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RESUMEN

Durante afios se ha tratado de objetivar el diagndstico inmunohistoquimico, sin
embargo, la carencia de recursos suficientes provoca que se deje de lado el mejor
método para alcanzar una interpretacion uniforme, los controles. Producto de la ausencia
del uso de controles en cada procedimiento inmunohistoquimico, es que no existe un
instrumento que permita validar el resultado de la técnica, no exisistiendo garantia

acerca de la calidad y resultados de esta.

Para dar solucion a esta problematica es que mediante la técnica Tissue
Microarray se elaboraron una serie de micromatrices que serviran como control tanto
para los marcadores utiles en cancer de mama como para los de linea primaria, las
cuales tienen la ventaja de que pueden ser utilizadas dentro de la misma placa y ademas
dentro de la misma gota de reactivo, garantizando que ambos tejidos reciban el mismo

tratamiento sin la necesidad de aumentar la cantidad de reactivos a utilizar.

Finalmente se evalud la funcionalidad de estas micromatrices, a través de un
estudio estadistico que involucré a todo el staff del laboratorio de histopatologia del
hospital Dr. Gustavo Fricke, el cual arrojé que existian variaciones tanto inter como intra-
observador, algunas de las cuales resultaron ser claves en un posible cambio de
diagnostico (score). A partir de estos hallazgos es que se concluye que las
micromatrices tisulares resultaron ser una herramienta de facil confeccién, econémica y
eficaz cuya implementacién es posible en cualquier laboratorio de anatomia patoldgica,

ademas de servir como una herramienta de aprendizaje para futuras generaciones.

Palabras Clave: Inmunohistoquimica, Tissue Microarray, Controles.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION.

Los servicios de anatomia patologica conforman el pilar fundamental en la
deteccién, determinacion, y clasificacion de las distintas patologias que se presentan en
los establecimientos de salud publicos y privados. Esto cominmente se realiza a partir
de técnicas histopatoldgicas y citologicas. Sin embargo, en algunas ocasiones el
diagnéstico se torna mas dificil, principalmente frente a patologias de tipo neoplasico,
esto debido a que “se pierde la diferenciacion celular” (Jaramillo, 1991), por lo que hay
que recurrir a procedimientos especiales, los cuales en la actualidad son esenciales en
el diagnéstico, pronostico y tratamiento de afecciones que representan una mayor
complejidad en su estudio y se denominan técnicas inmunohistoquimicas. "Estas
constituyen una potente herramienta que permite la deteccion de moléculas proteicas
en las células o en su superficie a través de los microscopios tradicionales" (Roche
Farma, 2013).

Dentro de sus principales ventajas nos encontramos con que "juega un rol
fundamental en la determinacion precisa de los tipos celulares que escapan de la
deteccion morfolégica pura "(Revista Chilena de Cirugia, 2007), contribuye a la
determinacién de metastasis de origen desconocido, tipificacion de linfomas y es clave
en diagnostico de cancer mamario, ademas de cumplir un papel esencial en la
seleccion del tratamiento mas adecuado para cada paciente, por ende constituye una

herramienta multifuncional clave para un laboratorio de histopatologia.

Pese a la gran cantidad de ventajas que poseen las técnicas IHQ y de lo esencial
gue se ha vuelto su aplicacion rutinaria en la actualidad, su implementacion cuenta con

algunas limitantes, la principal es que los reactivos que se requieren para su aplicacion
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CAPITULO 1: INTRODUCCION.

son caros, esto genera que la variedad de anticuerpos que son utilizados en
laboratorios pertenecientes a hospitales estatales esté limitada a sélo a aquellos que
sean requeridos por patologias que representen una prioridad (como es el caso de los
que se utilizan para él diagnéstico de cancer mamario), puesto que la compra de un
panel de anticuerpos de mayor variedad junto a sus respectivos reactivos (kits), que
cubran el diagnéstico de todas las patologias a las cuales se le podrian practicar estas
técnicas representaria un gasto que no es posible de solventar por un laboratorio de
estas caracteristicas. A todo esto, también se le suma que el nUmero de muestras que
pueden ser analizadas con cada uno de los kits, estd muy por debajo de la demanda de
esta herramienta, la cual ha ido en aumento en los Ultimos afios. Todo esto ha

dificultado de manera radical su uso masivo y regular en los centros de atencion.

Teniendo en cuenta esta situacion es que se busca reducir la cantidad de
reactivos empleados tras cada procedimiento IHQ al minimo, con el propdésito de cubrir
el mayor numero de estudios posibles. En general la mayoria de los procedimientos
IHQ son realizados en un solo corte que contiene la seccidbn de un espécimen en
particular, para ahorrar tiempo y dinero. Es por esta razon que actualmente no se

utilizan controles paralelos al tejido en estudio.

El hecho de no utilizar controles internos provoca finalmente que la objetividad
del protocolo se vea afectada, ya que el empleo de éstos permite establecer si los pro-
tocolos de tincién se han seguido de manera correcta, si han existido variaciones dia a
dia o de trabajador en trabajador y si los reactivos a utilizar se encuentran en condicio-
nes adecuadas, en pocas palabras sustentan la validez de cada técnica. Ademas, hay
gue considerar que todo procedimiento disefiado para su uso en diagnostico in vitro de-
be ser supervisado por controles de reactivo y tejido. "Los controles de reactivo y de
tejido son necesarios para la validacion de los resultados de la coloracion IHQ sin su
uso, la interpretacion de la coloracion seria casual y los resultados de dudoso valor"
(Boenisch, 2002).

13



CAPITULO 1: INTRODUCCION.

Frente a la relevancia del proceso de estandarizacion de los procedimientos IHQ
que se llevan a cabo en el laboratorio de Anatomia Patoldgica es que este estudio se
encuentra enfocado en establecer y detallar el método a través del cual se pueda dar
solucion a la problemética presentada anteriormente. Para ello se utilizard como base el
método disefiado por Hector Battifora patdlogo de City of Hope en Duarte (CA, USA),
denominado actualmente como Tissue Microarray o Micromatrices de Tejido, adaptan-

dolo a las necesidades de cada protocolo IHQ utilizado.

La principal ventaja de la utilizacién de esta técnica es la reduccion significativa
de tiempo y coste para su realizacion. "Es posible efectuar un estudio de grandes series
de pacientes en un tiempo escaso". (Congreso Hispano Virtual Americano de Anatomia
Patologica, 2002) Ello se halla motivado por una rapida velocidad en el procesamiento
de las muestras, la posibilidad de andlisis simultaneo y estandarizado de una amplia
poblacién de tumores o multiples muestras y la existencia de un area de tamafio sufi-
ciente para analizar, ademas de facilitar la comparacion de la ubicacion de la tincion en
las células (membrana, citoplasma, nucleo), pues, este método permite montar un gran
namero de tejidos normales o tumorales en una membrana de revestimiento la cual es

embebida en un Unico bloque de parafina.
Es esta particular caracteristica la que constituird la base para dar inicio a la bus-

queda de los tejidos mas adecuados que seran requeridos para conformar las matrices

tisulares que constituyen el centro de esta investigacion.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION.

1.1.- REVISION BIBLIOGRAFICA.

1.1.1.- Conceptos basicos de inmunologia.

Para comprender el funcionamiento de las técnicas inmunohistoquimicas es
necesario manejar algunos conceptos basicos de inmunologia, pues representan la

base de cada uno de estos métodos.

Nuestro sistema inmune responde, en forma habitual, a un agente extrafio
(antigeno) mediante la produccion de anticuerpos, que de forma selectiva se unen a
una parte en especial del antigeno. De la misma forma, y segun la teoria de la vigilancia
inmunolégica, las células T citotoxicas recorren el cuerpo humano dentro del sistema
circulatorio a través del tejido mesenquimatoso, en busca de fragmentos peptidicos
asociados con antigenos de clase | del Complejo Mayor de Histocompatibilidad: Es
decir, detectan células con potencial maligno. "Por mecanismos aun no dilucidados en
su totalidad, las células T destruyen las células afectadas, que han sido expuestas"
(Elias, 1990).

Esta odisea celular, fue lo que dio la idea a Coons en 1941, cuando describié una
técnica de inmunofluorescencia para la deteccion de antigenos celulares en cortes de
tejido y 25 afos después Nakane, Pierce y Avrameus, revolucionaron la técnica hasta
hacerla practica, uatil, de facil realizacion y aplicabilidad clinica, llegando a la

inmunohistoquimica (en adelante IHQ) como es hoy.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION.

"En las ultimas décadas la utilizacion de métodos IHQ ha sido progresivamente
creciente y se ha consolidado como tecnologia esencial en el diagndstico
histopatoldgico de rutina” (Ceccotti & Sforza, 2007). En general y muy especialmente en
lo que respecta a la patologia oncolégica, son cada vez mas los casos que requieren el
apoyo de las técnicas IHQ para establecer su clasificacion y realizar el correspondiente

diagnéstico diferencial.

Vilches et al (2010):

Sefalan que el advenimiento de la inmunohistoquimica ha facilitado en gran me-
dida la realizacion de diagndésticos certeros. Los avances en los métodos y proce-
sos inmunohistoquimicos, asi como la introduccién de nuevos marcadores, han
permitido resolver problemas diagndsticos especificos.

Es importante considerar que la IHQ tiene una mayor complejidad que los
procedimientos de rutina que se emplean en el laboratorio clasico de anatomia
patologica, por lo requiere de una metodologia diferente a la del mismo. Por ello es

importante conocer en profundidad sus ventajas y limitaciones.

En base a esto es que se vuelve necesario contar con los conocimientos basicos
de sus principales reactivos, los cuales se denominan anticuerpos Yy/o
inmunoglobulinas, puesto a que "la eleccién de un panel de anticuerpos inapropiado o
excesivamente limitado puede llevar a conclusiones diagnosticas insuficientes o

erréneas" (Ceccotti & Sforza, 2007).
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CAPITULO 1: INTRODUCCION.

1.1.1.1.- Anticuerpos.

Los anticuerpos (también conocidos como inmunoglobulinas, 1g.) son
glicoproteinas variables del tipo gamma globulina producidas por los linfocitos B en
respuesta a la presencia de un antigeno. Estos forman el componente humoral del
sistema inmunitario adaptativo, que se completa con el componente celular formado por

los linfocitos T.

Segun Litman et al (1993):

Pueden encontrarse de forma soluble en la sangre u otros fluidos corporales de
los vertebrados, disponiendo de una forma idéntica que actla como receptor de
los linfocitos B y son empleados por el sistema inmunitario para identificar y
neutralizar elementos extrafios tales como bacterias, virus o parasitos.

"Las moléculas a las que se unen los anticuerpos son, por definicién, antigenos"
(Parham, 2006). Un antigeno es una sustancia ajena al cuerpo que el sistema
inmunoldgico reconoce como una amenaza. Cuando el cuerpo detecta antigenos, se
induce una respuesta inmunitaria con la formacion de anticuerpos como forma de
defensa. Por lo que las inmunoglobulinas constituyen el receptor especifico para el
antigeno presente en la membrana de los linfocitos B y se secretan tras la activacion

celular en forma de moléculas circulantes.

Todos los tipos de macromoléculas biolégicas funcionan como antigenos, pero
las proteinas y los hidratos de carbono son los mas comunes." La unién de los
anticuerpos a un patdgeno puede inactivar al patégeno y también tornarlo susceptible a

la destruccion por otros componentes del sistema inmunitario” (Parham, 2006).
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Parham (2006) indica:

Cada uno de los anticuerpos es especifico, lo que significa que estos pueden
unirse a un solo antigeno o a un nimero muy pequefio de antigenos diferentes.
Por esa razon la inmunidad contra el virus del sarampion no brinda proteccion
contra el virus de gripe, ni la inmunidad contra la gripe protege contra el
sarampion. El sistema inmunitario de un individuo puede producir anticuerpos
contra un inmenso namero de sustancias diferentes, tantos como la gran cantidad
de antigenos extrafios y diversos a los que una persona probablemente se vera
expuesta durante toda su vida. Por consiguiente, en conjunto los anticuerpos
tienen una gran diversidad de especificidades de unién al antigeno; el nimero
total de anticuerpos especificos diferentes que puede producir un individuo se
conoce como repertorio de anticuerpos.

1.1.1.1.1.- Estructura de un anticuerpo.

Como se mencion6 con anterioridad la funcién de una molécula de anticuerpo en
la defensa del huésped es reconocer a su antigeno correspondiente, unirse a €l y
conducirlo hacia otros componentes del sistema inmunitario. Estos luego destruyen el
antigeno o lo eliminan del cuerpo. La union al antigeno y la interaccidn con otras células
y moléculas del sistema inmunitario estan a cargo de partes diferentes de la molécula
de anticuerpo. Una de ellas es muy variable, en el sentido de que su secuencia de
aminoacidos difiere considerablemente de un anticuerpo a otro. El resto de la molécula
es mucho menos variable en la secuencia de los aminoacidos. Esta parte constante del

anticuerpo interactiia con otros componentes del sistema inmunitario.

18



CAPITULO 1: INTRODUCCION.

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas que estan formadas por cuatro cadenas
polipeptidicas. Dos son de mayor tamafio y se denominan cadenas pesadas, y dos, de
menor tamafio se denominan cadenas ligeras. Las cadenas ligeras y pesadas se agrupan
de tal manera que existe una proximidad espacial entre los cuatro extremos aminicos, por
una parte, y los extremos carboxilicos por otra. (www.inmunologiaenlinea.es) Se ensam-

blan en una estructura parecida a la letra Y. (Ver anexo N° 1)

Segun Parham (2006):

Cada brazo de la Y esta formado por una cadena liviana completa apareada con el
extremo amino (extremo N) de una cadena pesada, unidas en forma covalente por
un puente disulfuro. El tallo de la Y consiste en los extremos carboxilo (extremo C)
apareados de las dos cadenas pesadas. Las dos cadenas pesadas también estan
unidas entre si por puentes disulfuro.

1.1.1.1.1.1.- Cadenas Livianas y Pesadas.

Existen dos tipos diferentes de cadenas ligeras denominadas kappa (k) y lambda
(Y) y hay cinco tipos de cadenas pesadas en mamiferos que se denominan: Alfa (a),
Delta (), Epilson (¢), Gamma (y) y Mu (y), que dan lugar a las cinco clases de
inmunoglobulinas existentes IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM respectivamente, considerando
que son las cadenas pesadas las que determinan la clase de anticuerpo o isotipo,

término que sera definido méas adelante.
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Janeway et al (2001) indican:

Que las distintas cadenas pesadas difieren en tamafio y composicion: a y vy
contienen aproximadamente 450 aminoacidos, mientras que u y € poseen
aproximadamente 550 en contraste con esto la longitud aproximada de la cadena
ligera es de 211 a 217 aminoacidos, de ahi el origen de sus respectivos nombres.

Las cadenas pesadas ademas estan unidas entre sipor puentes disulfuro
intercatenarios, que pueden ser distintos en ndamero dependiendo del tipo de
inmunoglobulina. Esta zona, donde se encuentran los puentes intercatenarios, es muy
flexible yconstituye lo que se denominazona bisagra,que es por donde
se deforman estas moléculas cuando se unen al antigeno. "Esta confiere una gran
flexibilidad a la molécula y le permite unirse a distintos tipos de antigenos. La region
bisagra puede contener desde 10 a mas de 60 aminoacidos" (Alvarez, 2004).

1.1.1.1.1.2..- Regiones de un anticuerpo: Parte variable y constante de las cadenas

ligeras y pesadas.

De acuerdo a (http://www.inmunologiaenlinea.es/) las cadenas ligeras poseen dos
partes, una correspondiente al extremo carboxilico que es constante (CL) y otra que
ubicada al extremo aminico, que es muy variable (V.). También las cadenas pesadas

poseen una parte variable (VH) y otra constante (CH).
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Ingraham & Ingraham (1998) sefialan:

Que las cadenas polipeptidicas de anticuerpos diferentes varian mucho en su
secuencia de aminodacidos y las diferencias de secuencia se concentran en la
region del extremo amino de cada tipo de cadena; esta regiobn se conoce como
region variable (Fab) o regidén V, que contienen las secuencias de aminoacidos
especificas y uUnicas que se originan por recombinaciones de DNA durante la
diferenciacion de los linfocitos.

Esta variabilidad es la razon de la gran diversidad de especificidades de unién al
antigeno que existe entre los anticuerpos, porque las regiones V apareadas de una
cadena pesada y una cadena ligera forman el sitio de union al antigeno. "Por
consiguiente cada molécula en forma de Y tiene dos sitios de union al antigeno

idénticos, uno al final de cada brazo" (Parham, 2006).

Las partes restantes de las cadenas livianas y pesadas tienen una variacién
mucho menor de secuencia de aminoacidos entre anticuerpos diferentes por ende se
conocen como regiones constantes o regiones C (Fc). "El fragmento Fc es quien define
la actividad biolégica, la clase y subclase de cadenas pesadas"

(http://mww.inmunologiaenlinea.es)

1.1.1.1.1.2.1.- Dominios moleculares en las cadenas ligeras y pesadas.
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Los dominios de son esenciales para el correcto plegamiento y funcionalidad de la

proteina.

Tanto las cadenas pesadas como las ligeras poseen grupos de amino&cidos
unidos por puentes disulfuro intracatenarios. Estos segmentos repetidos en las cadenas
L y H se conocen como dominios. Los dominios de la parte constante de las cadenas
pesadas presentan una gran homologia secuencial no solo entre ellos, sino también con
la region constante de la cadena L." De forma similar, los Unicos segmentos variables
en las cadenas L y H presentan cierta homologia entre ellos y en menor grado a los de

la regidn constante”. (www.inmunologiaenlinea.es)

Alvarez (2004) explica:

Que la region V de la cadena pesada consta de un dominio de inmunoglobulina
(Vh), y la regién C de la cadena pesada consta de tres o cuatro dominios (CH1,
CH2, CH3, CH4). La region V de la cadena ligera tiene un dominio de
inmunoglobulina (VL) y la regién C de la cadena ligera tiene un unico dominio
(CL).

