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Contacto: dcarvajal@alemana.cl

Durante los últimos 170 años, la Anatomía Patológica ha 
sido la especialidad médica encargada del diagnóstico 
de la enfermedad a través del examen de los tejidos 
humanos. Primordialmente enfocada en la autopsia en 
un principio, ha evolucionado en los últimos 50 años 
hacia el análisis de muestras pequeñas y los análisis 
genómicos, asistida por los avances en imágenes y en 
biología molecular.

Así como el ejercicio de la medicina se sustenta 
fundamentalmente en herramientas simples, de alto 
valor predictivo y bajo costo, como es la anamnesis 
y el examen físico, la Anatomía Patológica descansa 
en los cortes histológicos teñidos con hematoxilina-
eosina. La gran mayoría de las consultas al especialista 
son resueltas con este recurso, y la correlación entre 
muestras microscópicas y su correlato quirúrgico o 

excisional, nos permite afinar nuestras capacidades. 
Adicionalmente, la tecnología nos permite extraer 
mucho más de nuestras “materias primas”, las 
inclusiones en parafina y las láminas histológicas. 
El análisis automatizado de imágenes para 
identificación de marcadores de respuesta a terapia, la 
determinación de la presencia de virus oncogénicos en 
muestras citológicas en plataformas estandarizadas, 
la secuenciación masiva de ADN y ARN tumoral y la 
inteligencia artificial, constituyen oportunidades para 
el avance científico y beneficio al enfermo.

En Clínica Alemana de Santiago contamos con la 
tecnología y la experiencia para utilizar estos recursos 
para servir a nuestros pacientes. A continuación, les 
presentamos brevemente nuestra experiencia en 
algunas de estas áreas

Editorial



5

R E V I S T A  E L E C T R Ó N I C A  C I E N T Í F I C A  Y  A C A D É M I C A  D E  C L Í N I C A  A L E M A N A 

Artículo Original

Secuenciación paralela masiva en tumores sólidos: 
implicancias actuales y experiencia de un centro 
terciario chileno

Francisco J. Pérez, PhD (c)
Daniel E. Carvajal, MD

Laboratorio de Diagnóstico Molecular y Biomarcadores
Servicio de Anatomía Patológica
Departamento de Laboratorio Clínico, Banco de Sangre y Anatomía Patológica
Clínica Alemana de Santiago, Facultad de Medicina Clinica Alemana, Universidad del Desarrollo, Santiago, Chile. 

Contacto: frperezb@alemana.cl

Abreviaciones
NGS: secuenciación paralela masiva.

Resumen
La medicina de precisión ha mejorado la evolución clínica 
de los pacientes. La secuenciación paralela masiva (NGS) 
posibilita el análisis simultáneo de un gran número de genes 
relevantes en cáncer, potenciando la selección de terapias 
personalizadas. En Chile el estudio de alteraciones en 
genes individuales constituye la práctica clínica habitual en 
diagnóstico oncológico. Clínica Alemana de Santiago ofrece 
desde 2017, el primer test NGS de aplicación clínica del país.

Entre mayo de 2017 y abril de 2019 se realizaron 83 exámenes, 
con un promedio de 3 casos mensuales. Los tipos tumorales 
más frecuentes fueron colon (49%) y pulmón (24%). El 
96% de los casos fue secuenciado exitosamente y todos 
presentaron al menos una mutación, siendo TP53 el gen 
con mayor frecuencia de alteraciones (90%). Mutaciones 
de relevancia clínica fueron detectadas en 91%, siendo 64% 
alteraciones potencialmente accionables. BRAF presentó 
alteraciones en la mayor variedad de tipos histológicos, con 

mutaciones en tiroides, GIST, piel, pulmón y colon. KRAS 
presentó la mayor prevalencia de alteraciones drogables 
(38%). A un costo de MM$ 1,5 este test es la opción más 
rápida y costo-efectiva para evaluar alteraciones en tres o 
más genes, en comparación al estudio secuencial de genes 
individuales en pacientes con tumores sólidos.

Introducción
Durante los últimos años, el tratamiento del cáncer 
ha evolucionado desde el paradigma de un esquema 
terapéutico seleccionado de acuerdo a las características 
histopatológicas del tumor, hacia la utilización de fármacos 
dirigidos molecularmente para tratar  alteraciones genéticas 
presentes en una gama de tipos tumorales(1). Este método 
de tratamiento, conocido como medicina personalizada o 
de precisión, ha permitido mejorar la evolución clínica de los 
pacientes y reducir los efectos secundarios.

Las terapias dirigidas han sido utilizadas durante años en la 
práctica clínica mediante el estudio de fragmentos de ADN 
en genes individuales, como EGFR en cáncer de pulmón 
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Figura 1. 

de células no pequeñas(2) y RAS en cáncer colorrectal(3). Sin 
embargo, estudios sugieren necesidad de caracterizar más 
exhaustivamente las alteraciones genéticas para identificar 
correctamente los pacientes que podrían beneficiarse de 
estas terapias(1,4–6). 

El desarrollo de la secuenciación paralela masiva (NGS), 
ha incrementado la capacidad de generación de datos, 
permitiendo analizar simultáneamente gran número 
de genes con relevancia en cáncer, constituyendo 
una poderosa herramienta en diagnóstico molecular y 
potenciando la selección de terapias personalizadas(6).

Hasta 2017, el Laboratorio de Diagnóstico Molecular y 
Biomarcadores de Clínica Alemana de Santiago, ofrecía 
el estudio de mutaciones en 9 genes: BRAF, EGFR, IDH1, 
IDH2, KIT, KRAS, NRAS, PDGFRA y PIK3CA. En mayo de 
2017 fue lanzado el panel NGS ONCO-50. Este test, el 
primer panel NGS de aplicación clínica del país, evalúa en 
forma simultánea variantes de nucleótico simple (SNV) y 
pequeñas inserciones y deleciones (INDELS) presentes en 
50 oncogenes y genes supresores de tumores.

Este trabajo describe nuestra experiencia utilizando el panel 
ONCO-50 para el diagnóstico de alteraciones genéticas en 
tumores sólidos, luego de dos años de implementación.

Descripción del test
El panel ONCO-50 utiliza la tecnología de secuenciación 
paralela masiva de Ion Torrent, está basado en el panel Ion 
AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 (ThermoFisher Scientific) 

y ha sido optimizado para su utilización con muestras de 
tejido fijado en formalina e incluido en parafina (FFPE), que 
es el estándar de procesamiento de tejido en Anatomía 
Patológica. El test permite generar 207 fragmentos de ADN 
(amplicones) a partir de 10 ng de ADN total aislado de la 
muestra y está diseñado para producir amplicones de un 
tamaño promedio de 154 pares de bases, lo que permite su 
uso incluso con muestras parcialmente degradadas. Una vez 
producidos, los fragmentos de ADN son marcados con una 
secuencia pre-definida de nucleótidos a modo de código de 
barras molecular, formando una librería de amplicones que 
luego es amplificada mediante reacción de la polimerasa 
en cadena en emulsión (emPCR). Las librerías amplificadas 
son secuenciadas en un secuenciador masivo Ion PGM™ y 
los datos de secuenciación son evaluados con el programa 
Torrent Suite. Finalmente las variantes detectadas son 
analizadas usando el programa Ion Reporter, utilizando 
filtros informáticos estandarizados durante la validación 
analítica del examen. Para el estudio de mutaciones fue 
utilizado como referencia el genoma humano GRCh37/hg19.

Resultados
En el período comprendido entre mayo de 2017 y abril de 
2019 se realizaron 83 exámenes ONCO-50. La demanda se 
ha mantenido relativamente estable en el tiempo, con un 
promedio de tres casos mensuales (Figura 1A). El tiempo 
de entrega de los resultados ha promediado los 10 días 
hábiles, con un rango intercuartil de 9-12 días (Figura 1B). 
Este tiempo es calculado desde la solicitud del test hasta la 
publicación del informe y no considera el tiempo empleado 
en el diagnóstico histopatológico.

B. Diagrama de caja y bigote (box-plot) del plazo de entrega de 
resultados del panel ONCO-50. N=83.

A. Número de casos del panel ONCO-50 
realizados por intervalo de tiempo. 
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Los tipos tumorales más frecuentemente testeados, de 
acuerdo a su clasificación histopatológica de origen,  fueron 
colon (49%) y pulmón (24%) (Figura 2). El 96% de los casos 
(80/83) fue secuenciado exitosamente y en todos ellos se 
obtuvo resultados analizables. En tres casos (4%) no se 
contó con la cantidad y/o calidad suficiente de muestra 
para la secuenciación y estudio de las variantes. En todos 
los casos válidamente secuenciados se detectó al menos 
una mutación, siendo TP53 el gen con la mayor frecuencia 
de alteraciones, detectándose mutaciones en el 90% de 

los casos (72/80). Otros genes frecuentemente mutados 
fueron PIK3CA (30%), KDR (26%), KRAS (24%) y APC (23%) 
(Figura 3A).

