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RESUMEN

Introduccion: El cancer de cuello uterino es la octava neoplasia maligna por
incidencia en el mundo y la cuarta entre las mujeres tanto en Colombia como a nivel
mundial. La citologia cervical es una herramienta Util para detectar de forma
temprana el cancer de cuello uterino, aunque su sensibilidad y especificidad se ven
limitadas en lesiones de menor grado y en resultados de significado indeterminado,
con un importante porcentaje de falsos negativos. Los marcadores moleculares p16
y Ki-67 se han utilizado en citologia cervical, pues su expresion dual esta
aumentada durante la transformacion neoplasica de las células epiteliales
escamosas del cuello uterino, de ahi su utilidad para facilitar la deteccion de
lesiones malignas o premalignas subyacentes en citologias de significado
indeterminado o para constatar una verdadera lesion de alto grado en las reportadas

como lesiones de bajo grado.
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Objetivos: Describir la expresion simultanea de los biomarcadores pl6/Ki-67 en
citologias cervicales convencionales con resultado de LIE de alto grado o

carcinoma.

Métodos: Se realizé un estudio piloto para la evaluacion de la expresion de la doble
tincion p16/Ki-67 en 40 extendidos de citologia cervical convencional con resultado
de LIE de alto grado o carcinoma. Los extendidos fueron incluidos en el estudio y
se realizé la tincion inmunocitoquimica una vez tuvieron su respectivo diagnostico

histolégico confirmatorio, lo que ocurrié en un periodo entre tres y ocho meses.

Resultados: En el 75% de los extendidos se encontré doble inmunoreactividad para
pl6/Ki-67, correspondientes al 75% (27/36) de las LIE de alto grado, 66.6% (2/3) de
los carcinomas escamocelulares y 100% (1/1) de adenocarcinoma. Segun los
diagnésticos por biopsia, los casos con LIE de alto grado NIC 2 tuvieron tincion dual
positiva en el 61.5% de las citologias correspondientes, 81.2% para las NIC3 y

81.8% para los carcinomas.

Conclusiones: En el presente estudio verificamos que la tincion dual p16/Ki-67
tiene buenos resultados en citologias cervicales convencionales, lo que facilita el
diagnéstico citologico. Se recomienda realizar estudios con una muestra de mayor

tamafo para que los resultados sean generalizables.

PALABRAS CLAVE: Citologia, inmunocitoquimica, Papanicolau, Lesiones

Intraepiteliales Escamosas de Cuello Uterino, p16/Ki-67, tamizacion.

ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer is the eighth malignant neoplasm by incidence in the
world and the fourth among women both in Colombia and worldwide. Cervical
cytology is a useful tool for early detection of cervical cancer, although its sensitivity
and specificity are limited in lower grade lesions and results of undetermined

significance, with a significant percentage of false negatives. The molecular markers
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pl6 and Ki-67 have been used in cervical cytology, since their dual expression is
increased during neoplastic transformation of squamous epithelial cells of the cervix,
hence their usefulness to facilitate the detection of underlying malignant or
premalignant lesions in cytologies of undetermined significance or to confirm a real
high-grade lesion in those reported as low-grade lesions.

Objectives: Describe the simultaneous expression of pl16 / Ki-67 in conventional
cervical cytologies resulting in high-grade SIL or carcinoma.

Methods: A pilot study was carried out to evaluate the expression of the p16 / Ki-67
dual staining in 40 smears of conventional cervical cytology with the result of high-
grade SIL or carcinoma. The smears were included in the study and
immunocytochemical staining was performed once they had their respective
confirmatory histological diagnosis, which occurred in a period between three and
eight months.

Results: Dual immunoreactivity for p16/Ki-67 was found in 75% of the smears,
corresponding to 75% (27/36) of the high-grade SIL, 66.6% (2/3) of the squamous
cell carcinomas and 100% (1/1) of the adenocarcinoma. According to the diagnoses
by biopsy, the cases with high grade SIL CIN 2 had positive dual staining in 61.5%
of the corresponding cytologies, 81.2% for CIN 3 and 81.8% for the carcinomas.
Conclusions: In the present study, we verified that dual p16 / Ki-67 staining has
good results in conventional cervical cytologies, which facilitates cytological
diagnosis. It is recommended to carry out studies with a larger sample size so that
the results are generalizable.

KEYWORDS: Cytology, immunocytochemistry, Papanicolau, Squamous

Intraepithelial Neck Lesions, p16/Ki-67, screening.
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INTRODUCCION

El cancer de cuello uterino es la octava neoplasia maligna por incidencia en el
mundo; ya que se reportaron 569.847 casos en el afio 2018, y es la cuarta causa
de cancer entre las mujeres tanto en Colombia como a nivel mundial. En Suramérica
se registraron 39.581 nuevos casos y en nuestro pais 3.853. En Colombia las tasas
de incidencia y mortalidad son de 12.7 y 5.7 casos por 100.000 habitantes,
respectivamente (1).

Los paises en via de desarrollo son los que presentan mayor riesgo para el
desarrollo de este tipo de cancer, ya que estd asociado a bajos niveles
socioeconémicos y a infeccion. Actualmente se cuenta con la vacuna contra los
principales virus del papiloma humano (VPH) en cancer de cuello uterino, sin
embargo faltan décadas para observar el impacto de estas, por lo que resulta

necesaria la implementacion de pruebas de tamizaciébn mas especificas (2).

La citologia cervical o prueba de Papanicolau convencional, se basa en el analisis
morfologico de las células cervicales exfoliadas; y ha sido una herramienta util para
detectar de forma temprana el cancer de cuello uterino, tanto a nivel mundial como
en Colombia, viéndose reflejado esto en la disminucién de la incidencia y mortalidad
en el pais en los ultimos diez afios (3), sin embargo, su sensibilidad y especificidad
se ven limitadas en lesiones precancerosas, con un importante porcentaje de falsos
negativos. Adelantos técnicos de la citologia cervical como la citologia en base
liquida (CBL), no han mostrado mejoras en la sensibilidad o especificidad para la
detecciébn de lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (LIE-AG),

comparada con la citologia convencional (4).

La mayoria de los carcinomas cervicales se encuentran asociados a infeccion por
el Virus del Papiloma Humano (VPH), especificamente a sus genotipos de alto
riesgo, siendo dicha asociacion del 90-95% en los carcinomas escamocelulares y
del 95% en adenocarcinomas (5). Gracias al amplio conocimiento de su rol en la
carcinogenesis, se han implementado nuevas tecnologias como, la prueba para la

deteccion de ADN de VPH de alto riesgo (VPH-AR), que mejora la sensibilidad para
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identificar LIE-AG, y reduce los problemas de control de calidad, al usar un método
automatizado (6). Sin embargo, debido a la alta prevalencia de infecciones

transitorias por VPH, dicha prueba tiene baja especificidad (7).

Dichas infecciones transitorias generan minimas anormalidades morfoldgicas
intraepiteliales que pueden remitir espontdneamente, aunque un pequefio grupo de
pacientes cursan con infeccion persistente, la cual es condicidon necesaria para el

desarrollo de lesiones precancerosas y cancer cervical (8).

En la infeccion persistente por VPH-AR, se producen altos niveles de las
oncoproteinas virales E6 y E7 que alteran los mecanismos reguladores del ciclo
celular. Normalmente, la proteina supresora tumoral p16, también conocida como
pl6INK4a por sus siglas en inglés (INhibitors of CDK), es una proteina
antiproliferativa, perteneciente a la familia inhibidora de las quinasas dependientes
de ciclinas 4 y 6 (CDK4/6). Estas ultimas regulan la actividad de la proteina
retinoblastoma (pRB) por medio de su fosforilacion. Al unirse E7 a la pRB, impedira
la accion del factor de transcripcion E2F, por lo que no habra bloqueo del paso de
la fase G1 a la fase S del ciclo celular, y por ende este no se detendréa (9). En las
células afectadas ocurre una sobreexpresiéon de pl6 para contrarrestar la
desregulacion del ciclo, pero esta accién es indtil ya que la inactivacion de pRB esta
mediada por E7 y no por CDK4/6, lo que lleva a su acumulacion. Por su parte, la
oncoproteina E6 inactiva la proteina p53, la cual es la guardiana del genoma, y
desregula el ciclo celular en sinergia con la inactivaciéon de pRB por E7 (10). La
acumulacion de pl6 en el nacleo y el citoplasma ocurre en los carcinomas y en las
LIE-AG (NIC 2/ NIC 3) del cuello uterino, pudiendo ser evidenciada por técnicas de

inmunotincion (11).