Los dominios V son los responsables de la union con el antigeno y los dominios C,
con excepcion del Cul, constituyen el fragmento Fc que, como ya se ha indicado,
determina las propiedades bioldgicas de las inmunoglobulinas Es entre los dominios Crl
y CH2 donde se establece la zona bisagra.

1.1.1.1.1.3.- Regiones Hipervariables.
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Segun Garcia. F (1997):

Las zonas variables, tanto de la cadena L como H, poseen a su vez unas regiones
de mayor grado de variabilidad. Son tres pequefios segmentos muy variables, por
lo que se les conoce como regiones hipervariables, cuya importancia radica en que
conforman el centro activo de las inmunoglobulinas, que es por donde se
produce el reconocimiento y union al antigeno. Cada una de estas regiones
hipervariables se compone de 17 a 20 aminoacidos, de tal manera que pequefos
cambios suponen una enorme fuente de variabilidad de posibilidades de union al
antigeno sin cambiar el resto de la molécula.

1.1.1.1.1.4.- Moléculas adicionales a la unidad estructural basica.

En las inmunoglobulinas aparecen, ademas de las cuatro cadenas polipeptidicas
béasicas, un componente glucidico (que representa el 2-14 % del peso total de la molécu-
la) y en algunas clases de inmunoglobulinas, glicoproteinas adicionales conocidas como
cadena J y pieza de secrecion. La cadena J es una glicoproteina con un 12 % de azlca-
res y un peso molecular de 15 kD que une, mediante puentes disulfuro, extremos Fc en la
IgA e IgM. "La pieza de secrecion es una glicoproteina de 58 kD de peso molecular que
sintetizan las células epiteliales de las mucosas y glandulas exocrinas"

(inmunologiaenlinea.es).

1.1.1.1.1.5.- Estructura espacial de las inmunoglobulinas.
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Cada uno de los dominios de las cadenas esta constituido a modo de “cilindros” en
los que se encuentran plegados en forma de sandwich dos grupos de cadenas proteicas,
una con tres cadenas polipeptidicas y la otra con cuatro, que presentan estructuras se-
cundarias es de hoja plegada b. Estas dos capas proteicas estan alineadas paralelamen-
te rodeando un espacio interior en el que predomina la presencia de aminoacidos hidro-

fobos. La union de esas dos capas se efectia por puentes disulfuro.

En www.inmunologiaenlinea.es, se plantea que en las zonas constantes, las ca-
pas de cuatro segmentos estan en el exterior de la molécula y las de tres en el interior,
mientras que en las variables es al contrario; por lo deméas, el modelo global de plegado
guarda gran semejanza entre los dominios variables y constantes. Sin embargo, las re-
giones hipervariables constituyen tres bucles adicionales que no se someten al plega-

miento del resto del dominio.

1.1.1.2.- Variaciones estructurales en las inmunoglobulinas.

1.1.1.2.1- Subclases de inmunoglobulinas

Como se menciond anteriormente las inmunoglobulinas se clasifican en cinco tipos

IgG, IgA IgM IgG IgD e IgE de acuerdo al tipo de cadena pesada que estas posean.

Ademas de esta clasificacion se sabe que no todas las inmunoglobulinas de una
misma clase tienen la misma estructura, sino que dentro de éstas se pueden establecer

subclases basandose en la secuencia aminoacidica de la region constante de las
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cadenas pesadas (H) y el diverso nimero de los puentes disulfuro intercatenarios
establecidos entre éstas. Es asi como la IgG se divide en cuatro subclases (IgG1, 1gG2,

IgG3 e IgG4) y la IgA e IgM en dos (IgA e 1gG2; IgM e IgM2) respectivamente.
Las regiones constantes de las cadenas pesadas de estas diferentes clases y
subclases de inmunoglobulinas se conocen como variantes isotipicas y son las mismas

en todos los individuos normales de la misma especie.

"Al conjunto de clases y subclases de una inmunoglobulina se le conoce como
isotipo” (Rojas, 2006).

1.1.1.2.1.1.- Alotipo.

"Los alotipos son pequefios cambios que puede tener un individuo normal en el
ordenamiento de un aminoacido particular, en las diferentes cadenas de sus

inmunoglobulinas" (Garcia. F, 1997).

1.1.1.2.1.2 .- Idiotipo.
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Los idiotipos corresponden a la estructura conformacional de los sitios de
combinacion de los anticuerpos y en ellos participan las regiones variables de las

cadenas pesadas y ligeras en su porcion amino-terminal.

Rojas (2006) indica:

Que dentro de la estructura anticuerpo, el idiotipo constituye la porcibn mas extrafa
para el individuo que lo produce y por esto resulta inmunogénico; cualquier individuo
puede responder inmunoldgicamente contra los idiotipos de sus propios anticuerpos
inducidos por antigenos exdgenos.

1.1.1.3.- Propiedades individuales de las inmunoglobulinas.

En relacién a sus funciones generales nos encontramos con que participan en la
aglutinacion de particulas, activacion del complemento por via clasica, neutralizacion de
antigenos, opsonizacion, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC),
actian como receptores en células B y ademdas participan en reacciones de

hipersensibilidad.

De las cinco clases de inmunoglobulinas, IgM e IgM seran consideradas con
mayor detalle, debido a que son los anticuerpos utilizados con mayor frecuencia en

inmunohistoquimica.
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1.1.1.3.1.- Inmunoglobulina G.

"Esta inmunoglobulina es producida por células plasmaticas del bazo, médula
0sea y nodulos linfaticos. Es el anticuerpo de mayor concentracién sanguinea” (Gomez
et al., 2007).

"Tiene un peso molecular aproximado de 150 kDa y una concentracion elevada
en el suero de (10 mg/ml), siendo escasa en las secreciones. Su vida media es de
aproximadamente 20 dias" (Alvarez, 2004). Junto a IgD son las de menor tamafio, lo

cual les permite atravesar el endotelio vascular para acceder a focos inflamatorios.

De acuerdo a Montoya (2008):

Constituye el 70 a 75% de todos los anticuerpos circulantes y predomina en la
segunda respuesta de anticuerpos, es decir esta es la respuesta que sigue a
contactos posteriores con un antigeno determinado, corresponde a la segunda
linea de defensa.

"Participan por medio de los dominios CH2 en la activacién del complemento por
via clasica, requiriéndose al menos dos moléculas de IgG para activar la ruta" (Gémez
et al., 2007).

"En relacién a su estructura esta tiene la férmula general de gamma2 kappa2 o
gamma?2 lambda2, lo que denota que una molécula de IgG estd compuesta por dos

cadenas livianas de tipo kappa o de tipo lambda" (Boenisch, 2002).
La inmunoglobulina G es el anticuerpo mas abundante en el huésped

hiperinmunizado, en el animal recién inmunizado IgM es el primer anticuerpo humoral

detectable.
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1.1.1.3.2.- Inmunoglobulina M.

"Es el primer tipo de anticuerpo que aparece en el suero tras la exposicion a un
antigeno" (Berg et al., 2008). "Representa el 10% de las inmunoglobulinas totales"”
(Montoya, 2008).

Mufioz & Garcia (1998):

Plantean que se produce inicialmente en la respuesta inmune primaria contra
ciertos antigenos, como los grupos sanguineos y bacterias gram negativas; es la
Ig que activa al complemento mas eficientemente y forma parte de las proteinas
membranales de los linfocitos B.

Su estructura esta constituida por un pentamero que consiste de cinco
subunidades de aproximadamente 180 kD cada una. La férmula general se puede
expresar como (mu2 kappa2) o (mu2 lambda?2). Cada subunidad estd unida por medio
de un péptido rico en sulfidrilo, la cadena J (15kD) y consiste de dos cadenas pesadas
(mu) y dos cadenas livianas tipo kappa o lambda. Las cadenas J contribuyen en la

integridad y estabilidad del pentdmero.

1.1.1.4.- Anticuerpos policlonales.

La formacion de anticuerpos tiene lugar en las células procedentes de la médula

0sea, llamadas linfocitos, que en presencia de un antigeno se diferencias hacia células
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formadoras de anticuerpos.” Cada linfocito origina una poblacion celular o un clon, en la
que cada célula es genéticamente idéntica a las demas produciendo un mismo
anticuerpo” (Coll, 1993). En otras palabras, cuando se inocula un antigeno (o penetra
un patégeno) se produce una respuesta de anticuerpos frente a cada uno de los
determinantes antigénicos o epitopes del antigeno. Todos los anticuerpos se producen
de forma simultanea, todos reaccionan con el antigeno, pero solo con un determinante
concreto. Esto es lo que se produce en la respuesta inmune normal, y a esta mezcla de
anticuerpos es a la que se denomina suero Policlonal, porque procede de varios
linfocitos B que se expandieron (tras reconocer al antigeno) produciendo cada uno un

clon celular.

1.1.1.4.1.- Produccién de anticuerpos policlonales.

A partir de un suero policlonal se puede obtener un suero especifico para el
antigeno mediante aislamiento y purificacion. Si bien los anticuerpos obtenidos, son
todos especificos para el antigeno, variardn en su afinidad para el mismo al proceder de
distintos clones. La Técnica basicamente consiste en efectuar una cromatografia de

afinidad en columna.

El animal preferido para la produccion artificial de este tipo de anticuerpos es el
conejo debido a su facil mantenimiento, sin embargo, también existen otros como la

cabra, cerdo, oveja caballo entre otros. (Ver anexo N° 2)
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Una ventaja adicional en su uso es que la presencia de anticuerpos humanos
contra proteinas del conejo es mucho mas rara que contra proteinas de otros rumiantes,

tales como la cabra.

Boenisch (2002) sefala:

Que ademas los anticuerpos de conejo precipitan las proteinas humanas con un
rango mas amplio de exceso de antigeno o anticuerpo y pools de anticuerpos
hechos a partir de muchos conejos son menos propensos a que resulten con
variaciones de partida a partida que los pools hechos con sélo algunos animales
mas grandes.

La obtencion de los anticuerpos policlonales se realiza recolectando la sangre del
animal utilizado para su produccién. En el caso de los conejos se extrae de la oreja, por
otra parte, en el caso de animales mas grandes se extrae de la vena yugular o del
corazén, incluso en algunos casos se requiere sacrificar al animal. Posteriormente
cuando ya se han retirado las células sanguineas, se podran obtener estos anticuerpos
policlonales, en forma de antisuero estabilizado o como fracciones de inmunoglobulinas

con diferentes grados de pureza.

Uno de los principales problemas gue plantea el uso de anticuerpos policlonales
es su gran variabilidad, asi como las limitaciones en la cantidad de suero que puede
obtenerse.

Por otra parte, Alvarez (2004):

Destaca que en el antisuero se encuentran anticuerpos de distintas clases y
subclases con diferencias en sus afinidades por el antigeno y en sus actividades
biolégicas, lo que hace dificil la reproducibilidad de los resultados obtenidos.
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Sin embargo, esto no implica que no puedan ser utilizados con éxito incluso en la
actualidad. En cuanto a sus aplicaciones inmunohistoquimicas podemos mencionar que
estos son Utiles en la deteccion de proteinas que tienen menores niveles de expresion,
debido a que mientras mas anticuerpos puedan unirse a una Unica molécula de

proteina, mayor serd la sefial de deteccion.

1.1.1.5.- Anticuerpos monoclonales.

Si la inoculacién o inmunizacién la realizasemos con un antigeno que contuviese
un Unico epitopo, solo se activaria un clon celular y se produciria un Unico anticuerpo. A
un suero que tuviese estas caracteristicas se le denomina suero monoclonal. Esta
situacion, no se produce en condiciones normales, pero en determinadas condiciones
patolégicas aparecen neoplasias de células B y de los plasmocitos derivados de ellas
(Mieloma multiple). Como son células productoras de anticuerpos, éstos se acumulan
en la sangre en grandes cantidades. Como ocurre en todos los procesos tumorales el
origen esta en una célula que se maligniza y se multiplica de forma auténoma e
independiente de los sistemas de regulacién del organismo, lo que es lo mismo que
decir que todas las células del mieloma proceden de una misma célula y, por tanto,
producen el mismo anticuerpo. Aunque existen mielomas de cada una de las cinco

clases de inmunoglobulinas los mas frecuentes producen los isotipos IgA e 1gG.

1.1.1.5.1.- Obtencién de anticuerpos monoclonales.
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En 1975, George Kohler y César Milstein, citado por Valpuesta (2012)
demostraron que la hibridizacion (fusién) de los linfocitos inmunes de raton con células
de mieloma originaban células hibridas las cuales podian secretar inmunoglobulinas

homogéneas de especificidad predefinida, los anticuerpos monoclonales.

Estas células fusionadas hibridas, pueden multiplicarse rapida e indefinidamente,
y ademds pueden producir gran cantidad de anticuerpos.

1.1.1.5.2. Produccion en masa de anticuerpos monoclonales.

Para producir anticuerpos monoclonales primero se deben extraer células B del
bazo de un animal que ha sido expuesto al antigeno. Estas células B son fusionadas en
presencia de PEG (polietilenglicol) con células tumorales de mieloma multiple. Esto es
necesario porque en cultivo la vida media de los linfocitos secretores de anticuerpo se
limita a unas pocas semanas. Al fusionar estas células con las tumorales se obtienen
hibridos celulares, conocidos como hibridomas, que son potencialmente inmortales.

(Ver anexo N° 3)

Dado que la fusién es un evento completamente al azar, la mezcla de células
obtenidas luego de la misma estara formada por esplenocitos, células de mieloma, es-
plenocitos fusionados entre si, células de mieloma fusionadas entre si y ademas por los
hibridomas linfocito B-célula de mieloma. En cultivo, los esplenocitos no fusionados

mueren con el tiempo por ser células normales.
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Montafio & Romano (1995) plantean:

Que ademés las mielomatosas al ser células tumorales pueden vivir indefinida-
mente y como se replican con mayor rapidez que los hibridomas, crecerian en
forma predominante, "ahogando" al resto de las células. De lo anterior se des-
prende la necesidad de disponer de un mecanismo de seleccion que permita so-
lamente el crecimiento de los hibridomas, eliminando a las células mielomatosas.

Esto se obtiene con el llamado medio HAT y el fundamento en que se basa es el
siguiente: "Las células eucariotas disponen de dos vias para la sintesis del ADN. Una es
la llamada "via principal o de novo" y la otra es la "via de rescate”, en la cual se requiere

la enzima hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferasa (HGPRT)" (Harlow y Lane, 1988).

Hudson & Hay (1989) explican:

Que la clave de la seleccion esta en que las células de mieloma que se utilizan
para la fusion son deficientes en la enzima HGPRT, es decir, que sintetizan su
ADN unicamente por la via principal. Esta via principal puede ser bloqueada por la
adicién de la droga aminopterina. De manera que, si al medio de cultivo en el que
crece el producto de fusion se afiade aminopterina, las células mielomatosas no
fusionadas o fusionadas entre si moriran, ya que seran incapaces de sintetizar
ADN.

Segun Montafio & Romano (1995):

Si se consideran ahora las células hibridas, éstas tienen la capacidad de creci-
miento tumoral heredada de las células mielomatosas, pero también tienen el gen
gue codifica la enzima HGPRT, heredado de los linfocitos normales, pudiendo sin-
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tetizar ADN por la via de rescate. De esta forma, en presencia de Hipoxantina-
Aminopterina-Timidina (HAT) las Unicas células con capacidad de crecimiento,
"seleccionadas" gracias a un fenomeno de complementacion génica, son las hi-
bridas.

Existe aun otro evento de seleccién, el cual esta destinado a identificar y aislar,
del total de hibridos producidos, a los hibridomas productores de los anticuerpos de in-
terés. La identificacion se logra con un método apropiado para la evaluacion de los so-
brenadantes de cultivo y el aislamiento se realiza mediante el clonamiento. Una vez se-
leccionado el clon de células hibridas deseado, el préximo paso es la producciéon de
grandes cantidades de anticuerpo monoclonal. Para el crecimiento del clon selecciona-
do de células hibridas puede utilizarse la cavidad peritoneal de ratones, preferentemen-
te de la misma cepa utilizada para el paso inicial de inmunizacion. Primero, se inyecta

en la cavidad peritoneal un irritante orgénico, para producir una peritonitis quimica.

Luego, se inyectan las células hibridas de la linea seleccionada dentro de la ca-
vidad peritoneal. En el transcurso de los dias se desarrolla un tumor conocido como
hibridoma. Este tumor produce grandes cantidades de anticuerpos monoclonales que
pueden obtenerse por aspiracion del liquido ascitico a partir de la cavidad peritoneal del

animal (ratén).

Koneman & Allen (2008) mencionan:

Que un ratén que tiene el tumor puede sobrevivir entre 4 y 6 semanas, durante las
cuales se pueden recolectar grandes cantidades de anticuerpos. Los hibridomas
también pueden crecer en cultivo de tejido a partir de los cuales se producen anti-
cuerpos altamente purificados, sin la potencial contaminacion del suero, de la in-
terferencia no especifica de proteinas de la ascitis o de la reactividad cruzada de

anticuerpos de histocompatibilidad derivados de los tejidos del ratén.
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1.1.1.5.3.- Ventajas y desventajas de los anticuerpos monoclonales.

