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Resumen

Introduccidn: La fijacion constituye uno de los principales componentes de la fase pre-
analitica que asegura la conservacion celular y la calidad final en la pruebas de citologia
exfoliativa. El objetivo de este estudio fue comparar el etanol frente al destilado de pisco

como fijador citoldgico cervical.

Materiales y Métodos: Se disefid un estudio prospectivo de corte trasversal en 200
muestras cervicales de muestra de pacientes mayores de 18 afios, muestras cervicales
correctamente colectadas con el cytobrush, fijadas de inmediato y muestras de
pacientes sin contaminacion, sin sangrado. Se fijaron las laminas a doble ciego con
etanol y destilado de pisco. Se determinaron las pruebas diagnésticas para determinar
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo
(VPN)y el indice de correlacion Kappa. La calidad de tincién fue fijacion fue determinada

con el indice de calidad de tincion (ICT).

Resultados: Se determiné un ICT alto todos los parametros citologicos evaluados
(promedio global de 0.92, Ideal=1), siendo el menor la evaluacion de continuidad de
membranas (0.89) y el mas alto el de caracteristicas nucleares (0.96). No se
evidenciaron diferencias en la evaluacion entre los jurados (p>0.05). Determinamos una
sensibilidad de 90% (1C95% 74.8 a 92.3), una especificidad de 100.0% (1C95% 98.1 a
100), un VPP de 100% (1C95% 98.2 a 100), un VPN de 98.9% (IC95% 96.5 a 100), y
una concordancia muy buena (k=0.94, IC95% 0.86 a 1.0). Se evidenciaron 14 veces

menos costo para el fijador de pisco versus el fijador etandlico.

Conclusion: Se determind que el fijador con etanol es comparable frente al destilado

de pisco como fijador citologico cervical.

Palabras claves: citologia, prueba de Papanicolaou, fijacién, técnicas de

procesamiento, cancer cervical.



Abstract

Introduction: Fixation constitutes one of the main components of the pre-
analytical phase that ensures cell preservation and final quality in exfoliative
cytology tests. The objective of this study was to compare ethanol versus pisco-
distillate as a cervical cytological fixative.

Materials and Methods: A prospective cross-sectional study was designed in
200 cervical samples from patients over 18 years of age, cervical samples
correctly collected with the cytobrush, immediately fixed, and samples from
patients without contamination, without bleeding. The slides were fixed double
blind with ethanol and pisco distillate. Diagnostic tests were determined to
determine sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and negative
predictive value (NPV) and the Kappa correlation index. The quality of staining
was fixation was determined with the staining quality index (ICT).

Results: A high ICT was determined for all the cytological parameters evaluated
(global average of 0.92, Ideal = 1), the lowest being the evaluation of membrane
continuity (0.89) and the highest that of nuclear characteristics (0.96). There were
no differences in the evaluation between the juries (p> 0.05). We determined a
sensitivity of 90% (95% CI 74.8 to 92.3), a specificity of 100.0% (95% CIl 98.1 to
100), a PPV of 100% (95% CI1 98.2 to 100), a NPV of 98.9% (95% CI 96.5 to 100),
and a very good concordance (k = 0.94, 95% CI 0.86 to 1.0). There was 14 times
less cost for the pisco fixative versus the ethanolic fixative.

Conclusion: It was determined that the fixative with ethanol is comparable to
pisco distillate as a cervical cytological fixative.

Key words: cytology, Papanicolaou test, fixation, processing techniques,

cervical cancer.



CAPITULOI:
EL PROBLEMA

1. EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

La citologia exfoliativa es técnica de evaluacion citomorfologica que
permite estudiar e interpretar cambios de los componentes celulares y de
su entorno. Para ello se basa en la descamacion, natural o artificial, celular
de varios epitelios como la mucosa oral, cervical, gastrointestinal, y de
cavidades con liquidos donde las células exfoliadas se hallan.’

El desarrollo cabal de la citologia exfoliativa se logré cuando George
Papanicolaou crea wuna coloracién policromatica que permitié la
visualizacion correcta de estructuras celulares de diferentes cavidades
organicas.? Esta coloracién fue masivamente empleada para diferenciar
los cambios celulares del epitelio cervical permitiendo asi enfrentar y
reducir las tasas de morbimortalidad ocasionadas por el cancer cervical
en el mundo entero.® La coloracién convencional de Papanicolaou
involucra el uso de tres colorantes en 15 etapas, divididas en una etapa
hidrofilica (la primera parte de coloracién nuclear) y una alcohdlica (la
parte complementaria de coloracion citoplasmatica) debido al uso de los
reactivos en cada una.* Si bien multiples modificaciones se han realizados
sobre los componentes, tiempo, etapas y reactivos usados, todos estos
reportes previos atribuyen una importancia fundamental a la fijacion

celular.4567
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La fijacion celular, es un proceso técnico de preservacion celular que evita
la degradacion de los componentes celulares, y se desarrolla al fin de la
etapa pre-analitica.® Los alcoholes son los principales representantes de
esta etapa, aunque también se han evidenciado modificaciones con
relativo grado de rendimiento, pero poco sostenibles debido a su alto costo
y poco acceso.%1°

Ante esta problematica nos planteamos el siguiente problema de

investigacion:

1.2. Formulacioén del problema

¢ Sera comparable el etanol frente al destilado de pisco como fijador

citolégico cervical?

1.2.1 Problemas especificos

1. ¢Cual sera la calidad de fijacion del destilado de pisco en citologia
cervical?

2. ¢Cual sera el nivel y grado de concordancia entre el destilado de pisco
y etanol en citologia cervical?

3. ¢Cual sera el rendimiento del destilado de pisco y en citologia
cervical?

4. ¢ Cual sera el tiempo de duracion del destilado de pisco como fijador
en citologia cervical?

5. ¢Cual sera el costo del destilado de pisco respecto al etanol como

fijador en citologia cervical?
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1.3 Justificacion

Dado que la coloracién de Papanicolaou es una pieza fundamental en los
programas de prevencidon de cancer cervical en el mundo entero, pero
principalmente en los paises con bajo y medianos ingresos, su realizacion
requiere de alternativas que aseguren resultados fiables. Es decir, ya que
el cancer cervical afecta mas frecuentemente a poblaciones de escasos
recursos, peri-urbanas y con poco sostenimiento sanitario, los centros de
salud colindantes poseen las mismas condiciones y por tanto son centros
con recursos limitados, incluso para el abastecimiento de componentes
esenciales como fijadores celulares. Existen habitualmente problemas
relacionados con la compra, suministro y almacenamiento de alcoholes
fijadores incluso en los hospitales de altos niveles de las principales
ciudades de nuestro pais. Ante esta real situacion, nuestro proyecto busca
evaluar la capacidad del destilado de pisco como fijador celular pudiendo
proponérsele como una alternativa a los fijadores convencionales.
Desarrollamos nuestro interés en esta sustancia, ya que es diariamente
eliminada en la industria vinifera de nuestro pais como remanente de
produccion. El poder demostrar la actividad, rendimiento y capacidad de
esta solucion para fijar celular nos permitira plantear su uso como un
sucedaneo en la fijacion celular, pudiéndose usar en investigacion o

atencion clinica en el futuro.
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1.4. Objetivo
1.4.1. General
Comparar el etanol frente al destilado de pisco como fijador citolégico

cervical

1.4.2. Especifico

1. Determinar la calidad de fijacion del destilado de pisco como fijador en
citologia cervical.

2. Determinar el nivel y grado de concordancia entre el destilado de pisco
frente al etanol como fijador en citologia cervical.

3. Determinar el rendimiento del destilado de pisco como fijador en
citologia cervical

4. Determinar el tiempo de duracion del destilado de pisco como fijador
en citologia cervical

5. Determinar el costo del destilado de pisco respecto al etanol como

fijador en citologia cervical.
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CAPITULOII
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes Internacionales

Kapse et al." Compararon las caracteristicas citomorfologicas en el frotis
de Papanicolaou convencional (C-PAPS) y el frotis de Papanicolaou
rehidratado al aire (RADPS) y evaluar la eficacia de RADPS en el
citodiagnostico de la lesion cervical comparando con caracteristicas
citomorfolégicas del frotis de Papanicolaou convencional fijado en
huamedo. Incluyeron 247 frotis cervicales, donde uno fue etiquetado como
C-PAPS y otro fue etiquetado como RADPS. La comparacion de ambos
frotis se realiz6 para varios parametros citomorfolégicos. De 247 frotis, el
24% de RADPS y el 7,3% de C-PAPS se informaron como
insatisfactorios. El background de glébulos rojos estuvo presente en el 2%
de RADPS y el 42% de C-PAPS. La citdlisis y los artefactos de secado al
aire se observaron mas en C-PAPS, lo que representa un 2% y un 4% en
RADPS y un 11% y un 15% en C-PAPS. La tincidn citoplasmatica (97%
de RADPS frente a 94% de C-PAPS) fue superior en RADPS. El borde
celular, el borde nuclear y la cromatina de células escamosas vy
endocervicales se apreciaron mejor en RADPS en comparacion con C-
PAPS, y también se observo una diferencia estadisticamente significativa.
Los autores concluyen que la técnica de secado al aire rehidratado puede

ser una alternativa satisfactoria para el método de fijacion convencional
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en humedo que puede seguirse de forma rutinaria 0 en conjugacion con

C-PAPS, especialmente en programas de deteccion cervical.

