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RESUMEN

Objetivo: Implementar, verificar y evaluar la aplicacion
del Foldscope en el cribado de cancer cervical en citologia
exfoliativa convencional. Material y métodos: Se realizo
una investigacion exploratoria, cuasiexperimental a doble-
ciego en Prakash Lab, Departamento de Bioingenieria,
Stanford University, durante mayo de 2016. Se seleccio-
naron 10 laminas de citologia cervical, cuatro negativas
para lesion intraepitelial o malignidad (NLIM) y seis con
alteraciones cervicouterinas. Tanto en el Foldscope como
por microscopia Optica se evaluaron las caracteristicas
citologicas en frotis con lentes de 10x y 40x. Se utilizo
la microfotografia, proyeccion de imagenes y la image
station. El analisis estadistico se realizo con IBM SPSS.
Resultados: A partir de la comparacion de las imagenes
entre el Foldscope y el microscopio dptico, se evidenciaron
las mismas caracteristicas citologicas en las células tanto
de NLIM como lesiones preneoplasicas y neoplasicas (p
< 0.001). Sin embargo, el Foldscope mostr6 claras faltas
de nitidez alrededor del centro focal y limitaciones en el
enfoque, por lo que fue necesario, las mas de las veces, el
uso de la image station y de la proyeccion de imagenes.
Conclusiones: El Foldscope constituye una herramienta
extraordinaria para el diagnostico de cancer cervical; pese
a sus claras limitaciones, pueden realizarsele mejoras para
transformarlo en un dispositivo costo-efectivo de uso
exclusivo en el diagnostico de cancer.

«Cuando una mujer se muere de cancer
de cuello uterino, todos los gobiernos del
mundo deberfan avergonzarse.»

W. Rivoire

INTRODUCCION

na de las grandes conquistas de la natura-
leza fue el desarrollo del microscopio (del

griego mikros: pequefio, skopos: observador);
con este invento se le ha permitido al ser hu-
mano la observacién y el conocimiento del di-

ABSTRACT

Objective: To implement, monitor and evaluate the
implementation of Foldscope in the screening of cervical
cancer in conventional exfoliative cytology. Material and
methods: An exploratory, quasi-experimental double-blind
research was conducted in Prakash Lab, Department of
Bioengineering at Stanford University during May 2016.
We selected 10 slides of cervical cytology, four negative for
intraepithelial lesion or malignancy (NLIM) and six with
cervical uterine abnormalities. The cytological character-
istics of the smears were evaluated with both Foldscope
and optical microscopy with 10x and 40x magnification
lenses. Microphotography, an image station tool and image
projection were used. Statistical analysis was performed
using IBM SPSS. Results: From the comparison of im-
ages between the optical microscope and Foldscope, the
same cytological features were found in the cells of both
NLIM and preneoplastic or neoplastic lesions (p < 0.001).
However, the Foldscope evidenced a clear lack of clarity
around the focal point and constraints in focus, which
made necessary, more often than not, the use of the image
station and image projection. Conclusions: Foldscope is
an extraordinary tool for the diagnosis of cervical cancer;
despite its obvious limitations, it is able to receive improve-
ments to be made a cost-effective device exclusively for
cancer diagnosis.

minuto entorno que lo rodea y compone. Con
base en este concepto, Galileo Galilei realizé
trabajos observacionales de la abeja, Marcello
Malpighi llevé a cabo investigaciones tisulares y
de 6rganos frescos, Robert Hooke descubri6 la
existencia de células y Anton van Leeuwenhoek
describi6 por primera vez protozoarios, bacte-
rias, espermatozoides y eritrocitos; estos resul-
tados y otros posteriores permitieron construir
y desarrollar la trascendental teorfa celular.2
Con el advenimiento de los avances tecno-
|6gicos durante el dltimo siglo, se han propuesto
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modificaciones en los microscopios que proporcionan
mejores resultados para su uso; tal es el caso del micros-
copio de campo oscuro, la microscopia de contraste de
fases, el microscopio de fluorescencia, el microscopio
electrénico de transmisién (TEM) y el microscopio elec-
trénico de barrido (SEM).34 Recientemente, se ha creado
en la Universidad de Stanford un microscopio plegado
de muy bajo costo (< un délar), de papel, basado en
el método de origami, facilmente utilizable, armable y
transportable, denominado «Foldscope» (pliegoscopio
o foldoscopio), que permite el acercamiento de las co-
munidades a la microscopia, la educacién en ciencias
naturales, el cribado hematoldgico de malaria en diversos
paises, y se esta buscando su aplicacién en otro tipo de
enfermedades.> La implementacién del Foldscope a di-
versas patologias en este momento constituye uno de los
nuevos retos para los laboratorios encargados de validar
esta herramienta diagnéstica para los principales proble-
mas de salud publica global; tal es el caso del cancer de
cuello uterino (CCU).°