De acuerdo a su efecto biológico, se evidenció una 
amplia gama de variantes en los genes con alteraciones, 
predominando polimorfismos en TP53 (68/106), KDR (22/22) 
y PIK3CA (15/26), mientras que los genes con la más alta 
frecuencia de variantes con efecto patogénico fueron KRAS 
(18/19), BRAF (12/12) y NRAS (4/4) (Figura 3B). 

Figura 2. Distribución de casos testeados 
con el panel ONCO-50 de acuerdo con su 
clasificación histopatológica de origen. 
N=83.

Figura 3. 

A. Frecuencia de mutaciones en los genes del 
panel ONCO-50 en los casos con alteraciones 
detectadas. N=80. 

B. Frecuencia del tipo de variantes, clasificadas de acuerdo con 
su efecto biológico, de los genes del panel ONCO-50 en los casos 
con alteraciones detectadas. N=80.
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Se detectaron mutaciones de relevancia clínica conocida 
en el 91% de los casos (73/80), siendo un 64% de ellas 
(47/73) alteraciones potencialmente drogables, esto es, 
alteraciones que podrían predecir respuesta a terapias 
dirigidas(7). De acuerdo a la clasificación histológica del 
tumor, se evidenciaron mutaciones accionables en el 100% 
de las muestras de piel (5/5), cerebro (2/2) y GIST (1/1); en 
el 68% de las muestras de colon (28/41) y en el 50% de las 
muestras de pulmón (10/20) y tiroides (1/2) (Figura 4A).

Las alteraciones accionables fueron detectadas en un 
conjunto de 9 genes: BRAF, EGFR, ERBB2, HRAS, IDH1, IDH2, 
KRAS, NRAS y PIK3CA. De este grupo, BRAF fue el gen 
que presentó alteraciones en la mayor variedad de tipos 
histológicos, con mutaciones detectadas en el 100% de los 
casos de tiroides (1/1) y GIST (1/1), en el 40% de los casos de 
piel (2/5), en el 30% de los casos de pulmón (3/10) y en el 
18% de los casos de colon (5/28), (Figura 4B). 

Figura 5. Distribución del número de variantes detectadas 
en los genes con alteraciones accionables. N=47.

Figura 4.

A B

Figura 4. 
B. Distribución de genes con variantes accionables 
detectadas de acuerdo con la clasificación histopatológica 
del tumor.

A. Frecuencia de variantes accionables y no 
accionables detectadas de acuerdo con la 
clasificación histopatológica del tumor. 

Los tipos histológicos con mayor diversidad 
de genes con alteraciones drogables 
fueron colon y pulmón (6 y 5 genes, 
respectivamente). KRAS fue el gen con 
la mayor prevalencia de alteraciones 
predictivas, detectándose mutaciones 
en el 38% (18/47) de los casos, siendo 
las mutaciones del codón 12 las más 
frecuentes (13/18, 72%). Asimismo, NRAS 
presentó también una elevada frecuencia 
de mutaciones en el codón 12 (2/4, 50%). 
Otros genes con elevada prevalancia de 
alteraciones fueron BRAF, PIK3CA y NRAS, 
con 25% (12/47), 13% (6/47) y 9% (4/47) de 
los casos, respectivamente (Figura 5). EN 
BRAF, las mutaciones en el codón 600  
fueron las más frecuentemente detectadas 
(10/12, 83%).
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El arancel de los tests de estudio de mutaciones en genes 
individuales está comprendido entre MM$0,56 para BRAF, 
IDH1, IDH2, KRAS, NRAS ó PDGFRA, y MM$0,72 para EGFR 
(Tabla 1). Considerando que en la práctica clínica habitual es 
necesario el estudio de más de un gen, el costo del estudio 

de alteraciones en el tumor se eleva entre MM$1,68 y 1,84 
dependiendo del tipo histológico tumoral. En comparación, 
el estudio simultáneo de los 50 genes incluidos en el panel 
de secuenciación paralela masiva ONCO-50 tiene un arancel 
de MM$1,5.

Tabla 1. Detalle de aranceles del año 2019 para estudios de mutaciones en 
genes blancos terapéuticos potenciales. MM$: Millones de pesos chilenos.

cobas EGFR

Secuenciación Sanger: KIT

Secuenciación Sanger: BRAF, IDH1, IDH2, KRAS, NRAS ó PDGFRA

Colon (KRAS, NRAS, BRAF)

Melanoma (BRAF, NRAS, KIT)

Pulmón (EGFR, BRAF, KRAS)

ABL1 

AKT1 

ALK 

APC 

ATM 

BRAF 

CDH1 

CDKN2A 

CSF1R 

CTNNB1 

EGFR 

ERBB2 

ERBB4 

EZH2 

FBXW7 

FGFR1 

FGFR2 

FGFR3 

FLT3 

GNA11 

GNAS 

GNAQ 

HNF1A 

HRAS 

IDH1 

JAK2 

JAK3 

IDH2 

KDR 

KIT 

KRAS 

MET 

MLH1 

MPL 

NOTCH1 

NPM1 

NRAS 

PDGFRA 

PIK3CA 

PTEN 

PTPN11 

RB1 

RET 

SMAD4 

SMARCB1 

SMO 

SRC 

STK11 

TP53 

VHL 

0,72

0,70

0,56

1,68

1,82

1,84

1,50

Blancos terapéuticos potenciales  

Genes individuales

Combinaciones por tipo de tumor

Panel de secuenciación ONCO-50 

Costo por caso (MM$)
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Conclusiones
En conclusión, el Laboratorio de Diagnóstico Molecular 
y Biomarcadores de Clínica Alemana de Santiago tiene a 
disposición de la comunidad médica el primer panel de 
secuenciación paralela masiva de uso clínico del país. A dos 
años desde su implementación el test ha sido realizado con 
éxito en 80/83 (96%) pacientes, llevando a la identificación 
de mutaciones de relevancia clínica en el 91% (73/80) y 
permitiendo evidenciar un 64% (47/73) de alteraciones 
potencialmente accionables, demostrando su utilidad para 
impactar en el manejo clínico de pacientes con diversos 
tipos de cáncer.

Nuestros resultados muestran que el empleo de un panel 
de secuenciación masiva constituye una herramienta 
efectiva para el diagnóstico y selección de tratamientos 
en oncología de precisión. Considerando la práctica clínica 
actual, respecto a la necesidad de la evaluación exhaustiva 
de las alteraciones alteraciones genéticas presentes en 
el tumor para la correcta identificación de pacientes que 
podrían beneficiarse de terapias dirigidas, la utilización del 
panel ONCO-50 es la opción más rápida y costo-efectiva si 
se compara al estudio secuencial de genes individuales en 
pacientes con cáncer. Finalmente, desde principios de 2019 
se encuentra disponible el test ONCO-161, el cual comprende 
el análisis de mutaciones en hotspots y gen completo, 
alteración de número de copias y reordenamientos 
relevantes en 161 oncogenes y genes supresores de 
tumores, y que complementa el portafolio de estudios 
genómicos para nuestros pacientes
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Artículo de revisión

Inteligencia artificial en patología: 
perspectivas actuales

Dr. Daniel Carvajal H. 
Unidad de Anatomía Patológica
Departamento de Laboratorio Clínico, Banco de Sangre y Anatomía Patológica
Clínica Alemana de Santiago, Facultad de Medicina Clínica Alemana, Universidad del Desarrollo, Santiago, Chile.

Contacto: dcarvajal@alemana.cl

Resumen
En las últimas dos décadas, la capacidad de digitalizar 
láminas histológicas ha impactado la velocidad con se 
pueden compartir los datos con otros profesionales y el 
ámbito educacional. El aumento del poder computacional 
ha llevado al desarrollo de rutinas automatizadas de 
aprendizaje y detección. Estos métodos de inteligencia 
artificial tienen el potencial de mejorar el control de 
calidad, diagnóstico histológico y predicción de beneficio a 
tratamiento. Pueden enriquecerse además de información 
más allá de lo morfológico, al integrar datos genómicos 
al proceso. Es indudable que, durante los próximos 10 
años, estos nuevos métodos objetivos permearán el 
funcionamiento del laboratorio de Anatomía Patológica a 
todo nivel, incrementando la eficiencia y los beneficios al 
paciente.

