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RESUMEN

La introduccion de la vacuna contra el PVH, ha permitido importantes avances en la
prevencion y reduccion de casos de cadncer de cuello uterino; existen dos tipos histoldgicos
prevalentes el epidermoide y el adenocarcinoma, este Ultimo presenta dificultades técnicas
para un diagnéstico oportuno y algunos sub tipos no estan relacionados al virus de papiloma
humano (PVH); actualmente la tasa de frecuencia relativa de adenocarcinoma se ha visto en
aumento hasta un 20-25% del cancer de cérvix; los factores de riesgo son similares en ambos
tipos histologicos, siendo el mas importante la infeccion por el PVH; el acido
desoxiribonucleico(DNA) del virus de papiloma de alto riesgo esta presente en cerca del
100% del carcinoma epidermoide, sin embargo, en el adenocarcinoma la prevalencia varia
desde 62% al 100%; es por ello que el presente trabajo tiene como objetivo determinar la
frecuencia del virus del papiloma humano en pacientes con adenocarcinoma de cérvix tipo
usual, diagnosticadas en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) entre los
afios 2008 al 2015. Es un estudio tipo analitico, retrospectivo y transversal. Se identificara a
los pacientes con diagnostico topografico C53 del CIE1O0, en base al listado provisto por el
Departamento de Estadistica y Epidemiologia. Luego de determinar el cumplimiento de los
criterios de inclusion y exclusion y la informacion sera registrada en la base de datos. Se
realizara el procesamiento de las muestras de los pacientes seleccionados en el laboratorio de
patologia y genética. Para el analisis, se utilizara el software estadistico R version 3.5.1; se
reportara estadisticas descriptivas de las variables, con media o mediana para las continuas y

frecuencias o porcentajes para las categoricas.

PALABRAS CLAVE: cancer de cérvix, adenocarcinoma, VPH, genotipificacion
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades cronicas actualmente son la principal causa de fallecimiento, y se espera
que los casos de cancer incremente sus indicadores de mortalidad; afectando la sobrevida de
las personas; segln la organizacion mundial de la salud (OMS) el cancer de cérvix ocupa
los dos primeros lugares de causa de mortalidad en 91 paises de 172, convirtiéndose en un
problema de salud publica; ademéas ocupa el cuarto lugar de los diferentes tipos de cancer
que han sido diagnosticados y representa la cuarta causa de muerte en mujeres en todo el
mundo; sin embargo, en paises de bajos recursos ocupa los dos primeros lugares tanto en
casos nuevos como en tasa de muerte (1). El afio 2018 se informaron 570 000 nuevos casos
de cancer de cuello uterino en todo el mundo, de estos 310 000 pacientes fallecieron; la
mayoria de estos casos, es causado por el virus de papiloma humano (PVH) en 99.7% de
pacientes con cancer de cuello uterino; la injuria persistente del PVH de alto riesgo (HR-
PVH) estarian asociadas a lesiones cervicales, como la neoplasia intra epitelial cervical (NIC)
que es una forma pre invasiva de cancer de cuello uterino; por tanto, el cancer de cérvix es
el unico tumor maligno ginecoldgico con etiologia clara en el mundo. Las caracteristicas
histologicas del cuello uterino, determinan la formacién de la zona de transformacion que
corresponde a la union de dos epitelios, de las células escamosas del exocervix Yy las células
columnares del endocérvix; siendo este el lugar donde se inicia el proceso de transformacion
maligna, de metaplasia, displasia y cancer in situ; la zona del exocervix, determinara las
lesiones tipo carcinoma epidermoide y las lesiones del endocervix, corresponde a la
formacion del adenocarcinoma; la dindmica de esta region esta determinada por las cambios

dependientes de la edad, de la anatomia y de los ciclos hormonales. La principal prueba de



tamizaje en la mayoria de poblaciones es el papanicolao; no obstante para poder abordar esta
region durante el examen, presenta dificultad técnica, que no permite una optima evaluacion
en este tipo de prueba; ademas, las lesiones del tipo de células escamosas se extienden por
contiguidad a comparacion de las lesiones del adenocarcinoma que lo hacen por “saltos”; el
fenotipo de los adenocarcinomas es de alta agresividad, con metéstasis hematdgena,
ganglionar y ovarica, con menores tasas de sobrevida respecto del tipo epidermoide (5). Es
importante considerar que la historia natural del adenocarcinoma es generalmente
extrapolada del epidermoide, siendo necesario realizar estudios en este tipo de poblacion (4).
El carcinoma epidermoide es el tipo mas frecuente en comparacion con el adenocarcinoma;
sin embargo, actualmente la tasa de casos nuevos de adenocarcinoma ha aumentado, llegando

hasta un 20-25% del cancer de cuello uterino (2).

