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RESUMEN

EL cancer de cérvix es una enfermedad altamente prevenible a través de diversos métodos de
deteccién temprana. La tincion de las proteinas P16 y Ki67 ocurre en células de cérvix
transformadas; aumenta la especificidad de la citologia cervical en lesiones escamosas intra
epiteliales y cancer invasivo.

OBJETIVO: Evaluar la correlacion entre la interpretacion de la citologia con doble tincién P16y
Ki67, la impresion colposcopica y la histologia final, segun tipos de lesiones cervicales de
pacientes en el Instituto de Cancerologia durante el periodo 2012 y 2013.

METODOLOGIA: Se recolectaron muestras de exfoliado y biopsias de cérvix de 200 pacientes,
las cuales fueron procesadas con inmunotincion segun instrucciones del fabricante. Fueron
excluidas 24 muestras por mala calidad. Tres patélogos independientes interpretaron las
muestras.

RESULTADOS: Se evaluaron resultados de 176 pacientes. 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. Valor Predictivo Positivo y Negativo fue de
95.35% y 72.22 % respectivamente. El indice de acuerdos en la interpretacion de citologia fue
0.56 a 0.72, biopsia 0.82 a 0.87 y cono cervical 0.86 a 0.87. Los indices de Correlacion Tau b de
Kendall entre CEC con doble tincion y colposcopia fue de 0.489 y entre CEC con doble tincién e
histologia final de biopsia o cono cervical fue de 0.684 con p< 0.001.

CONCLUSIONES: Los indices de especificidad y de correlacion Tau b Kendall de CEC con
doble tincion fueron mayores que la citologia convencional. La aplicacion de esta prueba podria
evaluarse en series mayores de pacientes que sean sometidas a conizacion por disociacion de
citologia respecto a histologia.

Palabras claves: Tinciébn doble P16 y Ki67, Citologia de exfoliado cervical, Impresion

Colposcopica, Lesion Escamosa Intraepitelial de Bajo y Alto Grado y Carcinoma Invasivo.



CAPITULO |
INTRODUCCION

En Guatemala se ha reportado la tasa de incidencia del cancer de cérvix es de 39.6 por
100,000 habitantes y la mortalidad de 16.8 por 100,000 muertes reportadas.(1)

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). (2)

Uno de los esfuerzos de salud publica para disminuir los indices tanto de incidencia como
mortalidad en paises en desarrollo o en vias de desarrollo, han sido las campafias que
ofrecen las pruebas de tamizaje por medio de citologia exfoliativa del cérvix conocido como
Papanicolaou. Siendo esta una prueba de tamizaje con una sensibilidad del 70 % y
especificidad del 60%.(3)

Para la deteccidn de las lesiones preinvasivas del cérvix se utiliza la citologia convencional
como primer escaldn. Al tener resultados anormales se confirma o descarta el diagnostico con

el estudio de histologia de biopsia cervical, obtenida bajo vision colposcopica.(4)

Se han reportado discrepancias entre resultado de citologia e histologia; de los cuales el

67% es por error en la interpretacion. (5)

Se han utilizado biomarcadores que identifican células que estén transformandose o sea
gue 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 LEIBG y LEIAG. EIl Test dual P16 Ki67 en la citologia tiene sensibilidad del 95,1% y
especificidad de 82%. (6)

La interpretacion de la citologia de los exfoliados cervicales, puede estar afectada por la
observacién de imagenes celulares dudosas. La especificidad de la citologia tradicional en
algunos casos no permite identificar o discriminar los casos verdaderos sanos. La discrepancia
o falta de correlacién entre la citologia convencional con respecto a la colposcopia y/o
histologia, obliga al clinico a realizar conizaciones cervicales que a veces son innecesarias,

debido a que los resultados finales en pieza final no evidencian lesiones malignas.

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 pat6logos



independientes con programa de Epidat 3. Se tom6é como prueba de Gold estandar a la
Histologia de biopsia del cérvix o 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 tincién P16 y Ki67
con la impresion Colposcépica y resultados de Histologia aplicando la prueba de Tau b de

Kendall, se utilizo el paquete estadistico de SPSS 20.

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

Las muestras se obtuvieron de 200 pacientes durante 22 meses. Las pacientes estuvieron
de acuerdo en participar comprendiendo y firmando o colocando la huella digital en el
consentimiento informado. A cada paciente se le tomé un frote cervical, y posteriormente una
colposcopia y biopsia cervical. Las pruebas fueron procesadas en Guatemala y en Espafia.

Salieron del estudio 24 muestras por ser de mala calidad.



CAPITULO Il
ANTECEDENTES

El cancer de 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 vias de desarrollo. (1)

Los estudios sobre la epidemiologia del cancer de 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 de 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). (7)

El virus de papiloma humano (VPH) puede infectar epitelios y mucosas
del ser humano y se clasifican de acuerdo con homologias en sumaterial 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 de cérvix. (8)

La historia natural del cancer de cérvix establece que algunas lesiones previas a
cancer de cérvix, conocidas como preinvasivas, evolucionan hasta cancer invasivo.
Las cuales las lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado (LEIBG) conocidas como
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) 1 y lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado
(LEIAG) o NIC 2-3, tienen una tasa de progresion acancer invasorde 1% y 34 %

respectivamente. (2)

Para la deteccion de las lesiones preinvasivas del cérvix se utiliza la citologia convencional
como primer escalon. Al tener resultados anormales se confirma o descarta el diagnéstico con

el estudio de histologia de biopsia, obtenida bajo vision colposcopica.(4)

La citologia es una prueba de tamizaje para la deteccién de lesiones cervicales, cuya
sensibilidad y especificidad para LEIAG es del 70y 60% respectivamente. (3)



El procedimiento de prueba de citologia con la técnica de Papanicolaou tiene algunas
limitaciones, con tasas de falsos negativos para lesiones premalignas y para cancer invasor

de 15 y 50% respectivamente, y 30% de falsos positivos para ambos grupos de lesiones. (9)

Los criterios secundarios en la interpretacién de las pruebas de citologia con tincién
Papanicolaou son subjetivos y estdn sujetos a una marcada variabilidad inter e
intraobservador. Por esta razdn, tiene una relativa baja sensibilidad para la neoplasia de cuello
uterino en una sola muestra; tan bajo como 66% de sensibilidad para las lesiones escamosas

intraepiteliales de alto grado. (10)

La colposcopia es un método complementario de apreciacién, en el cual se utiliza un
colposcopio que amplifica la imagen del cérvix. Se toma una o mas biopsias en las areas que
sean sospechosas las cuales son procesadas para estudio histolégico. Al tener el resultado
de Histologia, éste se compara con el resultado de la citologia y se determina si hay o no

correlacion en el diagnéstico de lesion cervical.(11)

La colposcopia, en estudios de concordancia inter observador, tiene una sensibilidad y
especificidad del 61.1% y 94.4% respectivamente, para diferenciar entre LEIBG y LEIAG.
Tiene un indice de Kappa de 0.843 en LEIAG. (12)

La interpretacion de la citologia de los exfoliados cervicales, puede estar afectado por la
observacion de imagenes celulares dudosas. En algunos casos no permite identificar o
discriminar los casos verdaderos sanos. La discrepancia o falta de correlacién entre la citologia
convencional con respecto a la colposcopia y/o histologia, obliga al clinico a realizar
conizaciones cervicales que a veces resultan ser innecesarias, debido a que los resultados

finales de cono cervical son negativos o sea que no se evidencid lesiones malignas.

En un estudio realizado en 84,244 pacientes de Columbia Britdnica, se evalud la
correlacion diagndstica de la citologia convencional, colposcopia y la histologia de biopsia
cervical. La correlacion de la impresion o apreciacion colposcépica con citologia fue mayor del
90% y 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.(13)



En otro estudio realizado en los afios 2004 al 2006, en el Hospital Universitario de North
Staffordshire, se evidencié que hubo discrepancia de citologia con colposcopia en 10% , y

discrepancia de la citologia con histologia en 35%.(14)

En la unidad de colposcopia del Instituto de Cancerologia, INCAN de Guatemala, durante
el afo 2016 se atendieron 683 pacientes, efectuandoles colposcopia. De este grupo, se
realizd conizacién tipo Lletz a 38 casos por indicacion de disociacion, discrepancia o no
relacién entre los resultado de citologia con respecto a la histologia. De esta disociacién o
discrepancia en los informes de citologia convencional, 27 casos indican que LEIAG y en los
resultados de histologia de la biopsia, 15 casos fueron negativas; es decir que no se

encontraron lesiones preinvasivas. (Fuente: Libro de registros de colposcopia INCAN).

Recientemente en el afio 2010, se cred una prueba de inmunohistoquimica, que se aplica
a las muestras de exfoliados cervicales o citologias, utilizando dos diferentes marcadores (P16
y Ki67) al mismo tiempo, conocido como Test de doble tincion con marcadores, el cual
identifica a las células transformadas y afectadas por el VPH de alto riesgo . (15) La
identificacion de la proteina p16, que es un biomarcador para lesiones neoplasicas cervicales
inducidas por el VPH de alto riesgo, que es un producto del gen supresor de tumores CDKN2A
gue se encarga de actuar como un inhibidor de las cinasas dependientes de ciclinas 4 y 6, que
a su vez inhiben la fosforilacién de la proteina de retinoblastoma (pRb)r, la cual inhibe el ciclo
celular al mantener unidos e inactivos los factores de control de la division celular, impidiendo

de esta forma que el ciclo celular progrese desde la fase G1 a la fase S.

El otro marcador es el Ki67 que identifica los nlcleos de células transformadas cuya
proliferacion fue alterada 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 o Bajo riesgo, sin poder evidenciar a las células que estan transformadas,
como si lo puede detectar la doble tincion P16 y Ki67. Ademas, tiene mayor especificidad para

lesiones preinvasivas del cérvix que las pruebas de deteccién del ADN del HPV. (16)

Estos biomarcadores identifican células que estén transformandose o 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 del 95,1% vy especificidad de 82%. (6)



2.1. Epidemiologia del céncer del cérvix en paises en via de desarrollo

El cancer de cérvix (CaCu) a nivel mundial se encuentra dentro de las primeras diez
causas de incidencia y mortalidad durante el afio 2012 segun la Agencia Internacional de
Investigacion del Cancer (IARC). (17) (Gréfica 1) En los paises en desarrollo, el CaCu ocupa
el segundo lugar en producir nuevos casos y mortalidad (Gréfica 2), causando el 85% del
total de casos de muertes por cancer cervical. Es responsable del 15% del total de canceres

en la mujer.