La ventaja principal de los anticuerpos monoclonales como reactivos es que
proporcionan un unico material estandar para todos los laboratorios en todo el mundo,
en un aporte ilimitado si se mantiene la inmortalidad y la pureza de la linea celular; por
otra parte, los antisueros obtenidos de animales diferentes pueden ser tan distintos

entre si como la tiza y el queso.

"El enfoque monoclonal de nuevo muestra su excelencia en relacion con las
estrategias convencionales para la produccion de anticuerpos especificos contra
componentes individuales en una mezcla compleja de antigenos" (Roitt, 2008). "Otras
ventajas de los anticuerpos monoclonales, es que no se contaminan por otros
anticuerpos indeseables y que pueden obtenerse en cantidades muy grandes"
(Mollison, 1987).

En inmunohistoquimica es importante considerar ciertas desventajas presentes
en los anticuerpos monoclonales al momento de seleccionar los clones dutiles. Si
comparamos los anticuerpos monoclonales en relacién a los policlonales su principal
ventaja es la especificidad, no obstante estos dependen mas de factores ambientales
como el pH y sustancia disuelta para su funcionamiento éptimo. Otra de las desventajas
de los anticuerpos monoclonales que se pueden citar, son el alto costo de su
produccion y el largo tiempo que se requiere para seleccionar el anticuerpo especifico

gue se necesita.

1.1.1.6.- Afinidad y avidez entre los anticuerpos.
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La afinidad es la medida de la fuerza de unién entre un determinante antigénico y

uno de los sitios de unién a antigeno de una molécula de anticuerpo.

Arnaiz et al. (1995) plantea qué:

Puede entenderse como constante de afinidad (Kd) entre un antigeno y un
anticuerpo: hace referencia a la naturaleza inmunoquimica de estas interacciones
(1. Puentes de hidrégeno, 2. Interacciones electrostaticas, 3. Fuerzas de Van der
Waals y 4. Interacciones hidrofobicas); una alta afinidad supone un mayor
acoplamiento antigeno/anticuerpo. Se define en términos termodinamicos.

Es decir, "se requiere mas energia para separar un complejo formado entre
anticuerpos de alta afinidad y antigeno, que para separar otro constituido con un
anticuerpo de baja afinidad "(Golub, 1986).

La afinidad intrinseca de un anticuerpo reside en la region HV y es determinada

por la misma secuencia de aminoacidos que determina la especificidad.

Boenisch (2002) afirma que:

En inmunohistoquimica la afinidad funcional de un anticuerpo o antisuero se
puede definir vagamente por el tiempo que requiera para alcanzar el equilibrio con
el antigeno tisular. Si alicuotas iguales de dos anticuerpos o antisueros de punto
de dilucion optima idéntico son incubados por periodos de tiempo crecientes con
el antigeno del tejido, el anticuerpo que alcance primero el nivel de la maxima
intensidad de coloracion es el de la afinidad funcional mas alta.
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Por otra parte, la avidez hace referencia a la estabilidad de los complejos
formados por anticuerpos y antigenos multivalentes. La avidez esta en gran medida
determinada por la afinidad de la interaccion inicial antigeno/ anticuerpo, pero depende

ademas de otros factores que afectan la estabilidad del complejo antigeno/anticuerpo.

Arnaiz et al (1995) plantean que:

Entre estos factores se encuentran las valencias del antigeno y anticuerpo, sus
cargas netas, la diversidad de los anticuerpos producidos en respuesta al
antigeno y la flexibilidad de la molécula en su region flexible. No se define en
términos termodinamicos.

Con frecuencia el término avidez se utiliza también para describir la suma total

de las afinidades intrinsecas encontradas en una poblacién de anticuerpos policlonales.

Dado que las reacciones antigeno anticuerpo son reversibles, los complejos
inmunes simples que se forman en el tejido pueden disociarse durante los ciclos de
lavado usados en IHQ. La facilidad y grado de disociacién varian de anticuerpo a
anticuerpo y bajas concentraciones de sales, asi como bajas temperaturas reduciran la
posibilidad de una coloracion débil, debido a una disociacion de un complejo inmune ya
formado. "Por esto se prefieren anticuerpos de alta afinidad, con menor chance de que
ocurra la disociacion durante el lavado, comparandolos con anticuerpos de baja
afinidad" (Boenisch, 2002)

Como se mencion0 en primera instancia una poblacion de anticuerpos
policlonales contiene un espectro relativamente continuo de afinidades con varios
epitopes de un antigeno dado. Es por esta razén que luego de la incubacion con
anticuerpos primarios de este tipo, no es probable que el lavado excesivo resulte en una
pérdida apreciable de la coloracion. Por otro lado, los anticuerpos monoclonales son de
afinidad uniforme vy, si la afinidad es baja, la pérdida de coloracion seguramente se deba
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a la disociacion del anticuerpo de su epitope. Es por ello que en la medida de lo posible

se deben seleccionar anticuerpos monoclonales de alta afinidad.

"La experiencia con el manejo de anticuerpos en IHQ ha demostrado que se
puede reducir el tiempo de lavado e incubacién en bafios de buffer y que una agitacion

suave ayuda a reducir la coloracion de fondo" (Boenisch, 2002).

1.1.1.7.- Reactividad cruzada de anticuerpos.

La reactividad cruzada esta relacionada con que algunas de las moléculas de
anticuerpo pueden tener una avidez muy baja por el antigeno que ha estimulado su
produccion y, de hecho, puede ser que reaccione de forma semejante con alguna otra
molécula. Por otra parte, la reactividad cruzada puede resultar simplemente de un
anticuerpo que sea incapaz de discriminar entre antigenos diferentes debido a sus
similitudes estructurales. "Cuanto mayor sea la especificidad de un anticuerpo menor

sera la posibilidad de que ocurra esta situacién". (Moss et al., 1982).

De acuerdo a Kelley (1993):

En términos mas sencillos existen dos tipos de reacciones cruzadas, el primero
cuando se aplica a una especie de anticuerpos Unica (productos idénticos de un
clon dnico, anticuerpos monoclonales) la reaccion cruzada es la consecuencia del
hecho de que solo una pequefa fraccion de los potenciales grupos formadores de
uniones en el sitio de combinacion puede realmente ser usada por un solo
epiitope, y por lo tanto otro patron de uniones en el mismo sitio de fijacion puede
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interactuar potencialmente con un bajo nimero de epitopes quimicamente
disimiles. En segundo lugar, cuando se aplica a un antisuero que contiene una
coleccion heterogénea de anticuerpos, (provenientes de varios clones diferentes
que responden a distintos epitopes en un antigeno complejo, policlonales), la
reaccion cruzada posee un significado diferente. Cuando mayor es la cantidad de
epitopes que una molécula tiene en comun con el antigeno original, mayor sera el
namero de moléculas de anticuerpo que se unira en ese antisuero.

Por lo tanto, cuando se esta comparando la reaccion de varios antigenos con un
antisuero Unico, la reaccion cruzada implica una similitud quimica y cuando se esta
comparando la reaccién de varios antigenos con un anticuerpo monoclonal, esto no es

asi.

1.1.1.8.- Velocidad de reaccién de los anticuerpos.

Aungue bajo condiciones ideales los anticuerpos reaccionan con sus antigenos
muy rapidamente, en IHQ estas condiciones rara vez se dan. Generalmente dependen
de la fijaciéon del tejido, de la concentracion del anticuerpo, de la temperatura ambiente y
de otras variables, por lo que el tiempo de incubacion del anticuerpo primario puede

requerir de hasta 48 horas para alcanzar una maxima reactividad.
Actualmente no es una sorpresa la necesidad que ha surgido de acortar los

tiempos de procesamiento en los laboratorios, fundamentalmente debido a la utilizacién

mas frecuente de los procesos IHQ en el diagnostico de la patologia quirdrgica.
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Los periodos cortos de incubacion serian hechos factibles mediante la utilizacién
de anticuerpos primarios de alta afinidad en concentraciones elevadas, lo que
disminuye el tiempo de reaccion, producto de la saturacidon mas rapida de los sitios de
union. Sin embargo, no se sabe si las incubaciones mas cortas con preparaciones de
anticuerpos mas concentradas establecerian el equilibrio més rapido porque, como
regla, producen una coloracién inespecifica, la cual se conoce como background, lo que

impediria una interpretacion precisa de la marcacion.

De todas maneras, es importante dejar en claro que una vez que se haya
seleccionado el tiempo adecuado de incubacion, por experimentacion o de acuerdo a lo
gue indican los fabricantes del anticuerpo, es fundamental mantenerlo o la coloracion de

este no sera reproducible en forma consistente.

1.1.1.9.- Manejo de los Anticuerpos.

Boenisch (2002) establece que:

Para lograr un funcionamiento éptimo de los reactivos que son utilizados en IHQ,
es imperativo observar ciertas reglas basicas para su manejo y almacenaje. De
ser mantenidos adecuadamente los reactivos se mantendran estables durante
meses o aln afos.

En general todos los reactivos incluyendo los anticuerpos contienen su
respectiva ficha técnica, en la cual el fabricante entrega las indicaciones

correspondientes en cuanto a dilucién (si es que viniera concentrado), manejo,
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controles y almacenaje. Por lo que es clave seguir de manera estricta estas

especificaciones para no desperdiciar este valioso recurso.

Es importante dejar en claro que para esta investigacion se utilizaron anticuerpos
de la marca DAKO por lo que las indicaciones son obtenidas principalmente de los
mismos distribuidores, otro tipo de marcas deberan ser consultadas en sus respectivas

fichas técnicas.

1.1.2.- Técnica inmunohistoquimica.

1.1.2.1.- Eleccién entre anticuerpos monoclonales y policlonales.

Los anticuerpos monoclonales presentan ciertas ventajas sobre los anticuerpos
policlonales; Se necesita muy poca cantidad de antigeno para producir una cantidad
ilimitada de anticuerpos. Se pueden obtener anticuerpos especificos contra un simple

determinante antigénico, aunque se utilice como inmundgeno un antigeno impuro o una

mezcla de antigenos; Los hibridomas se pueden preservar congelados en nitrogeno
liquido o a una temperatura de -70° con lo cual se asegura una fuente continua de
anticuerpos. Ciertos anticuerpos monoclonales altamente especificos permiten
reconocer relaciones serologicas que no son reconocidas por los policlonales. El uso de
anticuerpos monoclonales elimina la variabilidad en calidad y especificidad existente en

los policlonales. Se pueden utilizar como inmuno-reactivos en los métodos comunmente
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utilizados en el diagnéstico. Esas propiedades facilitan la estandarizacion de los
ensayos inmunoldgicos en diferentes laboratorios y aseguran una distribucion continua

de anticuerpos.

Sin embargo, paradojicamente, los anticuerpos policlonales a veces proporcionan
mayor especificidad que los monoclonales frente al mismo antigeno. Esto se debe a
que las reacciones cruzadas no deseadas se pueden eliminar de un suero policlonal
mediante absorcién con el antigeno causante de la interferencia, mientras que las
reacciones cruzadas no buscadas no se pueden eliminar de un anticuerpo monoclonal
porque tiene una Unica especificidad. “La especificidad de los anticuerpos policlonales
se pueden mejorar también mediante cromatografia de afinidad utilizando
antigenospurificados".
(http://ucmfarmaciadatos.netai.net/segundO/Inmunologia/fity/19.pdf)

1.1.2.2.- Titulacién de anticuerpos.

El titulo de un anticuerpo se refiere a la minima concentracion (mayor diluciéon)
de anticuerpo que resulta todavia eficaz en un ensayo, por ejemplo, la aglutinacion. Los
anticuerpos deben titularse antes de utilizarlos en un inmunoensayo porgque usar una
alta concentracion es un desperdicio, puede dar sefales inespecificas y puede ser poco
sensible en ensayos de inhibicion. Por otro lado, una concentracion demasiado baja

obviamente produce una pérdida de sensibilidad.

En inmunohistoquimica, el titulo de un anticuerpo puede definirse como la

dilucion mas alta de antisuero (o anticuerpo monoclonal) que resulta en una maxima

42


http://ucmfarmaciadatos.netai.net/segund0/Inmunologia/fity/19.pdf

CAPITULO 1: INTRODUCCION.

coloracion especifica con la menor cantidad de coloracion de fondo, bajo condiciones
de trabajo especificas. "Esta dilucion maxima esta determinada en principio por la

cantidad absoluta de anticuerpos presentes” (Boenisch, 2002).

Si se dispone de méas de un anticuerpo monoclonal frente a un antigeno de
interés, es conveniente determinar si todos reconocen el mismo o diferentes epitopos

del antigeno.

Boenisch (2002) indica que:

Para las preparaciones de anticuerpos monoclonales, la dilucion mas alta esta
también regida por la afinidad intrinseca del anticuerpo: si el titulo del anticuerpo se
mantiene constante, un anticuerpo de alta afinidad va a reaccionar mas
rapidamente con el antigeno tisular y dard una coloracibn mas intensa que un
anticuerpo de baja afinidad utilizando el mismo tiempo de incubacion.

Los titulos pueden variar desde 1:100 a 1: 2.000 para los antisueros policlonales
(microgramos de antigeno precipitado por milimetro de antisuero); desde 1: 10 a
1:1.000 para los anticuerpos monoclonales en sobrenadantes de cultivos celulares; y

hasta 1: 1.000.000 para los anticuerpos monoclonales en liquido ascitico.

1.1.2.3.-Preparacion del tejido para técnicas inmunohistoquimicas.

1.1.2.3.1.- Fijacion.
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La calidad de los resultados de cualquier técnica inmunohistoquimica estan
estrechamente relacionados con una serie de factores condicionantes, entre ellos y

quizas el mas relevante es el proceso de fijacion y su efecto sobre el tejido fijado.

La fijacion confiere rigidez al tejido gracias a la formacidbn de uniones
entrecruzadas entre las proteinas y, en algunos casos entre los lipidos y los
carbohidratos. (Ver anexo N° 4) “Mientras mejor es el grado de entrecruzamiento, mejor
es la preservacion de la estructura” (Armengol & Mifano, 1995). Sin embargo, un
entrecruzamiento extenso altera los antigenos, por efectos quimicos directos y por
distorsién estructural. Los fijadores atacan selectivamente determinados grupos

quimicos.

Armengol & Mifiano (1995) también afirman:

Que la mayoria de los fijadores se unen covalentemente con los grupos aminos y
no afectan a los grupos carboxilos, ni a tampoco a los aminoacidos tirosina e
histidina. Estos grupos sin afectar pueden ser partes importantes de epitopos y
quedan, por tanto, retenidos para la reaccion IHQ.

La deteccién inmunohistoquimica de un antigeno en tejido fijado depende solo de
aquellos grupos que no han sido destruidos por el fijador. La union directa del fijador
con grupos quimicos del tejido no es el Unico factor que destruye la reactividad. Debido
a que confiere rigidez al tejido, también disminuye en algunas situaciones la
accesibilidad de los reactivos, aunque promueven en general la permeabilidad de las
membranas celulares. La fijacion también puede inducir cambios conformacionales en
los antigenos. Por lo tanto, la destruccion de la inmunoreactividad puede ser extensa,

aunque el fijador afecte solamente a grupos quimicos concretos.
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La tincidbn inmunohistoquimica puede afectarse por la pérdida de los epitopos en
cualquiera de los pasos de la técnica, una de las funciones de los fijadores es la de
inmovilizar los constituyentes evitando su “fuga” y preservar las relaciones estructurales

de los constituyentes retenidos

Los efectos de la fijacion sobre la tincion IHQ son diferentes si se utilizan
antisueros policlonales o anticuerpos monoclonales. Los antisueros contienen muchos
anticuerpos heterogéneos que reaccionan con epitopos diferentes de un antigeno dado.
Aun cuando la fijacién destruya la mayoria de los epitopos, siempre quedaran algunos
intactos que pueden ser reconocidos por algun anticuerpo del antisuero dando lugar a la
reaccion: "Sin embargo, cualquier alteracion del epitopo que es reconocido por el
anticuerpo monoclonal dara lugar a que no se produzca ninguna reaccion" (Armengol &
Mifiano, 1995).

Entre las caracteristicas principales que deberia poseer el fijador ideal para
inmunohistoquimica nos encontramos con que en primer lugar debe preservar de
manera adecuada la morfologia celular y tisular, inmovilizar el antigeno para permitir su
localizacion, conservar su antigenicidad y permitir que el anticuerpo pueda acceder a
éste, es decir, proporcionar una adecuada permeabilidad de los tejidos a los reactivos

inmunohistoquimicos y al anticuerpo que posibilitara su identificacion.

"El epitope (la secuencia de aminodacidos), hacia el cual el anticuerpo esta
dirigido puede estar escondido (enmascarado), modificado o completamente perdido
como resultado de una fijacion inadecuada” (Shi et al. 2002).

De acuerdo a Hyatt (2002):

Es por esta razon que la accion del fijador debe ser la suficiente como para
mantener la integridad de las secciones del tejido durante todo el proceso de
inmunotincion, pero a la vez no ser tan agresiva para no destruir el antigeno que
esta bajo estudio.
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De esto se desprende que el tiempo de fijacion debe ser el necesario para
preservar la imagen histologica; "un exceso de fijacion reduce la inmunoreactividad del
tejido” (Garcia del Moral, 2001)

Los diferentes antigenos son afectados de distinta forma por la fijacion. Lo que
nos conllevaria a idear un fijador adecuado para cada antigeno. Sin embargo, los
antisueros también difieren en la composicion de anticuerpos reactivos con un antigeno
dado." Por lo tanto, un fijador 6ptimo para un antigeno con un antisuero puede no ser
Optimo con otro" (Armengol & Mifano, 1995). "El efecto de cada fijador sobre un
antigeno puede ser distinto segun la localizacion histolégica y anatomica de dicho
antigeno" (Garcia del Moral, 2001). En el caso particular de los anticuerpos
monoclonales este efecto es mas pronunciado, puesto que determinado tejido puede
reaccionar bien cuando ha sido fijado con un fijador determinado y no reaccionar de la

misma manera cuando se ha empleado otro fijador.