Leite et al.'> Evaluaron el rendimiento de un nuevo fijador para la
coleccién de frotis de Papanicolaou para citologia cervical con base
liquida (CellPreserv®) frente a PreservCyt® disponible en el mercado
utilizado en el diagnostico y deteccion del virus del papiloma humano
(VPH) como para la prueba de Papanicolaou en base liquida. Incluyeron
725 mujeres participantes en este estudio después de firmar un
consentimiento informado. Las muestras se recolectaron utilizando un
dispositivo tradicional, se agitaron en PBS y se dividieron por igual en
ambos fijadores. Los portaobjetos se prepararon de forma rutinaria, se
colorearon con Papanicolaou, se examinaron a ciegas por 2 citdlogos, y
se revisaron por un citopatologo. Para buscar el VPH, se tomaron 1.000
ML de cada fijador y se procesaron mediante la reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR). Teniendo en cuenta la idoneidad de las muestras,
ambos fijadores tuvieron resultados similares: 0,33 y 0,32% de los casos
no satisfactorios para PreservCyt® y CellPreserv®, respectivamente.
Considerando los 701 casos satisfactorios y comparando el nuevo fijador
con el fijador tradicional, hubo una concordancia de 99.3% entre ambos.
Los resultados con respecto a la deteccion de HPV fueron 100%
concordantes entre los 2 fijadores. Los autores concluyen que el nuevo
fijador a base de metanol, CellPreserv®, es mas barato y eficiente para el

cribado del cancer cervical y la deteccion del VPH.
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Pandiar et al.® Evaluaron la eficacia de dos edulcorantes naturales como
cito-fijadores. También describieron el mecanismo subyacente mediante
el cual estos fijadores fijan las células de la mucosa oral. Recogieron tres
frotis de 25 voluntarios sanos, un frotis se fijé en etanol y los otros dos en
20% de solucion acuosa de miel y 30% de solucién acuosa de jaggery
(azucar de cafa) durante 15-30 minutos, seguido de la coloracion de
Papanicolaou. Los extendidos se evaluaron para determinar la tincion
nuclear, la tincion citoplasmatica, la morfologia celular, la claridad de la
tincion y la uniformidad de la tincion al azar, independientemente de los
fijadores. Ademas, se analizaron los fijadores citologicos para determinar
el pH y la cantidad de azucares reductores. Hallaron que, para todas las
caracteristicas estudiadas, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tres fijadores. El pH de los dos fijadores probados
permanecio acido incluso después de la primera semana. La cantidad de
azucares reductores en una solucion acuosa al 20% de miel y una
solucion acuosa al 30% de jaggery fue de 19.3 g/ 100 mly 2.07 g/ 100
ml, respectivamente. Concluyen que los dos fijadores de prueba dieron
resultados equivalentes al etanol y, por lo tanto, pueden usarse como
fijadores alternativos para los frotis orales. Se propone que el 20% de miel
acuosa y el 30% de jaggery acuoso fijen los frotis orales
satisfactoriamente en un mecanismo similar al etanol mediante la

coagulacion y desnaturalizacion de las proteinas.

Singh et al." Analizaron la eficacia de los frotis citologicos fijados en

etanol y 20% de miel sin procesar y comparar la eficacia entre los dos
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fijadores. Incluyeron a 30 participantes aparentemente sanos y normales.
Antes de la recolecciéon de células bucales, se pidid a los sujetos que se
enjuagaran la boca con agua. Las células bucales se recogieron utilizando
un baja lenguas de madera. Se recogieron dos frotis de cada sujeto. Un
frotis se fijo en etanol y el otro se fijé en miel al 20% sin procesar. Los
portaobjetos se lavaron en agua del grifo durante aproximadamente 30
segundos, después de lo cual se sometieron al procedimiento de tincion
de Papanicolaou convencional. Los extendidos asi fijados se evaluaron
por separado para etanol y miel. Los detalles citoplasmaticos y nucleares
se puntuaron para 50 células en cada portaobjetos. El 90% de los frotis
fijados con etanol se fijaron adecuadamente en comparacion con los frotis
fijados con miel, que fueron adecuados en 80%. El p-value obtenido fue
de 0.47 y los datos fueron estadisticamente insignificantes. Los autores
concluyen que ambos frotis estaban a la par uno con el otro, y
recomiendan que la miel se puede usar de manera segura como sustituto

del etanol.

Rupinder et al.’® Evaluaron la técnica de rehidratacion de extendidos
secados al aire frente a como un método alternativo frente a los frotis
convencionales fijados en alcohol (fijacion en humedo). Este estudio se
realizé durante un periodo de 15 meses en un centro de atencidn terciaria.
Se examinaron dos series de 461 frotis cervical. Los frotis del primer
conjunto se fijaron en alcohol etilico al 95% y el otro conjunto de 461 frotis
se secaron al aire, se rehidrataron y luego se fijaron en alcohol etilico al

95%. Ambos frotis se colorearon con tincion de Papanicolaou, y se

19



examinaron para preservar las caracteristicas citomorfologicas y se
evaluaron mediante la modificacion de los parametros. En los frotis fijados
en humedo, la morfologia fue excelente en la mayoria de los casos
(80,7%). La citomorfologia fue optima en el 18% y suboptima en el 1.3%
de los casos. Los frotis secados al aire y rehidratados mostraron una
excelente conservacidon morfolégica en 67%, seguidos de 29.9% de
conservacion optima y 2.8% de conservacion suboptima. Los autores
concluyen que la rehidratacién, seguida de la fijacién de frotis secados al
aire, es una técnica de fijacion simple, factible, aplicable y confiable que
es comparable a la técnica convencional humeda y se puede aplicar para

la evaluacion de forma rutinaria.

Renshaw,'® Comparo las tasas de un afio de adecuacion, nimero de
células, y las tasas de atipia para la fijacidn con spray dividido y la
inmersidn en solucion humeda. Las tasas de adecuacion aumentaron del
71.9% (289/402) para la inmersion completa al 78.1% (332/425) con
fijacion por rociado de la mitad de las laminas (p = 0,02). Los extendidos
fijados por spray tenian un promedio de +49.7 o +47.5 (DS) células en
comparacion con sus extendidas sumergidas apareadas, con +25.4 o
1+36.8 células (96% mas de células para la fijacion por spray; p<0.001). De
los 402 casos de inmersion, 10 (2.5%) fueron diagnosticados como
atipicos relacionados con artefactos de preparacién en comparacién con
14 (3.3%) de los casos con preparacion dividida (p=0.48). En conclusién,
la fijacion por spray da como resultado un 96% mas de células foliculares

en los aspirados de tiroides escasos que en la fijacion por inmersion, y un
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aumento significativo en los aspirados adecuados sin un aumento

significativo en la tasa de atipia relacionada con la preparacion.

Shamsi et al.° Compararon dos métodos de fijacion para el frotis de
Papanicolaou con solucion de Carnoy y alcohol etilico al 96%. Realizaron
un estudio a doble-ciego, aleatorizados donde se prepararon dos
muestras a partir de células cervicales con citologia vaginal convencional
incluso de pacientes con abundante sangrado. Una muestra se fijo en
alcohol etilico al 96% y otra muestra se fijo en la solucién de Carnoy.
Analizaron 450 extendidos de los cuales 410 fueron seleccionadas para
el estudio. El estudio de la adecuacion celular, el diagnostico de células
escamosas Yy células glandulares fue mejor en los portaobjetos fijados con
Carnoy. La contaminacién sanguinea de los portaobjetos se redujo en los
portaobjetos fijados con Carnoy (13.85% frente al 49.51%), y la
translucencia se incremento en estos extendidos fijados con Carnoy. El
diagnostico de células inflamatorias y microorganismos patdgenos
aumentd en los extendidos fijados con Carnoy, pero no se observaron
diferencias en el diagnéstico de anomalias de células epiteliales y de
células glandulares. Concluyen que la solucion de Carnoy se puede usar
como un fijador eficaz en frotis cervical incluso con sangre dentro de las

pruebas de Papanicolaou convencionales.

Weidmann et al.’® En noventa Trabajos recientes han demostrado que el
sistema de fijaciéon CytoRich Red es eficaz para lisar los glébulos rojos y

reducir el background en muestras de liquido con sangre. Por ello los
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autores evaluaron si el CytoRich Red puede lisar los glébulos rojos en
pruebas de Papanicolau recién preparadas y en frotis de aspiracion con
aguja fina. Prepararon frotis pareados en 20 aspiraciones con aguja fina
con sangre. Una lamina se colocé inicialmente en CytoRich Red durante
30 segundos, se elimind y luego se fijo en alcohol al 95%. La otra lamina
se colocé directamente en alcohol al 95%. Se evaluaron diez pruebas de
Papanicolaou emparejadas, una fijjada con un fijador comercial y otra
inmersa en una solucion de CytoRich Red. Todos los extendidos se
colorearon con Papanicolaou. Analizaron la cantidad de glébulos rojos,
background, y tincidn nuclear y citoplasmatica. En el 100% de todos los
frotis que utilizaron CytoRich Red, los glébulos rojos se redujeron
significativamente sin obstaculizar la coloracion. No se observo una
pérdida significativa de células de los extendidos enviados en la solucion
CytoRich Red. Concluyen que el fijador CytoRich Red puede ser eficaz

para reducir los glébulos rojos y background en extendidos recién hechos.