Gréfica l
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Gréfica 2

Incidencia y Mortalidad del cancer de cérvix en paises en desarrollo 2012
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A nivel mundial América Central ocupa la séptima posicion en incidencia y sexto lugar en
mortalidad (22.2 y 11.1 por 100,000 habitantes respectivamente) por CaCu. (18) (Grafica 3)



Gréfica 3

Incidencia y mortalidad a nivel mundial por cancer cérvix
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En los paises en desarrollo, el CaCu ha cedido su lugar como el principal tipo de cancer,
al cancer de mama. Sélo en el Africa subsahariana, América Central, Asia sur central y

Melanesia sigue siendo el principal cancer que afectan a las mujeres. (19)

2.2. Epidemiologia del cancer del cérvix en Latino América

La alta incidencia de CaCu 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. Se reconoce la dificultad en recaudar los datos
epidemioldgicos de esta enfermedad debido a que el control y registro de algunos paises es

deficiente.



Segun los datos obtenidos y publicados por el Globocan 2012 se observa que los paises
Bolivia, Guyana, Nicaragua tienen las més altas tasas de incidencia en Latino América. (17)
(Grafica 4) Guatemala tiene una incidencia similar a México, Honduras, El Salvador y Peru,

con una tasa aproximada es de 39 por 100,000. (15)
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2.3. Informe epidemiolégico del cancer del cérvix en Guatemala

Segun los datos presentados por el Registro Hospitalario de Cancer del INCAN-
Guatemala para el 2014, la primera causa de incidencia es el cancer de cérvix invasivo
(30.3%). (Grafica 5) (20)



Grafica 5
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Durante los ultimos diez afios se observé una incidencia promedio de 767 casos
anuales, aunque para el afio 2014 hubo una reduccion de casos nuevos de cancer invasor
(653 casos) y cancer de cérvix in situ (41 casos). (Grafica 6) (20)



Grafica 6

Tendencia del cancer de cérvix en las mujeres
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2.4. Biologia molecular del virus del papiloma humano (VPH)

El VPH pertenece a la familia Papilomaviridae, puede infectar y replicarse en el nlcleo de
células epiteliales (piel y mucosas). Posee una capside proteica de simetria icosaédrica 'y en
su interior el material genético bajo la forma de ADN doble cadena circular; carece de envoltura
(virus desnudo). Los genomas de los distintos VPH evidencian una gran similitud en su
organizacion. Poseen nueve marcos de lectura abiertos (en inglés “open reading frames,
ORFs”) diferentes; cada uno de ellos representa un gen viral que codifica una proteina
responsable de caracteristicas bioldgicas tales como el rango de hospedador, el tropismo
tisular y la patogenia de la infeccién. El genoma puede ser dividido en tres regiones. La region
larga de control (LCR) o regién no codificadora, representa el 15% del genoma viral y contiene
el origen de la replicacion, algunas secuencias promotoras, estimuladoras y represoras de la
expresion de genes y de la replicacion del DNA. (21) (Figura 1)
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La region temprana (E, por early) representa alrededor del 45% del genoma viral y contiene
al menos 7 genes. Codifica proteinas involucradas en la transcripcion viral (E2), la replicacion
del DNA viral (E1 y E2), la proliferacién celular (E5, E6 y E7) y, posiblemente, algunos pasos
tardios del ciclo viral (E4). Los genes E6 y E7 son considerados oncogenes virales por su
capacidad transformante. Las proteinas que codifican (oncoproteinas E6 y E7) en los VPH de
alto riesgo pueden unirse con las proteinas celulares supresoras tumorales p53 y pRB,

respectivamente, alterando la proliferacion celular y la apoptosis. (21) (Figura 1)

La region tardia (L, por late) comprende alrededor del 40% del genoma viral y contiene
dos marcos de lectura abiertos, esenciales para la replicacion viral productiva. L1 codifica para
la proteina principal de la c4pside; es un gen altamente conservado en los virus Papiloma de
distintas especies y entre los distintos tipos de VPH, razén por la cual es uno de los blancos
preferidos para el diagnéstico molecular; mientras que L2 codifica para la proteina menor de
la capside y muestra marcadas diferencias aun entre los tipos que infectan a una misma

especie. (21) (Figura 1)

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, siendo los de bajo riesgo (6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 61, 62, 64, 67, 69, 70, 71, 72,
81, 83, 84, 89) y los de alto riesgo (16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) que
pueden producir cancer en el ser humano. Luego de tres décadas de investigacion y la
dedicacion de un gran nimero de especialistas, se han obtenido las secuenciaciones de miles
de VPH aislados. Existe una base de datos que nos permite proponer un sistema de
clasificacién que probablemente ser4 mas estable, mientras que se encuentran mas tipos de
VPH. (21, 22) (Figura 1)
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Figura 1
Aspectos Biologicos del Virus del Papiloma Humano
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Figura 1. Morfologia esférica de la particula de VPH con sus capsémeros y el ADN en

el interior.

2.4.1. Etiopatogenia

Los tres genes del VPH que poseen capacidad de la estimulacion de proliferacion son:
E5, 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. (23)

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

codificacion de la secuencia del E5 es lesionada. (24)
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Por lo tanto, la proteina E5 no es obligatoria para desencadenar la carcinogénesis mediada
por el VPH. Un papel mas significativo para la transformacién maligna de la célula son las
proteinas y sus genes E6 y E7, expresadas en tejidos o tumores malignos, que son capaces
de inmortalizar a las células humanas transformadas; es decir no son obligadas a entrar a

apoptosis. (24)

Varias funciones se han descrito para las proteinas de los genes del VPH E6 y E7. Las
primeras observaciones revelaron que E6 interactia con p53 y E7 interactia con RB para
bloguear la actividad de estos supresores de tumores. De hecho, algunas de las funciones
importantes de la proteina E6 se originan a partir de su interaccién con la P53 para
posteriormente degradarla asi como a la proteina BAK denominada pro apoptotica lo que se

traduce en la resistencia a la apoptosis y el aumento de la inestabilidad cromosémica. (25)

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. (26)

La cinasa INK4A dependiente de ciclina inhibidora conocida como pl6 parece
contrarrestar estas funciones. Sin embargo la E7 interactla y degrada la RB, liberando

posteriormente el factor de transcripcion E2FdeRBe que inhibe al gen INK4A.(10)

La alta actividad de E2F podria conducir a la apoptosis en células que expresen el
E7. Sin embargo la E7 puede estimularla fase S cuando a su vez estimula los genes de ciclina
Ay ciclina E.(Zerfass, 1995) igual y parece bloquear la funcién de los inhibidores de la quinasa
dependiente de ciclinaWAF1(también conocido como CIP1ly p21) y KIP1 (también conocido
como p27). (25)

La E6 parece verse afectada por INK4A, mientras que E7 no esté afectada por esta
inhibicion de la activacion directa de las ciclinas Ay 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. (25)

Actualmente no se ha observado un papel en la conversion maligna de la célula con
respecto a las proteinas tempranas del VPH (como son E1, E2 y E4). Las L1y 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.
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El sistema inmune es importante en el control de Infecciones de VPH.(27)

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. (28)

El escape a la vigilancia inmunolégica surge como un paso importante en la progresiéon
de los tumores vinculados al VPH. Ademas 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 inhibicién de la funcién oncogénica viral, y el otro consiste
en control de la  transcripcion de los genes virales. (25)

La proteina del VPH llamada E6 esta compuesta por 150 aminoacidos y por dos dedos de
Zinc que representan regiones esenciales para su funcién. La proteina E6 afecta las células
epiteliales en el humano, actta junto con el factor activado Ras transformando a las células.
La actividad mas relevante de la proteina E6 es la degradacion de p53 a través de la union de
la ubiquitinligasa, dejando a la célula a merced del dafio del ADN. Otra actividad relevante es
su funcion como factor de transcripcién que estimula a la telomerasa, factor estimulador del

endotelio vascular, fibronectina y del oncogen c-Myc.

La proteina E7 afecta la regulacién de la proliferacién 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 interaccibn 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. (26)

En las lineas celulares que han sido transfectadas por el ADN de E6 del HPV, el gen
CDKN2A, que codifica al INK4A, es normalmente inactivado por metilacion, mutacién o
eliminacion. INK4A inactiva a los complejos de la ciclina D1-CDK4 6 a la ciclina D1-CDKS®, lo
gue impide la expresion de ciclina E y por tanto la progresion a través del celular ciclo. La
interrupcion o inhibicion constante del gen CDKN2A en las células inmortaliza a la célula,

induciendo la mitosis o division celular. (26)

La expresion del gen E7 puede estimular directamente a las ciclinas Ay E a través de
su interaccién con la pRb. En las células que se inmortalizan por E6 y E7, el gen CDKN2A se

mantiene intacto. (27)
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2.5. Citologias

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda tres pruebas de cribado para la
deteccion temprana de CaCu (Céancer Cervico Uterino) : 1) la citologia convencional
(Papanicolaou), 2) inspeccidn visual con acido acético (IVAA) y 3) pruebas de deteccion del
VPH, con el objetivo de prevenir la morbilidad y mortalidad del CaCu, de manera facil y
accesible. (29,30)

La incidencia de CaCu en muchos paises ha disminuido cuando hay acceso a centros de
asistencia en salud y se les practica el frote cervical para estudio de citologia exfoliativa
conocido como Papanicolaou (PAP), para detectar lesiones precursoras de CaCu. Sin
embargo, en Estados Unidos de América y Europa aun 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

cuales requieren de la referencia a colposcopia para realizar la biopsia dirigida. (31)

El PAP tiene algunas limitaciones. La tasa de falsos negativos de lesiones pre malignas

se encuentra entre 15% y 50%, mientras que el 30% son falsos positivos.(32)

2.6 Pruebas de ADN del VPH

La Sociedad Américana del Cancer, la Sociedad Americana de Colposcopia y Patologia
Cervical y la Sociedad Americana de Patologia Clinica recomiendan el uso de la prueba del
ADN del VPH AR en pacientes entre 30 y 65 afios cada 5 afios. (33) La persistencia de los
VPH AR son la causa del CaCu, especialmente los tipos 16 y 18 que estan involucrados en el
70% de los casos. (32)

En programas de tamizaje de CaCu, la deteccién de VPH puede realizarse mediante
pruebas directas que permiten la identificacion del genoma del VPH-AR, mediante la

amplificacién de un fragmento de ADN viral, con o sin genotipificacion o mediante la deteccion
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de ARNm. Las primeras identifican de manera directa el ADN de algunos de los 13 tipos de
VPH que son considerados carcinogénicos sin realizar amplificacién previa del ADN.