Introducción
Durante las últimas dos décadas, la masificación de 
herramientas para digitalización de láminas histológicas 
ha impactado la práctica de la Anatomía Patológica. La 
capacidad de compartir imágenes con otros patólogos 
(telepatología), el mejoramiento del almacenamiento y el 
acceso a sets de datos educacionales (para residentes o 
conferencias)(1) han sido algunas de las aplicaciones más 
conocidas. Sin embargo, en los últimos años, el aumento del 
poder computacional y los volúmenes de datos han llevado 
al desarrollo de rutinas de inteligencia artificial aplicables a 
diferentes ámbitos de interés del patólogo. Estos métodos 
utilizan datos estructurados y no estructurados, así como 
distintas “capas” de análisis(2,3), para determinar clasificadores 
presentes en los tejidos, los cuales son observables o no 
para el profesional. En el siguiente artículo, revisaremos 
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algunas de las áreas de interés donde la inteligencia 
artificial puede incrementar el rendimiento de las tareas en 
Anatomía Patológica.

Control de calidad
La inteligencia artificial también puede asistir en el avance 
y control de la técnica histológica. Las diferencias en la 
tinción entre laboratorios constituyen una de las mayores 
fuentes de variabilidad en patología, y a su vez, son una 
de las barreras más importantes para la generalización de 
protocolos de análisis automatizados(2). Esto puede lograrse 
a través de normalización del color, la cual puede variar el 
valor de un píxel en base a una distribución predeterminada. 
Otro recurso es el incremento de datos, que crea conjuntos 
de imágenes de diferentes colores, con el fin de aumentar la 
nitidez, brillo y contraste, así como también puede separar 
los colores de los diferentes componentes y normalizarlos 
individualmente.

Si bien, en términos generales, el funcionamiento del 
laboratorio de Anatomía Patológica ha permanecido 
fundamentalmente inalterado durante los últimos 30 
años, la incorporación de plataformas automatizadas 
de alta velocidad para la adquisición de imágenes se ha 
convertido en un hecho cotidiano para los centros de 
mayor complejidad (4). La creación de repositorios de 
imágenes para el entrenamiento continuo de patólogos, 
así como la capacidad de retroalimentación manual o 
automatizada con asistencia de inteligencia artificial, tiene 
el potencial de mejorar los resultados diagnósticos de los 
patólogos. Asimismo, la habilidad de controlar prospectiva 
y retrospectivamente el rendimiento de los profesionales 
tiene implicancias en la protección al paciente. Un ejemplo 
es la búsqueda de imágenes basada en contenido (CBIR, 
del inglés content-based image retrieval) (2). CIBR cuantifica 
similitudes entre imágenes desde el punto de vista 
histopatológico y general, realizando un análisis profundo 
de texturas. Esta técnica ha logrado resultados certeros y 
puede asistir en la resolución de casos difíciles.

Diagnóstico histopatológico
El advenimiento de escáneres digitales de lámina completa 
ha ayudado al desarrollo del área de la histomorfometría 
cuantitativa, en la cual se entrenan rutinas en la detección 
y cuantificación de características (5). Un requisito para 
estas técnicas es la capacidad de identificar los llamados 
“primitivos histológicos” (núcleo, célula, mitosis, glándula, 
etc.). Existen dificultades para su implementación masiva. 
El desarrollo de tareas específicas requiere un desarrollo 

prolongado. Para localizar y segmentar adecuadamente una 
región, se requiere conocer toda la variabilidad de forma, 
textura y color que pueden tomar, lo que termina siendo 
un proceso tedioso. Luego de finalizada la parte preliminar, 
es común que los resultados sean menos certeros en un 
nuevo set de datos. Finalmente, esto redunda en que son 
los desarrolladores los únicos que entienden el proceso de 
entrenamiento, lo cual dificulta la aprobación para su uso 
por entes reguladores (3, 4).

Sin embargo, en los últimos años se han logrado avances 
importantes. En el centro de este campo de estudio se 
encuentra la identificación y segmentación nuclear (1). 
Los algoritmos de inteligencia artificial son capaces de 
definir mapas de probabilidad (6), separando regiones en 
dos clases, nuclear y no nuclear. Otros (7) han enfocado el 
problema con tres aproximaciones, dándole a los contornos 
del núcleo la misma jerarquía. Como habíamos mencionado, 
trasladar los resultados a un set de validación, o incluso 
entre órganos, disminuye el rendimiento. Para evitar esto, 
se ha intentado definir un entrenamiento más transversal 
para estas rutinas de aprendizaje, a través de la generación 
de imágenes sintéticas (8), las cuales combinan zonas de 
imágenes de diferentes orígenes anatómicos, así como 
también con áreas totalmente artificiales.

Otra área que se ha beneficiado del análisis computacional 
automatizado es la detección y gradación tumoral. Estas 
tareas representan un orden mayor a la simple detección 
de primitivos histológicos, ya que involucran una integración 
multiparamétrica (número y forma de núcleos, mitosis, 
evaluación de contornos tumorales, etc.). 

Janowczyk et al (3) obtuvieron una precisión de sobre el 75% 
de reconocimiento de cáncer invasor de mama utilizando 
una infraestructura abierta, la cual fue aplicable también a 
clasificación de linfoma (precisión del 97%) y la identificación 
de unidades más simples como núcleos (83%), epitelio 
(84%), túbulos (83%), linfocitos (90%) y mitosis (53%). 

Nir et al (9) realizaron un estudio en gradación de cáncer 
de próstata utilizando parches de imágenes obtenidos 
de micromatrices de tejido evaluadas por patólogos, 
considerando además la variabilidad de estos. Su 
rutina logró superar el 95% de precisión, sensibilidad y 
especificidad para diferenciar tejido benigno del maligno, y 
sobrepasó el 85% al definir cánceres de bajo a los de alto 
grado. Sin embargo, el algoritmo no sobrepasó el 60% de 
concordancia con múltiples observadores humanos. 
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Nearchou et al (10), utilizando la plataforma propietaria HALO 
Next Generation Image Analysis Software de Indica Labs, 
lograron desarrollar una estratificación de riesgo basada 
en sobrevida en láminas de pacientes con cáncer de colon, 
a través de la cuantificación automatizada de linfocitos T, 
brotes tumorales y su relación espacial. Esta fue superior 
en términos pronósticos a la evaluación de infiltración 
tumoral de la Clasificación TNM. En cáncer de mama, y 
utilizando la sobrevida a 10 años como indicador, Turkki et al 
(11) desarrollaron un puntaje digital de riesgo, que identificó 
a tejidos de pacientes con mayor grado tumoral, mayor 
tamaño, compromiso de linfonodos y menor expresión 
de progesterona, todos marcadores de peor pronóstico. 
La precisión del modelo generado fue comparable a la 
realizada por expertos.

Predicción de beneficio a tratamiento
Las rutinas de inteligencia artificial pueden utilizar no 
sólo información de imágenes de láminas tradicionales 
teñidas con hematoxilina y eosina. Una extensión lógica 
es el análisis de marcadores de inmunohistoquímica, una 
técnica basada en detección de proteínas de interés con 
anticuerpos específicos. El análisis de algunos de estos 
blancos tiene un rol en la predicción del beneficio a algunos 
tratamientos específicos. En el caso del cáncer de mama, 
Tewary et al (12) utilizaron imágenes de 50 casos escaneados 
a alta resolución, con detección de receptor de estrógeno y 
progesterona, y un portafolio de rutinas neurales artificiales. 
La cuantificación de la tinción de manera automatizada 
alcanzó una correlación superior al 90% con la evaluación 
de expertos, estándar actual para la decisión de tratamiento 
de bloqueo hormonal. Khameneh et al(13) utilizaron análisis 
automatizado de secciones completas teñidas para HER2, 
marcador utilizado para la terapia dirigida trastuzumab, y 
rutinas de segmentación de membrana celular. Luego del 
entrenamiento, lograron un área bajo la curva de 99% para 
la detección de pixeles asociados a membrana y un 87% 
para definición de categoría de intensidad designada por 
patólogo.

Los datos morfométricos pueden ser interrogados más 
allá de la información puramente visual. La inestabilidad 
microsatelital es una alteración genética presente 
en algunos tipos tumorales, que los predispone a 
tener hipermutabilidad y está asociada a respuesta 
a tratamiento con inmunoterapia(14), una clase nueva 
de drogas antineoplásicas que actúan activando la 
inmunidad antitumoral. Kather et al (15) utilizaron láminas 
digitales de repositorios internacionales con anotación de 

alteraciones moleculares y análisis de inteligencia artificial 
no supervisados. La rutina computacional fue capaz de 
distinguir eficientemente entre imágenes de tumores con 
y sin inestabilidad microsatelital a través de varios tipos 
histológicos: cáncer de colon, cáncer de estómago y cáncer 
de endometrio.

