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RESUMEN

Introduccién. El estudio histopatolégico proporciona un diagndstico para asi dar
pauta sobre la base del cual ser& el seguimiento de las pacientes, no obstante, se
han sugerido ciertas mejoras metodologicas para aumentar su certeza. Objetivo.
Determinar la variacion del diagndstico histopatolégico al examinar 3 niveles mas
en el bloque de parafina de biopsia de los diferentes grados de NIC, IVPH y CaCu.
Metodologia. Estudio correlacional retrospectivo; se trabajé con 152 bloques de
parafina de biopsia con algun grado de NIC, IVPH y CaCu. Se examind 3 niveles
mas con un desbaste de 50 micras entre cada nivel para posteriormente
correlacionarlo con el diagndstico inicial emitido por la institucion, se extrajo el
DNA, de los bloques de parafina con biopsia se genotipificd los principales VPH y
se cuantifico la carga viral. Resultados. Se percatd que el 46.9% del diagndstico
inicial por IVPH, era por una NIC I; el diagnéstico de NIC I, el 12.9% , correspondia
a NIC II; en cuanto al NIC Il, se encontrd que el 26.7% era por NICIIl y un caso
(3.3%) por CacCu in situ; para NIC 1ll, el 31% era por un CaCu in situ; y el CaCu in
situ, el 7.1% era en realidad por CaCu invasor; todo esto con un valor de
(p=<0.05). Los principales genotipos encontrados fueron el VPH-31 (68%) y -16
(22%); co-infecciones como VPH-16, -31 (44%) y VPH-18 -31 (14%). Finalmente
la carga viral no se correlacion6é con el diagnostico histopatoldgico con un
coeficiente de correlacion de spearman del 0.072.

Palabras clave. Diagndstico histopatologico, niveles, NIC, CaCul.
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ABSTRACT

Introduction. The histopathological study provides a diagnosis in order to give a
guideline on the basis of which will be the follow-up of patients, however, certain
methodological improvements have been suggested to increase its certainty.
Objective. Determine the variation of the histopathological diagnosis by examining
3 more levels in the paraffin block biopsy of the different grades of CIN, IVPH and
CC. Methodology. Retrospective correlational study; We worked with 152 blocks
of paraffin biopsy with some degree of NIC, IVPH and CC. Three additional levels
were examined with a 50 micron slab between each level to later correlate it with
the initial diagnosis issued by the institution, DNA was extracted, the paraffin
blocks with biopsy were genotyped the main HPV and the viral load was quantified.
Results. He noticed that 46.9% of the initial diagnosis by IVPH was for an IAS I;
the diagnosis of CIN I, 12.9%, corresponded to CIN IlI; as for the CIN II, it was
found that 26.7% was by CIN Ill and one case (3.3%) by CC in situ; for CIN I,
31% was for a CC in situ; and the CC in situ, 7.1% was actually by invasive CC; all
this with a value of (p = <0.05). The main genotypes found were HPV-31 (68%)
and -16 (22%); co-infections such as HPV-16, -31 (44%) and HPV-18 -31 (14%).
Finally the viral load did not correlate with the histopathological diagnosis with a

spearman correlation coefficient of 0.072.

Keywords. Histopathological diagnosis, levels, CIN, CaCu.
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I. INTRODUCCION

El Cancer Cervicouterino (CaCu) es considerado un problema de salud publica,
esta enfermedad tiene alta magnitud y trascendencia, afecta principalmente a
mujeres vulnerables y en situacion de pobreza, provocando un efecto negativo de
la fuerza laboral, al igual que en sus familias y comunidades, ya que se pierden
prematuramente jefas de familia, madres, esposas y abuelas, que tiene roles

importantes e irremplazables en la sociedad™?.

Existe evidencia cientifica que ha demostrado que a partir de diversos
estudios moleculares, epidemioldgicos, viroldgicos y clinicos, describen y
demuestran de forma inequivoca que el CaCu, es en realidad, es el resultado a
largo plazo de una infeccion persistente por diferentes genotipos de la Infeccién
por Virus de Papiloma Humano (IVPH), que es principalmente un virus de
transmision sexual. Por lo tanto de esta manera se asevera que el CaCu es el

secuela final de una enfermedad venérea no resuelta®.

Los epidemidlogos contindan concentrandose en el estudio del céncer
cervical debido a su prevalencia global ademas porque provee un excelente
modelo epidemiologico-molecular de carcinogénesis. Los pasos mayores en la
fisiopatologia de esta enfermedad en el cuello de atero implican la infeccidon por
VPH, persistencia de la misma, progresion a lesiones pre-cancerigenas y la
invasion. No existe un consenso aun sobre el periodo de tiempo que implica la
persistencia viral, pero entre varios meses y hasta un afio es la ventana que
usualmente se sugiere. La mayoria de las infecciones prevalentes por el VPH
permanecen detectables por Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR) entre 6-
12 meses, mientras que para la manifestacién se maneja un periodo de tiempo de

entre 1-2 afios*.

El mecanismo fisiopatolégico del CaCu aceptado establece que la
persistencia de infeccion con IVPH se acompafia de diferenciacion de
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queratinocitos, aumento de la amplificacion del genoma viral, represion de genes
tardios (L) e incremento de la expresion de genes tempranos (E) en las células
superficiales diferenciadas del epitelio cervical. EI ADN viral cominmente se
integra al ADN celular. La inmortalizacion celular ocurre cuando se alteran las
proteinas virales E1/E2 lo cual produce un aumento en la transcripcion de las
oncoproteinas E6/E7. Estas causan la inactivacion subsecuente de las proteinas
supresoras de tumores p53 y retinoblastoma, que participan en la reparacion del
ADN vy evitan la transformacién de las células epiteliales normales en células
cancerosas®. Como consecuencia a largo plazo la unién escamocolumnar de la
zona de transformacion del epitelio cervical se tiene como resultado alteraciones
citopaticas como una Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), que puede desarrollar

a un cancer invasor”.

El uso de métodos combinados para la deteccién del CaCu mejora el grado
de confianza de su diagndéstico. Los métodos eficaces para la deteccion temprana
de las lesiones pre cancerosas como el Papanicolaou (PAP), la colposcopia, el
estudio histopatologico, captura de hibridos y la PCR, han ayudado a bajar la
recurrencia de CaCu invasivo, la valoracién de las pacientes por medio de estos

métodos permite diferenciar entre mujeres enfermas y sanas®*.

El diagnéstico de laboratorio de la IVPH depende de las técnicas
moleculares tales como la captura de hibridos del ADN o de la amplificacion del
acido nucleico. La PCR se ha implementado como un método para detectar un
amplio espectro de tipos de VPH mucosotrépicos ya sea utilizando cebadores
degenerados o de consenso®’. La PCR de tiempo real permite distinguir
secuencias estrechamente relacionadas sobre la base de la amplificacion, seguido

de analisis de ADN®.

Sin embargo la histopatologia es el estandar de referencia para el
diagnéstico de las NIC y el CaCu y constituye un determinante para la via de

seguimiento y tratamiento de las pacientes. Ademas, la histopatologia cervical
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genera la pauta a definir los diagndsticos para los resultados epidemioldgicos de la
carcinogénesis cervical, ademas de la precision de las demas pruebas
diagnésticas®. Es asi como el estudio histopatolégico parte del andlisis de una de

la zona de lesién y genera un método diagnéstico de certeza®.

No obstante, se han sugerido ciertas mejoras metodoldgicas; estudios
previos refieren que al realizar un mayor nimero de cortes a diferentes niveles en
el bloque de parafina de la biopsia de cérvix ha demostrado una mayor precision,

del estudio histopatolégico, sélo en algunos tipos de lesiones cervicales'®*.

Con base en lo anterior, el objetivo de esta investigacion es determinar la
variacion del diagndstico histopatoldgico al examinar 3 niveles mas en el bloque
de parafina de biopsia de los diferentes grados de NIC, IVPH y CaC.; que tiene
como finalidad generar un diagnéstico mas certero a nivel histopatologico al
examinar mas niveles en el blogue de parafina de biopsia, comparandolo bajo la

metodologia convencional de un solo corte.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CaCu representa un serio problema de salud publica a nivel mundial, ocupa el
cuarto cancer mas comun en poblacion femenina y el séptimo a nivel general, en
2012 hubo un estimado de 528,000 casos nuevos; la gran mayoria de la carga de
esta enfermedad a nivel mundial se produce en paises subdesarrollados con un
estimado de un 85%, del cual el 12% de este representa casi todos los canceres
femeninos. El CaCu sigue siendo el cancer mas habitual en las mujeres en el este
de Africa y Oriente. En el afio de 2012, hubo un estimado de 266,000 muertes por
esta patologia en todo el mundo, lo cual representa el 7.5% de todas las
defunciones por cancer en mujeres. Aproximadamente 9 de cada 10 (87%)

muertes por esta enfermedad se producen en zonas menos desarrolladas™?.

En el afio de 2016 el CaCu a nivel mundial tuvo una variacion porcentual de
0.45% por mortalidad y en México para ese mismo afio tuvo un 0.78%, lo que
quiere decir que estamos a casi el doble por muertes en mujeres en comparacion
a nivel mundial debido a esta patologia®®. En México el CaCu, fue la principal
causa de mortalidad por tumores malignos hasta el afio de 2006, posteriormente
después de ese afio el cancer de mama obtuvo una tasa de mortalidad mas
elevada hasta la fecha, sin embargo, el CaCu continua ocupando el primer lugar
en trece estados de la Republica Mexicana, entre los cuales se encuentran:

Jalisco, Nayarit, Veracruz, Guerrero, San Luis Potosi, entre otros™.

Actualmente esta patologia ocupa el segundo lugar de morbilidad y
mortalidad dentro de las patologias cronico degenerativas, siendo el responsable
de 5,405 defunciones en el afio de 2013 en mujeres, con una tasa de 16.3
muertes por 100,000 mujeres, cada afio se estima una recurrencia de 13,960
casos, con una incidencia de 23.3 casos por 100,000 mujeres; en el grupo
especifico de la poblacion femenina de 25 afios y més, se registraron 3,771

defunciones con una tasa de 11.3 defunciones por 100,000 mujeres®>*®.

Variabilidad del diagndstico histopatoldgico Pagina 4



El agente causal para el desarrollo de los diferentes canceres ano-genitales
es el virus del papiloma humano, este se ha convertido significativamente en una

causa primordial de mortalidad y morbilidad en todo el mundo'”*®

, para el
desarrollo del CaCu, algunos estudios reportan que el 98.5% de los casos tuvieron
algun antecedente de IVPH de alto riesgo y se considera necesario mas no
suficiente para la evolucién de esta enfermedad®®. Se calcula que mas de la mitad
de todos los adultos con vida sexualmente activa contraeran esté infeccion en
alguna parte de su vida, sin embargo este tipo de infecciones pueden llegar
resolverse espontaneamente o también pueden llegar a manifestarse en alguna

displasia que puede llegar a desarrollarse a cancer®.

México invierte 6.5% de su producto interno bruto en salud, del cual destina
al Instituto Mexicano del Seguro Social, 92,535 millones de pesos, del cual invierte
63,140 pesos en atencion en el primer afio de atencion y tratamiento por CaCu
para un derechohabiente. Mientras que la Organizacion Mundial de la Salud,
refiere que, “la inversidon de prevenirla es de 4,000 pesos por afio y el tratamiento
de por vida es de 200,000 pesos”. Segun estadisticas del 2008 se expresa que por
afo se identifican 68,220 casos de CaCu para lo cual se estima que, considerando
el gasto de salud en un afio por numero de casos nuevos, se gastan

4,307,410,800 billones de pesos en tratamiento?".

El costo total para el diagnéstico de alguna lesion intraepitelial cervical en
una institucion publica es de 144 pesos, pero comparandolo con el costo del
tratamiento sobre esta patologia, que abarca examenes de imagen, 21,647 pesos;
consulta meédica 17,029 pesos; radioterapia 8,706.00; hospitalizacion 8,250.00; da
un total de $ 64,485 siendo derechohabiente, es relativamente bajo?.

El esfuerzo para la prevencion de la evolucion del CaCu a nivel mundial se
centra principalmente en el tamizaje de mujeres en situacion de riesgo de contraer
cualquier tipo de displasia cervical, utilizando los diferentes métodos diagndsticos
y su posterior tratamiento de cualquier posible evolucibn a lesiones

precancerosas®. Actualmente se cuentan con diferentes pruebas diagnésticas
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eficaces para la deteccion temprana de cualquier lesion intraepitelial cervical,
como, el PAP, la colposcopia, el estudio histopatologico, la captura de hibridos y la
PCR, estos métodos han demostrado su eficacia diagndstica siempre y cuando se

realice de manera oportuna®*.

Para que exista una buena calidad de las pruebas de tamizaje, se requiere
un adecuado control interno y externo, que se necesita una prueba de referencia,
la biopsia de cuello uterino y los especimenes quirlrgicos de cono del mismo. Los
procedimientos mencionados anteriormente ademas de ser diagnésticos, se
emplean también con fines terapéuticos, el manejo adecuado de estas muestras
en el servicio de patologia debe de ser 6ptimo para dar un adecuado seguimiento

a las pacientes®.