El PVH es un virus que pertenece a la familia Papillomaviridae incluye dos subfamilias,
Firstpapillomavirinae, con mas de 50 géneros y 130 especies, y Secondpapillomavirinae. La
clasificacion se basa en la secuencia del AND del gen L1. PVH mide aproximadamente 50
nm de didametro y tiene una capside no envuelta con simetria icosaédrica; su ADN consiste
en una doble hélice con un genoma que va desde 5748 a 8607 nucledtidos. La capside consta
de 72 pentameros de la principal proteina L1y 12 moléculas de la proteina secundaria L2. El
genoma viral es generalmente dividida en una region reguladora upstream (URR) o region
de control larga (LCR) y dos grupos de marcos de lectura abiertos (ORF) que se designan
como temprano (E) o tardio (L). En el nucleo los genes E1, E2, L1y L2 cumplen funciones
esenciales durante el ciclo de vida del virus en el epitelio. El, E5, E6, y los genes E7 se
consideran accesorios y han evolucionado para facilitar la replicacion viral en el epitelio

escamoso, no estando presente en todos los tipos de PVH. La infeccion por VPH ocurre



cuando las particulas virales llegan a estar expuestas a las células basales, generalmente por
microtrauma en el epitelio, eso muestra tropismo por células madre de diferentes mucosas y
epitelios cutaneos, cuyas diferencias se cree que influyen en el patrén de expresion génica
del virus. El virus se une a los proteoglicanos de sulfato de heparan de las células basales y
la membrana basal expuesta, que sirve como receptor primario, este enlace ocurre con la
proteina L1, que induce cambios en la capside viral que lo unen a otro receptor, alin no
identificado; los internalizacion de la capside, que ocurre de manera similar a una mecanismo
de macropinocitosis, puede tardar de dos a cuatro horas. La entrada del genoma viral al
nucleo esta mediada por la proteina L2. A partir de entonces, la infeccién comienza por el
genoma viral. El ciclo de replicacién viral tiene tres fases: una inicial amplificacion de ADN,
con la participacion de proteinas E1 y E2; una fase de mantenimiento de la replicacion viral
que ocurre en las celulas infectadas en proliferacion; y una fase de amplificacion del genoma
y formacion de nuevos virus que ocurre cuando las células completan su diferenciacion. La
fase de mantenimiento puede durar meses o afios. Las proteinas de la capside viral encapsulan
el ADN viral para formar particulas virales que se liberan a medida que se desprenden las
células epiteliales (24). EI VPH, en general, completa su ciclo de vida en las células
epiteliales; no produce viremia, lisis celular ni inflamacién; y permanece protegido del
sistema inmunitario a través de mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria innata,
ademas retrasa la respuesta inmune adaptativa. El mecanismo por el cual HR-HPVs participar
en la oncogénesis incluye una desregulacion en viral expresion génica, que es causada por la
integracion de la genoma viral en lesiones premalignas de alto grado y coexpresion de
proteinas E6 y E7. Proteinas E6 y E7 modifican el medio celular, permitiendo la
amplificacion de la genoma viral en células epiteliales diferenciadas. En la mayoria de los

VPH, la proteina E7 se une a la proteina supresora de tumores de retinoblastoma (pRb) y a
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las proteinas relacionadas p107 y p130. En HR-HPV, la proteina E6 inactiva la proteina
supresora de tumores p53, inhibiendo su accidn antiproliferativa y apoptotica. Los VPH de
riesgo alto 16 y 18 son los tipos mas prevalentes asociados con la carcinogénesis de cuello
uterino (55% y 16%) (7,8). La etiologia del carcinoma de células escamosas esta firmemente
relacionada con VPH HR. EI ADN del VPH HR es encontrado en cerca del 100% de los
carcinomas epidermoide, el ADN de VPH en el subtipo histolégico adenocarcinoma
muestran una prevalencia mucho menor, variando desde 62% al 100%, esta prevalencia varia
dependiendo del origen geograficoy los subtipos histologicos de adenocarcinoma. También
debemos destacar que el ADN del VPH enadenocarcinoma estara presente pero con menor
namero de copias; por lo que el uso de la reaccion en cadena de polimerasa(RCP) es la
técnica mas sensible, detecta VPH en sub tipos endocervical, endometroide e intestinal de
80% al 100% de los casos; en los en los sub tipos no mucinosos del adenocarcinoma como:
el adenocarcinoma de células claras, serosas y mesonéfrica el ADN del VVPH solo se detecta
muy raramente, también se demostré que el tipo gastrico, que incluye un adenocarcinoma de
desviacién minima, no esta relacionado con la infeccién por el virus papiloma humano (6,9,
10). El sistema internacional de criterios y clasificacion de adenocarcinoma endocervical
(IECC) para adenocarcinomas endocervicales , describe en el afio 2018 la base para la
clasficacion de la OMS 2020 (11), dividiendo a los adenocarcinomas endocervicales segun
larelacion con VPH , en diferentes tipo, correlacionando caracteristicas clinicas, la expresion
de P16 y estado de VPH , los parametros pronosticos , la supervivencia y la respuesta al
tratamiento (2, 13 , 14 ), sugiriendo un sistema biologicamente mas significativo y
clinicamente valioso (12). El sistema de la IECC 2018, identifica figuras mitoticas y cuerpo
apoptoticos, siendo de facil aplicacion , cuando tenemos las caracteristicas descritas es

probable su relacion con VPH, el no tener estas caracteristicas es probable que el tumor sea
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independiente de VPH (2, 15).