Kumarasinghe et al.” El noventa y cinco por ciento (95%) de etanol es
el fijador citolégico estandar usado en muchos laboratorios. El etanol
disponible comercialmente es caro y no esta disponible de forma gratuita
en algunas instituciones. También se sabe que el metanol, un
deshidratante tisular, es un fijador citologico. Sin embargo, su eficacia no
ha sido evaluada o documentada en la literatura, por ello los autores
evaluaron la eficacia del metanol como fijador celular. Ciento ocho
biopsias consecutivas de aspiracion con aguja fina (FNAB) de tiroides

realizadas en el Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina
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de Colombo se incluyeron en un estudio para evaluar la eficacia del
metanol como un fijador citologico. El material aspirado se froté en al
menos 2 portaobjetos, uno se fijo en etanol y el otro en metanol, y se
colorearon con hematoxilina y eosina (H&E). Los dos frotis se evaluaron
por separado para la conservacion de coloides y células (nucleos y
citoplasma), segun lo determinado por la calidad de la tincion con la tincidn
H&E. Se dio una puntuacion para cada frotis y las puntuaciones finales
para etanol y metanol se compararon estadisticamente. Se calcularon las
tasas de evaporacion para etanol y metanol. La puntuacion total para la
conservacion del coloide fue de 294/300 (98%) para el metanol y de
291/300 (97%) para el etanol (p = 0.40). La puntuacion total para la
conservacion de las células (nuclear y citoplasmica) fue de 276/279
(98.9%) para el metanol y de 274/279 (98.2%) para el etanol (p = 0.70).
Las tasas de evaporacién por 100 ml cuando las botellas utilizadas para
la fijacion se mantuvieron cerradas y abiertas cada 24 horas fueron 1y 37
para el metanol y 0 y 17 para el etanol. Concluyen que el metanol es tan

efectivo como el etanol para la fijacion de los frotis y, aun, mas barato.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Durante el tiempo de realizacion el estudio no se encontraron
antecedentes nacionales que evaluen al destilado de pisco como fijador
citologico en muestras cervicales. Se ha verificado en bases de datos

locales como Scielo, Liliacs y ALICIA Concytec.

2.2. Base teodrica

23



2.2.1. Lesiones cervicales

Son anormalidades epiteliales que se desarrollan en el cervix
generalmente no invasivas. Suelen ser dos: las lesiones de bajo grado
(LSIL) y de alto grado (HSIL). El Papiloma Virus Humano (VPH) es el
responsable de estas lesiones y los cambios diferenciales entre ambas

categorias que son evidenciadas en la citologia.®

2.2.2. Lesion Intraepitelial de Bajo Grado (LSIL)

Se designan a los cambios celulares denominados con gran variabilidad
“efecto citopatico por HPV “(coilocitosis)”, “displasia leve” o “CIN 1”. Los
criterios de LSIL son las células presentan un tamafo general grande y
citoplasma “maduro”, bastante abundante y bien definido; se produce un
agrandamiento nuclear que supera el triple del tamafio del area del nucleo
de una célula intermedia normal, genera un leve aumento de la relaciéon
Nucleo y Citoplasma (N:C). Se observan grados variables de
hipercromasia nuclear acompafnados de variabilidad de tamafo, numero
y morfologia nucleares. Es comun observar binucleacion vy
multinucleacion, la cromatina suele ser de distribucidn uniforme granular;
otra posibilidad es que la cromatina se observe condensada o
densamente opaca.

Los nucléolos suelen estar ausentes o ser poco visibles si estan
presentes. El contorno de la membrana nuclear a menudo es algo
irregular, pero puede ser liso. Las células tienen bordes citoplasmicos bien

definidos. Los halos perinucleares (“coilocitosis”), que se descomponen

de una zona perinuclear clara bien delimitada y un borde periférico de
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citoplasma densamente tehido, es una caracteristica propia pero no
indispensable en lesiones de bajo grado; otra posibilidad es que el

citoplasma sea denso y eosinofilo (queratinizado).'®

2.2.3. Lesion Intraepitelial de Alto grado (HSIL)

Se designan a la displasia moderada, la displasia severa y el carcinoma
in situ (CIN 2y 3).

Los criterios citolégicos son: los cambios citologicos afectan a células mas
pequefias y menos “maduras” que las LSIL. El tamafio general de las
células es variable, pueden tener desde un tamafo similar al de las
observadas en LSIL hasta el tamafo bastante pequefio de las células de
tipo basal. La hipercromasia nuclear se acompana de variaciones de
tamafio y morfologia nuclear. El grado de hipertrofia nuclear es mas
variable que el que se presenta en LSIL. Algunas células de HSIL pueden
tener el mismo grado de agrandamiento nuclear que las de LSIL, pero el
area citoplasmatica es mas pequeia, por lo que aumenta
considerablemente la relacion N:C. Otras células tienen una relacién N:C
muy alta, pero el tamafio real del nucleo puede ser considerablemente
mas pequefo que el de los nucleos de las células en LSIL. La cromatina
puede ser laxa o granular en grumos gruesos y de distribucion uniforme.
El contorno de la membrana nuclear puede ser bastante irregular y suele
mostrar indentaciones prominentes o escotaduras. Por lo general, los
nucléolos estan ausentes, pero a veces estan presentes, sobre todo
cuando la extension de HSIL es hacia los espacios de las glandulas

endocervicales. El aspecto del citoplasma es variable y puede parecer
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‘inmaduro”, con aspecto de encaje, claro y transparente o ser densamente

metaplasico, pero en ocasiones es maduro y muy queratinizado.?°

2.2.4. Etiopatogenia.

Los HPV inducen la formaciéon de lesiones papilomatosas, verrugas:
hiperplasia epitelial benigna con acantosis y papilomatosis considerables.
El proceso neoplasico asociado con el VPH no esta limitado al epitelio
escamoso, sino que también esta involucrado con el desarrollo de
lesiones de células columnares.

La infeccién por VPH produce cambios importantes en la morfologia
celular, como: formacion de una amplia vacuola perinuclear, el nucleo
agrandado, irregular e hipercromico, binucleaciones, granulos de
queratohialina, anisokariosis, pleomorfismo celular, entre otros. Las
células que han sufrido estos cambios citopaticos son conocidas como
koilocitos (Koilos=hueco) y son consideradas como la “huella digital” del
VPH.

No obstante, la infeccion no siempre produce la formacién de la lesion
papilar tipica, también puede producir lesiones conocidas como condiloma
plano, que comparten las mismas caracteristicas citoldgicas del
condiloma acuminado, pero no se alzan sobre la superficie adyacente, por
lo que no son visibles a simple vista.?® En el tracto genital los condyloma
acuminatum, son comunmente multiples y ocurren con frecuencia en la
vulva, extendiéndose hacia el portio vaginalis y el cérvix, produciendo
lesiones filiformes pedunculadas que pueden coalescer produciendo

masas similares a tumores.
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La mayoria de las infecciones por HPV desaparecen después de algunos
meses posteriores al diagnostico. Las lesiones cervicales de bajo grado
también tienden a regresar a la normalidad, sin embargo, éstas también
pueden progresar hacia lesiones de alto grado con un riesgo absoluto del
15-25% en el transcurso de 4 — 15 afos, mientras que las lesiones de alto
grado tienen una probabilidad del 50% de progresar a cancer. En la
mayoria de los casos la progresién no es un fendmeno abrupto, sino que
transcurre lentamente a través del desarrollo de lesiones pre-malignas y
pre-invasivas. La caracteristica de neoplasia intraepitelial cervical incluye
la presencia de koilocitos, ausencia de diferenciacion citoplasmica o
estratificacion ordenada y presencia de células multinucleadas,
principalmente. Y se consideran dependiendo de las modificaciones de
tercios del epitelio cervical.

El carcinoma micro-invasor es el estado inicial del cancer cervical, en él
las células neoplasicas han invadido la membrana basal del epitelio.
Cuando las células malignas infiltran el endocérvix y se asocian para
formar tumores exofiticos que pueden manifestar una ulceracién
superficial, se considera que se ha desarrollado un cancer invasor, mismo
que posee la capacidad de extenderse hacia el tejido vaginal, paracervical
y parametrial adyacentes, para generar eventualmente metastasis
lejanas.?" (Tabla 1).Clearance del VPH después de una infeccion aguda,
luego de un periodo de incubacién de tres semanas a ocho meses
aparecen lesiones condilomatosas o aplanadas tipicas de la infeccion con

una posterior eliminacion del virus por parte del sistema inmune. Infeccién
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latente, que se presenta sin evidencia clinica ni histologica, solo es posible

detectarla con métodos de deteccion del ADN.

Tabla 1. Tres rutas de infeccion por HPV en CUU. Historia

Natural de la Infeccion por HPV en CCU.2%%4

Historia Matural de la Infeccidn por HPY en CCU (Flores et a., 2003; Goodman,

2000).2.22

Clearance del VPH | Infeccion latenla, que sa| Infeccion  progresiva v
despues de una infeccion |presenta  sin evidencia | acliva, hay evolucion a
aguda, luego de wun|dinica ni histologica, solo| lesionas pracancerosas
pericdo de incubacion de |85 posible detectarla con| (NICI, NIC I, carcinema in
4 semanas a 8 meses |meétodos de deteccion del| silu), de los cuales
aparecen lasiones | ADNM. unporcantaje miuy
condilomatosas o |Se desconoce el liempo| pequefo regresa a la
aplanadas tipicas de la|ylas condiciones para gue | normalidad, yagque por lo
infeccion con una |una lasian latenta | regular 5 seguido da una
posterior eliminacion del |avolucione a wna fasa|lesion invasiva o]
virus por parte del |subclinica o clinica, aunque | cancerosa.

sistema inmune. los astados da
inmunodeficiencia pueden

aclivarla;

2.2.5. Clasificacion.
Fue Papanicolaou, en 1928, quien establece la PRIMERA propuesta de
nomenclatura de las lesiones cervicales, la cual fue utilizada por muchos
anos.?’

CLASE |: Extendidos normales o ausencia de células

atipicas o anormales.
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CLASE Il: Extendidos con células con alteraciones
inflamatorias.

CLASE IlI: Comprende los extendidos con células atipicas
sugestivas, pero no conclusivas de malignidad.