La histopatologia proporciona el diagndstico final sobre la base del cual se
planifica el tratamiento y sirve como estandar de oro para el control de calidad de
la citologia y la colposcopia. La exactitud del diagndstico histopatolégico de las
muestras de tejido depende de que estas muestras sean adecuadas, obtenidas
mediante biopsias de puncién dirigidas colposcépicamente o escision de la zona
de transformacidn o conizacion. Un diagnoéstico histolégico preciso depende
ademas de la descripcion macroscopica precisa, el procesamiento técnico, la
interpretacion microscopica y la gestion de la calidad que correlacionan el
diagnéstico citolgico e histologico?®.

En un estudio de Gage y colaboradores en 2015, en donde comparan los
resultados histopatolégicos con las mismas muestras, se identific6 que existe una
discordancia entre cada uno de los resultados, sobre todo en el diagndstico de
NIC I1*1. Uno de los muchos factores a los que esto puede ser atribuible en teoria
esta relacionado con un error de muestreo del bloque de tejido incluido en

parafina’®.

En el marco del Plan Nacional de Desarrollo en materia de Salud 2013-
2018, se plantea dentro de la meta de México incluyente, referente a mortalidad
materna, en la Estrategia 2.5. “Mejorar el proceso para la deteccion y atencion de

Variabilidad del diagndstico histopatoldgico Pagina 6



neoplasias malignas, principalmente CaCu, de Mama y Prdéstata” y en su numeral
2.5.3 refiere “Focalizar acciones de prevencidon y deteccion de canceres,
particularmente CaCu y CaMa”. Dentro de este PND, se incluye el Programa
Sectorial de Salud, que en su objetivo nimero uno establece: “Consolidar las

acciones de proteccién de la salud y prevencién de enfermedades?’.

Por lo anterior es importante realizar la presente investigaciéon que tiene
como objetivo determinar la variacion del diagndstico histopatoldgico al examinar 3
niveles mas en el blogue de parafina de biopsia de los diferentes grados de NIC,
IVPH y CaCu, cabe mencionar que en estudios anteriores se ha trabajado con
diferentes neoplasias ( I, Il y Ill) sin embargo en este estudio se pretende indagar
ademas también sobre en CaCu insitu y Cacu invasor, a todo esto se tendra como
finalidad generar un diagnostico mas certero a nivel histopatolégico al examinar

mas numero de niveles.

Los resultados del presente trabajo podran contribuir a generar las bases
cientificas para continuar con investigaciones de este tipo y asi en un futuro
sugerir modificaciones de acuerdo a los resultados obtenidos a normas, guias y/o
manuales de procedimientos de cada institucion, ya que segun la “NOM-014-
SSA2-1994, para de la prevencion, deteccion, diagndstico, tratamiento, control y
vigilancia epidemiolégica del cancer cérvico uterino” solo se sugiere que el estudio
sera a criterio de cada patélogo®®; asi como también en la Organizacién Mundial
de la Salud, habla sélo de la técnica para el estudio histopatoldgico, pero sin

especificar el nimero de niveles a examinar.

Por lo tanto al modificar la técnica del estudio histopatolégico se podra dar
pauta para generar un diagnostico mas certero con una base mas solida para
realizar el diagnostico histopatolégico y asi ofrecer un tratamiento adecuado,
oportuno para evitar el desarrollo del CaCu; contribuyendo en la toma de
decisiones para la posible disminucion de gastos catastréficos, en un futuro poder

disminuir la morbimortalidad y principalmente ofrecer una mejor calidad de vida a
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todas las mujeres que se encuentren en riesgo de padecer esta patologia. Por
todo lo anterior se presenta la siguiente pregunta de investigacion:

2.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la variacion del diagnéstico histopatologico al examinar 3 niveles mas en

el bloque de parafina de biopsia de los diferentes grados de NIC, IVPH y CaCu?
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I1I. MARCO TEORICO

3.1 ANATOMIA DEL CUELLO UTERINO

El cuello uterino representa de la mitad a un tercio de la longitud del Utero. Mide
25 a3.0cmdelargoy 2.0 a 2.5 cm de didmetro. La porcion vaginal del cuello
uterino (portio vaginalis, o ectocervix) esta rodeada por un reflejo de la pared
vaginal denominado férnix. La porcion del cuello uterino que se encuentra sobre el
margen superior de la vagina se apoya en la parte anterior de la vejiga y se separa
de ella por un tejido conectivo laxo que se extiende lateralmente hacia los

ligamentos anchos.

Posteriormente, el cuello uterino superior esta cubierto por peritoneo
formando el revestimiento del fondo de saco. El tejido conectivo que rodea el
cuello uterino y la vagina se extiende lateral y posteriormente hacia la segunda y
cuarta vértebras dorsal como los ligamentos uterosacros. Sin embargo, el soporte
principal del cuello uterino proviene de los ligamentos cardinales, que son bandas
fiboromusculares que se abren lateralmente desde el segmento uterino inferior,

incluido el cuello uterino, hasta las paredes pélvicas laterales (figura 1)%°.

Pubovesical
oz @ Hgament
Prevesical AR

fm space =y

| bt ] |
Vesicouterine Vesicovaginal space
ligamenl

Vesical
fascia -+

Cervical
fascia

Uterosacral

R Cardinal

ligament

of rectal septum Ractal fascia

Figura 1. Seccion transversal de la pelvis a nivel del cuello uterino®.
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3.2 FISIOLOGIA DEL CUELLO UTERINO

La mayor parte del cuello uterino estd compuesta de tejido fiboromuscular, de los
cuales el tejido fibroso es el componente predominante. El epitelio que recubre el
cuello uterino es de tres tipos: epitelio escamoso nativo, epitelio glandular y
epitelio escamoso metaplasico. El area del cuello uterino donde el epitelio
glandular se transforma metaplasicamente en epitelio escamoso se denomina
zona de transformacion o zona T (figura 2). La union escamo-columnar es el
margen mas apical (superior) de la zona de transformacion. En la unién escamo-
columnar, el epitelio escamoso metaplasico se une al epitelio columnar. El
conocimiento de las caracteristicas colposcépicas y microscopicas del epitelio
escamoso metaplasico y de la zona de transformacion es importante para apreciar

la patologia de la neoplasia cervical®®.
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Figura 2. Zona de transformacion del cérvix™®.

3.2.1 Epitelio escamoso

El epitelio esta compuesto de células escamosas con un espectro de maduracion,
y se divide en tres zonas segun el grado de maduracién. El tercio inferior
constituye la zona basal / parabasal, que estd compuesta de células de reserva

basales situadas perpendiculares a la membrana basal y células parabasales que
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tienen ndcleos ovales uniformes y citoplasma eosindfilo limitado. En el epitelio
escamoso normal, la proliferacion se limita a la zona basal / parabasal (Figura 3).

A
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NS

el e R L

Figura 3. Epitelio escamoso normal del cuello uterino.
El epitelio escamoso maduro glicogenado se compone de tres zonas (parabasal,
intermedia y superficial)®®.

En regiones donde la capa celular de reserva es prominente y distinta de
las células parabasales, la inmunorreactividad para Ki-67, un marcador de
proliferacion, se limita a los nlcleos de células parabasales (pero no de células de
reserva). En el epitelio escamoso de maduracién normal con actividad proliferativa
leve en la zona parabasal, la capa de células de reserva puede ser menos visible y
la actividad proliferativa de Ki-67 puede ser evidente en algunas células basales y

parabasales (figura 3).

El tercio medio de la zona epitelial se designa como la zona intermedia y
esta formado por células con nucleos uniformes, redondos u ovalados, mas
pequefios y cantidades elevadas de citoplasma, lo que da como resultado células
gue tienen relaciones nuclear-citoplasmicas inferiores en comparacion con las
células parabasales. La maduracion se produce en la zona intermedia y se
manifiesta por un aumento en la cantidad de citoplasma y la acumulacién de

Variabilidad del diagndstico histopatoldgico Pagina 11



abundante glucogeno. Esto es responsable de la apariencia clara y vacuolada de
las células en las secciones de rutina y de su consumo de yodo con la prueba de
Schiller (figura 3).

El tercio superior es la zona superficial, que contiene células escamosas
maduras diferenciadas terminalmente que tienen citoplasma abundante y nucleos

picnéticos pequefios, redondos a alargados (figura 3)%°.

3.2.2 Epitelio glandular endocervical

El epitelio endocervical, como lo muestran los estudios tridimensionales, no es
verdaderamente glandular, sino que consiste en pliegues profundos del epitelio
superficial en el estroma subyacente a una profundidad habitual de
aproximadamente 5 mm, lo que da como resultado una arquitectura de la
superficie papilar de la mucosa. En la seccion transversal, los pliegues complejos
parecen ser glandulas aisladas (figura 4). El epitelio glandular del cuello uterino se
compone de una sola capa de células columnares con nucleos basales de
redondo a ovalado y citoplasma finamente granular que contiene abundante

mucina (figura 5).

Figura 4. Mucosa endocervical norma

|29

Figura 5. Endocérvix normal®.
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3.2.3 Zona de transformacion

La zona de transformacion esta limitada distalmente por la union escamocolumnar
original y proximalmente por la nueva union escamocolumnar (unién del epitelio
guimio metaplasico y el epitelio glandular endocervical inalterado).La primera
etapa de metaplasia reconocible con el colposcopio se caracteriza por el
desarrollo de un esmalte ligeramente opaco sobre las estructuras vellosas en
forma de uva, que corresponde al reemplazo del epitelio glandular por un epitelio
metaplasico escamoso inmaduro. Las puntas de las estructuras vellosas se
fusionan y luego desaparecen al ser reemplazadas por parches de epitelio

metaplasico liso, ligeramente rosado (figura 6)%.

Figura 6. Zona de transformacion del cérvix?®®.

3.3 CANCER

Habitualmente, la células crecen y dividen para asi formar nuevas células a
medida que el organismo del cuerpo humano asi lo requiera, cuando estas

envejecen o sufren algun tipo de dafo, estds mueren y las células nuevas las
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remplazan®!. Sin embargo el cancer es una patologia que se caracteriza por un
proceso de crecimiento anormal y diseminado incontrolado de células, que al
desarrollase este, avanza hacia los tejidos normales y asi alterar el funcionamiento
del propio organismo El tumor suele invadir el tejido circundante, en lugares
inapropiados, propagandose indefinidamente, provocando metéstasis en puntos

distantes del organismo siendo letal para el mismo®.

Para que aparezca algun tipo de cancer, este se ve influenciado por
diferentes factores para su desarrollo, tales como: los genéticos, factores
extrinsecos e intrinsecos, convirtiendo asi las células normales en células
transformadas que dan lugar a procesos implicados en la formacion de algunos

tipos de tumores>?.

La transformacion de células anormales malignas en el organismo puede
ocurrir de manera espontanea, pudiendo ser el resultado de algunas infecciones
tumorales o cancerigenos. El criterio de severidad de aumento del tamafio nuclear
se determina a una desproporcion nudcleocitoplasmica, hipercromasia y con
frecuencia gigantismo celular debido a hiperdiploidia o poliploidia, el cual es el

resultado de una sintesis descontrolada de AND*.

Existen 2 tipos de virus involucrados en el cancer que son los del genoma
del AND y los genomas de ARN; los virus tumorigenos modifican el
funcionamiento de la célula infectada para asi poder sobrevivir y su reproduccion,
ya que estos alteran los mecanismos del control celular, lo que provoca una
variacion en el crecimiento normal de las células, cambios genéticos y por

consecuencia al desarrollo de algun tipo de neoplasia®*.

3.4 GENERALIDADES DEL CANCER CERVICOUTERINO

El CaCu constituye una de las enfermedades neoplasicas mas frecuentes y

mortales en la poblacion femenina, siendo de las primeras causas de defunciones
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por neoplasias malignas en el grupo de mujeres de 25 a 64 afios, teniendo un alta
trascendencia, ya que principalmente afecta a poblacion femenina en estado de
vulnerabilidad y en situacion de pobreza, provocando como consecuencia un
efecto negativo sectores de la fuerza laboral, social y familiares, ya que se pierden
rapidamente jefas de familia, madres, esposas y abuelas, que tiene roles

importantes e irremplazables en la sociedad®.

La carga desproporcionalmente alta de la enfermedad y las tasas de
incidencia elevada en los paises en desarrollo entre ellos México (figura 7), tienen
un origen: la poca demanda oportuna de PAP por la poblacion blanco (y estas
acuden a su centro de salud cuando se presentan signos y sintomas, cuando la
enfermedad se encuentra en una etapa mas desarrollada), la falta de organizacion
de los servicios de salud, carencia de infraestructura y pocos hospitales para el

manejo de las pacientes con diagnéstico de CaCu®> .

| [ Nat zoplcable

Figura 7. Incidencia por Cancer Cervicouterino en el mundo en el afio de 2012.
La intensidad de color representa la alta incidencia de esta patologia. Tasa estandarizada
por cada 100,000 mujeres™?.