Oncotype DX es un estudio genómico predictivo que puede 
determinar el beneficio de tratamiento con quimioterapia 
en mujeres con cánceres de mama en etapa temprana, que 
expresen receptores de estrógeno y no tengan compromiso 
ganglionar (16). Whitney et al (17) realizaron un análisis 
histomorfométrico de núcleos en 178 casos que cumplían 
criterios para la indicación de Oncotype DX. Utilizaron 
imágenes de gran aumento y resolución, así como modelos 
sucesivos de aprendizaje automatizado para dilucidar 
segmentación nuclear, sobreposición, regiones tumorales y 
estromales en distintas áreas de tumor, logrando identificar 
216 características arquitecturales y de forma. Finalmente, 
el algoritmo fue capaz de discriminar entre casos extremos 
(bajo grado nuclear bajo puntaje Oncotype DX vs alto grado 
y alto puntaje) con un área bajo la curva de 0.83, así como 
casos con un puntaje bajo vs intermedio y alto con una 
certeza del 84%.

El cáncer de pulmón tiene una serie de alteraciones 
genéticas que lo hacen susceptible a tratamiento dirigido. 
Coudray et al (18) utilizaron 1.634 casos del repositorio de 
imágenes de The Cancer Genome Atlas y aplicaron la 
arquitectura de inteligencia artificial GoogleNet. La rutina 
pudo distinguir entre parches tumorales y no tumorales 
con una precisión superior al 99% y entre adenocarcinomas 
y carcinomas escamosos con un área bajo la curva de 0.95. 
Cuando se correlacionó la información genómica de los 
casos y se consideraron adenocarcinomas con frecuencia 
alélica mayor al 10%, los algoritmos fueron capaces de 
identificar los casos con mutaciones del gen EGFR, que 
brindan sensibilidad para drogas bloqueadoras, con un área 
bajo la curva promedio de 0.83.

Conclusión
La capacidad de digitalizar láminas histológicas y el aumento 
del poder computacional traen consigo un cambio del 
paradigma de funcionamiento del laboratorio de Anatomía 
Patológica. La inteligencia artificial puede mejorar los 
procesos, el control de calidad y el entrenamiento de los 
patólogos. Los algoritmos de aprendizaje automatizado 
constituyen una herramienta que puede apoyar a los 
profesionales en términos diagnósticos y en el tamizaje de 
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casos para análisis molecular. La progresiva introducción de 
estos recursos en el trabajo de rutina tiene el potencial de 
eliminar tareas redundantes y asistir en una mejor atención 
para nuestros pacientes.
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Abreviaciones:
AIS: adenocarcinoma in situ.
ASC-US: células escamosas atípicas de significado incierto.
Cacu: cáncer cérvico-uterino.
HPV: virus papiloma humano.
HPV-HR: HPV de alto riesgo oncogénico.
HPV-HR+: muestras HPV-HR positivo.
LAG: lesión intraepitelial escamosa de alto grado.
LBG: lesión intraepitelial escamosa de bajo grado.

Resumen
El cáncer cérvico-uterino (CaCu) es la cuarta causa de 
muerte por cáncer en mujeres en el mundo y la primera en 
Chile en mujeres de 20-44 años. El virus papiloma humano 
(HPV) de alto riesgo oncogénico (HR) es el agente etiológico 
en el 99,7% de las lesiones de alto grado y CaCu. Nuestro 
objetivo fue escribir los resultados del estudio molecular 
de HPV-HR en nuestra institución y evaluar la correlación 
de las muestras positivas (HPV-HR+) con el diagnóstico 
citológico e histológico.

Se analizaron retrospectivamente los casos HPV-HR+ de 
nuestra institución entre los años 2014-2016 realizados 
en la plataforma COBAS (Roche). Se identificaron los 
genotipos 16, 18 y otros HPV-HR. Se realizó correlación 
con los casos en que la biopsia estaba disponible.

Se evaluaron 104 pacientes mujeres con HPV-HR+. 
La prevalencia fue 62% para otros HPV-HR, 34% 
para genotipo 16 y 4% para genotipo 18. El 13,5% de 
las mujeres con HPV-HR+ no tuvieron alteraciones 
citológicas, el 79,8% presentaron ASC-US/LBG y el 
6,7% LAG/AIS. Noventa pacientes (86,5%) presentaron 
alteraciones clasificadas como ASC-US+.

El estudio para HPV-HR es una herramienta útil para 
el tamizaje de CaCu. Nuestra experiencia fortalece 
la recomendación de realizar Co-test a mujeres ≥30 
años.

Artículo de Revisión
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Introducción
El cáncer cérvico-uterino (CaCu) es la cuarta causa de 
muerte por cáncer en el mundo, 270.000 mujeres mueren 
al año por este cáncer y el virus papiloma humano (HPV) 
es el agente etiológico en el 99,7% de los tumores(1-2). En 
Chile, es la primera causa de muerte por cáncer en mujeres 
entre 20-44 años. Cada año se diagnostican 1279 casos 
nuevos y 587 mujeres mueren por este tipo de cáncer(3-4). 
Las infecciones persistentes por HPV de alto riesgo 
oncogénico (HPV-HR), son responsables del desarrollo de 
lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (LIE-HG) 
y del CaCu. HPV 16 y el 18 son responsables del 71% de los 
CaCu invasores, y sumados el 31, 33, 35, 45, 52 y 58 causan 
el 91% de los carcinomas escamosos. Además, el 16, 18 y 
45 causan el 94% de los adenocarcinomas cervicales(5-8).

La evidencia muestra que los tests moleculares para HPV-
HR (HPV test) en muestras cervicales y/o vaginales son 
mucho más sensibles y efectivos en pesquisar mujeres 
con mayor riesgo de desarrollar lesiones cervicales 
precancerosas(9). 

Además, el uso de HPV test en conjunto con la citología 
(Co-test), en mujeres de 30 años y más, es una estrategia 
de tamizaje que tiene un menor índice de falsos negativos 
que una prueba citológica sola10. 

El objetivo del presente trabajo es describir los resultados 
del test molecular de HPV-HR realizados en nuestra 
institución en un periodo de 3 años y evaluar la correlación 
de las muestras HPV-HR positivas (HPV-HR+) con el 
diagnóstico citológico e histológico.

Materiales y métodos
Se evaluaron retrospectivamente todos los casos con test 
HPV-HR+ realizados entre los años 2014 a 2016 en nuestra 
institución. Las muestras citológicas fueron procesadas con 
técnica automatizada ThinPrep y categorizadas de acuerdo 
al sistema Bethesda 2014. La determinación de HPV-HR 
se realizó en el laboratorio de Diagnóstico Molecular y 
Biomarcadores de la Unidad de Anatomía Patológica de 
Clínica Alemana, utilizando la técnica de PCR COBAS (Roche). 
Esta permite identificar los genotipos 16 y 18 (16+ y 18+), 
además de otros 12 genotipos de alto riesgo (otros HPV-
HR+). Para la correlación diagnóstica se seleccionaron los 
casos HPV-HR+ que tenían evaluación histológica.

Resultados
Se evalúo un total de 104 pacientes mujeres con test HPV-
HR+, con una edad promedio de 36 años. El 82,7% (n=86) 

de los casos fueron realizados como Co-Test, mientras que 
el 17,3% (n=18) correspondieron a test reflejo. El genotipo 
prevalente en la población de estudio fue otros HPV-HR 
(62%), seguido por el genotipo 16 (34%) y el genotipo 18 (4%). 
No se detectaron diferencias en la genotipificación respecto 
a la edad de las mujeres, como se observa en la Tabla 1.

El 13,5% de las mujeres con HPV-HR+ no tuvieron 
alteraciones citológicas, el 79,8% presentaron alteraciones 
menores (ASC-US/LBG) y el 6,7% alteraciones mayores (LAG/
AIS). Noventa pacientes (86,5%) presentaron alteraciones 
clasificadas como ASC-US+, como se detalla en la Tabla 2.

De las mujeres sin alteraciones citológicas, el 22,2% (2 de 9) 
de las ≥30 años evidenciaron una lesión de alto grado en la 
biopsia, a diferencia de las <30 años las cuales presentaron 
solo lesiones de bajo grado (5 de 5), Tabla 3.

