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RESUMEN

TITULO:
PROCESAMIENTO DE TEJIDO DE CUELLO UTERINO PARA ESTUDIO PILOTO DE DETECCION TEMPRANA DE
CANCER CERVICAL BASADO EN ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTRICA”.

AUTOR:
VARGAS CARRENO ELGA JOHANNA. Médica.”
ZAMORA RANGEL CARLOS JAVIER. Médico.”

PALABRAS CLAVE:
Céancer cervical, deteccion temprana, neoplasia intraepitelial, bioimpedancia eléctrica, espectro de impedancia eléctrica,
tamizaje, cancer de cuello uterino, modelo Cole-Cole.

DESCRIPCION:

Se reporta un método de toma y procesamiento de tejido cervical para el estudio piloto de deteccion temprana del cancer
cervical usando Espectroscopia de Impedancia Eléctrica (EIE). El objetivo de esta investigacion fue garantizar la calidad
del material de prueba y desarrollar un protocolo para el procesamiento y lectura del tejido cervical que pueda emplearse
de forma rutinaria en estudios de validacion de nuevas técnicas diagnoésticas.

Se practico evaluacion histopatologica de 108 muestras cervicales provenientes de histerectomias, conizaciones y biopsias
de pacientes del Hospital Universitario de Santander y el Hospital San Juan de Dios de Floridablanca previa medicion del
espectro de impedancia eléctrica empleando el impedancidmetro monocanal MARK 111, desarrollado en la Universidad de
Sheffield (UK), y una sonda tetrapolar previamente calibrada. Este dispositivo inyecta una corriente de 20uA al tejido y
mide la respuesta en voltaje del mismo, cumpliendo con las normas internacionales de seguridad eléctrica para el paciente,
BS5724 ¢ IEC601, incluidas en la norma Colombiana NTC-IEC 60601.

El andlisis de las curvas ROC de los datos obtenidos mostrd, para el pardmetro Ro del modelo de Cole-Cole, una
sensibilidad entre 82.6% y 87.0% y una especificidad entre 70.8% y 75.0% para el tamizaje de cancer cervical.
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ABSTRACT

TITLE:
UTERINE CERVICAL TISSUE PROCESSING TO STUDY EARLY CANCER DETECTION USING ELECTRIC
IMPEDANCE SPECTRUM'.

AUTHOR:
VARGAS CARRENO ELGA JOHANNA. Médica.”
ZAMORA RANGEL CARLOS JAVIER. Médico.™

KEYWORDS:
Cervical cancer, early detection, intraepithelial neoplasia, electric bioimpedance, electric impedance spectrum, Screening,
uterine cancer, Cole-Cole model

DESCRIPTION:

A new method of sampling and processing cervical tissue, to be used in an experimental study of early detection of
cervical cancer using Electric Impedance Spectroscopy, is described in this paper. The main goal of the research was to be
able to obtain samples without compromising their integrity. This can be translated into developing a protocol that can be
used as a regular practice in the validation of new diagnostic techniques.

Histopathologic evaluation was performed on 108 cervical samples obtained performing hysterectomies, conizations and
biopsies procedures on patients hospitalized in the Hospital Universitario de Santander and the Hospital de Foridablanca.
Prior to extracting the samples, the electric impedance was measured using a single channel impedanciometer (MARK
III), which was developed in the University of Sheffield (UK). A previously calibrated tetrapolar probe was also used.
This device injects a 20pA current into the tissue and measures its voltage response. These devices comply with BS5724
and IEC601 which are international regulations on electric safety for patients. They also comply with NTC-IEC 60601
which is a Colombian technical standard related to patient safety.

The analysis of ROC curves of the data set, for the parameter Ro of the Cole-Cole model, show a sensibility between
82.6% and 87.0%, and a specificity between 70.8% and 75.0% to the cervical cancer screening.

" Trabajo de Investigacion
™ Facultad de Salud. Especializacion en Patologia. Director: Jorge Humberto Echeverri Perico, MD.
Pat6logo. Codirector: David Alejandro Miranda Mercado, MsC.
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INTRODUCCION

Nuestro trabajo reporta el protocolo de procesamiento y lectura de tejido cervical
empleado en el estudio piloto de deteccion temprana del cancer cervical usando
Espectroscopia de Impedancia Eléctrica (EIE). El objetivo de este proyecto fue
estandarizar las normas para el procesamiento y lectura del material bioldgico a
emplearse de forma rutinaria en estudios de validacidon de nuevas técnicas
diagnosticas.

Se practicé evaluacion histopatologica de 108 muestras cervicales provenientes
de histerectomias, conizaciones y biopsias de pacientes del Hospital Universitario
de Santander y el Hospital San Juan de Dios de Floridablanca, previa medicion del
espectro de impedancia eléctrica empleando el bioimpedanciometro monocanal
MARK IIl'y una sonda tetrapolar calibrada.

Los resultados obtenidos mostraron que los parametros Ro y T del modelo Cole-
Cole discriminan las lesiones intraepiteliales e infiltrantes —clasificados de manera
semejante al Sistema Bethesda- de los tejidos normales correlacionandose con los
reportes histopatolégicos empleados como estandar de oro.

El primer capitulo contiene los fundamentos tedricos del proyecto y los
antecedentes relacionados con nuevas técnicas diagndsticas de cancer cervical
haciendo énfasis en la impedancia eléctrica. El capitulo dos desarrolla el protocolo
de medicion de la impedancia eléctrica, -incluyendo el método de calibracién de la
sonda de medicion- y se explica el procesamiento, coloracién y lectura del
material histopatoldgico.

El tercer capitulo muestra los resultados de las mediciones del EIE y los reportes
histopatoldgicos, y en el cuarto se analizan los resultados obtenidos. Se concluye
que el nuevo método diagnédstico presenta una sensibilidad y especificidad
cercana al 80%; hallazgo que corrobora la utilidad y pertinencia de los protocolos
de toma de datos, procesamiento y lectura del material histopatolégico.

Por ultimo, en el capitulo Cinco se muestran las conclusiones generadas a partir

del desarrollo del trabajo y el analisis estadistico de los resultados enfatizando la
posibilidad de emplear el EIE como prueba de tamizaje para Cancer de Cérvix.
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1. FUNDAMENTACION TEORICA

1.1. ANTECEDENTES DEL PROYECTO

Segln la American Cancer Society', el cancer es la segunda causa de muerte a
nivel mundial, superada solo por la enfermedad cardiovascular; razén por la cual,
la comunidad cientifica centra sus esfuerzos en la creaciéon e implementacion de
estrategias y nuevos métodos diagndsticos que permitan su deteccién temprana.

A nivel internacional existen grupos que estudian las propiedades eléctricas y
opticas de los tejidos, entre los cuales se destaca el fundado por el profesor Brian
Brown de la Universidad de Sheffield, Reino Unido, el cual estudia la
espectroscopia de impedancia eléctrica como técnica para el tamizaje de cancer
de cuello uterino. [BROWN_94], [RIGAUD_96], [BROWN_98], [BROWN_00].

En nuestro departamento, algunos investigadores de la Universidad Industrial de
Santander estudian las propiedades eléctricas y Opticas del tejido epitelial con el
fin de adaptar e implementar en un futuro técnicas alternativas que contribuyan a
la deteccion precoz de la enfermedad neoplasica.

Se destaca la labor desarrollada por el grupo de investigacion CIMBIOS (UIS) el
cual realizé un estudio piloto de deteccidon temprana de cancer de cuello uterino
basado en espectroscopia de impedancia eléctrica en el que se obtuvieron
resultados promisorios con alta sensibilidad y especificidad (superior al 80%); pero
cuya realizacion estuvo supeditada al desarrollo de un protocolo de toma y
procesamiento de las muestras que aseguraran calidad y reproducibilidad; de
modo, que pueda ser empleado de manera rutinaria en otros estudios de
validacion de nuevas técnicas diagnosticas comparables. [MIRANDA _05].

1.1.1. Espectro de Impedancia Eléctrica y el Bioimpedanciometro. El espectro de
impedancia eléctrica, aclara [GIMNES_00], es el término acuiado en bioingenieria
para referirse a la resistividad eléctrica medida con excitacion sinusoidal a
diferentes frecuencias. Su uso como herramienta para la caracterizacion de tejidos
biolégicos data de principios del siglo XX, como reporta [SCHWAN_57]; sin
embargo, el interés en el estudio de las propiedades eléctricas de los tejidos se

' www.cancer.org/downloads/STT/Cancer_Statistics 2006 Ultima visita 11 de Enero de 2007.
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remonta a 1786 cuando Galvani mostré6 experimentalmente el efecto de la
electricidad en las funciones motoras de animales.

[RIGAUD_96] et. al. presenta una recopilacion de los trabajos realizados hasta el
ano 1996 empleando el espectro de impedancia eléctrica para la caracterizacion
de tejido biolégico; mencionando su uso como herramienta clinica - diagnéstica, y
[MILNES_05] et. al. reporta el uso del espectro de impedancia eléctrica como
medio para el diagnéstico de algunas patologias.

El instrumento empleado en la medicidn de la impedancia eléctrica se denomina
bioimpedanciometro. Este dispositivo excita al tejido con una corriente sinusoidal
de frecuencia variable y amplitud constante y mide la respuesta en voltaje del
tejido, la cual es previamente amplificada y filtrada. [RIGAUD_96] presenté una
revision de diferentes configuraciones para un sistema de medicion de
bioimpedancia eléctrica y [TSANAMI_04] report6 wun disefnio de un
bioimpedanciometro utilizando circuitos integrados de la MAXIM.

1.1.2. Nuestro proyecto. El objetivo de nuestro trabajo es desarrollar un protocolo
para la toma y procesamiento del tejido de cuello cervical que garantice la calidad
del material de prueba para la realizacién de estudios de espectroscopia de
impedancia eléctrica; asi como, su reproducibilidad; de modo que pueda ser
empleado de manera rutinaria en otros estudios de validacion de nuevas técnicas
diagndsticas comparables. De este modo, la patologia puede contribuir en la
validacion de nuevas técnicas de tamizaje y/o diagndstico que cumplan con las
expectativas internacionales (mayor sensibilidad, especificidad, bajo costo y
reporte inmediato) que impacten positivamente en el descenso de las tasas de
incidencia de cancer de cérvix en nuestra poblacién.

1.2. GENERALIDADES

1.2.1. Anatomia e Histologia del Cérvix.

X Introducciéon. El cuello uterino, la parte fibromuscular inferior del utero, mide
de 3 a 4 cm. de longitud y 2,5 cm. de diametro, aunque su tamafo varia segun la
edad, el numero de partos y el momento del ciclo menstrual de la mujer. El
exocervix es la parte mas facilmente visualizable del cuello uterino y esta
recubierto por un epitelio plano escamoso estratificado. El endocérvix, en gran
parte no visualizable; es contiguo al orificio cervical externo y esta revestido por
epitelio cilindrico de una unica capa. Figura 1.1.
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Figura 1.1. Anatomia del Aparato Genital Femenino.
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La ubicacién de la union escamoso-cilindrica con relacion al orificio cervical
externo varia segun la edad, el momento del ciclo menstrual y otros factores como
el embarazo y el uso de anticonceptivos orales. Como condicidon normal se puede
presentar eversion del epitelio cilindrico sobre el exocérvix, cuando el cuello
uterino crece rapidamente y se agranda por influencia estrogénica, a partir de la
menarquia y en el embarazo; en estos casos le asignamos el nombre de
ectropion.

La metaplasia escamosa del cuello uterino consiste en el reemplazo fisioldgico del
epitelio cilindrico evertido al exocérvix por un epitelio escamoso neoformado a
partir de células de reserva subyacentes a las cilindricas. La parte del cuello
uterino en la que se produce la metaplasia escamosa se denomina zona de
transformacion. Identificar esta zona de transformacién tiene gran importancia en
la colposcopia, pues casi todas las manifestaciones de carcinogénesis cervical
ocurren en ella.
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X Histologia. Normalmente el exocérvix esta recubierto por epitelio escamoso
estratificado no queratinizante que contiene glucégeno. Es opaco, tiene varias
capas celulares (de 15 a 20) y es de color rosado palido. Este epitelio puede
corresponder al de origen, formado durante la vida embrionaria, o ser una
neoformacién metaplasica de los primeros afos adultos. En las mujeres
premenopausicas el epitelio escamoso original es rosado, mientras que el
neoformado presenta un aspecto rosado blanquecino a la exploracién visual.

La arquitectura histolégica del epitelio escamoso cervical presenta, en el fondo,
una unica capa de células basales redondas, con nucleos grandes de coloracién
oscura y poco citoplasma, unidas a la membrana basal, la cual separa el epitelio
del estroma subyacente. La unidn epitelio-estromal es ligeramente ondulada, con
cortas proyecciones de estroma a intervalos regulares denominadas papilas. Las
partes del epitelio introducidas entre las papilas se denominan invaginaciones.

Las células basales se dividen y maduran para formar la siguiente capa celular,
llamada parabasal, que también tienen nucleos relativamente grandes y oscuros, y
citoplasma basoéfilo de color azul verdoso. Estas células siguen diferenciandose
hasta constituir capas intermedias de células poligonales con citoplasma
abundante y nucleos redondos pequeinos que forman un entramado a manera de
cesta. Al proseguir la maduracion, se forman células grandes y planas, de nucleo
pequefo, denso, picnotico y citoplasma transparente, correspondiente a las capas
superficiales. En términos generales, de la capa basal a la superficial, estas
células aumentan de tamafo mientras se reduce el de su nucleo. Figura 1.2.

Figura 1.2. Epitelio Exocervical.

Fuente: BURKITT HG. et al. “Histologia Funcional de Wheather”. Texto y Atlas.
Churchill Livingstone. 32 edicion. 1994.
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Las células de las capas intermedia y superficial contienen glucégeno abundante
en su citoplasma, que se tifie intensamente de color pardo-caoba o negro,
después de aplicar solucion yodo-yodurada de Lugol con acido peryodico de Schiff
en los cortes histolégicos. La presencia de glucogeno en las capas intermedia y
superficial es signo de maduracién y desarrollo normal del epitelio escamoso. La
maduracion anormal o alterada se caracteriza por la ausencia de glucogénesis.

La maduracion del epitelio escamoso del cuello uterino depende de la presencia
de estrogeno. En ausencia de esta hormona, no se produce maduracidén ni
glucogénesis totales. En consecuencia, después de la menopausia, las células no
maduran mas alla de la capa parabasal y no se acumulan en capas multiples de
células planas. El epitelio se vuelve atrofico. A la inspeccion visual aparece palido,
con manchas petequiales subepiteliales.

El conducto cervical esta recubierto por epitelio cilindrico (a veces denominado
epitelio muciparo o glandular). Esta compuesto de una unica capa de células altas,
con nucleos oscuros, cerca de la membrana basal. El epitelio cilindrico presenta
pliegues longitudinales multiples que sobresalen en la luz del conducto, dando
lugar a proyecciones papilares. También forma invaginaciones en el estroma
cervical, dando lugar a las criptas endocervicales (glandulas endocervicales). Las
criptas pueden llegar a tener entre 5 y 8 mm. de profundidad medidas desde la
superficie del cuello uterino. Esta arquitectura compleja, con pliegues mucosos y
criptas, da al epitelio cilindrico una apariencia granular a la inspeccién visual. En el
epitelio cilindrico no se produce glucogénesis. Debido a la falta de glucégeno
citoplasmatico, el epitelio cilindrico no cambia de color tras aplicacion de Lugol, o
retiene una leve capa de la solucion yodo-yodurada. Figura 1.3.

Figura 1.3. Epitelio endocervical.

Fuente: BURKITT HG. et al. “Histologia Funcional de Wheather”. Texto y Atlas.
Churchill Livingstone. 32 edicion. 1994.

16



X Unidn Escamocolumnar. La unidon escamoso-cilindrica se presenta como
una linea bien trazada como un escalén, por la diferente altura del epitelio plano
estratificado y del cilindrico. La ubicaciéon de la unidén escamoso-cilindrica con
relacion al orificio cervical externo varia en la vida de la mujer y depende de
factores como la edad, el momento del ciclo hormonal, los traumatismos del parto,
el uso de anticonceptivos orales o el embarazo. La unién escamoso-cilindrica
visualizable en la nifiez y peri menarquia, se denomina “Union Escamocolumnar
Original” -UEC original-, pues representa el empalme entre el epitelio cilindrico y el
epitelio plano ‘original’ de la embriogénesis y la vida intrauterina. Figura 1.4.

Figura 1.4. Union escamocolumnar.

Fuente: BURKITT HG et aI Hlstologlé Funcnonal de Wheather -Texto y Atlas.
Churchill Livingstone. 32 edicion. 1994.

Durante la nifiez y la perimenarquia, la UEC original, se encuentra en el orificio
cervical externo, o muy cerca de él. Tras la pubertad y durante el periodo
reproductivo, los genitales femeninos crecen por influencia estrogénica. El cuello
uterino aumenta de volumen, el conducto cervical se alarga y el epitelio cilindrico
de la parte inferior del conducto se evierte hacia el exocérvix. Asi, la UEC original
esta ubicada en el exocérvix, muy lejos del orificio externo.

La accién del tapdn de moco que cubre las células cilindricas se perturba cuando
el epitelio cilindrico del ectropion se ve expuesto al entorno vaginal acido. Esto
conduce a la destruccion y, en ultimo término, al reemplazo del epitelio cilindrico
por epitelio escamoso metaplasico neoformado. Por metaplasia entendemos el
reemplazo de un tipo de epitelio maduro por otro.

El proceso metaplasico suele comenzar en la UEC original y desplazarse
centripetamente hacia el orificio cervical externo durante el periodo reproductivo
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hasta la perimenopausia. De este modo se forma una nueva UEC entre el epitelio
escamoso metaplasico neoformado y el epitelio cilindrico persistente en el
exocérvix. Conforme la mujer se acerca a la menopausia, la nueva UEC avanza
en el exocérvix hacia el orificio externo y se posiciona a distancias variables del
mismo, como resultado de la formacién progresiva del nuevo epitelio escamoso
metaplasico en las zonas expuestas del epitelio cilindrico en el exoceérvix.

A partir del periodo perimenopausico, el cuello uterino va reduciéndose por la falta
de estrogeno, con lo cual se acelera el desplazamiento de la nueva UEC hacia el
orificio externo. En las mujeres posmenopausicas, la UEC suele no visualizarse
dada su localizacién en el canal endocervical.

A esta nueva UEC es a la que nos referiremos de aqui en adelante en este trabajo
cuando hablemos simplemente de union escamoso-cilindrica (UEC). Para
referirnos a la UEC original la mencionaremos explicitamente como UEC original.

<> Ectropidén. El ectropién o ectopia se define como la eversion del epitelio
cilindrico endocervical hacia el exocérvix. Se presenta como una zona rojiza
grande en el exocérvix que rodea el orificio externo. La eversion del epitelio
cilindrico es mas pronunciada en los bordes anterior y posterior del exocérvix,
menos en los laterales y ocasionalmente, el epitelio cilindrico se extiende hacia el
fondo de saco vaginal. Es un proceso fisiolégico en la vida de la mujer. Figura 1.5.

En el ectropidn se desplaza toda la mucosa endocervical hacia el exocérvix, donde
el tejido se expone a la acidez vaginal, la cual provoca, destruccion reiterada del
epitelio cilindrico y reemplazo por epitelio metaplasico neoformado a partir de las
células de reserva subyacentes. No se conoce el origen exacto de las células de
reserva, aunque suele considerarse que proceden del epitelio cilindrico.