Las segundas amplifican un fragmento del ADN viral mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para obtener millones de copias del mismo tanto de manera convencional
como en tiempo real. Las pruebas de genotipificacion permiten identificar los tipos virales de
manera especifica (usualmente el VPH 16 y 18) y las de ARNm identifican la expresion de los
genes de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH. (29)

Las pruebas de ADN del VPH AR han sido desarrolladas para aumentar la sensibilidad en
la busqueda de pacientes con lesiones cervicales. Las pruebas desarrolladas hasta ahora para
ello son: Captura hibrida 2 (HC 2), Linnear Array, Cobas, Seeplex HPV4A, Aptima HPV, Pre
Tect HPV Proofer, Real Time Abbott, y PCR Amplicor. (29, 34)

La HC2 estd aprobada por la FDA (Food And Drug Administration) desarrollada por
Quiagen, cuyo principio es amplificar hibridacion y por lumniscencia detecta la presencia de
VPH AR y de bajo riesgo; sin embargo no genotipifica ni distingue la coinfeccién mdltiple. (29,
34)

En 2011 Cobas fue también aprobado por la FDA; La prueba del VPH Cobas 4800 realiza
la extraccion de ADN, amplificacion por PCR (Polymerase Chain Reaction) y detecta en tiempo
real de una manera automatizada. Se puede distinguir rapidamenteVPH16/18 de otros 12 tipos
VPH AR. El Seeplex HPV4A es un multiplex PCR automatizado al igual que Cobas. (29, 34)

El Gen-Probe Aptima HPV se basa en la captura y amplificacion mediada por transcripcion,
y la proteccién de la hibridacion para la deteccion de la expresién del ARNm del gen viral E7
de 14 tipos de VPH AR. (29, 34)

El ensayo PreTect VPH Proofer (Norchip) se realizé por TDL. Es un PCR multiplex de
amplificacién basada la secuencia en tiempo real del gen viral EG/E7TRNAmM expresadas por
cinco tipos de VPH de alto riesgo (tipos 16, 18, 31, 33, y 45) utilizando conjuntos de cebadores
especificos. (29, 34)

El Real Time Abbott HPVHR assay (Abbott) es una prueba de PCR multiplex de tipo

cualitativo en tiempo real, que también identifica especificamente el VPH 16 y VPH18,

17



mientras que al mismo tiempo permite detectar el resto de los tipos de VPH AR :31, 33,35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68. (35)

La prueba de tiempo real y cuantificacion por PCRq, implica la preparacion automatizada
de muestras y extraccion de ADN combinado con PCR en tiempo real. Esta tecnologia detecta
y cuantifica 17 diferentes tipos de VPH, incluyendo los tipos de que se consideran tipos de alto
riesgo en HC 2, y los de bajo riesgo, es decir tipos 6/11, 16,18,31,33,35, 39,45,51, 52, 53, 56,
58, 59, 66, 67 y 68, descrito por Micalessi et. al.(36)

Como se observa en la tabla 1 diversos grupos de investigaciébn determinaron la
sensibilidad y especificidad de los diferentes métodos de deteccion del VPH segun resultado
de citologia y biopsia. Los dos métodos con mejor sensibilidad y especificidad son captura
hibrida de segunda generacion y Cobas. Las pruebas de HPV presentaron mayor sensibilidad
y especificidad en los casos de pacientes con resultados de citologia y biopsias con lesiones
NIC 2y 3 0 LEIAG. (37)

TABLA 1
Estudios comparativos entre métodos de deteccion de virus del papiloma humano

de alto riesgo segln grupos de investigacion

Grupo de N° de Citologia/ Método de | Sensibilidad | Especificidad
Investigacion | muestras Biopsia deteccion % %
VPH AR
Szarewski A. et | 583 NIC2(359) HC 2 96.3 19.3
al. (33) + Cobas 95.2 24.0
NIC3(224) PreTect

HPV 74.1 70.8
Proofer
AptimaHPV 95.3 28.8
Gene Probe
Abbott Real 93.3 27.3
Time 95.0 24.2
BD HPV
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Luu H. et al. 22,417 ASCUS/LEIB PCR- 70 45
(35) G Amplicor 51 56
Meta analisis HC2
85 62
LEIAG PCR- 89 73
Amplicor
HC 2
KiE. etal.(32) | 146 LEIAG HC2 88.9 67.9
Cobas 4800 83.4 76.4
Seeplex 71.9 74.5
HPV4A
Comar M. et 94 ASCUS HC2 36 30
al.(36) Linnear 29 24
Arrray
Depuydt C. et 93 NIC2,3(87) gPCR 93.6 86.5
al.(34) Adenocarcino | HC2 83.9 94.5
ma(5)
Escamoso
invasivo(1)
Phillips S. et al. | 407 ASCUS Cobas 905 | @ -
(37) HC2 80.8 | -
Linnear 91.7 | -
Array 92.7 | -
Amplicor

La Prueba de genotipado del VPH Linear Array. Disefiada por (Roche Diagnostics) utiliza
cebadores biotinilizados para detectar una secuencia de nucleétidos dentro de la region
L1polimérfica del genoma de VPH que es de aproximadamente 450 pb longitud, contiene

grupos de cebadores especificos para los genotipos siguientes: 6, 11, 16, 26, 18,31, 33, 35,
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39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 70, 73 y 82. Se efectlla manualmente e interpreta

cualitativamente.

El uso de la citologia y carga viral de los VPH de alto riesgo por medio de la captura hibrida
en combinacion provee sensibilidad en 100%, valor predictivo negativo 100% y una
especificidad de 76.6% en casos de pacientes con enfermedad residual del cérvix tratados
con conizacion. (33)

Se ha valorado la sensibilidad, especificidad y Valor predictivo negativo de la citologia
cervical y prueba de ADN VPH, en LEIAG con 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.
(34)

2.7. Prueba de inmunohistoquimica P16 y Ki67

Los biomarcadores P16 y KI67 identifican a las células que estan alteradas de la via de la
proteina Retinoblastoma E2F, la cual es un factor de transcripcion que ayuda a inducir a que
una célula se divida; pero esta 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, p16 es normalmente solo en raras ocasiones detectables mediante técnicas de
inmunohistoquimica en las células basales. En contraste, hay un aumento paraddjico en p16

en displasia de alto grado, que también se puede detectar con inmunohistoquimica. (35, 38)

Los VPH 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 esté dirigido contra Ki-67, es utilizado rutinariamente por
los patélogos como un método para determinar la actividad proliferativa de las células en
muestras de histologia. Asi mismo se ha utilizado en la evaluacién de lesiones cervicales

dudosas y pruebas de Papanicolaou para aumentar especificidad. (36)
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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 <42 |a cual se aplica en citologia. (Figura
2) En un estudio se comparé la sensibilidad y especificidad de la prueba en citologia con
respecto a VPH ADN por captura hibrida y PCR, en lesiones cervicales NIC 2 y 3, teniendo la

prueba de Inmunohistoquimica P16 N¢42 'mayor porcentaje de especificidad 67% a 69%. (39)

En un estudio realizado en Tailandia, se asocié la citologia con la prueba de
Inmunohistoquimica p16 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. (37)

Figura 2

Figura 2: Prueba de doble tincién P16 y Ki67 en citologia de exfoliados Cervicales. Nucleo

celular color rojo Ki67 positiva y citoplasma Color café marrén P16 positivo. (38)

2.8. Comparacion de prueba P16 con respecto a la prueba doble tincion P16 y Ki67 en
citologia cervicalL

La especificidad de la Prueba P16 y Ki67 esta aumentada con respecto a la prueba P16
sola. La sensibilidad para Atipia Escamosa de significacia indeterminada (ASCUS, por sus
siglas en inglés) es de 92.2% (95%CIl) para ambas pruebas; la especificidad para ASCUS es
de 80.6 y 63.4% (95% CI) para prueba de doble tincion P16 / Ki67 y P16 respectivamente.
Con respecto a LEIBG la sensibilidad es de 94.2% y 92 % respectivamente y la especificidad
fue del 68% y 47%.(13)
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2.9. Comparacién de Prueba de doble tincién P16 y Ki67 respecto ala prueba de
ADN del HPV de alto Riesgo

Se ha comparado la sensibilidad y especificidad de la prueba de doble tincion P16 y Ki67
en 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 tincién (62% a
72%) que la de Prueba de ADN de HPV de Alto Riesgo (37.8%). Por lo cual es una prueba

gue detecta mejor las pacientes realmente sanas. (35)

2.10. Interpretacion de la prueba P16 y Ki67

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 indica expresion
de pl6 y la expresion de Ki-67, respectivamente, que define un resultado positivo,
independientemente de la interpretacion de las anormalidades en mortalidad. (Figura 3) Los
casos sin ningun tipo de células inmunorreactivas doble se considera negativo para p16/Ki-67

doble tincién de citologia. (13)

Figura 3

A B C

Figura 3: 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 ndcleo color
rojo como citoplasma color marrén: en la figura (A) se observa células con ASC-US. (B) LEIBG
y (C) LEIAG. (39)
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2.11. Histologia de biopsia cervical

Se toma biopsia dirigida del cérvix bajo vision del colposcopio, la cual orienta el sitio mas
significativo para realizar la biopsia. Posteriormente se realizan cortes en parafina siendo

tefidas para ser observada al microscopio.

En un estudio realizado con un panel de cuatro patélogos de diferentes Hospitales de
Estados Unidos y Canadd, se evidencio la correlacion de los resultados de muestras de
histologia con diferentes lesiones precursoras NIC 1, NIC 2 y NIC 3 con tincion de hematoxilina
eosina. Utilizando el andlisis estadistico de concordancia de Kappas (K) no ponderado
comparando entre parejas de patologos diagndsticos dicotomizados como NIC positivo versus
NIC negativo (incluyendo normal, insatisfactorio y metaplasia) o NIC 2/3 positivo versus NIC
2/3 negativo (incluyendo normal, insatisfactorio, metaplasia y NIC 1), la concordancia
interobservador para cada panelista fue K= 0.756 a 0.865. (31)

La concordancia entre los diagndsticos 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%. (40)

Las lesiones de displasia leve o 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) progresan a displasia severa (NIC 3) en 16% en 2 afios y en un 25% en
5 afos. No obstante, la detecciébn temprana y tratamiento del VPH en las lesiones

precancerosas pueden prevenir la progresion hasta cancer.(30)

En los dltimos afios, la inmunohistoquimica ha tenido un gran impacto en el campo de la
patologia cervical, como en otras areas de diagndstico de la patologia ginecolégica. La
inmunohistoquimica siempre se debe utilizar como complemento del examen morfolégico y
los resultados no deben ser interpretados en forma aislada, especialmente cuando se trata
con los tumores malignos. Ningiin marcador es totalmente especifico sensible para cualquier
lesion determinada. Es probable que en los proximos afos, la inmunohistoquimica, junto con
las investigaciones moleculares, jugaran un papel cada vez mas importante en el campo de
diagnostico de patologia cervical. También se espera que estos métodos sean considerados

como factor prondstico prediccion en diversas neoplasias de cuello uterino.(41)
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La prueba de inmunohistoquimica P 16'N%42 en cortes de biopsias tifie las células afectadas
por el VPH de alto riesgo, siendo mas evidente cuando las lesiones son de Alto Grado o de
cancer invasivo. (Figura 4)

Figura 4
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Figura 4: Muestras Histoldgicas del cérvix con la prueba P16INK4a. Representando los

diferentes tipos de lesiones, en la imagen A y B muestran lesion de bajo grado; en la imagen
C. Lesion de alto grado y en D. Lesion de cancer invasiva del cérvix.