Esta patologia se desarrolla de una manera lentamente, antes de que se
encuentra la presencia de algun tipo de células cancerigenas en el cuello de utero,
sus tejidos comienzan a experimentar algunos cambios con el comienzo de

aparicion de células anormales, estas inician con el crecimiento y diseminacion
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con una mayor precision y profundidad en el cuello del Gtero y en las areas
circundantes causando algun tipo de NIC que posteriormente evoluciona a CaCu,

cambios causados por algun tipo de IVPH de alto riesgo®’.

El CaCu es una enfermedad prevenible y para ello las mujeres deben de
adherirse a conductas estrechamente relacionadas con la deteccién oportuna de
lesiones causadas por la IVPH, ya que es considerado el principal agente causal

en el desarrollo de esta patologia®.

3.5 AGENTE CAUSAL: VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

En la década de los ochenta se identifico a la IVPH como una causa necesaria
pero no suficiente para el desarrollo de la enfermedad, ya que necesita la
presencia de diferentes co-factores que ayuden al progreso la IVPH a convertirse

en NIC y su posterior progreso hacia CaCu*®*°.

Actualmente se han identificado mas de 200 genotipos de VPH, aunque se
ha reportado que son 40 aproximadamente los que infectan el tracto ano-genital,
sin embargo, los tipos mas frecuentes asociados a tumores malignos del cuello
uterino son los genotipos -16, -18 y -45. Los tipos virales también dependen de la
region geografica; un ejemplo de ello son los genotipos -31 y 33 que prevalecen
mas en regiones de Europa y EUA; en Africa los mas frecuentes son los genotipos
-35 y -45; y en Asia se reportan los genotipos -52 y -58; finalmente en México los

genotipos mas frecuentes de VPH son -16, -18, -31, -45°°.

Este virus pertenece a la familia Papovaviridae y es un organismo no
envuelto que mide aproximadamente 55 nm de diametro. Contienen un unico
genoma de ADN circular bicatenario, cerrado, que contiene alrededor de 8,000
pares de bases. Los virus tienen una capside icosaédrica (cubierta de proteina)
compuesta de una proteina principal, LI (aproximadamente 90 por ciento de la
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proteina de la capside) y una proteina menor, L2 que la protege y tres regiones

génicas®:

a)

b)

la region codificante tardia (late regién “L”) involucrada en la expresion de
proteinas de la capside que se requieren para el ensamblaje viral; se divide
enlLlylL2;

la regidn temprana (early region “E”) que codifica proteinas que juegan un
rol importante para la replicacion y la transformacién (oncogenicidad); E6 y
E7 son las mas importantes;

la region reguladora no codificante (upstream regulatory regiéon “URR” o
también conocida como long control region "LCR”) que regula la

transcripcion de las proteinas tempranas®.

Una vez que las células son infectadas por VPH comienza la replicacién del

virus gracias a factores de transcripcion de la célula hospedera y la proteina E1

viral. E7 se une la proteina retinoblastoma dejando libre al factor de transcripcion

E2F, lo que permite la activacion de genes que aumentan la proliferacion celular.

La oncoproteina E6 es capaz de inducir la ubiquinizacién y posterior

degradacion de p53, lo que conlleva a disminucién de la apoptosis mediada por

p53. E2 regula la transcripcion de las oncoproteinas E6 y E7.

La proteina E5 aumenta la accion de las kinasas celulares lo cual promueve

la proliferacion y disminuye la diferenciacion celular. E4 ayuda al ensamblaje de

las proteinas de la capside viral L1 y L2 para el empaquetamiento de los viriones
de VPH (figura 8)*".
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Figura 8. Patogenia del virus del papiloma humano®’

Cuando el VPH se inserta en el epitelio del cérvix, tiene la capacidad de
infectar a las células del mismo a tal grado de transformarlas dando como
resultado cambios morfolégicos de estéds, llamandose asi células coilociticas. La
caracteristicas de los coilocitos es que se observa en ellas hipercromasia nuclear,
binucleacion, irregularidad de membrana nuclear, halo claro perinuclear que
desplaza el citoplasma a la periferia en las células escamosas del epitelio cervical
(figura 9)%°

Figura 9. Lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado®

Variabilidad del diagndstico histopatoldgico Pagina 18



3.6 NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL

El carcinoma insitu se reconoce como el precursor del cancer invasor, la mayor
parte de los precanceres cervicales, asi como los canceres invasivos muestran
una diferenciacion escamosa. Es por eso que el sistema de clasificacién por
lesiones cervicales se desarrollé para asi abarcar todas las posibles lesiones
escamosas precancerosas Y clasificar las lesiones en los grados de NIC I, NIC Il Y
NIC 111

El sistema es descriptivo, los cambios morfolégicos se consideran como un
continuo, y los tres grados se definen por criterios arbitrarios, el mas importante de
los cuales es la proporcion del epitelio ocupada por células indiferenciadas de tipo
basal. El uso del sistema NIC esta profundamente arraigado en la practica clinica
y proporciona un nivel de continuidad en la terminologia para los registros de

diagnéstico™.

Las alteraciones uterinas van desde una lesion intraepitelial en el cuello del
utero y esta varia desde un aumento anormal minimo (bajo grado) hasta la
evolucion en el espesor que llega a la capa mas superficial del epitelio
(considerada de alto grado)*

Los cambios displasicos son evolutivos y de acuerdo a su magnitud en el
momento del estudio, es que las displasias se clasifican. En el cuadro 1 se
muestran las diferentes nomenclaturas que se les da a los tipos de lesiones desde

el punto de vista citolégico®.

Para México segun la norma 014, los resultados histopatologicos deben ser

informados de la siguiente manera:

lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (VPH, NIC 1 o displasia leve);
lesion intraepitelial escamosa de alto grado (NIC 2 o displasia moderada,

NIC 3 o displasia grave y cancer in situ);
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carcinoma epidermoide microinvasor;

carcinoma epidermoide invasor®.

Bethesda Neg. A Cambio Lesion intraepitelal escamosa CA
(2001) malignidad Repara invasor
ASCUS LIEBG (VPH)
AS-HOGC
Richart Normal Inflamacion Neoplasia intrepeitelial cervical
(1993)
NIC | NIC Il NIC 1l

OoMS Normal Inflamacién Displasia Displasia Displasia CA

(1979) leve moderada grave insitu

PAP CLASE | CLASE I CLASE Il CLASE IV CLASE V
(21972)

Cuadro 1. Clasificacion citologica de lesiones cervicales®.

Los cambios epiteliales cervicales incluidos en el término NIC se inician con

la displasia leve grado | (NIC I), en esta etapa la atipia celular es minima y afecta

el tercio o cuarto inferior del epitelio. Estos cambios pueden observarse en el

epitelio cervical

habitual

o en el

epitelio aplanado notable por cambios

coilocitéticos (condiloma plano). La coilocitosis constituye una angulacion nuclear

rodeada por vacuolizacién perinuclear producida por un efecto viral citopatico, en
este caso la IVPH (figura 10)**.
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Figura 10. Lesion intraepitelial escamosa cervical de bajo grado por IVPH (NIC I).
Microfotografia de campo claro 10x. Fuente directa

Con el avance a NIC Il la displasia se hace més grave y afecta a la mitad
inferior del epitelio, se acompafa de cierta variacion en el tamafio de la célula y
del nucleo y con mitosis de apariencia normal por arriba de la capa basal, estos
cambios se designan displasia moderada, la capa superficial de las células aln
esta bien diferenciada, pero ciertos casos muestran los cambios coilocit6ticos
descritos (figura 11), ademas de la caracteristica que se puede encontrar mitosis
atipica en la segunda parte del epitelio, a pesar de que no se encuentren células
neoplasicas, lo que aun asi se podria considerar una lesion de alto grado (NICII)
(figura 12)*.

Figura 11. Lesion intraepitelial escamosa
cervical de alto grado por IVPH (NIC II).
Microfotografia de campo claro 40x. Figura 12. Mitosis atipica

Fuente directa Microfotografia de campo claro 40x.
Fuente directa
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3.7 CANCER CERVICOUTERINO

El siguiente caso es la displasia grave (NIC Ill), notable por la mayor
variacion en la dimension de la célula y del nucleo, ubicacién desordenada de las
células y mitosis normales o anormales, estos cambios afectan casi todas las
capas del epitelio, la diferenciacién de las células de la superficie y los cambios
coilocitoticos por lo general han desaparecido. En la ilustracion 7 y 8 se muestran
los distintos tipos de neoplasias (figura 13)*.

Figura 13. . Lesion intraepitelial escamosa cervical de alto grado por IVPH (NIC III).
Microfotografia de campo claro 40x. Fuente directa

Cuando se considera cancer in situ, se observa proliferacion y atipia con
pérdida de la maduracion, hipercromasia nuclear, mitosis atipicas, pérdida de la
relacion nucleo citoplasma que afecta el epitelio escamoso del cérvix en todo su

espesor (figura 14)%.

Figura 14. Lesion intraepitelial escamosa cervical de alto grado por IVPH

(Carcinoma in situ).
Microfotografia de campo claro 40x. Fuente directa
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Finalmente cuando las células neoplasicas rompen la membrana basal y
estas entran al estroma se le llama carcinoma micro invasor en una profundidad
menor de 5mm y un didmetro menor a los 7 mm (figura 15); cuando el espesor de
esta supera una profundidad de 5 mm y 7 mm el didmetro es considerado

carcinoma invasor(figura 16) ademas de que también se caracteriza por que se
29,47

observan perlas corneas (figura 17)

=== 5 B

Figura 16. Carcinoma invasor®.

Figura 17. Perla cornea.

Microfotografia de campo claro 40x.
Fuente directa
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3.8 METODOS DE TAMIZAJE

La impresion de sospecha de lesion escamosa intraepitelial o de los canceres
cervicales y detectarlos de manera oportuna se puede establecer por diferentes
métodos diagndsticos, deteccion o pruebas de tamizaje, como la citologia y la
inspeccion visual a través de la colposcopia del cuello uterino con acido acético,
que da como resultado una impresion diagnostica que amerita una biopsia y su
debido informe histologico que es en definitiva es el diagndstico definitivo. Para
esto la SEGO (Sociedad Esparfiola de Ginecologia y Obstetricia) en su guia
practica clinica muestra el algoritmo del diagnéstico de cancer de cuello uterino
(figura 18)*%49.

Lesion no visible (Citologia compatible con carcinoma)

Colposcopia

(Visualizacién completa de la

Biopsia de la lesion Biopsia/legrado endocervical

\ 4 A l ______________

Carcinoma invasor
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Figura 18. Diagnostico de lesion no visible macroscopicamente™.
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3.8.1. Estudio histopatoldgico

La histopatologia es el estudio microscopico del tejido enfermo, es una
herramienta médica de investigacion importante que se basa en el estudio de la
histologia humana o animal (también llamada anatomia microscopica). Se realiza

al examinar una seccién delgada de tejido bajo microscopios de luz>*.

Es el estudio que da una precision diagnéstica mas sensible, considerado
como el “gold standard” para dar una certeza y a cualquier tipo de tratamiento. En
cualquier alteracion en las pruebas citoldgicas y colposcopicas con alteraciones
mayores, se refiere a la realizacion de la toma de una biopsia para verificar la
certeza de cualquier lesion preinvasora. La toma de mas de una biopsia precisa
una mayor certeza diagnéstica. En lesiones extensas, se debe considerar la

realizacién del denominado “Mapeo Bi6psico” (varias tomas pequefias)>’.

La técnica histologica consiste en una serie de procedimientos que permiten
visualizar las caracteristicas microscopicas de los tejidos y las células y reconocer
los cambios estructurales microscopicos especificos de las enfermedades.

Rutinariamente, los tejidos se fijan con formalina neutra al 10%, se
mordieron en parafina y luego se seccionaron manualmente con un microtomo
para obtener secciones de parafinas de 4-5 um de espesor. Las secciones
desparafinadas se tifien luego con hematoxilina y eosina (H & E) o se pueden usar
para otros fines (tinciones especiales, inmunohistoquimica, hibridacion in situ,
etc.). Durante este proceso, muchos pasos y procedimientos son fundamentales

para garantizar secciones estandar e interpretables.

La evaluacién histopatoldgica basicamente compara los tejidos enfermos o
alterados experimentalmente con muestras coincidentes de contrapartes sanas o
de control. Por lo tanto, es muy importante estandarizar rigurosamente cada
proceso de histologia (es decir, muestreo de muestra, recorte, incrustacion, corte y

tincion®.
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En una investigacion de 2011 refieren la técnica correcta de el
procesamiento de las muestras (biopsias), de inclusién, seccionamiento y tinciéon
de las mismas, sin embargo no refiere cuantos niveles o cortes de este se

requieren para una mayor precision diagnéstica®”.