X4 Metaplasia Escamosa. El primer signo de metaplasia escamosa es la
aparicion y proliferacién de las células de reserva. Inicialmente, se observa una
unica capa de células pequefas, redondas, de nucleos oscuros, situados muy
cerca de los nucleos de las células cilindricas. Morfologicamente, las células de
reserva tienen una apariencia similar a las células basales del epitelio escamoso
original, con nucleos redondos y poco citoplasma. Segun progresa el proceso
metaplasico, las células de reserva proliferan y se diferencian, formando un
epitelio delgado, multicelular, de células escamosas inmaduras sin que se observe
estratificacion.

Figura1.5. Visualizacion durante Especuloscopia del Ectropion.
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Fuente: HUGHEY, MJ. “Military Obstetrics & Gynecology Cervical Disease and
Neoplasia”. Brookside Associates. Medical education Division. Winnetka, 2005.

Este neoepitelio metaplasico se denomina inmaduro cuando presenta poca o
ninguna estratificacion. Las células del epitelio metaplasico escamoso inmaduro
no producen glucdégeno y en consecuencia, no se tiien de marrén o negro con la
solucion yodo-yodurada de Lugol. En esta fase pueden verse grupos de células
cilindricas mucinosas incluidas en el epitelio metaplasico escamoso inmaduro.
Pueden surgir a la vez muchos campos, aislados o contiguos, o focos de
metaplasia escamosa incipiente. Se ha sugerido que la membrana basal del
epitelio cilindrico original se disuelve y vuelve a formarse entre las células de
reserva, que estan proliferando y diferenciandose, y el estroma cervical. La
metaplasia escamosa suele comenzar en la union escamoso-cilindrica original, en
el borde distal de la ectopia, pero también puede producirse en el epitelio cilindrico
cercano a la UEC o como islotes esparcidos en el epitelio cilindrico expuesto.

A medida que continua el proceso, las células escamosas metaplasicas inmaduras
evolucionan a epitelio metaplasico estratificado maduro. Para efectos practicos,
este ultimo es idéntico al epitelio escamoso estratificado original que se tife de
marrén o negro con el Lugol. Pueden verse algunas células cilindricas residuales o
vacuolas de moco; asi como, quistes de Naboth.

Los quistes de Naboth se forman por retencién de moco, como resultado de la
oclusion de una cripta endocervical por el epitelio escamoso metaplasico que se
superpone. El epitelio cilindrico encerrado sigue secretando moco, que con el
tiempo llena y distiende la cripta. El moco atrapado confiere al quiste un color
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blanco marfil visualizable. El epitelio cilindrico de la pared del quiste se aplana y
acaba destruyéndose por la presién del moco. La mejor manera de evaluar el
limite mas lejano del epitelio metaplasico del exocérvix es localizar la cripta que se
abre mas lejos de la unidén escamoso-cilindrica.

La metaplasia escamosa es un proceso irreversible; el epitelio transformado (que
ahora es plano) no puede volver a convertirse en cilindrico. La metaplasia
escamosa puede avanzar en grados diversos en distintas zonas del mismo cuello
uterino, por lo que pueden visualizarse multiples zonas de madurez muy dispar en
el epitelio escamoso metaplasico, con o sin islotes de epitelio cilindrico. El epitelio
metaplasico adyacente a la UEC es inmaduro, mientras que el epitelio metaplasico
maduro se encuentra cerca de la UEC original.

X Zona de Transformacidn. La zona del cuello uterino donde el epitelio
cilindrico ha sido reemplazado o esta reemplazandose por el nuevo epitelio
escamoso metaplasico se denomina zona de transformacion (ZT). Corresponde al
area del cuello uterino limitada distalmente por la UEC original y proximalmente
por el limite mas lejano del epitelio metaplasico, definido por la nueva UEC. En las
mujeres premenopausicas, la zona de transformacion esta plenamente ubicada en
el exocérvix. A partir de la menopausia, el cuello uterino se reduce de tamafno,
conforme descienden los niveles de estrogeno y en consecuencia, la zona de
transformacion puede desplazarse, parcialmente o totalmente al conducto cervical.
Identificar la zona de transformacion tiene gran importancia en la colposcopia,
pues casi todas las manifestaciones de carcinogénesis cervical ocurren en esta
zona.

1.2.2. Cancer Cervical. La organizacion mundial de la salud incluye como
tumores del cuello uterino a todas las neoplasias primarias benignas y malignas
subdivididas segun la histologia en epiteliales, mesenquimales, mixtas (epiteliales
y mesenquimales), melanociticas, linfoides/hematopoyéticas, miscelaneas, y
finalmente; bajo la denominacion de tumores secundarios, considera las lesiones
metastasicas. [TAVASSOLI 03]

Sin embargo, cuando hacemos referencia al término “cancer cervical’
generalmente nos limitamos a las lesiones epiteliales malignas infiltrantes y
especialmente, al carcinoma escamocelular debido a su alta incidencia (60 al 80%
de los casos diagnosticados).

<> Epidemiologia. Para 1990, el cancer cervical comprendia el 10% de los
canceres en mujeres con un calculo aproximado para el afio 2000 de 470.606
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nuevos casos y 233.372 defunciones a nivel mundial; localizandose en tercer lugar
de frecuencia en paises en desarrollo [FERLAY_00]. [COX_06].

Para Ameérica, se pronosticaron aproximadamente 92.136 nuevos casos y 37.640
defunciones, de las cuales el 83.9% y 81.2% corresponderian a América Latina y
el Caribe, respectivamente; situandonos entre las tasas mas altas a nivel mundial,
superadas Unicamente por Africa y Melanesia. [LEWIS_04]. Figura 1.6.

En nuestro pais, para el mismo afo; se reportaban 5.901 casos nuevos por afio y
2.339 defunciones, con tasa de incidencia de 32,9 y tasa de mortalidad de 13,7 -
estandarizadas por edades por cada 100.000 habitantes- [LEWIS 04]. Para el
2006, el cancer cervical es la segunda causa de muerte por neoplasia en mujeres
colombianas (16 x 1000.000). [SIERRA_06].

Durante los ultimos cuarenta afos, la reduccion en la incidencia de cancer cervical
ha dado lugar a tasas significativamente bajas, inferiores a 10 casos por cada
100.000 mujeres en Canada, Estados Unidos y otros paises desarrollados, pero
en la mayoria de los paises de América Latina y el Caribe las tasas anuales de
cancer se mantienen altas, generalmente por arriba de 20 casos por cada 100.000
mujeres. Estas variaciones de incidencia y mortalidad pueden relacionarse con
diferencias en el acceso y calidad de los servicios de salud, la ubicacion
geografica, situacién socioeconémica, educacién, aspectos culturales y psico-
sociales de las poblaciones. [LEWIS_04].

Igualmente, las tasas de supervivencia del cancer cervicouterino, son
significativamente mas bajas en los paises en desarrollo. Para los EEUU, la tasa
de supervivencia se situa en 70.1 en contraste con el 28 a 64.9 % de los paises
subdesarrollados. [LEWIS_04].

El Virus del Papiloma Humano (VPH), desempefia un rol fundamental en la
carcinogeénesis del cérvix. La proporcion de mujeres infectadas, asi como, los tipos
especificos de VPH que poseen, varian significativamente en los diversos estudios
poblacionales. Figura 1.7. y Tabla 1. 1.

La prevalencia de VPH varia casi 20 veces; desde 1.4% (95% CIl 0.5 a 2.2) en
Espafia a 25.6% (22.4-28.8) en Nigeria y es 5 veces mas alta en Africa Sub-
Sahariana que en Europa con una prevalencia intermedia en Suramérica y Asia. El
VPH 16, es el tipo mas comun seguido del VPH 42, 58, 31, 18, 56, 81, 35, 33 y 45.
[CLIFFORD_05].
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Figura 1.6. Tasas de incidencia de cancer cervicouterino en América del Norte,
Centro América y América del sur.
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América Latina y el caribe”. OPS, Washington, DC. 2004.
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Figura 1.7. Infeccion por VPH segun tipo y region. Estudio IARC HPV.

Suly-Saharan Afica| 319 infections) i {560 infectians)

Y16

Fuente: GM CLIFFORD, S GALLUS, R HERRERO, N MUNOZ, et al. "Worldwide
distribution of human Papillomavirus types in cytologically normal women in the
International Agency for Research on Cancer HPV prevalence surveys: a pooled
analysis®. Lancet 366: 991-98.2005.

La prevalencia de la infeccién por VPH también varia con la edad; por ejemplo, en
EEUU, el 64% de las adolescentes sexualmente activas (mediante TEST de DNA-
HPV); el 36% de las mujeres jévenes y el 2.8% de las mujeres mayores de 45
anos presentan VPH. [COX_06]. Afortunadamente, el 80% de las mujeres jovenes
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que contraen VPH presentan infecciones transitorias que se resuelven en el
espacio de 12 a 18 meses. [SPENCE_05]. [CLIFFORD_05]. Tabla 1.2.

Tabla 1.1. Frecuencia de infeccion por HPV segun tipo y region. Estudio IARC
HPV.
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Fuente: GM CLIFFORD, S GALLUS, R HERRERO, N MUNOZ, et al. "Worldwide
distribution of human Papillomavirus types in cytologically normal women in the
International Agency for Research on Cancer HPV prevalence surveys: a pooled
analysis®. Lancet 366: 991-98.2005.

X Etiologia del Cancer Cervical. El Virus del Papiloma Humano (VPH) es el
principal agente etiolégico implicado en el desarrollo de cancer de cérvix. Se
estima que el 95% de las lesiones premalignas y malignas escamosas del cérvix
son causadas por el VPH vy la prevalencia del VPH en el cancer infiltrante es del
99.7%. [SPENCE_05], [LEDGER_05], [COX_06].
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Esta vinculacion etiologica del VPH ha sido determinada por estudios estadisticos
que demuestran la presencia de DNA viral en especimenes con cancer cervical, el
aumento de 70 veces el riesgo relativo (RR) de cancer cervical con la presencia de
infecciéon de VPH de alto riesgo y RR de 10 para mujeres con infeccion por VPH
en estudios de cohortes. [GENDER_99], [MUNOZ 00], [CHICHAREON_00],
[WOODMAN_01], [FECHNER_05].

Tabla 1.2. Edad de Distribucion, prevalencia cruda y estandarizada de infeccién
por VPH en mujeres sin anormalidades citologicas. Estudio IARC HPV.
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* o o wacdld stanedard popadation reportid by Doll and colkoagues® 1 For woman aged 15-64 yoars cnly. $For women aged 15-74 arsonly.
Table 1: Aqe distribution, erude and age-standardised prevalence of HPV in women without cervical shnarmalities in LARC HPY prevalence surveys by study area

Fuente: GM CLIFFORD, S GALLUS, R HERRERO, N MUNOZ, et al. "Worldwide
distribution of human Papillomavirus types in cytologically normal women in the
International Agency for Research on Cancer HPV prevalence surveys: a pooled
analysis®. Lancet 366: 991-98.2005.

Estudios multicéntricos mas recientes, como el liderado por la Internacional
Agency for Research on Cancer (IARC), estimé una odds ratio entre HPV-DNA y
Carcinoma Escamocelular Cervical entre 109 y 277 [MUNOZ_03] y una revision
extensa de la literatura realizada por [BOSCH_02] empleando los criterios de
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causalidad de Hill, muestra la relacion mas fuerte existente hasta el momento
entre un factor etiolégico y un cancer humano.

El VPH es un virus epiteliotréfico con amplia distribucién y altamente especie-
especifico sin infeccion cruzada; el cual pertenece a la familia papovaviridae.
Debido a la alta conservacion de las proteinas antigénicas de la capside viral entre
las especies, el VPH no se clasifica en serotipos; sino se divide, en genotipos y
subtipos. Se requiere que exista divergencia minimo del 10% en el DNA de un
virus comparado con un tipo previamente clasificado por hibridacion del DNA, para
que pueda ser considerado como nuevo. Actualmente, se han descrito en
humanos mas de 130 tipos de VPH. [TJOUNG-WON_95], [STOLER _00]
[FECHNER _05].

El grupo epidermotropico incluye el VPH 1 (agente etiolégico de las verrugas
plantares), HPV 2 y HPV 4 (hallados en las verrugas comunes) y un gran grupo
mayor de 20 tipos asociados a la Epidermodisplasia Verruciforme. [STOLER_00],
[SPENCE_O05].

El grupo mucosotrépico se divide tradicionalmente de acuerdo al riesgo de
progresion a cancer en bajo, intermedio y alto riesgo. Los tipos 6, 11, 26, 42, 43,
44, 53, 54, 55, 62 y 66 incluidos en el grupo de bajo riesgo, producen verrugas
genitales (se encuentra VPH 6 y 11 en el 90% de estos casos) y se asocian a
LSIL. Por el contrario, los tipos HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 58, 59, 67 y 68
se encuentran en HSIL y canceres invasores. Los tipos 16 y 18 estan presentes en
casi el 70% de los -carcinomas infiltrantes del cérvix. [STOLER_00],
[FECHNER_05], [SPENCE_05].

Sin embargo; hoy en dia se considera incorrecto limitar las infecciones por VPH de
bajo riesgo a las LSIL dado que estudios recientes, como el analisis del “Low-
Grade Squamous Intraepithelial Lesion Triage Study -ATLS-“correspondiente a
642 mujeres con LSIL por Hybrid Capture Il, mostré que el 82.9% de la poblaciéon
tenia infeccion por VPH de alto riesgo (Intervalo de confianza del 95% = 79.7 a
85.7%). Esta alta frecuencia fue confirmada con PCR de un subgrupo de 210
pacientes con 100% de concordancia. [RICHART _98]

El genoma del VPH estd compuesto por una doble cadena circular de DNA de
8000 pares de bases en el que se identifican tres regiones diferentes: la Region
Temprana (ER del inglés Early Region), la regién tardia (LR del inglés Late
Region) y la Regién de Control Larga (LCR del inglés Long Control Region o URR
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del inglés Noncoding Upstream Regulatory Region). [TJOUNG-WON_95],
[STOLER_00], [SPENCE_O05], [VILLA_06]. Figura 1.8.

La URR esta compuesta por aproximadamente 1000 pares de bases adyacentes
al sitio de inicio de la replicacion viral, entre la ER y la LR. Esta regién no codifica
proteinas pero contiene complejos de union para activadores y represores
trascripcionales (como por ejemplo el AP1 del inglés Activador Protein, el KRF1
del inglés Keratinocitic-specific Trascription Factor 1 y el NF-I/CTF del inglés
Nuclear Factor); asi como, secuencias promotoras que juegan un papel critico en
la union al hospedero. [TJOUNG-WON_95], [STOLER_00], [FECHNER 05],
[SPENCE_O05].

La ER esta regulada por URR y consiste en seis segmentos de DNA llamados
ORFs (del inglés Open Reading Frames) designados como E1, E2, E4, E5 ,E6 y
E7 que son unidades trascripcionales capaces de codificar proteinas involucradas
en la replicacion viral -como E1 y E2- y oncoproteinas criticas en la inmortalizacion
de la célula huésped como E6 y E7. [TJOUNG-WON_95], [STOLER_00],
[SPENCE_O05], [VILLA_06].

El gen E1 codifica dos proteinas requeridas para la replicacién extracromosomal
del DNA y E2 codifica 2 proteinas que interactuan con E1; sin embargo su mayor
papel lo desempefia al actuar en toda su longitud como un activador trascripcional
que se une a secuencias especificas del DNA de URR para aumentar la
trascripcion de la ER. [TJOUNG-WON_95], [STOLER_00], [FECHNER _05].

La proteina E4 es importante en la maduracion y replicacion del virus y se expresa
en los estadios tardios de infeccion cuando los viriones han sido ensamblados. En
los humanos, la proteina E4 del HPV 16 produce el colapso de la red de
citoqueratinas citoplasmaticas para facilitar la replicacién de las particulas virales y
el aspecto microscopico del halo claro perinuclear. [TJOUNG-WON_95],
[STOLER_00].

E5 codifica una pequefia proteina que interactua con receptores de membrana
celular y se sugiere que estimula la proliferaciéon de las células infectadas; sin
embargo existe controversia sobre el papel de E5 en la carcinogénesis, debido a
la pérdida de su expresion durante la integracion viral. [TJOUNG-WON_95],
[FECHNER _05]. Sélo los tipos de VPH de alto riesgo producen las oncoproteinas
E6y E7. [TJOUNG-WON_95], [STOLER _00], [VILLA_08].

La LR contiene dos ORFs denominados L1 y L2 los cuales codifican las proteinas
de la capside viral. L1 codifica la proteina mayor de la capside y es altamente
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conservada; por lo que se usa en la elaboracién de anticuerpos para HPV tipo
especifico y tanto L1 como L2 se emplean como antigenos para la elaboracion de
vacunas. [STOLER_00], [BIDDLECOM_ 05], [FECHNER_05], [AULT_ 06],
[HARPER _06].

Figura 1.8. Organizacion Gendmica del VPH.
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Fuente: KURMAN R J. “Blaustein’s Pathology of the Female Genital Tract”. New
York: Springer Verlag, 5ta edicién. 2002. ISBN: 0387952039.

Funciones transformantes del VPH. EI VPH infecta las células basales o “stem” en
la zona de trasformacion donde su expresion genética es inhibida, manteniendo la
programacion morfolégica y molecular de maduracion epitelial cervical y por tanto
el aspecto microscépico usual. [FECHNER _05].

La “produccién genética del VPH” sdlo es permitida en la zona intermedia donde
empieza la maduracion celular y se pierde el potencial proliferativo. Se da inicio a
la expresion de las regiones tempranas del genoma viral y a medida que las
células se diferencian, se produce la sintesis de DNA viral, llegando a la
produccion de viriones justo cerca de la superficie epitelial. [STOLER _00],
[FECHNER 05]. ElI DNA del VPH puede encontrarse episomal (molécula circular
monomeérica o0 plasmido extracromosdmico) como usualmente es observado en
las lesiones cervicales de bajo grado o integrado al DNA cerca de oncogenes
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como c-myc y N-myc, en el nucleo de las células infectadas donde genera la
inestabilidad gendémica o la activacion de oncogenes, dando paso al desarrollo de
lesiones cervicales de alto grado. Se requiere la disrupcion de las regiones E1-E2
que codifican la trascripcion de proteinas regulatorias para que el genoma del HPV
se integre a la célula huésped y se sobreexpresen las proteinas de los ORFs E6 y
E7 que son similares a la ciclina D1de las células humanas. [TJOUNG-WON_95],
[STOLER_00], [FECHNER_05], [VILLA_06].

El ORF EG6 codifica una proteina unida a zinc de aproximadamente 150
aminoacidos llamada E6AP (Del inglés E6-Associated Protein) la cual se une y
degrada el p53 de la célula a través del sistema proteolitico de la Ubiquitina.
[STOLER_00], [FECHNER_05], [SPENCE_05].

En condiciones normales el p53 es una proteina nuclear que regula negativamente
el crecimiento y la divisién celular. Cuando se observa dafio del DNA celular se
acumula el p53 y se inactiva el WAF1/cip1 (Inhibidor de Ciclina dependiente de
Quinasa) sinénimo de p21, para inducir el arresto en G1 y permitir la reparacién
celular. Cuando se disminuyen los niveles de p53 por efecto de EGAP, se
producen altos niveles de WAF1/cip1 permitiendo la progresion del ciclo celular y
la acumulacibn de mutaciones genéticas. Adicionalmente, otros posibles
mecanismos de accién de E6, es la disrupcién del complejo p53-DNA con
desregulacion trascripcional — transactivacion del p53 vs. la pérdida de la afinidad
de la unién p53-DNA- los cuales se encuentran en estudio. [TJOUNG-WON_95],
[KURMAN_02], [FECHNER_05]. Figura 1.9.

