberan rehidratar
todas |as muestras siguiendo ef protocolo especifico expuesio en el apariado 2.1.

A confinuacion se adjunia el resumen de |a programacion:

Pasodel | Preparaciones citologicas Preparaciones citologicas BD

programa | ThinPrep® y frotis Surepath ™
convencionales

1 nnse’ (Lavado) nnse" (Lavada)

9 Pemaidase-Blocking Reagent Peroxidase-Slocking Reagent
(Feactive de bogueo de i3 (Reactivo de boguea de [3
peroxidsss) peroxidass)
£ minutos b minutos
nnse” (Lavado) nnse" (Lavado)

4 Primary Antibodies Solufion Primary Antibcdies Soluiion
(Soilucion de Anficuerpo Primanio) | (Solucion de Anticuerpo Primano)
0 minutos 30 minuios

5 nnse” | Lavado) ninse" (Lavada)

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

7 nnza" (Lavado) nnse" (Lavada)

g nnse” (Lavadc) nnse" (Lavada)

a nnse" (Lavado) nnse" (Lavado)

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

1 nnse" (Lavado) nnse" (Lavada)

12 nnse” (Lavado) nnse" (Lavado)

13 nnse" (Lavado) nnse" (Lavada}

14 Swatch {ambio) Swatch (cambio)

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

10 minutos 10 minutos

60



18 rinse {con agua destilada o Finse {con agua destilada o
desionizada) desionizada)
17 rinse" {Lavadao) rinse" {Lavadao)
18 “Subsiraie-batch™ step: Fast Red | "Subsirate-batch” step: Fast Red
{Pazo pelicion de sustralo”™ Fast | (Paso “pelicion de suskraloc™ Fasf
Red) Ried)
15 minuins 15 mninutos
10 rinse" [Lavada) rinse" [Lavado)
20 — Autostainer LabVision:
“Subsirate-baich” step: Fast Red
{Paso Jpebicion de sustralo™ Fast
Red)
15 mrirutos
Autostainer Daloo:
“Subsirate” stepr Fast Red
{Paso “Sustrato”™ Fasf red)
18 minutos
> —_— nnsa" [Lavada)
) ninse (con agua destilada o nnse (con agua destilada o
desionizadal desicnizada)
o7 switch | Cambia) owitch [ Camibo)

" utilice el tampan de lavado para los pasos de lavado (rnse)
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Vill. Imterpretacion de los resultados

El procedimiento del CinNiec® PLUS Kit gensera dos poducios de reaccion de
distingo color uno Mamon que se precipita en el lugar donde hay antigeno prEe
¥ uUNo mofo gue se precipita en 2l lugar donde hay antigeno Ki-87. La tincion de
celulas con color mamon (cihoplasma yo nbkdeo) indica ka schreexpresion de la
plEM=E ) 5 tincion de celulas con cobor rojo {nddeo) indica la expresion de HG-87.
Las cSlulas con ambas timciones. mostraran una fincidn mamen ctoplasmatica con
umn nicleo tipicamente de color ojo intenso. Antes de interpretar los resultados, un
patckogofcitotécnico cualificado fealy] expEriencia em procedirmientos
mmnmthwmyfmnadumhamtmtamn de los portaobjetos de tincicn de
Clhtec® FPLLUS debe evaluar los controles positivos y negativos. La interpretacion
ﬁelmrﬁMmdﬂEmM&unmﬂhmﬂ]ﬁaﬁﬁﬁdﬂdmdﬂmmd&Ia
historia clinica del pacients ¥ de otras prusbas diagnosticas.

La imterpretacion de las muestras citoidgicas cervicales con tincion de Clktec™
PLUS KR, se debera reslizar evaluando la presencia de las coflulas cendcales
epitefiales gue muestran ambas tinciones, k& tincion mamon citoplasmatica y la
tinciom mja del ndcleo, que son indicativos de una expresion simultinea de p16 ¥
Ki-87.

La presencia de uma o mas celulas ocordicales epiteliales con la presencia de
ambas tinciones, la inmunotincon marron citoplasmatica y la inmunctincion roja del
nlclen dentro de la misma oflula, s= interpreta como un resultado positivo ded test

ClMtec™ FLUS.

Emmﬂtﬂmﬂulﬁm{uﬂeEepﬁe&dEmlﬂpmd&aﬂh&Ela
inmunoctincion mamon  ctoplasmatica vy k& innunotincion mja del micdeo, se
interpreta con un recultado negativo del test Cikted™ PLLIS.