En resumen, la eleccién del fijador adecuado es cuestion de experiencia, puesto
que los cambios del componente antigénico de interés que resultan tras la accion del
fijador no son predecibles. Ademas de esto la eleccién del fijador va a depender tanto
del antigeno a identificar como también del antisuero a utilizar, no existiendo ningun

fijador “universal” para la inmunohistoquimica.

Si bien no existe un fijador “ideal” para este tipo de protocolos, hay una gran
variedad de fijadores que, de acuerdo a la experiencia del investigador podrian
considerarse como los mas adecuados, obviamente no hay que dejar de lado que la
accion de éste puede interferir de manera negativa sobre el antigeno que deseamos
localizar, por lo tanto es importante tener en consideracion que el uso de uso de otras
formas de conservacion tisular como lo es la congelacion podrian ser mas adecuados

segun sea el caso.
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Acotandonos a esta investigacion el fijador utilizado fue el formol tamponado al
10%, que de acuerdo a la literatura "es el que genera buenos resultados en la mayor
parte de los estudios” (Garcia del Moral, 2001; Buchwalow & Bdcker, 2010; Boenisch,
2002). No obstante, la formalina disminuye la inmunoreactividad de los antigenos

tisulares a través del mecanismo mencionado en un principio.

1.1.2.3.2.- Inclusion y corte.

Para la realizacibn de cortes finos dutiles en inmunohistoquimica es
imprescindible, en la mayoria de los casos incluir las muestras en alguno de los medios
de inclusion habituales en los estudios morfolégicos de rutina. Entre ellos el mas
utilizado es la parafina, ésta se utiliza normalmente cuando se desea rastrear un
determinado antigeno en una regién determinada puesto que los cortes de parafina son
faciles de realizar y se pueden obtener en cantidad sin que se pierda el tejido. El grosor
de los cortes generalmente fluctia entre los 3 a 5 um, ya que mientras mas finos sean

los cortes mejor sera la resolucidon microscopica.

1.1.2.3.3.- Recuperacion antigénica.

Garcia. J et al. (2006) indican que:
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Los antigenos se ven afectados de manera distinta por los diferentes
procesamientos previos a la técnica inmunohistoquimica, es por ello que en este
tipo de procedimientos es fundamental tener en cuenta ciertos factores: tipo y
tiempo de fijacion, procesamiento del tejido, naturaleza del antigeno a detectar, asi

como también su localizacion.

Generalmente el fijador mas utilizado es la formalina o formol al 10% el cual

actia mediante la formacion de puentes de metileno entre varios aminoacidos

polipéptidos.

Segun Buchwalow & Bocker (2010):

Esta red que se forma entre las proteinas para detener el proceso de muerte
celular, en conjunto con el resto del procesamiento del tejido para la inclusion en
parafina provoca una alteracion negativa en la estructura conformacional de las
macromoléculas proteicas, la cual afecta la interaccion antigeno anticuerpo que
consecuentemente disminuye la intensidad de la reaccién final en el procedimiento
inmunohistoquimico. Esto es lo que se conoce como enmascaramiento antigénico.

y

Muchos anticuerpos reaccionan con antigenos resistentes al procesamiento con

formaldehido y parafina. Otros antigenos pierden su reactividad inmunoldgica luego del

procesamiento de rutina.

De acuerdo a Hyatt (2002):

Para recuperar la antigenicidad de las secciones de tejido que han sido
enmascaradas por la fijacion con formalina y la inclusion en parafina, los cortes
deben ser sometidas a un proceso que se conoce como recuperacion antigénica.
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En el website perteneciente a biopur s.rl (2007) se sefiala que mediante estas
técnicas de desenmascaramiento se busca revertir este proceso, eliminando
parcialmente los enlaces cruzados, restaurando la conformacion de los epitopes y

eliminando los iones calcio con citrato.

Dentro de los métodos de recuperacion antigénica existen el tratamiento
proteolitico y el pre-tratamiento con calor. Se le dard mayor énfasis al segundo método

debido a que es el utilizado en este estudio.

1.1.2.3.3.1.- Desenmascaramiento antigénico mediante calor.

Aprovechando que "las proteinas fijadas en formol no se desnaturalizan con altas
temperaturas (100°C)" (Shi et al. 1991) "en 1991 Shi y Cols utilizaron el calor junto a
soluciones con metales pesados como meétodo de desenmascaramiento empleando
como fuente de calor un horno microondas"(Riera, 1999). "Estos ya habian sido
utilizados anteriormente para acelerar el proceso de las técnicas histoquimicas"
(Corominas et al.1987).

La gran mejora de intensificacion de la reaccion, el aumento del nimero de
anticuerpos que se pueden utilizar en el material fijado en formol (sobre todo antigenos
de superficie y nucleares), su facil manejo y estandarizacion hace que "este método sea
el mas utilizado actualmente, pasandose a denominar cormo técnica de recuperacion

de antigenos" (Momose et al., 1993).
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Las soluciones de desenmascaramiento utilizadas han sido diversas, desde el
agua destilada, el bicarbonato sddico, "siendo actualmente el citrato sodico, 10 mM a
pH 6-7, la mas utilizada por presentar mejores resultados" (Grown et al., 1993). No
obstante, "varios trabajos han observado variaciones de la inmunorreactividad al
realizar variaciones en su molaridad" (Suurmeijer & Boom, 1993) "y pH" (Suurmeijer,
1994).

"Las fuentes de calor han sido distintas con el paso del tiempo. La primera
utilizada fue el horno de microondas convencional, con potencia entre los 600 y 800 W"
(Leong et al., 1988).

Corominas et al. (1987) sefala que:

La accién de rotura de los enlaces de los fijadores no se produce por accion
directa del microondas, sino por la rapida oscilacidbn que tiene lugar sobre las
moléculas bipolares de agua de la solucién, lo que produce un aumento de
energia térmica, y por lo tanto, de la temperatura.

Sin embargo, con la utilizacién de los hornos microondas existen una serie de
inconvenientes, como son la dificultad del control de la temperatura, lo que puede
producir resultados no homogéneos en la recuperacion antigénica, y el limitado nimero
de preparaciones a tratar por cada ciclo. "Por ello se utilizan otras fuentes de calor,
como la olla a presion” (Norton et al., 1994) u olla de Pascal en nuestro caso, "y el
autoclave”. (Bankfalvi et al., 1994); "en ambos se consiguen temperaturas superiores a
la ebullicién (130 °C), siendo los resultados similares o algo superiores a los de los
hornos microondas" (Miller et al., 1994). Las ventajas que ofrecen son una mejor
uniformidad de la temperatura y de los resultados, asi como poder procesar un mayor

namero de preparaciones, menor costo.
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1.1.2.4.- Incubacién con suero normal.

La incubacion con suero normal previene la tincion de fondo (o background)
debida a la union del anticuerpo primario con componentes de los tejidos diferentes a su
antigeno especifico.” Para ello se bloquean los lugares de unién inespecifica con suero
normal de la especie animal de la que se ha obtenido el anticuerpo secundario” (Blanco
et al., 2007).

1.1.2.5.- Bloqueo de la actividad enzimética enddgena.

Los tejidos pueden contener la enzima empleada para revelar la uniéon antigeno-
anticuerpo. Esta actividad enzimatica enddgena es preciso bloquearla (previamente a la
incubacion con suero normal) para evitar falsos positivos. "La peroxidasa endégena se

bloguea tratando las muestras con H202 al 0,3% en metanol” (Blanco et al, 2007).

1.1.2.6.- Incubaciones.

Aunque la union del anticuerpo al antigeno se puede detectar en segundos, el
equilibrio normalmente no se alcanza hasta que no pasan varias horas de la adicion del
anticuerpo al antigeno. Para muchos ensayos, las incubaciones de 1-2 horas producen
la maxima union. El rendimiento se ve afectado por la temperatura y por eso se pueden

hacer incubaciones mas cortas a 37°C, las cuales deberan colocarse en una camara
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hameda para prevenir la evaporacion y secado de los cortes de tejido, mientras que las
incubaciones largas (por ejemplo, toda la noche) se haran a 4°C. El término
temperatura ambiente que se emplea en muchas técnicas se refiere a una temperatura

de aproximadamente 20°C.

1.1.2.7.- Lavados.

Garcia del Moral (2001) sefala que:

En cualquier procedimiento inmunohistoquimico es preciso eliminar todo el
antisuero no unido al antigeno durante una incubacién antes de pasar a la
siguiente, lo cual se realiza lavando los cortes en el tampon elegido.
Habitualmente TBS. (Tris Buffer Salino 10X)

1.1.2.8.- Revelado.

En inmunohistoquimica se denomina revelado al proceso a través del cual se
pone en evidencia el lugar de la reaccion antigeno - anticuerpo mediante la adicion del
sustrato de la enzima peroxidasa y un cromégeno. El cromogeno mas utilizado en las

técnicas IHQ que emplean peroxidasa es la DAB o diamenobencidina.

Cuando la enzima peroxidasa se incuba con un sustrato adecuado,
generalmente peréxido de hidrogeno, "libera oxigeno naciente que por oxidacion de la
DAB origina un producto de la reaccion insoluble y color pardo” (Garcia del Moral,
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2001).

1.1.3.- Métodos de coloracién.

Método directo: con esta técnica, la mas antigua, "el anticuerpo primario marcado
con la enzima se unird al antigeno tisular y a continuacién después de arrastrar con
TBS o PBS los anticuerpos no unidos al tejido, se revela la actividad enzimética"

(Montero, 1998) mediante el uso de un cromoégeno.

Método indirecto de dos pasos: con este método un anticuerpo primario sin
conjugar se une primero al antigeno. Luego se aplica un anticuerpo secundario
marcado con enzima dirigido contra el anticuerpo primario, seguido por el cromégeno.

(Anexo).

Método indirecto de tres pasos: " un segundo anticuerpo marcado con enzima se

agrega a la técnica indirecta descrita" (Ceccotti & Sforza, 2007).

1.1.3.1.- Métodos de complejos inmunes solubles de enzima.

Estas técnicas, a veces también llamadas de anticuerpo no marcado, utilizan un
complejo inmune soluble enzima - antienzima, preformado. Su denominacion esta
relacionada con el complejo inmune enzimatico utilizado. Por ejemplo, "el método de

PAP que utiliza el complejo peroxidasa - antiperoxidasa o el APAAP, que emplea un
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complejo de fosfatasa alcalina - antifosfatasa alcalina. Actualmente estas técnicas han

sido reemplazadas por métodos mucho mas sensibles " (Ceccotti & Sforza, 2007).

1.1.3.2.- Método de (estrept) avidina - biotina.

La mayoria de los métodos de coloracion inmunohistoquimica en uso en la
actualidad estdn basados en la alta afinidad de las proteinas estreptavidina
(Streptomyces avidinii) y la avidina (clara de huevo) por la biotina. Ambas poseen cuatro
puntos de unién para la biotina, pero por la orientacibn molecular de estos puntos se
unen menos de cuatro moléculas. "Existen dos tecnologias: el método ABC (que utiliza
el complejo avidina o estreptavidina- biotina-enzima) y el método LAB o LSAB (que

emplea la streptavidina marcada con la enzima)" (Ceccoti & Sforza, 2007).

1.1.3.3.- Método del polimero conjugado.

Este sistema esta basado en la utilizacién de un polimero de alto peso molecular,
el dextrano, "al que se le conjugan covalentemente un gran namero de moléculas de
enzima (por ejemplo, HRP, hasta 100 moléculas por cadena) y de anticuerpo
secundario (hasta 20 moléculas por cadena)" (Pardo Mindan et al., 1998).
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Este método tedricamente aumenta mucho la sensibilidad, permite realizar la
tincion en un paso menos que las técnicas tradicionales de (strept) avidina - biotina
ademas de conferir una gran rapidez y simplicidad al método, por otro lado, como estos
sistemas evitan el uso de estas moléculas, se evita también la coloracion inespecifica

que resulta de la biotina enddgena.

1.1.4.- Controles en inmunohistoquimica.

Si comparamos la inmunohistoquimica con otras técnicas que se utilizan
habitualmente en los laboratorios de anatomia patoldgica, nos damos cuenta que es
técnico dependiente por lo que es dificil conseguir una calidad adecuada y mantenida

en el tiempo.

"La validez de la IHQ en el diagndstico histopatologico depende de la calidad de
las inmunotinciones, los anticuerpos " (Finstad et al., 1992) y los sistemas de deteccion
utilizados, otros factores que también tienen un impacto importante en la inmunotincién
son la fijacion, procesamiento de los tejidos y el desenmascaramiento de los epitopos.
"También hay que considerar aquellos factores que se derivan de la interpretacion
subjetiva por el patélogo de los diversos patrones de tincién" (Mighell et al., 1995), han

contribuido alin mas al problema de reproducibilidad y dificil estandarizacion.

A pesar de estos inconvenientes, la IHQ ha crecido en los ultimos 20 afios hasta
convertirse en parte esencial de la anatomia patologica, no solo en la rutina diagndstica
sino también en la investigacion morfologica. "Por todo ello en los ultimos 10 afios se ha
incrementado la atencion hacia la mejora de la calidad de la IHQ” (Balaton et al., 1996;

Bosman et al.,1992; Elias et al., 1989; Herman et al.,1991; Kuenen Bousmeester et al.,
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1996).

De acuerdo a las diferentes necesidades que requiere la técnica
inmunohistoquimica, es que podemos encontrar diversos tipos de controles (control de
reactivo y control de tejido), todos ellos con el mismo objetivo, disminuir las diversas

variables que pueden afectar el resultado final.

En general la funcion principal de los controles de reactivo apunta a determinar si

los anticuerpos primarios y secundarios son especificos para sus antigenos blancos.

Esto principalmente debido a que como se menciond anteriormente la
visualizacion tras la cual se realiza el diagnéstico es subjetiva, por lo que los reactivos
pertinentes deben controlarse dentro de los programas de control de calidad llevados a

cabo rutinariamente tanto por el fabricante como por el usuario.

Boenisch (2002) afirma que:

Los parametros que involucran estos controles de calidad de reactivo deben
documentar mediante un registro apropiado las diluciones, diluyentes, tiempos de
incubacion y fechas en las que se introduce cualquier cambio en el procedimiento.

Por otra parte, estan los controles de tejido los cuales pueden ser internos o

externos, positivos 0 negativos.
"Mediante el uso de controles positivos y negativos con diferentes anticuerpos

cada uno todos los procedimientos pueden calificarse como reproducibles y funcionales,

respectivamente” (Rodak, 2005).
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1.1.4.1.- Controles de tejido negativo

"El control negativo se necesita para calificar una tincion como especifica o
inespecifica y debe ser un tejido que no contenga el antigeno deseado” (Rodak, 2005).
Los especimenes de control negativo deben procesarse en forma idéntica (fijados,
incluidos) al desconocido.

1.1.4.2.- Controles de tejido positivos

"Los controles positivos son necesarios para garantizar que el anticuerpo
primario actia en forma apropiada" (Rodak, 2005). Estos controles deben procesarse

de forma idéntica al espécimen y contener el antigeno buscado.

1.1.4.3.- Controles de tejido interno.

También conocido con el nombre de "control dentro de la misma estructura.” Este
tipo de control es ideal porque se eliminan las variables de fijacion del tejido entre los

especimenes y controles.
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El control interno puede ser tanto positivo como negativo, sin embargo muchas
veces no es posible encontrarlo dentro de la misma muestra en estudio, lo que

representa una limitacion esencial.

"Los controles internos positivos contienen el antigeno blanco no solo en los
elementos del tejido bajo escrutinio, por Ej., en tumores, sino ademas en elementos del
tejido normal adyacente” (Boenisch, 2002). Son conocidos como un control ideal puesto
que eliminan variables como la fijacién, inclusion y procesamiento, ademas de tener una
marcacion ya conocida. Por el contrario, los controles internos negativos presentan de
manera paralela a la marcacion de un determinado antigeno estructuras con nula
reactividad frente al marcador. Por ejemplo: Para el marcador CK (AE1-AE3) Los
alvéolos prostaticos marcardn un patron de tincion intenso y definido, mientras que el

tejido estromal por el contrario presentard nula reactividad frente al marcador.

A pesar de la implementacion de estos controles tisulares, y de las variadas
propuestas de diversos investigadores que buscan lograr uniformidad en esta rama, la
estandarizacion hasta el dia de hoy continua siendo un problema de gran importancia
tanto para los fabricantes como para los usuarios en el laboratorio de histopatologia,
puesto que a diferencia de los inmunoensayos cuantitativos con los cuales se trabaja en
laboratorio clinico como lo son el test ELISA, donde los numeros permiten una
informacion cuantitativa definitiva por encima de la estandarizacion y el control, los
resultados de la coloracion inmunohistoquimica continban dependiendo de la

interpretacion subjetiva por parte de patélogos con experiencia variable.

Frente a esta necesidad es que a lo largo de los afios se ha logrado perfeccionar

una técnica que podria reducir significativamente este gran problema.
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1.1.5.- Microarray Tisular (TMA) : Una nueva y poderosa herramienta.

La conclusion del Proyecto del Genoma Humano ha permitido nuevas
oportunidades de analisis de genes y sus productos en el tejido humano. Es de esperar
que en los afios proximos se establezcan nuevas clasificaciones moleculares, que
aportaran informacion relevante para la tipificacion tumoral. El mayor conocimiento de
los mecanismos moleculares implicados en la génesis y progresion del cancer es, por lo
tanto, la base para la creacién de nuevas herramientas para predecir el potencial
maligno de los diferentes tumores. Estas nuevas técnicas tienen en comun la capacidad
de generar confiabilidad y rendimiento, una gran cantidad de datos emergentes que, por
otra parte, seria imposible obtener a partir de la metodologia tradicional de la patologia

molecular.