El CCU es, penosamente, la principal causa de mor-
talidad en paises con bajo grado de desarrollo (aproxima-
damente 80% de las muertes a nivel mundial) y ocupa la
cuarta posicién en la lista de los canceres mas comunes
que afectan a la poblacién femenina globalmente.” Ade-
mds, esta enfermedad esta relacionada con poblaciones
con bajo sostenimiento sanitario y disparidades socioepi-
demioldgicas.10

En estas poblaciones, la citologia exfoliativa bajo la
coloracion de Papanicolaou (Pap test) tiene un gran im-
pacto porque constituye la principal prueba del cribado
de CCU; este impacto resulta substancial por su bajo cos-
to, facilidad de uso y rendimiento diagnéstico." Si bien
existen hoy en dia otras pruebas incluidas en la citologia
ginecolégica con mejor performance, es innegable que
el Pap test es la herramienta que tiene més impacto mé-
dico, sobre todo en poblaciones pobres con bajo grado
de desarrollo.'?

En ese sentido, el objetivo de esta investigacion fue
implementar, verificar y evaluar la aplicacion del Folds-
cope en la citologia exfoliativa cervical para la evaluacion
del cancer cervical.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 una investigacion exploratoria, cuasiexperi-
mental a doble ciego en el Laboratorio Prakash (Prakash
Lab), Departamento de Bioingenieria, Universidad de
Stanford (Palo alto, CA, EUA) y en el Area de Citologia,
Servicio de Anatomfa Patoldgica, Departamento de
Ayuda al Diagnéstico del Hospital Nacional Docente

Madre-Nifo San Bartolomé (HONADOMANI SB) (Lima,
Per() durante mayo de 2016. En ambos casos se conté
con aprobacién de los comités de ética e investigacion
tanto para la validacién como para el transporte de las
muestras cervicales.

Muestras

Se seleccionaron 10 ldminas de citologia cervical, cuatro
laminas con diagndstico negativo para lesion intraepitelial
o malignidad (NLIM) y seis con diagnéstico de altera-
ciones cervicouterinas (que incluyeron diagnésticos de
células escamosas atipicas de significado indeterminado
(ASC-US), lesion intraepitelial de bajo grado (LSIL), lesion
intraepitelial de alto grado (HSIL) y carcinoma (SCC).
Todas las muestras se procesaron por citologia convencio-
nal (coloracion ecoldgica modificada de Papanicolaou),
correspondieron con diagndsticos establecidos durante
2015 por citotecnélogos (CT) y citopatélogos, y provienen
en su mayoria de convenios del HONADOMANI SB con
redes de salud.’>* El reporte citoldgico se efectud bajo
la guia del sistema Bethesda 2014.1°

Procesamiento

La evaluacion y verificacién de la aplicacion del Foldscope
en citologia cervical se realiz6 en Prakash Lab. En princi-
pio, la evaluacion se dividi6 en tres fases. Primero, luego
de un coloquio sobre CCU con el equipo del laboratorio,
donde se explicaron los alcances y las limitaciones de
esta herramienta dentro del screening de CCU y se pro-
fundizé en analizar los detalles celulares 6ptimos para el
reconocimiento de lesiones preneopldsicas y neoplésicas.