La proteina E7 codifica una fosfoproteina nuclear unida a zinc de
aproximadamente 98 aminoacidos la cual posee sitios de union al gen Rb, (del
inglés Retinoblastoma Gene Product) y proteinas relacionadas como p107 y p130.
[STOLER_00],[FECHNER _05] , [SPENCE_05]. Figura 1.10.

En las células normales, las formas hipofosforiladas de la proteina Rb, p107 y
p130 forman complejos con los factores de trascripcion de la familia E2F. La unién
de Rb-E2F es regulada por la accion de ciclinas dependiente de Quinasas del ciclo
celular. En la fase GO y G1 del ciclo celular, el complejo es regulado
negativamente por represion de la trascripcion de E2F dependiente de genes. En
este grupo se encuentran proteinas requeridas para la sintesis de DNA como
Timina Quinasa, Dihidrofolato Reductasa y la DNA a-polimerasa; asi como, los
protooncogenes c-myc y N-myc. Para que la célula progrese de G1 a S se
requiere la disociaciéon del complejo Rb-E2F. La E2F liberada, estimula la
trascripcion de genes dependientes-E2F necesarios para la replicacion del DNA.
[KURMAN_02], [VILLA_06].
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Figura 1.9. Efecto de la union de E6 al P53.
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Fuente: KURMAN R J. “Blaustein’s Pathology of the Female Genital Tract”. New
York: Springer Verlag, 5ta ediciéon. 2002. ISBN: 0387952039.

La importancia de la union Rb-E7 radica en la alta afinidad observada en los tipos
de VPH de alto riesgo; asi como, la marcada estimulacién del ciclo celular.
[TJOUNG-WON_95]. Figura 1.11.

Por ultimo; queda el interrogante: ;Por qué se desarrollan las lesiones de alto
grado a partir de lesiones de bajo grado donde la expresion genética del VPH esta
regulada? La respuesta esta en el desacople entre la diferenciacion de la célula
huésped y la expresidn temprana de la genética viral. Los oncogenes E6 y E7 son
inapropiadamente expresados en las células epiteliales con capacidad replicativa
debido a una pérdida temprana de la regulacién por E2. ;Cémo ocurre esta
incoordinacion? Aun no se conoce; pero, debe ser un evento inusual, dada la
relativa baja frecuencia -si comparamos las frecuencias de LSIL con las de HSIL-.

En teoria, la sobreexpresion precoz de E6 y E7 aumenta el riesgo de alteraciones
genéticas adicionales que bajo la influencia de mutagenos externos y la
predisposicién del hospedero promuevan el desarrollo del cancer. [FECHNER_05].
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Figura 1.10. Estructura de la Proteina E7 del VPH 16.
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Figura 1.11. Efecto de la uniéon E7 al Rb.
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X Futuro de la investigacion sobre VPH. Investigaciones recientes muestran la
expresion aumentada de oncogenes por tipos de VPH de alto riesgo en la
displasia y cancer cervical, resultando en la sobre expresion especifica del
p16™K*2 evidenciada mediante anticuerpos monoclonales especificos. Estudios
preliminares reportan en el 100% de las lesiones de alto grado y canceres
infiltrantes expresion de altos niveles de p16™“* con ausencia de
inmunomarcaciéon en el epitelio cervical no displasico. Este hallazgo, permitiria la
identificacion de células displasicas con alta sensibilidad, especificidad,
reproducibilidad y muy buen potencial diagnéstico. [FECHNER _05].

Igualmente, se avanza en el desarrollo de vacunas profilacticas para el VPH: una
vacuna VPH 16 usando la proteina de la capside L1 (VLP) en Fase Il mostro
efectividad del 100% para prevenir el desarrollo de SIL. [KOUTSKY _02]. Otra
vacuna bivalente VPH 16/18 ha mostrado efectividad similar [HARPER _04] y una
vacuna tetravalente VPH 6/11/16/18 en fase Il previno 90% de verrugas genitales
y casi 70% de los canceres cervicales. [FECHNER_05], [COX_06].

X/

<> Otros factores de riesgo. EIl desarrollo del cancer cervical se encuentra
relacionado con la vida sexual. [STOLER _00]. El primer coito antes de los 18 anos
— OD 2.8 -, el numero de companeros sexuales y el comportamiento sexual de la
pareja masculina son reconocidos factores de riesgo; pero en ultimas relacionados
con la adquisiciéon del VPH. [MATOS_05], [SPENCE_05], [COX_06].

Aunque se considera necesaria la infeccion por VPH para el desarrollo de cancer,
los largos periodos de latencia entre la infeccion por VPH y el desarrollo del
mismo; la evidencia de mujeres infectadas por VPH de alto riesgo que no
desarrollan cancer, [TJOUNG-WON_95] y el aclaramiento de las infecciones por
VPH hasta en el 80% de las mujeres jévenes en lapsos de 12 a 18 meses -debido
a la respuesta inmune mediada por linfocitos T citotoxicos-; se sugiere la
necesidad de otros cofactores. [SPENCE_05].

Hoy en dia se aceptan como cofactores el tabaquismo, el uso prolongado de
anticonceptivos orales, las enfermedades de transmision sexual no-VPH; ademas
de factores endoégenos como la respuesta inmune del hospedero, el primer
embarazo antes de 21 anos — OD de 2.6 - y la alta paridad — OD 1.9-.
[CASTLE_04]. Estos ultimos relacionados con la inmunosupresion fisiologica del
embarazo que facillta la infeccion por VPH. [STOLER_00], [SPENCE_O05].
[COX_06].
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La nicotina y sus derivados, son agentes ambientales carcinogénicos de accidn
directa que disminuyen la poblacion de células T CD4+ -invirtiendo la relacion
CD4+/CD8+- alterando la respuesta inmune in vivo e in vitro, y poseen la
capacidad de inhibir la apoptosis epitelial. Estudios recientes sobre la exposicion al
humo de tabaco proveen evidencia que los fumadores pasivos también presentan
mayor riesgo de cancer cervical. [STOLER_00], [LEWIS_04]., [SPENCE_05],
[COX _06].

El uso prolongado de anticonceptivos orales (mas de 5 afios) aumenta el riesgo 2
veces - incluso hasta 4 veces si su uso se extiende a 10 afos- de desarrollar
cancer cervical. La razon; la presencia de esteroides, los cuales pueden activar
eventos relacionados con la oncogénesis viral que promueven la integracién del
DNA viral al hospedero. [SPENCE_05],[LEWIS_04]., [COX _06].

En América latina, mujeres seropositivas para HSV-2 (del inglés Herpes simples
virus — 2) e infeccion concomitante con VPH 16 o 18 tienen incremento de 2 veces
el riesgo de desarrollar CA comparadas con las mujeres que solo tenian la
infeccion por VPH. [MUNOZ_92], [TJOUNG-WON_95], [SPENCE_05].

El incremento del riesgo de cancer cervical en mujeres infectadas con el Virus de
Inmunodeficiencia adquirida (VIH) ha sido ampliamente demostrado mediante
investigaciones de casos y controles tanto en América como en Europa; por
ejemplo, el estudio de Conti et al, (ltalia, 1993) que muestra SIL en 42% de las
mujeres infectadas con VIH vs. 8% de las sanas; o el realizado por Wright, et al.
(Nueva York, 1994) que muestra LSIL confirmada por biopsia en el 13% de las
mujeres infectadas con VIH vs. 4% de las sanas (p < 0.001) y HSIL confirmada por
biopsia en el 7% de las mujeres infectadas con VIH vs. 1% de las sanas (p <
0.001). Hoy dia se considera que mujeres con VIH tienen 4 veces mas riesgo de
infectarse con VPH de alto riesgo que las mujeres sin infeccion por VIH y
obviamente, las pacientes HIV - VPH positivas poseen mayor riesgo de progresion
tumoral. [KUHN_99].Estos hallazgos llevaron a la inclusiéon del cancer cervical
como neoplasia asociada al HIV-SIDA por la CDC en enero de 1993. [KUHN_99].

Finalmente, se ha demostrado mediante estudios prospectivos poblacionales
multicéntricos que el grado de inmunosupresion; asi como, el tratamiento
antiretroviral puede modificar la evolucion de la enfermedad. Las mujeres con
conteo de CD4+ menor de 200 x 10°%/L poseen un incremento de 2 veces en la
incidencia, prevalencia, y ausencia de regresiéon de SIL que las mujeres con
conteo de CD4+ mayor de > 500 x 10°/L; ademas de baja respuesta al tratamiento
para HSIL.
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Este incremento del riesgo de SIL con conteo de CD4+ mayor de 200 x 10°/L,
también se incrementa en las pacientes que no reciben tratamiento vs. quienes lo
reciben. [DELMAS 00]

<> Alteraciones genéticas y Cancer cervical. Los estudios citogenéticos
desarrollados muestran alteraciones cromosémicas estructurales y numéricas
complejas sin especificidad de cariotipo o rearreglos para el cancer cervical hasta
en el 95% de los casos; sin embargo, [SREEKANTAIAH_88] observo pérdida total
del cromosoma 1 en el 54% de los casos; asi como, deleciones, isocromosomas y
traslocaciones -entre el cromosoma 1 y el 3- con compromiso de las regiones
1p11-p13 y 1p21-g32. Adicionalmente, se mencionan alteraciones ocasionales de
los cromosomas 4, 5, 6,11, 13, 17, 18 y 21. [TJOUNG-WON_95].

También se reporta, pérdida de la hererocigocidad en multiples regiones
cromosomicas en SIL (3p, 5p, 5q, 6p, 69, 11q, 13q y 17q) y en cancer cervical
invasor (3p, 6p, 69, 119, 17p y 18q y menos frecuentemente en el 1, 4, 10, y X).
[TJOUNG-WON_95], [TAVASSOLI_03].

Un estudio colombiano desarrollado por [SIERRA_06] en Bogota D.C. mostré que
el polimorfismo GSTT1 posee un pequefio riesgo para desarrollar HSIL. (OR 1.4,
95% Cl = 0.57 — 3.44).

<> Caracteristicas clinicas del cancer cervical. Los carcinomas invasores
tempranos son asintomaticos. A medida que el tumor crece y se hace exofitico, se
presenta mas comunmente descarga y/o sangrado vaginal. EI compromiso de los
parametrios y la extension lateral tumoral, lleva a obstruccion de los uréteres. Si la
obstruccion es bilateral la paciente desarrolla insuficiencia renal. La infiltracion
tumoral de la pared pélvica causa dolor y menos comunmente, linfaedema de los
miembros inferiores; mientras que, la extensiébn a la vejiga puede originar
hematuria, polaquiuria, retencién urinaria, obstruccion y eventualmente, fistulas
vesico-vaginales. La extension posterior al recto, produce dolor, tenesmo y fistulas
rectovaginales [KURMAN_02], [TAVASSOLI_03].

X Lesiones precursoras del Carcinoma Escamocelular del Cérvix. El
concepto de precursores del cancer cervicouterino se remonta al final del siglo
XIX, cuando se reconocieron zonas de cambios epiteliales atipicos no invasores
en muestras de tejidos adyacentes a canceres invasores.
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El término Carcinoma in Situ (CIS) se introdujo en 1932 para denotar las lesiones
en las cuales las células carcinomatosas indiferenciadas abarcaban todo el
espesor del epitelio, sin interrumpir la membrana basal [BRODERS 32].

El término Displasia se introdujo a fines de los afios cincuenta para designar la
atipia epitelial cervical intermedia entre el epitelio normal y el CIS [REAGAN _53].
La displasia se categorizo en tres grupos — leve, moderada y severa — segun el
grado de afectacion de la capa epitelial por las células atipicas.

Al realizar el diagnodstico se evaluaban diversas anomalias nucleares como el
aumento de la relacion nucleo/citoplasma, la hipercromasia, el polimorfismo y la
variacion del tamafo nuclear (anisocariosis). Las figuras mitoticas de las células
en divisidon son poco frecuentes en el epitelio normal y, cuando existen, se ven
solo en la capa parabasal. Conforme se incrementa la gravedad de la displasia
aumenta el numero de figuras mitéticas, que pueden verse en las capas epiteliales
superficiales.

Posteriormente, se determind una correlacién directa entre progresién y grado
histologico. Estas observaciones condujeron al concepto de un unico proceso
morbido continuo en el que el epitelio normal evoluciona a lesiones epiteliales
precursoras y a cancer invasor. Sobre la base de dichas observaciones, en 1968
se introdujo el término de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) para denotar las
multiples posibilidades de atipia celular confinada al epitelio.

La NIC se dividi6 en los grados 1, 2 y 3 [RICHART_73]. El grado NIC 1
corresponde a la displasia leve y se caracteriza por la presencia de maduracion,
con minimas anomalias nucleares y pocas figuras mitoticas. Las células
indiferenciadas se encuentran en las capas epiteliales mas profundas (tercio
inferior). Figura 1.12.

El NIC 2 corresponde a la displasia moderada y se caracteriza por cambios
celulares displasicos restringidos a la mitad o los dos tercios inferiores del epitelio,
con anomalias nucleares mas marcadas que en el NIC 1. Pueden verse figuras
mitéticas en la mitad inferior del epitelio. Figura 1.13.

El NIC 3 incluye la displasia severa y al CIS. En estas lesiones la diferenciacion y
la estratificacion pueden faltar por completo o existir solo en el cuarto superficial
del epitelio, con abundantes figuras mitdticas. Las anomalias nucleares aparecen
en todo el espesor del epitelio. Muchas figuras mitéticas tienen formas anormales.
Figura 1.14.

35



Figura 1.12. Histologia del NIC 1

Fuente: ROSAI J. “Rosai and Ackerman’s Surgical Pathology”. Mosby, 92 edicién.
2004. ISBN: 03230133422.

Figura 1.13. Histologia del NIC 2

Fuente: ROSAI J. “Rosai and Ackerman’s Surgical Pathology”. Mosby, 92 edicién.
2004. ISBN: 03230133422.
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Figura 1.14. Histologia del NIC 3

Fuente: ROSAI J. “Rosai and Ackerman’s Surgical Pathology”. Mosby, 92 edicion.
2004. ISBN: 03230133422.

En los anos ochenta se reconocieron otras alteraciones anatomopatolégicas como
la atipia coilocitica o condilomatosa asociada a la infeccion por Virus del Papiloma
Humano (VPH). Posteriormente, en 1990 se propuso una terminologia
histopatolégica basada en dos grados de la enfermedad: por un lado, NIC de bajo
grado, que comprendia a las anomalias compatibles con atipia coilocitica y el
grado NIC 1 anteriormente explicado, y por otro, NIC de alto grado que
comprendia a los grados NIC 2y NIC 3.

Finalmente, en 1988, el Instituto Nacional del Cancer de los EE.UU. convocé un
seminario para proponer un nuevo esquema de presentacion de los resultados de
la citologia cervical. Las recomendaciones hechas entonces y su revision en un
segundo seminario celebrado en 1991 fueron denominadas Sistema Bethesda
(TBS).

La caracteristica principal del TBS fue la creacion del término “lesion intraepitelial
escamosa” (LIE), con dos grados: Lesiones de Bajo Grado (L-LIE) y Lesiones de
Alto Grado (H-LIE). La clasificacion TBS combina los cambios condilomatosos
planos (VPH) y el NIC de bajo grado (NIC 1) en la categoria L-LIE; mientras el
H-LIE abarca los NIC mas avanzados, como el NIC 2 y NIC 3. ElI TBS fue
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disefiado para la notificacion citolégica, pero se emplea también para comunicar
resultados histopatologicos.

El TBS se reevalud y revisé en un seminario celebrado en el 2001 convocado por
el Instituto Nacional del Cancer, de los Estados Unidos y copatrocinado por 44
sociedades profesionales de mas de 20 paises. [SOLOMON_04],
[SOLOMON_05].

<> Progresion de las lesiones precursoras del Cancer Escamocelular del
Cérvix. Una evaluacion de todos los estudios de la historia natural del Cancer
Cervical realizados entre 1952 y 1992 estimé6 que el 60% de los NIC 1 regresan a
la normalidad, el 30% persisten como NIC 1, y el 10% progresan a NIC 3 y tan
solo el 1 % a cancer invasor. [COX_06].

ElI NIC 2 regresa en el 30 al 40% de los casos y el 1.44% de los NIC 3 progresa a
carcinoma invasor. Un metanalisis mas reciente estim6 que el 47% de los L-LIE
regresan, 21% progresan a HSIL y 0.15% a cancer. Comparando las L-LIE con las
H-LIE la rata de regresién espontanea es menor en las ultimas (30 al 40%) y la
progresion a cancer es mayor del 12%. [COX_06].

X Clasificacion del carcinoma cervical. Clasificacion macroscoépica. La
apariencia macroscopica del cancer escamocelular es variada. En lesiones
tempranas puede ser ulcerada, ligeramente elevada o de aspecto granular. En las
lesiones avanzadas; [KURMAN_02] describe dos patrones principales de
crecimiento: El exofitico y endofitico con predominio del primero. Figura 1.15.

El patréon exofitico corresponde a lesiones ulceradas o nodulares, que tienden a
invadir el canal endocervical y el espesor del érgano. El patrén exofitico adquiere
una apariencia polipoide o papilar.

Clasificacion microscépica. Los Carcinomas Escamocelulares de Cérvix son
heterogéneos. La mayoria, se dispone en bandas o cordones anastomosantes de
células tumorales poligonales u ovales con bordes celulares definidos que infiltran
el estroma desmoplasico adyacente. En otros casos, las células invaden
individualmente o pueden disponerse en sabanas compactas con necrosis y
queratinizacion de predominio central. [KURMAN_02], [TAVASSOLI_03].
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Figura 1.15. Apariencia macroscopica del Carcinoma de Cérvix.

Fuente: ROSAI J. “Rosai and Ackerman’s Surgical Pathology”. Mosby, 92 edicién.
2004. ISBN: 03230133422.

El grado de diferenciacion esta determinado por la presencia de células grandes
que queratinizan para conformar perlas cérneas (bien diferenciado) a células
pequenas sin queratinizacion (pobremente diferenciado) con predominio (60% de
los casos) de un espectro celular intermedio (moderadamente diferenciado).
[KURMAN_02], [TAVASSOLI_03]. Figura 1.16.

Adicionalmente, existen variantes histologicas (Verrucoso, Basaloide, Warty,
Papilar, Linfoepitelioma-like y Escamotransicional) que por sus caracteristicas
microscopicas y variaciones significativas en la probabilidad de recurrencia y
metastasis con respecto a la variante clasica deben ser tenidas en cuenta.
[KURMAN_02].

El carcinoma verrucoso es un Carcinoma Escamocelular altamente diferenciado,
hiperqueratético con patrén de crecimiento compresivo caracterizado por su
minima invasion, escasa atipia citolégica y ausencia de caracteristicas
microscopicas de infeccion por VPH. Presenta alta tasa de recurrencia local pero
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baja de metastasis; por esta razon, se considera de mejor prondstico que la
variante convencional. [KURMAN_02], [TAVASSOLI_03]. Figura 1.17.

Figura 1.16. Apariencia microscopica del Carcinoma Escamocelular Bien
Diferenciado del cérvix.

Fuente: ROSAI J. “Rosai and Ackerman’s Surgical Pathology”. Mosby, 92 edicion.
2004. ISBN: 03230133422.

Figura 1.17. Apariencia microscopica del Carcinoma Verrucoso.