CLASE IV: Citologias fuertemente sugestivas de malignidad.

CLASE V: Citologias conclusivas de malignidad.

Cuando se realizaban grandes pesquisajes se utilizaba:
CLASE |y Il: Extendido Negativo.
CLASE IlI: Extendido Sospechoso.

CLASE IV y V: Extendido Positivo.

Posteriormente, Papanicolaou, gracias al desarrollo de la Citologia y al
uso de las biopsias, introduce los términos de Displasia y Discariosis al
observarse cambios menos severos y que se definen como: “Todo
epitelio escamoso situado sobre la superficie o en las glandulas, que
muestra alteraciones en la diferenciaciéon sin alcanzar el grado de
perturbacion que caracteriza al carcinoma in Situ”.?8

En 1961 se detalla la terminologia de lesiones cervicales mayores como
el Carcinoma Invasor, Carcinoma in situ y Displasias (en diversos
grados).?” Esta clasificacion fue asumida por la Organizacion Mundial de
la Salud, sin embargo, presentaron dos principales problemas:
desacuerdo en la lesion Displasia Grave o Carcinoma In situ y segundo
que las displasias no requerian tratamiento. Ya en 1968 se cambio el

término a Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC).?8
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Richart en 1966 lanza su clasificacion de NIC con tres grados, con
diferencia fundamental es cuantitativa y no cualitativa sobre la
clasificacién anterior.?® Luego Meissels y Elbe, observaron que la mayoria
de las infecciones ginecologicas por VPH son subclinicas y que se tiene
coilocitosis, disqueratocitos, anfofilia, hipercromasia y binudeacion, por lo
que en 1988, el Instituto Nacional del Cancer de los EE.UU. convoco un
seminario para proponer un nuevo esquema de presentacion de los
resultados de la citologia cervical dando paso al sistema Bethesda.

Este sistema ha continuado hacia el 2015 y la nomenclatura incluye 6
categorias: insatisfactoria y hallazgos benignos, anormalidades
indeterminadas, lesiones intraepiteliales de bajo y alto grado, carcinomas,

y lesiones glandulares.®°

2.2.6. Profilaxis
2.2.6.1. Prevencion Primaria
Como la infeccion por VPH esta vinculada con CCU, esta etapa de
prevencion se centra en prevenir su contagio. Tambien los métodos de
barrera pueden reducir la frecuencia de contagio, mientra que el cese del
consumo de tabaco y las modificaciones de estilo de vida con ingesta de
carotenos o vitaminas A y C, tambien pueden ser favorables.
— Vacunas tradicionales o profilacticas de virus
neutralizados.?"
— Vacunas terapéuticas basadas en peptidos que eliminan
la infeccidn existente al intentar controlar el crecimiento

de células.??
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Existe la vacuna VPH4 (Gardasil) y VPH2 (Cervarix) aprobadas para la
prevencion de VPH 16 Y 18, los principales agentes de oncologia cervical.
La primera protege contra también de la ocurriencia de verrugas genitales
en ambis sexos. La experiencia de vacunacion a definido una alta eficacia,
que puede potenciarse con otras terapias como la inmuno-modulacion.33
Las experiencias en Vacunacion de paises de la regién, como Chile, Brasil
o Argentina, demuestran que la vacuna, bivalente, tetravalente o
nonavalente, debe de aplicarse luego de un serio estudio sobre
prevalencia de HPV en la poblacién, asimismo, la vacunacién debe de
extenderse a poblaciones en riesgo, mujeres virgenes (de distintas
edades) y que se beneficia de promocién de la salud mediante eventos

concientizadores.3*

2.2.6.2. Prevencién Secundaria

Como la mayoria de pacientes no previene la infeccién por VPH y esta es
claramente la ITS que mas se transmite, se requiere del diagnsotico y
manejo adecuado y temprano de las lesiones. Ahi la importancia de las
exploraciones ginecoldgicas y a citologias periddicas. Este ultimo facilita
la deteccion de cambios celulares antes de su progresion. Es necesario
un programa de tamiz para ello ya que las lesiones premalignas pueden
tratarse efectivamente. Esto porque la enfermedad tiene una alta
prevalencia en todo el mundo y un curso subclinico prolongado (de 5 a 10
anos). La citologia exfoliativa es la medidas mas adecuada para tal fin, y

como se ha demostrado la reduccion de 3 a 10 veces en el riesgo de
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presentar cancer cervical frente a pacientes que no participan de un
programa.®®> Aunque esto puede variar en poblacion con factores de
riesgo como inmunodepresién.3®

Ademas, del tamiz citolégico bajo la coloracion de Papanicolaou, se debe
de realizar el testaje de VPH, mediante genotipo, con la finalidad de saber
el manejo del paciente y la actitud terapéutica del clinico. Si se desea
investigar la prevalencia tipo-especifica de VPH, aplicable a estudios
epidemiologicos y/o vigilancia virologica, se requieren métodos de alta
“sensibilidad analitica”; éstos permiten identificar cada uno de los
genotipos de manera independiente y en bajo numero de copias (5-50),
sin importar la presencia o no de lesiones. La calidad de estos resultados
debe estar certificada por controles internacionales (WHO HPV LabNet).
Por otro lado, si el objetivo es aplicar las pruebas de HPV en la practica
clinica (seguimiento post-tratamiento, discernimiento de ASCUS,
programas de tamizaje para el cancer cervical, etc.) se requieren métodos
de alta “sensibilidad clinica”; éstos deben estar validados de manera de
detectar preferentemente infecciones asociadas a una enfermedad
relevante. Tanto médicos como aquellos encargados de tomar decisiones
en salud publica, deben ser muy cuidadosos cuando seleccionan una
técnica a partir de la amplia variedad disponible en el mercado.

Para esto, debe realizarse un analisis costo-beneficio minucioso vy
responsable considerando el objetivo buscado y la informacion sobre la
validacion clinica; sin embargo, el analisis tipo-especifico y clinico es
requerido tanto para campafas de vacunacion, esclarecer resultados de

dificil interpretacion, conocer la frecuencia viroldégica y correlacionar
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resultados con técnicas mas accesibles a todos los centros de salud y

atencion primaria del mundo.

2.2.6.3. Prevencion Terciaria

El tratamiento adecuado de las lesiones pre-invasoras diagnosticadas, asi
como su derivacidon a otras areas para el control de la enfermedad
(infectologia, evaluacion clinica, medidas de prevencion, etc.) conforman
la prevencion terciaria. Esta con un correcto manejo tiene hasta un 100%
de curacion, siendo el CCU el mas prevenible de todos los canceres.?”
La OMS afirma que control de cancer cervical es posble y depende de
una politica nacional efectiva, organizada y que incluya y focalice los
principales estratos de accién. En esta deben de desarrollar actividades
de educacién publica y de sensibilizacién, un correcto tamizaje y
diagnsotico, y un seguimiento acuicioso que permitan manejar los

resulados con calidad.®®

2.2.7. Diagnostico

El diagnostico se realiza indirectamente evidenciando los cambios
citolégicos e histopatolégicos que VPH vy las alteraciones oncolégicas
evidencian en los extendidos cérvicales. Para VPH exiten pruebas

moleculares que faciliten su deteccion y genotipificacion.>®

2.2.7.1. Diagnéstico Citolégico
La citologia con la Papanicolaou es el método mas favorecedor.*® Se

realiza un raspado de la pared cervical, posicionado en laminillas con el
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meétodo de frotis), que luego es fijado (con Alcoholes, polietilenglicoles o
espray), coloreado (Coloracion de Papanicolaou: Coloracidén nuclear con
Hematoxilina de Harris, y Coloracion citoplasmatica con: Orange G y el
colorante policromatofilo EA-50/EA-36), y montadas (Entellan,
merkoglass) para su estudio por microscopia (Microscopia de luz a 20,40

y 60x).4!

2.2.7.2. Fijadores celulares

La recoleccion, fijacion y procesamiento adecuados de la muestra son los
componentes importantes de la técnica de laboratorio de rutina en
citologia. A diferencia de la histopatologia, la recoleccion de muestras es
muy variable en diferentes muestras corporales en citologia. Se utilizan

diferentes tipos de fijadores en varias muestras de citologia.

2.2.7.2.1. Funcioén de los fijadores

La fijacion es la base o el fundamento de la técnica citoldgica y los
resultados de todos los procedimientos posteriores dependen de la
seleccidn y el uso correctos del filador empleado. El proceso de
fijacion implica una serie compleja de eventos quimicos y difiere
para los diferentes grupos de sustancias quimicas que se
encuentran en los tejidos.

La fijacidon implica preservar los organulos celulares y los
componentes quimicos en una condicion idéntica a la existente
durante la vida. Dado que este objetivo es imposible, por lo tanto,

se aplican métodos para i) prevenir la autolisis, ii) para evitar la
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descomposicion bacteriana, iii) fortalecer las células contra el dafio
para los procedimientos posteriores a la fijacion como la
deshidratacion, limpieza, incrustacion, etc., y para iv) para facilitar

la posterior coloracion de frotis exfoliativo.*?

2.2.7.2.2. Fijador

Un fijador es una sustancia que conserva post-mortem, la forma, la
estructura, la relacion y la composicion quimica de los tejidos y las
células. Los efectos de la fijacion se realizan sobre la muerte subita
de los tejidos, pero conserva la estructura de las células y sus
componentes inter-relacionados.

Ademas, la fijacion evita la coagulacion de proteinas, la difusion de
sustancias, el endurecimiento de los tejidos, evita la contraccion o
hinchazon celular, el cambio del indice de refraccion, facilita la
accion de los colorantes en la tincion, y evita la autodlisis y la

putrefaccion bacteriana.*?