Lorente Garin et al. (2006) indican que:

La creacion de estos futuros mapas o patrones moleculares, son de gran utilidad a
nivel clinico, ya que permiten la realizacion de diferentes ensayos en cientos de
muestras simultaneamente.

1.1.5.1.- Definicion.

La palabra microarray proviene del griego mikro que significa pequefio y del

inglés array que quiere decir, distribucion ordenada o coleccién.
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Los microarrays de tejidos, también llamados TMA, "consisten en bloques de
parafina en el que hasta 1000 cilindros de tejidos diferentes” (Lin & Prichard, 2011) son

ensamblados de manera conjunta permitiendo asi el analisis histologico multiple.

La construccion de TMA implica el uso de un dispositivo hueco (punch), que se
utiliza para extraer del tejido fragmentos llamados cores o cilindros de un solo bloque
donante, y luego estos cilindros de tejido se incluyen en un posterior bloque receptor,
obteniendo de este modo un bloque de parafina que puede contener cientos de
cilindros, de diferentes bloques donantes. (Ver anexo N° 5)

"En la actualidad los TMA se han convertido en una poderosa herramienta de
investigacion, la cual es de gran utilidad en los andlisis de maltiples muestras a partir de
las técnicas de tincion rutinaria” (Wang. H. et al, 2002), "inmunohistoquimica” (Martinez
et al., 2011), "hibridacion in situ" (Packestein et al., 2002; Van de Rijn & Gilks, 2004),
"entre otras aplicaciones” (Shergill et al., 2004; Obermann et al., 2005) entre las cuales
se encuentra la posibilidad de estudiar los nuevos marcadores o los ya existentes de
manera masiva, servir como control de calidad para los nuevos anticuerpos, facilitar y
acelerar el traslado de la informacién obtenida a la préactica clinica , puesto que obvian
las limitaciones de las técnicas convencionales , como la necesidad de estudiar uno a
uno miles de especimenes, repitiendo los ensayos, ademas de las consiguientes y

extensas validaciones que estos implican.

1.1.5.2.- Historia.

La idea original de seleccionar fragmentos tisulares de tamafio reducido surge en

la década de los 80 como consecuencia del desarrollo de las técnicas
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inmunohistoquimicas, que suponian una mejora en el diagnéstico histopatoldgico. Sin
embargo, el inconveniente de éstas era la limitada disponibilidad de sus reactivos, el

alto coste de estos y lo largo de sus protocolos.

En primera instancia para responder a la necesidad de un método de
procesamiento tisular mas eficiente, el patdlogo Hector Battifora (1986) perteneciente al
laboratorio City of Hope en Duarte (CA, USA), desarrollé una técnica que fue
denominada en un principio como "Método salchicha" o "Sausage method" el cual
permitia montar un gran nimero de tejidos normales o tumorales en una membrana de
revestimiento la que posteriormente se embebia en un Gnico bloque de parafina, al que

denomind “multitumor tissue block” (MTTB).

Posteriormente, Wan et al. (1987) del AMC Cancer Research Center de Denver
(CO, USA) publicaron una modificacion del método de Battifora, que solucionaba el
problema de la distribucion aleatoria de los tejidos. Lo denominaron “"parafin core
method". Esta técnica consistia en la preparacién de cilindros de tejido parafinado
proveniente de bloques histoldégicos que eran introducidos en una matriz de parafina.
Este blogue era seccionado y de esta manera se podian obtener preparaciones

histoldgicas.

Ademads, a partir de esta técnica describieron la posibilidad de estudiar
simultdneamente 120 casos, con el consiguiente ahorro de costes y tiempo al realizar

técnicas inmunohistoquimicas.

Finalmente, Kononen (1998) apoyado por un grupo de cientificos, en el National
Institute of Health (NIH) en Bethesda (MD, USA), desarrollaron la técnica actual, la cual
se caracteriza principalmente por la utilizacién de un sencillo aparato denominado
"tissue arrayer”, que permite producir tejidos de tamafno y forma regulares los cuales

pueden ser dispuestos con mayor precision.
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Esta técnica surge en un contexto en el que comenzaban a despuntar técnicas
revolucionarias de andlisis genémico, como los cDNA microarrays, mediante las cuales
se podian obtener enormes cantidades de datos. Es en este momento en el que se
describe una técnica que consistia en pinchar con una aguja de pequefio diametro un
bloque de parafina y extraer un diminuto cilindro de tejido que se colocaba en otro
bloque, denominado “receptor”, en el que se disponian matricialmente una gran cantidad
de cilindros. Potencialmente, se podia pensar en disponer hasta 1000 cilindros de tejido
en un mismo blogue. Ademas, esta técnica aportaba ventajas adicionales, como su

utilizacién en otras técnicas como el FISH e ISH.

1.1.5.3.- Tipos de Microarrays tisulares.

De acuerdo a la composicién de los TMA, estos se pueden subdividir en diversos

tipos.

1.1.5.3.1.- TMAs multitumor o de prevalencia.

Estan compuestos por distintos tipos tumorales. Se utilizan para cribar
alteraciones moleculares de interés. "El primer ejemplo de TMA multitumor contenia 397

muestras de 17 tipos tumorales diferentes” (Schraml et al., 1999).
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1.1.5.3.2.- TMAs de progresion.

Contienen muestras de las diferentes etapas de un tumor en particular. Se
emplean para descubrir asociaciones entre genotipo y fenotipo tumoral. Por ejemplo,
segun lo sefialado por Bancroft & Gamble (2008) la progresion ideal de un cancer de
mama para construir un TMA deberia contener muestras de mama normal, de pacientes
con y sin antecedentes de cancer de mama, diferentes tipos de enfermedades
mamarias no neoplasicas, carcinoma in situ ductal y lobular, carcinomas invasivos de
todos los estadios, grados y subtipos histolégicos. Finalmente, estos bloques también

deberian incluir metastasis y casos de tumores reincidentes.

1.1.5.3.3.- TMASs de prondstico:

Constituidos por tumores de los que se poseen datos clinicos y seguimiento. Con
la ayuda de estos arrays, nuevos parametros prondésticos podrian ser identificados o "se
puede testar el valor de alteraciones moleculares para predecir la respuesta a la

quimioterapia” (Moch et al., 1999).

1.1.5.4.- Otras variantes relacionadas con los tissue microarrays convencionales:
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1.1.5.4.1.- Crioarrays.

Son TMAs compuestos de tejidos congelados. "Han surgido como consecuencia
de los problemas inherentes a la utilizacion de TMAs de tejido fijado (dificultad en
extraer RNA)" (Fejzo & Slamon , 2001).

1.1.5.4.2.- TMAs que contienen lineas celulares.

Como su nombre lo indica, "estan compuestos por lineas celulares, en vez de
tejido parafinado” (Hoos & Cordon-Cardo, 2001). Cabe mencionar que "recientemente
se ha descrito un array de lineas celulares congeladas" (Fejzo & Slamon , 2001;
Stephan et al. , 2002).

1.1.5.4.3.- Tissue macroarrays.

Variante sencilla de los TMASs realizada manualmente por lo que el tamafio de los
segmentos tisulares que componen el macroarray son de una dimension mucho mayor

gue la de los que componen el microarray.

Estos macroarrays podrian representar una alternativa en aquellos casos en que
la heterogeneidad tumoral dificulte la evaluacion de los datos obtenidos con un TMA
habitual.
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Se han descrito diversos métodos, con variaciones manuales, dentro de los
cuales encontramos el método denominado "Macrochops" (Fernandez et al., 2001), el
cual incluye el uso de un punch que se utiliza para pinchar en el bloque donador y
posteriormente el material se introduce en un blogue receptor que consta Unicamente
de parafina. "Por otra parte también existe una variante en la cual se utilizan hojas de
bisturi* (Wang. L et al., 2002). Este método incluye el corte de un bloque de parafina
con el material a estudiar, a partir del cual se obtienen secciones de 1,2 x 0,8 cm que
pueden ser trasladadas ordenadamente e independientemente a una preparacion
histolégica receptora. De esta forma es posible estudiar de forma simultanea hasta 12

blogues de parafina diferentes.

1.1.5 5.- Ventajas e inconvenientes de los tissue microarrays.

La principal ventaja de la utilizacion de esta técnica es la reduccién significativa
de tiempo y coste para su realizacion. Es posible efectuar un estudio de grandes series
de pacientes en un tiempo escaso. Ello se halla motivado por una rapida velocidad en el
procesamiento de las muestras, la posibilidad de andlisis simultdneo y estandarizado de

multiples muestras y la existencia de un area de tamafio suficiente para analizar.

Esta tecnologia permite a investigadores y patdlogos, estudiar y evaluar
enfermedades en etapas tempranas. Un centenar de muestras tisulares pueden
ubicarse en un solo bloque y a su vez todas ellas una vez que son cortadas y
procesadas podran ser evaluadas de manera simultanea por el patdlogo, ya que se

encuentran dentro de un mismo porta objetos.
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La cantidad de cilindros que pueden ubicarse en un mismo bloque y/o
portaobjetos va a depender del tamafio del punch, el cual fluctia entre los 1 - 4 mm de
diametro y su seleccion serd de acuerdo al tipo de estudio en el cual se utilicen estos
bloques TMAs. En general en investigaciones de tipo molecular donde se emplean
técnicas como la inmunofluorescencia e inmunohistoquimica se emplean agujas cuyo
diametro es muy pequefio, puesto que se requiere analizar grandes cantidades de
tejidos en un mismo bloque para obtener datos estadisticos y patrones comparables

Ademas, la mayoria de estos se encuentran acompafiados por un software que

permite analizar los parametros a estudiar.

La cantidad de secciones que se obtengan de un mismo blogue va a depender

de la experiencia del usuario y también del grosor de los cilindros.

Los TMAs permiten analizar la expresion del marcador determinado, estudios
clinico-patolégicos en los que se valora la expresion de este marcador con otras
variables como tipo histolégico y grado. También se pueden realizar trabajos cuya
finalidad sea la obtencion de factores pronésticos, mediante estudios de supervivencia,
aparicion de recidivas, entre otros." Ademas, esta técnica también puede ser Util para el
estudio de enfermedades no neoplasicas y utilizando citologias" (Rimm, 2001), aunque

estas aplicaciones todavia se encuentran en una fase preliminar.

Los principales inconvenientes surgen en los casos de tumores muy
heterogéneos histoloégicamente y cuando existe un minimo nimero de células tumorales
en las biopsias. La reproducibilidad de los resultados deberia validarse mediante un

estudio comparativo con secciones completas de un grupo de tumores en estos casos.

Frente a este inconveniente es necesario dejar en claro que los TMAs no se
construyen de forma aleatoria, sino seleccionando determinadas regiones del tumor, por
lo que en los casos de tumores muy heterogéneos una cuidadosa seleccion de las

zonas puede aumentar la representatividad de los resultados.
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En el caso de expresarse de forma heterogénea, la evaluacion debe ser mas
cuidadosa. Por ultimo, se contraindica el estudio con TMAs de los marcadores de
expresion focal, ya que puede dar lugar a una interpretacion errénea. "En este caso,
una alternativa seria la utilizacion de técnicas que requieran de un mayor aporte de

material, como los macrochops" (Fernandez et al , 2001).

1.1.5.6.-Validacion de la técnica.

El reducido tamafio de los cilindros tisulares que conforman las matrices de tejido
ha sido durante un largo tiempo uno de los principales cuestionamientos frente al uso
de esta técnica, esto debido a que evidentemente estos cilindros de tejido contienen un
namero de células mucho menor a la seccion completa del tejido. Por esta razon es que
preguntas como ¢es el cilindro representativo?, ¢es la tincion interpretable?, ¢ qué tipos
celulares presentan?, ¢qué tipos de células presentan expresion positiva? han sido
respondidas mediante una serie de estudios que buscan validar el empleo de estos

microchips.

1.1.5.6.1.- Estudios de validacion.

o Gillett et al. (2000) efectuaron estudios en relacion a la expresion de receptores

de estrégeno y progesterona en carcinomas de mama, comparandola con res-
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CAPITULO 1: INTRODUCCION.

pecto a la del tejido normal. Esta comparacion fue realizada mediante el uso de

cilindros tisulares.

e Ese mismo afio Camp et al. (2000) realizaron un estudio también en carcinomas
mamarios, en el cual e evalud la expresion de receptores ER, PR y Her2/Neu
empleando 2 a 10 cilindros respecto de la seccion completa de tejido, con la par-
ticularidad de que se utilizaron 8 all casos de cada década, comenzando por
1932, a fin de evaluar como influia el paso del tiempo en la expresion de los mar-

cadores.

e Posteriormente se llevd a cabo un estudio acerca de "el efecto de la heteroge-
neidad tumoral valorando los ER y PR en carcinomas de mama, a partir del cual
se obtuvieron resultados favorables especialmente cuando la tincién del marca-
dor era homogénea" (Nocito et al, 2001). No qued6 demostrado que el incremen-
to del diametro del punch aumentase la representatividad del analisis del TMA y
ademas disminuye el nimero de muestras que pueden disponerse en una unica

preparacion.

e En el aflo 2002 "se publicé un nuevo estudio de validacién por parte de Rubin y
sus colaboradores, esta vez evaluando la expresién de Ki-67 en carcinomas de
prostata” (Rubin et al., 2002). Estos describieron que la obtencion de menos de
tres cilindros de la seccion original no era representativa de la expresion de la
proteina y que un numero de cilindros mayor a cuatro no afiadia informacion sig-

nificativa.

e Asimismo, el meeting de la USCAP de este afio aportd una serie de publicacio-
nes que analizaron el problema de la heterogeneidad en el modelo de carcinoma
prostatico. Concretamente, el grupo de FK Mostofi en el AFIP present6 un trabajo
de validacién de p53 y bcl-2 en carcinomas de préstata. "Concluy6é que la los

TMAs eran Utiles para estudiar la naturaleza multifocal y heterogénea del carci-
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CAPITULO 1: INTRODUCCION.

noma de préstata, pero no pudo confirmar un valor pronéstico de estos marcado-

res utilizando esta tecnologia" (Merseburger et al, 2002).

e También en este mismo congreso se presentd "un extenso estudio de validacion
utilizando un panel de 15 anticuerpos de utilidad diagndstica, con resultados sa-
tisfactorios" (Hsu et al., 2002).

Si bien tras la informacién proporcionada con anterioridad queda bastante claro
que los TMAs, son una herramienta cuyo uso ha logrado ser validado de manera
satisfactoria a lo largo de los afios, es importante considerar que estos no se utilizan
para realizar diagndsticos propiamente tales, pues las dimensiones de los cilindros no
son aptas para realizar un estudio de estas caracteristicas. Se debe tener en cuenta
gue estos son una herramienta de cribaje a nivel poblacional, para analizar de un modo
rapido y economico las frecuencias de expresion de marcadores en poblaciones
celulares, tisulares o en pacientes utilizando un gran nimero de casos. Por el contrario,
el estudio cuidadoso y exacto de un tumor requiere de multiples secciones completas,

amplias y consecutivas.

1.1.6.- Aplicacibn de los TMAs para la optimizacion de protocolos

inmunohistoquimicos en marcadores Utiles para cancer de mamay linea primaria.

El contar con anticuerpos marcadores selectivos de cada variedad de cancer
brinda la posibilidad de poder tratar adecuadamente a cada paciente, pues en varias

ocasiones, el estudio microscépico comun (tincién con hematoxilina y eosina) no es
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CAPITULO 1: INTRODUCCION.

capaz de clasificar exactamente, a la neoplasia que se estudia. Respecto a esto , la
inmunohistoquimica (IHQ) no tan solo puede definir la estipe histolégica del cancer en
cuestion (linea primaria): si consideramos como caso aparte el carcinoma de mama,
ésta también juega un rol clave en la determinacion del tratamiento posterior de las
pacientes producto de que es una enfermedad hormonodependiente , lo que implica
que al igual que el aparato genital femenino, frente a cada ciclo hormonal, también

responda con fendmenos de crecimiento y divisiones celulares.

Por esta razén es que como en todas las pruebas de laboratorio el control de
calidad debe estar presente para poder asegurar que el resultado estd bien. Cabe
recordar, que cuando un cancer no es clasificado adecuadamente, se aplican, de forma
lamentable medicamentos o tratamientos antineopldsicos equivocos, con la

consiguiente pérdida de oportunidad para el tratamiento.

En anatomia patolégica los TMAs tienen muchas aplicaciones, puesto que sirven
como un instrumento de control de calidad para evaluar la sensibilidad y especificidad
de los anticuerpos, métodos de fijacion de los tejidos y optimizar los protocolos de
tincion. Ademas, pueden ayudar a optimizar y estandarizar la interpretaciéon de la

inmunohistoquimica.