Fuente: ROSAI J. “Rosai and Ackerman’s Surgical Pathology”. Mosby, 92 edicién.
2004. ISBN: 03230133422.
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El Carcinoma de Células Escamosas con Caracteristicas Basaloides, esta
compuesto por nidos de células inmaduras, de escaso citoplasma y nucleos
monotonos con ocasional queratinizacion central. Presenta un comportamiento
mas agresivo que la variante clasica. [KURMAN_02], [TAVASSOLI_03].
Figura 1.18.

El Carcinoma Warty se define como un Carcinoma Escamocelular con
caractéristicas condilomatosas: vacuolizacion citoplasmatica que recuerda atipia
coilocitica. Tipicamente se detecta VPH de alto riesgo en estas lesiones. Aunque
existe poca experiencia clinica, se consideran menos agresivos que la variante
clasica. [KURMAN_02], [TAVASSOLI_03].

Figura 1.18. Apariencia microscopica del Carcinoma de Células Escamosas con
Caracteristicas Basaloides.

Fuente: ROSAI J. “Rosai and Ackerman’s Surgical Pathology”. Mosby, 92 edicidn.
2004. ISBN: 03230133422.

El Carcinoma Papilar estd conformado por proyecciones papilares de estroma
fibrovascularizado revestidas por epitelio con SIL. Difiere del Carcinoma Warty por
la inconspicua queratinizacion y la ausencia de caracteristicas de infeccion por
VPH observadas en el ultimo. [TAVASSOLI_03].

El Carcinoma Linfoepitelioma-like es similar al tumor de igual denominacién
localizado en la nasofaringe y es mas frecuente en Asia. Estd compuesto por islas
pobremente definidas de células indiferenciadas sobre un fondo inflamatorio
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severo —predominio de linfocitos T- con aspecto circunscrito. Las células tumorales
se disponen en patron sincitial y exhiben nucleos vesiculosos con prominente
nucleolo y citoplasma ligeramente eosinofilico. Se considera de mejor prondstico
que la variante convencional y solo el 20% se asocia a infeccidn por VPH; por el
contrario, en el 73% se reconoce genoma del Virus Epstein — Barr. [KURMAN_02],
[TAVASSOLI_03].

Por ultimo, la variante Escamotransicional presenta estructura papilar con tallos
fibrovasculares y recubriento por epitelio tumoral multicapa atipico que recuerda al
revestimiento vesical, pero con inmunofenotipo escamoso. (Citoqueratina 7 y 20
positivos). [TAVASSOLI_03].

1.3.  MEDIOS DIAGNOSTICOS DEL CANCER CERVICAL

1.3.1. Diagnostico citologico e histopatolodgico de las lesiones cervicales:
Papanicolau a Bethesda 2001. EIl problema basico de la comunicacion entre el
personal del equipo de salud, es la eleccién correcta de las palabras; de tal
manera que todo lo concerniente a la nomenclatura de las lesiones cervicales no
es un asunto banal. La importancia de este hecho estd perfectamente
ejemplificada por la interminable controversia respecto a los términos que deben
ser utilizados para designarlas, lo que ha originado, con el paso del tiempo, una
amplia y a veces confusa terminologia, utilizandose diferentes denominaciones
para una misma lesion o, mas rara vez, nombrando con el mismo término lesiones
diferentes.

Por otra parte, si exceptuamos la original clasificacion numérica de Papanicolaou
en 5 clases o grados progresivos (I, II, lll, IV, V), por ser exclusivamente citoldgica,
[PAPANICOLAQU_54]; la nomenclatura de los hallazgos en citologia ha ido
siempre estrechamente ligada a la histoldgica, de manera que -con esta excepcion
comentada- la evolucion historica de ambas puede abordarse conjuntamente.

X Conceptos precursores. En 1910, Rubin (Nueva York) habla de cancer
incipiente para nominar el concepto de transformacion neoplasica confinada al
espesor del epitelio. [RUBIN_10]. En 1912, Schottlander y Kermauner (Berlin)
utilizan el término de carcinoma temprano para designar los cambios que
observaban en el epitelio adyacente al carcinoma cervical invasor.
[SCHOTTLANDER _12].
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Veinte afnos mas tarde, Broders (Nueva York), basandose en su experiencia en
Dermatopatologia, emplea el término de carcinoma in situ (CIS) al describir este
cuadro histolégico. [BRODERS_32]. Otros términos utilizados fueron el de
enfermedad de Bowen cervical por Lecéne (Paris), también en 1932, y el de
carcinoma intraepitelial no invasor por Galvin y Te Linde (Nueva York) en 1933.
[LECENE_32], [GALVIN_49].

Pese a la proliferacion de estos y otros muchos sinénimos, el término acunado por
Broders es el que ha permanecido para designar estas lesiones caracterizadas por
la completa sustitucidon del epitelio por células andmalas semejantes a las células
del carcinoma invasivo. Es de resaltar que, de forma paraddjica, en el trabajo
inicial del afortunado Broders no figuraba la localizacién cervical dentro de los
ejemplos de CIS.

X Sistema Displasia - Carcinoma in Situ. Con la progresiva introduccion de la
citologia y biopsia sistematicas se vio con claridad que el espectro de anomalias
del epitelio cervical era mucho mas amplio, siendo frecuentes otros cambios
epiteliales menos severos que el CIS.

En 1949, Papanicolaou introduce los términos de «displasia» en histopatologia y
«discariosis» en citologia para designar dichos cambios. Posteriormente, en 1953,
Reagan (Cleveland) consagra el término en histopatologia cervical al denominar a
estas lesiones, menos severas que el CIS, hiperplasias atipicas o displasias,
sefalando que la mayoria de ellas, dejadas a su evolucién, regresan o
permanecen inalteradas por mucho tiempo. [REAGAN 53]. Asi pues,
contrariamente a lo que se pensaba y como bien sefiala Peluffo en su revision del
tema, es Papanicolaou y no Reagan el que introduce por primera vez el término
«displasia» en patologia cervical. [PELUFFO_99].

En 1961, en el Primer Congreso Internacional de Citologia celebrado en Viena, se
acuerda que los términos para designar citoldgicamente las tres lesiones
cervicales mayores sean: Carcinoma Invasor, Carcinoma in Situ y Displasia. Esta
ultima fue graduada como leve, moderada, y severa o grave, a las que habria que
anadir el CIS ya definido.

La clasificacion, utilizada tanto en material histolégico como citolégico, tuvo dos
problemas fundamentales; por un lado, el gran desacuerdo respecto a cuando una
lesion debia ser considerada Displasia grave o Carcinoma in Situ (CIS) , y por
otro, la posicion de los clinicos, quienes consideraban el Carcinoma In Situ y la
Displasia como dos lesiones biolégicamente independientes, con diferente
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potencial maligno, y tratamiento —indicacion de tratamiento intervencionista para
CIS y seguimiento para la Displasia.

X Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC). Para solventar estos problemas
Richart (Nueva York), en 1967, propuso el término de neoplasia intraepitelial
cervical (NIC-CIN) con tres grados progresivos, incluyéndose en el grado 3 la
Displasia grave y el CIS de Ila clasificacion anterior. [RICHART_69],
[RICHART _73]. La ventaja principal, sobre esta, es el reconocimiento de la unidad
del proceso patologico lo cual conlleva una relacion con las técnicas terapéuticas.
Esta clasificacidon fue considerada bastante adecuada durante mas de 20 afios y
por lo tanto la mas utilizada internacionalmente. No obstante, un numero creciente
de publicaciones senalaron el hecho de la sorprendentemente baja seguridad
diagnostica, tanto en material citologico como histolégico, en la parte menos
severa del espectro. Se sugirid, por tanto, que este sistema de graduacién debia
ser modificado y sustituido por un sistema binario que segregara los procesos con
atipia celular muy discreta de aquellos con atipia franca.

<> Lesién intraepitelial escamosa de alto y bajo grado. Las razones
anteriormente expuestas, junto con los avances en el conocimiento de la
carcinogénesis cervical y en el diagndstico citologico, motivaron una reunion de
representantes de organismos internacionales, cientificos y profesionales, en el
Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos en Bethesda (Maryland). Fruto de
dicha reunién fue un nuevo sistema de nomenclatura para informes citolégicos
ginecologicos (Sistema o Clasificacion de Bethesda), en el que se unifico criterios
y se adoptaron recomendaciones que la experiencia general acumulada
aconsejaba.

La parte fundamental de esta nueva clasificacion fue la elaboracion de un sistema
binario para catalogar las anormalidades celulares preneoplasicas en el extendido
citolégico, denominandolas lesiones intraepiteliales escamosas (SIL sigla en inglés
de “Squamous Intraepitelial Lesion”) subdivididas en bajo grado (LSIL sigla en
inglés de “Low Squamous Intraepitelial Lesion”) y alto grado (HSIL sigla en inglés
de High Squamous Intraepitelial Lesion”).

El término «bajo grado» incluye NIC 1 y las alteraciones celulares producidas por
Papiloma virus o VPH (sigla del inglés “Human Papilloma Virus”); el término «alto
grado» al NIC 2 y NIC 3 de la clasificacion de Richart. Esta clasificacion fue
difundida en 1988, minimamente modificada en 1991 y actualizada recientemente
en el 2001. [NCIW_89], [ACT.CYT_93], [KURMAN_94], [SOLOMON_04].
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Es preciso comentar aqui que el Sistema Bethesda, -Tabla 1.3- aunque
universalmente conocido y ampliamente utilizado, no ha sido adoptado en todos
los paises. Asi, en Inglaterra, se sigue utilizando la nomenclatura «B.S.C.C»; en
los paises de habla germana el «Sistema Munich»; en Australia, una modificacion
del propio sistema Bethesda. etc. La Sociedad Espanola de Citologia (SEC),
consciente de la necesidad de unificar criterios y considerando que son mas las
ventajas que aporta que los inconvenientes que suscita, adoptd esta clasificacion
como su nomenclatura oficial aconsejando su utilizacion a todos sus miembros.

Tabla 1.3 Clasificacion Bethesda 2001

1. NEGATIVO PARA LESIONES INTRAEPITELIALES O MALIGNIDAD
(abreviado como NILM)
ANOMALIAS CELULARES EPITELIALES
1. EN CELULAS ESCAMOSAS
1.1. Células escamosas atipicas (ASC)
De significado indeterminado (ASC-US)
No puede excluirse H-SIL (ASC-H)
2.1.2. Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (L-SIL), comprendiendo:
Displasia leve/CIN 1
VPH
2.1.3. Lesidn intraepitelial escamosa de alto grado (H-SIL), comprendiendo:
Displasia moderada, severay CIS/CIN 2y 3
Con caracteristicas sugestivas de invasion
2.1.4 Carcinoma epidermoide

NN

2.2 EN CELULAS GLANDULARES
2.2.1. Células glandulares atipicas (AGC)
Endocervicales (NOS o especificar en comentarios)
Endometriales (NOS o especificar en comentarios)
Glandulares (NOS o especificar en comentarios)
2.2.2. Células atipicas, sugestivas de neoplasia
Endocervicales
Glandulares
2.2.3. Adenocarcinoma endocervical in situ (AlS)
Adenocarcinoma endocervical
Adenocarcinoma endometrial
Adenonocarcinoma extrauterino
No especifico (NOS)
3. OTRAS NEOPLASIAS MALIGNAS

Fuente: Autores del Trabajo.
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Como se observa en la clasificacion, el apartado «lesion de alto grado» incluye el
término de displasia moderada (NIC 2) y los de displasia severa y carcinoma in
situ (NIC 3), recogiéndose, de esta forma, la premisa basica sugerida para
simplificar el sistema de tres grados propuesto por Richard. Por otra parte, en el
apartado «lesion de bajo grado» se incluye la displasia leve ( NIC1) y los cambios
celulares asociados a infeccion por VPH, debido a la evidencia cientifica que
reporta la misma tasa de progresion y regresion; asi como la similitud de los tipos
de VPH aislados en ambas lesiones. Estos resultados son légicos ya que la
mayoria de las lesiones de bajo grado, especialmente en mujeres jovenes,
representan una infeccion por VPH autolimitada.

El término «lesién» en lugar de «neoplasia», aunque etimolégicamente es poco
especifico (significa «cualquier dafo»), es utilizado para resaltar el potencial
bioldgico incierto del proceso. Otro de los aportes importantes del sistema
Bethesda es el concepto de «atipia escamosa» que en la reciente modificacion de
2001 incluye los dos siguientes apartados:

<> Atipia Escamosa de Significado Indeterminado (ASC-US). Son las siglas de
«Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance» 6 células escamosas
atipicas de significado indeterminado o incierto. Este término fue introducido para
intentar acotar con mas precision la «zona gris» entre los cambios celulares
benignos y la lesion intraepitelial, por lo que la inclusién de una lesion bajo la
denominacion de ASCUS se realiza por exclusion. Es decir; los cambios
observados pueden deberse a un proceso benigno o a una lesion potencialmente
grave; por tanto, y debido a que no pueden ser inequivocamente clasificados, son
interpretados como de significado indeterminado o incierto.

Desde el punto de vista morfoldgico, estos cambios deben ser mas acusados que
los observados en un proceso reactivo pero insuficientes - bien cuantitativa o
cualitativamente- para clasificarlos con seguridad como SIL. Como se puede
deducir de la definicién, esta categoria no es reproducible y algunos autores
piensan que es una invencion norteamericana como parte de una practica
citolégica a la defensiva para evitar, en la medida de lo posible, falsos negativos
que puedan conllevar acciones legales. No obstante, se ha comprobado que un 10
a 20% de casos de ASCUS corresponden realmente a una lesién intraepitelial,
incluso de alto grado, que no se ha puesto en evidencia en el extendido citolégico,
por lo que eliminar el término no parece prudente.

Todos estos datos han sido contemplados en la version 2001 de Bethesda en la
que el término ASCUS pasa a ser definido como «alteraciones -citoldgicas
sugestivas de una SIL pero cuantitativamente y/o cualitativamente insuficientes
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para una interpretacion definitiva». Es decir, se elimina el ASCUS probablemente
reactivo, reservandose el término unicamente para cuando exista sospecha de
lesion intraepitelial. Como consecuencia, no debe malograrse el interés practico
del mismo siendo exageradamente utilizado. Como guia de frecuencia, se
recomienda que el diagndstico de ASCUS no deba exceder en 2-3 veces la tasa
de SIL de un laboratorio determinado. [SOLOMON _04].

X Atipia Escamosa. No puede excluirse H-SIL (ASC-H). Este término
sustituye al previo «<ASCUS posible SIL». En él se recogen aquellos casos en los
que las alteraciones celulares son bastante acusadas pero, bien por las
caracteristicas de la extension (inflamacion, hemorragia, etc.) o bien por la
escasez de estas células, no pueden considerarse totalmente conclusivas. Como
se comprueba también en el apartado de «anomalias celulares epitelialesy, el
término «AGUS» (células glandulares atipicas de significado indeterminado) de la
version anterior, ha sido sustituido en la de 2001 por el de «células glandulares
atipicas», con ello desaparece esta sigla de sonido gutural no demasiado
eufdnico, lo cual es un motivo de satisfaccion, evitandose su confusién con
ASCUS.

Por ultimo, es preciso comentar que aparte de la elaboracion de este sistema de
nomenclatura, la opinién unanime de los expertos reunidos en Bethesda fue
indicar que el informe citolégico es un acto médico cuyo responsable final es el
especialista citopatélogo.

En esta evolucién histérica de las clasificaciones podemos comprobar la tendencia
marcadamente reduccionista y simplificatoria de las mismas, ya que de los cuatro
grados de la primera se ha llegado a las dos categorias del Sistema Bethesda
pasando por los tres grados de Richard, con una duracion media de unos 20 anos
para cada una de ellas. Tabla 1.4.

Es muy probable que la tercera modificacion del Sistema Bethesda (2001) no sea
la udltima. En dos recientes trabajos de la Revista Espafiola de Patologia
correspondientes a dos regiones distintas de Espana, (Ciudad Real y Madrid) se
comprueba que los tipos de VPH mas frecuentemente implicados en todo tipo de
lesiones cervicales, tanto de alto como de bajo grado, son los denominados de
alto riesgo oncogénico, por lo que probablemente en el futuro se recomiende
incluir la tipificaciéon de VPH a los estudios de rutina; especialmente, en lesiones
de potencial evolutivo incierto como pueden ser las de bajo grado y los
denominados «ASCUS». [PUIG_01], [LACRUZ_07]. Por tanto, y retomando la
evolucion histérica de las clasificaciones, no seria descabellado pensar que en el
futuro estas puedan ser de tipo morfolégico- molecular especificandose, junto al
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grado de la lesion, el tipo de VPH implicado en ella, la carga viral e, idealmente, la
presencia de ARNm de los genes E6 y E7 y/o de las oncoproteinas virales,
inhibidoras de los genes celulares P53 y Rb, expresadas por ellos.

Tabla 1.4. Correlacion entre la terminologia de Displasia, NIC y Sistema Bethesda.

DISPLASIA NIC NIC BETHESDA
MODIFICADO
Normal Normal Normal Dentro de
limites normales
ASCUS
ASC-H
Atipia Atipia coilocitica, | NIC bajo grado L-SIL
Condiloma plano
Displasia leve NIC 1 NIC de Bajo L-SIL
Grado
Displasia NIC2 NIC de Alto H-SIL
Moderada Grado
Displasia NIC 3 NIC de Alto | H-SIL
Severa Grado
Carcinoma In situ | NIC 3 NIC de Alto | H-SIL
Grado
Carcinoma Carcinoma Carcinoma Carcinoma Invasor
Invasor Invasor Invasor

Fuente: Autores del Proyecto

*

<> Sensibilidad y especificidad de la Citologia y la Histopatologia cervical.
Segun la Internacional Agency for Research on Cancer (IARC), la sensibilidad de
la citologia convencional (PAP) debe alcanzar el 60%; sin embargo, diferentes
autores han reportado sensibilidades que oscilan desde 20 al 80% [REID_91],
[SOOST_91], [MAYEAUX_95], [BISHOP_96], [SCHNEIDER_96], [DUGGAN_98] y
una revision de la bibliografia existente sobre el tema desarrollada por la Agency
for Health Care Police and Research (AHCRP) en Enero de 1999 estimé para la
citologia convencional una sensibilidad del 51% (Intervalo de confianza del
95% =0.37-0.66) y especificidad del 98% (Intervalo de confianza del 95%= 0.97-
0.99). [AHCPR _99].

48



Vale la pena mencionar un estudio local desarrollado en la Liga Santandereana de
Lucha contra el Cancer -2002-2003; el cual reportd, sensibilidad del 12%,
especificidad del 99%, valor predictivo positivo de 83% y valor predictivo negativo
de 98.2% para el tamizaje de Carcinoma Escamocelular invasor en una poblacion
con prevalencia de 2%. [GARCIA_06]. Finalmente, la histopatologia se considera
el estandar para el diagnostico de lesiones premalignas y malignas cervicales.

X Citologia de base liquida. La citologia de base liquida (LBP por Liquid-
Based Preparations) o de capa fina consiste en la recoleccion -mediante cepillo-
de células cervicales preservadas en un fluido y trasportadas al laboratorio para la
remocidn de detritus y posterior extensidn y coloracion celular sobre un
portaobjetos. La lectura se realiza de manera convencional. [NHS _ 06].

Actualmente, se comercializan aprobadas por la Food and Drug Administration
(FDA) el SurePath —AutoCytePREP o CytoRich LBC— de Tripath Imaging, Inc,
Burlington, NC y el Thin Prep 3000 de Cytyc Corporation, Boxborough, MA.
[NHS_06].

Dentro de las ventajas de la LBP se menciona un muestreo mas aleatorio, y por
tanto, presumiblemente mas representativo que la citologia convencional (CP),
menos extendidos no satisfactorios, disminucion del tiempo de lectura y utilizacion
del material restante para anadlisis de DNA del VPH, y como desventajas;
incremento del tiempo de procesamiento, formacion especializada para interpretar
apropiadamente los extendidos, mayor cansancio durante la lectura y alto costo.
[SEGO_02], [SOLOMON_05].