Por lo anterior, la proteina pl6 esta directamente relacionada con la accion
oncogénica de los VPH-AR, por lo tanto ha sido identificada como un biomarcador
de infecciones transformadoras de VPH. Sin embargo, se ha reportado que también
se puede encontrar aumentada en metaplasia escamosa, algunas lesiones

glandulares benignas y en células atroficas (12).
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El Ki-67 es un gen que se activa en toda las fases del ciclo celular, excepto la fase
GO, y produce una proteina la cual es medible por técnicas de inmunotincién. La
identificacion de este antigeno indica que las células estan en proliferacion (13). Su
expresion se observa también en células normales de la capa basal del epitelio,
lesiones proliferativas benignas, LIE-AG y carcinomas del cuello uterino; pero no se
expresa en células endocervicales benignas, metaplasias tuboendometrioides ni en

metaplasia escamosa (14).

En el afilo 2011 se introdujo un ensayo inmunocitoquimico que detecta
cualitativamente los biomarcadores pl6 y Ki-67 en citologia cervical, pues su
expresion dual simultanea aparece durante la transformacion neoplasica de las
células epiteliales escamosas del cuello uterino, ya que en células normales no
ocurre la doble expresién de estas proteinas porque las funciones de estas son
mutuamente excluyentes; de ahi su utilidad para aumentar el rendimiento de la
citologia cervical para facilitar la deteccion objetiva de lesiones malignas o
premalignas de alto grado subyacentes en citologias de significado indeterminado
(ASCUS), en las reportadas como lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado
(LIE-BG) o en pacientes con resultados positivos a una prueba de deteccion de ADN
de VPH-AR (15).

La tincion dual inmunocitoquimica de pl6/Ki-67 permite una optimizacién de las
tecnologias existentes para mejorar la precision en la identificacion de lesiones de
alto grado (16). En Colombia aun no hay acceso masivo a la CBL, sino a la citologia
convencional, de manera que si los resultados de la tincion dual p16/Ki-67 en este
tipo de extendidos previamente coloreados, son similares a los encontrados en la
CBL, podria ser utilizada en nuestro medio como un método de confirmacion de la

presencia de una lesion intraepitelial con real riesgo de progresion.
El estuche comercial de inmunocitoquimica pl6/Ki-67 se puede usar en
preparaciones citolégicas cervicales en base liquida (ThinPrep® y BD SurePath®) y

convencional (16). Dicha biomarcacion ha sido aplicada en CBL con una alta
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concordancia de los resultados positivos con verdaderas lesiones de alto grado (17,
18). Sin embargo, la mayoria de los estudios sobre su utilizacion publicados en la
literatura son realizados en CBL y no en citologias convencionales. En nuestro pais
y en nuestra region Caribe son pocos los antecedentes documentados (19, 20). Por
lo cual, el objetivo de este trabajo fue, siguiendo la misma linea de investigacion de
un estudio previo realizado por el grupo de investigacion Histopatologia de la
Universidad de Cartagena publicado en 2014 (19), investigar como se comporta la
doble marcacion pl16/Ki-67 en citologias cervicales de extendido convencional
reportadas como lesién de alto grado o carcinoma, en la determinacion de la real
presencia de un LIE-AG o lesién de mayor grado. Dicho conocimiento es necesario
y util en Colombia, pais donde las citologias cervicales rutinarias se hacen

justamente con la técnica convencional.

METODOLOGIA

Se realizé un estudio piloto para la evaluacion de la expresién inmunocitoquimica
de la doble tincién con p16/Ki-67 en extendidos de citologia cervical procesados por
técnica convencional, con resultado citoldgico de LIE-AG (NIC2/NIC3) o carcinoma
segun el Sistema Bethesda 2014 (21, 22), para determinar su utilidad en la
identificacion de LIE-AG o lesiébn de mayor grado. Los casos fueron incluidos y se
realizé la tincién inmunocitoquimica a los extendidos, una vez tuvieron el respectivo
diagnéstico histolégico confirmatorio, lo que ocurrié en un periodo entre tres y ocho
meses. El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de histopatologia de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Cartagena, los casos fueron obtenidos del Centro
de Diagnéstico Citopatologico del Caribe (CENDIPAT), un laboratorio de referencia

para patologia ginecoldgica de la ciudad de Cartagena.
Obtencion de los casos

Se registraron los estudios de citologia de cérvix con resultado de LIE de alto grado
y carcinoma realizados en el periodo comprendido de enero a julio de 2020 en el
laboratorio CENDIPAT. Para la eleccion de los casos se utiliz6 un muestreo no

probabilistico sucesivo, utilizando la fecha de procesamiento inicial. Se fueron
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registrando los casos encontrados con el nimero de cada extendido y se realiz6
seguimiento a cada uno de ellos para confirmar la realizacion del estudio
histopatologico correspondiente, como requisito para ser incluidos. Una vez
confirmado esto, se incluyeron los casos en el estudio y se hizo una segunda
lectura, tanto del extendido de citologia como del estudio histopatoldgico, con el fin
de confirmar el diagndéstico reportado y verificar que los extendidos tuvieran células

bien visualizadas y conservadas.

A los casos seleccionados se les tom6 una fotografia de un area donde se
encontraban células representativas del diagndstico, tanto de la citologia como de
la biopsia, y en las laminas de citologia dicha area se delimité con marcador
permanente bajo vision microscopica, haciendo un circulo de 1.5 cm de diametro
por debajo de los portaobjetos, con el fin de aplicar los reactivos especificos en esa

area.

Los casos seleccionados fueron divididos en cuatro grupos en orden cronolégico
(primero los mas antiguos, luego los mas recientes) para su procesamiento en dias

diferentes.

Proceso de tincion de las l[aminas

El piloto se realizé siguiendo los siguientes pasos (Figura 1): primero, se realizo el
pretratamiento de las ldminas en xilol para el desmonte del cubreobjetos, por
tiempos de dos a tres dias dependiendo del tiempo necesario para el
desprendimiento espontaneo del cubreobjetos, ya que el desprendimiento forzado
puede llevar a pérdida del material celular. Segundo, se realizé la decoloracion y
rehidratacion de las muestras en cuatro bafios de alcohol con concentraciones
decrecientes de 100%, 96%, 70% y 50%, con una duracién de 5 minutos en cada
solucion. Luego se incubaron en agua destilada por 5 minutos, que equivale al
primer paso del protocolo de CINtec ® PLUS; tercero, la solucién de recuperacion
del epitopo se coloco en cubetas tipo Coplin en cdmara de presion (DakoCytomation
Pascal modelo S2800) y al alcanzar la temperatura de 99°C se sumergieron las
laminas por 10 minutos; posteriormente, se retiraron de la camara de presion y se

dejaron a temperatura ambiente por 20 minutos. Luego se delimité el area de interés
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(previamente marcada en la evaluacion microscopica) con lapiz aislante de liquidos
para procesos de tincién (Liquid Blocker Super PAP Pen, Cancer Diagnostics Inc.,
Birmingham, Michigan, Estados Unidos).

Se colocaron las laminas en camara hiumeda a temperatura ambiente y se incubd
el tampoén de lavado (Wash Buffer 10x, Roche mtm laboratorios AG, referencia
8550, Germany) por 5 minutos, seguido de la adicion del reactivo de bloqueo de la

peroxidasa por 5 minutos. Finalmente fueron lavados con el tampén de lavado.

Para el protocolo de tincion se realizo sobre el area delimitada, la aplicacion de los
reactivos para tincion doble de inmunocitoquimica de pl6INK4a/Ki-67 con el
estuche comercial CINtec® PLUS Cytology (Roche, mtm laboratories AG,
Mannheim, Germany). El estuche contiene un céctel de anticuerpos primarios que
incluyen un anticuerpo monoclonal de ratén (clon E6H4™) contra la proteina
humana p16'Nk42 y un anticuerpo monoclonal de conejo (clon 274-11 AC3) contra la
proteina humana Ki-67; también contiene reactivos de visualizacion listos para su
uso conformados por un reactivo de polimeros conjugado con peroxidasa de rabano
picante y fragmentos Fab de anticuerpos de cabra anti-ratdbn y un reactivo de
polimeros conjugado con fosfatasa alcalina de rabano picante y fragmentos Fab de
anticuerpos de cabra anti-conejo; y ademas tiene un cromdgeno Diaminobencidina
(DAB) y un cromégeno Fast Red, cuya transformacion mediada por la peroxidasa
de rabano picante y la fosfatasa alcalina, respectivamente, formaran los productos

de reaccion en el lugar del antigeno (Anexo 1).