Es precisamente en estos dos ultimos puntos donde se centra esta investigacion,
puesto que nos hemos basado en la técnica de los TMAs para elaborar de manera
sencilla una serie de micromatrices tisulares que seran empleadas como control de los
protocolos inmunohistoquimicos, que se utilizan tanto para el diagnéstico de cancer de
mama, como para determinar u confirmar el origen de un tumor poco diferenciado o

anaplasico (linea primaria).
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Si bien el uso de controles es de caracter obligatorio para dar validez a la calidad
de la técnica IHQ, generalmente se emplean controles en placas paralelas a la muestra
problema que no garantizan que ambas hayan recibido exactamente el mismo
tratamiento, ademas de conllevar un gasto extra de reactivo, por lo que el empleo de las
micromatrices cubriria ambas falencias, pues las secciones se dispondran de manera
conjunta al tejido en estudio y dentro de la misma gota de reactivo. De esta manera si
es gue existe o no algun problema en la técnica o algun error en la interpretacion de la
marcacion esto quedara en evidencia. La importancia de la precision que se busca
alcanzar mediante estos controles se basa en que la utilizacién de los marcadores IHQ
es clave al momento de tratar con patologias cancerigenas, puesto que representan
una guia diagnéstica, que nos permite determinar la estirpe de un tumor de origen
desconocido, evaluar posibles tratamientos y factores prondésticos asi ademéas de

conocer su evolucion en el tiempo.
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CAPITULO 2
OBJETIVOS.

2.1.- OBJETIVO GENERAL.

"Optimizar los protocolos inmunohistoquimicos en relacién a la interpretacion e
identificacion de marcadores tumorales especificos, mediante la implementacién de

controles obtenidos a partir de micromatrices tisulares".

2.2.1- Objetivos Especificos.

- Desarrollar diversos tacos control en base a la técnica "Tissue Microarray” o TMA que
contribuyan al estudio inmunohistoquimico del perfil molecular de determinados tipos de

cancer.

- Aplicar los cortes obtenidos a partir de las micromatrices control en la misma placa que

los casos que se encuentran en estudio.
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CAPITULO 2. OBJETIVOS.
Elaborar un stock suficiente de matrices control para ser empleados de manera rutinaria

en protocolos IHQ segun sean requeridos por el servicio.

Contrastar los resultados obtenidos tras la utilizacion de los controles, mediante una
evaluacion, que incluira a la totalidad de los profesionales que conforman el equipo de

diagndéstico anatomopatoldgico.

Proponer la implementacion de controles como una herramienta de entrenamiento

diagnéstico en el area pedagogica.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS.

3.1.- KIT DE ANTICUERPOS UTILIZADOS.

La seleccion de los anticuerpos utilizados para esta experimentacion fue
realizada de acuerdo a los requerimientos del Laboratorio de Anatomia Patolégica del
Hospital Dr. Gustavo Fricke, basandonos en los protocolos inmunohistoquimicos mas

utilizados anualmente. (Ver anexo N° 6)

3.1.1.- Marcadores de utilidad en cancer mamario.

3.1.1.1.- Receptores estrogeno- progesterona.

La expresion de receptores de estrogenos (RE) y de progesterona (RP)
constituyen una variable de valor pronéstico en el cancer de mama, donde la respuesta
a la terapia endocrina sera mas favorable en tumores con estos receptores positivos.

La presencia de receptores de estrogeno implica que los mecanismos celulares
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normales para procesar esta hormona se encuentran conservados a pesar de la
transformacion neoplasica, especialmente si conjuntamente se expresa el receptor de

progesterona.

La importancia clinica del receptor de estrogenos se relaciona con el hecho de
gue su presencia identifica tumores que son sensibles al tratamiento hormonal con el

antagonista correspondiente.

3.1.1.2.- HercepTest.

Es un ensayo inmunocitoquimico semicuantitativo que determina la
sobreexpresion de la proteina HER2 (receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico
humano) en tejidos mamarios cancerosos procesados de forma rutinaria para su

evaluacion histolégica. En concreto demuestra la sobreexpresion de la proteina HER2.

Los resultados del Herceptest ya sean positivos 0 negativos contribuyen a la
clasificacion de las células y/o tejidos anormales ademas de proporcionar la base para

la seleccién del tratamiento con Herceptin™.

3.1.2.- Anticuerpos de la linea primaria.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS.

Los anticuerpos que constituyen la linea primaria cumplen un rol fundamental en
la identificacion de patologias tumorales cuyo origen se encuentra en duda 0 no es
determinable a través de los procedimientos histologicos de rutina. Estos entregan

informacion clave acerca de la procedencia u origen celular de la neoplasia.

3.1.2.1.- LCA o0 CD45 (Antigeno leucocitario comun).

Marcador de células linfoides. Antigeno de transmembrana presente en todas las
células nucleadas de origen hematopoyético. Se expresa en células B y T neoplasicas,

en linfomas B y T no-Hodgkin y en leucemias de células By T.

3.1.2.2.- S100.

La proteina S100 usualmente se emplea como marcador de diferenciacion
neural, pues expresa una positividad frente a tumores perineurales, cartilaginosos,
osteosarcomas, carcinomas viscerales y ecrinos, gliomas malignos y tumores de células
de Langerhans. Ademas de constituir uno de los marcadores mas sensibles de

melanocitos, por ende se emplea también en el diagndstico del melanoma.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS.

3.1.2.3.- CK (AE1-AE3).

Coctel de dos anticuerpos monoclonales de amplio espectro que son utilizados
para la identificacion cualitativa de la mayoria de las queratinas humanas mediante la
microscopia de luz. Su uso en el laboratorio es complementario a las técnicas rutinarias

y permite establecer el origen epitelial de las neoplasias.

3.1.2.4.-Vimentina.

Filamento intermediario que contribuye también al sostén fisico de la célula,
presente en las células de origen mesenquimal y en tumores derivados. Se expresa

también en algunos carcinomas (rifion, endometrio, tiroides, colon).

3.1.3.- Implementacién basica para inmunohistoquimica.

Camara Hameda ( Ver anexo N°7)

Portas silanizados

Wash Buffer 10X ( pH 7,6 / concentracion 1 : 10)
Micropipetas ( 100 u)
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Recuperacion antigénica (Ver anexo N°8)

Olla de Pascal (Pascal pressurized heating chamber DAKO)
Copling
Solucion recuperadora: Citrato pH 6.0 (DAKO)
EDTA Tris pH 9.0 ( 50X)
Agua bidestilada

Sistema de Visualizacion ( Ver anexo N° 9)

Novolink de Novacastra (Polymer detection system)
LSAB + System HRP DAKO

Cromaogeno ( Ver anexo N° 10)

DAB DAKO

Contraste

Verde Luz

Hematoxilina de Harris
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3.1.4.- Materiales para procesamiento de rutina.

Ademas de los anticuerpos, kits de revelado y sus respectivos protocolos, como
requerimiento principal se debe contar con la implementacion bésica de un laboratorio
de anatomia patologica para poder llevar a cabo el procesamiento comun de las

muestras de tejido seleccionadas. ( Ver anexo N° 11) Requerimientos y materiales :

v/ Zona para realizar el examen macroscopico. ldealmente que cuente con Optima
extraccidon de aire en conjunto con las herramientas adecuadas.

v’ Cassettes porta tejidos.

v Procesador automatico de tejidos Shandon Citadel 2000 ThermoFisher Scientific.

v" Centro de inclusién Leica EG1150 H.

v’ Parafina.

v' Placa fria Leica EG1150 C

v Moldes.

v Micrétomo de rotacion Leica RM 2235.

v' Bafio de estirado Leica HI1210.

v Albumina.

v Portaobjetos normales

v' Canastillos.

v Estufa.

v’ Bateria comun de tincién.

v' Medio de montaje hidréfobo Entellan Merck.

v Guantes desechables.

v' Probetas.

v’ Pipetas pasteur.

v Microscopio.
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3.1.5.- Materiales para la elaboracion de la matriz tisular.

v" Molde de parafina.
v Punch para biopsias (3.5 mm).

v" Tacos donadores.

3.2.- METODOLOGIA.

3.2.1.- Tipo de estudio.

Estudio caso control, descriptivo, transversal con enfoque cuantitativo.

3.2.2.- Obtencion y seleccién de las muestras.

Las muestras empleadas para esta investigacion, procederan de tejidos que no
se utilizaron en el diagndstico de la lesion propiamente tal. Es tejido que se desecho,

puesto que el material requerido para el estudio histopatoldgico ya fue apartado.
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La seleccion de estas muestras tendra un caracter desicional, es decir, seran
escogidas en base a los requerimientos de los marcadores especificos (anticuerpos)

con los que se trabajara.

Cabe sefialar, que la busqueda y seleccion de estas muestras esta orientada a
encontrar un “control positivo”, es decir, tejidos en los cuales su positividad frente a
determinado anticuerpo es conocida, ademas de un control negativo para establecer la
eficacia y sensibilidad de la marcacion. Esto involucra tanto a los anticuerpos de la linea
primaria, receptores hormonales como también a Herceptest. Sin embargo, en los dos
ultimos casos se incluiran también las diferentes intensidades de reaccion (score) para

la interpretacion de los resultados.

3.2.2.1.- Muestras para linea primaria.

En el caso de la linea primaria, los tejidos que se requeriran como control
positivo y negativo para la elaboracion de cada una de las matrices seran recolectados
de acuerdo a los datos recopilados durante la revision bibliogréfica, pues en general
solo se le realizan estudios IHQ a las patologias de mayor complejidad cuyo diagndstico
no es posible de establecer mediante las técnicas de rutina. Por esta razén la mayor
parte de los tejidos recopilados no tienen ningun tipo de estudio IHQ previo, a diferencia

de las muestras que se emplearan para los receptores hormonales y HercepTest.
La seleccion de estos tejidos estard estrechamente relacionada con la

disponibilidad de ellos en el laboratorio, ya que en general los tejidos que llegan

diariamente no son de mucha variedad.
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Para realizar una seleccion adecuada de tejido para cada anticuerpo, se
confeccion6 una matriz prueba, con multiples tejidos tanto normales como patolégicos,
cuyo proposito era establecer cudles eran los que presentaban una marcacion mas
especifica y con menor background, siendo estos mismos los que se utilizarian para

producir la matriz control definitiva de cada anticuerpo.

3.2.2.2.- Muestras para marcadores utiles en cancer de mama.

Las secciones de mamas utilizadas fueron obtenidas a partir de desechos de
biopsias y en algunos casos también de desechos de autopsias, particularmente en el

caso de las mamas normales.

Anteriormente se mencion6 que en primera instancia para estos marcadores no
se realizo ningun tipo de micromatriz de seleccion, pues ya contabamos con los
diagnésticos de cada una de las muestras recolectadas, con excepcién de las que
provenian de autopsias. Esto se debe a que cada uno de los desechos recolectados,
provenian de una muestra mayor, la cual ya habia sido previamente procesada y
estudiada para descartar la presencia de células cancerigenas. Por lo que para
determinar cuales eran sus intensidades de marcacion solo tuvimos que revisar los
registros y verificar cuales muestras servian y cuales no. De esta manera la seleccion
de ellas y su orden al interior de la matriz fue determinado en base a los resultados

obtenidos en estos estudios.

83



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS.

Para las muestras de mamas normales provenientes de desecho de autopsias,
se realizaron una serie de micromatrices, cada una con diversas areas representativas
de cada muestra y posteriormente se evaluaron los resultados obtenidos para
establecer su intensidad de marcacion tanto para HercepTest como para receptores

hormonales.

En primera instancia la cantidad de muestras fueron suficientes como para
elaborar la primera matriz funcional, sin embargo, producto de algunos problemas que
se comentaran en la discusidn, estas se hicieron escasas por lo que hubo que recurrir a

tacos antiguos en proceso de eliminacion.

Hace algunos afios no era rutinario y/o obligatorio realizar pruebas IHQ a todas
las muestras mamarias que fueran recibidas en el servicio, por lo que la mayoria de los
tacos no presentaba ningun tipo de estudio ademas del H-E , debido a esto es que se
llevo a cabo la bausqueda en el sistema computacional de cada uno de los diagnésticos
de todas las muestras que logramos rescatar, de esta manera, s6lo empleamos las que
venian con diagnoéstico previo de cancer para elaborar una serie de matrices prueba
que nos permitieran obtener una mayor variedad de intensidades de marcacion, de esta

manera podriamos dejar un stock suficiente para su utilizacion posterior.

3.2.3.- Tratamiento previo de los tacos donadores.

Para la elaboraciéon de los tacos que contienen los tejidos “donadores” es
necesario realizar el correspondiente examen macroscopico. De esta manera podremos

obtener cortes representativos de cada uno de los tejidos de intereés.
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Una vez que el patdlogo haya realizado este proceso, los tejidos se disponen al
interior de cassettes previamente rotulados, para ser llevados al procesador de tejidos
que permitird (tras un periodo de alrededor de 16 hrs) la impregnacion de estos en
parafina, dandoles el sostén suficiente para posteriormente ser incluidos, cortados con
el micrétomo de rotacion y adheridos a un portaobjetos, empleando de acuerdo a la
técnica ya sea de rutina o IHQ un medio de adhesién adecuado. En el caso de las
placas que seran tefiidas mediante la técnica de rutina Hematoxilina — Eosina, se
utilizara albumina, y para aquellas que sean sometidas a procedimientos
Inmunohistoquimicos, se empleardn porta objetos silenizados, esto debido a que los
constantes lavados y las altas temperaturas que se emplean durante el proceso de
recuperacion antigénica pueden provocar el desprendimiento del tejido si se emplean

medios de adhesién comunes.

3.2.4.- Produccién de una matriz tisular.

Una vez que se ha llevado a cabo el proceso que permite obtener los tacos que
contienen las muestras tisulares de interés, se realiza un corte cuyo grosor varia entre

los 4- 5 um.

Este corte sera tefiido con Hematoxilina — Eosina y procesado de manera rutinaria

hasta obtener las placas que seran observadas por el patélogo.

Una vez finalizada esta etapa, mediante la observacién microscoépica, el patélogo

procedera a identificar las zonas idoneas para la puncion.
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Posteriormente se realiza una comparacion entre las regiones marcadas en la placa con

las regiones del taco que dio origen al corte.

Utilizando el punch de biopsias se realiza la puncién en las zonas seleccionadas
previamente y los cilindros obtenidos se insertan en la matriz de parafina. Cada cilindro

tiene un grosor de 3,5 mm.

La matriz de parafina receptora debe ser fabricada con anterioridad empleando el

mismo punch que se utiliza para la puncion tisular.

Una vez que los cilindros tisulares se encuentran en su respectiva posicion, es
recomendable sacarlos uno a uno y agregar una gota de parafina en cada uno de los
agujeros de manera individual debido a que se adhieren mejor los cilindros a la matriz
de parafina, de esta manera una vez finalizado este paso la matriz es llevada

directamente a el refrigerador para poder cortarla y no requiere pasar por la estufa.

Finalmente, una vez que el bloque con multiples tejidos o matriz tisular estan listos, se
empareja la superficie del taco y se procede a realizar nuevos cortes para su estudio

IHQ respectivo.

Es importante sefialar que se debe llevar un registro de la ubicacion exacta de cada
cilindro al interior de la matriz, para no cometer errores en su posterior identificacion y

uso.

86



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS.

FIGURA 3.1 Elaboracion y corte de un blogue TMA. A) Para elaboracion de la matriz
receptora se necesita un punch y un bloque de parafina previamente confeccionado,
cuyo tamafio y nimero de agujeros dependera de la cantidad de tejidos a estudiar. B)
Utilizando el punch se perfora el bloque de parafina C) Hasta obtener el niumero
deseado de agujeros receptores. D) Una vez que la matriz de parafina estd lista. E)

El corte del bloque donador se marca para indicar el area de interés. F) La placa
marcada que contiene el corte del bloque donador se utiliza para localizar el lugar
especifico del taco que serd puncionado. G) Utilizando la varilla cuidadosamente se
extrae el cilindro tisular desde el interior del punch H). El cilindro extraido del bloque
donador se inserta en un nuevo bloque de parafina denominado matriz receptora, y asi
sucesivamente con el resto de tejidos seleccionados que quieran ser dispuestos en la
misma matriz J) Una vez que la micromatriz este completa los cilindros se sacan uno a
uno K) Se aplica parafina en el interior de cada agujero y se re-introducen los cilindros
hasta que estén todos adheridos. L) Finalmente el bloque TMA se encuentra listo para
ser cortado.
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CAPITULO 4
RESULTADOS.

4.1.- BUSQUEDA DE CONTROLES POSITIVOS Y NEGATIVOS PARA LA

LINEA PRIMARIA.

4.1.1.- Prueba N° 1.

Se elaboro una matriz base constituida por doce tejidos diferentes.

TABLA N° 4.1 Composicion de la primera micromatriz de prueba.

Organo Diagndstico Fuente
1- Prostata Hiperplasia nodular . Biopsia
2- Higado Normal Autopsia
3- Ortejo Cutaneo Melanoma maligno Biopsia
4- Mama Osteosarcoma Biopsia
5- Apéndice Normal Autopsia
6-Estomago Adenocarcinoma Gastrico Biopsia
7- Ganglio Axilar Ca. Ductal infiltrante. Biopsia
8- Intestino Delgado Enteritis aguda inespecifica. Biopsia
9- Intestino Grueso Rectitis aguda inespecifica. Biopsia
10- Piel Normal Autopsia
11- Utero (miometrio) Normal Autopsia
12- Amigdala palatina Amigdalitis crénica Biopsia
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Una vez preparada la matriz se obtuvieron
’ 6 a 0 cuatro cortes, uno para cada uno de los
anticuerpos, cada uno de ellos en su respectivo

° ° 0 ° porta objetos previamente silanizado.

Para cada uno de los anticuerpos a evaluar

(LCA, VIM, CK (AE1- AE3), S100) se realizo el
protocolo correspondiente. (En primera instancia a

modo de prueba se utilizd el sistema de revelado

FIGURA N°4.1 Esquema que sefiala la distri- Novolink Polymer Detection System de Leica. (Ver
bucion de los doce tejidos al interior de la

o
primera micromatriz prueba. protocolo en anexo N° 12)

Los resultados fueron los siguientes:

TABLA N° 4.2 Resultados primera prueba IHQ.