Actualmente, se dispone de informacion cientifica sobre la LBP; sin embargo,
revisiones comprensivas de la literatura (metanalisis) no estiman la especificidad
de la prueba y tampoco se encuentra justificacion para las diferencias del criterio
“celularidad minima” entre LBP y la CP. Existe un estudio preliminar, donde se
menciona incremento de el porcentaje de deteccion de HSIL mediante LBP
cuando la muestra incluye mas de 20.000 células; no obstante, este estudio, no
investigd directamente la relacion entre la celularidad de la muestra y los indices
de falsos negativos; que no necesariamente, coinciden con la relacion que puede
haber entre la celularidad de la muestra y la deteccion de HSIL. [AHCPR _99],
[SOLOMON_05], [COX_06].

X4 Test para deteccion del DNA del VPH. En Marzo de 2003 el test Hibrid
Capture-Il ™ (HC-II™) HPV DNA; fue avalado por la FDA para uso clinico
comercial; anteriormente restringido para complementar la citologia convencional
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que reportaba ASCUS - hasta el 2000. Este usa sefiales de amplificacién en
extendidos celulares para detectar los 13 tipos mas frecuentes de VPH de alto
riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68). En contraste, la PCR se
limita a estudios de investigacion. [SPENCE_05], [COX_06].

En estudios recientes, el analisis del DNA-VPH ha demostrado mayor sensibilidad
que la CP para las lesiones de alto grado, con una especificidad aceptable pero
inferior. [SEGO_02]. Tabla 1.5. Las mujeres con 2 test VPH positivos pero con
Pap negativos tienen un riesgo 40 veces mayor de desarrollar neoplasia cervical
que aquellas con infecciones por VPH de bajo riesgo. Cuando la citologia y el
TEST VPH se desarrollan en combinacion y ambos son negativos; el valor
predictivo negativo es cercano al 100%. [SPENCE_05].

La desventaja del TEST DNA-VPH esta en la dificultad de desarrollar el método a
gran escala debido a la tecnologia necesaria para el analisis de las secuencias del
DNA. Esto restringe el andlisis a personal especializado de grandes centros de
referencia.

Tabla 1.5. ADN-VPH y Citologia para detectar SIL
ADN-VPH Citologia

Umbral Sensib. Espec. Sensib. Espec.

Manos 1999 HSIL 892 64 1 6.2 -

Mitchell 1999 LSIL 0.65 0,73 750 730
Clavel 1999 HSIL 100 852 853 a4 9
Cuzick 1999 HSIL a5.2 95 1 857 96,9
Wright 2000 HSIL 839 84 5 67,9 87,9
Nanda 2000 LSIL - - 69.0 81.0
Nanda 2000 HSIL - - 58.0 a2.0
Schiffman 2000 HSIL 88 4 890 777 04 2
Solomon 2001 HSIL 96,3 - 853 -

Fuente: Davies et al. Bail Clin Obstet Gynecol. 2001; 15: 677.

<> Tamizaje para Cancer Cervical. De acuerdo con la American Cancer
Society (ACS), el American Collage of Obtetricians and Gynecologists (ACOG) y
U.S. Preventive Services Task Force (USPSTF) el tamizaje cervical debe iniciarse
dentro de los 3 afios siguientes al inicio de la vida sexual o a los 21 afos sin vida

sexual.
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Para mujeres de 30 afios 0 menores, la ACS y la ACOG, recomiendan el tamizaje
(screening) anual con la citologia convencional o cada dos afos con la citologia de
base liquida. Para mujeres mayores de 30 afios que tienen 3 citologias negativas
puede espaciarse el tamizaje a cada 2 o 3 afos y en mujeres con historia de HSIL
0 cancer el tamizaje siempre es anual. [COX_06].

En mujeres de 30 afilos o mayores, también se da la alternativa de emplear la
citologia convencional mas el TEST para DNA del HPV. Si el reporte es negativo
se recomienda espaciar el tamizaje a cada 3 afios. [COX_06].

La ACS, el ACOG, y USPSTF recomiendan suspender el tamizaje en las mujeres
histerectomizadas por patologia benigna; sin embargo no hay consenso en la
edad limite para la toma de citologia. La ACS sugiere suspenderlo en mujeres de
70 afos o mayores con 3 citologias consecutivas previas negativas sin historia de
alteraciones citolégicas en los 10 anos anteriores; mientras que, la USPSTF
recomienda suspenderlo a los 65 afios cuando no hay factores de riesgo y las
evaluaciones previas son negativas. [COX_06].

1.3.2. NUEVAS TECNICAS DIAGNOSTICAS

Las nuevas técnicas diagnosticas, en general, se basan en el estudio de
propiedades fisicas y quimicas de los tejidos. Entre las propiedades fisicas en
estudio para la deteccién temprana de cancer se encuentran las eléctricas y las
Opticas. De las propiedades eléctricas se destaca la espectroscopia de
impedancia eléctrica, y de las O6pticas los estudios de fluorescencia y de
composicion elemental basados en técnicas plasmicas.

Algunos grupos de investigacion de la Universidad Industrial de Santander
estudian en la actualidad propiedades eléctricas y opticas de tejido epitelial con el
fin de detectar cancer en sus estados premalignos. El grupo CIMBIOS, en
colaboracion con el grupo CEMOS, ha realizado un estudio piloto de deteccion
temprana de cancer de cuello uterino basada en espectroscopia de impedancia
eléctrica [MIRANDA 05] en el que se obtuvieron resultados promisorios con alta
sensibilidad y especificidad (superior al 80%); y se inicio, el segundo semestre de
2006, un trabajo de maestria con el fin de disefiar e implementar un
bioimpedanciémetro para continuar con los estudios de deteccién temprana de
cancer basada en espectroscopia de impedancia eléctrica in-Vivo?.

? El trabajo de Maestria al que se hace referencia esta a cargo del Ing. Miguel Pinto Aparicio.
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El grupo GOTS, en colaboracion con el CEMOS, desarroll6 dos trabajos a nivel de
maestria donde se evalud la deteccion temprana de cancer de cuello uterino
basadas en fluorescencia® y en tratamiento de imagenes®. Sin embargo, en
dichos estudios no se hace una medicién directa de la composicion electrolitica de
los tejidos, informacion que puede complementar la comprension del estado real
del tejido, y por ende, permitiria la deteccion preclinica de la enfermedad
neoplasica.

Internacionalmente, se destaca el grupo abanderado por el Dr. Brian Brown de la
Universidad de Sheffield, UK, que estudia la espectroscopia de impedancia
eléctrica como técnica para el tamizaje de cancer de cuello uterino; asi como, el
grupo liderado por el profesor Jasprit Singh, de la universidad de Mississippi
(Mississippi State University), USA, que vislumbra la posibilidad de utilizar la
Espectroscopia de Plasma Inducida por Laser (LIBS) como técnica de deteccidn
temprana de cancer.

1.4. INTERACCION DE LA ELECTRICIDAD CON LOS TEJIDOS BIOLOGICOS

La interaccién de la electricidad con tejidos bioldgicos tiene una marcada
dependencia de la frecuencia de la sefal de excitacion. [SCHWAN-57],
[SCHWAN 94] reporta tres zonas de dispersion en las que esta interaccion tiene
diferentes efectos en el tejido, éstas son: zona a (hasta 10kHz aproximadamente),
B (de 100kHz hasta 10MHz, aproximadamente), y (frecuencias superiores a
100MHz). La zona de dispersion a esta relacionada con la interfaz electrodo-
electrolito y la relajacion y polarizacion de los espacios cargados, la 3, con la
polarizacion y relajacion interfacial, y la y, con la relajacion bipolar.

Las propiedades eléctricas del tejido dependen de la zona de dispersion en la que
se trabaje, siendo la zona (3 la de mayor interés practico para estudiar propiedades
globales del tejido, debido a que la conduccion eléctrica esta relacionada con el
espacio extracelular, el cual varia de acuerdo al estado del tejido.

3 Trabajo de Maestria en Ingenieria a cargo del Ing. Diego Rolando Mahecha. “Estudio de deteccién precoz
de Céncer de Cuello Uterino por medio del analisis de la respuesta fluorescente", presentado como requisito
para optar al titulo de Magister en Ingenieria, Area Electronica.

* Trabajo de Maestria. Ing. Edwin Silva Cruz."Deteccion de cancer de cuello uterino basado en técnicas de
procesamiento y andlisis de imagenes microscopicas", presentado como requisito para optar al titulo de
Magister en Ingenieria, Area Electrénica.
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Por otro lado, segun [SCHWAN 57] las propiedades eléctricas del tejido y su
composicion son de importancia practica y de interés en areas como la
cardiologia, la fisica médica y la medicina clinica, ademas de su interés en el
analisis estructural de organismos celulares, el estudio de mecanismos de
excitacion y el analisis de las caracteristicas de moléculas proteicas. Las
propiedades eléctricas del tejido dependen de la energia con la cual sea excitado,
presentando un comportamiento aproximadamente lineal para energia bajas que
corresponden a flujos de corriente inferiores a 1mA/cm? y campos eléctricos
inferiores a 1V/cm.

1.5.  MEDICION DE LA BIOIMPEDANCIA ELECTRICA
Para la realizacion de las mediciones del EIE se empled el bioimpedanciémetro

monocanal MARK Il de Sheffield, (UK). Figura 1.19.

Figura 1.19. Bioimpedanciometro. Sistema monocanal MARK Ill. Sheffield. UK.

Fuente: [MIRANDA 05] MIRANDA, David. “Deteccidén de cancer de cuello uterino
basada en espectro de impedancia eléctrica”. Bucaramanga, 2005, 128p. Tesis
de Maestria (Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electrénica). Universidad
Industrial de Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.

Este sistema toma, para cada una de las siete frecuencias en las que opera, 50
valores de impedancia eléctrica. La descripcidon completa de los moédulos que
integran este dispositivo y la forma de operacién estan descritas en detalle por
[GONZALEZ_01] y [WALKER_00].
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2. PROTOCOLO DE MEDICI()N,DEL ESPECTRO DE IMPEDANCIA
ELECTRICA

2.1. SEGURIDAD ELECTRICA PARA LA PACIENTE

El sistema de medicidn utilizado en la toma de datos del EIE es seguro
eléctricamente como muestra [MOMPIN_88]. El equipo empleado en la medicion
del EIE del cérvix fue el bioimpedanciometro disefiado y ensamblado en la
universidad de Sheffield, (Reino Unido), por el profesor Brian Brown; el cual fue
denominado “Sistema Monocanal MARK III” por [WALKER_00]. Este equipo
cumple con las normas internacionales de seguridad eléctrica para equipos
médicos: BS5724 e IEC601, [BROWN_94], [LU 94]; las cuales, han sido
aceptadas en Colombia. Estas normas estan contempladas por el ICONTEC bajo
la reglamentacion numero NTC-IEC 60601.

2.2. SEGURIDAD BIOLOGICA

Durante el proceso de medicion del EIE en la sala de procesamiento
macroscopico de la Morgue HUS — histerectomias — y en el quiréfano del Hospital
San Juan de Dios de Floridablanca (HSJDF) - biopsias y conizaciones- se
cumplieron las normas de seguridad biolégica que se describen a continuacion:

2.2.1 Seguridad biolégica en la Sala de Procesamiento Morgue HUS. EIl riesgo
sanitario de este escenario es la contaminacidon con agentes biologicos
provenientes de los especimenes, por ello se evitdé el contacto directo de la sonda
de medicion con fluidos corporales (moco cervical y sangre) y se emplearon
guantes de Latex para manipular los instrumentos; asi como, las muestras
cervicales. Una vez terminadas las mediciones, se lavaba la sonda de medicion
con agua y jabon quirdrgico. Las instalaciones de la Morgue HUS cumplen con las
normas sanitarias estipuladas por la Secretaria de Salud Municipal.

2.2.2. Seguridad biologica en el Quiréfano del Hospital San Juan de Dios de
Floridablanca. Para ingresar al Quiréfano del HSJDF se emple6 Traje de mayo,
lavado de manos quirurgico y se evitd el contacto con los elementos dispuestos en
la sala de cirugia. En este escenario las mediciones del EIE fueron realizada por el
Ginecdlogo Dr. Jorge Mejia en las areas establecidas en el item 2.4.

54



Se evitd la exposicion directa de la sonda de medicion con fluidos corporales
(moco cervical y sangre) y entre medicion y medicion se desinfectd el instrumental
empleado mediante inmersion en Cidex® durante un tiempo minimo de 20
minutos.

2.3

PROCEDIMIENTO PARA LA CALIBRACION DE LA SONDA DE

MEDICION

El proceso de calibracion de la sonda de medicién inicia con el cumplimiento de
las siguientes recomendaciones:

X/
L X4

Contar con recipientes de vidrio con capacidad minima de 125 CC, un litro
de agua estéril desmineralizada y una bolsa de 250 CC de solucion salina
estéril al 0.9%.

La sonda de medicion debe estar limpia, seca y entrar en contacto con el
liquido depositado en los recipientes cuando éste se encuentra en total
reposo.

La sonda NO debe quedar en contacto con las paredes o el fondo del
recipiente.

El protocolo de calibracién de la sonda de medicién se estandarizé siguiendo los
pasos que se describen a continuacion:

X/

Agregar al frasco de vidrio, 75mL de agua desmineralizada y rotular con los
siguientes datos: numero de la ganancia (1, 2, 4 u 8), al lado con el rango
de la medida (1, 2, 4 u 8) e inferiormente se escribe la cantidad de solucion
salina y la corriente con la cual opera el bioimpedanciometro

Se agrega solucion salina al agua desmineralizada de tal manera que al
realizar las mediciones queden entre los rangos de voltaje 2, 4, 6 y 8. Para
ello se inicia con ganancia 1, se obtienen los cuatro valores
correspondientes a cada rango (se necesita un frasco para cada medicién)
y se continua hasta llegar a la ganancia 8.

Se mide la conductividad para cada frasco y se procesan los datos
utilizando el programa Vibie _Calibration. [MIRANDA _05].

Se registran los resultados obtenidos en el Formato de Calibracién de la
Sonda de Medicion. Figura 2.1.
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Figura 2.1. Formato para la calibracion de la sonda de medicion.

FORMULARIO PARA LA CALIBRACION DE LA SONDA DE MEDICION DEL
ESPECTRO DE IMPEDANCIA ELECTRICA EN CUELLO UTERINO

Fecha: Hora:
PARAMETROS DE LA CALIBRACION
Nombre del Archivo
Corriente [pA]
DATOS DE OPERARIOS
O_1 Nombre
O_2 Nombre
TOMA DE DATOS
Cantidad
Etiqueta Cantidad # . o
de Ganancia | Conductividad [uS]
del frasco | de soluto Memoria
solvente
OBSERVACIONES

Fuente: MIRANDA, David.

“Deteccion de cancer de cuello uterino basada en

espectro de impedancia eléctrica”. Bucaramanga, 2005, 128p. Tesis de Maestria
(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electronica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.
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2.4 PROCEDIMIENTO PARA LA MEDICION DEL ESPECTRO DE
IMPEDANCIA ELECTRICA (EIE) EN TEJIDO CERVICAL

El tejido empleado para el estudio piloto de EIE corresponde a productos de
biopsias cervicales, conizaciones e histerectomias.

2.4.1. Medidas Ex-Vivo. Las histerectomias se llevaron a cabo en el Hospital
Universitario de Santander (HUS) entre los meses de Noviembre de 2004 y Marzo
de 2005 por el Ginecélogo-Oncoélogo Dr. Jairo Corso Salamanca con diagndsticos
prequirurgicos de lesiones intraepiteliales de alto grado y carcinomas infiltrantes
(de acuerdo a la clasificacion de Bethesda 2001). El protocolo consiste en las
acciones a seguir desde el momento de la extraccion del espécimen hasta su
procesamiento y las condiciones de medicion del EIE.

El proceso inicia en las salas de cirugia donde se deposita el espécimen en fresco
en un recipiente plastico o de vidrio libre de cualquier tipo de sustancia liquida y/o
fijadora, se rotula la bolsa con los datos basicos de la paciente (nombre y numero
de historia clinica) y la hora exacta de extraccién del utero. Adicionalmente se
diligencia la solicitud de estudio histopatologico con la fecha, nombre y edad de la
paciente, numero de historia clinica, resumen del caso clinico, impresiones
diagnosticas, nombre y firma del médico solicitante. En nuestro estudio, después
de la extraccion del espécimen se daba aviso al departamento de patologia para
el traslado inmediato de la muestra a la sala de procesamiento macroscopico
adscrita al HUS por parte de los residentes de patologia encargados del estudio,
previa verificacion de los datos del paciente y del rotulo del espécimen. Alli se
ingresaban los datos al Sistema SAD del HUS y se matriculaba con el numero
consecutivo de los quirdrgicos del libro de registro y control interno del
Departamento de Patologia.

Al tiempo, que se trasladaba la muestra, se informaba al Fisico & Ing. David
Alejandro Miranda Mercado para realizar las mediciones de espectro de
impedancia eléctrica y registrar los datos obtenidos en el formulario creado para
tal fin antes de 2 horas, -Figura 2.2.- tiempo establecido como limite para la
realizacion de las medidas de EIE.

Las medidas son realizadas en las ocho areas mostradas en la Figura 2.3.
siguiendo un orden ascendente. Posteriormente se marca cada sitio de medicion
con un punto de tinta china negra y se procesa el espécimen realizando cortes
longitudinales y seriados de la pieza — Figura 2.4.- y se continua con el
procesamiento estandar del Laboratorio de Patologia UIS para fijacion,
deshidratacion, aclaramiento, inclusiéon en parafina, corte y coloracion con
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Hematoxilina & Eosina. — Ver items 2.5 y 2.6 Protocolo de Procesamiento,
Lectura e Informe histopatolégico en este capitulo.

Figura 2.2. Formulario de registro de las mediciones del EIE.
FORMULARIO PARA LA MEDICION DE ESPECTRO DE IMPEDANCIA

ELECTRICA EN CUELLO UTERINQ

Universidad Industnial de Santander 2004- 2003

DATOS DE LA PACIENTE Fecha:
Mombre Historma:
Edad: Hora de la Curugia

PARAMETROS DEL EQUIPO DE MEDICION

Mombre del archivo

Cianancia 1 2 4 8
Corrente 10 A 20 pA 40 pA
EVALUACION CLINICA DE LA LESION

MEDICIONES

Hora Observaciones

MEDICO:

INGENIERO: David Alejandro Moranda Mercado

Fuente: Autores del proyecto.
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Figura 2.3. Areas de medicién del Espectro de Impedancia Eléctrica cervical.

Fuente: Autores del proyecto.

Figura 2.4. Esquema de cortes histopatologicos cervicales

CORTE1-5

CORTE 4 -8 CORTE2-6

CORTE 3-7

Fuente: Autores del proyecto.
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2.4.2. Medidas In-Vivo. Las conizaciones y biopsias cervicales corresponden a
mujeres atendidas por el servicio de Ginecologia a cargo del Ginecélogo Dr. Jorge
Mejia adscrito al Hospital de Floridablanca previo consentimiento escrito de las
pacientes, realizadas entre los meses de abril de 2005 a junio del mismo afo. El
procedimiento para la toma de datos en dicha institucién fue el siguiente:

Previa desinfeccion de la sonda de medicién mediante inmersién en CIDEX®,
-tiempo minimo de 20 minutos- se realiza in situ la valoracion del espectro de
impedancia eléctrica y se registran los datos en el formato creado para tal fin. Si
el procedimiento fue una conizacién, el Ginecélogo marca los puntos 1-5 con una
sutura y en el caso de biopsias, se depositaron en recipientes individuales
debidamente rotulados. Por ultimo, se llevaron los especimenes fijados en formol
al 10% al Departamento de Patologia de la Universidad Industrial de Santander
para realizar el respectivo estudio histopatolégico siguiendo el procedimiento
estandar. Ver item 2.5 “Procedimiento para Procesamiento del Tejido Cervical” en
el presente capitulo.