Segundo, se mont6 el Foldscope de acuerdo con
las especificaciones del laboratorio; seguidamente, se
verificaron (calibracion) los lentes y la amplificacién con
laminas controles para 10x y 40x de aumento; finalmen-
te, se evaluaron las estructuras de un mosquito con el
Foldscope, haciendo hincapié en el ancho del lente, los
ajustes micro- y macrométricos, la opacidad del campo,
la potencia de foco y el campo de andlisis central .2

Tercero, se procedi6 a evaluar las caracteristicas cito-
l6gicas de los extendidos cervicales con lentes de 10x y
40x tanto con Foldscope como por microscopia ptica en
el microscopio binocular Nikon Eclipse TE2000-U (Nikon
Instruments Inc., Tokio, Japén). En esta fase se utilizé la
microfotografia digital para la comparacion de los prin-
cipales detalles citol6gicos con base en los componentes
de calidad citoldgica descritos en el indice de calidad de
tincion (ICT), las recomendaciones del sistema Bethesda
2014 y la American Society of Cytology.">18
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Para este propésito, se utilizé la herramienta de re-
tratado para el Foldscope (image station); de la misma
manera, se probd el sistema de proyeccién de imagenes
del Foldscope en un cuarto oscuro, en 10x de aumento
y con sistema de condensacién adicionado al Foldscope
(figura 1).

Analisis de datos

El andlisis estadistico se realiz6 con IBM SPSS v.21 (Ar-
monk, EUA) para Windows, donde se evalu6 el estudio
por frecuencias simples. En Microsoft Excel (Redmond,
EUA) se registraron los datos de lectura (microfotografias)
concernientes a detalles citolégicos; aqui se estimé el por-
centaje de diagndsticos positivos y negativos con el Folds-
cope comparado con microscopia 6ptica convencional.

Asimismo, la valoracién total de los detalles citol6-
gicos fue realizada por tres CT experimentados (exa-
minados por el «Programa de evaluacion externa de
desempeno en citologia» PEED-Cytology) que, con base
en los criterios de calidad citolégica del ICT, realizaron
la apreciacién individual de la calidad de cada ldmina.
La evaluacién del ICT consistié en la asignacién de pun-
tuaciones a cinco parametros: morfologia celular, pano-
rama general de la tincién, patrén cromatico y tincion
nuclear, continuidad de membranas y background. La
puntuacion para cada parametro fue en la escala de 0 a
10, siendo la maxima equivalente a la imagen citologica
mds 6ptima.’? Se evalué la concordancia de valoracién
citolégica entre citotecnélogos con el indice de correla-
cion Kappa de Cohen.

RESULTADOS

De la evaluacion se encontré 100% de correlacion en las
caracteristicas citolégicas entre ambos métodos. Tanto en
los extendidos con citologia normal como en aquéllos con
anormalidades cervicouterinas no se observaron varia-
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ciones morfolégicas y/o colorimétricas que interfirieran
con la determinacién citoldgica; en ese sentido, todos
los resultados observados con el Foldscope coincidieron
con el informe inicial de cribado cervical y con el andlisis
de laboratorio por microscopia éptica convencional.

Cuadro L. Valoracion citologica con base en el indice

de calidad de tincion (ICT) en el Foldscope y por microscopia
Optica convencional por cada citotecnologo.

PEED-

Evaluadores ~ Cyfology ~ Valoracion citologica* p
CT1 K=(.74 0.7 (rango 0.6-0.8) 0.0001
CT2 K=0.89 0.8 (rango 0.6-0.9) 0.0001
CT3 K=0.77 0.7 (rango 0.6-0.8) 0.0002

* Caracteristicas citologicas con base en la evaluacion del indice de
calidad de tincion.

A partir de la comparacién fotomicrogréfica entre
el Foldscope y el microscopio 6ptico convencional, se
evidenciaron las caracteristicas citolégicas con base en
la evaluacion del ICT, el cual obtuvo un indice global de
0.7 (ideal = 1) con valoraciones para el patrén croméa-
tico (0.8), la continuidad de la membrana nuclear (0.8)
y la morfologia citoplasmatica (0.7), y los parametros de
background vy flora bacteriana (0.6) (cuadro ).

Cuando se evalué la concordancia de valoracion
citolégica entre CT, se obtuvo un indice Kappa de
0.87 (C1 95%: 0.73-0.92). Los detalles celulares para el
diagnéstico de citologias normales y neoplasicas coin-
cidieron con los detalles propios de cada lesién. No se
encontraron diferencias significativas entre diagnésticos
(NLIM, ASC-US, LSIL, HSIL y carcinoma) (p = 0.877)
para ambos métodos.