No se detectaron adenocarcinomas in situ en mujeres sin 
alteraciones citológicas, independientemente de su edad. 
La citología tuvo un 81% de exactitud diagnostica y una 
sensibilidad de 86%.

Tabla 1. Genotipificación de casos HPV-HR+

Tabla 2. Categorización de alteraciones citológicas 
en casos HPV-HR+ 

ASC-US: Células escamosas atípicas de significado incierto; LBG: 
Lesión de bajo grado (NIE1/HPV); LAG: Lesión de alto grado 
(NIE2+); AIS: Adenocarcinoma in situ.

Negativo

ASC-US

LBG

LAG

AIS

Total

ASC-US+

14

35

48

4

3

104

90

13,5

33,7

46,1

3,8

2,9

100

86,5

Blancos terapéuticos N %

<30 años

≥30 años

Todas las edades

13 (33%)

31 (35%)

44 (34%)

2 (5%)

3 (3%)

5 (4%)

24 (62%)

56 (62%)

80 (62%)

Edad 18+16+ Otros HPV-HR
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Discusión
En Chile, los estudios de prevalencia de HPV han demostrado 
que los virus más frecuentemente encontrados en 
citologías cervico-vaginales (n=3691 mujeres) de un centro 
de atención primaria y de un hospital de referencia son 
variables de un 10 a 67% de muestras positivas para HPV-
HR+, dentro de los cuales los subtipos más prevalentes 
fueron el 16, 66, 59, 31 y 58.5  En las muestras de nuestras 
pacientes, un 45,4% (208 de 458) resultaron HPV-HR+, y los 
subtipos más frecuentemente encontrados fueron los que 
pertenecen al grupo de otros HPV-HR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 
52, 56, 58, 59, 66, 68) dentro de los cuales encontramos los 
subtipos más prevalentes en la población chilena, seguidos 
por el HPV-16. 

Según estudios internacionales la prevalencia de infección 
por HPV en mujeres con citología negativa se estima en un 
10-12%(8,12-13). En nuestra revisión de casos encontramos una 
prevalencia similar de 13,5% para las citologías negativas 
HPV-HR+. La asociación de un resultado positivo para HPV-
HR 16 en una mujer con citología negativa tiene un 10% de 
posibilidad de tener una LAG histológica y este riesgo se 
eleva a un 30% si la citología simultánea es anormal(13-14). En 

los casos que tenían citología negativa y que en el estudio 
histológico había una LAG, el resultado de la prueba fue 
HPV-16+ o HPV-18+. Esto se condice con la recomendación 
de enviar a colposcopia a las mujeres cuyo resultado de 
HPV-HR sea positivo para HPV-16 y/o HPV-18 por el mayor 
riesgo de CaCu.

La realización del estudio de HPV-HR en pacientes 
con citología ASC-US como un test reflejo también ha 
demostrado ser útil, porque permite estratificar el riesgo 

que una mujer tiene de desarrollar una LAG. En las mujeres 
con resultado positivo para HPV-16/HPV-18 el riesgo es 
mucho mayor (24,4%), que si es positivo para otros HPV-
HR (14 %) y es bajo cuando HPV-HR es negativo (0,8%) (13). 

En los casos ASC-US de nuestra revisión el 11,4% tuvieron 
una LAG en la biopsia y el HPV reflex dio como resultados 
HPV16/HPV18+. Los casos ASC-US que tuvieron una LBG en 
la biopsia eran positivos para el grupo otros HPV-HR.

La mayoría de los casos corresponde a Co-test, consideramos 
que esto se debe a que se siguen las recomendaciones de 
la Sociedad Americana del Cáncer y del Colegio Americano 
de Gineco-obstetras de hacer Co-test a las mujeres de 30 
hasta 65 años. Si bien esta prueba de tamizaje es más 
costosa, mejora la especificidad del estudio molecular y 
en una fase inicial permite familiarizar al médico y a las 
pacientes con este.

En los casos revisados, el Co-test mejoró la sensibilidad de 
la prueba citológica en pacientes ≥30 años ya que permitió 
identificar un 22,2% de mujeres que siendo negativas a 
la citología tenía una LAG en la biopsia. Esto constituye 
una herramienta útil para el tamizaje de CaCu. Nuestra 
experiencia fortalece la recomendación de realizar Co-test 
a mujeres ≥30 años en los centros donde se pueda contar 
con el test molecular.

La sensibilidad de la citología varía entre 30 y 87% y 
su especificidad entre 86 a 100%(15-16). En la tabla de 
contingencia para la correlación citohistológica en nuestro 
servicio la sensibilidad de una evaluación citológica es de 
86%, superior a la reportada en otros centros del país(16).

Negativo

ASC-US

LBG

LAG

AIS

Edad (años)

Diagnóstico 
citológico

Total 6 83 13 2

0

4

1

1

0

≥30 años

7

19

32

0

0

≥30 años

2

2

1

2

1

≥30 años

0

0

0

0

2

≥30 años

0

0

0

0

0

<30 años

5

8

12

0

0

<30 años

0

2

2

1

0

<30 años

0

0

0

0

0

<30 años

14

35

48

4

3

104

Diagnóstico histológico

Negativo LBG LAG AIS Total

Tabla 3. Correlación de diagnóstico cito-histológico de casos HPV-HR+
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Abreviaciones
PD-L1: programmed death ligand 1.
EBUS-TBNA: biopsia por aspiración con aguja fina guiada 
por ecografía endobronquial.
NSCLC: cáncer de pulmón de células no pequeñas.

Resumen
Como parte del diagnóstico y etapificación del cáncer de 
pulmón de células no pequeñas (NSCLC) es frecuente la 
utilización de pequeñas muestras de biopsia, obtenidas 
por aspiración con aguja fina guiada por ecografía 
endobronquial (EBUS-TBNA). Recientemente se ha visto 
que algunos de estos pacientes son susceptibles de 
tratamiento con anticuerpos monoclonales contra de PD-1 
o PD-L1, previa determinación de su expresión en el tumor 
por inmunohistoquímica.

Sin embargo, el rendimiento de la tinción inmunohistoquímica 
contra PD-L1 no ha sido estudiado en profundidad en 
biopsias obtenidas por EBUS-TBNA.

En nuestro trabajo, estudiamos la relación y concordancia del 
puntaje de expresión inmunohistoquímica del anticuerpo 
monoclonal contra PD-L1 (E1L3N) XP Rabbit en biopsias 
transbronquiales y EBUS-TBNA de linfonodos positivos 
mediante análisis convencional por anátomo-patólogo y un 
método objetivo cuantitativo en una serie de pacientes con 
NSCLC. 

Introducción
Como parte del diagnóstico y etapificación del cáncer de 
pulmón de células no pequeñas (NSCLC) es frecuente la 
utilización de pequeñas muestras de biopsia, obtenidas por 
aspiración con aguja fina guiada por ecografía endobronquial 
(EBUS-TBNA). 1,  2,  3

A su vez, el tratamiento de los pacientes con NSCLC en 
etapa avanzada ha tenido progresos significativos en las 
últimas décadas con la aparición de terapias dirigidas contra 
mutaciones específicas de las células tumorales y más 
recientemente con la inmunoterapia, como anticuerpos 
monoclonales contra PD-1 o PD-L1.  

Artículo de Revisión
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Recientemente, la FDA (Food and Drug Administration) 
aprobó dos anticuerpos monoclonales IgG4 de segunda 
línea contra PD-1 para el tratamiento de NSCLC en 
etapa avanzada. 4 Pembrolizumab mostró un 45.2% de 
respuesta en los pacientes con tumores con expresión de 
PD-L1 mayor al 50%, observándose menor respuesta en 
aquellos tumores con niveles inferiores de tinción. 5, 6

En forma similar, los pacientes con tumores con expresión 
de PD-L1, aunque con diferentes puntos de corte y 
tratados con Nivolumab, tenían mayor respuesta objetiva 
y reducciones del volumen tumoral. 7, 8

Uno de los desafíos más importantes del uso de inhibidores 
de PD-L1 radica en la capacidad de identificar a los pacientes 
adecuados, para lo cual se analiza la expresión de PD-L1 en 
las células tumorales con técnicas de inmunohistoquímica.9, 
siendo EBUS-TBNA un método útil para la obtención de 
muestras pequeñas donde realizar estas determinaciones. 10, 11