2.5. PROCEDIMIENTO PARA PROCESAMIENTO DE TEJIDO CERVICAL

Para el procesamiento de las biopsias se toman los fragmentos del tejido, se
depositan sobre un papel tipo servilleta, se impregnan con una gota de colorante
llamado Eosina, se doblan y se depositan en cassettes rotulados con el numero
del quirurgico (incluye los dos ultimos digitos del afio en curso) acompafnados en
la parte inferior por un segundo numero correspondiente al sitio del cérvix del cual
se toma la muestra. Figuras 2.5.a 2.7.

Figura 2.5. Procesamiento de Biopsias Cervicales. Paso 1. En esta gréafica se
muestran los elementos empleados en el procesamiento de las biopsias.

Fuente: Autores del trabajo.
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Figura 2.6. Procesamiento de Biopsias Cervicales. Paso 2. EIl tejido se ubica
sobre el papel servilleta y se agrega la eosina. Luego, se doblan los extremos del
papel sin comprimir la muestra.

Fuente: Autores del trabajo.

Figura 2.7. Procesamiento de Biopsias Cervicales. Paso 3. Ubicacion de la
muestra en el cassette y rotulo.

Fuente: Autores del trabajo.

Para el procesamiento de los conos cervicales se debe pintar con tinta china negra
la cara externa del espécimen y luego se divide con bisturi en labio anterior y
posterior empleando como punto de referencia la sutura ubicada en la zona
correspondiente al area de medicién 1-5. Figura 2.8 a 2.10.
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Figura 2.8. Procesamiento de Cono cervical. Paso 1. Se pinta con tinta china.

Fuente: Autores del Proyecto

Figura 2.9. Procesamiento de Cono cervical. Paso 2. Labio anterior y posterior.

Fuente: Autores del proyecto

Posteriormente se realizan cortes seriados de cada labio siguiendo las manecillas
del reloj y rotulando cada fragmento con el numero del quirdrgico vy
posteriormente con la numeracion continua de acuerdo a la secuencia de corte.
Cada fragmento del cuello uterino debe tener unas dimensiones no mayores de
2,5 cm. de longitud X 1,5 cm. de ancho X 0,4 cm. de espesor. Figura 2.10.
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Figura 2.10. Procesamiento de Cono cervical. Paso 3. Cortes seriados de cada
labio.

Fuente: Autores del proyecto

En el caso de las histerectomias, por tratarse de lesiones Vvisibles
macroscopicamente se realizaban uUnicamente 4 cortes representativos
correspondientes a las areas de medicion 1-5, 2-6, 3-7 y 4-8 como se presentd en
la Figura 2.2 y 2.3; los cuales se depositan en cassettes individuales rotulados
con el numero del quirdrgico y posteriormente el numero correspondiente a los
puntos de medicion del EIE. Figura 2.11y 2.12.

Figura 2.11. Procesamiento de Histerectomia. Paso 1. Cortes representativos.

-

Fuente: Autores del proyecto
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Figura 2.12. Procesamiento de Histerectomia. Paso 2. Ubicacion y rétulo de los
cortes representativos.

Fuente: Autores del proyecto

Una vez depositado el material se introducen los cassettes en formol tamponado
al 10%, - Tabla 2.1.- en proporcién 1:20 (veinte veces el volumen del tejido) por
seis horas.

TABLA 2.1. Preparacion de Formol Tamponado al 10%

Formalina Pura 100 CC
FORMOL TAMPONADO AL | Fosfato Sédico Monobasico 4 gr.
10% Fosfato Sédico Dibasico (Anhidro) | 6.5 gr.

Agua Destilada 900 CC

OBSERVACIONES

Se obtiene unpH de 7.0 a 7.2.
Previene el choque osmoético
Evita la formacion de depdsitos de pigmento formdlico

Fuente: Autores del proyecto.
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Luego se inician los procesos de postfijacion, deshidratacion, aclaramiento e
impregnacion en parafina. Tabla 2.2.

TABLA 2.2. Procedimiento de Postfijacion, Deshidratacién, Aclaramiento e
Inclusion en Parafina de los tejidos cervicales.

BANOS TIEMPO DE PROCESAMIENTO

Formol 10% tamponado a 37°C 2 horas

Etanol al 50% a 37°C 2 horas

Etanol al 70% a 37°C 2 horas

Etanol absoluto al 96% a 37°C 3 bafios de 1 hora cada uno

Xilol a 37°C 3 banos de 1 hora cada uno
Parafina a 56°C 3 inmersiones. Las dos primeras 2 horas y

la ultima de 1 hora.

Fuente: Autores del proyecto.

Posteriormente, empleando el micrétomo rotatorio marca MICROM HM 310
-Figura 2.13- se cortan los bloques de parafina (cortes de 3 micras de espesor) y
los tejidos son llevados al bafio de flotacion preparado a 37°C. Finalmente, se
ubican los cortes sobre las laminas portaobjetos. Figura 2.14 a 2.19.

Figura 2.13. A. Vista frontal del microtomo MICROM HM 310.

Fuente: Autores del proyecto.
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Figura 2.13. B. Vista Lateral del Microtomo MICROM HM 310.

Fuente: Autores del proyecto.

Figura 2.14. Proceso de Corte. Paso 1.

Fuente: Autores del proyecto.

66



Figura 2.15. Proceso de Corte. Paso 2.

Fuente: Autores del proyecto.

Figura 2.16. Extension del Tejido en el Bafio de Flotacion

Fuente: Autores del proyecto.
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Figura 2.17. “Pesca” del Tejido en el Bafo de Flotacion. Paso 1

Fuente: Autores del proyecto.

Figura 2.18. “Pesca” del Tejido en el Bafo de Flotacién. Paso 2

Fuente: Autores del proyecto.
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Figura 2.19. Ubicacion del Tejido cervical sobre la lamina Portaobjetos.

Fuente: Autores del proyecto.

Luego se procede a la coloracion de rutina con (H&E). Tabla 2.3 y Figura 2.20.

Figura 2.20. Coloracion de las laminas histopatoldgicas.

Fuente: Autores del proyecto.
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TABLA 2.3. Procedimiento para coloracién con Hematoxilina — Eosina. (H & E).

COLORACION DE HEMATOXILINA — EOSINA

FIJACION

Puede utilizarse tejido fijado en cualquier solucién fijadora, excepto aquellas que
contienen tetroxido de osmio.

SOLUCIONES

1. Solucidon de Hematoxilina de Harris.

2. Etanol acido al 1%.

3. Solucién de azuleamiento: Se emplea agua corriente si es lo suficientemente
alcalina. En su defecto puede emplearse:

e Solucion acuosa de Carbonato de Litio al 1%.

e Solucion acuosa de amoniaco al 2%.

4. Solucién acuosa o alcohdlica de Eosina.

PROCEDIMIENTO

Desparafinar e hidratar.

Tenir con Hematoxilina de Harris durante 2 minutos.

Lavar en agua corriente.

Diferenciar en alcohol acido al 1% durante 5 a 30 segundos, controlando al
microscopio.

Azular en agua corriente o cualquier otro agente de azuleamiento durante 5
minutos. En este ultimo caso, lavar abundantemente en agua corriente tras el
azulado.

Colorear con Eosina durante 2 minutos.

Lavar en agua corriente (en caso de Eosina alcohdlica, lavar y diferenciar en
etanol al 70%) hasta obtener la intensidad deseada de coloracion.

Deshidratar, aclarar y montar.

RESULTADOS

Nucleos color azul a negro, eritrocitos color naranja a rosa y estructuras restantes
de rosado a rojo.

Fuente: Autores del proyecto.

Finalmente, las laminas se secan y cubren con laminillas cubreobjetos de vidrio
-44 X22 mm-, empleando resina sintética como sellante. Ver Figura 2.21. a
Figura 2.23.
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Figura 2.21. Aplicacion de la resina. Paso 1.

Fuente: Autores del proyecto.

Figura 2.22. Aplicacion de la resina. Paso 2.

Fuente: Autores del proyecto.
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Figura 2.23. Colocacion de la laminilla cubreobjetos.

Fuente: Autores del proyecto.

2.6. PROCEDIMIENTO DE LECTURA E INFORME HISTOPATOLOGICO

Los cortes fueron evaluados por un Residente de Patologia (autores del proyecto)
empleando  microscopio binocular marca OLYMPUS CX 32, siguiendo el
procedimiento de lectura descrito a continuacion:

Primero, las placas histolégicas fueron observadas a bajo aumento -objetivo de
10x- para reconocimiento general de las estructuras histologicas, busqueda de las
areas sospechosas de displasia o malignidad e identificacion de las éareas
marcadas con tinta china -las cuales correspondian a las zonas de medicién del
EIE-.

Segundo, se observaron las laminas histopatoldgicas a mayor aumento, -objetivo
de 40 x- para evaluar las zonas sospechosas de malignidad; asi como, las areas
marcadas con tinta negra para definir el diagnoéstico.

Tercero, se escribi6 a mano y en lapiz, la descripcion microscépica y el
diagndstico del espécimen en la misma hoja donde se habia registrado la
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descripcion macroscopica. Adicionalmente, en los Formatos de Lectura creados
para el estudio piloto se registraron los resultados histopatologicos
correspondientes a cada una de las areas de medicion. Estos reportes
preliminares eran presentados al Patologo para su revision. -Figuras 2.24.y 2.25-.
Por ultimo, los informes eran evaluados por el tutor, se entregaba el reporte
definitivo a la secretaria del Departamento de Patologia, cuya funcion era
transcribir el resultado en el SAD del HUS — si la paciente pertenece al grupo de
Ginecologia Oncologica del HUS- e imprimir el informe en original y 2 copias. Este
informe era revisado nuevamente por el patélogo que evalué el caso, firmado vy
sellado.

Los resultados de pacientes HUS se organizaban asi: La original se anexaba a la
historia clinica, una copia se adheria a la orden médica para liquidaciéon y una
copia se guardaba en el archivo del Departamento de Patologia. Si la paciente
continuaba hospitalizada, se entregaba el informe original a la enfermera jefe o
secretaria del servicio de Ginecologia. El receptor firmaba el cuaderno de
relacion de entregas, con nombre legible registrando la fecha y hora de recibido. Si
la paciente habia egresado de la institucion, el informe era entregado al
Departamento de Estadistica del HUS.

Si la paciente pertenecia al Hospital San Juan de Dios, se imprimia el informe
-original y copia- en papel membreteado del Departamento de Patologia UIS.
Posteriormente, se enviaba el informe original por correo externo al Servicio de
Estadistica del Hospital San Juan de Dios de Floridablanca para archivar en la
historia clinica de la paciente. La copia se guardaba en el archivo del
Departamento de Patologia UIS.

Por ultimo, los Formatos de Lectura diligenciados eran guardados en una carpeta
por el Residente de Patologia encargado del espécimen.
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Figura 2.24 Formato de lectura para biopsias cervicales

FORMATO DE LECTURA PARA BIOPSIAS CERVICALES

FECHA DE LECTURA

RESIDENTE ENCARGADO

IDENTIFICACION DE LA PACIENTE
NOMBRE

HISTORIA CLINICA | EDAD
NUMERO DEL QUIRURGICO

DIAGNOSTICOS

BIOPSIA 1 ( AREA DE LAS 12)

BIOPSIA 2 (AREA DE LAS 3)

BIOPSIA 3 (AREA DE LAS 6)

BIOPSIA 4 (AREA DE LAS 9)

Fuente: Autores del proyecto.
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Figura 2.25 Formato de lectura para conizaciones e histerectomias.
FORMATO DE LECTURA PARA CONIZACIONES E HISTERECTOMIAS

FECHA DE LECTURA

RESIDENTE ENCARGADO

IDENTIFICACION DE LA PACIENTE

NOMBRE

HISTORIA CLINICA . EDAD
NUMERO DEL QUIRURGICO

DIAGNOSTICOS

CORTE AREA 1-5
AREA 1

AREA S

CORTE AREA 2 -6
AREA 2

AREAG6

CORTE AREA 3 -7
AREA 3

AREA7

CORTE AREA 4 -8
AREA 4

AREA 8

Fuente: Autores del proyecto.
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2.7. DISCUSION

Para evitar que se modificaran las propiedades eléctricas de los tejidos, se
tomaron en cuenta las siguientes precauciones y/o recomendaciones:

El cérvix debe recibirse en fresco, ya que la adicibn de fijador (formol),
desnaturaliza las proteinas con destruccion de los puentes de hidrégeno presentes
en las estructuras cuaternarias afectando las caracteristicas del tejido; lo cual
origina distorsion de los resultados producto de las mediciones eléctricas.
Ademas, el formol es polar y con el paso de corrientes eléctricas produce amplias
variaciones en las caracteristicas eléctricas de la superficie del tejido afectando el
flujo de corriente. En ocasiones recibimos muestras en solucion salina normal
(SSN), sustancia electrolitica que disminuye la resistencia del medio al flujo de
corriente, facilitando la circulacion de mayor numero de cargas que cambian las
propiedades eléctricas del tejido.

No debe emplearse en el embalaje tela u otro material organico para evitar la
extraccion de electrélitos cervicales, siendo el recipiente plastico el medio 6ptimo
que elimina sesgos potenciales en la medicion eléctrica, ademas de brindar
resistencia a posibles agresiones durante el trasporte de la muestra y eliminar el
riesgo de accidentes ocupacionales con fragmentos de vidrio provenientes de
envases quebrados.

La determinacion del tiempo apropiado para la toma de datos, se basé en estudios
previos reportados por [SCHWAN_94] donde demuestra variaciones minimas en
las mediciones durante la primera hora, reconociéndose cambios propios entre los
diferentes tipos de tejido.

Con el fin de realizar una adecuada correlacion entre el método eléctrico de EIE y
estandar para evaluacion tumoral, establecimos ocho puntos de medicidén con
cuatro cortes histopatologicos basados en el area de incidencia de la sonda
eléctrica (6mm). Se determind, que la configuracidn en cruz para conos e
histerectomias permite evaluar mayor cantidad de tejido cervical, evita los sesgos
de medicién y facilita el procesamiento histopatolégico. Por ultimo, se aplicé tinta
china, -después de realizar las mediciones del EIE - como punto de referencia de
la zona medida eléctricamente, ya que ésta es visible microscopicamente,
permitiendo una lectura histopatolégica del area especifica.
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3. RESULTADOS

Se practico evaluacion histopatolégica a 108 muestras cervicales provenientes de
11 pacientes del Hospital Universitario de Santander (HUS) y 6 pacientes del
Hospital San Juan de Dios de Floridablanca, previa medicion del espectro de
impedancia eléctrica - empleando el bioimpedancidmetro monocanal MARK Il
Sheffield, UK- con una sonda tetrapolar previamente calibrada.

La poblacion correspondia a 17 mujeres con edades comprendidas entre 23 y 70
afos -media de 44 anos- con diagndsticos previos por citologia y/o biopsia cervical
de Lesiones Intraepiteliales Escamosas (SIL) o lesiones tumorales malignas
epiteliales infiltrantes del cérvix que consultaban al servicio de Ginecologia del
Hospital San Juan de Dios de Floridablanca o al servicio de Ginecologia
Oncolégica del HUS.

Se evaluaron 28 biopsias cervicales pertenecientes a siete pacientes (4 muestras
por cada paciente), dos conizaciones cervicales (4 cortes por cada cono
correspondientes a 8 muestras cervicales) vy finalmente, se examind el tejido
proveniente de histerectomia ampliada con salpingooforectomia bilateral,
linfadenectomia pélvica y paradrtica de ocho pacientes (4 cortes a cada cérvix
correspondientes a 8 muestras cervicales); procesandose un total de 68 cortes
histopatolégicos, sin embargo, debido a que cada corte del cono y de la
histerectomia correspondia a 2 areas de medicion del espectro de impedancia
eléctrica se realizaron un total 108 lecturas histopatolégicas.

En la Figura 3.1. se muestran los resultados histopatolégicos de las 108 areas
donde se midio el EIE pertenecientes a las 17 pacientes.

En las Figuras 3.2, 3.3, y 3.4, se presentan los resultados histopatologicos de las
108 mediciones del EIE de acuerdo al tipo de espécimen cervical.
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Figura 3.1 Hallazgos Histopatologicos de las areas de medicién del EIE

E NORMALES OBAJO GRADO OALTO GRADO B CARCINOMA

Fuente: Autores del proyecto

Figura 3.2. Hallazgos Histopatoldgicos de las areas medidas en Biopsias

B NORMALES OBAJO GRADO OALTO GRADO E CARCINOMA

Fuente: Autores del proyecto
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Figura 3.3. Hallazgos Histopatolégicos de las areas medidas en Conizaciones

E NORMALES OBAJO GRADO OALTO GRADO B CARCINOMA

Fuente: Autores del proyecto

Figura 3.4. Hallazgos Histopatologicos de las areas medidas en Histerectomias

E NORMALES OBAJO GRADO OALTO GRADO B CARCINOMA

Fuente: Autores del proyecto
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A continuacion, se muestran las graficas de los resultados de las mediciones del
EIE de las diez (10) pacientes incluidas en el estudio piloto “Deteccion precoz de
cancer de cuello uterino basada en espectro de impedancia eléctrica”. Cada
grafica corresponde a un area de medicién y posee un recuadro donde se enfatiza
el diagnéstico histopatologico de acuerdo al Sistema de Clasificacidon Bethesda
2001. Adicionalmente se anexa una tabla que resume la descripcion microscépica
del espécimen.

Las figuras estan organizadas en tres grupos de acuerdo al tipo de espécimen
procesado (biopsia, conizacion o histerectomia):

3.1. BIOPSIAS

Las mediciones del EIE en biopsias se realizaron en el quirofano del Hospital San
Juan de Dios de Floridablanca, bajo la supervisiéon del Médico Ginecdlogo
Dr. Jorge Mejia. Los datos se recolectaron siguiendo el procedimiento para la
medicion del EIE en tejido cervical presentado en el capitulo 2, item 2.4, previo
consentimiento escrito de la paciente.

Cada grupo de graficas corresponde a las 4 biopsias - representativas de cada
cuadrante cervical- tomadas a 4 mujeres. Debido al hallazgo macroscoépico de
cervicitis severa en las pacientes N° 1 y 4 se repitieron las mediciones del EIE.
Figuras 3.5. a 3.8.
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Figura 3.5.
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Tabla 3.1. Reporte Histopatoldgico de la paciente 1.

PACIENTE 1 ]
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
1 1
2 2 Metaplasia escamosa madura e inmadura.
3 3 Formacion de quistes de Naboth. NILM
2 2 Cervicitis crénica activa severa.

Fuente: Autores del proyecto

Figura 3.6. Resultados paciente 2.
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Fuente: MIRANDA, David.
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(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electronica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.
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Tabla 3.2. Reporte Histopatoldgico de la paciente 2.

PACIENTE 2
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA

1 1 Metaplasia escamosa madura. Cervicitis cronica NILM
moderada.

2 2 Displasia Severa asociada a cambios citopaticos HSIL
sugestivos de VPH

3 3 Displasia moderada. HSIL

4 4 Displasia Severa asociada a cambios citopaticos HSIL
sugestivos de VPH

Fuente: Autores del proyecto.