En un estudio se midio el indice de concordancia ponderado para interpretar biopsias del
cérvix con tincién por inmunohistoquimica P16, el cual fue de 0.80 con IC 95% 0.66 a 0.89.
(42)

2.12. Diagndstico Colposcépico

La colposcopia existe desde 1920, no fue hasta 1970 que cobr6 auge debido a que fue
aceptado en Estados Unidos como procedimiento que debiera rectificar los hallazgos de
citologia. En Guatemala especificamente en el 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 o
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 colposcépico y posteriormente de una

biopsia dirigida. La Colposcopia es interpretativa, subjetiva y falible.(43)
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Es importante que el que practique la colposcopia determine el sitio mas apropiado para
la toma de biopsia ya que de ello depende el diagndstico histolégico, el cual también esta

sujeto de interpretacion. (44)

El aspecto fundamental para el diagndéstico certero final es la Correlacion de la Citologia,

la Histologia y la Impresién colposcopica. (43)

La Federacion Internacional para la Patologia Cervical y Colposcopia (IFCPC, por sus
siglas en inglés) propuso en el afio 2002 una terminologia facil, reproducible, con una
excelente correlacion interobservador para predecir los hallazgos histolégicos del cérvix;
teniendo una sensibilidad de 86% y especificidad del 30.3% en distinguir un cuello sano versus

Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC)/ Carcinoma.(12)

La propuesta contiene los siguientes criterios, para predecir los hallazgos histopatolégicos
(Metaplasia cervical, Enfermedad de Bajo Grado cervical, Enfermedad de Alto Grado cervical

y Céancer Invasivo del cérvix):

1. Hallazgos colposcopicos sugestivos de Metaplasia Cervical: epitelio acetoblanco
delgado, base o puntilleo fino, mosaico fino o yodo positivo.

2. Hallazgos colposcépicos sugestivos de enfermedad de Bajo Grado Cervical: epitelio
acetoblanco delgado, base o puntilleo fino, mosaico fino o yodo positivo.

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

4. Hallazgos colposcopicos sugestivos de Cancer Invasivo del cérvix: Erosion,

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

2.13. Tratamiento o diagndstico de lesiones cervicales

Muchos clinicos han tratado las LEIAG con conizacion cervical preservando la anatomia
y funcién del cérvix. En 1965, Anderson demostrdé que la conizacion terapéutica ofrece

proteccion contra el cancer cervical como alternativa a histerectomia.(45)
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Los indices de curacién con minima morbilidad en lesiones preinvasivos del cérvix fueron

reportados al utilizar criocirugia, electrocauterio con asa diatérmica y laser CO, .(46)

La conizacién es diagndéstica cuando:

1. Hay sospecha de lesion en el canal endocervical.
2. Existe discrepancia o no correlacién entre resultado de citologia e histologia

3. Hay sospecha de lesién microinvasiva del cérvix (47)

En 1990 el uso del asa electroquirtrgica conocida como Loop Electrosurgical Excision
Procedure (LEEP) gand popularidad. El procedimiento consta de la remocion de la zona de
transformacion similar al de conizacion con bisturi. La conizacién 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.(48)

La conizacion tipo LLetz tiene varias ventajas: menos costo, facil técnica y buen éxito en
la resoluciébn de los casos tratados por lesiones preinvasivas, especialmente en el
ectocérvix.(49) La conizacion tipo LLETZ tiene un rango mas alto de escisién incompleta de
las lesiones cervicales 37% con respecto a la conizacion con bisturi el cual es 28.9%. (50)
Es 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
Conizacién con bisturi (12.4%). Segun datos de estudios anteriores, la conizacion con bisturi
se asocid mas con trabajo de parto prematuro. La conizacion tipo LLETZ tuvo menos costo y

complicaciones de hemorragia.(51)

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. Tampoco hay diferencias en cuanto a complicaciones asociadas con
la conizacion cervical como infeccion y estenosis cervical aunque se reporta que a la
inspeccion histologica del canal endocervical los bordes quirdrgicos no preservan la estructura

debido a la quemadura ocasionada por la electrocirugia. (52)
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2.14. CORRELACION CITOLOGICA — COLPOSCOPIA E HISTOLOGIA

La discrepancia o no correlacion es definido como la diferencia de 2 grados entre citologia
y resultado de histologia, como por ejemplo un diagnéstico de LEIAG por citologia y cervicitis
por histologia. En el Hospital Universitario de North Staffordshire evaluaron la correlacién
multidisciplinaria clinico patolégico, revisaron los casos en donde hubo discrepancia o no
correlacion, durante 3 afios, detectando 35% de los casos con discrepancia entre la Citologia

con respecto a histologia y 10% con discrepancia entre citologia y colposcopia. (11)

En Columbia Britanica, Canada se estudiaron por 4 afios a 84,244 pacientes evaluando la
correlacion de los resultados de citologia del cérvix, histologia e impresién colposcopica,
evidenciando la correlacion de impresién colposcépica con respecto a la citologia fue del 90%,
la correlacion de la citologia con respecto a la histologia fue 82% , sobreestimando en 16.1%
. EI 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).(10)

2.15. JUSTIFICACION

La aplicacién de la prueba de doble tincibn con biomarcadores P16 y Ki67 en la
citologia, podria aumentar la precision de los diagndsticos en las pacientes, disminuyendo la
falta de correlacion Citoldgico con la impresion colposcépica y la histologia, contribuyendo a

tener menos casos de pacientes sometidos a conizacién cervical innecesariamente.

Actualmente se reporta en el INCAN de Guatemala que en el 30 % de las pacientes a
quienes se les realiz6 conizacion del cérvix, la histologia final es reportada negativa o sea sin
lesion preinvasiva del cérvix; lo cual demuestra que casi un tercio de los procedimientos de
conizacion fueron realizados innecesariamente. Esto es debido a que el diagnéstico previo a
la realizaciobn de las conizaciones no son precisos, provocando falta de correlacion o

disociacion citologia histoldgico.
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CAPITULO 1l
OBJETIVOS

GENERAL

Determinar el valor de la prueba de inmunohistoquimica p16 "™4- Ki67 en citologias

anormales, de pacientes que consultan a la unidad de colposcopia del INCAN durante el
2012y 2013.

ESPECIFICOS

3.1

3.2

3.3

3.4

Valorar la correlacion de los resultados del test con doble tincién P16 y Ki67 en la

citologia cervical con respecto a la impresién colposcopica.

Valorar la correlacion de los resultados del test con doble tincion P16 y Ki67 y la

tincion convencional en citologia cervical respecto a la histologia.

Determinar el acuerdo diagnostico de las citologias e histologias con la doble tincién
P16 y Ki67.

Estimar la sensibilidad y especificidad del test con doble tincion P16 y Ki67 en la

citologia cervical segun el tipo de lesion cervical diagnosticado por histologia
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CAPITULO IV
HIPOTESIS

4.1. Hipétesis Nula. La sensibilidad y especificidad del test con doble tincién p16 Ki67
en la citologia cervical segun el tipo de lesion cervical diagnosticado por histologia
es menos confiable.

Hipotesis Alterna. La sensibilidad y especificidad del test con doble tincion p16 Ki67
en la citologia cervical segun el tipo de lesién cervical diagnosticado por histologia

es mas confiable.

4.2. Hipétesis Nula. El indice de concordancia entre los patélogos no es mejor con el
test con doble tincion P16 y Ki67.
Hipodtesis Alterna. EL indice de concordancia entre los patdlogos es mejor con el
test con doble tincién P16 y Ki67.

29



5.1.

5.2.

5.3.

54.

5.5.

5.6.

CAPITULO V
MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Estudio observacional de corte transversal, prospectivo.

Poblacion

Se incluyen a todas las pacientes que se les efectud colposcopia en el Instituto de
Cancerologia, con un resultado de citologia anormal (ASCUS, AGUS, LEIBG, LEIAG y

Céancer invasivo) durante el periodo 2012y 2013.

Seleccion y tamafio de la muestra
La muestra para el presente estudio fue por conveniencia. Se colectaron 200 muestras

de citologia y 200 de biopsias cervicales de pacientes en dos afios.

Unidad de anédlisis

Pacientes con resultados de citologia anormal (ASCUS, AGUS, LEIBG, LEIAG y Cancer
invasivo) y que se les efectud colposcopia en el Instituto de Cancerologia durante el
periodo 2012 y 2013.

Criterios de inclusion
5.5.1. Pacientes con Resultado de Citologia anormal realizada e interpretada en el
INCAN como ASCUS, NIC I, Il, lll o Cancer invasivo

Criterios de exclusion

5.6.1. Embarazadas
5.6.2. Pacientes con diagndéstico previo de cancer de cérvix invasor.

5.6.3. Pacientes con histerectomia previa
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5.7. Recoleccién de datos

5.7.1 Procedimientos para la recoleccién de informacion

Las pacientes que tienen algun resultado anormal de citologia realizada en el INCAN que
consultaron a la Unidad de Colposcopia, fueron entrevistadas e informadas de forma
verbal y por escrito del estudio. Todas aquellas pacientes que desearon participar en el
estudio, leyeron y firmaron el consentimiento informado. Fueron excluidas del estudio s6lo
24 muestras debido a la mala calidad de muestras que no permitieron realizar un
adecuado diagndstico.

Para la toma de muestra citolégica fue por medio de citobrush, el cual se introduce en el
canal endocervical y se gira o da vueltas 3 veces. Posteriormente se introduce el cepillo
en solucion alcohol bufferado.

La colposcopia se efectud utilizando colposcopio marca Leisegang modelo optic con
aumentos 7.5, 15 y 30 aumentos; y aplicando acido acético al 5% al cérvix,
posteriormente se realizé la biopsia dirigida de las lesiones sospechosas observadas bajo
vision directa. Las biopsias fueron tomadas con pinzas Tishler y preservadas en formol
bufferado al 10%.

Las muestras de exudado cervical fueron procesadas en el laboratorio de Patologia
Molecular de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos
(FCMUSAQC).

Realizacion de la prueba P-16 ink4a+ Ki67 en citologia y cortes histolégicos en
laboratorio de patologia de la Facultad de Ciencias Médicas del CUM. Cada muestra
de frote del cérvix y biopsias o conos se les procedié a realizar inmunotincion segun las
recomendaciones del fabricante. A las muestras de frotis de exfoliados cervicales se les
procesé con inmunotincion pl6 y Ki67 y a las biopsias y o conos cervicales con
inmunotincion p16; en grupos de 10 a 15.