A pesar de estos hallazgos, el valor predictivo de PD-L1 como 
biomarcador ha sido cuestionado debido a observaciones 
de respuesta o beneficio en pacientes sin expresión de 
este anticuerpo. 12 13 14 Las posibles explicaciones para esta 
observación podrían ser que la muestra de tejido negativa 
para PD-L1 corresponde a una zona diferente a otras áreas 
positivas no testeadas 15 16 o bien que los pacientes pueden 
responder a inhibidores de “checkpoint” independiente de 
la expresión de sus tumores a anticuerpos contra PD-L1.15

Se han reportado discordancias entre diferentes métodos 
de medición de la expresión de PD-L1 evaluada en áreas 
similares del mismo tumor, lo cual podría estar relacionado 

con heterogeneidad tumoral o deberse a variabilidad en 
los anticuerpos o en las mediciones realizadas.16

Se ha comparado la heterogeneidad en la expresión 
inmunohistoquímica de PD-L1 empleando distintos 
métodos de medición y su variabilidad en relación con el 
muestreo y con la lectura hecha por anátomo-patólogos 
en muestras quirúrgicas de NSCLC.17

Sin embargo, el rendimiento de la tinción inmunohistoquímica 
contra PD-L1 no ha sido estudiado en profundidad en 
biopsias obtenidas por EBUS-TBNA, así como tampoco 
la comparación en estas muestras con su medición por 
métodos cuantitativos, tal como se ha analizado en la 
expresión de HER2 en cáncer de mama. 18

En nuestro trabajo, estudiamos la relación y concordancia 
del puntaje de expresión inmunohistoquímica del 
anticuerpo monoclonal contra PD-L1 (E1L3N) XP Rabbit 
en biopsias transbronquiales y EBUS-TBNA de linfonodos 
positivos mediante análisis convencional por anátomo-
patólogo y un método objetivo cuantitativo en una serie 
de pacientes con NSCLC. 

Material y métodos
Se seleccionaron 24 pacientes con NSCLC diagnosticados 
en Clínica Alemana entre 2009 y 2017, en etapa avanzada, 
fallecidos y sin tratamiento previo. Las muestras de tumor 
fueron obtenidas por biopsia transbronquial y EBUS-
TBNA, y contaron con al menos 100 células neoplásicas: 
Las características clínico-patológicas de los pacientes se 
representan en la tabla 1. 

Edad años

 

Sexo

Histología

 

 

 EstadíoTNM 

<70

≥70

Femenino

Masculino

Adenocarcinoma

SCC

NSCLC NOS

IIIA

IV

Desconocido

0,0

54,2

50,0

50,0

79,2

16,7

4,2

8,3

   83,3

     8,3

11

13

12

12

19

4

1

2

20

2

N %

Tabla 1. Características clínico-patológicas de los casos analizados, incluyendo 48 
biopsias de 24 pacientes. SCC: carcinoma de células escamosas. NSCLC: carcinoma de 
células no pequeñas del pulmón. NOS: no especificado.
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Se analizaron 48 preparaciones correspondientes 
a cortes de tejido fijado en formaldehído al 10% 
tamponado y embebidos en parafina. Los cortes 
histológicos fueron de 4 um de espesor y teñidos 
mediante anticuerpo anti-PD-L1 (E1L3N®) XP ® RabbitmAb 
(CellSignalingTechnology) en sistema automatizado 
Benchmark ULTRA de Ventana (Roche) para ambos 
tipos de muestras. Todas las preparaciones fueron 
evaluadas por dos patólogos (P1 y P2) y escaneadas 
usando Aperio® AT2 scanner (Leica). Ambos patólogos 
asignaron un puntaje en cada muestra en forma 
independiente usando una escala de 5 niveles en base 
a las guías usuales de interpretación de PD-L1 en NSCLC 
para indicar el porcentaje de tinción de membrana sin 
considerar la intensidad o la extensión de expresión 
completa o parcial (tabla 2). 

Para el análisis digital, los grupos de células tumorales 
fueron seleccionados desde las preparaciones teñidas con 
hematoxilina-eosina por un operador entrenado y estas 
áreas fueron analizadas usando algoritmos aprobados por 
la FDA para el recuento de células con tinción de membrana 
para HER-2 (figura 1). 

Correlacionamos el puntaj asignado en biopsias 
transbronquiales y en EBUS-TBNA usando coeficientes 
de regression lineal (R

2

) y analizamos su concordancia 
entre ambos patólogos y el operador digital (DO) usando 
correlación intraclase (ICC). Todos los tests fueron pareados.

Resultados
P1 and P2 rechazaron 2 y 3 muestras obtenidas por 
EBUS por ser insuficientes de acuerdo con los criterios 
de inclusión definidos, respectivamente. Un caso fue 

excluído del análisis digital por falta de grupos de células 
neoplásicas (rango de células tumorales detectadas: 
380-9475 en muestras transbronquiales y 280- 47237 en 
EBUS-TBNA). Observamos una correlación positiva leve 
a moderada entre el puntaje para PD-L1 asignado en 
las muestras de biopsias transbronquiales y por EBUS-
TBNA. Existió concordancia elevada entre patólogos, sin 
embargo el acuerdo fue sólo moderado entre el puntaje 
asignado por patólogos y el operador digital (figura 2 y 
tabla 3).  

Figura 1.  Etapas en el análisis cuantitativo del valor predictivo de PDL1 en cáncer de pulmón.  A. Escaneo de las preparaciones teñidas 
con H-E e inmunohistoquímica (IHQ) usando Aperio. B. Un operador entrenado selecciona las áreas con tumor en preparaciones teñidas 
con IHQ obtenidas por biopsia transbronquial y EBUS. Se aplica un algoritmo para membrana (HER2, aprobado por FDA).

0

1

2

3

4

0

<1

1-10

10-50

>50

CATEGORÍA
EXPRESION DE PD-L1 

(% CELULAS TUMORALES)

Tabla 2. Puntaje de acuerdo con la expresión de PD-L1.

A. B. C.
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P1 vs   P1 vs P2 para TB

P1 vs P2 para EBUS

P1 vs DO para TB

P2 vs DO para TB

P1 vs DO para EBUS

P2 vs DO para EBUS

0,9627

0,9879

0,6433

0,616

0,5374

0,4891

0,9627

0,9879

0,6433

0,616

0,5374

0,4891

Correlación intraclase 95%Intervalo de confianza  

Tabla 3. Análisis de concordancia (correlación intraclase) para 3 observadores en biopsias transbronquiales (TB) y EBUS.

Figura 2. Relación entre el score de PD-L1 para biopsias transbronquiales (TB) y EBUS asignado 
por 2 patólogos y un operador digital (A-C). R2 : coeficiente de regresión lineal.
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Figura 3. A. Distribución del número de células analizado por algoritmo automatizado. B. Comparación del total de 
células analizado usando análisis objetivo para biopsias transbronquiales y EBUS.

Conclusiones  
En nuestro trabajo definimos un flujo de análisis cuantitativo 
automatizado de tinción inmunohistoquímica contra PD-L1 
en biopsias transbronquiales y obtenidas por EBUS-TBNA 
en NSCLC y comparamos su rendimiento con el método 
tradicional semicuantitativo llevado a cabo por patólogos.  

Destacamos dentro de nuestras observaciones la elevada 
concordancia entre patólogos en el score asignado y la 
ausencia de diferencias significativas entre el número de 
células neoplásicas evaluables presentes en las biopsias 
transbronquiales y en las obtenidas por EBUS-TBNA, lo que 
sugiere que las muestras pequeñas también son adecuadas 
para el estudio de la expresión de marcadores predictivos 
de inmunoterapia. Sin embargo, dada la presencia de 
correlación sólo leve a moderada en los puntajes obtenidos 
entre ellas indica que podrían aportar diferente información.  

Finalmente, la concordancia moderada entre el operador 
digital y los patólogos podría estar relacionada con 
la limitación en el reconocimiento del tejido tumoral 
seleccionado por el operador y en particular por la expresión 
del anticuerpo en la membrana de macrófagos además de 
su presencia en las células neoplásicas, no existiendo aún la 
posibilidad de entrenamiento de los softwares disponibles 
para hacer esta diferencia.

Esto indica que aún se requiere mejorar los métodos de 
reconocimiento para el análisis con métodos cuantitativos 
automatizados antes de ser empleados en la estimación 
de expresión de marcadores predictivos como PD-L1, 
probablemente no sólo en muestras pequeñas. 
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Abreviaciones
PAF-US: Punción aspirativa por aguja fina guiada por 
ultrasonografía
MSRSGC: Sistema de Milán para el Informe de Citopatología 
de Glándula Salival
OMS: Organización Mundial para la Salud

Resumen
Objetivos. Categorizar resultados de las punciones por 
aguja fina de glándula salival de acuerdo a la Clasificación 
de Milán para el Informe Citológico de Lesiones de Glándula 
Salival (MSRSGC) y correlacionar los hallazgos con el 
diagnóstico histopatológico.
Método. Se realizó un estudio retrospectivo de 114 punciones 
de glándula salival obtenidas entre los años 2010-2016; 66 
casos fueron correlacionados con biopsia quirúrgica.
Resultados.  Un total de 112 casos fueron adecuados para 
examen. La sensibilidad calculada de la punción fue de un 
70%, con una especificidad de 100%.