Se siguieron las indicaciones del fabricante (Anexo 2) con algunas modificaciones.
Se emplearon 100 micro litros de los reactivos por portaobjetos, los cuales se

aplicaron manualmente con una pipeta automatica.

Los extendidos citologicos fueron incubados con el anticuerpo monoclonal de raton
anti-p16'Nk4a humana (clon E6H4™), y el anticuerpo monoclonal de conejo anti-Ki67
humano (clon 274-11AC3V1), durante 60 minutos el primer grupo y los restantes
grupos por 75 minutos, a temperatura ambiente. Luego de lavar los extendidos, se

incubo por 15 minutos el anticuerpo de cabra anti-raton conjugado con peroxidasa
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de rabano picante seguido de tres lavados. Después se adicioné el anticuerpo de
cabra anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina por 15 minutos y se lavo tres
veces. A continuacién se aplicé el cromégeno de diaminobencidina por 10 minutos,
seguido de un lavado con agua destilada y con tampon de lavado. Se afiadio el
cromogeno Fast Red por 15 minutos, luego se hizo un lavado con el tampon de

lavado y finalmente con agua destilada.

Para la contratincion, las laminas se sumergieron en un bafio de hematoxilina sin
alcohol por 8 minutos. Para el viraje azul, se colocaron en un bafio de agua corriente,
hasta que no se observaron residuos de la tincién y se incub6 en un bafio de agua
destilada por 1 minuto. Al retirar las laminas del agua destilada, se sec6 el exceso
por detras de ellas con una toalla de papel y se aplicaron 8 gotas del medio de
montaje acuoso que trae el estuche (CINtec® PLUS Mount) a cada lamina,
inclinAndola y moviéndola para crear una capa fina; posteriormente se dejaron
secando a temperatura ambiente durante toda la noche. Después del secado
completo se sumergieron las laminas en xilol por 1 minuto y se cubrieron con un

medio de montaje a base de xileno.
Interpretacion de la doble tincion inmunocitoquimica p16/Ki-67

Para la evaluacion de la inmunotincion se consideraron células cervicales positivas
para pl6 cuando presentaron una coloracion café del nucleo, del citoplasma o de
ambos y para Ki-67 una coloracion roja del nucleo (Figura 2). Se considerd doble
positividad para los dos marcadores cuando una o mas células epiteliales,
independiente de su morfologia, mostraran una coloracién café en el citoplasma y
roja en el nucleo, o cuando el ndcleo revelara doble coloracién café y rojo. La
interpretacion de la inmunotinciéon fue realizada en forma independiente por una

Patologa y una residente de Patologia de ultimo afio.

Para el control positivo se proces6 una citologia en base liquida (SurePath®) con
diagnéstico de carcinoma escamocelular, confirmado por biopsia, con citocentrifuga
de Bunsen a 1500 revoluciones por minuto durante 5 minutos, y se prosiguio a la

marcacion con el estuche CINtec ® PLUS Cytology, segun las indicaciones del

19



fabricante. El control negativo fueron las células cervicales normales que

generalmente estan en los extendidos.

Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados del piloto para la evaluacién de la expresion de la
tincion dual se elabor6 una base de datos en Microsoft Excel, donde se registraron
las variables relacionadas con el diagndstico de la citologia, el diagndstico por
biopsia, el tiempo de almacenamiento, el numero de dias en xilol, el tiempo de

incubacion del anticuerpo y la doble marcaciéon de p16/Ki-67.

Para el andlisis de las variables, se calcularon medidas de tendencia central para
las variables cuantitativas, dependiendo de la distribucién de la variable usando la
prueba de Shapiro Wilk, y para las variables cualitativas se utilizaron medidas de
frecuencia relativa y absolutas. Para determinar el mejor método de procesamiento
y las relaciones con la reactividad en el proceso de tincion, se realiz6 un andlisis
bivariado, teniendo como variable dependiente la doble marcacion del p16/Ki-67,
utilizando la prueba de chi cuadrado ajustada mediante la prueba exacta de Fisher
en el caso de las variables cualitativas y la prueba de T de Student o Kruskall Wallis
para las variables cuantitativas, teniendo en cuenta la distribucién de las mismas.
Se consider6 como significativa una p con un valor <0.05. El andlisis de los datos

se realiz6 con el software Stata version 16 (Stata Corp, Texas, EE.UU).

Aspectos éticos

El presente trabajo se clasific6 como investigacion sin riesgo, segun la resolucion
8430 de 1993 del Ministerio de Salud, pues se trata de un estudio piloto que emplea
laminas citoldgicas para la realizacién de la prueba y laminas histolégicas para su
lectura, sin requerimiento de intervenciones adicionales al cuidado estandar a las
pacientes a las que se le tomoé la muestra. La identidad de los sujetos de estudio se
mantuvo andnima durante todo el estudio y fue utilizada solo para la verificacion de
duplicados. De igual forma, el estudio conté con la aprobacion del comité de ética

de la Universidad de Cartagena.
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RESULTADOS

Se encontraron 127 citologias cervicales con diagnostico de LIE-AG o lesion mayor
realizadas en el periodo entre enero y julio de 2020 en el laboratorio CENDIPAT, de
las cuales 42 contaron con biopsia confirmatoria, dos de ellas fueron excluidas
porque no mostraban células bien preservadas en el extendido citologico, por lo que

se incluyeron finalmente 40 casos.

Los casos incluidos tenian los siguientes resultados citologicos: 36 con LIE-AG, 3
con carcinoma escamocelular y 1 con adenocarcinoma; mientras que los
diagndsticos histopatolégicos se distribuyeron asi: LIE-AG, NIC 2 con 13 casos; LIE-
AG, NIC 3 con 16, carcinoma escamocelular con 9, adenocarcinoma con 1y
carcinoma indiferenciado con 1 (Tablal). 7 casos con diagnéstico definitivo por

biopsia de carcinoma, fueron reportados inicialmente como LIE-AG en citologia.

En cuanto al tiempo de almacenamiento de los extendidos citolégicos, comprendido
entre su revision inicial y la realizacién del respectivo ensayo de inmunocitoquimica,
la mediana fue de 233 dias (RIC= 219.5 — 248.5).

Procesamiento

El procesamiento de las laminas se realizé en cuatro grupos, correspondientes a
cada uno de los ensayos realizados en el laboratorio, el primer grupo estuvo
conformado por 17 laminas, el segundo por 7, el tercero por 8 y el cuarto grupo por
8. El 80% (n=32) de las laminas estuvieron en xilol por dos dias, mientras que un
15% (n=6) requirieron un tiempo de tres dias; dos laminas solo requirieron 2 minutos

en xilol debido a que no tenian cubreobjetos.

En el primer ensayo el tiempo de incubacion del anticuerpo primario fue de 60
minutos y al no obtener tincion en algunas laminas, se aumentd a 75 minutos en el

resto de grupos.
Doble marcacion

En total, se obtuvo doble biomarcaciéon para pl6/Ki-67 en el 75% (n=30) de las

laminas (Figura 3), mientras que tres laminas (7.5%) presentaron marcacion soélo
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para el p16 (Figura 4) y una lamina solo para el Ki-67 (Figura 5). En el 15% (n=6)
no se observé marcacion. En algunos extendidos las células inflamatorias tuvieron
inmunoreactividad para pl6. Se consider6 marcacion positiva en el 75% de las

laminas procesadas (biomarcacion doble) (Anexo 2).

Hubo tincién dual en 27/36 (75%) de las citologias reportadas como LIE-AG, y 2/3
(66.6%) de carcinoma escamocelular y 1/1 (100%) de adenocarcinoma. En los
casos con diagnéstico por biopsia de LIE AG NIC 2, tuvieron tincion dual de la
citologia correspondiente 8/13 (61.5%), de LIE AG NIC 3, 13/16 (81.2%) y de
carcinoma (incluye escamocelular, adenocarcinoma e indiferenciado), 9/11 (81.8%)
(Tabla 2). La tincion dual se considerd negativa en el 38.5% de los casos de LIE AG
NIC 2 (Figura 6), en el 18.8% de los casos de LIE AG NIC 3, y en el 18.2% de los
casos de carcinoma (Figura 7).