La clasificacion divide al adenocarcinoma en los dependientes del PVH y los no dependientes
del PVH: 1) Adenocarcinoma endocervical asociado a PVH, es del tipo habitual, tipo
mucinoso (NOS, intestinal, células de anillo de sello, carcinoma mucinoso estratificado
invasivo) y el adenocarcinoma SAl, en el tipo 2) Adenocarcinoma no dependiente del PVH,
representa el 15% de los adenocarcinomas endocervicales (gastrico, mesonéfrico,
endometroide, adenocarcinoma SAl). El de tipo habitual asociado a PVH, es el mas comdn,
representa del 75 a 80 % de todos los adenocarcinomas endocervicales.(16), el perfil
inmunoldgico tipico es negativo para receptor de estrogeno (RE), el receptor de progesterona
(RP), la vimentina , MUC 6, la napsina A, GATA 3, el receptor de andrégenos (AR).(17).
En el del tipo mucinoso, ( incluye variantes mucinosas NOS, intestinales, en anillo de sello
y ISMC), es importante diferenciar de adenocarcinoma endocevical de tipo usual, ya que
poseen diferentes comportamientos, con peores resultados en el comportamiento clinico y
supervivencia (14,18,19), estas neoplasias suelen ser negativas para ER, PR, vimentina,
MUC 6, GATA 3y CK 20, el tipo intestinal puede ser positivopara CDX 2 y CK 20 (17.
20); el de tipo IMSC, tiene un peor prondéstico que los otros tipos asociado a VPH (28),
muestra amplia variedad arquitectonica, es importante reconocer sus caracteristicas ya que
puede simular otros subtipos de tumores (21), puede ser focalmentre postivo con p63 'y p40,
especia,ente en la periferia, puede mostrar tincion p53 de tipo mutado y, con menos
frecuencia, marcaje PAX 8 (22). En los tipos no dependientes de PVH (23); el
adenocarcinoma endocervical de tipo gastrico, es el segundo adenocarcinoma de cuello
utertino mas comun, representadno >20% de todos los adenocarcinomas cervicales, (24) no

existen actualmente marcadores fiables para establecer el diagnostico, la mayoria expresan



PAX 8 en el 60 al 80% , y son negativos RE, RP, vimentina, P63, p 40 , RA. PAX 2 es
tipicamente negativo y SATB2 suele ser negativo. MUC 6 son positivos en el 60-80 % de
los casos (17); el adenocarcinoma endocervical de células claras, representa el 4% de todos
los adenocarcinomas de cuello uterino, se asocia a mujeres jovenes expuestas a
dietilestilbestrol en el utero ( cuando afecta el exocérvix) y esporadicamente en mujeres
postmenopausicas jovenes 0 mayores ( cuando afecta predominantemente el endocervix).
(27), CK7 Y PAX 8 son positivos en la mayoria de los casos, mientras CDX2, RE, RP,
vimentina MUC 6 , GATA 3 Y RA suelen ser nagtivos (17), NAPSIN es positiva en un 70
% (25). El adenocarcinoma endocervical, tipo mesonéfrico, es muy raro, representa menos
del 1% de todos los adenocarcinoma cervicales y se origina a partir de los restos
mesonéfricos profundos en la pared lateral cervical (2), son RE Y RP, negativos. GATA3 Y
PAX 8 son frecuentemente positivos, mientras Calretinina , CD10, TTF1, son a menudo
pero no siempre, positivos (26). El adenocarcinoma endocervical de tipo endometroide, es
un tumor muy infrecuente del cuello uterino <1%, se menciona el origen en el contexto de
endometriosis, el diagnostico se debe hacer con precaucion. Suele ser positivo para RE, RP,
vimentina, CK7 y PAX8 suelen ser positivos. P53, MUC 6 y SATB2, ocurre en un tercio de

los casos, P63, P40, RA, GATA 3, napsin A, CK 20 y TTF1 son negativos(17).

Pulkinen et al (28) realiza un estudio en mujeres con diagnostico de adenocarcinomas
endocervicales (EAC) asociados con la infeccion por VPH de alto riesgo (VPHar), y los
genotipos de VPH 16, 18 y 45. Se reclutaron 87 mujeres de 35 a 60 afios diagnosticadas con
Células endocervicales atipicas, NOS o Células endocervicales atipicas, 63 (72,4 %) fueron
hrHPV positivas y 24 (27,6 %) fueron hrHPV negativas. Entre los pacientes positivos para

hrHPV, se encontraron tres EAC, dos adenocarcinomas in situ (AIS), un AIS + lesion



intraepitelial de alto grado (HSIL) y 13 HSIL. De las lesiones verificadas histolégicamente,
el 68,4% (13/19) eran de origen puramente escamoso. Todos los EAC y AIS fueron HPV16
o HPV 18 positivos. No se encontraron lesiones histoldgicas de alto grado entre los pacientes
negativos para hrHPV con atipia glandular citoldgica. Una busqueda posterior en la base de
datos revelé un CAE mucinoso de tipo gastrico negativo para VPH que no se detecto en la
prueba de deteccion primaria de VPH. El estudio concluye que las lesiones atipicas que

desarrollan cancer, se relacionan a PVH de alto riesgo.