Para las citologias se utiliz6 la doble tincién o el Test Dual CINtec plus P16 Ki67 siguiendo
las instrucciones del fabricante (Laboratorios mtm Roche de Alemania); posteriormente

se tifien con fondo de hematoxilina eosina con base acuosa.
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Para las biopsias y conos cervicales, se realizan cortes de 4 um de grosor para la
inmunotincién de la P16, utilizando el sistema En Vision (Dako) pl16INK4a se detectd
utilizando el kit CINtec histologia (clon E6H4, mtm Laboratories, Heidelberg, Alemania),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los cortes histolégicos tanto para la
Inmunotincién de P16 y para la tincion de hematoxilina eosina, fueron obtenidos del

mismo bloque de parafina. Ver anexo 9.4.

Los cortes histolégicos fueron realizados por el Departamento de Patologia del INCAN y

procesados en el Departamento de Patologia de la FCMUSAC.

Posteriormente se enviaron las muestras al Hospital Clinic de Barcelona, con el Dr. Jaume
Ordi, Jefe del departamento de patologia del Hospital Clinic de Barcelona. Dicho
investigador fue el experto en la interpretacion de las muestras, y se midié la concordancia

de sus resultados con los dos grupos de patélogos de Guatemala.

5.7.2. Andlisis de datos

El analisis se efectu6 por medio del programa SPSS 17.

La sensibilidad y especificidad se medira en cuadro de 2 x 2 con la prueba de histologia
como Gold Estandar con la doble tincién P16 y Ki67. indice de correlacién Tau B de
Kendall para establecer la correlacion entre Hallazgos citolégicos e impresiones
colposcépica. Se efectué indice de concordancia, interobservador, de las

interpretaciones de las muestras procesadas por P16 — Ki67 Kappa.

5.7.3. Impacto de la investigacion

El tema de esta investigacion beneficiara a guatemaltecas que buscan el diagnéstico y
tratamiento apropiado de lesiones del cérvix evitando el progreso de dichas lesiones a
cancer invasivo, evidenciando la importancia de realizar la prueba de P- 16 ink4a - Ki
67 para confirmar lesibn escamosa intraepitelial de bajo o alto grado, por medio de los

datos de sensibilidad y especificidad.
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5.7.4. Cronograma

PERIODO DE TIEMPO

DESCRIPCION

Primer Trimestre

Compra de equipo y reactivos necesarios
para el laboratorio

Recibir las recomendaciones necesarias
de parte de los profesores de Barcelona
Espaia.

Segundo Trimestre

Inicio de recoleccion de muestras en
Guatemala, pacientes de INCAN vy
tabulacién de datos. Por via internet se
haran las consultas que vayan surgiendo

del trabajo de campo.

Ultimo trimestre

Enviar las muestras finales para
interpretacion de laminillas en Barcelona,
Espafia como grupo experto.

Asi mismo se interpretaran las laminillas
de frotes exfoliados cervicales y muestras
histolégicas en Guatemala por dos grupos
1) Patdlogos de la USAC y 2)Pat6logos del
INCAN
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CAPITULO VI
RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados del estudio de investigacion “Valor de la prueba
de inmunohistoquimica P16 INK4A- KI67 en citologias anormales de pacientes que consultan
a la unidad de colposcopia del INCAN”, doscientas pacientes aceptaron participar en el
estudio, 24 pacientes fueron excluidas debido a que las muestras de citologia o histologia

tenian escaso material, el cual no era apto para interpretacion.

6.1. Datos generales de pacientes tratadas en la unidad de colposcopia
INCAN periodo 2012 y 2013

Se presentan los datos generales de las 176 pacientes participantes. La mediana de edad
fue 41 afios (rango de 17 a 70 afos). El 57.55% de las pacientes eran menores de 40 afios.
Segun las gestas o embarazos, mas de la tercera parte (38.07%) reportan 4 gestas o mas; 32
pacientes (18.18%) reportan mas de 6 hijos. Dentro de los métodos anticonceptivos el mas
empleado fue ligadura, Pomeroy o anillos en 36 pacientes (20.4%) y 116 pacientes (65.9%)

refieren no haber utilizado alguno. (Tabla 2)
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Tabla 2

Datos generales de 176 pacientes tratadas en la unidad de colposcopia INCAN periodo

2012y 2013
Rangos de edad n (176) X 41 +14.2 %
menor 20 7 3.98
21a 30 38 21.59
31la40 56 31.98
41a50 36 20.45
51a60 18 10.23
mayor de 61 21 11.93
Gestas F %
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 F %
Ninguno 116 65.9
Ligadura, pomeroy o
J aniﬁos Y 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, Unidad de Colposcopia INCAN
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6.2. Citologia e Histologia Convencional

Sesenta y seis pacientes (37.5%) presentaron lesiones de escamosas de alto grado en la
prueba de PAP, mientras que el 15.34% ya tenian una neoplasia invasora. Al efectuar la
biopsia dirigida por colposcopia, los resultados de histologia revelaron 62 (35.23%) LEIAG y
30 (17.04%) Carcinoma Invasivos; 51 (28.98%) no demostraban lesiones preinvasoras ni
invasoras. (Tabla 3)

Se efectuaron 38 Conizacién con asa del cérvix, ya sea por tratamiento o por diagndstico.
De éstos, 12 casos (31.57%) fueron diagnosticados como cervicitis, 8 casos (21.05%) como
LEIBG, 12 casos (31.57%) como LEIAG, 3 casos (7.9%) como carcinoma microinvasivo y 3
casos (7.9%) como Carcinoma Epidermoide Invasivo. (Tabla 3)

Se presentan los resultados de las citologias con tincion convencional respecto al
resultado de histologias H y E finales ya sea por biopsia o cono cervical A cada paciente se
le efectud biopsia cervical bajo visién colposcopica, las cuales fueron procesadas y tefiidas
con hematoxilina y eosina. (Tabla 3)

En 20 casos existid la discrepancia entre citologia y biopsia. Especificamente, en los casos
en que la citologia inform6 LEIAG o cancer invasivo y la biopsia reportd Cervicitis o LEIBG, se
indicé conos diagndsticos. Por lo tanto, se consideré como diagndstico final o concluyente el

resultado del cono cervical. (Tabla 3)
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Tabla 3

Resultados de estudios convencionales de citologia de exfoliado, biopsiay cono
cervical de 176 pacientes tratadas en la Unidad de Colposcopia INCAN,
periodo 2012 y 2013

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 Invasor 27 15.34

Carcinoma Epidermoide Invasivo 24 88.89
Adenocarcinoma invasivo 3 11.11
Resultados de Histologia biopsiaHy E n (176) %

Negativo o normal, cervicitis, metaplasia, 51 28.98
endocervicitis, poélipo
LEIBG (NIC 1, coilocitosis o Condiloma) 33 18.75
LEIAG (NIC 2 0 3) 62 35.23
Carcinoma Invasivo (Segun tipo) 30 17.04

Carcinoma microinvasivo sospecha 6 3.41
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) %

Cervicitis 12 31.57
LEIBG (NIC 1, coilocitosis o condiloma) 8 21.05
LEIAG, (NIC 2 0 3) 12 31.57
Carcinoma microinvasivo 3 7.9
Carcinoma epidermoide invasivo 3 7.9
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NLB normal lesiones benignas, LEIBG: Lesion escamosa Intraepitelial de Bajo Grado;
LEIAG Lesion Escamosa Intraepitelial de Alto Grado; ASCUS: Atipia Escamosa de
Significado Indeterminado; ASCH: Atipia Escamosa de Alto Grado; AGUS: Atipia
Escamosa Glandular de Significado Indeterminado,

FUENTE: Papeletas de las pacientes, Unidad de Colposcopia INCAN

6.3. Impresion colposcopica

Cada paciente fue evaluada por colposcopia. Se interpretaron como “Negativas” las
considerandolas lesiones consideradas como benignas; “Poco Significativa” las lesiones
consideras LEIBG; “Significativas” las lesiones consideradas LEIAG; y “Muy Significativa” las

Lesiones consideradas carcinomas invasivos. (Tabla 4)

Tabla 4
Impresidn colposcopica de 176 pacientes tratadas en la unidad de colposcopia INCAN,
periodo 2012y 2013

Impresion colposcopica n (176) %
Negativa 21 11.9
Poco Significativa 70 39.8
Significativa 59 33.5
Muy Significativa 26 14.8
FUENTE: Informe de colposcopia en las Fichas clinicas, Unidad de Colposcopia
INCAN

6.4. Citologia con biopsia o cono cervical con tincion Hy E

Hubo 83 casos con citologia con LEIBG, ASCUS, ASCH o AGUS, en que no fue necesario
conizarlas debido a que se considerdé que la biopsia dirigida fue la determinante en el

diagnostico final. Entre ellos, 19 (22.9%) revelaron LEIAG o carcinoma invasor. (Tabla 5)
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De 27 pacientes con citologia que revelaba carcinoma invasor, se confirmé en 13 casos
(48.1%) el diagnostico por histopatologia. Hubo discordancia en 14 casos (51.85%) ya que
fueron diagnosticados como menores o iguales a LEIAG por conizacion cervical. (Tabla 5)

De 66 pacientes con citologia que reportaron LEIAG, hubo 15 casos (50%) reportd

carcinoma invasivo por histopatologia. (Tabla 5)

Tabla 5
Resultados de Citologia con Biopsia o Cono cervical con Tincion Hy E.

Diagndstico final de HistologiaHy E
Citologia _ Total
L NLB LEIBG, LEIAG Carcinoma
tincion
_ Coilocitosis Invasivo
Convencional
n52 % n32 % ne2 % n30 %
nl76 %
40
LEIBG, ASCUS, (76.9) 24 (75) 17 (27.4) | 2 (6.7) |83 (47.2)
ASCH, AGUS '
LEIAG 7 6 (18.8) 38 (61.3) | 15 (50.0) | 66 (37.5)
(13.5)
Carcinoma 5 (9.6)| 2 (6.3) 7 (11.3) 13 (43.3) | 27 (15.3)
Invasivo

NLB normal lesiones benignas, LEIBG: Lesion escamosa Intraepitelial de Bajo Grado; LEIAG
Escamosa Intraepitelial de Alto Grado; ASCUS: Atipia Escamosa de Significado
Indeterminado; ASCH: Atipia Escamosa de Alto Grado; AGUS: Atipia Escamosa Glandular de

Significado Indeterminado,
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6.5. Citologia convencional de cérvix con Cono cervical

De las 38 pacientes que se les realiz6 conizacion de cérvix 17 casos tenian resultados por
citologia LEIAG, de estas 13/17 casos (76.41%) fueron reportados por cono con cervicitis o
LEIBG. De 17 casos con citologia de carcinoma invasivo, 7/17 casos (41.17%) fueron
reportados por cono con cervicitis o LEIBG, lo cual refleja que fueron innecesariamente
realizados 20/30 (51.73%) conizaciones. (Tabla 6)

TABLA 6
Interpretacion de Citologias Convencionales de Cérvix de acientes que se les
realiz6 Cono Cervical (n=38)

Interpretacion Diagnostico en cono cervical
de citologia Carcinoma
convencional Cervicitis LEIBG LEIAG Microinvasivo | epidermoide Total
Invasivo
LEIBG, ASCUS,
AGUS, ASCH 3 ! 4
LEIAG 7 6 2 1 1 17
Carcinoma . ) . 5 L 17
Invasivo

LEIBG: Lesion escamosa Intraepitelial de Bajo Grado; LEIAG Escamosa Intraepitelial de Alto
Grado; ASCUS: Atipia Escamosa de Significado Indeterminado; ASCH: Atipia Escamosa de
Alto Grado; AGUS: Atipia Escamosa Glandular de Significado Indeterminado.