En el analisis bivariado se encontr6 que no existian diferencias estadisticamente
significativas en las distintas configuraciones en el procesamiento para el tiempo de
almacenamiento de la lamina, el tiempo en xilol y el tiempo de incubacién del
anticuerpo principal (Tabla 3). Tampoco hubo diferencias estadisticamente
significativas en el resultado de la tincidon dual segun el diagnéstico por citologia o
por biopsia (Tabla 2).

DISCUSION

La citologia cervical tiene una sensibilidad que va del 30% al 87% ya que depende
de las técnicas de su procesamiento y de la experiencia de quien realiza su
interpretacion (23). Por lo que se ha implementado como prueba primaria en
programas de tamizacion para cancer de cuello uterino la prueba de deteccién de
ADN de VPH-AR, que tiene una alta sensibilidad (95%) (24). Sin embargo, esta
prueba no puede distinguir entre infecciones transitorias que inducen una LIE-BG
(NIC1) o incluso una LIE-AG NIC2, que pueden regresar espontaneamente, de la
infeccion persistente que produce una LIE-AG (NIC2/ NIC3) que puede progresar a
cancer invasor. Ademas, la prevalencia de VPH-AR es de 80 a 85% en mujeres con

LIE-BG, por lo que una gran cantidad de mujeres son remitidas a colposcopia (25).
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La progresion a lesiones premalignas de alto grado y consecuentemente a cancer,
esta caracterizada por eventos moleculares que conllevan a una desregulacion del
ciclo celular y que pueden ser monitorizados con biomarcadores mas efectivos
como pl6/Ki-67 que permiten identificar mujeres con LIE-AG con alto riesgo de
progresion a cancer en los programas de tamizacion (15). Dicha prueba es util en el
diagnostico diferencial entre lesiones premalignas de alto grado y lesiones no
neoplasicas como cambios por atrofia, procesos inflamatorios o metaplasia
escamosa inmadura, y entre lesiones premalignas de alto grado y bajo grado (12,
20).

Antes de la aparicion de la inmunotincién dual para p16/Ki-67, solo se contaba con
tincion individual de p16 para tejido y para citologia, esta ultima, habia demostrado
buena utilidad en detectar LIE-AG, con una especificidad mejor que la prueba de
deteccion de ADN de VPH-AR. Sin embargo esta tincion podia verse positiva en
lesiones benignas como metaplasia escamosa, lo que obligaba a usar una
puntuacion de 1 a 4 que incluia criterios morfologicos para la evaluacion de la
positividad, generando una gran variabilidad en su interpretacion. Con la tincion dual
se simplificO su uso, ya que se considera positiva con una o mas células que

muestren la doble marcacion, independiente de la morfologia (26, 27).

La evidencia existente sobre la utilidad de la inmunotincién dual para p16/Ki-67 en
citologia cervical, sugiere que es una herramienta alternativa que ha mostrado alta
sensibilidad y especificidad en la deteccion de LIE-AG, por lo que se recomienda su
aplicacion principalmente en pacientes con anormalidades citologicas leves como
atipia de células escamosas de significado incierto (ASC-US), LIE-BG; en pacientes

con ADN de VPH-AR positivo y citologia negativa (15, 27) (figura 9).

La citologia cervical detecta un gran numero de ASC-US y LIE-BG que requieren un
seguimiento costoso mediante repetidas pruebas o colposcopia y biopsia directas;
por lo que una mejor clasificacién de estas muestras podria reducir sustancialmente

los costos en los programas, ya que se identificarian las lesiones transitorias,
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reduciendo el sobretratamiento de estas, y se reconoceria a las pacientes que
realmente necesitan un manejo oportuno (25). Ademas en el 13% de ASC-US y
18% de LIE-BG se oculta una LIE-AG que requiere tratamiento inmediato, lo cual

hace necesario usar herramientas mas especificas (28).

En el metaanalisis de Peeters et al. (27), incluyeron 38 estudios, que evaluaron la
sensibilidad y especificidad de la tincion de pl6 en citologia, la tincion dual de
pl6/Ki-67 y las compararon con la prueba de deteccion de ADN de VPH-AR para
detectar NIC 2 y NIC 3 en pacientes con resultados de citologia de ASC-US y LIE-
BG. En pacientes con ASC-US, la sensibilidad de la tincién de p16 para detectar
NIC 2 y NIC 3 fue de 82% y 85%; la especificidad fue de 71y 62%, respectivamente.
La tincién dual con p16/Ki-67 presentd una sensibilidad de 84% para detectar NIC
2 y 88% para NIC 3. La especificidad fue de 77% y 72% para NIC 2 y NIC 3,
respectivamente. La sensibilidad de la prueba de deteccion de ADN de VPH-AR
para NIC 2 fue de 93% y para NIC 3 de 98%. La especificidad fue de 45% y 47%.
En pacientes con citologias reportadas como LIE-BG, la sensibilidad para detectar
NIC 3 en tincion de p16, tincion dual de p16/Ki-67 y prueba de deteccion de ADN de
VPH-AR fue de 86%, 96% y 100%; y la especificidad fue de 62%, 66% y 27%,
respectivamente. Finalmente concluyo que la tincion aislada de p16 y la tincion dual
de p16/Ki-67 tiene mayor especificidad que la prueba de deteccion de ADN de VPH-

AR, y la tincion dual tiene una comparable sensibilidad con esta.

En un estudio que incluyé 70 pacientes con citologias con categoria de
células escamosas atipicas, no se puede descartar LIE-AG (ASC-H), la sensibilidad
para detectar NIC 2 o lesion de mayor grado con tincién dual para pl6/Ki-67 y
prueba de deteccion de ADN de VPH-AR fue de 94.6% y 67.6%, respectivamente.
La especificidad para la tincién dual de p16/Ki-67 fue de 75.8% y para la prueba de
detecciéon de ADN de VPH-AR fue de 66.7%. Por lo tanto demostré una mayor
precision de la tincion dual de p16/Ki-67 comparada con la prueba de deteccion de
ADN de VPH-AR para detectar NIC 2 o lesion de mayor grado en pacientes con
citologia ASC-H (29).
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Actualmente las guias de la FDA recomiendan como prueba de tamizacion la prueba
de deteccion de ADN de VPH-AR y las mujeres que tengan dicha prueba positiva
para los genotipos 16 y 18 son enviadas directamente a colposcopia, pero si tienen
positividad para otros genotipos de alto riesgo, el seguimiento se hace con citologia.
La tincion dual de p16/Ki-67 ha demostrado ser util para la clasificacion de estas
mujeres, con una sensibilidad de 74.9%, mayor a la de la citologia (51.9%), mientras
que su especificidad fue comparable (30). En los casos donde las pacientes
presenten una prueba de deteccion de ADN de VPH-AR positiva y citologia negativa
tienen un 3-7% de probabilidad de albergar una LIE-AG, para lo cual la tincion dual
de p16/Ki-67 tiene una sensibilidad de 96.4% para detectar NIC 3 y de 91.9% para
detectar NIC 2; su especificidad para NIC 2 y NIC 3 fue de 82.1% y 76.9%,

respectivamente (31).

Las pacientes que han sido tratadas por una LIE-AG (NIC 2/NIC 3) deben ser
monitorizadas para identificar recurrencias, para ello actualmente se recomienda la
prueba de deteccion de ADN de VPH-AR combinada con la citologia (32), sin
embargo un estudio que incluy6 364 pacientes, determin6 una sensibilidad similar
para la combinacion de pl16/Ki-67 y prueba de deteccion de ADN de VPH-AR en
comparacion con la combinacion de citologia y prueba de deteccién de ADN de
VPH-AR (87.2% vs. 89.7%). La especificidad fue significativamente mejor con
pl6/Ki-67 y prueba de deteccion de ADN de VPH-AR que con la combinacion de
citologia y prueba de ADN de VPH-AR (74.2% vs. 58.1%) (33).