Liu et al (29), evalta el rendimiento de legrado endocervical de rutina (ECC) para el
diagnéstico de neoplasia intra epitelial cervical (CIN) de alto grado 2, pre canceres
adicionales no detectados por biopsias ectocervicales. Se realiza un estudio observacional
retrospectivo. De las 204 mujeres de 30 afios 0 mas, 181 (88,7%) se sometieron a CEC. En
general, la ECC detect6 un 14,4 % de NIC 2 0 mas (IC del 95 %: 10,0-20,2 %). El legrado
endocervical tuvo mas probabilidades de encontrar enfermedad en el endocérvix entre las
mujeres con citologia de alto grado, infeccion por VPH-16 positiva 0 impresiones
colposcopicas de alto grado (valores de p respectivos <0,05). Entre las mujeres con citologia
ASC-US o LSIL, aquellas con un examen insatisfactorio tuvieron un rendimiento de 13,0%
CIN 2 o peor en ECC (95% CI 6,1-25,7); cuando el examen colposcopico fue normal o
satisfactorio con lesiones anormales visibles, la ECC detecté menos del 5% de NIC 2 0 mas
en el endoceérvix. Una citologia ASC-H o HSIL o mas se asocié con un rendimiento de NIC
2 0 mas del 25,8% por ECC (IC del 95%: 16,6-37,9%); sin embargo, la ECC encontré solo
un 3,9 % (IC del 95 %: 1,9-7,8 %) NIC 2 adicional o peor mas alla de la enfermedad
acumulada detectada por hasta cuatro biopsias de lesiones ectocervicales aceto blancas

visibles. El rendimiento adicional de CIN 2 o mas por ECC aument6 cuando se tomaron



menos biopsias dirigidas a la lesion (p < 0,05). El estudio concluye que el rendimiento
adicional de CIN 2 o mas por ECC en una colposcopia con hasta cuatro biopsias
ectocervicales fue bajo. En base a nuestros hallazgos, recomendamos realizar una CEC de
rutina en mujeres de 45 afios 0 mas con infeccion por VPH-16 y en cualquier mujer de 30
afios 0 mas con HSIL o mas o citologia ASC-H, impresion colposcopica de alto grado o

Citologia ASC-US o LSIL y un examen insatisfactorio.

De martel et al (30) realiza una revision sistematica acerca de la distribucién de los sub tipos
de PVH El 4,5 % de todos los canceres en todo el mundo (630 000 nuevos casos de cancer
por afio) son atribuibles al VPH: 8,6 % en mujeres y 0,8 % en hombres. La FA (fraccion
atribuible) en mujeres oscila entre <3 % en Australia/Nueva Zelanda y EE. UU. y >20 % en
India y Africa subsahariana. El cuello uterino representa el 83 % de los canceres atribuibles
al VPH, dos tercios de los cuales ocurren en paises menos desarrollados. Las contribuciones
relativas de HPV16/18 y HPV6/11/16/18/31/33/45/52/58 son 73% y 90%, respectivamente.
El acceso universal a la vacunacion es la clave para evitar la mayoria de los casos de cancer
atribuible al VPH. La carga preponderante de HPV16/18 y la posibilidad de proteccion
cruzada enfatizan la importancia de la introduccién de vacunas mas asequibles en los paises

menos desarrollados.

Tripathi et al (31) realiza un estudio acerca de la via Notch y el VPH enla clinicopatogénesis
del céancer cervical (CC), donde evallia el papel de JAGL1 en los diferentes subtipos
histoldgicos asociados a HPV-16/18 de CC, especialmente ADC (adenocarcinoma). Se
estudiaron 40 tejidos cervicales no neoplasicos, 30 muestras precancerosas y 118 tumorales
(untotal de 188 biopsias de tejido) para determinar la expresion de la proteina JAG1 mediante

inmunohistoquimica, inmunotransferencia e infeccién por VPH. Se identificé un aumento de
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dos veces en la expresion de JAG1 citoplasmatico (media = SE, 3,67 £ 0,33; p = 0,0001) y
nuclear (3,70 + 0,38, p = 0,0001) en normal (N) frente a precanceroso y tres veces
citoplasmatico (4,44 £ 0,17, p = 0,0001) y nuclear (4,64 + 0,17; p = 0,0001) en N vs ISCC
(carcinoma de celulas escamoso invasivo). Se encontrd que el 85 % de los pacientes con
ADC estaban infectados con el VPH, de los cuales el 100 % estaban infectados con el VPH -
16. Estos hallazgos sugieren la interaccion sinérgica compleja entre JAG1 y HPV en la

regulacién de la progresidn clinicopatoldgica de CC a través de su desregulacion.