2.2.7.2.3. Clasificacion de los fijadores
Se puede dividir los fijadores en Tres grupos principales:*’
A) Fijadores simples:
* Aldehido: Formaldehido, Gluteraldehido, Acroleina, Glioxal
* Agentes oxidantes: Tetréxido de osmio, Tetroxido de
potasio, permanganato, dicromato de potasio.
- Agente desnaturalizante o coagulante: Acido acético,

alcohol metilico, alcohol etilico.
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+ Otros: Cloruro mercurico, acido picrico.

B) Fijador compuesto:

* Fijador microanatomico: 10% de formalina, 10% de solucion
salina de formol, 10% de formalina tamponada, y 10% de
calcio formal

« Compuestos: liquido Zenker, liquido de Bouin, Liquido de

Genders.

C) Fijador citoldgico:
a) Fijador nuclear: liquido de Carnoy, liquido de Clarke,
formalina de alcohol

b) Fijador citoplasmatico: liquido de Champy.

Existen otros métodos de fijacién como la fijacion de vapor, fijacion

por calor, liofilizacion, etc.*

2.3. Hipétesis

Planteamos la siguiente hipotesis:

2.3.1. Hipétesis general
Hi: El destilado de pisco es comparable al etanol como fijador

citolégico cervical.
Ho: El destilado de pisco no es comparable al etanol como fijador

citolégico cervical.
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2.4. Variables

2.4.1. Variable independiente: Fijacion celular.

2.4.2. Variables comparadas:

Fijador etanol

e Fijador destilado de Pisco.

2.4.3. Variables dependiente: citologia cervical

2.5. Operacionalizacién de variables

Variables Definicion Deflnlc_:lon Dimensiones Indicadores
conceptual operacional
Fijacion
Proceso en el que se | convencional Adecuado
Etapa conservacion utlllzan agentes ta con etanol Fijacion
Fijacion | celular de los quiricos para evrar
. el deterioro celular
celular procesos degradativos .
celulares durante el Fuac.on
procesamiento alterativa con
citologico destilado de Inadecuado Fijacion
pisco
Adecuado
Compuesto quimico
Fijador organico que participa P de fijacion Fijacion
ctanol :vnel::o(;o":f::oie ue celular con el uso de -
rosq U€ | alcohol
previenen los
procesos degradativos
Inadecuado Fijacion
Adecuado
., . Procedimiento altemo
:2::;’“ chg':r‘::?;‘;‘l‘:;“:ge de fijacion con el uso Fijacion
. . de destilado
dePisco |l destilacionde pisco | o, de pisco -
con posible actividad il
fiadora post-produccion
enologica
Inadecuado Fijacion
Sin cambios | Negativo para lesion
Procesos de analisis Evaluacion intraepitelial
celular mediante la mic spica de Metaplasia esamosa
Citologia | coloracion de las ol oo adas Cambios o
cervical | células a través de la I tincion d benignos Lesion intraepitelial de
colecta de células ;o;n 2l r::lzlon e bajo grado
- panicolaou.
mativas. Lesion intraepitelial de
alto grado
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CAPITULO liI:
DISENO METODOLOGICO
3.1. Tipo de investigacion
Conforme los objetivos planteados este estudio reunen las caracteristicas
de una investigacion de tipo cuantitativo, prospectivo de corte transversal.
Ademas, tendra un disefio descriptivo comparativo, enmarcado en los
estudios de rendimiento diagndstico. El enfoque de la investigacion sera

cuantitativo.

3.2. Ambito de Investigacion

La investigacion se desarrollara en el Policlinico ROAL, un centro de
atencion primaria de la salud con mas de 15 afos de atencion en Lima
Norte. El ambito de desarrollo involucra la Citopatologia y la utilizacion de
recursos naturales nacionales para la validacidon e innovacion de
coloraciones celulares enmarcados en las prioridades de investigacion del

Peru.

3.3. Poblacion y muestra

3.3.1 Poblacién

La poblacion de estudio que compone el universo de la investigacion sera
el total de muestra de pacientes atendidas en el area de ginecologia del

Policlinico ROAL durante el periodo de estudio de mayo a julio de 2019.

3.3.2. Muestra
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Debido a que la poblacion es limitada, la muestra la conformaran 200 las

muestras de pacientes atendidas en el area de ginecologia del policlinico

ROAL durante el periodo de estudio que cumplan con los siguientes

criterio Inclusion y exclusion definidos previamente:

3.3.2.1. Criterios de Inclusion

1.

2.

Muestra de pacientes mayores de 18 afios.

Muestras cervicales correctamente colectadas con el cytobrush.
Muestras fijadas de inmediato bajo el Procedimientos Operacional
Estandarizado de la institucion.

Muestra de pacientes sin contaminacion, sin sangrado.

3.3.2.2. Criterios de exclusion

1.

2.

Muestra de pacientes que menores de 18 afos.

Muestras cervicales incorrectamente colectadas con el cytobrush o
con otro dispositivo.

Muestras no fijadas, fijadas con tiempos deficientes o fijados con
meétodos fuera de los Procedimientos Operacional Estandarizado
de la institucion.

Muestra de pacientes contaminadas, con abundante sangrado.

3.3.2.3. Muestreo: El tipo de muestreo sera no probabilistico por

conveniencia

3.4.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
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Fase Pre-Analitica

Todas las participantes firmaran un consentimiento informado (Anexo 1).
Durante la etapa pre analitica, la coleccion muestra se llevara a cabo
conforme las recomendaciones de la guia nacional para citologia
cervical.** Conforme estas recomendaciones se colectaran las muestras
con citocepillo o cytobrush (BD Cytobrush R) segun indicaciones del
fabricante, que indica girar el citocepillos dos veces y extender en
horizontal la muestra inmediatamente colectada la muestra. No se utilizara
espatula tipo Ayre y/o hisopo de algodon.

La fijacion sera directa y se realizara inmediatamente después del término
de la toma de muestra. Para ello se vertera 30 ml de alcohol (etanol de
70°) en un Coplin de vidrio, y 30 ml de Destilado de Pisco (procedente de
la vinicola de la Universidad Privada San Juan Bautista). Estos se
mantendran con tapa de vidrio cerrada a fin de evitar la evaporacion de
las soluciones. La fijacion se realizara individualmente cuando sea
posible y en grupo de 5 laminas portaobjetos como maximo por vez de
procesamiento. La duracién de la fijacidon sera de 10 minutos, cono se ha
indicado previamente.*® No se utilizara licor de Hoffman y polietilenglicoles
(laca en espray) como parte de la comparacion de la fijacion.

Las laminas fijadas estaran sujetas de un clip con un papel que informe
de la procedencia de la muestra, mediante cdédigo estandarizado del
policlinico.

Estas en forma conjunta, seran transportadas en sobres de papel dentro

de bolsas de plastico negras con sus solicitudes autorizadas por el
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ginecologo para el examen de Papanicolaou al Policlinico ROAL, donde

se procedera con la parte analitica del estudio.

Fase Analitica

La recepcion de los especimenes y de las solicitudes del examen se
realizara en coordinacion con el personal del area de Citologia del Servicio
de Patologia del Policlinico ROAL.

La preparaciéon analitica se realizara en 3 procesos: codificacion interna
(sobre las laminas no esmerilada y esmerilada con lapiz punta de
diamante y con lapiz de grafito, respectivamente), codificacion de la hoja
de conduccion del examen cervicouterino para Papanicolaou (sellado con
numero de registro y de recibido en conformidad) y adquisicién de datos
(relacién de los datos de la muestra con el centro de datos).4¢

Durante la fase analitica se prepararan todos los frotis sumergiéndolos en
alcohol de 96- durante 10 min a temperatura ambiente o en alcohol de 96
a 50 -C por 10 min, con la finalidad de eliminar el revestimiento con
polietilenglicoles (laca en espray o soluciones acuosas de uso frecuente),
incluso de varias semanas de fijaciéon. Se realizara la coloracion de
Papanicolaou empleando la modificacién prolongada de Papanicolaou en
cubetas de tincidn modificadas de Schifferdecker. El procesamiento por
corrida sera de 60 laminas coloreadas en cestillos portaobjetos de
distribucion comercial; en todo el proceso de realizaran evaluaciones de
la calidad macroscopica y microscopica para el majeo de interferentes. El
preparado se montara en medio anhidro Entellan® (Merck, Darmstadt,

Alemania) evaluando el indice de goteo del medio, la cantidad de llenado
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y la difluencia del medio sobre el portaobjetos al recubrirla con la lamina
cubreobjetos de 22 x 60 mm en posicion horizontal (Marienfeld, Lauda-

Konigshofen, Alemania).

Interpretacion citolégica

Esta sera realizada conforme los lineamientos de la guia Bethesda 2014.
Se consideraran positivos los registros que resultaron con
«anormalidades de células epiteliales escamosas o glandulares» y otras
atipias a la microscopia, luego de su evaluacion por citotecnélogos vy
anatomo-patélogos para su posterior digitalizacion en MS-Excel 2013
(Redmond, EE. UU.), donde se tabularon con las variables codificadas
como ASCUS, ASC-H ---células escamosas atipicas de alto grado de
malignidad---, AGUS, LSIL ---lesion intraepitelial de bajo grado---, HPV --
-virus del papiloma humano---, DL ---displasia leve---, HSIL ---lesion
intraepitelial de alto grado---, DM ---displasia moderada---, DS ---displasia
severa---, CIS ---carcinoma in situ---, CARCINOMA ESC ---carcinoma
escamoso---, CARCINOMA GLAND ---carcinoma glandular---, ADEN ---
adenocarcinoma---, NILM ---negativo para lesién intraepitelial o

malignidad--- y Ml muestra inadecuada.*’

3.5. Plan de procesamiento y analisis de datos

3.5.1. Lectura de extendidos:

La lectura de extendidos incluira el analisis de calidad de coloracion y
fijacién bajo el indice de calidad de Tincion (ICT) que seréa utilizada por

cada uno de los lectores expertos en citopatologia. Esta lectura se
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describira en una Ficha de Coleccion de datos que constituye el
instrumento de recoleccidon de datos del estudio (ANEXO 2). Esta ficha ha
sido validada previamente por expertos (ANEXO 3). Los lectores de las
laminas a doble ciego evaluaran los extendidos posteriores a su lectura e
interpretacion en el HOANDOMANI SB. Los lectores estan conformados
por un patologo clinicos con mas de 10 afios de experiencia y por
citotecnologos especialistas en el tema (con 10 afios de experiencia). Se
realizara conforme al cronograma la lectura programada de los extendidos

en el POLICLINICO ROAL - LABORATORIOS SAC.