Estudios publicados actualmente muestran que ante la sospecha de una
enfermedad invasiva con base a las caracteristicas citoldgicas, colposcopicas o
histoldgicas, debe examinarse 1 o preferiblemente 2 cortes mas en el bloque de
parafina para establecer el diagnéstico histopatolégico®. En otro estudio publicado
en 2007 se menciona gque se requieren al menos 5 cortes en el bloque de parafina
(a priori 0 en recuts) para asegurar una precision diagnostica del 100% en los
grados de NIC Il Y NIC 111*°.

Por otro lado la guia del Tissue pathways for gynaecological pathology del
The Royal College of Pathologic, en su Ultima actualizacion del afio de 2015,
sugiere solo hacer 3 cortes en el bloque de parafina al momento del corte de la
biopsia’®. Los estudios anteriormente mencionados muestran la importancia y la
necesidad de conocer mas acerca del niumero de cortes que se deben realizar

para obtener un diagnéstico mas sensible.

3.8.2 Técnicas moleculares para la deteccion de VPH

Actualmente se cuentan diferentes pruebas moleculares y diversas metodologias
gue ya se encuentran estandarizadas y certificadas para su uso diagnostico que
detectan y en ciertos casos tipificar diferentes tipos de VPH de alto riesgo, ya sea,
captura de hibridos y la reaccion en cadena de polimerasa. La PCR se ha
desarrollado utilizando diferentes primers iniciadores consenso con sensibilidad
variable y debe estar acompafiada de otra técnica de analisis que permita
identificar la tipificacion del virus, por ejemplo, la hibridacion con sondas tipo-
especificas, analisis de secuencia o de restriccion. Esta técnica es un método
molecular especifico y sensible, que es capaz de detectar entre 10 y 200 copias

de un genoma viral por muestra, aunque es un método laborioso y relativamente
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con un alto costo comparado con los diagnésticos convencionales. La PCR fue
desarrollada para diagnosticar y tipificar mas de 30 tipos de diferentes VPH en

muestras que se toman del &rea genital®*>3.

3.8.3 Carga viral del DNA del VPH

La carga viral de VPH es un indicador de riesgo en el desarrollo de CaCu y
progresion de otros canceres que tengan algun tipo de infeccion por VPH. La
carga viral significativamente mas alta de IVPH puede ser conocida a través de la
PCR tiempo real, esta se detecta en mujeres con alguna lesion cervical de alto
grado y puede existir un descenso de la misma tras la extraccion quirdrgica de la
lesion, es por eso que se sugiere que la carga viral de la IVPH puede llegar a
utilizarse como un indicador de la probable aparicién de algun tipo de NIC de alto
grado®.

La determinacion de la carga viral esta adquiriendo mayor importancia
clinica debido a que las terapias encaminadas a la eliminacion de las lesiones
provocadas por IVPH estan asociadas con las altas tasas de recurrencia, se cree
gue esto se debe a una reduccién de la carga viral y a la estimulacion de la
inmunidad local gracias a los antigenos virales, permitiendo una inmunidad celular
para todo el VPH residual. De esta manera la cuantificacion de la carga viral esta
permitiendo visualizar la efectividad de los tratamientos y asi desarrollar antivirales

mas efectivos®.
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IV. HIPOTESIS

H1: La examinacion a 3 niveles mas en el blogue de parafina de biopsia influye en
la variacion del diagndstico histopatoldgico de los diferentes grados de NIC, IVPH
y CaCu.

HO: La examinacion a 3 niveles mas en el bloque de parafina de biopsia no influye
en la variacion del diagndstico histopatoldgico de los diferentes grados de NIC,
IVPH y CaCu.
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V. OBJETIVOS

5.1 GENERAL

Determinar la variacion del diagnéstico histopatolégico al examinar 3 niveles mas

en el blogue de parafina de biopsia de los diferentes grados de NIC, IVPH y CaCu.

5.2 ESPECIFICOS

= Comparar el diagnostico histopatolégico inicial, con respecto a los
obtenidos con la examinacién a 3 niveles mas en los bloques de parafina de
biopsias de los diferentes grados de NIC, IVPH y CaCu.

= Identificar la carga viral del ADN del VPH en los diferentes grados de NIC y
CaCu por PCR tiempo real.

» Establecer la concordancia del diagndstico histopatolégico con 3 niveles
mas del bloque de parafina con respecto al diagnostico por PCR tiempo real

como un estandar de oro.

Variabilidad del diagndstico histopatolégico Pagina 29



VI. METODOLOGIA
6.1 TIPO DE ESTUDIO

Cuantitativo, correlacional

6.2 DISENO METODOLOGICO

Estudio longitudinal, retrospectivo.

6.3 LIMITES DE TIEMPO Y ESPACIO

El estudio se realizo en el servicio de patologia del Hospital General del Soledad
en el estado de San Luis Potosi. El tiempo de recoleccion de las muestras
(bloques de parafina) fue en el periodo de Septiembre de 2017 a Febrero de 2018.

6.4 UNIVERSO

Muestras (blogues de parafina de tejido de cérvix) de mujeres del servicio de
patologia del hospital de segundo nivel de atencién en salud.

6.5 MUESTRA Y TIPO DE MUESTREO

El tamafio de la muestra fue de 150 bloques de parafina de biopsia de cérvix de
diferentes pacientes cada uno, el muestreo fue no probabilistico y estratificado

como se observa en el cuadro 2.

TIPO DE LESION w

IVPH 32
NIC | 31
NIC Il 30
NIC Il 29
CACU 30
Total 152

Cuadro 2. Estratificacion de la muestra por distintos grados de NIC, IVPH y CaCu.
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6.6 CRITERIOS DE ESTUDIO
6.6.1 De inclusion

Muestras (bloques de parafina de biopsia) de pacientes con algun grado de NIC,
IVPH y CaCu.

6.6.2 De exclusion

Muestras de pacientes del 2014 hacia afios adelante.

6.6.3 De eliminacion

Bloques de conizacién con algun grado de NIC IVPH y CaCu.

6.7 VARIABLES
6.7.1 Variable independiente

Diagnastico histopatoldgico.

6.7.2 Variable dependiente

Presencia de los diferentes grados de NIC, IVPH y CaCu por los 3 diferentes

niveles y carga viral.

6.7.3 Operacionalizacion de las variables

Las operacionalizacion de las variables se encuentran en el anexo 1.

6.8 PROCEDIMIENTOS
6.8.1 Recoleccion de muestras

El protocolo fue autorizado por el comité de la Maestria en Salud Publica (Anexo
2) posteriormente se sometié al Comité de Etica de Investigacion de la Facultad de

Enfermeria y Nutricion, el cual fue aprobado con el numero de registro: CEIFE-
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2017-211 (Anexo 3). Finalmente se someti6 al Comité de Etica e Investigacion del
Hospital General de Soledad y fue aprobado con el nUmero de registro: CEI-HGS-
001-20 (Anexo 4). Se trabajo con muestras de 2014; se registro el diagnostico
inicial de cada una de las muestras, realizados por la institucion de origen para su

posterior comparacion.

6.8.2 Técnica Histoldgica

6.8.2.1 Corte

Para los siguientes cortes realizados para esta investigacion el blogue se inserté
en el brazo del microtomo (Leica Biosystems, RM-2125-RTS, Germany) y se
colocd la cuchilla (Accu-Edge, Low profile microtome blades, Japon) en su
soporte en el angulo adecuado (de 5 a 7°). A partir del primer y Unico corte
realizado por la institucion, se realizé un desbaste al bloque de parafina de biopsia
de cérvix de 50 micras, por consiguiente un corte a un grosor de 5 micras,

posteriormente se hizo lo mismo en 2 niveles mas (figura 19).

Las tiras de cortes sobre la cuchilla se separaron sobre una superficie
obscura usando una lanceta y una cuchilla. Los cortes se estiraron ya que estos
salen del micrétomo arrugados. Para ello se colocé los cortes uno a uno en bafio
de agua destilada (Premiere, Tissue floating bath, XH-1001, USA) a 45°C, 5° por

abajo del punto de fusién de la parafina.

Los portaobjetos se sumergieron en el bafio de estiramiento, se colocaron
sobre ellos los cortes y se introdujeron en una camara de calor y secado (Binder,
ED-115, Germany) a 65°C, para derretir la parafina. Los portaobjetos comenzaron
con el protocolo de tincion elegido para la muestra; la técnica de tinciébn que se
utilizé fue la de Hematoxilina-Eosina (Merck KGaA, 1050175, Germany)(Hycel,
686, México) y posteriormente se visualizaron en el microscopio de doble cabezal
(Leica Biosystems, DM-750, EUA) a 10 x y 40x.
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Las lecturas de las laminillas fueron realizadas simultaneamente por un
primer médico especialista en patologia (primer estandar de oro), junto con el
autor de este estudio con previa capacitacion para realizar el diagnéstico
histopatoldgico utilizando un microscopio de doble cabezal;, las laminillas se
escogieron al azar cegando el diagndstico inicial y posteriormente una de cada 10
laminillas elegidas al azar, fueron leidas por un segundo médico especialista en

patologia, para dar validez de la lectura como segundo estandar de oro.

Niveles

Figura 19. Corte del blogue de parafina a diferentes niveles.
El cuadro gris representa al bloque de parafina, el ovalo rosa la biopsia cervical; la
primera linea punteada indica el corte (verde) al primer nivel por la institucién y los
tres siguientes realizados en esta investigacion (rojo).

6.8.3 Técnica de obtencion de tejido de cérvix a partir del bloque de
parafina.

Se cortaron 5 rollos de 10 micras tomados del desbaste del bloque de parafina con
biopsia de cérvix entre cada nivel, por cada blogue de parafina, estos rollos con
tejido fueron colocados en un tubo ependorf estéril. Previamente, entre cada
muestra y por cada corte de nivel se limpiaba la cuchilla y alrededor de la misma

con isopropanol (Sigma-aldrich, 2-propanol, USA) para asi evitar contaminacion.
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6.8.4 Técnica para desparafinar tejido de cérvix a partir del bloque de

parafina

A los rollos de parafina con tejido de cérvix se les agregaron 1,000 uL de xileno
(Jalmek, México), se agitd vigorosamente al vortex (Scientific Industries, Vortex-2-
genie, USA) hasta que la parafina se volvié transparente o hasta que esta se
degradara por completo. La mezcla se centrifugé (Hermle Labortechnik, GMBH,
Germany) a 13,000-16,000 x g por 5 minutos. Se retir6 el sobrenadante y al
precipitado se agregaron 1,000 uL de etanol al 100% (grado biologia molecular)
(Sigma, etanol absolute grade, USA), se agitd vigorosamente al vortex y se
centrifugd a 13,000-16,000 x g por 5 minutos, se retird el sobre nadante y se

repitié este proceso nuevamente, quedando al final una pastilla de tejido de cérvix.
6.8.5 Técnica de extraccion de ADN a partir de tejido de biopsia de cérvix

Se utilizé el Kit comercial (Wizard® Genomic DNA Purification Kit, PROMEGA)
para la extraccién del ADN y todo este proceso se trabajé bajo campana de flujo
laminar (CHC Lab, CLB-060F-04, Korea).

Al tubo con la pastilla de tejido de cérvix se le agregaron 180 uL de buffer
de lisis y 20 uL de proteinasa K (Thermo scientific), se colocdé en un termomix
(Sigma, Eppendorf-Thermomixer F1.5, Germany) incubandolo a 56°C por 24
horas. Posteriormente se le agregaron 200 uL de solucidon de precipitacion de
proteina, se agitd vigorosamente al vortex por veinte segundos, se incubé a -20°C
por 5 minutos y se centrifugé por 13,000-16,000 x g por 4 minutos, para asi

generar un pellet que fue proteina precipitada.

Se retiré cuidadosamente el sobrenadante que contenia el ADN del tejido
de cérvix, pasandolo a un tubo ependorf nuevo de 1.5 uL el cual ya tenia 600 uL
de isopropanol a temperatura ambiente, posteriormente se mezcl6 por inversion y
se centrifugé a 16,000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente, del cual se

obtuvo un pellet de DNA.
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Cuidadosamente se retir0 el sobrenadante, para posteriormente agregar
600 uL de etanol al 70% a temperatura ambiente y se mezclé suavemente la
solucion por inmersién, el tubo se centrifugd por 1 minuto a 16,000 x g a
temperatura ambiente, del cual se generé un pellet de DNA, se decantd el
sobrenadante y el tubo de invirti6 en una sanita para secar el etanol por 10-15

minutos aproximadamente.

Finalmente se agregaron 100 uL de solucién de rehidratacién y se incubo a
65°C por una hora durante la cual el tubo se mezclé por inmersion peridodicamente,

se incubd el tubo por toda la noche a 4°C y se guardo este a -20°C hasta su uso.

6.8.6 Cuantificacion, integridad y pureza del ADN

La cuantificacion e integridad del ADN se realiz6 por espectrofotometria,
colocando 1 uL del gendémico de las muestras de los cortes de parafina en el
2000c NanoDrop UV-Vis (Thermo Fisher Scientific), se realiz6 una lectura de
absorbancia a 260 nm, la cual permitid6 calcular la concentracion de &cidos
nucléicos en una muestra. Una OD de 1 corresponde aproximadamente a 50
ug/ml de doble cadena de ADN. La relacion entre las lecturas a 260nm y 280nm
(OD 260/0D 280 de absorbancia) provee un estimado de la pureza de los acidos

nucléicos. Las preparaciones puras de ADN tienen valores de entre 1.6 a 1.9.