El estudio PALMS (18) evalu6 el uso de la tincion dual p16/Ki-67 como prueba de
cribado primario de cancer cervical en un grupo de 27.349 mujeres de varios paises
europeos, reportd una sensibilidad de 90.1% para la tincion dual p16/Ki-67, 66.4%
para la citologia, y de 96.4 % para la prueba de ADN de VPH-AR. La especificidad
para la tincién dual p16/Ki-67, la citologia, y la prueba de ADN de VPH-AR fue de
95.3%, 95.4% y 90.2%, respectivamente.
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La mayoria de los estudios que han demostrado la utilidad de la tincion dual p16/Ki-
67 se han aplicado en citologias en base liquida (17), ya que esta técnica permite
la realizacion de otras pruebas complementarias con el material residual del vial,
ademas de reducir las muestras inadecuadas para valoracion, y disminuir el tiempo
empleado en la interpretacion. Son pocos los estudios que aplican la tincion dual
para pl6/Ki-67 en citologia procesadas por técnica convencional, los cuales han
obtenido resultados favorables como el estudio prospectivo PALMS (18),
previamente mencionado, que incluyo tanto citologias en base liqguida como
convencionales y ademas concluyé que la tincion dual pl6/Ki-67 tiene superior
sensibilidad que la citologia (86.7% vs 68.5%) y mayor especificidad que la prueba
de ADN de VPH-AR en todas las edades (96.2%vs. 93.0%). En dicho estudio, las
citologias para la doble tincion fueron obtenidas simultdneamente y en laminas

independientes de las citologias para coloracién de Papanicolaou (17).

Algunos estudios evaluaron la inmunotincion aislada de p16 en citologias cervicales
convencionales frescas, sin colorear; como en el de Ekalaksananan et al. (34), que
concluy6 que la combinacion de la deteccion de p16 y VPH puede ser util en la
tamizacion del cancer de cuello uterino para identificar pacientes de alto riesgo que
requieren un manejo temprano y adecuado. El estudio de Pientong et al., (35)
confirmé la asociacion de la sobreexpresion de p16'Nk42 con infeccién por VPH-AR
y sugirié que la tincién inmunocitoguimica de p16'Nk4a en portaobjetos de citologia
convencional es conveniente y rentable para la deteccién del cancer de cuello

uterino mediante la deteccién de células displasicas infectadas con VPH-AR.

Los resultados de un estudio de los paises bajos (37) que incluy6 256 laminas de
citologia convencional de archivo con anormalidades leves, mostraron que la tincién
dual de p16/Ki-67 tuvo una especificidad significativamente mas alta para NIC 3,
gue las pruebas de ADN de VPH-AR (64.4% vs. 57.6%). Para ambas pruebas, la
sensibilidad para NIC 3 fue similar (100.0% vs. 96.3%). Durante el seguimiento a
largo plazo, las pacientes con pruebas de ADN de VPH-AR positiva y tinciéon dual

de pl6/Ki-67 negativa no desarrollaron lesion de alto grado (NIC3+). Para la
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aplicacion de la tincion, el desmontaje de las laminas lo hicieron en xilol, y
mencionan que en un grupo tuvieron un tiempo prolongado en la decoloracién por
lo que presentaron mucha tincién de fondo y fueron descartadas. Sin embargo, en
el estudio no especifican los detalles del procesamiento de las laminas, por lo que

no es posible compararlo con el presente estudio.

El estudio de Agresott et al. (19) que evalud la inmunomarcacion de pl1l6/Ki-67 en
42 extendidos de citologias cervicales convencionales de archivo con diferentes
categorias diagnosticas, obtuvo positividad para la tincion dual en el 7% (3/42) de
los extendidos, de los cuales el 18% (2/11) de los reportados como LIE-AG
presentaron la doble positividad, y ninguno de los casos de carcinoma
escamocelular (0/5) y adenocarcinoma (0/1) mostraron la doble marcacién. En
comparacion con este trabajo, a pesar de no seguir la misma metodologia, ya que
no se incluyeron todas las categorias diagnésticas de la citologia cervical, hubo una
doble positividad para pl16/Ki-67 en el 75% (30/40) del total de los extendidos, y se
observd una mejor tasa de positividad en los grupos de LIE-AG, carcinoma
escamocelular y adenocarcinoma, ya que fueron positivos para la tincion dual 27/36
(75%), 2/3 (66.6%) y 1/1 (100%), respectivamente. En cuanto a la técnica usada en
el estudio de Agresott et. al., fue muy similar a la de este estudio, sin embargo, se
diferencia en que duplicaron el tiempo de incubacion de los reactivos de
visualizacion y aplicaron dos veces el reactivo de blogueo de la peroxidasa. El
tiempo de las ldminas en xilol fue de 10 dias para Agresott et al, y de 2-3 dias en el
presente estudio, debido a que eran laminas méas antiguas en su estudio. Sin
embargo en este trabajo las laminas usadas eran mas recientes, lo cual pudo influir

en el resultado final, ya que obtuvimos un mayor porcentaje de tincion.

Varios estudios evaluaron la inmunotincion aislada de p16 en citologias cervicales
convencionales de archivo (37, 38, 39). Torres et al. (37) incluy6 en su estudio 53
citologias cervicales y 58 biopsias correspondientes a varias categorias
diagnésticas, en las cuales aplic6 inmunocitoquimica e inmunohistoquimica para

pl6, encontrando positividad en el 100% (14/14) de las citologias de LIE-AG, que
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en comparacion con nuestro estudio, a pesar de las diferencias metodolégicas, fue
mayor el nUmero de casos positivos y concluyé que la expresion de p16 en citologia
convencional provee similares resultados que los de las muestras histolégicas, por
lo tanto es una técnica util a la hora de manejar lesiones intraepiteliales de cérvix.
Los pasos en el desmontaje y decoloracion de las laminas fueron iguales a los
realizados en este estudio, incluso se usé el mismo clon (E6H4) del anticuerpo, sin
embargo, en el de Torres et al, el protocolo de tincion se realizé de forma
automatizada en el inmunotefiidor Ventana Benchmarkt XT®, a diferencia de este

estudio que fue manual (37).

En el estudio de Krivak et al. (38) se evalué la tincion de p16 en laminas de citologia
convencional de varias categorias diagndsticas de mujeres pre y posmenopausicas;
algunos extendidos fueron recientemente tomados y otros de archivo. La conclusion
final fue que no hubo diferencias en la reaccion de tincion o en la intensidad de la
reaccion entre las laminas que fueron decoloradas y las frescas, ademés determiné
que la inmunotinciéon de p16'Nk4a es una herramienta muy util para el diagnéstico
citolégico que permite distinguir LIE-AG de cambios normales, reactivos o
inflamatorios. A diferencia de este estudio, para la decoloracion de las laminas
usaron HCL 0.5% y enjuagaron en agua destilada, con la posterior aplicacién de la
tincion inmunocitoquimica del estuche comercial CINtec™ p16'Nk4a (clon E6H4) de

forma automatizada en el médulo de tincion de DAKO (38).

En el estudio de Nieh et al. (39) se aplicd tincion de inmucitoquimica e
inmunohistoquimica para pl6é en 66 extendidos citolégicos cervicales
convencionales de archivo con diagnéstico de ASC-US y sus correspondientes
biopsias, respectivamente, encontrando una clara asociacién entre la tincion fuerte
para pl6 y la presencia de una lesion significativa en cérvix. La conclusion final fue
qgue la inmunotincibn de pl6 puede ser aplicada con éxito en extendidos
convencionales y puede servir como un biomarcador util y objetivo en el triaje de
citologias con ASC-US. Lo que respecta al procesamiento de las laminas, a

diferencia de este estudio, fueron decoloradas con acido alcohol 1% vy la
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recuperacion antigénica se hizo con buffer citrato y Nonidet P40, que remueven el
moco de los extendidos; siendo este paso crucial para la preservacién de la calidad
de la inmunotincion. Los autores de dicho estudio consideran que la inmunotincion
de p16 presenta resultados efectivos en extendidos cervicales de rutina y puede ser
un método conveniente para estudios inmunocitoquimicos retrospectivos, ademas
de que seria mas costo-efectivo que el procedimiento en citologias en base liquida
(39).

En el presente estudio se incluyeron citologias cervicales convencionales con LIE-
AG o carcinoma, se encontro positividad para la doble marcacién inmunocitoquimica
de pl16/Ki-67 en la mayoria de los extendidos, lo cual se considera como un buen
resultado, a pesar de que se esperaba encontrar la tincion dual en todas las laminas.
Los casos de LIE-AG/NIC2 presentaron doble tincion en un alto porcentaje,
exceptuando cinco casos que pudiesen corresponder a lesiones que aun no tenian
integracion del genoma viral y por tanto regresarian espontaneamente, o que
pudiesen tratarse de lesiones simuladoras como una metaplasia escamosa

inmadura (Figura 6).