Mpunga et al (32) realiza un estudio donde describe la carga de cancer atribuible al virus del
papiloma humano (VPH) en Ruanda. El cancer de cuello uterino representd la mayoria de
los casos (598 de 738), de los cuales el 96,0 % fueron HR-HPV positivos. HPV16 fue el tipo
HR-HPV predominante en el cancer de cuello uterino (55,0 %), sequido de HPV18 (16,6 %)
y HPV45 (13,4 %). HPV16 también predomino en otros sitios de cancer (60-80% de la
fraccién atribuible a HR-HPV). Para el cancer de cuello uterino, la prevalencia especifica del
tipo varié significativamente segun la histologia (prevalencia de tipo alfa-9 mas alta en 509
carcinomas de células escamosas frente a prevalencia de tipo alfa-7 mas alta en 80
adenocarcinomas), pero no entre 501 casos con VIH negativo y 97 con VIH positive; con
respecto a los tipos dirigidos y/o protegidos de forma cruzada por las vacunas contra el VPH,
el VPH 16/18 represento el 73 %, el VPH 31/33/45/52/58 un 22 % adicional y otros tipos de
VPH-AR el 5 % de Carga de cancer atribuible al VVPH, sin diferencias significativas por
estado seroldgico ni por edad. El impacto del VIH en la distribucion de los tipos causales de
VPH fue relativamente menor, lo que confirma la relevancia especifica del tipo de las

vacunas contra el VPH, independientemente del estado serologico.
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Tan et al (33) realiza un estudio acerca de los resultados de escision de adenocarcinoma
cervical in situ, el estudio recluta mujeres con manejo conservador de adenocarcinoma. El
estudio encuentra que a pesar de la presencia de margenes libres es posible desarrollar la
enfermedad invasiva, su abordaje requiere margenes endocervical y estromal; a pesar de ello
la incidencia de cancer durante el seguimiento fue de 2.3% para las mujeres con margenes
de escision positivos en comparacién con el margen de escision positivos. El estudio
concluye que el adenocarcinoma con margenes comprometidos debe tener ampliacion de
margenes o histerectomia, mientras que a pesar de margenes negativos se requiere vigilancia

continua.

La importancia clinica de la genética del adenocarcinoma endocervical, esta basado en que
el pronostico y sobrevida determina por su asociacion con los genotipos asociado a VPH y
los no asociados. Los no asociados a VVPH , se desarrollan en pacientes mayores, se presentan
en estadios clinicos avanzados, tienen peor prondstico, patrones de diseminacion diferentes
e inusuales y responden de diferente manera al tratamiento; ademas el hecho de que algunos
adenocarcinomas endocervicales sean independientes del VPH es importantes para las
estrategias de tratamiento y seguimiento, en el primero la vacunacion permitira una adecuada
prevencion primaria, mientras en el segundo grupo probablemente deba realizarse esfuerzos

a nivel de prevencion secundaria (16)
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II.  OBJETIVOS.

a- Objetivo general:

a.

Determinar los genotipos mas frecuentes del virus papiloma humano en
las pacienres con adenocarcinoma endocervical atendidas en el Instituto

Nacional de Enfermedades Neoplasicas del 2008-2015

b- Objetivos especificos :

Describir las caracteristicas sociodemogréficas de las pacientes con
adenocarcinoma endocervical atendidas en el instituto nacional de
enfermedades neoplasicas periodo 2008-2015

Determinar la frecuencia de subtipos de virus papiloma humanos en
pacientes con adenocarcinoma segun tipo histoldgico.

Establecer la distribucion de oncogenes de virus papiloma humanos en
pacientes con adenocarcinoma

Describir la inmunohistoquimica segun la distribucién de sub tipos de

virus papiloma humanos en pacientes con adenocarcinoma
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I1l.  MATERIAL Y METODO

a) Disefio del estudio:

Estudio descriptivo, retrospectivo y corte transversal

b) Poblacidn:

Pacientes con diagndstico patoldgico de adenocarcinoma endocervical atendidas en
el departamento de cirugia oncoldgica del INEN durante el periodo 2008-2015, segun
la oficina de estadistica e informética, durante el periodo de estudio se atendieron

3000 casos con el diagndstico en estudio.

C) Criterios de seleccion:

e Criterios de inclusion
» Pacientes del sexo femenino mayores de 18 afios
« Historia clinica con datos requeridos del estudio
» Histologia informada como adenocarcinoma de cervix en el
INEN.
* Muestras de la biopsia de cervix en parafina que se encuentren
en el departsmento de patologia del INEN
e Criterios de exclusion
« Antecedente de cancer ginecoldgico de tipo uterino, ovarico,
vaginal o vulvar
« Antecedente de radiacion del area ginecologica pelvica

« Antecedente de conizacion o histerectomia.
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d)

Muestreo

Unidades de muestreo

Historias clinicas de las pacientes que cuenten con una histologia
cervical informadas como adenocarcinoma, que cuenten muestras de
parafina en el departamento de patologia ademas que cumplan los

criterios de inclusion.