6.8.7 Genotipificacion con PCR tiempo real con SYBR Green

De los diagnésticos histopatoldgicos que coincidieron con el diagnéstico inicial a la
lectura de las laminillas, se tomé el DNA extraido de estas muestras y se tipifico el
RNA mensajero de 3 tipos virales de alto riesgo mas comunes: EVPH-16,
EVPH18, EVPH-31 y EVPH-33 (cuadro 3).
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Cuadro 3. Secuencias de oligos para RNA mensajeros de EVPH-16, EVPH-18, EVPH-31,

EVPH-33.

E6-VPH-16(SENSE) ~ 20bp  AATGTTTCAGGACCCACAGG
E6-VPH-16 (ANTISENSE) 22 bp GTTGCTTGCAGTACACACATTC
E6-VPH-18 (SENSE) 21 bp ACCCTACAAGCTACCTGATCT
E6-VPH-18 (ANTISENSE) 24 bp ACCTCTGTAAGTTCCAATACTGTC
E6-VPH-31 (SENSE) 21bp CTGACCTTTGCAGTAGACACA
E6-VPH-31 (ANSISENSE) 20 bp CTGCAGAAAGACCTCGGAAA
E6-VPH-33 (SENSE) 24 bp GCATTGGAGACAACTATACACAAC
E6-VPH-33 (ANTISENSE) 20 bp TTCCAAATGGATTTCCCTCTCT

Se trabaj6 en placas de 96 pozos (Thermo Fisher Scientific), en las cuales se
colocaron: 7 picomoles/microlitro del oligo sense, 5 picomoles/microlitro del oligo
antisense, 5 microlitros de SYBR Green (Real-time PCR Master Mix, Thermo
Fisher Scientific), 50 nanogramos/microlitro de DNA extraido de las muestras y se
ajustod a 10 uL de volumen final con H20 estéril y un NTC (control negativo).

Se coloco la placa en el equipo de qPCR tiempo real (StepOne Real-
Time PCR System, Thermo Fisher Scientific) y se programé a las siguientes
condiciones (cuadro 4). La estandarizacion de esta técnica se encuentra en el

anexo 5.

Cuadro 4. Condiciones para amplificacion para EVPH-16, EVPH18 y EVPH-31.

| Programa de amplificacién |

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 10 minutos 1 ciclo
95°C 15 segundos
60°C 1 minuto 40 ciclos
95°C 15 segundos
60°C 1 minuto
95°C 15 segundos
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6.8.9 Cuantificacion de carga viral y genotipificacion a través de PCR

tiempo real

Para los diangosticos histopatologicos que no coincidieron con el inicial a la lectura
de las laminillas (53 muestras) se realizé la cuantificacion y genotipificacion viral a
través de gPCR la cual se hizo por un kit comercial (Amplisense HPV HCR types
Real Time PCR kit) el cual amplific6 7 genotipos de alto riesgo de IVPH,
simultineamente un fragmento del gen humano de -globina como control interno
de la integridad y calidad tanto del ADN como de la reaccion de PCR, junto con

dos controles positivos y uno negativo (cuadro 5).

Cuadro 5. Genotipos de VPH de alto riesgo que se amplificaron.

Tipos de VPH

16, 18, 31/Glob
39, 45, 59/Glob
33, 35, 56, 68/Glob
51,52,58,66/Glob

Se trabajé con placas de 96 pozos (Thermo Fisher Scientific), e cada pozo
se colocaron: 10 uL de PCR buffer B/tag Mix, 5 uL de PCR Mix-FL-HPV (cada tipo
viral) y 10 uL de DNA ajustado a 20 ng/microlitro; se colocé dos controles

positivos (C1 y C2) y un control negativo.

La placa se coloco en el Piko Real Real-Time PCR system (Thermo Fisher

Scientific), bajo las condiciones especificadas en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Condiciones de amplificacion para gPCR.

Programa de amplificacion

Instrumento de placas
Temperatura °C Tiempo Ciclos
95 15 minutos 1
95 5 segundos
60 20 segundos 5
72 15 segundos
95 5 segundos
60 30 segundos 40
72 15 segundos

6.9 ANALISIS ESTADISTICO
6.9.1 Analisis de los datos de qPCR tiempo real

El célculo y andlisis de resultados de la gPCR tiempo real se llevdo a cabo
automaticamente con el uso de software AmpliSens ® HPV HCR genotipo-titre en
formato Microsoft ® Excel, a través del cual se tipificaron los genotipos de la IVPH
de alto riesgo y la carga viral de los mismos.

El andlisis del resultado se realizO mediante el software del instrumento de
PCR en tiempo real utilizado al medir la acumulacion de sefal de fluorescencia en

cuatro canales:

» La sefial de los genotipos del HPV 16, 39, 33 y 58 del producto de
amplificacion del ADN se detectd en el canal para el fluoréforo FAM.

» La sefial de los genotipos de HPV 31, 45, 35 y 52 del producto de
amplificacion de ADN se detectd en el canal para el fluoréforo JOE.

» La sefial de los genotipos de VPH 18, 59, 68 y 66 del producto de

amplificacion de ADN se detecto en el canal para el fluoréforo ROX.

Variabilidad del diagndstico histopatoldgico Pagina 38



» La sefial de los genotipos HPV 56 y 51 del producto de amplificacion de
ADN se detect6 en el canal para el fluoroforo Cy5.

» La sefal del producto de amplificacion de control interno enddgeno
(fragmento del gen de la globina B) se detectd en el canal para la

fluorescencia Cy5 (cuadro 7).

Cuadro 7. Canales para detectar los diferentes genotipos virales.

Matrix for comparison

FAM | JOE  ROX | Cy5

16 31 18 IC
39 45 59 IC
33 35 68 56
58 52 66 51

Los resultados se interpretaron cruzando (o no cruzando) la curva de
fluorescencia con la linea umbral establecida en el nivel especifico que
corresponde a la presencia (o0 ausencia) de un valor de Ct de la muestra de ADN

en la columna correspondiente de la cuadricula de los resultados.

La curva de calibracion se traz0 automaticamente sobre la base de los
valores Ct del umbral y los valores de los calibradores conocidos, y se calcularon
las concentraciones (copias) de ADN humano y cada genotipo detectado de ADN
del VPH. Los valores obtenidos se utilizaron para calcular la cantidad de ADN del
VPH de 100.000 a 1 x 10° células humanas.

6.9.2 Analisis estadistico

Se realizd una estadistica descriptiva e inferencial. Se utilizd la prueba estadistica

Chi-cuadrada con un IC del 95% para la diferencia de proporciones entre los
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diagnésticos iniciales de la institucién y los diagndsticos que se obtuvieron a la

examinacion a los diferentes niveles del bloque de parafina.

Se utilizé la prueba estadistica de Coeficiente de Kappa con un IC del 95%
para la correlacion de proporciones del diagndstico del primer patélogo con el

diagnostico del segundo patdlogo.

Se utilizo la prueba estadistica de Spearman con un IC del 95% para la

correlacion entre el diagndstico histopatolégico y la carga viral.

6.10 RECURSOS
6.10.1 Recursos humanos

El equipo de trabajo se conformé por la Dra. Luz Eugenia Alcantara Quintana, Lic.
Enf. Edgar Villegas Hinojosa, Dra. Veronica Gallegos Garcia, Dra. Yolanda Teran
Figueroa, la Dra. Anahid Elizabeth Campuzano Barajas y el Dr. Cuauhtémoc Oros

Ovalle.

6.10.2 Recursos Financieros

El laboratorio de bioquimica y nutricion de la Facultad de Enfermeria y Nutricién de
la UASLP, cuenta con el equipo necesario para el desarrollo del proyecto; para el
apoyo de los insumos y reactivos se cuenta con el financiamiento del
“Fortalecimiento de los cuerpos académicos convocatoria 2012”; también se
cuenta con el financiamiento para el Piko PCR tiempo real, apoyado por “Catedras
CONACYT, Proyecto 2092” y al fondo FAI (UASLP- 2017) (Anexo 6).

6.11 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

El cronograma de actividades se encuentra en el Anexo 7.
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VII. CONSIDERACIONES ETICAS Y LEGALES

7.1 BENEFICIOS ESPERADOS PARA LA POBLACION

El proyecto tuvo como finalidad proponer su utilizacion para generar un
diagnéstico mas certero a nivel histopatolégico al ampliar la certeza aumentando
la examinacion en los niveles del bloque de parafina de biopsia de cérvix ya que
en la actualidad la “Guia de referencia del diagnéstico y tratamiento del cancer
cervicouterino” y la “NOM-014-SSA2-1994, que habla de la prevencion, deteccion,
diagnéstico, tratamiento, control y vigilancia epidemiolégica del cancer
cérvicouterino” no cuentan con un procedimiento especifico para la realizacion de
la técnica para el diagnéstico histopatologico. Asi al modificar esta técnica
diagnéstica se podra dar pauta para generar una guia, un manual de
procedimientos y/o sugerir la modificacion de la norma, en las cuales los
hospitales tendran en que guiarse con sustento cientifico para generar un

diagnéstico con mayor precision al momento de realizar el estudio histopatoldgico.

7.2 NIVEL DE RIESGO

Esta investigacion no presenta riesgos, ya que se utilizaron muestras de pacientes
a partir del afio 2014 hacia adelante, con supervision directa de la institucién, por
lo que son mayores los beneficios esperados de esta investigacion.

7.3 CARTA DE NO CONFLICTO DE INTERESES Y DERECHO DE
AUTORIAY CO-AUTORIA

Las cartas de no conflicto de intereses y la carta de derechos de autoria y co-

autoria se presentan en los Anexos 8y 9.
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7.4 NORMAS NACIONALES E INTERNACIONALES

El protocolo se sometié a evaluacion por el Comité de la Maestria en Salud
Plblica, el Comité de Etica e Investigacion de la Facultad de Enfermeria y
Nutricion de la UASLP y al Comité de Etica e Investigacion del Hospital General de
Soledad del Estado de San Luis Potosi para el desarrollo del proyecto.

7.4.1 Nacionales

Este protocolo esta basado en el reglamento de la Ley General de Salud (LGS) en

materia de investigacion, especificamente en los siguientes apartados.
Del titulo segundo, capitulo uno se consideraron los siguientes articulos:

= Articulo 14, inciso V que sefala que: se deberd contar con el
consentimiento informado y por escrito del sujeto de investigacion, por lo
cual a cada persona que acepte participar en el estudio se le pedira que
firme el formato de consentimiento informado y se le entregara una copia
del mismo.

= Articulo 16: en las investigaciones en seres humanos se protege la
privacidad del individuo sujeto de investigacion, identificAndolo solo cuando
los resultados lo requieran y éste lo autorice. La difusion de resultados de la
investigacion es de forma agrupada y en ningun caso se revela la identidad

de las personas®®.

La investigacion se apega también a los principios éticos fundamentalmente
seflalados para el desempefio correcto en todas las practicas de enfermeria,
citados en el Cédigo de Etica para las enfermeras y enfermeros de México entre

los que se pueden resaltar los siguientes principios:

1. Beneficencia y no maleficencia: entendida como la obligacion de hacer el
bien y evitar el mal, regido por los deberes universales de hacer o promover
el bien y prevenir, apartar y no infringir dafio o maldad.
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2. Autonomia: entendiéndola como el respeto a las personas como individuos
libres, tomando en cuenta sus decisiones, producto de sus valores y
convicciones personales. Este principio reconoce el deber de respetar la
libertad individual que tiene cada persona para determinar sus propias
acciones. El reconocimiento de la persona se da ética y juridicamente con
el respeto a la integridad de cada persona y con el consentimiento
informado en el que consta, preferiblemente por escrito que comprende la
informacion y esta debidamente enterado en el momento de aceptar o
rechazar los cuidados y tratamientos que se le proponen. A través del
consentimiento informado se protege y hace efectiva la autonomia de la
persona y es absolutamente esencial en los cuidados de enfermeria.

3. Privacidad: este principio se fundamenta en no permitir que se conozca la
intimidad corporal o la informacién confidencial que directa o indirectamente
sea obtenida sobre la vida y la salud de la persona, reservando esta

dimensién existencial a una persona, grupo o familia.

Confiabilidad: refiriéendose a que el profesional de enfermeria se hace
merecedor de confianza y respeto por sus conocimientos y su honestidad al
transmitir informacion, dar ensefianza, realizar los procedimientos propios de
su profesién y ofrecer servicios de ayuda a las personas. El personal de
enfermeria debe mantener y acrecentar el conocimiento y habilidades para dar

seguridad en los cuidados que brinda a las personas y a la comunidad®’.