En los casos de LIE-AG NIC 3, se observéd doble positividad a la tincién en casi
todas las citologias correspondientes, en las pocas que no tuvieron reactividad a los
marcadores es posible que simplemente hubiesen perdido la antigenicidad. Del
mismo modo, la mayoria de los casos de carcinomas confirmados por biopsia,
tuvieron doble positividad para p16/Ki-67 y en los dos casos que no la presentaron
pudo deberse a la presencia de abundante material hematico que haya interferido
con la tincién o que se tratase de carcinomas no asociados a infeccion por VPH-AR

(5), por lo que no sobreexpresan p16 (Figura 7).

Hay que tener en cuenta que los resultados en la inmunoreactividad también
dependen del procesamiento previo que sufrieron las laminas, de la calidad y su
conservacion, y ademas debido a la distribucién aleatoria de células andmalas en

extendidos convencionales, es mejor tefiir toda la lamina como lo recomienda el
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fabricante (usar 300 micro litros de los reactivos por cada portaobjetos), ya que hay
casos con pocas células displasicas que pudieran perderse en la evaluacién por
limitar el campo de aplicacion del reactivo, como lo hicimos en el presente estudio.

No encontramos una diferencia estadisticamente significativa entre el tiempo de
almacenamiento y el resultado de la inmunotincion, sin embargo se sabe que es
uno de los factores que afectan la inmunoreactividad de las células. (40). Son
pocos los estudios que han documentado el periodo de tiempo en el que se empieza
a afectar la antigenicidad e inmunoreactividad en citologias, en contraste con el
conocimiento bien establecido en las muestras de tejido fijados en formalina y
embebidos en parafina (41). Segun Aoki et al. en laminas de citologias sin tefir y
sin cubreobjetos, la antigenicidad disminuye después de 4 semanas (42). Maxwell
et al. descubri6 que el almacenamiento a temperatura ambiente de cytospins puede
comprometer la inmunoreactividad de algunos marcadores, pero la aplicacion de
polietilenglicol conservo la inmunoreactividad hasta 8 semanas (43); mientras que,
segun un estudio esloveno, la inmunoreactividad en cytospins protegidas con PEG
y almacenadas a temperatura ambiente se conserva bien durante al menos 12
meses para la mayoria de los biomarcadores (44). Extrapolando lo previamente
dicho, es posible que algunas de las laminas usadas en este trabajo hayan perdido

la antigenicidad y por ende no presentaron la tincién dual. (40, 42-44)

En este estudio evidenciamos que a pesar de las células inflamatorias, el detritus y
el moco que normalmente se encuentran en preparaciones citoldgicas cervicales

procesadas por técnica convencional, no intervinieron en la eficacia de la tincion.

Las limitaciones de este estudio radican en el tamafio de la muestra y la falta de uso
de un control adecuado, aungque a pesar de que se utiliz6 una CBL procesada por
técnica no estandarizada, se evidencid la tincién positiva en células con morfologia
de células displasicas. Se recomienda realizar estudios posteriores con una muestra
de mayor tamafo, que incluya casos negativos, para hacer los resultados

generalizables, donde se apliquen los reactivos en toda la lamina y usar un control
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positivo adecuado, como por ejemplo una citologia convencional fresca, sin
colorear, bien fijada, con diagndéstico de carcinoma escamocelular o lesion de alto
grado confirmada, y que incluyan tincion inmunohistoquimica para pl6 en las
biopsias con el fin de hacer una adecuada correlacion de los hallazgos

inmunocitoquimicos.

En el presente trabajo se demostro que la tincién dual inmunocitoquimica p16/Ki-67
en citologias convencionales funciona incluso en muestras almacenadas durante
varios meses, lo que da paso a la realizacion de estudios para estandarizar y validar
su aplicacibn en los casos que lo requieran en forma rutinaria. Luego de
estandarizar apropiadamente la técnica se pudiera continuar con estudios de

precision diagnostica.

En general, la tincion dual de p16/Ki-67 es una herramienta 0til en la identificacion
de LIE-AG en citologias cervicales categorizadas como anormalidades leves (ASC-
US, LSIL), o en reconocer pacientes con LIE-BG que tienen capacidad de
progresion a una lesidbn de mayor grado, por lo que su implementacion en los
programas de tamizacion permitiria racionalizar los recursos y brindarles un
tratamiento oportuno a estas pacientes, o0 evitar sobretratamientos en lesiones que
regresarian espontdneamente. Las ventajas de esta prueba radican en la
disminucién de la variabilidad interobservador por ser una prueba objetiva; su facil
implementacion, ya que el estuche comercial trae casi en su totalidad los reactivos
a utilizar, ademas es una prueba costo-efectiva (45); de simple interpretacion, que
no depende de la morfologia, y puede ser usada por personal no experto con buena
reproducibilidad (46), teniendo en cuenta que cuando se recibe un entrenamiento

adecuado se aumenta la concordancia (47).

CONCLUSIONES

Han sido numerosos los estudios que indican que la tincion dual de p16/Ki-67 puede
ser usada como un biomarcador confirmatorio en los programas de tamizacion de

deteccién del cancer del cuello uterino, debido a su alta sensibilidad y especificidad
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para identificar lesiones de alto grado. En nuestro estudio verificamos que la tincion
dual de p16/Ki-67 tiene buenos resultados en citologias cervicales convencionales,
lo que facilita el diagndstico citoldgico, ya que al momento de hacer la evaluacion
de la inmunotincion, las células positivas a la biomarcacion son identificadas rapida
y facilmente, incluso a menor aumento.

Las técnicas para el pretratamiento de estas laminas son variadas pero igual de
efectivas, y la aplicacion del protocolo de tinciobn debe seguirse segun las
recomendaciones del fabricante.

Debido a la masiva utilizacion de la citologia convencional en Latinoamérica y
Colombia, se recomienda realizar estudios con una muestra mas representativa
para lograr una adecuada estandarizacién de la técnica y continuar investigando la

utilidad de la tincién dual p16/Ki-67 en este tipo de extendidos.
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TABLAS

Tabla 1. Distribucién del diagnéstico por citologia y biopsia

Diagndstico

Citologia convencional
LIE-AG

Carcinoma escamocelular
Adenocarcinoma

Biopsia

LIE-AG, NIC 2

LIE-AG, NIC 3
Carcinoma escamocelular
Adenocarcinoma

Carcinoma indiferenciado

n

36

13

16

1

%

90%

7.5%

2.5%

32.5%

40%

22.5%

2.5%

2.5%

Tabla 2. Distribucion de tincion dual p16/Ki67 segun diagnostico

Diagndstico por citologia
LIE AG

Adenocarcinoma
Carcinoma escamocelular
Diagndéstico por biopsia
Adenocarcinoma invasor

Carcinoma escamocelular

Doble tincién Ausencia

p16/Ki67
presente

n (%)

27 (75%)
1 (100%)

2 (66.6%)

1 (100%)

7 (77.7%)

38

tincion dual
pl6/Ki67 o tincion
incompleta

n (%)

9 (25%)
0 (0%)

1 (33.4%)

0 (0%)

2 (22.3%)

de

Valor

0.098

0.087



Carcinoma indiferenciado
LIE AG, NIC 2

LIE AG, NIC 3

1 (100%) 0 (0%)
8 (61.5%) 5 (38.5%)
13 (81.2%) 3 (18.8%)

Tabla 3. Distribucion de tincidon dual p16/Ki67 segun aspectos técnicos

Tiempo de almacenamiento

Tiempo de incubacion

primario

anticuerpo

60 minutos

75 minutos
Tiempo en xilol
2 minutos

2 dias

3 dias

Doble tincién Ausencia de
p16/Ki67 tincion dual
presente p16/Ki67 o tincion
incompleta
n (%)
n (%)
2335 (219 - 232 (220 —245)
253)
13 (76.4%) 4 (23.6%)
17 (73.9%) 6 (26.1%)
2 (100%) 0 (0%)
24 (75%) 8 (25%)
4 (66.6%) 2 (33.4%)

39

Valor

0.950

0.853

0.641



FIGURAS

Liminas con LIEAG por citologia convencional
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Figura 1. Proceso de implementacion de piloto para estandarizacion de tincion

con p16/Ki67 en ldminas de citologia convencional
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Figura 2. Citologia cervical con carcinoma escamocelular positiva para inmunotincién dual
p16/Ki-67 (nucleo rojo para Ki-67 y citoplasma café para p16). Se observa células normales

negativas para latincién dual, las cuales son el control negativo. Caso C2 1556.