3.5.2. Duracion del destilado de pisco:

Se evaluara su duracion conforme la disminucion en la cantidad inicial
referida y medida al inicio del estudio conforme sefiala Leite et al (2018).12
Ademas, el rendimiento se ira evaluando en los resultados citolégicos
evaluados por los expertos. Las caracteristicas fisicas del destilado se

evaluaran por observacion directa.

3.5.3. Andlisis estadistico de datos

Todos los datos del ICT se codificaran hacia la base de datos en IBM
SPSS v21.0 (Armonk, USA) para Windows. Para ajustar la variabilidad
interobservacional se utilizara la prueba de Pearson. El rendimiento del
destilado como fijador sera analizara mediante las pruebas diagndsticas y
la curva ROC. La concordancia del destilado y la fijacion normal con etanol
se evaluara con la prueba de concordancia no parameétrica de Kappa de

Cohen y Kappa pesada considerando un valor de p<0.05 y un intervalo de
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confianza de 95% como significativo. La construccion de tablas y graficos
se realizara en IBM SPSS v21.0 MS-Excel y CmapTools v.2.0 (Florida

Institute for Human & Machine Cognition, Ocala, FL, USA) para Windows.

3.6. Aspectos éticos

Los aspectos éticos en la investigacion estan garantizados por la
confiabilidad y el resguardo que tendra el investigador sobre la
informacion e identificacion de los pacientes donantes de las muestras
obtenidas, la cual se mantiene en anonimato y solo se usara para esta
investigacion. Este estudio cumple con lineamientos internacionales de
resguardo de informacion de pacientes. Este estudio cumple con la
autorizacion de los Jefes de Departamentos y Servicios involucrados en

el estudio, y por el Comité de Etica Institucional (ANEXO 4).
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CAPITULO IV:

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados
Se analizaron durante el estudio 200 laminas a doble ciego procedente de
cérvix de pacientes aparentemente sanas. La evaluacion de los jurados

evaluadores se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Valoracién del indice de Calidad de Tincién del fijador en base

a destilado de pisco frente a fijador etanolico

Parametros Jurados Promedio p value
Ne1 N2 Ne3 P

Background (Fondo) 0.89 0.91 0.89 0.90 0.808
Panorama general de la tincién 092 090 094 0.92 0.304
Morfologia celular 095 091 0.89 0.92 0.077
Caracteristicas nucleares* 098 094 0.95 0.96 0.092
Continuidad de membranas 0.94 0.85 0.89 0.89 0.185
TOTAL 094 090 091 092 0.122

*Incluye: patrén cromatico y membrana nuclear

Fuente: Primaria Creacion propia

Los datos indican un indice alto para todos los parametros citoldgicos
evaluados. La valoracidon con menor indice fue el de continuidad de

membranas (0.89) y el mas alto fue el de caracteristicas nucleares (0.96).
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. El promedio final de calidad de fijacion del destilado de pisco como fijador

en citologia cervical fue de 0.92 (Ideal=1). No se evidenciaron diferencias

en la evaluacion entre los jurados (p>0.05), esto implica una valoracion

simil interobservacional.

Tabla 2. Concordancia del fijador de destilado de pisco frente a fijador

etanolico como fijadores en citologia cervical.

Fijador Etanolico

Positivos  Negativo Total
Positivo 0 18
Destilado de Pisco Negativo 180 182
Total 180 200
Pruebas de concordancia Valor IC 95%
Kappa de
Cohen 0.94 0.86 a 1.022
Proporcion total de concordancia observada 0.99 -
Proporcion esperada por azar 0.83 -

Fuente: Primaria

Creacion propia

En la Tabla 2 se detalla el nivel de concordancia entre el fijador de

destilado de pisco frente al fijador etandlico para citologia cervical

demostrando un nivel de concordancia muy bueno con un grado de

concordancia de k=0.94 (1C95% 0.86 a 1.0).
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Tabla 3. Rendimiento del fijador de destilado de pisco frente a fijador

etanolico como fijadores en citologia cervical.

Fijador Etanolico

Positivos Negativo Total
Destilado d Positivo 18 0 18
estilado de :
Pisco Negativo 2 180 182
Total 20 180 200
Caracteristicas diagnostica Proporcion IC 95%
Sensibilidad 90.0% 74.8% a 92.3%

Especificidad 100.0% 98.1% a 100.0%
Valor predictivo positivo 100.0% 98.2% a 100.0%

Valor predictivo negativo 98.9% 96.5% a99.7%
Proporcion de falsos
positivos 0.0% 0.0% a1.9%
Proporcion de falsos
negativos 10.0% 0.3% a3.4%
Exactitud 99.0% 98.2% a 99.9%
Fuente: Primaria Creacion propia

El destilado de pisco como fijador citologico tuvo un rendimiento éptimo
en 200 muestras de citologia cervical analizadas en el estudio. Asimismo,
los resultados de las medidas de rendimiento establecieron una
sensibilidad diagnostica de 90% (IC95% 74.8 a 92.3), una especificidad
diagnostica de 100.0% (1C95% 98.1 a 100), un valor predictivo positivo de
100% (1C95% 98.2 a 100), un valor predictivo negativo de 98.9% (IC95%
96.5 a 100), proporcion de falsos negativos de 10% (IC95% 0.3 a 3.4), y

proporcion de falsos positivos de 0% (1C95% 0.0 a 1.9) (Tabla 3).
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Figura 1. Tiempo de duracién del destilado de pisco como fijador en

citologia cervical.
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10 -
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e
g

Fijador Etandlico Destilado de pisco

Fijadores citolégicos

Fuente: Primaria Creacion propia

En la Figura 1 se muestra el tiempo de duracion de ambos fijadores. Se
han considerado la duracién completa de ambos fijadores ya que durante
el periodo de estudio ambos mantuvieron sus caracteristicas fijadoras sin
encontrarse cambios estructurales (en los elementos nucleares,
citoplasmaticas, en el contenido del background de los extendidos y en el
resto de elementos presentes) en las evaluaciones por los jurados (para
el grupo de laminas fijadas con pisco y para el grupo fijado con alcohol
etilico. A partir de este tiempo de uso se entiendo la posibilidad de eso de

hasta el doble de tiempo
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Figura 2. Cantidad de laminas fijadas con el destilado de pisco como

fijador en citologia cervical frente al fijador etandlico.
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Fuente: Primaria Creacion propia

En la Figura 2 se muestra el tiempo de duracién de ambos fijadores
estimado en la cantidad de laminas coloreadas durante el tiempo en
estudio. En ambos casos se colorearon y fijaron 200 extendidos cervicales
sin evidenciar diferencias entre ambos métodos. Se estima su posibilidad
de uso en mas de la mitad de muestras fijadas durante el tiempo en

estudio.
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Figura 3. Costos de duracion del destilado de pisco como fijador en

citologia cervical frente al fijador etandlico.
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En la Figura 3 se muestra el costo del destilado de pisco respecto al etanol
como fijador en citologia cervical. Se evidenciaron 14 veces menos costo
para el fijador de pisco frente al otro método, estos costos son estimados
en base a la compra unitaria de ambos productos y su uso en simultaneo

para la fijacion, y posterior lectura de extendidos cervicales.
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4.2 Discusioén

Este estudio tuvo como objetivo comparar el etanol frente al destilado de
pisco como fijador citologico cervical en Lima, Peru, demostrando que el
fijador a base de pisco presenta un alto nivel de concordancia y alto
rendimiento con el fijador estandar en la coloracion de Papanicolaou.
Asimismo, se evidencio una calidad éptima de la fijaciéon con destilado de
pisco, bajo costo y una duracién comparable con el fijador etandlico.
Dentro de los procesos pre analiticos la fijacidn constituye el proceso final
de esta etapa que representa una de las fundamentales para el éxito de
la prueba de Papanicolaou y a su vez es la prueba que mas errores
presenta®®. La calidad de coloracion y por tanto la correcta interpretacién
en la prueba de Papanicolaou dependen inicialmente de la fijacidn, es por
ello que esta debe de poseer alto rendimiento para presentar el contenido
celular hasta su procesamiento analitico, y no entrar prontamente en los
procesos degradativos celulares.

Existen diferentes fijadores con diferente grado de rendimiento, pero con
el objetivo de preservar y ser misible con los siguientes pasos del proceso
de coloraciéon®. En este estudio determinamos que el destilado de Pisco
es comprable con el fijador basado en etanol, que es el mas usado y se
considera dentro de los protocolos de Papanicolaou hasta las
modificadores actuales de la técnica.#®192149 | a calidad estimada en la
fijacion con destilado de pisco se ha basado en los parametros
citomorfoldgicos valorados por tres jurados a doble ciego (Tabla 1), esta
comparacioén indica que componentes celulares han tenido un ICT>0.89,

mostrando una alta calidad. Por su parte los componentes de fondo han
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demostrado también poseer altos indices de tincion que indican una
correcta fijacidon (valor global del ICT=0.92).