6.6. CITOLOGIA E HISTOLOGIA CON INMUNOTINCION

En la Tabla 7 se presentan las interpretaciones de las 176 muestras de citologia e
histologia con inmunotincion. Se observa que de las 90 muestras reportadas normales, con
cambios inflamatorios, LEIBG, ASCUS, ASCH o AGUS, se diagnosticaron por histologia final

con tincién P16, 23 casos con LEIAG (25.6%) y 2 carcinomas invasivos (2.2%). Con respecto
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a las 67 citologias con LEIAG, se confirmd por histologia LEIAG en 48 casos (71.6%) vy
carcinoma invasivo en 15 casos (22.4%). Hubo discordancia en 4/67 casos (6%) que
resultaron ser lesiones benignas a la conizacion cervical. Finalmente de los resultados por
citologia con carcinoma invasivo se diagnosticé por histologia 4/19 LEIAG (21.1%) y se

confirmo carcinoma invasivo en 15 casos (78.9%).

Dentro de los resultados de citologia con doble tincion se clasificaron 61 casos con
citologia normal o cambios inflamatorios. De éstos 41/61 (67.21%) fueron diagnosticados por
biopsia como normal o cervicitis, siendo un grupo que podria haber evitado hacer la
colposcopia. Sin embargo hubo casos que a la biopsia se detecté LEIAG o cancer cervical
13/61 (21.31%) considerandolos falsos negativos. (Tabla 7)

Tabla 7
Resultados de citologia con doble tincidn segun diagndstico final de histologia

con tincién P16

_ ] Diagnéstico final de histologia con tincién P16
Citologia
Normal, . Total
con doble _ LEIAG Carcinoma
L Lesiones LEIBG, ) n 176
tincion _ S Invasivo
Benignas Coilocitosis %
n75 % n32 %
n48 % n2l %
61
Normal , Cl 41 (85.4) 7 (33.3) 12 (16.0) 1 (3.1 (34.7)
LEIBG, 29
ASCUS, 3 (6.2 14 (66.7) 11 (14.7) 1 (3.1 (16.5)
ASCH,
AGUS
67
LEIAG 4 (8.3) 0 (0 48 (64.0) 15 (46.9) (38.1)
: 19
Carcinoma
. (10.8)
Invasivo 0 (0 0 (0 4 (5.3) 15 (46.9)
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NLB normal lesiones benignas, LEIBG: Lesion escamosa Intraepitelial de Bajo Grado; LEIAG

Escamosa Intraepitelial de Alto Grado; ASCUS: Atipia Escamosa de Significado
Indeterminado; ASCH: Atipia Escamosa de Alto Grado; AGUS: Atipia Escamosa Glandular de

Significado Indeterminado,

6.7. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo de

citologia e histologia con inmunotincion

Para detectar casos con = LEIAG se comparé la Citologia con tincion 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 observé mayor especificidad
(76.16% vs 94.20%) y mayor Valor predictivo positivo (78.49% vs 95.35%) para la citologia
con doble tincién. (Tabla 8)

Tabla 8
Sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo
paralesiones 2 LEIAG con Prueba de citologia tincién convencional
y con doble tincion.

Tipo de . L
_ ] Sensibilidad | Especificidad VPP VPN
citologia
o Valor % Valor % Valor % Valor %
segun Tincidn
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
79.35 76.16 78.49 77.11

Convencional

Doble tincién

(70.53-88.16)

76.64
(68.15-85.12)

(66.49-85.89)

94.20
(87.96-100.0)

(69.61-87.38)

95.35
(90.32-100.0)

(67.47-86.75)

72.22
(62.41-82.03)

VPP Valor Predictivo Positivo, VPN Valor Predictivo Negativo
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6.8. indice de concordancia inter observador de citologiay biopsia con

Inmunotincién

De cada paciente se evalu6 una citologia y una o dos muestras de histologia (biopsia y
cono cervical). Fueron 2 patdlogos de Guatemala (A y B) y 1 de Barcelona Espafa
considerado el experto. Se obtuvo el indice de concordancia con Kappa Ponderado entre
cada patélogo y el experto segun tipo de muestra (citologia y biopsia o cono cervical). Las
muestras de biopsia y cono cervical obtuvieron mayor indice de concordancia 0.82 y 0.87
respectivamente considerada muy buena. Con respecto a la citologia con doble tincion hubo
diferencia en los indices de concordancia 0.56 y 0.72 respectivamente consideradas de

moderada a buena. (Tabla 9)

Tabla 9
indice de concordancia inter observador segun tipo de muestra interpretada

kappa Ponderado IC (95%)
Tipo de muestra Patologo Pat6logo
A B A B
Citologia con doble Tincion** 0.56* 0.72* 0.43-0.69 0.62-0.82
Biopsia cervical con Tincion
P16** 0.82* 0.87* 0.75-0.88 0.86-0.91
Cono Cervical con Tincién
. 0.87* 0.86* 0.70-1.00 0.66-1.00

**Kappas Globales para citologia con Test Dual 0.66; IC 95% (0.58 0.71). X2 4.08, Valor
p de homogeneidad 0.12. Para Biopsia Kappa 0.84, IC 95%(0.80 0.87), X2 4.69 y Valor p
de homogeneidad 0.1. Para Conos cervicales 0.84, IC 95% (0.73 0.95) X2 0.05 y Valor

homogeneidad p 0.94. IC intervalo de confianza
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6.9. Indice de correlacion entre citologia e histologia con inmuntincion

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 correlaciéon
entre citologia con tincion dual con respecto a Impresion colposcépica fue 0.489,
considerada de moderada correlacion; siendo mayor el indice entre Citologia con tincion
dual y diagnostico final de histologia con P16 el cual es de 0.684, considerada de buena

correlacion. Las p de significancia fueron < 0.001. (Tabla 10)

Tabla 10
indices de Correlacion entre los tipos de citologia con respecto a Histologia e

impresiéon Colposcopica segun tipo de lesiones cervicales.

o Citologia Diagnosti _ )
Indice _ _ Citologia doble _ _
Convencional co final o Diagnostico
de tincion .
con final de
Correlac _ : . )
. | H&E/impre | Diagnoés Histologia
ion Tau ) i Impresio » ) ) .
b Diagnos sion tico final | Impresion P16
n
tico final | colposcopi de Colposco /impresion
Kendall colposco _ ) ,
con H&E _ ca histologi pica colposcopica
ica
P a P16
Valor 0.481 0.584 0.681 0.684 0.489 0.571
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
significa
ncia
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CAPITULO VII
DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Respecto a la sensibilidad, en nuestro estudio, no hubo diferencia significativa entre ambos
tipos de citologias; sin embargo la citologia con Test de doble tincién P16 y Ki67 fue mas
especifica (94.2%); que la citologia convencional (76.16%). Segun la literatura consultada la

citologia con doble tincién tiene especificidad del 82%. (Petry et al., 2011).

La correlacién 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 Tincién P16 y Ki67.

Comparando la correlaciéon de los resultados de citologia con doble tincién P16 y Ki67 vs la
citologia convencional con respecto a los resultados de Histologia, se observa que fue superior
el indice de correlacién con el Test con doble Tincién P16 y Ki67 siendo 0.684 el cual es de
Bueno; el de la citologia convencional fue de 0.481 considerado de Regular.

Los acuerdos entre evaluadores de Guatemala y Espafia fue mayor el indice de concordancia

en interpretacion de muestras de histologias respecto a la citologia; siendo 0.87 y 0.72

respectivamente. Consideradas de buenas a muy buenas.
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7.1 CONCLUSIONES

7.1.1 El test de doble tincion con P16 y Ki67 en citologia cervical tiene mayor especificidad
y VPP respecto a la citologia convencional siendo 94.2%. No hay diferencia

significativa en la Sensibilidad respecto a la citologia convencional.

7.1.2  Existe buena correlacion entre resultados de citologia con doble tincion P16 y Ki67
y los resultados de histologia, segun los diferentes tipos de lesiones cervicales siendo
0.684. EIl indice de correlacién de la colposcopia fue de 0.571. Existe buena

correlaciéon en ambos indices.

7.1.3 Lacorrelacion 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.

7.1.4 Elindice de Correlacion es regular entre los resultados de citologia con doble tincion

P16 y Ki67 y la impresion colposcopica, la cual es de 0.489.
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7.2.1

71.2.2

7.2.3

7.2.4

7.2.5

7.2 RECOMENDACIONES

Debido a la buena correlacion, alta especificidad y valor predictivo positivo de la
citologia con test de doble tincién 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 diagnéstica

del cérvix.

Debido a la buena correlacién y alta especificidad de citologia con test de doble
tinciébn P16 y Ki67 respecto a los resultados finales de histologia, se recomienda
aplicar dicho test en aquellos casos en los que haya discrepancia entre la citologia
cervical convencional y la biopsia, pues los falsos positivos pueden disminuir en un

17%, evitando una conizacion diagnéstica del cérvix en estas pacientes.

El test de doble tincién 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 o no correlacion entre pruebas de citologia de exfoliado

cervical y biopsia cervical; asi tener mayor significancia y sustento su aplicabilidad.

Se prevee que la utilidad de la tinciébn dual disminuiria el numero de casos de
innecesario de conizaciones cervicales; ofreciendo mejorar la eficiencia y certeza

en los diagnosticos de lesiones del cérvix.

La prueba de doble tincion se puede aplicar en citologias con exfoliados cervicales.
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CAPITULO IX
ANEXOS

9.1.1. Boletade informacién a la paciente y consentimiento informado

Objetivo de la Investigacién

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 coordinado Dr. Alberto Garcia Gonzéalez. Profesor e

investigador de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de
Guatemala y ejecutado por el Dr. Carlos Enrique de Jesus LOpez Sanchez.

Propésito

Evaluar una prueba diagndstica que mejora la deteccion de células del cérvix que podrian
llegar hasta cancer. Esta prueba ayudara a los otros estudios como la colposcopia y la biopsia

del cérvix
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1) El procesamiento de las muestras del exfoliado del cérvix 6 llamado Papanicolaou se

utilizaran en la investigacién 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) Elinvestigador dard los resultados a los médicos a cargo de su caso Yy si usted lo solicita

3)
4)

5)

seréa notificada a través de ellos.