Por favor tengs en cusnta gque la presencia de celulas cervicales epiteliaies gue
muestiren inmumoreactividad a tan sdlo wuno de los dos mancadores (Como por
sjempio s0ko la tincion mamon por p168 o solo la tincicn roja por Ki-87) no se
consideraran un resultado positvo del test ClMgecd®™ FLLUIS: incluso si ambos tipos
de celulas cernvicales gue muestran una nmunoresctvidad s= encuentran en la
misma muestra citologica.

Si se detectaran celulas con indicacion de discaniosis severa gque no presenten ia
tincdn de ambos marcadores, plS y Ki-S7. los criterios morfologicos de
iNterpretacion no se debsn ignorar.
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ANEXO 7 Informe por paciente del estudio de citologia exfoliativa.

INTERPRETACION CITOLOGIA TEST DUAL

codigo | EDAD Gestas Anticoncepcion

Informe de estudio Citologia exfoliativa

Cddigo de la muestra:

O Citologia tradicional
O Citologia con prueba de Inmunohistoquimica P16y Ki67

Descripcion de la calidad de la muestra TINCION NEGATIVA___

TINCION POSITIVA___

Satisfactoria

Satisfactoria pero limitada por
Insatisfactoria por

Presencia de Células endocervicales

O O O O

Microorganismo observados

o Candida

o Tricomonas

o Gardnerella

o Flora Bacteriana Mixta

o Normal

o Cambios Inflamatorios Leve__ Moderado___ Severo___

o Metaplasia

o ASCUS ( Células Escamosas Atipicas de significado indeterminado)

o AGUS ( Células Glandulares Atipicas de significado indeterminado)

O LEIBG (lesién escamosa intraepitelial de bajo grado) é NIC I/Coilocitosis
o LEIAG (Lesion escamosa intraepitelial de alto grado) 6 NIC lI-llI Ca Insitu
o Carcinoma epidermoide Invasivo

o Adenocarcinoma

o Carcinoma Mixto
Observaciones adicionales:
Patdlogo

*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 tincién mayor extension 6 area celular
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ANEXO 8 Informe de Histologia

1 BIDPSLA

Informe de Histologia
Tipodetintion  Hematowiling Eczing
Tipo de muestra Inmunchistoquimica P15
o Biopsia

o Biopsia ¥ Legrado endoceryical

o Conpoervical

Descripoion;

Diagnastico

MNormal /pegative / cervigitis / Metaplasia
LEIEGMIC I/ Coilocitosis)

LETAG (NIC IT-III/ CA Insify cervical)
Cancer spidermoids microinvasivy
Cancer spidarmpide Invasivo
Adenocarcinoma

Carcinoma Mixte

Carcinoma Endocring

O O O O OO OO

Médico Patolozo
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ANEXO 9 Base de datos de pacientesenExcel .

| | | | | | | [ |
| | | | | | | | |
| | | | | | | | |
| | | | | | | | |
| | | | | | | | |
| | | | | | | | |
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ANEXO 10 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

_.; 23
: *” a‘

Relacion nucleo citoplasma normal, presencia 6 no de bacterias ¢ flagelados

LEIBG

Presencia de células con nucleo rodeado de halo blanco (Coilocitosis)

LEIAG

Tincion de nucleos color rojo y citoplasma color café marrén (positivo para P16 y Ki67)
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Observe la pérdida relacién nucleo citoplasma, los nucleos se ven mds 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

A

Biopsias del cérvix. Tefiidas con inmunohistoquimica la proteina P16, se observa color marrén
citoplasma y nucleo 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 sefalan
la capa basal y las llaves el epitelio) y la Invasiva (aquella que ya penetra ¢ 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 solo tercio inferior del epitelio);
imagenes B y C afectan mas del tercio inferior. Por Gltimo 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. Proyecto
Fodecyt No 75-2012
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Aumento 10X Aumento 20X

LEIAG CON EXTENSION GLANDULAR

IMAGENES POR COLPOSCOPIA
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POCO SIGNIFICATIVA

Zonas blancas tenues, asociados 6 no a ectopia

COLPOSCOPIA SIGNIFICATIVA
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Epitelio acético blanco asociado a vasos tipo mosaico y/6 base grueso

COLPOSCOPIA MUY SIGNIFICATIVA

Epitelio perdida la continuidad, epitelio blanco grisaceo, vasos atipicos,
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PARTE V

V.1 INFORME FINANCIERO
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