7.4.2 Internacionales

La investigacion propuesta en este protocolo se ajusta a la Declaracion de Helsinki
refiriéndose al apartado | correspondiente a los principios basicos, que en sus

numerales 2, 9 y 11 sefalan respectivamente lo siguiente:

2. El disefio y la realizacion de cualquier procedimiento experimental o no
experimental, que impligue a personas debe formularse claramente en un

protocolo que debe presentarse a la consideracién, comentario y guia de un
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comité nombrado especialmente, independientemente del investigador y del
promotor, siempre que este comité independiente actie conforme a las leyes y

ordenamientos del pais en el que se realice el estudio experimental

9. En toda investigacion con personas, cada participante debe ser informado
suficientemente de los objetivos, métodos, beneficios y posibles riesgos
previstos y las molestias que el estudio podria acarrear. Las personas deben
ser informadas que son libres de no participar o de revocar en cualquier

momento su consentimiento a la participacion®®.
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VIII. RESULTADOS

En la figura 20 se observa que el 36.8% de los diagndsticos a la examinaciéon a
los diferentes niveles del bloque de parafina de biopsia difieren del diagnéstico
inicial realizado por la insitucion. Al igual que al momento de realizar las lecturas
de las laminillas se percaté que el 12.5% de estas se encontraron mal orientadas
lo cual dificulté su diagndstico. Finalmente en las lecturas de las laminillas, se
identifico que el 7.9% de los bloques de parafina de biopsia, el tejido se terminé

gradualmente conforme se examinaba un mayor nimero de niveles.

Figura 20. Principales cambios y resultados a la examinacion de los diferentes
niveles de los blogques de parafina.
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Fuente: Directa

A la examinacion del segundo corte en el tercer nivel del bloque de parafina
de biopsia se percatd que el 46.9% del diagndstico inicial por IVPH, correspondia
en realidad NIC I. Para el diagnadstico inicial por NIC I, el 12.9% de las muestras
pertenecia a una NIC Il. En cuanto a NIC I, se encuentra que el 26.7% era por un

diagnéstico de NICII y un caso (3.3%) por CaCu in situ (figura 21).
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Para el diagnéstico de NIC lll, el 31% de estas muestras era por un CaCu in
situ. En cuanto al diagndstico por CaCu in situ, el 7.1% correspondia a CaCu
invasor y finalmente para los casos de este Ultimo no cambia al segundo corte del
segundo nivel (figura 12); todo lo anterior con un valor de (figura 21) (p=<0.05).

Figura 21. Cambio del diagndstico inicial al segundo nivel del bloque de parafina.
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Fuente: Directa

A la examinacion del tercer corte en el tercer nivel del bloque de parafina de
biopsia, no hubo un cambio mayor que al segundo corte a este. El diagndstico
inicial por NIC |, aument6 un 6.5% para IVPH, disminuyendo el porcentaje de NICI
al 80.6% (figura 22).

En cuanto a NIC Il, se encontré ahora que el 20% corresponde a NIC I.
Para el diagnostico de NIC Ill, el 6.9% pertenecié a un NIC Il. En los casos de
CaCu in situ, los datos son similares a los del segundo corte del segundo nivel y
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finalmente el CaCu invasor no cambid a la examinacion del tercer nivel (figura 22);

todo lo anterior con un valor de (p=<0.05).

Figura 22. Cambio del diagndéstico inicial al tercer nivel del bloque de parafina.
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A la lectura de las laminillas del cuarto corte en el cuarto nivel del bloque de

parafina de biopsia se percatd que en cuanto a NIC Il, se encuentra ahora que el

16.7% corresponde a NIC |. Observando que los diagndésticos no cambiaron del

todo del tercer nivel al cuarto nivel (figura 23), todo lo anterior con un valor de

(p=<0.05).
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Figura 23. Cambio del diagndstico inicial al cuarto nivel del bloque de parafina.
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En el cuadro 8 se puede observar la concordancia del diagnéstico realizado
por el primer patélogo con el del segundo patélogo, en el cual nos dio un valor de
coeficiente de Kappa del 0.673, lo que nos dice que si existe correlacion entre las
dos lecturas de las laminillas con un valor (p=<0.05).

n=152
Cuadro 8. Concordancia de diagndsticos histopatoldgicos.

Diagndstico 2
VPH [ NICI | NICII | NICIII | CaCu insitu | CaCu invasor Total
VPH 16 2 0 0 0 0 18
— | NIC I 13 33 4 0 0 0 50
-§ NIC 1l 0 8 6 4 1 0 19
§ NIC Il 0 2 2 25 1 0 30
-‘g CaCu in situ 0 0 15 3 18
CaCu invasor 0 0 0 17 17
Total 29 45 12 29 17 20 152

Fuente: Directa
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En el cuadro 9 de los diagnésticos que no coincidieron con el inicial, de los
21 casos que dieron positivo a la carga viral se puede observar una media de de

4.27 + 2.22, una mediana de 3.2 con un rango de 2.6 a 9.9.

Cuadro 9. Analisis descriptivo de la carga viral

Observaciones Valores

Media 4.2762

Mediana 3.2000

Desv. tip. 2.22529
Varianza 4.952
Minimo 2.60
Maximo 9.90

Fuente: Directa n=53

En el cuadro 10 se observa que podria existir una correlacion entre el
diagnéstico de lesiones cervicales y la carga viral, esto con un coeficiente de

correlacion de 0.072 y un valor de p=>0.05.

Cuadro 10. Correlacion del diagnostico histopatoldgico y carga viral. =53

Diagnéstico Carga Viral
Coeficiente de correlacion 1.000 0.072
Diagnostico Significancia bilateral 0.756
Coeficiente de correlacion 0.072 1.000
Carga Viral Significancia bilateral 0.756

Fuente: Directa
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En el cuadro 11 se pueden observar que el genotipo -31 es el mas comun de los datos analizados con un
39% seguido del genotipo -31 con un 22%, de los cuales las lesiones mas afectadas por estos virus son la NIC |
(90%), la IVPH (84%) y la NIC 1l (60%).

Cuadro 11. Principales genotipos por VPH encontrados por lesiones cervicales.

n=152
Diagnaostico VPH- 16 | VPH-18 VPH-31 | VPH-33 VPH-35 VPH-39 | VPH-58 VPH-68 Total
IVPH 1 (8%) 10 (84%) 1 (8%) 12
NICI 1 (5%) 17 (90%) 1 (5%) 19
NIC Il 3 (30%) 5 (50%) 1(10%) | 1 (10%) 10
NIC Il 6 (60%) 3 (30%) 1 (10%) 10
CaCu in situ 1 (33%) 1 (33%) 1 (33%)
CaCu invasor 1(25%) | 3 (75%) 4
Total 12 (22%) | 1(1%) | 39 (68%) 1 (1%) 1(1%) | 3(6%) 1 (1%) 58

Fuente: Directa
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Se pudieron detectar co-infecciones, entre los cuales las mas comunes fueron por los genotipos de VPH -16

y -31 con un 44%, seguida por los VPH-18, -31 y los VPH-31, -33 con un 14%, de los cuales las lesiones pre-

cancerosas mas afectadas por estos genotipos fueron el NIC I, NI lll y el CaCu in situ (cuadro 12).

Cuadro 12. Principales co-infecciones por VPH encontrados en lesiones cervicales.

n=152
Diagnéstico VPH- 16, 31 VPH-16, 31, 33 | VPH-16, 31, 18 | VPH-16, 58 VPH-18, 31 VPH-31, 33 VPH-52, 58 Total

IVPH
NICI 3 (52%) 1 (16%) 1 (16%) 1 (16%) 6
NIC I 1 (33%) 1 (33%) 1 (33%) 3
NIC 1l 3 (50%) 1 (16%) 2 (34%) 6
CaCu in situ 3 (75%) 1 (25%) 4
CaCu invasor 1 (33%) 1 (33%) 1 (33%) 3
Total 10 (44%) 2 (9%) 1 (5%) 2 (9%) 3 (14%) 3 (14%) 1 (5%) 22

Fuente: Directa

Variabilidad del diagnéstico histopatolégico Pagina 51




IX. DISCUSION

Nuestros resultados concuerdan con la guia de practica clinica para la patologia
ginecologica en el que se menciona que se requieren por lo menos tres niveles de
corte para la precision diagndstica, ya que en nuestros resultados, se observa que
al segundo nivel, se obtiene un diagndstico confirmatorio y que este no cambia
conforme se siguen examinando mas numero de niveles, sin embargo nos
percatamos en algunos casos de nuestro estudio seguir avanzando a los niveles
en el bloque de parafina de biopsia de cérvix, este podrian llegar a terminar el
tejido, lo que provocé que se diagnosticaran neoplasias de un grado por debajo
del cual ya habia sido diagnosticado previamente, esto podria ser a consecuencia
de que la biopsia al momento de ser extraida no haya sido del tamafio
recomendado como Ilo recomienda esta guia que es de 2-4 mm

aproximadamente®®.

También podriamos mencionar que del 7.9% de las muestras de donde se
iba terminado el tejido gradualmente, se observé que aun se encontraban zonas
valorables, en donde se detecté el mismo diagnéstico que el inicial sin embargo,
esto podria ser a consecuencia de lo anterior ya mencionado, es por eso que la
guia de practica clinica para la patologia ginecologica refiere, que en aquellos
especimenes donde hace falta epitelio superficial o la union escamocolumnar o en
circunstancias donde puede que exista una discrepancia entre los hallazgos
histolégicos se recomienda examinar mas de un nivel ademas de realizarlo

cuando se sospecha de una enfermedad invasiva sobre la base de la histologia™®.

Otro hallazgo interesante en nuestro estudio, es que del 12.5% de los casos
se encontraban mal incluidos, lo que provocoé una dificultad al momento de realizar
el diagndstico, ya que se encontraban con el estroma mal orientado, observando
principalmente vasos sanguineos, sin embargo, se pudieron visualizar en las

laminillas zonas valorables para el diagndstico.
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En una investigacion del 2005 Joste y colaboradores estudiaron la
discrepancia entre los resultados de la técnica del Papanicolaou que mostraban
algun tipo de lesion intraepitelial cervical y la biopsia mostraba un resultado
negativo. En donde examinaron las diapositivas seleccionadas para detectar la
presencia de algin grado de NIC, en las cuales 27 biopsias (24.3%) de una
muestra de 111, demostraron la presencia de algan NIC en niveles mas
profundos; esto se correlaciona con nuestro estudio, debido a que nuestros
resultados refieren que el 36.8% tuvieron un cambio en el diagndstico al seccionar
a mas niveles en el bloque de parafina de biopsia de cérvix lo que quiere decir
que, niveles adicionales son una forma productiva de confirmar lesién intraepitelial

cervical®

, , Sin embargo, se mostré6 que a la lectura de las laminillas el Unico
diagnéstico que no cambié a la examinacion de mas numero de niveles fue el
CaCu invasor, ya que se pudo haber encontrado una diferencia entre un CaCu
micro invasor y un CaCu invasor, no obstante el 100% de las lecturas coincidieron

con la inicial.

En otra investigacion de Vivian y colaboradores en el afio de 2002, se
investigd el numero de niveles para el diagnostico de biopsias cervicales, el cual
consistia que en 241 biopsias de cérvix, se tomé el primer nivel
aproximadamente a un tercio del camino hacia el bloque, el segundo a
aproximadamente 40% vy el tercero a aproximadamente 55% a 60% del camino
hacia el bloque, metodologia que se asemeja a nuestra investigacion, sin
embargo, la diferencia es que nosotros examinamos un nivel mas.
Subsecuentemente se compard el diagndstico de la revision con el diagndstico
patoldgico realizado en el momento en que la biopsia se recibio por primera vez en
el laboratorio. En este estudio se obtuvo como resultado, que hubo una
discrepancia entre el primer diagnostico de revision y el diagnostico original en
17% de los casos, sin embargo aunque nuestra muestra es mas pequenia, se pude

observar que la discrepancia al diagndstico original en nuestro estudio aumenta al
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36.8%°%°, refiriendo que la examinacién a una mayor profundidad de la biopsia de
cérvix podria dar una mayor precision al diagndstico histopatologico.

En un articulo publicado en 2001, por Heatley, realizaron un estudio en el
cual, tomaron fragmentos de la biopsia y los repartieron en diferentes bloques de
parafina, las cuales tienden a ser menos profundas y no generar un cambio
significativo en el diagnostico histopatologico al examinar niveles mas profundos,
ya que solo resultdé en 1 caso la identificacion de una lesién de alto grado, que
previamente ha sido considerado como negativo, y en 2 casos donde solo se
identificd una lesion de grado bajo previamente, lo cual s6lo genera un mayor
gasto en las instituciones de salud ya que se requiere mayor nimero de bloques

para su inclusién™.

Sin embargo, este enfoque afecta sustancialmente la carga de trabajo del
patologo, influyendo en el proceso como en el tiempo analitico del material, los
costos, otros recursos de laboratorio, entre otros y esto debe tenerse en cuenta
cuando se elaboran directrices para el procesamiento de estas muestras, a la
sugerencia de considerar realizar la examinacion de un mayor namero de niveles
en el blogue de parafina. Por otro lado, se deben realizar mas investigaciones que
incluyan estudios comparativos para dilucidar la relacion entre la intensidad de las
biopsias por escisidbn cervical seccionadas y el rendimiento diagnostico

histopatoldgico costo-beneficio.