Figura 3.7. Resultados paciente 3.

Fuente: MIRANDA, David.
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Tabla 3.3. Reporte Histopatoldgico de la paciente 3.

PACIENTE 3
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA

1 1
2 2 Cambios citopaticos sugestivos de

infeccion por VPH acompafados de LSIL
3 3 focos de metaplasia escamosa madura,

hiperplasia de células basales y cervicitis
4 4 cronica moderada.

Fuente: Autores del proyecto.

Figura 3.8.a. Resultados paciente 4.

Fuente: MIRANDA, David.

Impedance amplitude (Ohm - m)

Impedance amplitude (Ohm - m)

Frequency response, Sample: 1

9
8
HSIL
7 \
6| T=16968e-005[s]\
5| Ri=2.1785 [Ohm-m]~
\
\
\
4| Ro=16.1953 [Ohm-m] \
\
\
3l a=0058217 ‘\
Err=0.12315. ., e
10° 10’ 10° 10°
Frequency (kHz)
Frequency response, Sample: 3
12
\\
10 HSIL
X
\
\
8 \
T=6.61936-006[s] \
\
sl Ri=19133[0hmm]
\
B\
Ro = 14.3314 [Ohm-m] \
4 o
a = 0.077492
2l Er=011517. .. ‘ e
10° 10’ 10° 10°

Frequency (kHz)

Impedance amplitude (Ohm - m)

Impedance amplitude (Ohm - m)

Frequency response, Sample: 2

12
\
\
\
\
s \
\&
8
T = 7.2364¢-006 [s]
6| Ri=1.4196 [Ohm-m]
4| Ro= 152431 [Ohm-m] \
a=0.12787 \
2l Er=0.0042037, L
10° 10’ 10° 10°
Frequency (kHz)
Frequency response, Sample: 4
\
\
10 \
\ LSIL
\
8 \\
T=1.1938e-005[s]
6 Ri=1.4689 [Ohm-m]
4| Ro=17.2189 [Ohm-m]
a=0.081776
2
Eir = 0.011436.. ‘ —
10° 10’ 10° 10°

Frequency (kHz)

“Deteccion de cancer de cuello uterino basada en

espectro de impedancia eléctrica”. Bucaramanga, 2005, 128p. Tesis de Maestria
(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electrénica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.
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Figura 3.8.b. Resultados paciente 4.
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“Deteccion de cancer de cuello uterino basada en

espectro de impedancia eléctrica”. Bucaramanga, 2005, 128p. Tesis de Maestria
(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electronica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.

Tabla 3.4. Reporte Histopatoldgico de la paciente 4.

PACIENTE 4
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
1 1 Lesién tumoral maligna epitelial in situ con
2 2 extension glandular. Cervicitis cronica HSIL
3 3 moderada.
4 4 Cambios citopaticos sugestivos de infeccion por LSIL
VPH.

Fuente: Autores del proyecto.
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3.2. CONIZACIONES

Solo se incluyeron las mediciones de EIE de una paciente perteneciente al
Hospital San Juan de Dios de Floridablanca. Los datos se recolectaron siguiendo
el Procedimiento para la medicion del EIE en tejido cervical presentado en el
capitulo 2, item 2.4, previo consentimiento escrito de la paciente. El resultado de
los 8 puntos de medicion y el estudio histopatolégico es presentado en las figuras
3.9. ay b; asi como, la tabla 3.5.

Figura 3.9.a. Resultados paciente 5.
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(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electrénica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.
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Figura 3.9.b. Resultados paciente 5.
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“Deteccion de cancer de cuello uterino basada en

espectro de impedancia eléctrica”. Bucaramanga, 2005, 128p. Tesis de Maestria
(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electrénica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.

Tabla 3.5. Reporte Histopatoldgico de la paciente 5.

PACIENTE 5 ]
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
1 1y5
Lesion intraepitelial escamosa que compromete
el tercio inferior del epitelio escamoso LSIL
acompanado de cambios citopaticos sugestivos
de infeccion por VPH.
2 2y 6
3 3y 7 | Cervicitis crénica leve NILM
4 4y8

Fuente: Autores del proyecto
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3.3. HISTERECTOMIAS

Las mediciones del EIE se realizaron sobre 5 cuellos uterinos obtenidos por
histerectomias. Los datos se recolectaron siguiendo el Procedimiento para la
medicion del EIE en tejido cervical presentado en el capitulo 2, item 2.4, previo
consentimiento escrito de la paciente y son presentados en las figuras 3.10. a
3.14. y las tablas 3.6 a 3.10.

Figura 3.10.a. Resultados paciente 6
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espectro de impedancia eléctrica”. Bucaramanga, 2005, 128p. Tesis de Maestria
(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electronica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.
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Figura 3.10.b. Resultados paciente 6
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Fuente: MIRANDA, David.
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espectro de impedancia eléctrica”. Bucaramanga, 2005, 128p. Tesis de Maestria
(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electrénica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.

Tabla 3.6. Reporte Histopatoldgico de la paciente 6.

PACIENTE 6
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
1 1y5
Lesion tumoral maligna infiltrante de origen | Carcinoma
2 2y 6 |epitelial compuesta por células grandes | Escamocelular
dispuestas en sabanas con viabilidad del
3 3y7 |80%. Se acompafia de moderado infiltrado
inflamatorio de predominio mononuclear y se
4 4y 8 |reconocen cambios citologicos secundarios a
radioterapia previa.

Fuente: Autores del proyecto.
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Figura 3.11. Resultados paciente 7.
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Fuente: MIRANDA, David. “Deteccion de cancer de cuello uterino basada en
espectro de impedancia eléctrica”. Bucaramanga, 2005, 128p. Tesis de Maestria
(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electrénica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.
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Tabla 3.7. Reporte Histopatoldgico de la paciente 7.

PACIENTE 7
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
1 1y5
Lesion tumoral maligna infiltrante de origen
2 2y 6 |epitelial compuesta por células grandes
dispuestas en nidos y sabanas rodeadas por
3 3y7 |reaccion granulomatosa de tipo cuerpo | Carcinoma
extrano, inflamacion crénica activa severa, | Escamocelular
4 4 y 8 | hialinizacion vascular y fibrosis estromal.
Se reconocen cambios citolégicos
secundarios a radioterapia previa.

Fuente: Autores del proyecto

Figura 3.12.a. Resultados paciente 8.
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(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electronica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.
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Figura 3.12.b. Resultados paciente 8.
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(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electronica). Universidad Industrial de
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Tabla 3.8. Reporte Histopatologico de la paciente 8.

PACIENTE 8
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
1 1y5
Lesiéon tumoral maligna infiltrante de | Adenocarcinoma
2 2y 6 |origen epitelial compuesta por células Endocervical
grandes, dispuestas en glandulas con
3 3y 7 |produccion de moco extracelular del 30%
y diferenciacion a células claras en el 20%
4 4y8 |con extensa invasion linfatica.
acompana de fibrosis.

Fuente: Autores del proyecto.
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Figura 3.13. Resultados paciente 9.
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Fuente: MIRANDA, David. “Deteccion de cancer de cuello uterino basada en
espectro de impedancia eléctrica”. Bucaramanga, 2005, 128p. Tesis de Maestria
(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electrénica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.
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Observacion: La paciente N° 9 tenia diagnéstico de Carcinoma Escamocelular

Infiltrante Estadio
hiesterectomia ampliada,

Il tratada con Quimioterapia,
salpingooforectomia bilateral

Radioterapia vy
con

posterior

linfadenectomia

pélvica y paradrtica. Al realizar la evaluacidn histopatologica del Cérvix no se
encontrdé tumor residual; por esta razén quedo clasificada en el grupo de normales.

Tabla 3.9. Reporte Histopatologico de la paciente 9.

PACIENTE 9
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
1 1y5
Cérvix revestido por epitelio escamoso
2 2y 6 |estratificado con ulceracion focal y severo NILM
3 3y 7 |infiltrado inflamatorio mononuclear estromal.
4 4y 8 | No se observa lesion tumoral residual.
Fuente: Autores del proyecto.
Figura 3.14.a. Resultados paciente 10.
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“Deteccion de cancer de cuello uterino basada en
espectro de impedancia eléctrica”. Bucaramanga, 2005, 128p. Tesis de Maestria
(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electronica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.
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Figura 3.14.b. Resultados paciente 10.
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MIRANDA, David. “Deteccion de cancer de cuello uterino basada en
espectro de impedancia eléctrica”. Bucaramanga, 2005, 128p. Tesis de Maestria
(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electronica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.

Tabla 3.10. Reporte Histopatologico de la paciente 10.

PACIENTE 10

CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
1 1y5
Lesion tumoral maligna intraepitelial
2 2y 6 | (Carcinoma Escamocelular in situ) con extension HSIL
glandular.

3y7

4y 8 | Displasia Severa ( NIC 3)

HSIL

Fuente: Autores del proyecto.
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En la Tabla 3.11. se presenta la tabulacion de los datos pertenecientes a las diez
pacientes del estudio piloto con el valor de los parametros del modelo Cole-Cole
calculados con la herramienta Vibie Look Calibration descrita en [MIRANDA 05]
y la clasificacion del Sistema Bethesda 2001.

Tabla 3.11. Tabulacion de los resultados de medicion del EIE del estudio piloto.

CLASIFICACION RI RO .
BETHESDA 2001 TIS] [Q-M] | [Q-M] ¢ ERR
NILM 5.42150E-06 | 1.9793 | 14.2523 | 0.1445300 | 7.48E-02
NILM 5.48090E-06 | 2.1188 | 14.0163 | 0.1227000 | 3.02E-02
NILM 4.72580E-06 | 1.7928 | 13.0877 | 0.0000176 | 4.09E-01
NILM 9.69340E-06 | 1.2301 | 13.6607 | 0.0000000 | 1.90E-01
NILM 1.14700E-05 | 0.7830 | 15.1790 | 0.2198200 | 1.60E-02
NILM 1.25150E-05 | 0.6146 | 10.2606 | 0.0000000 | 5.55E-02
NILM 1.43140E-06 | 1.8311 | 3.1783 | 0.3101600 | 1.06E-02
NILM 2.91010E-05 | 1.6334 | 16.9933 | 0.0362280 | 3.45E-02
NILM 1.28240E-04 | 1.7276 | 71.2235 | 0.0169080 | 5.76E-02
NILM 8.06150E-05 | 2.0600 | 38.3995 | 0.1488600 | 7.93E-02
NILM 5.61950E-06 | 1.5886 | 6.0952 | 0.4721700 | 1.53E-02
NILM 1.39180E-04 | 1.5496 | 60.7569 | 0.1324800 | 3.00E-02
NILM 4.20690E-07 | 0.0000 | 0.6904 | 0.0000000 | 5.75E-02
NILM 1.53810E-05 | 2.2169 | 21.0751 | 0.2453600 | 1.13E-01
NILM 1.34740E-07 | 1.1365 | 3.1377 | 0.3000400 | 4.87E-04
NILM 2.87180E-07 | 1.6124 | 3.8659 | 0.4136300 | 1.04E-03
NILM 1.34250E-06 | 0.4408 | 6.1953 | 0.8336800 | 9.11E-03
NILM 1.18630E-07 | 1.1357 | 4.5316 | 0.6024700 | 2.37E-03
NILM 3.36230E-07 | 2.0211 | 2.2460 | 0.0000000 | 7.53E-04
NILM 1.01830E-06 | 0.8511 | 5.5684 | 0.6687300 | 4.11E-03
NILM 3.13070E-07 | 1.3451 | 4.6755 | 0.5161400 | 3.21E-03
NILM 1.49370E-07 | 1.5333 | 2.5642 | 0.2711000 | 5.13E-04
LSIL 4.07280E-06 | 1.5341 | 3.7736 | 0.1791100 | 3.15E-03
LSIL 4.51250E-06 | 0.8319 | 4.2506 | 0.0000000 | 9.65E-02
LSIL 1.19380E-05 | 1.4689 | 17.2189 | 0.0817760 | 1.14E-02
LSIL 1.08510E-05 | 1.3204 | 17.9298 | 0.1347400 | 2.80E-02
LSIL 6.68740E-06 | 2.0324 | 13.8317 | 0.0000000 | 3.96E-01
LSIL 9.23780E-06 | 2.0097 | 15.1720 | 0.0000000 | 1.05E-01
LSIL 1.65450E-05 | 1.4542 | 8.4725 | 0.0000000 | 1.87E-03
LSIL 1.97200E-05 | 1.4880 | 11.3346 | 0.0000000 | 1.30E-02
HSIL 1.15360E-05 | 1.5791 | 6.2188 | 0.2472100 | 2.86E-02
HSIL 9.40650E-06 | 1.4245 | 4.0984 | 0.2592200 | 3.37E-03
HSIL 5.58520E-06 | 1.6928 | 2.5249 | 0.0453170 | 1.40E-02
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HSIL 7.62440E-06 | 1.3665 | 5.0122 0.3696400 | 3.31E-02
HSIL 1.80700E-06 | 2.2158 | 3.2417 0.3131000 | 6.22E-03
HSIL 1.61970E-06 | 2.7651 3.4702 0.1443300 | 4.40E-03
HSIL 1.72900E-05 | 2.0867 | 3.9269 0.0000072 | 1.96E-02
HSIL 1.35740E-06 | 1.5337 | 1.5827 0.0000000 | 1.50E-03
HSIL 2.85770E-07 | 1.8007 | 2.8460 0.3147500 | 4.97E-04
HSIL 1.27500E-06 | 1.8621 2.6702 0.5098900 | 1.06E-03
HSIL 1.04470E-07 | 1.4718 | 2.8327 0.4448800 | 5.89E-04
HSIL 1.69680E-05 | 2.1785 | 16.1953 | 0.0521700 | 1.23E-01
HSIL 7.23640E-06 | 1.4196 | 15.2431 | 0.1278700 | 4.20E-03
HSIL 6.61930E-06 | 1.9133 | 14.3314 | 0.0774920 | 1.15E-01
HSIL 3.97700E-06 | 1.3254 | 4.0607 0.5627900 | 5.24E-02
HSIL 2.41040E-06 | 1.6472 | 9.1441 0.2612900 | 4.10E-02
HSIL 7.52620E-06 | 1.7978 | 15.0015 | 0.0957780 | 6.21E-02
CARCINOMA 7.78530E-06 | 1.2098 | 7.3670 0.0000000 | 1.15E-01
CARCINOMA 9.36300E-07 | 1.5054 | 2.1266 0.5437700 | 1.39E-02
CARCINOMA 1.80400E-06 | 1.4296 | 9.4780 0.4806500 | 2.15E-02
CARCINOMA 1.27770E-04 | 2.2438 | 14.8414 |0.4719300 | 3.23E-02
ADENOCA 1.13590E-05 | 1.1575 | 7.7172 0.0000000 | 5.79E-02
ADENOCA 1.06260E-04 | 1.8016 | 5.9429 0.5031800 | 2.54E-02
ADENOCA 6.3610E-06 | 2.0928 | 11.5367 | 0.0197120 | 1.27E-01
ADENOCA 2.56750E-06 | 2.0560 | 6.7566 0.1347000 | 3.93E-02
CARCINOMA 7.16190E-07 | 1.8600 | 2.6847 0.2224100 | 6.96E-03
CARCINOMA 4.10170E-07 | 0.9844 | 2.8434 0.6430700 | 1.63E-02
CARCINOMA 6.90770E-07 | 2.1881 6.3483 0.4391200 | 2.94E-02
CARCINOMA 1.15600E-06 | 1.8057 | 2.2209 0.1805700 | 1.02E-02
CARCINOMA 1.08590E-06 | 1.7104 | 3.5110 0.6223900 | 1.65E-02
CARCINOMA 8.44180E-07 | 2.1385 | 3.2827 0.3472800 | 1.54E-02
CARCINOMA 4.57830E-07 | 1.8263 | 6.1622 0.3654400 | 1.66E-02
CARCINOMA 6.24520E-07 | 2.1287 | 2.2950 0.2206900 | 9.79E-03
ADENOCA 2.37540E-06 | 1.7961 2.5168 0.0688860 | 1.20E-02
ADENOCA 2.11980E-06 | 1.5159 | 2.8516 0.2937600 | 4.17E-03
ADENOCA 2.87210E-06 | 1.4399 |1.8749 0.0000000 | 9.84E-03
CARCINOMA 1.77980E-06 | 1.8249 | 3.3384 0.1800700 | 9.37E-03
CARCINOMA 2.02910E-06 | 1.5046 | 2.4411 0.0623770 | 1.08E-02
CARCINOMA 2.40780E-06 | 1.2064 | 1.6034 0.0000000 | 7.04E-03
CARCINOMA 4.36890E-06 | 1.0341 1.1776 0.0000000 | 1.04E-02

Fuente: MIRANDA, David. “Deteccion de cancer de cuello uterino basada en
espectro de impedancia eléctrica”. Bucaramanga, 2005, 128p. Tesis de Maestria
(Maestria en Ingenieria, Area Ingenieria Electrénica). Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ingenierias Fisico-Mecanicas.
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Se exceptuaron los datos de 2 muestras: Muestra 1 de la paciente 2, debido a
duda sobre la concordancia entre las mediciones del EIE de un area NILM
adyacente a areas de HSIL y la muestra 4, de la paciente 8, la cual presentd un
espectro de impedancia eléctrica anémalo.

Finalmente, se reportan los diagndsticos histopatolégicos —segun Sistema
Bethesda 2001- de las 7 pacientes excluidas del estudio piloto.
Tablas 3.12. a 3.18.

Tabla 3.12. Reporte Histopatoldgico de la paciente 11. (Biopsias)

PACIENTE 11
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
1 1
2 2 Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado LSIL
(Displasia Leve y cambios citopaticos sugestivos
de infeccién por VPH).
3 3 Lesidén intraepitelial escamosa de alto grado
4 4 (displasia moderada) asociados a HSIL

Fuente: Autores del proyecto.

Observacion: Esta paciente fue excluida del estudio piloto debido a error de la
medicion del EIE por humedad en la sonda.

Tabla 3.13. Reporte Histopatoldgico de la paciente 12. (Biopsias)

PACIENTE 12
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
1 1
2 2 Cervicitis cronica con actividad moderada. NILM
3 3 Negativa para cambios virales, displasia y/o
4 4 malignidad.

Fuente: Autores del proyecto.

Observacion: Esta paciente fue excluida del estudio piloto debido a falla del
equipo de medicion.
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Tabla 3.14. Reporte Histopatoldgico de la paciente 13. (Histerectomia)

PACIENTE 13
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
1 1y5
Lesion tumoral maligna infiltrante de origen
2 2y 6 |epitelial conformada por células grandes Carcinoma
dispuesta s en sabanas que infiltran el | Escamocelular
3 3y7 |estroma subyacente, generando moderado
respuesta desmoplasica y aflujo inflamatorio
4 4y 8 | cronico difuso.

Fuente: Autores del proyecto.

Observacion: Esta paciente fue excluida del estudio piloto debido a la presencia
de lesion tumoral vegetante de superficie irregular que impedia el contacto
uniforme de la sonda de medicién con la superficie cervical.

Tabla 3.15. Reporte Histopatoldgico de la paciente 14. (Biopsias)

PACIENTE 14 ]
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA

1 Carcinoma escamocelular In Situ con extension

glandular. HSIL
2 Displasia Severa asociada a cambios citopaticos

sugestivos de infeccion por VPH HSIL
3 Cambios citopaticos sugestivos de infeccion por

VPH LSIL
4 Cervicitis cronica modera NILM

Fuente: Autores del proyecto.