Citologia Tincién Pap Inmunotincién p16/Ki-67 Biopsia

\“' "
k's ,"
o %

¢

41



Figura 3. Citologias cervicales con tincion de papanicolau (Pap), positivas para la
inmunotincién dual para pl6/Ki-67, con la correspondiente biopsia con tincion de
hematoxilina y eosina. (16200) LIE AG, NIC 3. (28716) carcinoma escamocelular. (2042) LIE
AG, NIC 2. (1409) Adenocarcinoma.

Figura 4. Citologia cervical con tincidon de p16/Ki-67 con marcacion nuclear (flechas) positiva
individual de p16.
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Figura 5. Citologia cervical con tincion de p16/Ki-67 con marcacion positiva Gnicamente para
Ki-67.

Citologia Tincion Pap p16/Ki-67 Biopsia
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Figura 6. Citologias cervicales con tincion de papanicolau (Pap) reportada como LIE AG,
negativa para la inmunotincion dual para pl6/Ki-67, con la correspondiente biopsia con
diagnostico de LIE AG NIC 2. En 20521 y 15513 no hubo marcaciéon. 5953 y 7460 presentaron
tincion citoplasmatica y 24376 tincidén nuclear aislada para p16.

Citologia Tincion Pap p16/Ki-67 Biopsia

Figura 7. Casos de carcinoma escamocelular con inmunocitoquimica negativa para p16/Ki-67.
En ambas citologias se observa abundante material hemético. (C2 560) Citologia cervical
reportada como carcinoma escamocelular y biopsia con diagnostico de carcinoma
escamocelular invasor, pobremente diferenciado. (710) Citologia cervical reportada como LIE
AG y biopsia con diagndstico de carcinoma escamocelular invasor, pobremente diferenciado.
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ANEXO 1.

REACTIVOS DEL ESTUCHE COMERCIAL CINtec ®PLUS CYTOLOGY

IV. Reactivos

Material suministrado

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

1 Peroxidase-Blocking Reagent

Reactivo de blogqueo de la peroxidasa

11,5 mL, listo para su uso

Perdxido de hidrégeno al 3% que contiene 15 mmol/L de azida de sodio (NaNa).
La ficha de datos de seguridad se encuentra disponible bajo peticion.

2 | Primary Antibodies Solution

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

Anticuerpo monoclonal de ratén antihumano p16™?, clon E6H4 y anticuerpo
monoclonal de conejo antihumano Ki-67, clon 274-11 AC3, suministrado en

50 mM de tampdn Tris, pH 7,2, que contiene 15 mmol/L azida de sodio (NaNs) y
proteina estabilizante.

3 | Visualization Reagent HRP

Reactivo de visualizacién HRP

11,5 mL, listo para su uso

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

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

4 Visualization Reagent AP

Reactivo de visualizacion AP

11,5 mL, listo para su uso

Reactivo de polimero conjugado con fosfatasa alcalina y fragmentos FAB de
anticuerpos de cabra anti-conejo purificados, suministrado en una solucion
estabilizante con conservantes y proteina estabilizante.

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

REF 9531 13871179 2009-8531-001EU Rev 2.1
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DAB Buffered Substrate

Sustrato tamponado DAB
16,0 mL

Solucidén de tampdn sustrato, pH 7,5, que contiene peréxido de hidrégeno <
0.1%, estabilizantes, potenciadores y un agente antimicrobiano.

DAB Chromaogen

Cromégeno DAB

0,85 mL

Solucion de cromoégeno 3,3 -diaminobencidina.

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

R40 Posibles efectos cancerigenos.

R43 Posibilidad de sensibilizaciéon en contacto con la piel.

R68 Posibilidad de efectos irreversibles.

535 Eliminense los residuos del producto y sus recipientes con todas las
precauciones posibles.

S36/37 Usese indumentaria y guantes de proteccion adecuados.

NOTA: aunque la diaminobencidina esta relacionada estructuralmente con la
bencidina, no hay pruebas de la carcinogenicidad de la diaminobencidina.
Consulte las normas nacionales, regionales o locales para la eliminacién del
producto.

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

Naphthol Phosphate Substrate

Sustrato naftol fosfato
25,0 mL,

Solucion de tampén sustrato, pH 9,2, que contiene naftol-AS-TR-fosfato como
sustrato, estabilizantes, potenciadores y un agente antimicrobiano.

Fast Red Chromogen

Cromégeno Fast Red
1,33 mL, solucion de cromogeno Fast Red.

Epitope Retrieval Solution 10x

Solucion de recuperacion del epitopo 10x

500 mL, 100 mM de EDTA, ph 8,0, que contiene 15 mmol/L de azida de sodio
(NaN).

CINtec® PLUS Mount

Montaje CiNtec®™ PLUS

18,0 mL, medio de montaje permanente con una base acuosa para la
conservacion permanente de los preparados en portaobjetos con tincion con
peroxidasa y fosfatasa alcalina comao sistemas de visualizacion. Contiene 7.7
mmol/L de azida sodica (NaN3)
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ANEXO 2.

MANUAL DE INSTRUCCIONES DE USO DEL ESTUCHE COMERCIAL CINtec®
PLUS CYTOLOGY

VI. Procedimientos

Preparacion de las muestras citologicas

Las muestras citolégicas deben manipularse de manera adecuada para conservar
adecuadamente dichas muestras para procedimientos de inmunocitoquimica.
Sobre las muestras se deben realizar los métodos habituales de procesamiento
celular.

Se pueden usar los portaobjetos ThinPrep® (Hologic™ Inc.) preparados de acuerdo
con el protocolo del fabricante en un procesador de portacbjetos del sistema
ThinPrep” 2000, (Hologic™ Inc.) o portaobjetos del sistema BD SurePath™ (BD
Diagnostics Tripath) preparados de acuerdo con el protocolo del fabricante, asi
como portaobjetos preparados manualmente (frotis convencionales.

Los frotis convencionales deben fijarse con reactivo de fijacion pulverizable (spray)
para muestras citolégicas que contenga polietilenglicol (p. ej., Merckofix®, Merck)
inmediatamente después de la recogida de las muestras.

Procedimiento de tincién de portaobjetos

El kit incluye la cantidad de reactivos suficiente para realizar 50 pruebas. El
numero de las pruebas se basa en el uso de 200 uL de los reactivos por cada
portaobjetos.

Se recomienda emplear 200 pL para procesar preparaciones citologicas de
ThinPrep® o BD SurePath™ con el instrumento Dako o LabVision Autostainer (2
zonas de goteo por porta con 100 pL cada una) o si se utiliza el sistema Shandon
Coverplate™ (Thermo Fisher Scientific Inc.).

También se recomienda emplear 200 pL por portacbjetos si se preparan frotis
convencionales utilizando el sisterna Shandon Coverplate™. Sin embargo, para
asegurar la cobertura completa de frotis convencicnales en Dako o los
instrumentos LabVision Autostainer se recomienda utilizar 300 pL por portaobjetos
(100 pL para las tres zonas de goteo accesibles).

2.1 Rehidratacion de las muestras

Para todas las muesiras citologicas es necesario realizar un paso de rehidratacion
antes de llevar a cabo el procedimiento de tincién. Este paso se debe llevar a cabo
a temperatura ambiente (20 — 25°C).