Conclusión. La PAF es un procedimiento diagnóstico de 
gran utilidad en el diagnóstico de malignidad de tumores 
de glándula salival, que permite establecer el tratamiento 
más adecuado e individualizado para cada paciente.

Introducción
Los tumores de glándula salival constituyen 
aproximadamente el 3% de los tumores de cabeza y cuello. 
La mayor parte de ellos son benignos (80%). El diagnóstico 
definitivo de un tumor debe ser realizado en el examen 
histopatológico de la lesión. La punción aspirativa por aguja 
fina guiada por ultrasonografía (PAF-US) es un procedimiento 
reconocido para la aproximación diagnóstica de lesiones 
de glándula salival, es útil para diferenciar lesiones no 
neoplásicas de neoplásicas, y permite además aproximarse 
a diagnósticos específicos de las lesiones benignas y 
malignas más comunes. Sin embargo, la interpretación de 
los hallazgos puede ser un desafío debido a la diversidad 
de tumores de glándula salival, la heterogeneidad de un 
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tumor y la sobreposición de características morfológicas 
entre distintos tipos tumorales. A esto se suman nuevas 
entidades reconocidas en la Clasificación de Tumores de 
Cabeza y Cuello de la OMS(1). Usualmente el diagnóstico de 
lesiones de glándula salival de muestras obtenidas por PAF 
era descriptivo. 

El Sistema de Milán para el Informe de Citopatología de 
Glándula Salival (MSRSGC), recientemente publicado(2-3), tiene 
como objetivo estandarizar la terminología para el informe 
y mejorar la comunicación entre clínicos y patólogos. El 
objetivo del presente trabajo es describir los resultados 
de PAF-US realizados en nuestra institución, reclasificarlos 
de acuerdo con los criterios propuestos por la Clasificación 
de Milán y correlacionar los hallazgos con el diagnóstico 
histopatológico en biopsia quirúrgica.

Materiales y métodos
Ciento catorce (114) PAF-US, obtenidas de los registros 
de Anatomía Patológica de Clínica Alemana, fueron 
retrospectivamente evaluadas (2010-2016). Las muestras 
fueron obtenidas por radiólogos, utilizando una aguja 
19G aplicando presión negativa hasta la formación de un 
coágulo.  En ninguno de los casos se realizó evaluación 
rápida intraprocedimiento. El material aspirado fue fijado en 
formaldehído al 10% e incluido en parafina. Con el material 

restante de la punción, se realizaron tres extendidos 
citológicos en promedio. Las láminas histológicas y 
citológicas fueron teñidas con H&E para su evaluación y 
categorización diagnóstica. En 66 casos estuvo disponible 
material de biopsia para la correlación citohistológica.
 
Para el cálculo de sensibilidad, especificidad, valor predictivo 
positivo y negativo, los casos sospechosos y malignos 
fueron considerados positivos, y los casos negativos y 
neoplasia benignas como negativos.

Resultados
Un total de 114 muestras obtenidas por aspiración con aguja 
fueron revisadas. La edad promedio de los pacientes fue 53 
años (rango 8 – 85 años), 54 eran hombres y 60 mujeres. 
96  (84%) punciones correspondieron a nódulos sólidos, 14 
(12%) a lesiones quísticas y 4 (4%) a lesiones sólido-quísticas. 
106 (93%) lesiones fueron parotídeas y 8 (7%) submaxilares. 
El diagnóstico de cada punción fue reclasificado de acuerdo 
a los Criterios de Milán(2-3-4), resultando 5 (4,3%) casos no 
diagnósticos, 20 (17,5%) casos negativos para neoplasia, 
4 (3,5%) atípicos, 66 (57,8%) casos neoplásicos benignos 
(Figura 1), 9 (7,8%) neoplásicos de potencial maligno incierto, 
y 10 (8,7%) neoplásicos malignos (Figura 2). No se clasificaron 
lesiones como sospechosas de malignidad (Tabla 1).

C O R R E L A C I Ó N  C I T O - H I S T O L Ó G I C A  D E  L A  P U N C I Ó N

Figura 1. Categoría IVA de Milán: Schwannoma. 1A. HE, 20x. Coágulo. Neoplasia fusocelular. Se observa hialinización perivascular. 1B. 20x 
Tinción Inmunohistoquímica para S-100. Se observa positividad difusa. Categoría IVA de Milán: Tumor de Warthin. 1C. HE, 20x. Extendido 
citológico con lámina de células oncocíticas. 1D. HE, 20x. Coágulo con fragmento de lesión con estroma rico en linfocitos revestido por una 
bicapa epitelial de células oncocíticas. 1E. HE, 20x. Biopsia quirúrgica: Tumor de Warthin. Categoría IVA de Milán: Adenoma Pleomorfo. 1F. HE, 
20x Coágulos con fragmento de lesión neoplásica con abundante estroma mixoide, en partes fibrilar en el que se disponen láminas de 
células epiteloideas y fusiformes. 1G. HE, 20x. Extendido citológico con grupo tridimensional de células fusiformes entremezcladas con matriz 
fibrilar y mixoidea. 1H. HE, 20x. Biopsia quirúrgica: Adenoma Pleomorfo, con estroma mixoide.
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D.

H.



27

R E V I S T A  E L E C T R Ó N I C A  C I E N T Í F I C A  Y  A C A D É M I C A  D E  C L Í N I C A  A L E M A N A 

En 66 casos se contó con el material de biopsia. 51 (77%) 
casos corresponden a neoplasias benignas, 8 (12%) a 
neoplasias malignas. Todas las lesiones diagnosticadas 
como neoplasias malignas por PAF-US fueron confirmadas 
como tales en la biopsia quirúrgica. No se encontraron 
neoplasias malignas en las biopsias quirúrgicas de las 
lesiones informadas como no neoplásicas en la PAF-US. 
Una de las muestras clasificada como no satisfactoria en 
la PAF-US fue diagnosticada como carcinoma adenoide 
quístico en la biopsia quirúrgica. Hubo un caso falso 
negativo categorizado como neoplásico benigno, que en 

la biopsia quirúrgica correspondió a un Carcinoma NOS de 
Bajo Grado. En el grupo no neoplásico hubo dos lesiones 
tumorales benignas, ambas corresponden a un tumor de 
Warthin. 

La sensibilidad calculada de la PAF-US fue de un 70%, con 
una especificidad de 100%, considerarndo al Grupo IV en 
una sola categoría diagnóstica. El valor predictivo positivo 
fue 100%, y el valor predictivo negativo fue de 94% 
(Tabla 2). Sólo se registró una complicación derivada del 
procedimiento de punción.

MSRSGC Nº de PAF, % Nº biopsias,%  Nº malignos ROM,%

I: No diagnóstico 5   (4,3) 2   (3) 1 (50%)

II: No neoplásico 20 (17,5) 4   (6) 0 (0)

III: AUS 4   (3,5) 3   (4,5) 1 (33) 

IVA: neoplasia benigna 66  (57,8) 43  (65,1) 1 (2,3)

IVB: SUMP 9   (7,8) 7   (10,6) 2  (28,5)

V: SM 0   (0) 0 0  (0)

VI: Maligno 10  (8,7) 7 (10,6) 7 (100)

Total 114 (100) 66 (57,8) 19 ( 28,7)

Tabla 1. Clasificación de PAF-US basado en MSRSGC. MSRSGC: Sistema Milán para en reporte de Citología de Glándula Salival, AUS: atipia de 
significado indeterminado, SUMP: Neoplasia de potencial maligno incierto, SM: Sospechoso de malignidad.