Vimentina LCA S100 CK(AE1-AE3)
Prostata +/- + + +
Higado + - + +
Melanoma + + + +/-
Osteosarcoma + - - +
Apéndice + + + +
Estomago + + + +
Ganglio axilar + + + +
I. Delgado + + + +
I. Grueso + + +/- +
Piel X X + +
Utero (miometrio) X - -
Amigdala X + + +
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CAPITULO 4. RESULTADOS.

e Ausencia de marcacion (-)

e Marcacién de elementos tisulares inespecificos (+/-)
e Marcacién positiva (+)

e Desprendimiento del corte ( x)

Como se puede apreciar en la tabla anterior la mayoria de los anticuerpos
presentan positividad para los diversos tejidos. Sin embargo, de acuerdo a lo observado
por el pat6logo, algunos de los tejidos presentaron una marcacion poco especifica (+/-),
es decir, hubo tincidn en diferentes zonas del tejido. Un ejemplo de ello es el caso de la
préstata con el anticuerpo vimentina, en el que la marcacién era generalizada en todas
las estructuras incluso en las que no deberian presentar tinciébn, como lo son los

alvéolos prostaticos.

FIGURA N°4.2 Primera matriz. Constituida por doce tejidos

diferentes y su posterior tincién IHQ en placa.

Por esta razon es que se realiz6 huevamente la misma prueba, pero esta vez se
empleo el kit de revelado Dako que se emplea para el HercepTest (ver protocolo en

anexo N° 13) obteniendo los siguientes resultados:
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4.1.2.- Prueba N° 2.

TABLA N°4.3 Resultados segunda prueba IHQ.

Vimentina LCA S100 CK(AE1-AE3)
Prostata + + + +
Higado + - X +
Melanoma + + + +
Osteosarcoma + - + +
Apéndice + X + +
Estomago + + + +
Ganglio + + + +
I. Delgado + X X +
I. Grueso + + X +
Piel + + X +
Utero (miometrio) + - - il
Amigdala + + + +

En esta segunda prueba no se observé la marcacion inespecifica para vimentina
que presentaban la prostata y el del resto de tejidos, sin embargo, como se aprecia en
la tabla en el caso del osteosarcoma hubo un cambio en la marcacion con el anticuerpo
S100 la cual pas6 de ser negativa a positiva, como fue el Unico caso en el cual se
presentd esta situacion y no influye con la seleccion del control final, no lo
consideramos. Por lo tanto habiendo resuelto el problema de la especificidad, se

procedié a continuar con el estudio en cuestion.

Considerando los resultados obtenidos tanto en la primera como en la segunda

prueba se lograron establecer las primeras matrices control correspondientes a CK
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CAPITULO 4. RESULTADOS.
(AE1l- AE3), LCAy S100. No obstante, en el caso de vimentina ninguno de los tejidos

utilizados reunia las caracteristicas como para ser empleado como un control negativo,

ya que todos ellos presentaban una marcacion bastante intensa.

Para este caso en particular se construyé una segunda matriz de prueba, en la

cual varios de los tejidos que usamos fueron los mismos que la anterior, con el

propdsito de corroborar los resultados y también de ocuparlos como controles

propiamente tales de la matriz a utilizar, en caso de cualquier problema de especificidad

que pudiera presentar la inmunotincién. Incorporamos también dos tumores a los cuales

les asignamos un numero ya que no tenian diagndstico, pues nos fueron facilitados

desde la biblioteca del laboratorio de anatomia patolégica. Su diagnédstico fue

establecido mediante una tincién H-E.

TABLA N°4.4 Resultados de la segunda micromatriz de prueba.

Tejido Fuente Diagnéstico Vimentina
Intestino Delgado Biopsia Enteritis aguda inespecifica +
Intestino Grueso Biopsia Rectitis aguda inespecifica +
Vejiga Autopsia Normal +
Ortejo cutaneo Biopsia Hemangioma capilar +
Utero Biopsia AdenoCa. Endometrial +
Higado Biopsia Normal +
Mama Biopsia Carcinoma canalicular infiltrante +
Estomago Biopsia AdenoCa. Antral ulcerado +
Tumor 1 Biopsia Coriocarcinoma -
Ganglio metastéasico Biopsia Ca. Ductal Infiltrante +
Tumor 2 Biopsia Sarcoma +
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Debido a que en el caso de los anticuerpos que conforman la linea primaria la
intensidad de marcacién no cumple un rol relevante, la seleccion de los controles
positivos se realizo en base a la especificidad de la marcacion, ausencia de background
y también a la cantidad de muestras disponibles para cada uno de ellos. En el caso del

control negativo la Unica condicién es la ausencia absoluta de marcacion.

TABLA N°4.5 Micromatrices Linea Primaria.

Anticuerpo Control Positivo Control Negativo
CK(AE1-AE3) Prostata Miometrio
S100 Melanoma Miometrio
Vimentina Melanoma Coriocarcinoma
LCA/CD45 Amigdala Osteosarcoma Mamario

4.2.- EVALUACION DE LAS MICROMATRICES FINALES
CORRESPONDIENTES A LA LINEA PRIMARIA.

A continuacion, se presentan las fotografias de cada uno de los tejidos que

conforman las diversas micromatrices tisulares.
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CAPITULO 4. RESULTADOS.

4.2.1 Matriz definitiva CK (AE1- AE3).

FIGURA N°4.3 Miometrio 10X : Control
negativo. Haces de células musculares
lisas en diferentes orientaciones que
conforman una red tridimensional junto con
vasos Yy tejido de sostén. Ausencia de
marcacion IHQ. Contraste A) Verde luz B)
Hematoxilina de Harris.

FIGURA N°4.4 Préstata 10X : Control
positivo. Hiperplasia prostatica nodular.
Intensa marcacion de los alvéolos
prostaticos en contraste con el tejido
fibromuscular cuya marcacion es nula.
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CAPITULO 4. RESULTADOS.

4.2.2.- Matriz definitiva S100.

FIGURA N°4.5

Miometrio 10X. Control
negativo.. Estroma conjuntivo denso que rodea
los haces de fibras musculares lisas. Ausencia

de marcacion IHQ. Contraste Hematoxilina de
Harris.

FIGURA N°4.6 Melanoma maligno 10X. Control
positivo. Tincibn nuclear y citoplasmatica
caracteristica para la proteina S100 en
melanoma nodular. Contraste A) Verde Luz B)
Hematoxilina de Harris.

95



CAPITULO 4. RESULTADOS.

4.2.3.- Matriz definitiva VIM.

FIGURA N°4.7 Coriocarcinoma 10X: Control
negativo. Extensa &rea de necrosis tumoral con
ausencia total de marcacion. Contraste A)
Verde luz. C) Hematoxilina de Harris

FIGURA N° 4.8. Melanoma maligno nodular.

Imagen B) 10X imagen D) 40X Control
positivo.  Fuerte inmunotincion tanto en el
citoplasma de las células tumorales como en las
células mesenquimales que las rodean.
Contraste B) Verde Luz D) Hematoxilina de
Harris

96



CAPITULO 4. RESULTADOS.

4.2.4.- Matriz definitiva LCA.

FIGURA N°4.9 Osteosarcoma Mamario 10X.
Control negativo. Camulos de células tumorales
malignas . Ausencia total de marcacion.
Contraste A) Verde Luz B) Hematoxilina de
Harris.

FIGURA N°4.10 Amigdala palatina 10X. Control
positivo. intensa tincion de la membrana de las
células linfoides propias de la amigdala
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4.3.- ELABORACION DE LAS MATRICES PARA LOS MARCADORES
UTILES EN CANCER DE MAMA.

Como las muestras de cancer de mama presentaban un estudio IHQ previo, en

primera instancia se procedio a confeccionar las matrices sin realizar ningun tipo de

prueba, a diferencia de los de la linea primaria, pues la clasificacion de éstos ya habia

sido realizada por el patélogo. Por lo que solo se realizaron cortes con tincion de rutina

para localizar las zonas de puncion.

TABLA N°4.6 Resultados estudio IHQ previo.

Score

HT

RE

PGR

Ca. Ductal Infiltrante

Ca. Ductal infiltrante

Ca. Ductal infiltrante

0 . : : ) : .
diferenciado grado | escirroso bien escirroso bien
de Elston y Ellis. diferenciado grado | diferenciado grado |
de Elston y Ellis. de Elston vy Ellis.
Ca. Ductal infiltrante | Ca. Ductal infiltrante Ca. Ductal infiltrante
escirroso bien escirroso bien escirroso bien
1 diferenciado grado | diferenciado grado | diferenciado grado |
de Elston y Ellis. de Elston y Ellis. de Elston y Ellis.
No hay evidencia de | Ca. Ductal Infiltrante Ca.Ductal Infiltrante
Malignidad en la diferenciado grado | diferenciado grado |
2 muestra. Pero de Elston y Ellis. de Elston y Ellis

presenta un control
interno positivo.
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Ca. Canalicular infil-
trante infiltrante gra-
do | Elston y Ellis.

Ca. Ductal Infiltrante
€scCirroso
moderadamente
diferenciado grado |l
de Elston vy Ellis.

Ca. Ductal Infiltrante
€scCirroso
moderadamente
diferenciado grado Il
de Elston vy Ellis.

La confeccion de las matrices correspondientes a los receptores hormonales y

HercepTest se realiz6 teniendo en consideracion la intensidad de tincion de las células

tumorales y continuidad de la membrana en el segundo caso, cuya clasificacion se efec-

tda asignandole un numero (Score) que va desde el 0 al +3, como se puede apreciar en

la tabla anterior.

0: Nula reaccién / control -

+1: Intensidad baja de los elementos neoplasicos

+2: Intensidad moderada de los elementos neoplasicos

+3: Intensidad alta de los elementos neoplasicos

Figura N° 4.11 Distribucion

de intensidades.

Una vez confeccionada la matriz y obtenidos los cortes se comprobo la marca-

cion de cada cilindro de tejido sometiendo la matriz al protocolo respectivo para cada

anticuerpo. (Ver anexo N° 14)
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4.3.1.- Resultados HercepTest.

FIGURA N°4.12 Resultados marcacion HercepTest. A) Score 0 (10X) y 1 (B) (40x) Negativos para
la expresion de la proteina HER2 C) Score 2: Tincidon débil , esta es considerada "ambigua”, puesto
que como se observa en la fotografia no existe uniformidad en el patron de marcacion el cual
ademas es de una intensidad muy baja (40X). D) Score 3: Tincién de membrana intensa y uniforme (
> 30% de las células). Positiva para la sobre-expresion de la proteina HER2 (40X).
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4.3.2.- Resultados Receptores Hormonales :

4.3.2.1.-Progesterona.

FIGURA N°4.13 Resultados receptor progesterona: Carcinoma ductal infiltrante de la mama,
diversas intensidades. A) Score 0: Fibrosis tisular, nula marcacién B) Score 1. Pequefia
agrupacion de células tumorales cuyo nucleo presenta una intensidad de marcacion baja (40X) C)
Score 2: Tumoracion de bordes infiltrantes (10X), compuesta por nidos solidos y células aisladas
gue presentan una marcacion nuclear de moderada intensidad (10X). D) Score 3: Nido de
células tumorales que infiltran el estroma fibroso, Presentan una intensidad de marcacion alta
(40X).
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4.3.2.2.- Estrégeno.

FIGURA N° 4.14 Resultados receptor estrégeno: Carcinoma ductal infiltrante de la mama
varias intensidades. A) Score O : Extensa &rea de fibrosis tisular con nula marcacion 10X. B)
Score 1: Nidos de células tumorales cuya marcacion nuclear es de baja intensidad 40X. C)
Score 2: Tumoracién de bordes infiltrantes 10X, compuesta por nidos solidos que presentan
una marcacion nuclear de moderada intensidad. D) Score 3: abundantes nidos y cordones de
células tumorales. Estas se encuentran muy compactadas y presentan un nudcleo cuya
intensidad de marcacion es alta 10X.
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Una vez que las matrices han sido
terminadas procedemos a aplicar las
secciones de éstas de manera conjunta a
los tejidos que se encuentran en estudio,

en la medida que van llegando al Servicio.

FIGURA N° 4.15 Placa que
contiene una micromatriz control
para el marcador CK (AE1l-AE3)
paralela al tejido en estudio.

4.4.- STOCK DE MICROMATRICES CONTROL.

Puesto a que obtuvimos resultados satisfactorios,en cuanto a lo que marcacion
respecta procedimos a estimar el nUmero minimo de micromatrices necesarias para

cubrir la carga anual de biopsias que requieren estudio IHQ.

El nimero de casos en los cuales se emplearon procedimientos
inmunohistoquimicos durante los udltimos afios se obtuvo a partir del registro
“Estadisticas mensuales y Semanales “del laboratorio de anatomia patolégica del
Hospital Dr. Gustavo Fricke.

Desde 2007 el Servicio recibe las muestras y procesa las solicitudes de
examenes de inmunohistoquimica, siendo el analisis de antigenos relacionado con
patologia mamaria, la principal tarea. En el afio 2011 se sumaron los casos AUGE para

analisis de HercepTest provenientes del Hospital de Quilpué y en el mes de abril del afio
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2013 se comenzd a implementar la linea primaria (S100, VIM, CK AE1-AE3, LCA) como

prestaciones que realiza el Servicio en cuanto al area de inmunohistoquimica.

En el cuadro siguiente se hace un desglose general de los casos totales

realizados por afio desde 2007 a 2012.

TABLA N°4.7 Casos totales IHQ 2007-2012.

N? Determinacionas N? Determinacionas

N® PACIENTES RE | RP | HERCEPTEST Primera linea total determinaciones por afo
ANO 2007 B9 222 no disponible i
ANO 2008 162 462 nio disponible 462
ANO 2009 120 M6 no disponible 346
ANO 2010 141 414 no disponible 414

Fricke 166 Fricke = 452

i Hosp. Guilpue 19 Hosp. Guilpue = 19

ANO 2011  |total 185 total = 471 nio disponible 4M
ANO 2012 |Fricke =114 Frcke = 314
hasta Hosp. Cuilpué = 45 Hosp. Quilpué = 45 (disponible desde junio 2012)
agosto total = 152 |total = 359 |22 38

Fuente : Estadisticas mensuales y semanales. Servicio Anatomia Patolégica Hospital Dr. Gustavo Fricke.

Casos Actualizados 2012

[ANO 2012 |

159

477

45|

45| 522

Casos realizados hasta julio de 2013 relacionados a la identificacion de antigenos de la

“‘linea primaria”.

104




CAPITULO 4. RESULTADOS.

12 LINEA
IHQ

71

Con proyecciones que llegarian al 25% en el incremento de las solicitudes de

prestaciones, superando los 700 casos al afio.

PACIENTES | EXAMENES | 1% LINEA PACIENTES |exameENEs |TOTAL
2013 FRICKE MAMA 1HQ QUILPUE HERCEPTEST | EXAMENES
ENERO-
JULIO 143 354 71 37 37 462

Fuente : Estadisticas mensuales y semanales. Servicio Anatomia Patologica Hospital Dr. Gustavo

Fricke.

Este nimero de casos realizados afio a afio en el Servicio entrega informacion

importante, ya que nos muestra que, producto de la carga de trabajo tan alta se

requiere de constante supervision de los diferentes casos y su interpretacion

diagndstica. Por lo tanto la utilizacién de controles que garanticen la calidad de cada

uno de estos diagnosticos se torna relevante, sobre todo en lo que refiere a

estandarizacion y optimizacion del protocolo IHQ.

Ademas, permite hacer una estimacion de la cantidad adecuada de tacos control

gue se requeriran por cada tipo de estudio IHQ, con la finalidad de mantener un stock

suficiente para ir supliendo las necesidades de llevar un control cada vez que una de,

estas técnicas se lleve a cabo.

Grosor de las muestras:

:I_ 2.42mm

recolectadas fue de 2.42 mm de espesor, fue

En promedio, el grosor de las muestras

entre los 4 a 5 micrones.

importante conocer este dato ya que los cortes

gue se realizan en inmunohistoquimica fluctian
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Si el promedio de cada tejido alcanza los 2420 micrones, al estar incluido en
parafina el numero de cortes posibles llegaria a los 605 y 484 cortes respectivamente
(sin contar con la pérdida en el desgaste o en la manipulacién con el micrétomo), al
analizar la estadistica del afio 2012, el nimero de estudios alcanzo los 522 y el 2013
por estimaciones aumentarian a los 700, por lo que el niumero minimo satisfactorio de

“tacos control” seria de dos, por cada tipo de estudio (HT/RE/RP).

4.5.- EVALUACION DE LAS MICROMATRICES CONTROL.

Al culminar los diversos ensayos, los resultados obtenidos fueron evaluados

mediante un estudio que buscaba contrastar los arrojados tras la utilizacién del control.

El estudio cont6 con la participacion y ayuda de dos médicos patdlogos (uno de
ellos jefe del servicio de anatomia patoldgica) y cuatro tecnélogos que se desempefian
en IHQ, quienes asignaron valor diagnéstico e interpretativo (score) al conjunto de

muestras problema.

Este grupo de profesionales comprende al staff completo del servicio de

anatomia patologica del Hospital Gustavo Fricke.

Es importante mencionar que para esta evaluacion no se incluird la linea
primaria, puesto que en ésta solo importa la positividad o negatividad de la muestra, sin
considerar la intensidad de marcacion; Por lo que solamente se tomaron en cuenta
aguellos casos en donde se utilizaron controles para cancer de mama (HR/RE/PGR),

donde existe una posible mayor diferencia interpretativa entre los observadores.
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N° de placa

O 00 ~NOO U WN |

FIGURA. N° 4.16 Numero
de casos problema. Color
azul corresponde a HT,
rojo a PGR y verde a E.