A) ThinPrep® portaobjetos citologicos en base liquida y frotis
convencionales:

» Coloque los portaobjetos en agua destilada o desicnizada e inclbelos
durante 10 (£3) minutos;

« Comience el procedimiento de tincion como se indica en la seccion 2.2,
Paso 1: Recuperacion del epitopo.
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2.2 Recuperacion del epitopo

A) ThinPrep® portaobjetos citolégicos en base liquida y frotis
convencionales:

Llene los contenedores de tincidn resistentes al calor (plastico) con la
solucidn de recuperacion del epitopo diluida (véase Procedimiento, seccidn
1.1);

Cologue los contenedores de tincion con la Solucion de Recuperacion del
Epitopo en un Bano y caliente el bafio y la solucidén de recuperacion del
epitopo a 95 - 99°C. Se debe controlar la temperatura dentro de los
recipientes de tincion. Es muy importante ajustar el nivel de agua en el
bafo para asegurar que los recipientes se encuentre sumergidos al 80% en
el agua. Tape los recipientes para estabilizar la temperatura y evitar la
evaporacion,

Cuando la temperatura alcance los 95 — 99°C sumerja las muestras
citolégicas rehidratadas en la solucidn de recuperacion del epitopo
precalentada en los contenedores de tincion; por lo general, este paso
reduce la temperatura dentro de los contenedores a menos de 90°C.
Mantenga la sonda del termometro dentro de los contenedores cerrando la
tapa de los contenedores de tincion lo mejor que pueda;

Lleve la temperatura del bafio y de la solucion de recuperacion del epitopo

nuevamente hasta 95 — 99°C.; controle la temperatura de la solucién de
recuperacion del epitopo en los recipientes;

Incube durante 10 (£1) minutos a 95 — 99°C; no comience la cuenta atras
hasta que no haya verificado que la temperatura de la solucidn de
recuperacion del epitopo dentro de los recipientes haya vuelto a alcanzar
una temperatura de 95 — 99°C;

Retire el contenedor con los portacbjetos del bafio;

Retire la tapa de los contenedores de tincion y deje que los portaobjetos se
enfrien en la solucidn de recuperacion del epitopo durante 20 (+1) minutos
a temperatura ambiente hasta alcanzar una temperatura de 50°C o menor;

Transfiera los portaobjetos a un recipiente de tincion lleno de tampon de
lavado (véase Procedimiento, Seccion 1.2) e inclbalos durante 5 (+1)
minutos antes de introducir los portaocbjetos en el Autostainer programado.
Si usa el sistema Shandon Coverplate™, redna los portaobjetos y
coverplates siguiendo el protocolo REF 2010-953-009ES (disponible en
Roche mtm laboratories AG).
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2.3 Protocolos de tincion

2.3.1 Protocolo de tincion para Autostainer Instruments (Dako, LabVi-
sion)

Antes de la primera utilizacion del CINtec® PLUS Kit en el Autostainer, debe
crearse una nueva plantilla e incluir los reactivos del CINtec® PLUS Kit en la "Lista
de reactivos” del Autostainer. Consulte el Manual del usuario del Equipo
Autostainer correspondiente.

Se recomienda el uso de 200 plL por portaobjetos si se procesan preparaciones
citologicas ThinPrep™ o BD SurePath™. Si se emplean frotis convencionales con
Dako o LabVision Autostainer puede ser necesario emplear 300 pL de los reactivos
por portaobjetos.

A continuacion se adjunta el resumen de la programacion:

Paso del | Preparaciones citologicas Preparaciones citologicas BD

programa | ThinPrep® y frotis Surepath™
convencionales

1 rinse” (Lavado) rinse* (Lavado)

2 Peroxidase-Blocking Reagent Peroxidase-Blocking Reagent
(Reactivo de bloqueo de la (Reactivo de bloqueo de la
peroxidasa) peroxidasa)

5 minutos 5 minutos

3 rinse* (Lavado) rinse* (Lavado)

Primary Antibodies Solution Primary Antibodies Solution
(Solucién de Anticuerpo Primario) | (Solucion de Anticuerpo Primario)
30 minutos 30 minutos

5 rinse* (Lavado) rinse* (Lavado)

6 Visualization Reagent HRP Visualization Reagent HRP
(Reactivo de visualizacion HRP) (Reactivo de visualizacion HRP)
15 minutos 15 minutos
rinse” (Lavado) rinse” (Lavado)
rinse* (Lavado) rinse* (Lavado)

9 rinse* (Lavado) rinse* (Lavado)

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

1 rinse* (Lavado) rinse* (Lavado)

12 rinse* (Lavado) rinse* (Lavado)

13 rinse” (Lavado) rinse* (Lavado)

14 Switch {cambio) Switch (cambio)

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

10 minutos 10 minutos
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16 rinse (con agua destilada o Rinse {con agua destilada o
desionizada) desionizada)
17 rinse* (Lavado) rinse” (Lavado)
18 “Substrate-batch” step: Fast Red | “Substrate-batch” step: Fast Red
(Paso “peticion de sustrato™ Fast | (Paso ‘peticion de sustrato”: Fast
Red) Red)
15 minutos 15 minutos
19 rinse* (Lavado) rinse* (Lavado)
20 an Autostainer LabVision:
“Substrate-batch” step: Fast Red
(Paso “peticion de sustrato”: Fast
Red)
15 minutos
Autostainer Dako:
“Substrate” step: Fast Red
(Paso “Sustrato”: Fast red)
15 minutos
21 =T rinse” (Lavado)
22 rinse (con agua destilada o rinse (con agua destilada o
desionizada) desionizada)
23 switch (Cambio) switch (Cambio)

* utilice el tampon de lavado para los pasos de lavado (rinse)

2.4. Contratincion con hemaxotilina

+ Sumerja los portaobjetos en un bafio de hematoxilina sin alcohol.
Incubelos durante 2 — 10 minutos dependiendo de la potencia de la
hematoxilina sin alcohol empleada.

NOTA: Es absolutamente obligatorio emplear hematoxilina sin alcohal.

s Para el viraje a azul, coloque los portacbjetos en un bafio de agua
corriente o una solucién alcalina como por ejemplo una solucion amoniacal
débil (NH4OH, 0,08% en agua desionizada) e incubar de 30 segundos a 2
minutos;

+ Para asegurar que toda la hematoxilina residual ha sido eliminada, a
continuacion reemplace el agua corriente del contenedor varias veces (3-5
veces) con agua corriente nueva hasta que no se puedan abservar mas
residuos de tincion;

* Incube ligeramente los portacbjetos en un bafio de agua destilada o
desionizada.

NOTA: Dependiendo del tiempo de incubacion y de la potencia de la hematoxilina
utilizada, la contratincion puede causar una coloracion de color azul palido a
oscuro en los nucleos celulares. Una contratincidn excesiva o incompleta puede
influir negativamente en la interpretacion adecuada de los resultados.
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2.5 Montaje

Para mantener un nivel optimo de sensibilidad y evitar que se destifia el
cromégeno Fast Red se tiene que realizar un procedimiento de montaje de dos
pasos.

Después de la contratincién y el viraje a azul los portaobjetos deben ser montados
utilizando un protocolo de montaje en dos pasos. Los pasos A y B deben realizarse
de forma secuencial.

A) Cubreobjetos liquido

« Incubar los portaobjetos en agua destilada o desionizada durante al menos
1 minuto;

= Retirar los portaobjetos del agua destilada o desionizada sin realizar un
secado posterior;

» Elimine el exceso de liquido sin permitir que las muestras se sequen; seque
la parte inferior de los portaobjetos con cuidado con una toallita de papel
para eliminar el agua;

» Aplique 4 gotas de CINtec®™ PLUS Mount (1 gota equivale a 35 — 40 pL de
este medio de montaje acuoso) por portaobjetos de citologia liquida (LBC) y
8 gotas por frotis convencional, respectivamente. Evite la formacion de
burbujas de aire. Para evitar la formacién de pequefias burbujas se puede
desechar |la primera gota del medio de montaje sobre una toallita de papel
antes de aplicar CINtec® PLUS Mount sobre las muestras;

e Incline y mueva levemente el portaobjetos de cristal para crear una capa
fina de medio de montaje y cubrir plenamente la muestra (jNO aplique
todavia un cubreobjetos de cristal o film!); Revise la distribucién del medio
de montaje liquido sobre el portaobjetos mediante una inspeccion visual.

» Para el secado, cologue los portaobjetos en posicion horizontal:

a. Incube las muestras ThinPrep® o BD SurePath™ a una temperatura
de 37-60°C durante 1 hora, o como alternativa puede dejarlos a
temperatura ambiente durante toda la noche

b. Incube los frotis convencionales a una temperatura de 37°C durante
4 horas o a 60°C durante 1 hora, o como alternativa puede dejarlos
a temperatura ambiente durante toda la noche

B) Cubreobjetos de cristal o film

» Después del secado completo de la solucion de montaje acuosa, incubar
los portaobjetos en xileno durante como minimo 1 minuto y maximo 20
minutos. Posteriormente, cubrir los portacbjetos con un medio de montaje
con una base de xileno;

NOTA: Los portaobjetos no se deben deshidratar con series ascendentes de
alcohol antes de cubrirse con cristal o lamina.

s El medio de montaje con base de xileno debera secar a temperatura
ambiente.

NOTA: Para minimizar la pérdida de intensidad, proteja los portachjetos de la luz
y almacénelos en un lugar a temperatura ambiente (20 — 25°C).
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