No seran entregadas los resultados a terceras personas.

La muestra y su procesamiento podra conservarse hasta que sea de utilidad en el estudio.
La investigacion durara 24 meses a partir del 2012.

Los cientificos investigadores no entregaran las muestras a ninguna tercera parte,

cumpliendo con esto privacidad y confidencialidad.

Procedimiento

1)

2)

3)

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

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 Espafia, lo
gue avala la calidad de las mismas.

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

resultado.
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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 o

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 institucién donde esta siendo tratada.

e Recibir informacién del estudio si asi lo desea.

Alternativas

La Unica alternativa es no participar en el estudio. Al negarse a colaborar con el estudio no

afecta la 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 Dr. Enrique L6pez Sanchez o Alberto Garcia

Gonzélez

Tel. 57152257

Si estd 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 o por

algun familiar que le acompafie.
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9.1.2. Consentimiento informado

Nombre de la paciente

Fecha No de registro Médico

Institucion a que pertenece

Con la firma de este documento, dejo constancia, Yo

, que he sido informada acerca del estudio que se

realizara 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 investigacién a recabar la informacién que requiere la ficha del estudio,
manteniendo la confidencialidad de los datos. Acepto voluntaria y libremente participar en esta

investigacion.

Firma o huella de la paciente Testigo/ enfermera(o) 6 médico

Dr. Alberto Garcia Gonzalez

Investigador principal
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9.1.3. Cartas de autorizacion

Facultat de Medicma

Departament d’ Anatomia Patolagica, Farmacolog
UNIVERSITAT DE BARCELONA i Merobiologia e =

Casanova, 143

08035 BARCELOMNA

Dir. Jaume Orda

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

Dr. Alberto Garcia Gonzalez
Universidad San Carlos de Guatemala

Querido Dr . Garcia,

Por la presente te comunico que sera un placer apoyarte en tu proyecto
del Test Dual P16 y KiG7 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_, Fh.D.
Profesor de Anatomia Patologica
Departamento de Anatomia Patologica
Facultad de Medicina
Universidad de Barcelona
Hospital Clinic

Villarroel 170

08036 Barcelona

Espaiia

Tel. +34 93 227 5450

Fax +34 93 227 5717

email: jordi@clinic.ub.es
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UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DK GUATEMALA

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

GUATEMALA, CENTRO AMERICA

A quién Corresponda

Por este medio hacemos constar que el personal del Laboratorio de Investigacién
Biomédica, de La Facultad de Ciencias Médicas, de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, dar4 apoyo para la ejecucién del trabajo de Investigacion del Dr.

Alberto Garcfa Gonzélez , titulada:

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

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

Dra. Elisa Hernrfe#/de Rodas
Directora del Laboratorio
de Investigaciones Biomédicas

Médico Patélogo
Docente de posgrado patologfa
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9.2. Instrucciones de latoma 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 % i

Condiciones de la Paciente: Sin menstruacion, no embarazada y estar 72 horas sin

relaciones sexuales, ni haber tenido tratamientos Vaginales (gel, cremas ni 6évulos)

A latoma 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 deberé introducirlo en el frasco con solucién PBS y cortar el
mango de plastico, tapar el frasco y dejarlo a temperatura ambiente. Ver las siguientes
figuras

El cepillo endocervical se 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.
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La muestra se coloca en el frasco en solucién de PBS, cortar el
mango de la escobilla, justo por debajo del tapon o 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
Inmunotincion P16y Ki67
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9.3. Ficha de recoleccién 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:

Indicacién de la Colposcopia:(Resultado de
citologia)

Estudios Previos

Resultado de Citologia Exfoliativa: ylo

Biopsia:

Hallazgos Colposcépicos:
Ectopia |:| Leucoplaquia |:| Epitelio Acético Positivo [_]
Punteado/Base |:| Mosaico[ ]  Vaso(s) Atipico(s) [ ]
Unién escamo columnar: ~ Visible [ No visible O
Otros:

Observaciones

No de Biopsias en cérvix: Legrado Endocervical [

Impresion Colposcopica:

Resultado Histologia/ Hematoxilina Eosina

No Registro de patologia:
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9.4. Instrucciones del kit cintec plus

. Nombre del producto

CINtec® PLUS Kit

Il. Uso previsto
Para uso en diagndstico in vitro.

El CINtec® PLUS Kit es un ensayo inmunocitoquimico para determinar
cualitativamente y de manera simultanea las proteinas p16™“* y Ki-67 en
preparaciones citologicas cervicales.

El uso de este kit esta previsto para laboratorios de citologia. La interpretacion de
los resultados debe reslizara un profesional cerificado basandose en la historia
clinica del paciente y 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 expresiones confroladaz v modificaciones
postraduccionales (p. j., fosforilacion) de las proteinas que regulan el ciclo celular.
La proteina p16™“* tiene una funcion crucial en la regulacion del ciclo celular
eucariotico. Es parte del control mediado por la proteina retinoblastoma (pRE) de la
transicion de las fases G1 a S y provoca la detencion del ciclo celular durante el
proceso de diferenciacion celular. Por lo tanto, p1E'"m’ fiene un efecto
antiproliferativo cuando se expresa durante la progresion del ciclo celular. En
celulas 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 |a proliferacion. Loz analisis profundos
del ciclo celular han revelado gue el antigeno Ki-67 estd presente en niveles
detectables en todas las fases y, también, en la mitosis, mientras que las células
en reposo o inactivas en la fase Gy no muestran expresion de este antigeno. [3;23].

Como las células con sobreexpresion de p16™* solo pueden proliferar
activamente si su sistema de control del ciclo celular estd dafado, la expresion del
marcador de proliferacion Ki-67 y del marcader p16™** dentro de una misma
célula =& 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
ciclo celular de las estas células.

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

Material suministrado

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

1 Peroxidase-Blocking Reagent I

Reactivo de blogueo de la peroxidasa
11,5 mL, listo para su uso
Peroxido de hidrogeno al 3% que contiene 15 mmaol/L de azida de sodio (Nala).

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 antihumana p16™2, clon E6H4 v anficuerpo
monoclonal de conejo antihumano Ki-67, clon 274-11 AC3, suministrado en
50 mM de tampaon Tris, pH 7,2, que contiene 15 mmolL azida de sodio (MaM,) v

proteina estabilizante.

3 | Visualization Reagent HRP

Reactivo de vizualizacion HRP

11,5 mL, listo para su uso

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

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

4 |‘u"isualizatiun Reagent AP |

Reactivo de visualizacion AP
11,5 mL, listo para su uso
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Reactivo de polimers conjugado con fosfatasa alcalina y fragmentos FAB de
anticusrpos de cabra anti-conejo purificados, suministrado en una solucion
estabilizante con conservantes y proteina estabilizanie.

Contiene 5-bromo-5-nitre-1,2-dicccano y puede causar reacciones alemicas. La
ficha de datos de seguridad se encuentra disponible bajo peticion.

DAB Buffered Substrate

Sustrato tamponado DAB
16,0 mil_

Solucion de tampdn sustrato, pH 7.5, que contiene perxido de hidrégeno < 0, 19%,
estabilizantes, potenciadores y un agente antimicrobiano.

DAB Chromogen

Cromogens DAB

0.85 mil

Solucion de cromdgeno 3,3 -diaminobencidina.

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

R40 Posibles efectos cancengenos.

R43 Posibilidad de sensibilizacion en contacto con la piel.

R8& Posibilidad de efecios imeversibles.

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

S38/37 Usese indumentaria y guantes de proteccion adecuados.

HOTA: aunque la diaminobenciding esta relacionada estructuralments con la
benciding, mo hay prusbas de la carcinogenicidad de la diamimobencidina.
Consulte las mormas nacionales, regionales o locales para la eliminacion del
producio. .

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

Maphthol Phosphate Substrate

Sustrato naftol fosfato
250 ml,

Solucion de tampon susirato, pH 8.2, gue confiene nafiol-AS-TR-fosfalo como
sustrato, estabilizantes, potenciadores y un agente antimicrobiano.

Fast Red Chromogen

Cromogeno Fast Red
1.32 mlL, solucidn de cromogeno Fast Red.

Epitope Retrieval Solution 10«

Solucion de recuperacion del epitopo 10x

500 ml, 100 mM de EDCTA, ph 8,0, gue contiene 15 mmolL de azida de sodio
(MalMa).
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10 | CiMeec® PLUS Mount

Montaje ClNtec” PLUS

180 mL, medic de montaje permanente con una base acucsa para la
conservacion permanente de los preparados en portacbietos con tincion con
permxidasa y fosfatasa alcalina como sistemas de visualizacion. Contiens 7.7
mmokL de azida sodica (NaN32)

Preparacion de las muestras citologicas

Las muestras citologicas deben manipularse de manera adecuada para conserdar
adecuadamente dichas muestras para procedimientos de inmunociftoguimica.
Sobre las muesiras se deben realizar los metodos habituales de procesamiento
celular.

Se pueden usar los portachjetos ThinPrep® (Hologic™ Inc.) preparados de acuendo
uunelpmb:nhdelfabrmrﬁemunm&du’d&pummdelﬂﬂem
ThlnFTep 2000, (Hologic™ Inc.) o portacbjetos del sistema BD SurePath™ |:EI-D

Diagnostics Tripath) preparados de acuerdo con el protocolo del fabricante, asi
como portacbjetos preparados manualmente (frotis convencionales.

Motas:

1. Preparacion de las muestras ThinPrep™

Por favor tenga en cusnta gue no == recomienda el empleo del procesador
ThinPrep® 3000, ya que el procedimiento de fijacion con espray realizado
con esie instrumento podria generar la perdida masiva de calulas.
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2. Preparacion de las muestras BD SurePath™:
S5 ha comunicado ocasionalmente gue & almacenamienio del matenal
celular posterior al procedimiento de enriguecimients en agua, pusde tener
un efecto negativo sobre la sefal inmunocitoquimica; recomendamos que
durante la preparacidn de los portachjetos para la prusba con ClMtec™
PLUS respefe siempre las instrucciones expuestas a continuacion para
evitar cuakquier riesgo de perdida de sefal:

a. Preparacion de los portaobjetos directamente despues del
procesamiento de los poriacbjetos con papanicolaou

i En cuanty == haya realizado la tincion papamicolacu del
respectivo portachjetos BD SurePath™, se podra preparar un
segundo portachjetos para cada caso.

ii. Cologue un segundo set de porsobjetos etiguetados en los
soportes para portacbjstos. ) )

iii. Si emplea el PrepStain™ con wersion GYM 1.1 o 1.2 para la
preparacion de poriachjelos, seleccione el programa "Solo
transferencia” ("Transfer only™).

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

i. Retire los sopories con los tubos del sisterma PrepStain™ y
anada aproodmadamente 2 ml de liguido conservante BD
SurePath™ a cada tubo.