Figura 2. Panel superior, Categoría VI de Milán: Carcinoma Mucoepidermoide. 2A. HE, 40x. Coágulo con grupos de células epiteliales 
intermedias y escamosas con leve atipia citológica y células mucosas. 2B. PAS, 40x. Tinción positiva en células mucosas. 2C. HE, 40x. Extendido 
citológico con grupos de células intermedias y mucosas, con leve atipia. 2D. HE, 20x. Biopsia quirúrgica: Carcinoma mucoepidermoide de 
bajo grado. Panel inferior, Categoría VI de Milán: Carcinoma de células acinares. 2E. HE, 20x. Coágulo. Nidos sólidos de células epiteliales 
con citoplasma densamente granular, basófilo, núcleos redondeados con leve atipia. 2F. PAS, 20x. Tinción positiva en gránulos basófilos. 
2G. HE, 40x. Extendido citológico con grupos de células neoplásicas con leve sobreposición y mínima atipia. 2H. HE, 10x. Biopsia quirúrgica: 
Carcinoma de células acinares. 
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Discusión
La PAF-US constituye un método mínimamente invasivo, 
ampliamente aceptado como primera aproximación 
diagnóstica a las lesiones de glándula salival, que entrega 
información útil para el manejo clínico de los pacientes. Sin 
embargo, la interpretación de los hallazgos morfológicos 
puede ser un desafío debido a la diversa morfología de 
las lesiones neoplásicas de la glándula salival. El objetivo 
de MSRSGC es entregar un diagnóstico estandarizado con 
énfasis en el riesgo de malignidad. El riesgo de malignidad 
para cada categoría estimada por los autores de MSRSGC(4) 
es de 25% para no diagnóstico, 10% para lesiones no 
neoplásicas, 20% para atipia de significado indeterminado, 
menos del 5% para neoplasia benignas, 35% para neoplasias 

de potencial maligno incierto, 60% para sospechosos de 
neoplasia maligna y 90% para neoplasias malignas. No 
obstante, recientes publicaciones muestran rangos más 
amplios para las distintas categorías. En este estudio, 
el riesgo de malignidad para la categoría no neoplásica 
y neoplásica benigna fue de 0 y 2,3%. Se encontraron 
tres falsos negativos (Tabla 3), que en biopsia quirúrgica 
correspondieron a carcinomas de bajo grado. Dos de ellos 
se clasificaron como neoplasia de potencial maligno incierto 
y uno como neoplasia benigna. La neoplasia más común 
fue el Adenoma Pleomorfo (48,4%). El riesgo de malignidad 
de la categoria maligna fue de 100%, lo que es más alto que 
lo propuesto por MSRSGC. No hubo falsos positivos en esta 
serie de casos. 

La categoría atipia de significado indeterminado, 
corresponde a un grupo heterogéneo de lesiones que 
varía desde lesiones benignas a malignas. En nuestra serie, 
de los 3 casos diagnosticados como atípicos, uno en la 
biopsia quirúrgica correspondió a un Linfoma no Hodgkin 
de bajo Grado (MALT) y los dos restantes correspondieron 
a quistes linfoepiteliales. En otras series publicadas en 
esta categoría, el diagnóstico histológico más frecuente 
es linfoma. Nuestros casos atípicos(5) dan cuenta del 3,5% 
de los diagnósticos y el riesgo de malignidad fue de 33%.  
Nuestra técnica de procesamiento de la muestra, entrega 
resultados que son concordantes con los reportados en la 

literatura en cuanto a especificidad y sensibilidad (100% y 
70%, respectivamente), además de presentar un alto grado 
de concordancia diagnóstica para las lesiones benignas y 
malignas(6-7-8). Los resultados de esta revisión permiten 
planificar con seguridad el mejor abordaje terapeútico 
para los pacientes, ya que el riesgo de malignidad de 
las lesiones diagnosticadas como benignas permiten 
plantear seguimiento clínico o cirugía, reservar la biopsia 
intraoperatoria(9-10) para los casos atípicos, neoplasias de 
potencial maligno incierto, y neopalsais malignas en las 
que sea necesario evaluar condición de bordes quirúrgicos. 
Adicionalmente, es posible anticipar el estudio de neoplasias 

Sexo Edad Tipo de lesión Localización Diagnóstico PAF Biopsia

F 69 sólida parótida SUMP Adenocarcinoma de bajo grado

F 55 sólida parótida Neoplasia benigna Adenocarcinoma de bajo Grado

F 48 sólida submaxilar AUS Linfoma MALT

Tabla 3. Falsos negativos en las Categorías diagnósticas Benigna y Neoplasia de potencial maligno incierto. PAF: Punción aspirativa por 
aguja fina, SUMP: Neoplasia de potencial maligno incierto, AUS: atipia de significado indeterminado, MALT: tejido linfoide asociado a mucosa.

Evaluación de rendimiento diagnóstico Neoplasia Benigna + SUMP 

Sensibilidad 70%

Especificidad 100%

VPP 100%

VPN 94.1%

Tabla 2. Rendimiento de la Punción Aspirativa por Aguja Fina para la Detección de Neoplasias Malignas. SUMP: 
Neoplasia de potencial maligno incierto, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo.
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linfoides con técnicas como citometría de flujo. Una ventaja 
comparativa encontrada fue la menor proporción de 
muestras no satisfactorias (4,3%), en comparación con lo 
reportado en la literatura.
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Página del título
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Resumen o Abstract
Abstract de 200 palabras y un resumen en términos 
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describa el objetivo del estudio y su resultado principal. 
Se debe organizar en un formato estructurado, con los 
siguientes encabezados: Objetivo, Pacientes y métodos, 
Resultados y Conclusión. 

--Asegurar que la información en cada sección del 
resumen, está contenida en la correspondiente sección 
del texto.
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investigación o revisión y plantear la hipótesis de trabajo. 

--Abreviar un término sólo si es utilizado al menos 
tres veces en el texto y definirlo la primera vez que se 
menciona.

En la sección de pacientes (o materiales) y métodos describir 
las características del grupo de estudio o del caso clínico, los 
criterios de inclusión/exclusión, los equipos y/o fármacos 
utilizados, la probación del comité de ética local.

I. PREPARACION DE UN ARTICULO
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si corresponde, el consentimiento informado de los 
participantes y el tipo de análisis estadístico.
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En caso de citar comunicaciones personales (orales o 
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entre paréntesis en el texto e incluir fecha. No anotar en 
las referencias y asegurar que se ha obtenido el permiso 
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Tablas
Numerar las tablas en forma consecutiva, en el orden de cita 
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separada. Designar un título para cada tabla y definir todas 
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• Usar letras minúsculas superíndice (a-z) para las notas 
al pie de la tabla.

• No enviar tablas como imágenes.

Figuras
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la cual no se ha recibido el permiso.
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Campañas        250 palabras  2000  35  Máximo 3
Controversias        250 palabras  2000  35  Máximo 3 
Cursos y Congresos       250 palabras  2000  35  Máximo 3
Editorial         -------
Etica Médica        250 palabras  2000  35  Máximo 3
Estado del Arte        250 palabras  2000  35  Máximo 3 
Farmacología        250 palabras  2000  35  Máximo 3
Guías y Protocolos       250 palabras  2000  35  Máximo 3
Investigación        250 palabras  2000  35  Máximo 3 
Lectura Crítica        250 palabras  2000  35  Máximo 3
Links - Videos        250 palabras  2000  35  Máximo 3
Medicina Traslacional       250 palabras  2000  35  Máximo 3 
Noticias         250 palabras  2000  35  Máximo 3
Perlas         250 palabras  2000  35  Máximo 3
Publicaciones CAS-UDD       250 palabras  2000  35  Máximo 3
Estructurado  
Quiz         ------   200  
Tips para publicar       250 palabras   2000  35  Máximo 3
Temas         250 palabras  2000  35  Máximo 3 
Trabajos originales       200 + 50 plain  2750  50  Máximo 3
         language summary

II. Secciones y Contenidos
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III. Revision y Aceptación
Envío de revisiones
Reenvíe su artículo seguido con “R1” en caso de ser primera 
revisión o “R2” en caso de segundo análisis. Adjunte un 
breve comentario respondiendo a los alcances presentados 
por los revisores, una copia del texto con control de cambios 
y una copia con formato definitivo.

Recibirá un e-mail confirmando la recepción de los archivos 
corregidos.

Aceptación
Si su artículo es aceptado para publicación, éste debe ser 
editado en base a las normas dictadas en American Medical 

Association Manual of Style: A Guide for Authors and Editors, 
10th ed. New York, NY; Oxford University Press; 2007:39-79). 
El autor principal recibirá una copia diagramada en formato 
pdf para su visto bueno previo a publicación. 

IV. Monografías
El último número de cada volumen estará destinado a 
un tema monográfico que incluirá Editorial, Introducción 
y al menos 6 artículos originales o de referencia, más un 
capítulo de conclusiones. 

V. Conflictos de Interés
Potenciales conflictos de interés de los autores deben ser 
explícitos en el documento enviado para publicación. 
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