Tipo de muestreo

Muestreo no probabilistico

El tamafio de muestra sera calculado para proporciones teniendo en
cuenta que la presencia de VPH en adenocarcinoma es de 80%,
ademas  consideraremos  poblacion  finita (3000  casos
aproximadamente, segin datos de estadistica), no se consideran las

perdidas ya que se trabajara con muestras de patologia.

n= (Z a/2)*(p)(q)
dZ

donde:

n = Tamafio de muestra.

Z o/2 = 1.96 (ya que la seguridad es del 95%)

p = proporcién esperada (en este caso 80% = 0.8)
g=1-p(enestecasol-0.8=0.2)

d = precision (en este caso deseamos un 5%)
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Reemplazando:
(1.96) 2 (0.8) (0.2)
N S cmmmmmmmmm e
(0.05) 2

n =246

Método de muestreo: EI muestreo sera de tipo aleatorio simple. Se asignara una
codificacién interna a toda la poblacion seleccionada, se ordenaran los casos en
columnas de cuatro, asignadas como 0,1,2,3; se seleccionara el caso 3 de cada
columna ordenada en forma sistematica hasta completar el tamafio de muestra

requerido.
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IV.  Operacionalizacién de variables
TABLA DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
variable | Definicion Definicién Valor | Criterios de | Tipo de | Fuente Pregunta del
Conceptual | Operacional es medicion Variable Cuestionario
Posib
les
Edad Qué edad | cuantos afios tiene al Edad en | Cuantitat | Historia | ¢{Cuantos afios
tiene al | momento de ingresar afios iva clinica o | cumplidos
momento de | al INEN continua | DNI tiene?
ingreso  al
INEN
Lugar Donde vive | Donde radica al |1 Lima (1) Categdri | Historia | ;Dbnde vive
Proceden | actualmente | momento de ingresar | 2 Provincia ca clinica o | actualmente?
cia al INEN 2 dicotdbmi | DNI
ca
Método Proteccion | Si estd usando algin | 1 No Categori | Historia | ;Qué método
Anticonc | necesaria método 2 Hormonal ca clinica anticonceptivo
eptivo contra los | anticonceptivo 0 a Hormonal dicotémi usa?
embarazos usado durante los ca
no deseados | uUltimos seis meses
IMC indice que | Se calcula con el peso | 1 Normal Categ6ri | Historia | Reporte de la
valora  la | corporal de la| 2 Pre- ca clinica historia
composicidé | pacientey latalla 3 obesidad politémi clinica.
n corporal 4 Obesidad | | ca
5 Obesidad I1
Obesidad
"
Estado Fecha  de | Reporte de lapaciente | 1 Premenopa | Categ6ri | Historia | Reporte de la
Menopa | ultima regla | sobre la fecha de | 2 usia ca clinica historia
Usico mayor a un | ultima menstruacion. Postmenopa | dicotomi clinica.
afio usia ca
HTA Diagnostico | Reporte de la Historia | 1 No HTA Categbri | Historia | Reporte de la
de HTA clinica sobre | 2 HTA ca clinica historia
diagnostico de HTA dicotomi clinica.
ca
DM Diagnostico | Reporte de la Historia | 1 No DM Categéri | Historia | Reporte de la
previo de | clinica sobre | 2 DM ca clinica historia
DM diagndstico de DM dicotémi clinica.
ca
Tamizaje | Si se ha | Reporte de lapaciente | 1 Nunca Categ6ri | Historia | Reporte de la
previo realizado si ha tenido alguna | 2 Al menos | ca clinica historia
alguna evaluacion de una vez dicotomi clinica.
prueba de | despistaje de cancer ca
despistaje ginecoldgico.
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Presenci | Si presenta | Reporte de la paciente | 1 No Categéri | Historia | Reporte de la
a de | sangrado si ha tenido sangrado | 2 sangrado ca clinica historia
Ginecorr | transvaginal | ginecolégico anormal Sangrado dicotémi clinica.
agia anormal. ca
Paridad | Si la | Reporte de la paciente | 1 Nulipara Categori | Historia | Reporte de la
paciente ha | si hatenido hijos 2 Multipara ca clinica historia
tenido hijos dicotomi clinica.
ca
AP Resultado Reporte del patélogo | 1 -usual. Categori | Resultad | Reporte  del
biopsia | de anatomia 2 ca o de la| patélogo
cervix patoldgica 3 villoglandul | politomi | biopsia
de labiopsia 4 ar. ca cervical
guiada por 5 3.
colposcopia 6 mucinoso.
7 4.
gasttrico.
5.
endometroi
de.
6. células
claras.
7.
mesonéfric
0.
pl6 Prueba Reporte del patologo | 1 Negativo Categori | Resultad | Reporte  del
positiva 2 Positivo ca o de IHQ | patélogo
para p16 dicotomi
ca
p53 Prueba Reporte del patélogo | 1 Negativo Categori | Resultad | Reporte  del
positiva 2 Positivo ca o de IHQ | patélogo
para p53 dicotomi
ca
RP Prueba Reporte del patdlogo | 1 Negativo Categori | Resultad | Reporte  del
positiva 2 Positivo ca o de IHQ | patélogo
para dicotémi
receptor ca
progesteron
a
Vimenti | Prueba Reporte del patélogo | 1 Negativo Categdri | Resultad | Reporte  del
na positiva 2 Positivo ca o de IHQ | patélogo
para dicotémi
vimentina ca
CDX2 Prueba Reporte del patologo | 1 Negativo Categori | Resultad | Reporte  del
positiva 2 Positivo ca o de IHQ | patélogo
para CDX2 dicotomi
ca
GATA3 | Prueba Reporte del patdlogo | 1 Negativo Categori | Resultad | Reporte  del
positiva 2 Positivo ca o de IHQ | patélogo
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para dicotémi
GATA3 ca
Napsin- | Prueba Reporte del patdlogo Negativo Categori | Resultad | Reporte  del
A positiva Positivo ca o de IHQ | pat6logo
para dicotomi
Napsin-A ca
MUC6 Prueba Reporte del patdlogo Negativo Categori | Resultad | Reporte  del
positiva Positivo ca o de IHQ | patélogo
para MUC6 dicotomi
ca
VPH 16 | Prueba Reporte de Genética Negativo Categori | Resultad | Reporte de
positiva Positivo ca 0de PCR | Genética
para VPH dicotémi
16 ca
VPH 18 | Prueba Reporte de Genética Negativo Categori | Resultad | Reporte de
positiva Positivo ca 0dePCR | Genética
para VPH dicotémi
18 ca
VPH 31 | Prueba Reporte de Genética Negativo Categori | Resultad | Reporte de
positiva Positivo ca 0dePCR | Genética
para VPH dicotomi
31 ca
VPH 33 | Prueba Reporte de Genética Negativo Categéri | Resultad | Reporte de
positiva Positivo ca 0de PCR | Genética
para VPH dicotomi
33 ca
e) Procedimientos del estudio