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

iii. Si wa a preparar un portacbjetos para CIMtec® PLUS con una
muesira almacenada, esta debera atemperarse previamente
duranie 1 hora a temperatura ambiente. Comience con el
segundo paso de cenfrifugado del proceso de enriquecimienio
GYM y realice el esto de los pasos del procedimiento de
preparacion.

c. Preparacion de portachjeios con el material de muestira restante que
permanecio en & vial de muestra orginal (aproximadamente 2 mL)

i Anada & mlL de liquido conservants BD SurePath™ al material
restante en el vial BD SurePath™ {aproe. 2 mil)

ii. La muestra diluida se debe procesar con & PrepMaie™ usando
las fécnicas convencionales y en &l PrepStain™ usando la
wersion 3YM 1.1 & 1.2 para la preparacion de portacbjetos con el
programa "Solo transferencia” ("Transfer only™)

Inmedistamente después de la preparacion, los portsobjetos ThinPrep® o BD
SurePath™ deben fijarse en etancl al B9% durante 10 minutos hasta 1 hora y dejar
secar durante 20 minutes hasta 16 horas (durante la noche). Las preparaciones
citoldgicas ThinPrep® o BD SurePath™ no deben ser fijadas con reactivo de
fijacion pulverizable para muestras citologicas (spray) que contenga
polietilenglicol (p. ej., Merckofix®, Merck).
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Los frofis. convencionales deben fijarse con reactivo de fijacion puhrenzal:ﬂe (=pray)

para muesiras citologicas que contenga poliefilenglicol (p. =j. Memkofir™,
inmediatamente después de la recogida de |as muesiras.

Merck)

Antes de comenzar con &l procesamiento de inmunotincidn, se deberan rehidratar
todas las muestras siguiendo el protocolo especifico expuesio en el apartado 2.1.

A confinuacion se adjunta el resumen de |la programacion:

Paso del | Preparaciones citologicas Preparaciones citologicas BD

programa | ThinPrep® y frotis Surepath™
convencionales

1 rinsa" (Lavado) nnse" (Lavado)

v, Peroxidase-Blocking Reagent Percoddase-Blocking Reagent
(Reactivo de blogueo de ia (Reactivo de bloquea de [a
peroxidasa) peroxidasa)

5 minutos 5 minuios

q rinsa" (Lavado) nnse" (Lavado)

4 Primary Antibodies Solution Primary Antibodies Solution
{Solucion de Anficuerpo Primaria) | (Solucion de Anticuerpo Primario)
20 minutos 20 i nutos
rinsa" (Lavado) nnse" (Lavado)

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

7 rinse” (Lavado) nnse' (Lavado)
rinsa" (Lavada) nnse" (Lavado)
rinse” (Lavada) nnse’ (Lavada)

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

11 rinsa" (Lavado) nnse" (Lavado)

12 rinse” (Lavado) nnse’ (Lavado)

13 rinsa" (Lavado) nnse" (Lavado)

14 Switch (cambio) Swatch (cambio)

15 “Subsfrate” step: DAB “Substrate” step: DAB
(Paso “Susfrafo”™ DAB) (Paso "Sustrato™ DAB)

10 minutos 10 minutos
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16 rinse [(con agua destilada o Finse (con agua destilada o
desionizsdal desiomnizada)
17 rinse” (Larsacka) rinse” (Lawvadoa)
15 “Swbsirate-batch™ step: Fast Red “Subsirate-batch™ step: Fast Fed
(Faso pefickan de susfrado™ Fast (FPaso jpedicion oe sustrado™ Fasf
Red)
15 minuios 15 muinwrbos
10 rnse" [Lavwado) nnse” [Lawvado)
> —_ Aartostainer Lab%Wisiom:
“Sub=sirate-'batch™ step: Fast Re=d
(Faso jpedicion oe sustrado™ Fasf
15 mminwrbos.
Aartostainer Daloo:
“Subsirate” stepc Fast Red
(Faso "Swsfradoc™ Fasf red)
15 i rwurtcs
21 m (e }
> rnse (con agua destilada o nnse [con sgua destilsda o
desionizsdal desionizada)
] switch ((Carmbyval) switch [ Carmibeia)
® utilice el tampan de lavado para los pasos de lavado (rnse)
Vill. Interpretacion de los resultados

El procedimiento del ClMiec®™ PLUS Kit genera dos producios de reaccion de
distingo color uno Mamén que se precipita =n el lugar donde hay antigeno p1Ee
¥ unoc rojo gque se precipita en =l lugar donde hay antigenc Ki-67. La tincion de
celulas con color mamon (citoplasma yo nddec) indica la scbhreexpresion de la
pl1&E"™ La tincion de células con color rojo (nixclen) indica la expresion de Ki-67.
Las c&lulas con ambas tinciones. mostraran una tincion mamon citoplasmatica con
un nicleo tipicamente de color qnlntensn.ﬁntﬁde |n1:er|:lrel.a.rk:|-5 resultzdos, un
padngﬂmmte-:wm cualificado COr E:q::-enerh::la. 2m FH'EIBEdIITIEf"I‘I:G'E-
|nrmrmtﬂqu|myfnﬂnadnmhlnta‘petmn demputtautaemsdehmnnde

Clhiec™ FLLUIS debe evaluar los controles positives y negativos. La interpretacion
de los resulttados debe realizara un profesional certificado dentro del contexto de la

historia clinica del pacients v de otras prusbas diagndsticas.

La interpretacion de las muestras citoldgicas cervicales con tincion de ClMtec™
PLLUE Kit, se deberd reslizar evaluando la presencia de las células cendicales
epitefiales gque muestran ambas tinciomes, la tincion mMamon cGtoplasmatica y la
tincion roja del nicleo, que son indicativos de una expresion simultanea de p18 v
Ki-67.
Lapreserhﬁadeunanméscélulaﬁcenﬁcalesepitelialesmlaprﬁenciade
ambas tinciones, ka inmurotincion mamon citoplasmatica y la immunoctincdn roja del
nicles dentro de la misma celula, se interpreta como un resultado positivo del test

Clkiec® PLUS.

&ms&d&t&mmaﬂubsmﬂesemeﬂdesmlaprs&mad&am la
inmunotincion maman ctoplasmatica y ka inmunotincion mja del nideo, se
interpreta con um resultado negativo del test CliNted™ PLLS.

Por favor tenga en cuenta que la presencia de celulas osrvicales epitsliales que
muesiren inmunoreactvidad a tan solo uno de los dos marcadores (como por
gjemple solo la tincion mamon por pl16 o solo la tincion roja por Ki-87) no se
considerardn un resultado positivo del test CliMNted® FLLUIS; incluso si ambos fipos
de calulas cervicales gque muestran una inmunoresctividad se encuentran en la
mis=ma muestra citclogica.

S5i se detectaran células con indicacion de discariosis severa que no presanten la
fincion de ambos marcadores, pl& y Ki-G7. los crterios morfologicos de
interpretacion o se deben ignorar.
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9.5. Informe por paciente del estudio de citologia exfoliativa.

INTERPRETACION CITOLOGIA TEST DUAL

cédigo | EDAD | Gestas Anticoncepcién

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 POSITIVA__

) ) TINCION NEGATIVA___
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 (lesion escamosa intraepitelial de bajo grado) 6 NIC I/Coilocitosis
O LEIAG (Lesion escamosa intraepitelial de alto grado) ¢ NIC II-11I Ca Insitu
o Carcinoma epidermoide Invasivo

o Adenocarcinoma

o Carcinoma Mixto
Observaciones adicionales:

Patélogo

*Los criterios para considerar negativo una muestra es la ausencia completa de tincién, positividad focal si
aparecen en células aisladas y positividad difusa cuando hay tincién mayor extensién 6 area celular
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9.6. Informe de Histologia

1 BIDPELA

Informe de Histologia

o Biopsia
o Biopsia y Legrado endocervical

o ‘Cono cervical

Descripoian;

Tipo detincion  Hematoxiling Eozina

Tipo d= muestra Inmunichistoguimica P16

Diagnostico

MNormal /‘negative / carvicitis / Metaplasia
LEIBGHMICI Coilocitosis)

LETAG (NIC II-III' CA Insitu cervical)
Cancer epidarmpida microinvasivy
Cancer gpidarmpide Invasivo
Adsnocarcinoma

Carcinoma Mixto

Carcinoma Endocrine

L R e S e A R e N R |

Medico Patolozo

70



9.7. Base de datos de pacientes en Excel.

Y

== v
i44 +»i ] Sheetl J Sheet2 | Sheet /| Sheetd | Sheets <[ eIl

Vista normal | Listo |Sumu-0 v i
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9.8. 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

e

Relacién nucleo citoplasma normal, presencia 6 no de bacterias 6 flagelados

LEIBG

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

LEIAG

Tincién de nucleos color rojo y citoplasma color café marron (positivo para P16 y Ki67)
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Observe la pérdida relacion nucleo citoplasma, los nacleos se ven més grandes y hay

nucléolos

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

Cortes de biopsias del cérvix con Inmunohistoquimica P16

Biopsias del cérvix. Teflidas con inmunohistoquimica la proteina P16, se observa color
marron citoplasma y 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 sefialan la capa basal y las llaves el epitelio) y la Invasiva (aquella que ya penetra 6
invade la capa basal). Dentro de las lesiones preinvasivas se clasifican 2 tipos de bajo y alto
grado dependiendo del grosor epitelial afectado. Ver imagen A es de bajo grado (afecta sélo
tercio inferior del epitelio); imagenes B y C afectan mas del tercio inferior. Por tltimo la imagen
D es Cancer invasivo no se preservan los limites del epitelio, penetrando la capa basal. Fotos
de Investigacién del Dr. Alberto Garcia G, Centro de Investigacion Biomédica/Facultad de
Ciencias Médicas USAC. Proyecto Fodecyt No 75-2012

74



Aumento 10X Aumento 20X

LEIAG CON EXTENSION GLANDULAR
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IMAGENES POR COLPOSCOPIA

POCO SIGNIFICATIVA

Zonas blancas tenues, asociados 0 no a ectopia
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COLPOSCOPIA SIGNIFICATIVA

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

Epitelio perdida la continuidad, epitelio blanco grisaceo, vasos atipicos,
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El autor concede permiso para reproducir total o parcialmente y por cualquier medio la tesis
titulada “VALOR DE LA PRUEBA DE INMUNOHISTOQUIMICA P16 INK4A — KI67 EN
CITOLOGIAS ANORMALES DE PACIENTES QUE CONSULTAN A LA UNIDAD DE
COLPOSCOPIA” para propésitos de consulta académica. Sin embargo, quedan reservados los
derechos de autor que confiere la ley, cuando sea cualquier otro motivo diferente al que se

sefiala lo que conduzca a su reproduccién o comercializacion total o parcial.