Sin embargo con nuestros resultados aunque se podria llegar a aumentar
los costos de la institucion, por los insumos que se utilizan para realizar el
diagnéstico histopatoldgico y la carga de trabajo por parte del histotecnologo y por
el patdlogo, se vera reflejado mas adelante como un costo-beneficio para las
mujeres que tienen alguna lesion cervical, ya que podrian mejorar la precision
diagnéstica, ademas de dar un tratamiento oportuno y certero a las mismas,
disminuyendo los gastos de tratamiento, que disminuirian un 97.2% a diferencia

de lo que se requiere para un diagnéstico primario?.
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En otro estudio en 2007 Fadare y Rodriguez revisaron 600 biopsias de las
cuales 511 fueron NIC | y 89 con un diagnéstico de NIC 2 y NIC 3, las cuales se
cortaron en 6 secciones consecutivas, a diferencia que nuestra investigacion solo
realizé 4, del mismo grosor de los cortes a las de ellos que fueron de 4 a 5 pum del
bloque de parafina, grosor adecuado para la correcta lectura de las laminillas, ya
que més gruesas podria dificultar el analisis de las mismas™®; en sus resultados se
muestra que el 79.8% de los casos de NIC 2 y 3 fueron diagnosticables en el nivel
1, en comparacion con el 56% de los casos de NIC I. Finalmente encontraron que
en 6 biopsias en las que los diagndsticos NIC 2 y 3 se diagnosticé en los niveles 3
y 4, sin embargo en los niveles anteriores mostraron una NIC 1'% datos que se
asemejan a nuestros resultados sin embargo en uno de los casos que estaba
diagnosticado con NICII, se encontrd a la examinacién un CaCu insitu, si bien es
cierto que el tratamiento es similar en los casos de NIC I, NIC Il y NIC Ill, el
tratamiento cambia a un diagnostico por CaCu; otro dato relevantes es que
aunque el tratamiento sea similar para las displasias sin llegar a un cancer, por lo
menos a nivel epidemiologico es relevante y con un nivel de impacto en el sector
de salud publica, ya que al momento de tener datos mas certeros, se podra dar
pauta a generar nuevas politicas publicas a través de los resultados de la
precision diagnostica, la mejora del tratamiento de los mismos, para asi generar

mayores acciones en materia de prevencion.

Para los datos de genotipificacion de los diferentes VPH, los datos difieren a
un estudio de De la Rosa y colaboradores en el cual ellos mostraron que el virus
mas prevalente en mujeres de San Luis Potosi, en su poblacion fue de VPH-31
(33.1%), -16 (16.6%) y -18 (6.7%); en nuestro estudio el VPH mas prevalente es
hasta el momento de VPH-31 (68%), VPH-16 (22%), al igual se encontraron co-
infecciones de diferentes tipos virales como el de VPH-16 y -31 (44%), VPH-18 y -
31 (14%) y VPH-31 Y 33 (14%). Otro dato relevante que cabe destacar es que en
su estudio la prevalencia por genotipos virales fue por CaCu (90.5%) y en nuestro

estudio la prevalencia fue de (17.5%)%".
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Estos resultados han permitido determinar diferentes tipos virales al igual
que co-infecciones, los cuales seguiran sirviendo como base para la planificacion
de estudios e intervenciones que ayuden a la mejora de la deteccion oportuna y el
control sobre las neoplasias cervicales basadas en estas evidencias, sin embargo
nuestros datos no concuerdan con lo publicado con Lopez-Revilla y colaboradores
en sus estudios de 2008, en donde sus genotipos mas frecuentes son los VPH-33,
-18 y -16%, sin embargo estos datos confirma la importancia de la vigilancia

epidemioldgica a través de la tipificacion de VPH en regiones especificas.

Los resultados de carga viral difieren con los publicados por Guqun y
colaboradores en los cuales se menciona que entre mayor sea la lesion
intraepitelial cervical, la carga viral aumenta®, al igual lo que sugiere Tabora y
colaboradores, en donde se muestra que la carga viral aumenta conforme
aumenta la edad y la lesion®®, sin embargo nuestros datos reportan una
discrepancia en los diferentes casos ya que nuestros resultados reportan que no
existe una correlacion entre el aumento de las lesiones cervicales con la carga
viral, esto podria deberse a que el numero de la muestra es de 23 casos positivos

para los datos analizados.

Todo lo anterior confirma nuestra hipétesis, que a la examinacion de un
mayor numero de niveles se obtiene un diagndéstico confirmatorio, ya que aunque
el estudio histopatolégico se considera un estandar de oro, en realidad, puede no
ser perfecto; a pesar de los criterios histopatolégicos conocidos para el diagndstico
de las lesiones cervicales, la interpretacion histopatoldgica final es subjetiva v,
como tal, propensa a una alta variabilidad intraobservador; la cual también puede
estar asociada a la falta el epitelio de union escamocolumnar u otro epitelio y al

error al momento de la inclusion del tejido de biopsia en el bloque de parafina.

La sospecha de que la enfermedad invasiva puede estar presente en
funcién de las caracteristicas histolégicas del material examinado previamente, o

sobre la base de una sospecha clinica, colposcopia o citolégica de enfermedad
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invasiva, para asi justificar niveles mas para la precision diagnostica, por lo que si
se identifican otras areas sospechosas, el patélogo puede elegir examinar material
adicional.

El examen de multiples niveles se ha citado como un medio para evitar el
error de diagnostico y las consiguientes demandas por negligencia profesional.
Aunque la experiencia y la intuicién sugieren que esta es una practica correcta, se
sugiere que se realicen mas investigaciones sobre el numero 6éptimo de niveles

necesarios para generar una mayor precision diagnostica.
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X. CONCLUSION

En conclusion, el objetivo del estudio era examinar la variabilidad del diagndstico
histopatolégico a un mayor numero de niveles de los diferentes grados de
neoplasias, los resultados apoyan a la hipotesis, de que el diagnoéstico cambia al
revisar un nivel mas del que realizan actualmente en los servicios de patologia de

las instituciones de salud.

Por lo que al aumento de revision de los bloques de parafina podria generar
una mayor precision diagnoéstica; por lo que se tiene que seguir estudiando sobre
este tema para asi generar politicas de salud o bien el cambio de la norma 014,
para establecer una técnica estandarizada para obtener mejores resultados sobre
el seguimiento y tratamiento de las pacientes que pudieran cursar alguna lesién

intreapitelial cervical.
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XI. RECOMENDACIONES

» Para futuras investigaciones, se sugiere que se examine todo el bloque de
parafina, ya que para este estudio, se limit6 el corte de todo el bloque de
parafina, por lo que seria interesante observar qué hay al final de la biopsia.

= Otra sugerencia, es que si se planea genotipificar o0 medir nuevamente la
carga viral, se tomen muestras frescas (toma de células descamadas del
cércix) de las pacientes ya que se pudo observar que al extraer el DNA no
se encontraba integro, debido al proceso que se lleva a cabo para la
inclusion de la biopsia al bloque de parafina.

» Para la carga viral aumentar la muestra a mas nimero de casos positivos
para el andlisis de los datos, podria aumentar la correlacion entre estos con

el aumento de las lesiones cervicales.
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XIII. ANEXOS

i)
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ANEXO 1. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI

FACULTAD DE ENFERMERIA Y NUTRICION
MAESTRIA EN SALUD PUBLICA

Variable independiente

Variable Definicién Tipo Operacional
Diagnéstico Estudio al microscopio de los Ordinal 1:VPH
Histopatologico | tejidos organicos: las anomalias 2:NIC |
gue se detecten permitien realizar 3:NIC I
un diagndstico de 4:NIC Il
una patologia determinada. 5: CaCu

Variables dependientes

Variable Definicién Tipo Operacional
NIC La neoplasia cervical Ordinal 1:NIC I
intraepiteliales un  crecimiento 2:NIC 1l
anormal y pre-canceroso 3:NIC
de células escamosas en el cuello
uterino.
CaCu El cancer cérvicouterino es una Ordinal 1: CaCu insitu
tumoracion maligna que se 2: CaCu invasor

presenta en el cuello de la matriz.

Carga Viral La carga viral es el término Ordinal 1: Carga viral deNIC |
empleado para referirse a la 2: Carga viral deNIC 1l
cantidad de virus en sangre. 3: Carga viral de NIC I
5: Carga viral de CaCu
insitu
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ANEXO 2. CARTA DE APROBACION DEL COMITE
DE LA MAESTRIA EN SALUD PUBLICA

EDGAR VILLEGAS HINOJOSA

ALUMNO DE LA MAESTRIA ES SALUD PUBLICA

GENERACION 2016-2018
PRESENTE.

Marzo 28, 2017.

Por este conducto le informamos que en sesion del Comité Académico de
Salud Publica, celebrada el 27 de marzo del presente afio, se registré y

aprobé su protocolo de tesis

denominado

“SENSIBILIDAD DEL

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO CON RESPECTO A LA CARGA VIRAL DEL

VPH EN NICY CACU”, con clave GIX 12-2017.

Sin otro particular, reiteramos la seguridad de nuestra atenta y distinguida

consideracion.

“SIEMPRE AUTONOMA. POR MI PATRIA EDUCARE”

Integrantes del CA-MSP

Dra. Yesica Yolanda Rangel Flores
Dra. Verénica Gallegos Garcia

Dr. Luis Eduardo Hernandez Ibarra
MSP. Ma. Guadalupe Guerrero Rosales
Dra. Ma. Del Carmen Pérez Rodriguez
Dra. Claudia Inés Victoria Campos

Dr. Dario Gaytan Hernandez
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Universidad Auténoma
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San Lwis Potosl, SLP, México

teds. [444] B2% 2300
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Agministracian 5063
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ANEXO 3. CARTA DE APROBACION DEL COMITE DE INVESTIGACION
DE LA FACULTAD DE ENFERMERIA Y NUTRICION

EVALUACION DE PROYECTOS DE INVESTIGACION POR EL COMITE DE ETICA EN
INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE ENFERMERIA Y NUTRICION DE LA UASLP.

Titulo del proyecto: SENSIBILIDAD DEL DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO POR AUMENTO
DE CORTES A DIFERENTES NIVELES EN EL BLOQUE DE PARAFINA DE NIC Y CACU.

Responsable: Edgar Villegas Hinojosa.
Fecha: 6 de abril de 2017.

Criterios

Presente | Ausente | No Aplica

Observaciones

1. Se incluye el titulo del proyecto.

2. Se mencionan autores, coautores Y
colaboradores.

3. El protocolo de investigacion incluye los
elementos minimos sefalados en el anexo 2.

> |

4. Presenta el apartado de consideraciones

5. Muestra coherem:la de los elementos éticos
presentados con especificidad Yy |
l fundamentacion al tipo de estudio.

| 6. Menciona la normatividad nacional e
internacional sobre los elementos éticos a
desarrollar en el proyecto, desde su
estructuracion hasta la publicacion de

resultados.

7. Sefala la coherencia de los elementos |
metodolégicos a desarrollar con los aspectos de |
| consideracion élica. !

8. Presenta carta de consentimiento mformado
de acuerdo a la especificidad metodologica y
riesgo del estudio

9. Se explicita el apoyo financiero con relacion ‘
al compromiso de la publicacion de los
| resultados

10, Presenta la declaracion y especificacion de |
la ausencia de confliclos de interés de los
miembros del equipo para el desarrollo del
proyecto.

X

X

11. Aclara los mecanismos de transferencia de |
los productos de la investigacion. (Patente) |

12. Especifica los procedimientos para
garantizar el derecho de autor en Ila
investigacion. (Carta de no conflicto de
intereses)




Universidad Auténoma :
de San Luis Potosi Dictamen: Se otorga registro CEIFE-2017-211.

Se solicita enviar un reporte sobre el avance del proyecto al comeo de este comite

ceife uasip@amail com en un plazo de seis meses.

Atentamente,

%ﬁ;g’
COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION
FACULTAD DE ENFERMERIA Y NUTRICION

FACULTAD DE
ENFERMERIA
Y NUTRICION

Nifo Artllero 130
sitana = CP 78240
SLP, México

Ext. Recepcion 5010y 5011
Adm 063
fago U/
W Lidslp. mx
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ANEXO 4. CARTA DE APROBACION DEL COMITE DE INVESTIGACION
DEL HOSPITAL GENERAL DE SOLEDAD

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

e e S
‘s gskswcuos u HOSPITAL
GENERAL
gmmkﬂ £ SALUD SRS

Gabierna del Estado 2015-20n [ - SOLEDAD

HOSPITAL GENERAL DE SOLEDAD DE GRACIANO SANCHEZ
COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

PROLONGACION VALENTIN AMADOR N* 1112, ESQ. CALLE DE LA FLOR, COL. RIVAS GUILLEN,
SOLEDAD DE GRACIANO SANCHEZ, S.LP.
TELS. & 26 01 00 EXT. 24008

Soledad de Graciano Sanchez, S.L.P., 05 de Septiembre de 2017.