Figura 1.

Herramientas ligadas al Folds-
cope dentro de la evaluacion de
extendidos cervicales. A. Image
station. B. Sistema de proyeccion
de iméagenes.
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Las caracteristicas citolégicas fueron claramente
apreciables (figura 2). Sin embargo, se evidenciaron
mejor todos los componentes celulares y de background
cuando se utilizé el Image station, durante la proyeccion
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(figura 1) y cuando se evaluaron los extendidos celulares
en el Focuslock v1.16f (figura 3), prototipo modificado de
Foldscope que utiliza una «cufia» de papel con angulo
de inclinacion superficial, que permite que el enfoque

Figura 2.

Detalles citologicos con el Folds-
cope (figuras B, Dy F) y con mi-
croscopia optica (figuras A, C'y
E). A. NLIM (células endocervi-
cales y cambios sugestivos de in-
feccion por vaginosis bacteriana).
B. NLIM. C. ASC-US. D. ASC-
US (células paraqueratosicas). E.
LSIL. F. HSIL. Coloraciéon modi-
ficada de Papanicolaou, citologia
convencional.

Figura 3.

Modificacion del Foldscope con-
vencional, sistema Focuslock
v1.16f. A, Notese el sistema de me-
jora de calidad de nitidez. B. Pano-
rama general.
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avance en pequeios incrementos y permanezca en
el mismo lugar, mientras que el campo de visién se
mueve. '

De la implementacién del Foldscope en citologia cer-
vical se evidenciaron restricciones, como la imposibilidad
de realizar la lectura completa de los extendidos cervicales
dado el campo de lectura delimitado del Foldscope y las
complicaciones en los ajustes del macrométrico y micro-
métrico mediante dobleces hacia adentro y afuera del
Foldscope. En la verificacion y evaluacién las limitaciones
fueron claras faltas de nitidez alrededor del centro focal y
constricciones en el enfoque. Link: https://microcosmos.
foldscope.com/2p=16093.

DISCUSION

El estudio demostré la aplicacion proporcionada del
Foldscope en la evaluacion de extendidos cervicales
provenientes del cribado de CCU. En todos los casos
se evidencié una conservacién de la imagen citoldgica,
sin alterarla y permitiendo su visualizaciéon conforme se
observé en microscopia 6ptica, tanto durante el screening
cervical como en su evaluacién laboratorial.

Si bien la valoracion citolégica se vio afectada por las
limitaciones ya descritas, éstas tuvieron un mejor mane-
jo con el sistema de image station, que al mantener el
Foldscope estatico posibilit6 graduar los dngulos de visua-
lizacion de las imagenes, permitiendo la fotomicrografia
citolégica (figura 2). Del mismo modo, la proyeccién de
imagenes facilitd la visualizacion total y con mejor niti-
dez que serviria como lo hace para diferentes tipos de
preparados clinicos (uriandlisis, examen directo de heces,
etcétera), dentro de un nuevo sistema de evaluacién de
CCU con el Foldscope (figura 1).

El promedio de concordancia diagnéstica entre los
CT fue de kappa = 0.80; esto indica una concordancia
diagndstica muy buena en lectura citolégica (PEDD-
citologia 2015).2% Durante la evaluacién fotomicrogréfica
no se encontraron diferencias significativas entre lectores
(p < 0.0001), siendo la valoracion global 0.7 (buena).
Todos los evaluadores consideraron como moderadas
las caracteristicas citoldgicas correspondientes con
background y flora bacteriana (0.6), ésta debido a la
dificil diferenciacion celular detallada en el Foldscope
(cuadro I). Las valoraciones nucleares (patrén cromético
y continuidad de la membrana) obtuvieron las cifras més
altas, en las cuales se evidenciaron todas las diferencias
entre los extendidos citolégicos normales, preneoplé-
sicos y neopldsicos.'>?! Estas apreciaciones son consi-
derablemente importantes en el diagnéstico de CCU,
dado que las subestimaciones o las sobreestimaciones

diagnodsticas generan una disminucién del rendimiento
diagnéstico.'"22 Cuando se evalué la concordancia de
valoracién citolégica entre CT, se obtuvo un indice kappa
de 0.87 (C1 95%: 0.73-0.92). Los detalles celulares para
el diagndstico de citologias normales y neoplasicas coin-
cidieron con los detalles propios de cada lesién. No se
encontraron diferencias significativas entre diagndsticos
(NLIM, ASC-US, LSIL, HSIL y carcinoma) (p = 0.877)
para ambos métodos.