Estos valores pueden ser comprables con procesos de fijacion con etanol
en la coloracion prolongada de Papanicolaou*® de Moya-Salazar y Rojas-
Zumaran que tuvo un ICT=0.94, también con la coloracién Cytocolor® que
presento en su estudio en 19 mil muestras un ICT=0.87, y con la
coloracién ecoldgica de Papanicolaou Eco-Pap?, cuyo ICT fue de 0.94
siendo el ideal 1 para todos los casos. Todas estas coloraciones*’° en
general coinciden con los valores determinados en el presente estudio.
Por otra parte, el estudio de Kapse et al."' donde se compararon
caracteristicas citomorfologicas en 247 frotis con C-PAPS y RADPS, el
24% de RADPS y el 7,3% de C-PAPS se informaron como
insatisfactorios. Por otro lado, el estudio de Leite et al.'”> compard
CellPreserv® con PreservCyt® e la deteccion de VPH y en la prueba de
Papanicolaou en base liquida en 725 mujeres demostrando 0,33 y 0,32%
de los casos fueron nos no satisfactorios para PreservCyt® vy
CellPreserv®, respectivamente. En el presente estudio en 200 muestran
ninguno fue reportado como insatisfactorio. Esto indica la nula accién del
fijador como interferente en la calidad de los extendidos, sin embargo esto
podria variar ya que el sistema de recoleccién demuestras y el tipo de
muestras podrian generar resultados insatisfactorios como previamente
se ha visto.®

El estudio de Kapse et al." tambien hallo con el método C-PAPS vy la
fijacion de secado al aire con rehidratacion citdlisis y los artefactos de en

2% y un 4% en RADPS; asimismo, el borde celular, el borde nuclear y la
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cromatina de células escamosas y endocervicales se apreciaron mejor en
RADPS en comparacién con C-PAPS. El estudio de Rupinder et al.®
también comparo la técnica de rehidratacion de extendidos secados al
aire frente a como un método fijacién en humedo con etanol en 461 frotis
cervical. La conservacion de la morfologia fue excelente en el 80,7% de
casos en la fijacion con alcohol, mientras que los frotis secados al aire y
rehidratados mostraron una excelente conservacion morfologica en 67%,
seguidos de 29.9% de conservacion optima y 2.8% de conservacion
subdptima. Ambos estudios precedentes a doble ciego mostraron que la
rehidratacion y la fijacidn al aire mostraron limitaciones en la conservacion
de muestras cervicales. En el presente estudio no se observaron cambio
celulares productos de la desecacion, esto se podria explicar a que el nivel
de alcohol contenido en el destilado de pisco logro preservar las celular,
evitando los procesos de degradacion y mejorando la conservacion mejor
los extendidos.

El fijador CellPreserv® demostro frente al PreservCyt® una concordancia
de 99.3% entre ambos en 703 muestras cervicales.'” Estos resultados
concuerdan y son ligeramente superiores a la muy buena concordancia
del fijador destilado de pisco frente al fijador etandlico en citologia cervical
valorados en este estudio. Pandiar et al.’® en su estudio para evaluar la
eficacia de dos edulcorantes naturales como cito-fijadores, demostraron
en 25 muestras células de la mucosa oral voluntarios sanos que fijadores
en base a estos compuestos fueron equivalentes al etanol y, por lo tanto,
pueden usarse como fijadores alternativos para los frotis orales. Otro

estudio que evaluo la capacidad de fijacion de soluciones organicas fue el
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de Singh et al."*, donde analizaron la eficacia de los frotis citoldgicos
fijados en etanol y 20% de miel sin procesar en 30 muestras orales
demostrando que 90% de los frotis fijados con etanol se fijaron
adecuadamente en comparacion con los frotis fijados con miel, que fueron
adecuados en 80%. En concordancia con estos preparados a partir de
cafna, en el presente estudio se demostré una muy buena concordancia
cuando se comparé el destilado de pisco con la solucion etandlico como
fijadores de extendidos cervicales. Asimismo, la fijacion con destilado de
pisco mostro una excelente calidad (ICT alto) y valores de rendimiento
superiores a estudios previos.0:13.14

Ademas de la fijacion en humedo con alcohol existe un amplio uso de
fijacion en aerosol, esta puede ser eficiente pero se han reportado que
presenta ciertas limitaciones luego en la coloracion y la interpretacion
celular.® El estudio de Renshaw,'® evidenciaron que con la fijacion con
spray dividido y la inmersién en solucidon humeda tuvieron una tasa de
adecuacion de 71.9% y un promedio de 96% mas de células para la
fijacion por spray (p<0.001). Es necesario que se evaluen en futuros
estudio el rendimiento del destilado de pisco frente a la fijacion en spray,
ya que existe evidencia a favor y evidencia que sefiala que el spray tiende
a producir mas artefactos y por tanto reduce la calidad de los extendidos
citoldgicos cwervicales.*°

Existen también estudios que compararon soluciones humedas en la
fijacion de laminas. El estudio de Shamsi et al.° comparo dos métodos de
fijacion para el frotis de Papanicolaou con solucién de Carnoy y alcohol

etilico al 96%. En 410 extendido demostraron que la adecuacién celular,
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el diagnostico de células escamosas y células glandulares fueron mejores
con Carnoy, incrementando la translucencia y reduciendo Ila
contaminacién sanguinea de los portaobjetos se redujo en los
portaobjetos fijados con Carnoy (13.85% frente al 49.51%). También el
estudio de Kumarasinghe et al.” evalué el metanol como fijador de 8
biopsias consecutivas de FNAB de tiroides teniendo una puntuacion total
para la conservacion del coloide 98% para el metanol y de 97% para el
etanol (p = 0.40). La puntuacion total para la conservacion de las células
(nuclear y citoplasmica) fue de 98.9% para el metanol y de 98.2% para el
etanol (p = 0.70). Estos estudios demuestran que dentro de los
preparados humedos para la fijacion celular existen incluso potenciales
medio fijadores distintos al etanol que pueden brindar nuevas beneficios
para el laboratorio de citologia. Este puede ser el caso del destilado de
pisco, que ademas de su desempefio comparable con este alcohol tiene
la ventaja de un costo menor pudiendo ser muy recomendable en

laboratorios de atencion primaria y en centros con bajo presupuesto.
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CAPITULO V:

CONCLUSION Y RECOMENDACION

5.1. Conclusion

Se concluye que:

Es comparable el fijador con etanol frente al destilado de pisco

como fijador citolégico cervical.

La calidad de fijacion del destilado de pisco como fijador en
citologia cervical fue O6ptimo en comparacion con el fijador

etandlico.

Existe un nivel muy bueno y alto grado de concordancia entre el

destilado de pisco frente al etanol como fijador en citologia cervical.

El rendimiento del destilado de pisco fue alto demostrando alta

sensibilidad y especificidad como fijador en citologia cervical.

El tiempo de duracidn del destilado de pisco como fijador en

citologia cervical fue comparable con el fijador etandlico.

Existe un bajo costo del destilado de pisco respecto al etanol como

fijador en citologia cervical.
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5.2. Recomendaciones

e Se recomienda evaluar el destilado de pisco en el contexto de
procesamiento diario de laminas para conocer su desempeno
como herramienta de la prueba de Papanicolaou en el tamizaje

de cancer cervical.

e Se realicen evaluaciones mas extensas que incluyan otros
fijadores para conocer su desempefio frente a otros fijadores de

un paso, preparados in house, comerciales o de otras marcas.

e Se realicen estudios de comparaciéon del fijador en base de
destilado de pisco en otros contenidos citologicos, como
citologia de tiroides o de mama a fin de conocer su desempefio

y sus beneficios.

e Se recomienda pueda compararse el fijador de destilado de

pisco con fijadores basados en propanol.

e Se continuen con evaluaciones del destilado de pisco en
citologia cervical en muestra de pacientes con lesiones
preneoplasicas, lesiones indeterminadas o0 lesiones
neoplasicas para entender en este contexto cuan eficiente

podria ser este fijador.

e Se evalué el fijador con destilado de pisco en otras coloraciones
citologicas o modificaciones de la coloracion de Papanicolaou
(REAP, Eco-Pap, Fast-Pap, etc) para conocer su rendimeinto y

beneficios de este fijador.
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Anexo 1

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Fecha....cccovvvininnnnn,
YOttt e identificado con DNI (carné de extranjeria o pasaporte para
extranjeros) N2 he sido informado por el Dr.

..................................................................................................................... acerca de los estudios vy
tratamientos que mi tamizaje requiere.

Se me ha informado de los riesgo y beneficios que obtendré del estudio
................................................................................................................ , cuyo procedimiento

He realizado las preguntas que consideré oportunas, todas las cuales han sido absueltas y con
repuestas que considero suficientes y aceptables.

Por lo tanto, en forma conciente y voluntaria doy mi consentimiento para que se me
FEAIICE ettt ettt et s e b et et sa b bt e s

Teniendo pleno conocimiento de los posibles riesgos, complicaciones y beneficios que podrian
desprenderse de dicho acto.