Recolecciéon de datos

Se solicitard al departamento de estadistica del INEN, los pacientes

atendidos con diagnostico patologico de adenocarcinoma

endocervical de cervix , en el periodo 2008- 2015 , ya identificados
los pacientes por historia clinica , se realizara el calculo muestral, se
realizara la solicitud del historias clinicas al departamento de archivo

del INEN, para posterior recoleccion de datos, por parte del médico a

cargo del prayecto, de acuerdo con las variables requeridas, las cuales
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deben cumplir con los criterios de inclusion especificados, estas
variables se codificardn con numeros asi mismo a las categorias de
cada variable se le codificara con nimeros, se registraran en una hoja
Excel, para posteriormente exportarlo y realizar el analisis respectivo
en el software R, el instrumento de recoleccion sera detallado en el

anexo.

Muestras bioldgicas.

Para el presente estudio se trabajara con las muestras de cada una de
las pacientes que cuenten con una histologia cervical informadas como
adenocarcinoma, que cuenten muestras de parafina en el departamento
de patologia, previa autorizacion del departamento de patologia, estas
muestras son parte del banco de patologia de la institucidn, por lo cual

no requieren el uso de consentimiento informado

Procesamiento de muestras biolégicas.

Procesamiento de muestras en Genética:

Se obtendran tumores fijados en parafina de los cuales se realizara la
extraccion del ADN se realiza segin el Kit comercial Thermo
Scientific GeneJETTM Whole Blood Genomic DNA Purification
Mini Kit adoptado por laboratorio, una vez obtenido el ADN se
procedera a detectar el PVH. Para la PCR de deteccion del ADN viral
(PVH), la amplificacion se realizard con los cebadores consenso

MY09/MYO011 que amplifican la region del gen L1 del VPH (6582 —
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7033), si se detecta la presencia de material genético viral se procede
a la genotipificacion mediante enzimas de restriccion, pudiendo

determinarse los siguientes genotipos.m

PVYH PVH PVH PVH
GENOTIPO
16 18 31 33

310pb, 135pb 381pb 236pb
El genotipo se determina por

72pb  125pb 102pb
las bandas observadas, y estas
85pb 72pb
pueden corresponder a los
72pb 39pb
siguientes pares de bases:
38pb

« Procesamiento de muestras en Patologia:

Se identificaron las laminas y tacos de las Historias clinicas
seleccionadas, y se realizaron los siguientes marcadores. pl6, RP,
vimentina, CDX2 y MUCS6, los resultados fueron interpretados por
dos patdlogos ginecélogos expertos y los resultados fueron
interpretados segun las siguientes definiciones: el p16 fue considerado
“positivo”, con una tincion difusa nuclear y citoplasmatico mayor o
igual al 80% de las células tumorales, en “parches” si era irregular
menor a 80% de las células tumorales o solo citoplasmicas, si no se
observo tincion se consideré como "negativo"; el RP fue considerado

positivo con tincion nuclear y se expresé segun el porcentaje de
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tincion de 0% a 100%; p53 se calificO como "positivo™ si era mayor a
80% de los nucleos tumorales fueron positivos, "negativo™ cuando no
se observo tincion en células tumorales en presencia de un control
interno intacto; Las puntuaciones de PR (nuclear), vimentina
(citoplasmatica 0 membranosa), Napsin-A (citoplasmica), CDX2
(nuclear), GATA3 (nuclear) y MUC6 se basaron en el porcentaje de
células tumorales positivas (0% a 100%) considerando el promedio

intensidad (débil, moderada o fuerte).

e. Supervisidn y monitoreo de actividades.