Otro aspecto importante durante la evaluacion del
Foldscope fue el ajuste focal con el sistema micromé-
trico y la imposibilidad de observacién completa de los
extendidos celulares a diversos campos de aumento focal
(figura 4). Sobre esto Gltimo, el Foldscope cuenta con
dos lentes (10x y 40x de aumento) que deben colocarse
unitariamente; esto impide el normal cribado oncolégico,
que requiere una primera evaluacién panoramica con un
campo de vision amplio (10x o 20x aumento), para luego
valorar las caracteristicas citolégicas que correspondan
a alteraciones celulares (40x o 60x de aumento). De
la misma forma, se presenté el problema del ajuste de
nitidez con los métricos del dispositivo, que al no ser
estables permiten la pérdida del campo de visién y, por
consiguiente, de las células en evaluacién. El Focuslock
v1.16f (figura 3) posibilita una cuantiosa mejora a este
respecto.’

La toma de muestra es el principal componente de la
fase preanalitica en citologia cervical. A este proceso se le
atribuyen, en promedio, 53% de las causas de error, pese a
que existen recomendaciones internacionales para el ase-
guramiento de la calidad en esta fase.'>?%24 La obtencion
y extension de la muestra sobre la ldmina constituyen los
procesos con mas variaciones, pues en la gran mayoria de
casos no cumplen con un uniforme tamano y disposicién
celular.2> Es por eso que se evidencié como una limita-
cion la imposibilidad de realizar la lectura completa de los
extendidos cervicales con el Foldscope dado su campo de
lectura delimitado y la poca uniformidad y estandarizacién
de los extendidos cervicales.

En la verificacién y evaluacion, las restricciones
fueron claras faltas de nitidez en torno al centro focal y
constricciones en el enfoque relacionadas directamente
con los lentes de gran aumento. El Foldscope cuenta
con microlentes esféricos (spherical ball lens) de 10x y
40x de aumento; estos objetivos posibilitan en aumento
méximo de 1450x.>2° Existen diferentes tipos de planos
para los lentes y los objetivos en microscopia éptica
convencional, tales como los objetivos acrométicos y de
campo plano. Estos deben ser considerados dentro de
las futuras mejoras que permitan el perfeccionamiento
de la apertura numérica, el indice de refraccién y la
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longitud de onda, que influyen directamente con la
distancia minima entre dos objetos y, por consiguiente,
con la resolucion y el limite de factibilidad de la ima-
gen.?” De esta manera, se proporcionaran aumentos
atiles que permitan una optimizacién de la resolucion
y enfoque de la imagen, hecho inherente en el diag-
néstico de CCU.

CONCLUSIONES

Si bien el Foldscope atin no es considerado un dispositivo
médico diagndstico, se estan evaluando sus posibilidades
aplicativas en diversos campos de la medicina. En ese
sentido, este estudio senalé la importancia de este dis-
positivo en la evaluacién y visualizacién de extendidos
cervicales dentro del cribado de CCU.

Durante su implementacién y evaluacién se evi-
denci6 la posibilidad de leer los extendidos cervicales
con algunas limitaciones, pero que puede ser aplicado
a campanas de salud en centros de atencién primaria
urbanos, rurales e indigenas. Sin embargo, se requieren
CT instruidos y experimentados para esta labor sanitaria,
aunque esto representa una contrariedad actual, dado
el reducido niimero de profesionales con este perfil en
el Perd.

El CCU representa un reto para las instituciones sani-
tarias, que son los principales actores para su prevencién
y control. Es 6ptimo basarse, para ello, en herramientas
open source, sostenibles y aplicables a diferentes realida-
des, que permitan a los laboratorios asegurar la calidad
de los diagnésticos.

El Foldscope constituye una herramienta extraordi-
naria para el diagnéstico de cancer cervical; pese a sus
claras limitaciones, pueden realizarsele mejoras para
transformarlo en un dispositivo costo-efectivo de uso
exclusivo en el diagndstico de cancer.
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