LIC. ENF. EDGAR VILLEGAS HINOIOSA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI

PRESENTE.-

Por este conducto me dirijo a Usted en referencia a su Protocolo de Investigacidn titulado " Sensibilidad del
Diagnostico Histopatolégico, por aumento de cortes a diferentes niveles en el bloque de parafina de NICy
CaCu ", asignado con la clave: CEI-HGS-001-20.

Dicho Protocolo fue evaluado el dia 18 de lulio de 2017; cumpliendo con los aspectos del marco ético

requeridos por lo que en forma colegiada fue ACEPTADO por los miembros del Comité de Etica en
Investigacion de este Hospital.

Asi mismo, le solicitamos nos haga llegar los informes correspondientes del avance de su Protocolo de

Investigacién; asi como un informe final, recorddndole ademds que este proyecto podrd ser monitoreado
por este Comité.

Qa0 de Educacion e 1”5’88!;9 “
v de/y

ﬁ“\\’a
QQ.-




ANEXO 5. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA PARA PRC TIEMPO REAL CON SYBR
GREEN.

Se trabajoé con 7 muestras en placas de 96 pozos (Thermo Fisher Scientific), en
las cuales se colocaron en cada uno: 7 picomoles/microlitro del oligo sense, 5
picomoles/microlitro del oligo antisense de los genotipos VPH-16, -18 y -31, 5
microlitros de SYBR Green (Real-time PCR Master Mix, Thermo Fisher Scientific),
50 nanogramos/microlitro de DNA extraido de las muestras y se ajusté a 10 uL de

volumen final con H20 estéril y un NTC (control negativo).

Se colocé la placa en el equipo de qPCR tiempo real (StepOne Real-Time
PCR System, Thermo Fisher Scientific) y se programé a las siguientes

condiciones que se muestran en el cuadro 4.

En la figura 24, se observan los NTC de los 3 tipos virales a los cuales no

tuvieron una amplificacion correcta.

Figura 24. Controles negativos de la amplificacion a los genotipos virales del VPH
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Fuente: Directa
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En la figura 25 se observan las muestras a las cuales las 7 dieron positivas

al genotipo VPH-16, de acuerdo a la amplificacién de los Cts.

Figura 25. Muestras amplificadas para VPH 16
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En la figura 26 se observan las muestras a las cuales sélo 1 dio positiva al

genotipo VPH-18, de acuerdo a la amplificacion de los Cts.
Figura 26. Muestras amplificadas para VPH 18
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En la figura 27 se observan las muestras a las cuales so6lo 3 dieron positivas

al genotipo VPH-31, de acuerdo a la amplificacion de los Cts.

Figura 27. Muestras amplificadas para VPH 31
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De las 7 muestras positivas para EVPH-16 se puede identificar un solo pico

el cual representa que los oligos estan amplifican a su gen diana a una

temperatura de aproximadamente de 78.44°C (figura 28).

Figura 28. Curva de melting de muestras positivas para VPH-16.

an
c
I:lE L
=t 7.0 / !
il I
h - / L
(] f 1
= a0 b 'I.I
i ;r 1%
% .'_,-"' II"."Illl
z 30 == = \i
& e o e \
] el T e——" X
1.0 "/ 1‘\\\
Kﬁ_‘f e
G&.0 0.0 Ta.0 g0.0 B5.0 ao.ao 5.0
Tm: 78.44

Temperature ("2

Fuente: Directa

De la Unica muestra positivas para EVPH-18 se puede identificar un solo

pico el cual representa que los oligos estan amplifican a su gen diana a una

temperatura de aproximadamente de 77.84°C (figura 29).

Figura 29. Curva de melting de muestras positivas para VPH-18
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De las 3 muestras positivas para EVPH-31 se puede identificar un solo pico

el cual representa que los oligos estan amplifican a su gen diana a una

temperatura de aproximadamente de 76.34°C (figura 30).

Figura 30. Curva de melting de muestras positivas para VPH-31.
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Fuente: Directa

Estos datos se corroboran con el nidmero de Cts que confirman la
amplificacion a los genotipos de VPH-16, -18 y 31 (Cuadro ).

Figura 31. Numero de Cts positivos para los genotipos de VPH-16, -18 y -31.

NTC16 Indeterminado NTC18 Indeterminado NTC 31 Indeterminado
Cacu invasor 33.23748 Cacu invasor 32.92776489 Cacu invasor  34.176651
CaCu invasor 34.17665 CaCu invasor Indeterminado CaCu invasor Indeterminado
CaCu invasor 35.08129 CaCuinvasor Indeterminado CaCuinvasor 37.1575203
CaCu invasor 31.8745575 CaCuinvasor Indeterminado CaCuinvasor Indeterminado
CaCu invasor 33.33956 CaCuinvasor Indeterminado CaCuinvasor Indeterminado
CaCuinsitu  34.08419 CaCu in situ Indeterminado  CacCu in situ Indeterminado
CaCuinsitu 31.98242 CaCu in situ Indeterminado  CacCu in situ 35.1347198

Fuente: Directa
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Se corrié un gel de acrilamida al 6%, tefiido con bromuro de etidio para
corroborar la amplificacion de las muestras positivas al genotipo -16, en el cual se
observa en el primer carril el MPM de 50 bp, en el segundo carril el control
negativo (C-) y finalmente las muestras (M) con alguna lesion cervical, las cuales

amplificaron a 107 bp (figura .

Figura 32. Producto de amplificacidén para genotipo de VPH-16.
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Fuente: Directa
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Se corrié un gel de acrilamida al 6%, tefiido con bromuro de etidio, para
corroborar la amplificacion de las muestras positivas al genotipo -18, en el cual se
observa en el primer carril el MPM de 50 bp, en el segundo carril el control

negativo (C-) y finalmente las muestras (M) con alguna lesion cervical (figura 33).

Figura 33. Producto de amplificacion para genotipo de VPH-18.
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Se corrié un gel de acrilamida al 6%, tefiido con bromuro de etidio, para
corroborar la amplificacion de las muestras positivas al genotipo -31, en el cual se
observa en el primer carril el MPM de 50 bp, en el segundo carril el control

negativo (C-) y finalmente las muestras (M) con alguna lesion cervical (figura 34).

Figura 34. Producto de amplificacion para genotipo de VPH-31.
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ANEXO 6

RECURSOS FINANCIEROS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
FACULTAD DE ENFERMERIA Y NUTRICION

MAESTRIA EN SALUD PUBLICA

AN
£ SCIERTI

RECURSOS MATERIALES UNIDAD PRECIO UNITARIO PRECIO
Puntas de 1 1 paquete con1000 piezas $250 $250
Puntas de 10 1 paquete con 1000 piezas $166.62 $166.62
Puntas de 1000 1 paguete con 1000 piezas $243.60 $243.60
Gradillas 3 gradillas $66.20 $198.60
Microtubos de Eppendorf de 1.5 1 paquete con 500 piezas $411 $411
Kit de extraccion de DNA 1 kit $3,742.75 $3,742.75
Kit de PCR tiempo real 1 kit $9,521 $9,521
PIKO pcr placa clara de 96 1 paquete $10,628.19 $10,628.19
pozos con 200 unidades
Pelicula selladora para 1 paquete $2,237 $2,237
PIKOREAL 100 sellos
Aplicador para sellos 1 paquete $230.63 $230.63
adhesivos
Etanol 70% 1 garrafa $163 $163
Agua destilada 1 garrafa $216 $216
Caja de guantes grande 3 cajas $196.14 $588.42
Parafilm 1 paquete $597.93 $597.93
Porta objetos sencillos 3 paquete con 50 piezas 22.76 $68.28
Cubre objetos sencillos 2 paquete con 100 piezas $23.20 $46.40
Piko Real 1 equipo $388,206 $388,206

TOTAL $417,515
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ANEXO 7.
Cronograma de actividades para el proyecto de investigacion de “VARIABLIDAD DEL DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO A LA

EXAMINACION DE DIFERENTES NIVELES EN EL BLOQUE DE PARAFINA DE BIOPSIA DE IVPH, NIC Y CACU” 2016-2018.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
FACULTAD DE ENFERMERIA Y NUTRICION
MAESTRIA EN SALUD PUBLICA

2016 2017 2018

Actividades Sep Oct Nov Dic Ene-Feb Mar- May- Jul-Ago | Sep-Oct | Nov-Dic | Ene-Feb Mar- May- Jul-Ago
Abr Jun Abr Jun

Revision y Seleccion Bibliografica

Elaboracion del protocolo de

investigacion

Seminario de tesis

Comité de la MSP

Comité de ética de la Facultad de

Enfermeria UASLP

Prueba Piloto

Seminario de tesis

Comité de investigacion del

Hospital General de Soledad
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Recoleccion de muestras

Procesamiento de las muestras

Captura y descripcion de datos

Seminario de tesis

Andlisis y discusion de datos

Elaboracion de informe de

proyecto

Redaccion del articulo

Seminarios de tesis

Presentacion de examen

profesional
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5 ¢| ANEXO 8

_‘ﬂﬁ ) CARTA DE NO CONFLICTO DE INTERESES

¢ %%, UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI

FACULTAD DE ENFERMERIA Y NUTRICION
MAESTRIA EN SALUD PUBLICA

El que suscribe Lic. Ent. Edgar Villegas Hingjosa alumno del Fosgrado de la Maesliria en
Salud Publica de la Facullad de Enfermeria y Nulricion de la Universidad Autonoma de
Sam Lwis Potosi manihesta que es el aulor pnnoipal del presente trabajo titulado
SENSIBILIDAD DEL DIAGNOSTICC HISTOPATOLOGICO POR AUMENTO DE
CORTES A DIFERENTES NIVELES EN EL BLOQUE DE PARAFINA DE NIC ¥ CACU”
bajo la direccion de la Dra Luz Eugenia Alcantara Quintana y |a co-asesoria de la Dra
veronica Gallegos Garcia, Dra. Yolanda Terdn Figueroa y el Dr. Cuauhtémoc Oros

Cwalie

Declaran gque no benen ninguna situacion de conflicto de intereses real, potencial o
evidente, incluyendo mingan hipo de interés financiero o de ofro tipo, especificando esto en

el apartado de Consideraciones Elicas

NN

Lic. Enf Edgar U:Il;a'rg_as Hingjosa Dra. Luz ugéﬁ“;—g AltS 15{{@ulmana

\

eran Figueroa
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ANEXD 9
CARTA DE DERECHOS DE AuiumiA Y COAUTORIA

UNIVERSIDAD AUTONDOMA DE SAN LUIS POTOSI
FACULTAD DE ENFERMERIA Y NUTRICION
MAESTRIA EN SALUD PUBLICA

A quien corresponda

A fraves del presenle nos permitimos informer para los nvolucrados en el protocolo de
mvestigacon  Gulsdn. "SENSIBILIDAD DEL DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO POR
AUMENTO DE CORTES A DIFERENTES NIVELES EN EL BLOQUE DE PARAFINA DE NIC ¥
CACU" no tenen conficto de interés consderando desde la generacion del presente proyecdo
hasta la publicacion de resullatoz que de 4| 2e genaran

Se dard el debido crédito & Ios paticipamas como autor principal coresponde al Lic Enf
Edgar Villegas Hinmosa como co-aulares a la Dra Luz Eugenia Alcdntara Quintana, Dra. Verdnica
Gallegos Garca  Dra Yolanda Teran Figuerca v al Dr. Cuauntémos Cres Ovalle. por 1o gue todos
lendran abligaciones eticas con respecio a ia publicacion de (08 resuitados de investigacdn y seran
responsables de la ntegndad y exachtud de |los informes, ademas de acaptar en comun acuerdo
las normas ébcas de la entrega de mformacion para o cugl sara necesario la pubhcacion de tos

resultadas negativos y postivos. mismos que podran estar a disposicion del pdklco en ganeral

Exponemas gue para la pubkcanon del pnmer ariculo serd el Lic Enf Edgar Villegas
Hingjosa compartiendo la cosutoria con la Dra Lue Fugenia Alcantara Qwntana, Dra. Verdnica
(Gallegos Garcia y a la Dra Yolanda Teran Figueroa como segundo. tercero y cuano aulor de
acuerdo a su grado e paricipacion en & aticulo

Fara Ios siguientes arficutos |3 autoria principal se decidird por consenso liendo como
critena pnncipal la coninbucion gue realicen cada uno de |os involucrados para ir Como premer
aulor asi como olorger el hinarcamenta de 12s pubhcaciones u olros productcs denvados lales
como carteles o trabajos de difusion. lenendo siempre en cuenia el acuerds grewio del autor
principal. Se acepla estar de acuerdo con o estipulado en el presente documento,

-

S A

T Lo EntE Willegas Hinojosa Dra Luz Fugen ﬁ-lr:-ét!a Quintana

vartnica Gallegos Garcia Teran -:LQLEGE'!

"""
A

s
Za -
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