Un especialista en patologia oncoldgica y un especialista en genética coordinara con
el equipo de su departamento para ver el procesamiento de las muestras, los resultados

y el recojo de la informacién.

Posteriormente dicha informacién recopilada por cada uno de los grupos
mencionados se evaluara con todo el equipo de investigacion, una vez por mes, se

discutira los avances del proyecto hasta completar el tamafio de muestra.

g. Procesamiento y analisis estadistico

Para el analisis, se utilizard el software estadistico R version 3.5.1; se reportarad
estadisticas descriptivas de las variables, con media 0 mediana para las continuas y
frecuencias o porcentajes para las categoricas, se realizara analisis de validez

diagnostica para detectar virus papiloma humano con los resultados de IHQ.

Aspectos éticos
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Los datos se recogeran de las Historias Clinicas del INEN, se reemplazaré el nimero
de Historia Clinica por un ID diferente para cada paciente (nUmero correlativo hasta
terminar de revisar las historias de los Gltimos 5 afios) la informacion es estrictamente
confidencial y solamente el investigador principal con un coautor (analista de datos)
tendran acceso. Motivo por el cual no amerita consentimiento informado. El proyecto

sera evaluado por el Comité de Etica de la UPCH y del INEN.
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VI. PRESUPUESTO Y CRONOGRAMA

El presente estudio es autofinanciado.

Rubros Parcial Total

Recursos Humanos

Consultor s/. 2000 s/. 2000
Bienes

Materiales de escritorio. s/.500 s/.500
Servicios

Movilidad, viaticos,
impresion. s/. 1000 s/. 1000

Total s/.3500 s/. 3500

Las pacientes que tienen seguro que les cubra los examenes IHQ y geno-tipificacion son

seleccionadas para dicho estudio, el presente estudio sera autofinanciado.

29



« Cronograma de trabajo

Actividad ANO 2022
ENE | FEB | MAR | MAR | ABR | MAY | MAY | JUN | JUL | AGO | SEP
Revision Bibliografica X X X
Elaboracion del Protocolo X X X
Aprobacion del Protocolo X X X
Recolecccion de datos X X X
Analisis de datos X X
Discusion de resultados X X
* Roles del personal
Actividad Responsable Apoyo
Elaboracion de protocolo Investigador Principal Coautores
Revision Bibliografica Investigador Principal Coautores
Presentacion y aprobacion del
Investigador Principal Coautores
protocolo
Analisis de Datos Investigador Principal Coautor
Elaboracion de informe final Investigador Principal Coautores

« LIMITACIONES
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Por ser el presente trabajo un estudio observacional no permite establecer relaciones
de causalidad, debido a su caracter retrospectivo se presenta el sesgo del recuerdo; de
otro lado los casos a seleccionar dependen de los criterios de inclusion y exclusion;

lo que podria limitar el nGmero de casos a reclutar.
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VII. ANEXOS

Anexo 1: Instrumento(s) de recoleccion de los datos

Edad Numeérico

Lugar de procedencia

1. Lima___ 2. Provincias

Meétodo anticonceptivo:

1. Hormonal. __ No hormonal
IMC:

1. Normal. (18.5-24.9)

2. Pre-obesidad. (25-29.9)

3. Obesidad Grado I (30-34.9)

4. Obesidad Grado Il (35-39.9)

5. Obesidad Grado 11l (>40)
Estatus menopausico:

1. Premenopausia 2. Postmenopausia

HTA: S NO_

DM: SI NO

Tamizaje previo:

1. Nunca .Al menos una vez.

Presencia de sintomas:
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1. Asintomatico 2. Sangrado 3. Dolor pélvico

Paridad.

1. Nulipara 2. Multipara

Ap biopsia de cérvix.

1. Adenocarcinoma de cérvix tipo usual.

2. Adenocarcinoma de cérvix tipo villoglandular.

3. Adenocarcinoma de cérvix tipo mucinoso.

4. Adenocarcinoma de cérvix tipo gasttrico.

5. Adenocarcinoma de cérvix tipo endometroide.

6. Adenocarcinoma de cérvix tipo células claras.

7. Adenocarcinoma de cérvix tipo mesonéfrico.

MUC6

pl6 p53 RP
Vimentina CDX2 GATA3 Napsin-A
VPH 16 VPH 18 VPH 31 VPH 33
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