Observacion: Se recibieron las 4 biopsias cervicales en un mismo recipiente, por
esta razon fue excluida del estudio piloto.
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Tabla 3.16. Reporte Histopatoldgico de la paciente 15. (Conizacion)

CORTES DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
En 6 de 11 cortes se aprecia lesion intraepitelial
escamosa de alto grado (5 cortes con Carcinoma in Situ HSIL
con extension glandular y 1 corte con Displasia Severa)
11 asociado a moderado infiltrado inflamatorio crénico
estromal.
5 de 11 cortes con metaplasia escamosa acompafada NILM

de moderado infiltrado inflamatorio crénico estromal.

Fuente: Autores del proyecto.

Observacion: Esta paciente fue excluida del estudio piloto debido a mediciones
del EIE en puntos diferentes a las ocho areas establecidas en el protocolo.

Tabla 3.17. Reporte Histopatologico de la paciente 16. (Histerectomia)

PACIENTE 16
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
1 1y5
Lesion tumoral maligna de origen epitelial
2 2y 6 |infitrante conformada por papilas y | Adenocarcinoma
glandulas revestidas por epitelio Endocervical
3 3y 7 |pseudoestratificado con perdida de la
polaridad 'y  pleomorfismo  nuclear
4 4y 8 |rodeadas por severo infiltrado inflamatorio
mononuclear.

Fuente: Autores del proyecto.

Observacion: Esta paciente fue excluida del estudio piloto debido a la presencia

de lesién tumoral

uniforme de la sonda de medicidn con la superficie cervical.
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Tabla 3.18. Reporte Histopatoldgico de la paciente 17. (Histerectomia)

PACIENTE 17
CORTE | AREAS DESCRIPCION MICROSCOPICA BETHESDA
5 de 21 cortes con lesién intraepitelial escamosa HSIL
de alto grado (NIC Il y NIC III).
21 1 de 21 cortes con displasia leve. LSIL
15 de 21 cortes con Cervicitis Cronica Activa NILM

Moderada.

Fuente: Autores del proyecto.

Observacion: Esta paciente fue excluida del estudio piloto debido a confusion en
la rotulacion de los cortes efectuados que impididé correlacionar el resultado
histopatolégico con un area exacta de medicion del EIE.
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4, ANALISIS DE RESULTADOS

La Organizacién Mundial de la Salud considera el Sistema de Clasificacién de
Bethesda (STB) como el método apropiado para informar la citologia cervical y
actualmente; dicha clasificacion es empleada de manera equiparable para
informar los resultados histopatologicos del cérvix.

Conociendo esta recomendacion, se empleé el Sistema Bethesda para informar
los resultados de las muestras cervicales utilizadas en el estudio piloto, y se
acepto la evaluacion histopatolégica como estandar primario — o estandar de oro-
para la comparacion con la nueva prueba diagnéstica.

Aunque este trabajo de grado consistia en desarrollar un procedimiento para el
procesamiento de tejido cervical empleado en un estudio piloto de deteccion de
lesiones displasicas y carcinomas cervicales mediante el uso de nuevas técnicas
diagnosticas (EIE); se incluye a continuacion un analisis de los resultados
obtenidos en el estudio piloto Deteccion Precoz de Cancer de Cérvix basado en
EIE -mediante la aplicacion de las pruebas ANOVA, DUNN'S y curvas ROC a los
parametro del modelo de Cole-Cole- para determinar la utilidad del espectro de
impedancia eléctrica como nuevo método de tamizaje y/o diagndstico del Cancer
de Cérvix.

41. MODELO DE COLE-COLE

El modelo de Cole-Cole permite ajustar los datos experimentales del espectro de
impedancia eléctrica y comparar el estudio histopatolégico de un tejido con sus
caracteristicas eléctricas, como muestra [MIRANDA 05],

Segun los hermanos Cole, el espectro de impedancia eléctrica para la zona de
dispersion beta (entre 1kHz y 10MHz) se puede expresar de la siguiente forma:

R, —R,
1+ (jor) ™ (DICOLE 1]

p(a)) =R, +
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donde w, es la frecuencia angular de la senal de excitacion, R;, la resistividad a
alta frecuencia, R,, la resistividad a baja frecuencia, 1, el tiempo de relajacién del
tejido, y a, el parametro de dispersion.

4.2. ANALISIS ESTADISTICO

Se puede realizar un analisis cuantitativo y/o cualitativo de los datos obtenidos en
el estudio piloto de Deteccidon Precoz de Cancer de Cérvix basado en EIE
[MIRANDA _05] y del Protocolo de Procesamiento de las muestras cervicales
— objeto del presente trabajo de grado- creado para dicho estudio piloto.

Se eligid para el analisis cuantitativo el Analisis de Varianza Unidireccional -
“ANOVA one way”-. [HERNANDEZ 03]. Esta prueba estadistica de multiples
grupos, se utilizé para determinar diferencias significativas y reales; empleando
varianzas y medias entre los resultados histopatolégicos y los parametros del
modelo Cole-Cole con el objetivo de determinar la utilidad de las mediciones del
EIE como herramienta de tamizaje del cancer cervical.

La prueba ANOVA permite analizar si los resultados histopatologicos clasificados
de acuerdo al Sistema Bethesda (STB) para anomalias de células epiteliales
escamosas pueden ser discriminados empleando los parametros del modelo Cole-
Cole. Para ello se requiere la conformacion de cuatro grupos con los valores
numeéricos de uno de los parametros del modelo Cole-Cole -basados en la
correlacién con los resultados del reporte histopatolégico- denominados como
NILM o Negativos, LSIL, HSIL y Carcinoma Infiltrante de manera analoga al
Sistema Bethesda y posterior aplicacion de la prueba ANOVA para determinar
presencia o0 ausencia de diferencias significativas entre los grupos de
comparacion.

Si no se demuestra diferencia estadisticamente significativa, se puede afirmar que
el parametro no permite discriminar entre los diferentes grados de Lesiones
Intraepiteliales y el Carcinoma Infiltrante, debido a la similitud estadistica entre los
grupos. Por el contrario, si existe diferencia significativa, se demuestra correlacion
entre el rango numeérico del parametro en cuestion y el resultado histopatolégico -
dado que los grupos de los valores numéricos del parametro de Cole-Cole elegido
se conformaron de acuerdo con los resultados del estudio histopatoldgico-.

" En este capitulo se usara el término ANOVA para hacer referencia a la prueba “ANOVA one way”
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En el estudio piloto, una vez se determinaron los grupos de comparacion de
acuerdo al parametro elegido del Modelo de Cole-Cole, se desarrolld una
hipotesis nula y una hipotesis fundamental.

La hipdtesis fundamental fue “el parametro del modelo Cole-Cole elegido permite
discriminar el grado de Lesion Intraepitelial o Infiltrante en el tejido cervical” y la
hipétesis nula fue “No es posible discriminar el estadio de neoplasia intraepitelial
de tejido de cuello uterino utilizando los paréametros, (R ,R..z), del modelo de

Cole-Cole”. Se uso el valor de p como parametro de aceptacion o rechazo de las
hipotesis. Para este trabajo, se determind como criterio para el rechazo de la
hipétesis nula un valor de p menor 0.05. [HERNANDEZ_03]. Para realizar la
prueba ANOVA se utilizé el cédigo ANOVA _.m, en Matlab. [MIRANDA_05].

A continuacién se muestra el analisis de los valores obtenidos de la medicion del
EIE en las muestras cervicales del estudio piloto para los tres parametros mas
significativos (R,,R,,7) del modelo de Cole-Cole. El parametro a fue excluido del

analisis ANOVA por que no discrimina apropiadamente los estadios de neoplasia
intraepitelial como se concluye en el estudio de [MIRANDA _06].

El primer parametro es “17, el cual se analizé con ANOVA no paramétrico
(Kruskal-Wallis) debido a la imposibilidad de aplicar un analisis de varianza
paramétrico por ausencia de criterios de normalidad y homogeneidad de las
dispersiones entre los datos.

El ANOVA no paramétrico mostro diferencias significativas con un valor de
H igual a 9.304 y un valor de p de 0.026. Posteriormente, se realizé una prueba
de Dunn’s -recomendada para muestras de diferentes tamanos- donde se
mostré que los valores de “1” para el grupo Carcinoma fueron significativamente
mayores que los valores del grupo NILM (p<0.05); sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los otros grupos. Finalmente, al practicar
comparaciones multiples entre todos los grupos no se encontraron diferencias

significativas, muy posiblemente debido al tamafio de las muestras. Figura 4.1.

La evaluacién del parametro “Ri” entre los grupos de comparacion se realizé con
ANOVA paramétrico (criterios de distribucion y dispersion adecuados). Los
resultados mostraron un valor de H igual a 1.435 y una p de 0.246. El poder de
la prueba fue de 0.127, el cual es menor que el valor deseado de 0.8. Figura 4.2.
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Figura 4.1. Resultados de la prueba ANOVA para “1”

0.000045 -
0.00004 -
0.000035 -
0.00003 - * Carcinoma < NILM. p<0.05
0.000025
0.00002 -
0.000015
0.00001 -
0.000005 +
0 ]
NEGATIVOS LSIL HSIL CAl
GRUPOS

Puntaje de "T"

H

HH

Fuente: Autores del proyecto.

Para el analisis del parametro “Ro” se empleé ANOVA no paramétrico (Kruskal-
Wallis) por ausencia de criterios de normalidad y homogeneidad de las
dispersiones entre los datos. Los resultados indican diferencias significativas con
un valor H de 18.332 y un valor de p menor de 0.001. Las comparaciones
multiples mediante la prueba de Dunn’s mostraron que los valores de “Ro” para el
grupo NILM y LSIL fueron significativamente mayores que los valores del grupo
Carcinoma (p<0.05). Figura 4.3.
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Figura 4.2. Resultados de la prueba ANOVA para “Ri”

Ri

1.8 1
1.6 1
1.4 1
1.2 -

1

0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 1

Puntaje

NEGATIVOS LSIL HSIL CAl
GRUPOS

Fuente: Autores del proyecto

Finalmente, se realizaron andlisis ROC (Receiver Operating Characteristic Curve)
para determinar el poder discriminativo de cada parametro obtenido por la
bioimpedanciometria empleando como Gold estandar el estudio histopatoldgico.

Para este analisis se reagruparon los resultados de las muestras en sélo dos
grupos: el primero denominado NEO, el cual incluye las muestras con diagndsticos
histopatolégicos HSIL y Carcinoma Infiltrante, y un segundo grupo, denominado
Negativo, el cual incluye las muestras categorizadas como NILM y LSIL. Se
asumioé como positivos las muestras del grupo NEO y negativos al grupo restante.
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Figura 4.3. Resultados de la prueba ANOVA para “Ro”

Ro
30 * NILM y LSIL>CAI p<0.05
*
25 - [
20 -
o
g \ )
515
S I
%10 i
T
5- I
0
NEGATIVOS LSIL HSIL CAl

GRUPOS

Fuente: Autores del proyecto

La curva ROC sobre el parametro “1” presenta un indice ROC razonablemente
discriminativo. (ROC=0.737). Figura 4.4.

El analisis ROC para la variable “Ri” indica mala capacidad de discriminacion de
este parametro -valor de ROC de 0.438, es decir, no es util para el tamizaje.
Figura 4.5.

El analisis ROC para la variable “Ro” indica una buena capacidad de
discriminacion entre los grupos NEO y Negativos — valor de ROC de 0.813.
Figura 4.6

107



Figura 4.4. Analisis ROC para “1”
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Fuente: Autores del proyecto.
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Figura 4.5. Analisis ROC para “Ri”
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Fuente: Autores del proyecto.
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Figura 4.6. Analisis ROC para “Ro”
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Fuente: Autores del proyecto.

De acuerdo a lo anterior, asumiendo como criterio de seleccién del mejor
parametro de evaluacion del modelo de Cole-Cole, el mayor numero de casos bien
clasificados; se determina que los valores de “Ro” -entre 4.25 y 6.1- son los mas
indicados. Esto significa que valores superiores a este rango incluyen casos del
grupo Negativo y valores menores a este rango incluyen las muestras del grupo
NEO. -Sensibilidad entre 0.87 a 0.826 y especificidad entre 0.708 y 0.75.
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4.3 DISCUSION

El analisis estadistico realizado a los parametros del Modelo de Cole-Cole
empleando las pruebas ANOVA y DUNN permiti6 concluir que soélo los
parametros “1° y “Ro” se pueden utilizar para el tamizaje de las lesiones

intraepiteliales e infiltrantes del epitelio escamoso cervical.

El parametro “1” nos permite discriminar Carcinoma Invasor de los tres grupos de
clasificacion restantes (NILM, LSIL y HSIL); pero no muestra eficacia para
diferenciar entre los grupos de displasia intraepitelial. EI parametro “Ro” es capaz
de diferenciar los grupos NILM y LSIL de los grupos HSIL y Carcinoma Infiltrante;
por tanto, este parametro es util en el tamizaje de las pacientes con displasia de
bajo grado y las mujeres libres de lesion.

(1=}

Adicionalmente, el analisis ROC de estos parametros (“1°, “Ro”), corrobora la
capacidad de discriminacién entre los grupos y muestra una sensibilidad entre el
82.6-87% y una especificidad entre 70.8%-75%; las cuales son significativamente
superiores a la citologia convencional. Sin embargo, estos resultados pueden
mejorarse con el uso de inteligencia artificial (red neuronal artificial) como lo
muestra [MIRANDA 06] donde la aplicaciéon de la red neuronal aumento la
sensibilidad y la especificidad de la prueba alcanzando valores superiores al 80%.

De acuerdo a lo anterior, el algoritmo matematico modificado del Modelo Cole-
Cole por [MIRANDA_05] en el estudio piloto de deteccion temprana de cancer
cervical mediante el uso del espectro de impedancia eléctrica y los resultados
expuestos [BROWN_00], pueden discrimar las pacientes en los grupos de
clasificacion segun sus propiedades eléctricas (en nuestro trabajo, los grupos
fueron establecidos de acuerdo a los resultados del estudio histopatologico a
diferencia del grupo de [BROWN_00] que no emplea el estandar de oro para el
diagnostico de NIC y Cancer cervical; sino, estudios de colposcopia),
obteniéndose resultados similares a las referenciados por otros grupos de
investigacion en nuevas técnicas diagnosticas.

Estos resultados satisfactorios permiten concluir que el protocolo de toma de
datos, procesamiento y lectura es valido y pertinente para la validacion de EIE
como una prueba de tamizaje. Estudios poblacionales posteriores son necesarios
para determinar la utilidad de la impedancia eléctrica como método diagndstico de
Cancer Cervical.
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5. CONCLUSIONES

5.1. IMPORTANCIA DEL PROTOCOLO DE PROCESAMIENTO Y LECTURA
DEL TEJIDO CERVICAL.

Los resultados presentados en los items 4.1 y 4.2 del capitulo 4; revelan una
correlacién entre los hallazgos histopatologicos clasificados segun el Sistema
Bethesda y los resultados de la medicion del espectro de impedancia eléctrica.

Para alcanzar este objetivo, se requirié de la creacion e implementacion de un
protocolo de procesamiento y lectura de los resultados histopatoldgicos; por tanto,
el objetivo del presente trabajo de grado, -el cual estaba centrado en la
estandarizaciéon del proceso a cargo del médico Patdlogo- fue una herramienta
basica para la realizacion de un estudio piloto para validar un nuevo meétodo
diagnodstico de cancer cervical que exhibiera diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de clasificacion .

Las recomendaciones de procesamiento y lectura del tejido cervical, emanadas
del presente trabajo y expuestas en el item 2.7 del capitulo 2, son esenciales para
eliminar los sesgos de medicion y permiten resultados estadisticamente
significativos entre los grupos de clasificacion como lo demuestran las pruebas
ANOVA, DUNN vy curvas ROC.

5.2. RELACIQN ENTRE MEDIDAS ELECTRICAS Y ESTUDIO
HISTOPATOLOGICO

De acuerdo a lo presentado en el item 2.4 del capitulo 2 y los items 4.1 y 4.2 del
capitulo 4; la diferencia existente entre los grupos de clasificacidon demuestra que
las areas de medicion del espectro de impedancia eléctrica representativas de los
cuadrantes cervicales corresponden a las zonas evaluadas histopatolégicamente.

El area de incidencia de la sonda de medicién como lo comenta [MIRANDA 05],
es de 6 mm. de diametro. En el caso de las biopsias cervicales, existe una total
correspondencia entre el tamafo de la muestra y el area eléctricamente evaluada;
pero existe diferencia en el porcentaje total de tejido examinado. Cuando se
realiza una biopsia por cada cuadrante, este material equivale aproximadamente
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al 25% del 6rgano mientras que las mediciones eléctricas realizadas en ocho
areas evaluan aproximadamente al 50% del cérvix.

Este porcentaje cambiaria en el caso de las conizaciones, donde el patdlogo
procesa y examina la totalidad del tejido cervical; sin embargo, este procedimiento
sélo se practica en las mujeres con diagndsticos contradictorios entre la citologia y
la colposcopia, cuando tienen una colposcopia insatisfactoria o presentan
controversia entre el diagndstico citolégico y resultado de la biopsia. Es decir, si
revisamos el flujograma diagnéstico del cancer cervical, el cono con bisturi frio es
una prueba diagnéstica y/o de tratamiento a diferencia de la medicién del EIE que
puede considerarse una prueba de tamizaje que cubre un porcentaje significativo
del cérvix — 50% aproximadamente.

5.3. POSIBILIDADES DE UTILIZAR LOS RESULTADOS OBTENIDOS COMO
TECNICA DE TAMIZAJE

La utilizacion de la histopatologia (estandar de oro) como base para la
clasificacion de las mediciones eléctricas permitid obtener resultados mas
sensibles y especificos — como se muestra en el item 4.2 y 4.3 del capitulo 4- en
comparacion con los reportados por estudios de EIE cervical realizados por otros
grupos de investigacion como el de BROWN vy col, quienes emplearon la
colposcopia como prueba de referencia.

El analisis estadistico de los parametros “1" y “Ro” como se muestra en el item 4.2
del capitulo 4, corrobora la capacidad de los mismos para discriminar entre los
grupos de clasificacion de las mediciones eléctricas con una sensibilidad entre el
82.6-87% y una especificidad entre 70.8%-75. Sin embargo, el uso de inteligencia
artificial (red neuronal artificial) como lo muestra [MIRANDA _06], aumenta la
sensibilidad y la especificidad de la prueba -valores superiores al 80%.

De acuerdo a estos hallazgos, la medicién del EIE puede considerarse un nuevo
método de tamizaje para cancer cervical dado que supera en sensibilidad y
especificidad a la prueba de tamizaje mundialmente aceptada -citologia
convencional o Prueba de Papanicolaou-. Se requieren estudios poblacionales
para determinar la posibilidad de considerar el EIE como prueba diagnéstica de
de lesiones precursoras e infiltrantes del cérvix.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio poblacional para validar la Espectroscopia de Impedancia
Eléctrica como prueba de tamizaje para cancer cervical.

Motivar la participacion en la investigacion de nuevas técnicas para el diagnostico
del cancer cervical ante la comunidad médica; en especial, al gremio de los
patologos y citélogos, dandoles a conocer los resultados preliminares del estudio
piloto de deteccion temprana de cancer cervical empleando la Espectroscopia de
Impedancia Eléctrica como una técnica complementaria de Ila citologia
convencional o test de Papanicolau.

Establecer canales de comunicacion con las entidades gubernamentales municipal
y departamental con el fin de exponer los adelantos en nuevas pruebas de
tamizaje para cancer cervical, con énfasis en el beneficio para la salud publica
local y nacional.
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