Firma del paciente o responsable legal Firma del profesional
DNI DNI

Firma de un testigo
DNI

REVOCATORIA (NEGACION)

Firma del paciente o responsable legal
DNI

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
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Anexo 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

NUMERO DE FICHA e FECHA: 18/07/2019
1. DATOS:
Nombre D e
Profesion: : () Patdlogo () Tecnologo Médico
Centro de trabajo :( )MINSA ( )EsSalud ( )Otro

2. PARAMETROS DE EVALUACION

N2 Parametros Valoracion

1 Background (Fondo)
Hemorragico/sucio ‘0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘ Limpio

2 Panorama general de la tincion
Malo ‘0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘ Bueno

3 Morfologia celular

No preservada ‘ 0 ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ Bien preservada

4 Caracteristicas nucleares
Patron cromatico

Finamente

Grueso o grumoso 0|1/2|3(4|5|6| granular

Membrana nuclear
Engrosamiento ‘ O‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ Borde irregular

5 Continuidad de membranas
No preservada ‘ 0 ‘ 1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ Bien preservada
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ANEXO 3: FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO DE INVESTIGACION

JUICIO DE EXPERTOS

l. DATOS GENERALES
1.1 APELLIDOS Y NOMBRES : Hans Lenin Contreras Pulache
1.2 GRADO ACADEMICO : Medico Cirujano, Magister Salud Publica y Gestion
1.3 INSTITUCION QUE LABORA : Universidad Norbert Wiener
1.4 TITULO DE LA INVESTIGACION : Estudio comparativo entre el etanol y destilado de
pisco como fijador citoldgico cervical
1.5 NOMBRE DEL INSTRUMENTO - indice de Calidad de Tincién
1. ASPECTOS A EVALUAR:
INDICADORES DE CRITERIOS CUALITATIVOS Deficiente Regular Bueno Muy Excelente
EVALUACICN DEL CUANTITATIVOS (01 - 09) (10-12) {12 - 15) Bueno (18 - 20)
INSTRUMENTO (15-18)
01 02 03 04 05
Esta formulado con lenguaje v
1.CLARIDAD apropiado v
Esta expresado con conductas /
2. OBJETIVIDAD observables
Adecuado con el avance de la /
3. ACTUALIDAD ciencia y tecnologia
4 ORGANIZACION Existe una organizacién y logica v
Comprende los aspectos  en /
5. SUFICIENCIA cantidad y calidad
Adecuado para valorar los aspectos /
6. INTENCIONALIDAD de estudio
Basado en el aspecto tedrico /
7. CONSISTENCIA cientifico y del tema de estudio
Entre las variables, dimensiones y /
8. COHERENCIA variables.
La estrategia responde al proposito /
9. METODOLOGIA del estudio
Genera nuevas pautas para la
10. CONVENIENCIA investigacién y construccion de /
teorias
Sub Total
Total ‘H
Mgtr. Hans Contreras Pulache
CMP. 58195 .

Firma del experto




ANEXO 3: FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO DE INVESTIGACION

JUICIO DE EXPERTOS

. DATOS GENERALES
1.1 APELLIDOS Y NOMBRES

1.2 GRADO ACADEMICO

1.3 INSTITUCION QUE LABORA

1.4 TITULO DE LA INVESTIGACION

1.5 NOMBRE DEL INSTRUMENTO

: Victor Abraham Rojas Zumaran
: Licenciado Tecndlogo Médico
:Hospital Nacional Docente Madre Nifio San Bartolomé
: Estudio comparativo entre el etanol y destilado de
pisco como fijador citolégico cervical

: indice de Calidad de Tincién

iIl. ASPECTOS A EVALUAR:
INDICADORES DE CRITERIOS CUALITATIVOS Deficiente Regular Bueno Muy Excelente
EVALUACION DEL CUANTITATIVOS (01 -09) (10-12) (12- 15) Bueno (18 - 20)
INSTRUMENTO (15-18)
01 02 03 04 05

Esta formulado con lenguaje /
1.CLARIDAD apropiado v

Esta expresado con conductas I/
2. OBJETIVIDAD observables

3. ACTUALIDAD

Adecuado con el avance de la
ciencia y tecnologia

of

7

4 ORGANIZACION Existe una organizacion y logica
Comprende los aspectos en
5. SUFICIENCIA cantidad y calidad

6. INTENCIONALIDAD

Adecuado para valorar los aspectos
de estudio

7. CONSISTENCIA

Basado en el aspecto tedrico
cientifico y del tema de estudio

8. COHERENCIA

Entre las variables, dimensiones y
variables.

9. METODOLOGIA

La estrategia responde al proposito
del estudio

10. CONVENIENCIA

Genera nuevas pautas para la
investigacién y construccion de
teorias

Sub Total

Total
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ANEXO 3

FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO DE INVESTIGACION

JUICIO DE EXPERTOS

. DATOS GENERALES
1.1 APELLIDOS Y NOMBRES
1.2 GRADO ACADEMICO
1.3 INSTITUCION QUE LABORA
1.4 TITULO DE LA INVESTIGACION

1.5 NOMBRE DEL INSTRUMENTO

: Lozano Zanelly, Glenn Alberto

: Doctor en Medicina

: Universidad Norbert Wiener

: Estudio comparativo entre el etanol y
destilado de pisco como fijador citol6gico

cervical

: Indice de Calidad de Tincién

I ASPECTOS A EVALUAR:
INDICADORES DE CRITERIOS CUALITATIVOS Deficiente Regular Bueno Muy Excelente
EVALUACION DEL CUANTITATIVOS (01 - 09) (10-12) (12-15) Bueno (18 - 20)
INSTRUMENTO (15-18)
01 02 03 04 05
Esta formuladoe con lenguaje X
1.CLARIDAD apropiado
Esta expresado con conductas X
2. OBJETIVIDAD observables
Adecuado con el avance de la X
3. ACTUALIDAD ciencia y tecnologia
X
4 ORGANIZACION Existe una organizacion y l6gica
Comprende los aspectos en cantidad X
5. SUFICIENCIA y calidad
Adecuado para valorar los aspectos X
6. INTENCIONALIDAD de estudio
Basado en el aspecto tedrico X
7. CONSISTENCIA cientifico y del tema de estudio
Entre las variables, dimensiones y X
8. COHERENCIA variables.
La estrategia responde al propésito X
9. METODOLOGIA del estudio
Genera nuevas pautas para la X
10, CONVENIENCIA investigacion y construccion de
teorias
Sub Total 28 15
43
Total
Promedio de Valoracion: 17 (Muy bueno)
Firma del experto
1
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Anexo 4



Sres. (Bachilleres)
Miguel Armando Par Alvarer

Adita Martinez Ldper

Presente.

Por la presente reciban muestras de mi estima personal, Yo Dr. JOSE LUIS RAYMUNDO
FLORES como Director del Policlinico ROAL LABORATORIOS SAC (RUC 20507416056),
emito este documento referida al proyecto titulade “Estudlo comporotivo entre el
destilodo de pisco y etanol como fijodor citolégico cervical” de los estudiantes bachilleres
en Tecnologia Médica Sr. Miguel Armando Paz Alvarez y Adita Martinez Lipez, que tiene
eomo chjetivo la obtencidn del titulo académico de Licenciado en Tecnologia Médica en

Laboratorio Clinico y Anatomia Patolégica en la Universidad Privada Norbert Wiener.

En este documento doy conformidad de que el proyecto se realizara en el Area de
Ginetologia y Laboratorio Clinico y Anatomia Patologica del Polidinico ROAL
LABORATORIOS SAC conforme al cronograma establecido. Asimismo, doy fe de que he
leido &l proyecto de tesis y doy mi conformidad con los métodos y materiales necesarios,
siendo que |2 institucién que dirijo brindara todas las facilidades para su desarrollo.

Sin otro en particular, Me despido

SE LUIS RAYMUNDO FLORES
CMP 018374 RNE 011867
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CONSTANCIA DE EJECUCION DE
PROYECTO DE INVESTIGACION

El presente documento da constancia que el Policlinico ROAL LABORATORIOS
S.A.C con RUC 20507416056 y Codigo RENIPRESS 00013329. ha colaborado
satisfactoriamente con el proyecto titulado “ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE
EL ETANOL Y DESTILADO DE PISCO COMO FIJADOR CITOLOGICO
CERVICAL? realizado por los bachilleres en Tecnologia de Médica en Laboratorio
Clinico y Anatomia Patoldgica Miguel Armando Paz Alvarez DNI 74121935 y

MARTINEZ LOPEZ ADITA CON DN/ 44139814 durante el afio 2019-2020, bajo la
asesoria del Dr. Angello Ascarza Gallegos y el Lic. TM. Jeel Moya Salazar.

Se le ha brindado las facilidades para el desarrollo del proyecto en todas sus
etapas que incluyen la preparacién de soluciones fijadoras, coleccion de muestras,
fijacion y almacenamiento de ldminas, y el acceso a los datos para los fines
requeridos conforme ha indicado en el proyecto de investigaciéon presentado al
Policlinico. Se ha supervisado las actividades respetando los cronogramas
establecidos.

Se expide la siguiente constancia para los requerimientos solicitados

!/ (7
an/o'!{as RAYMUNDO FLORES
CMP 018374 RNE 011867

Atentamente,
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ANEXO

AVIDENCIA DEL ESTUDIO

Lesidn cervical del grado indeterminado, fijado con destilado de pisco
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Lesion de significado indeterminado, fijacidn alcohol
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Propiedades fisicas y quimicas del alcohol

1.

Propiedades Quimicas Los alcoholes pueden comportarse como acidos o
bases, esto gracias al efecto inductivo, que no es mas que el efecto que
ejerce la molécula de —OH como sustituyente sobre los carbonos
adyacentes. Gracias a este efecto se establece un dipolo.

_Estructura del Alcohol La estructura del alcohol esta relacionada con su
acidez. Los alcoholes, segun su estructura pueden clasificarse como
metanol, el cual presenta un so6lo carbono, alcoholes primarios,
secundarios y terciarios que presentan dos o mas moléculas de carbono.
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