En primera instancia se les solicitdé a los
profesionales del Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Dr. Gustavo Fricke encargados de realizar la
interpretacion y técnica habitualmente, que observaran y
calificaran una serie de placas (30 en total) que ademas
de incluir el caso problema, incluian ademéas Ila

micromatriz control. (Ver evaluacion en anexo N° 15)

El ejercicio constaba de dos partes:

- Observacién del tejido problema y asignacién de score

sin previa visualizacién del control.

- Observacién, primeramente, de la matriz control, para
luego volver a observar el tejido problema y asignar

nuevamente el score.

A cada uno de los casos (placas) se le asigné un
namero, de tal manera que las intensidades de marcacion
obtenidas tras la evaluacion pudieran ser ordenadas de
acuerdo a cada caso, esto con el propdsito de permitir un

orden al momento de realizar el calculo estadistico.

107



CAPITULO 4. RESULTADOS.

El nimero total de datos recopilados a partir de la interpretacion los profesionales

fue de 180, se compararon los resultados obtenidos por cada uno de ellos antes y

después de utilizar el control, es decir, resultados c/control vs s/control. A partir de esto

se desprende que 154 fueron aciertos y 26 diferencias. (Ver compilado detallado de

datos en anexo N° 16)

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

i T | T | T | T
™ 1 ™ 2 ™ 3 ™ 4

Patl

Pat2

Total

[ % diferencias

M % acierto

FIGURA N° 4.17 Gréfico observacién por profesionales. Porcentajes de aciertos y diferencias.

En segunda instancia empleando este mismo conjunto de datos, pero esta vez

teniendo como referencia solamente las diferencias entre score sin control y score con

control que pasaron de leve a alta intensidad o viceversa, se logr6 establecer el

porcentaje de resultados potencialmente relevantes en un posible cambio en el

proceder tras el diagnéstico IHQ y/o tratamiento. (Ver detalle en anexo N° 17)
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0 Bajo
1 Bajo
2 Alto
3 Alto

FIGURA N°4.18 Intensidades. Se
consideran cambios relevantes
aquellos que pasen de una intensidad
baja a una alta o viceversa.

TABLA N°4.8 Casos relevantes de cambio de intensidad o diferencias de score

intensidad baja a alta 3 2%
intensidad alta a baja 6 3%
mantienen score 171 95%
Pares totales 180 100%

Un 5% del total de los casos present6 variaciones, entre los cuales, un 2% paso6
a un aumento de intensidad, de leve a mayor y un 3%, en cambio, disminuyé en

intensidad, pasando de alta a leve.
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Resultados relevantes en probable cambio de
namero de los que tratamiento

pasaron de baja a numero de los que
alta pasaron de alta a
2% baja

3%

FIGURA N° 4.19 Resultados relevantes en probable cambio de tratamiento.

4.5.1.- Evaluacion de las micromatrices con alumnos de Tecnologia Médica.

El grupo se conformdé por alumnos de 4° y 5° afio de la especialidad

Morfofisiopatologia y Citodiagndéstico de la Universidad de Valparaiso.

En el caso particular de los alumnos de cuarto afio se exigido haber aprobado el
ramo de inmunohistoquimica para poder participar del estudio.
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Nueve alumnos participaron en el proceso de evaluacion de las placas,

generando 270 datos, de los cuales 184 eran aciertos y 86 diferencias. (Ver anexo N°

18) Lo que porcentualmente se puede apreciar en el siguiente gréfico.
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% de aciertos y diferencias
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[ % diferencias

M % acierto

",
»
-

Total

FIGURA N° 4.20 Gréafico alumnos. Porcentaje de aciertos y diferencias.

No se realizé el calculo de relevancia en posible cambio de tratamiento de sus

resultados puesto que en este caso no tiene significancia diagnostica.
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Los tissue microarrays son producidos a partir de la relocalizacién de secciones
cilindricas especificas provenientes de diversos bloques de parafina. De esta manera
muestras de tejido de diversos pacientes pueden ser ubicadas ordenadamente en un
mismo portaobjetos. Esto se realiza a partir del uso de una aguja o punch de biopsias
mediante el cual se obtienen estos cilindros de tejido o "cores", que posteriormente son

ubicados al interior de la matriz receptora.

Puesto que el material es previamente fijado en formalina y embebido en
parafina, las matrices de tejido son susceptibles a una amplia gama de técnicas,
incluyendo tinciones histoquimicas, inmunoldgicas, ya sea con visualizacion
cromogénica o fluorescente, e incluso a hibridacion in situ ( ISH incluyendo tanto ARNm
y FISH).

Respecto a la fijacién, representa una ventaja el hecho de que los casos
problema y los tejidos que sirvieron como base para la micromatriz, fueran recolectados
de un mismo laboratorio, pues el proceso de fijacién es exactamente el mismo en todos

los casos, lo que elimina este paso como una posible variable dentro del proceso.

Las ventajas de la utilizacion de esta técnica estan dirigidas principalmente a que
cada muestra de tejido que conforma el microarray es tratada de la misma manera fren-
te a la aplicacion de un determinado protocolo, puesto que las concentraciones de reac-
tivos son idénticas para cada caso, asi como también los tiempos de incubacioén, tem-
peraturas, condiciones de lavado, y por supuesto la recuperaciéon de antigenos, segun

sea el caso.
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Considerando las particulares ventajas de esta técnica, principalmente en lo que
se trata de uniformidad al momento de llevar a cabo protocolos de diferente indole,
pues se incluyen varias muestras en un mismo taco, es que esta investigacion se enfo-
co6 principalmente en la estandarizacion de las técnicas inmunohistoquimicas a partir de
la creacion de una serie de controles que son incorporados a cada muestra de tejido
que llega al servicio de anatomia patoldgica segun corresponda.

La implementacion de este grupo de controles tanto en los marcadores de utilidad
en cancer de mamas, como en los de primera linea se fundamenta en la falta de objeti-
vidad al momento de diagnéstico sobre todo en el caso de receptores hormonales y
HercepTest puesto que su valoraciéon, como ya fue mencionado con anterioridad, re-
guiere asignar un score el cual es otorgado de acuerdo a la apreciacion del observador

de turno (Pato6logos, Tecndlogos).

Paralelamente su utilizacién favorece también la validez del protocolo ya que "sir-
ven como un control de calidad " (Moch H et al., 2001), puesto que diferentes operado-
res deberian obtener los mismos resultados. Esto también incluye el descarte de falsos
positivos/ negativos producto de alguna falla humana en la realizacién de la técnica o

malas condiciones de alguno de los reactivos a utilizar.

En general la confeccién de estas matrices es bastante simple y no se requieren
de mayores recursos. En la realizacion de este trabajo se utilizaron materiales recicla-
dos: el punch fue obtenido del Departamento de Dermatologia tras ser usado para la
toma de una biopsia dérmica, su interior fue modificado de tal manera que fuera posible
introducir una varilla que permitiera obtener los cilindros y las matrices receptoras fue-
ron elaboradas de forma manual. Por lo expuesto queda claro que no se requiere inver-
tir grandes cantidades de recursos en la compra de kits modernos para la implementa-
cion de esta técnica, por lo que cualquier laboratorio publico podria facilmente generar
sus propias matrices control de acuerdo a sus prioridades en diagnostico y la variedad

de anticuerpos que puedan poseer.
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CAPITULO 5. DISCUSION.

Pese a los buenos resultados que arroj6 el uso de la matriz, la facilidad con la cual
se elabora y lo econémico del método, existen algunas dificultades que es necesario
tener en cuenta. Lo primero es la dificultad para recopilar las muestras, que se acota a
lo que llegue al Servicio, si bien en el caso de la linea primaria no hubo mayor dificultad,
la busqueda de tejido mamario que arrojara diversas intensidades fue sin duda un gran
problema al momento de dejar un stock, puesto que el nUmero de casos de patologia
mamaria que llegaban al Servicio era demasiado bajo, y la mayoria de las veces la
muestra requeria ser procesada por completo debido a que la lesion era muy pequefia ,

por lo que no habian desechos que nos permitieran obtener material.

Otro problema es el desprendimiento. Al comenzar la investigacion se recopilaron
una serie de muestras sin importar la constitucion de éstas, es decir, muestras con
grandes areas necréticas o con gran contenido adiposo, sobre todo en el caso de las
mamas, lo que posteriormente trajo consigo el constante desprendimiento de los cortes

tras la recuperacion antigénica.

Ademas de este problema, el desgaste y la poca duracién del primer stock de ta-
cos control también es algo importante de mencionar. Debido a que son muestras pe-
guefias y su grosor es menor, su manejo debe ser cuidadoso, los constantes cambios
de micrétomo, por ende, angulo de corte, al momento de cortar la matriz provocaron
gue ésta durara menos de lo estimado producto del constante desgaste de la muestra
ya que los cortes de realizaban a medida que se solicitaba el estudio. Por lo que se

propone que se utilice siempre el mismo micrétomo para efectuar los cortes.
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Como solucion a la dificultad para recopilar las muestras, este laboratorio cuenta
con un almacén de desechos, por lo que cada 5 afios se van eliminando tacos antiguos,
de esta manera es que se obtuvieron grandes cantidades de muestras mamarias ya
incluidas, las cuales en algunos casos su diagndstico aun estaba en el sistema por lo
gue resulté mas sencillo armar la micromatriz, respecto de los casos que no estaban (la
mayoria) se confeccionaron varias matrices de hasta 24 tejidos en un mismo taco, las
cuales fueron sometidas a IHQ para determinar la intensidad de marcacion de cada ci-

lindro y asi confeccionar nuevas matrices control.

Para el problema de desprendimiento se recomienda dejar secar las placas duran-
te 24 horas a temperatura ambiente, utilizar portas con carga, o también luego del pe-
riodo de secado a T° ambiente dejarlo en la estufa durante 30 minutos (con excepcién
de HT), esto favorece la adherencia del tejido y disminuye hasta cierto grado el des-
prendimiento, y por su puesto recolectar material de calidad con el menor contenido de

grasa posible.

El desgaste rapido de las muestras es solucionable realizando mdultiples cortes de
la micromatriz de una sola vez que posteriormente son almacenados en el refrigerador
a 4°C , para ser utilizados cuando sea necesario. Estos tienen una duracién aproximada

de dos meses, luego de este periodo se recomienda, utilizar cortes nuevos.

En la practica, la favorable implementacion de estas matrices se ve sustentada por

los porcentajes obtenidos tras la evaluacion.
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Si bien en primera instancia se esperaba que hubiese diferencias entre la interpre-
tacion de los profesionales entre si, fue un hallazgo el hecho de que existieran también
diferencias entre su propia interpretacion tras el uso del control, es decir, la visualiza-
cion previa del control provoco que en algunos casos los observadores cambiaran el
score asignado en primera instancia. Esto se fundamenta en que el control funciona
como una herramienta guia que los conduce hacia una mayor precision diagnostica al

ser mas objetiva.

Continuando con la evaluacién de los profesionales, si se observan con deteni-
miento las tablas que contienen el conjunto de datos interpretativos (Ver anexo 16), se
aprecia que en la mayoria de los casos el control provoc6é un aumento en el nimero de
diferencias, esto se traduce en que la visualizacion previa de este si induce cambios en
la asignacion del score, pues ya no estan trabajando "a ciegas”, lo que a futuro podria

conducirlos en conjunto a una mayor uniformidad de sus diagndsticos entre si.

En cuanto al rol de la micromatriz control en los resultados, que podrian ser rele-
vantes en un posible cambio de proceder clinico, si bien el porcentaje obtenido es nu-
méricamente bajo (5%), clinicamente hablando es todo lo contrario, esto debido a que
hay que considerar que detras de este porcentaje existen pacientes cuyo diagnostico
podria ser mucho mas preciso, por esta misma razén es gue no se considera que este

porcentaje sea menor.

A partir de estos resultados se decidio llevar a cabo la prueba en alumnos donde
la experiencia interpretativa es mucho menor, por lo que el rol de la micromatriz seria
fundamental al momento de asignar el score. Afirmacion que los resultados apoyan a
cabalidad pues en ellos la medicion se efectu6é solamente teniendo en cuenta el control
como patron, es decir, si hubo o no diferencias diagndsticas antes y después de usarlo.
Obteniendo cifras elevadas, (de los 270 datos recopilados 86 fueron diferencias) resul-
tando en un porcentaje mucho mayor al de los profesionales 31,9 lo que era bastante
esperado por la poca experiencia de los observadores. Sin embargo, a partir de esta
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cifra se puede desprender que la visualizacién primaria del control induce un cambio en
el score que habian asignado antes de mirarlo (Ver anexo 18), acercandolos mas al

diagnastico original de la biopsia empleada. (Ver Anexo 16)

Existen numerosos estudios, tanto del analisis inmunohistoquimico como de la
técnica de los tissue microarrays. Sin embargo, respecto a los resultados obtenidos en
el presente estudio se logré establecer una concordancia en relacién a la presencia de
variaciones que existen entre los diagnosticos (score) de un mismo observador para
una misma muestra vista en diferentes ocasiones lo que se conoce como "variabilidad

intra-observador” (J Martinez et al.,2005).

En conjunto a sus colaboradores mediante un estudio comparativo entre la cuanti-
ficacion IHQ manual versus la cuantificacidn realizada a partir de un software de image-
nes, determinaron que esta variabilidad intra-observador es especialmente significativa
cuando la lectura u observacion se efectla sobre técnicas que identifican proteinas de

ubicacion citoplasmatica y de membrana.

Lo que se desprende del estudio anteriormente mencionado es que la variacion
interpretativa intra-observador si bien quizas no es algo que se espera, esta presente, al

igual que en este estudio.

Dentro de las proyecciones de esta investigacion, gracias a los buenos resultados
obtenidos, es que una de las propuestas es implementar esta metodologia como una
herramienta pedagdgica puesto que actlla como guia diagnostico/interpretativa contri-
buyendo al aprendizaje del ojo inexperto, en este caso los alumnos. Ademas de esto
también es la idea fomentar el uso de controles en todas las técnicas empleadas en el
laboratorio no tan solo la IHQ, particularmente se propone también realizar pruebas fu-

turas que permitan incorporar este tipo de controles a la Histoquimica.
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Los avances en la inmunohistoquimica han permitido dilucidar aquellos casos
que resultan complejos al diagnostico morfolégico y dentro de este ambito es que la
aplicacion de controles signific6 un avance importante en la optimizacion de los
protocolos inmunohistoquimicos, en su monitorizacion y en la evaluacion de los distintos
anticuerpos utilizados para determinar aquellas patologias que se presentaron en el
servicio de anatomia patolégica y que requerian de un estudio de antigenos

especificos.

La utilizacién de controles se hizo especialmente importante para asegurar que,
a la hora de realizar un estudio, como la determinacion de la estirpe celular con la “linea
primaria” o la presencia o ausencia de receptores estrogénicos en patologia mamaria,
las variables externas que pudiesen generar algun tipo de falencia en la interpretacion

final se reduzcan

Gracias al trabajo realizado se lograron obtener controles para los distintos
estudios, tanto en la linea primaria, donde se buscaba una marcacion positiva y
negativa, como para el estudio de patologia mamaria, donde la busqueda fue de mayor
complejidad debido a los problemas mencionados en las paginas previas a este
capitulo. A pesar de esto, se logré obtener de manera satisfactoria variados tejidos con
sus respectivas intensidades de marcacion nuclear y citoplasmatica para receptores y

Hercept segun correspondia.
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Ya en funcionamiento la matriz fue versatil. Se puedo buscar la mas correcta
localizacion de los cilindros en el blogque de parafina para obtener el mejor corte que
permitié ubicar el control lo mas cercano al tejido en estudio, y a la vez utilizando la
misma “gota”, con el consecuente ahorro de reactivo, o que también nos aseguré que
ambos cortes recibian el mismo tratamiento en el procedimiento inmunohistoquimico,
eliminando las variables de manipulacion en una posible identificaciéon de antigenos

falso positivo o negativo.

El desarrollo de la matriz resulté ser simple, pudiendo hacerse en un corto tiempo
y utilizando los implementos presentes en el laboratorio de anatomia patologia del
Hospital Gustavo Fricke. Posterior a la determinacién y obtencion de los mejores
controles, se comenz0 a elaborar un numero de tacos control suficiente para
mantenerlos almacenados y asi se utilizaron cada vez que un caso problema, tanto de

linea primaria como de patologia mamaria, llegaban al servicio.

El andlisis de la interpretacion se logré con la aplicacién de un cuestionario y un
pool de placas. Estas fueron visualizadas por un grupo de profesionales y otro grupo de
alumnos por separado. Fueron evaluados solamente con los casos de patologia

mamaria, en donde existia esta asociacidon de criterios de la marcacion.

Al obtener los resultados de la evaluacion que buscaba comparar el andlisis
visual del tejido con y sin el control, obtuvimos que esta variacion fue positiva e incidia
potencialmente en los cambios de la observacion interpretativa, lo que nos lleva a
concluir que la matriz control que acomparnia al tejido en estudio fuese valorada como un
medio de apoyo visual objetivo en la identificacion de las diferentes intensidades

(Score), dentro del tejido problema.
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El control demostré ser atil al momento de objetivar la interpretacion, ya que
posee las caracteristicas suficientes como para llegar transformarse en una buena
herramienta de evaluacién en el ambito del laboratorio propiamente tal, permitiendo
analizar el desempefio de la técnica IHQ, evaluar la calidad de los reactivos y su
operatividad, dimensionar las variaciones interpretativas que puedan existir en un
mismo equipo de trabajo y poder asi aunar esfuerzos futuros que se dirijan a

homogenizar el diagndstico en los casos donde existan variaciones importantes.

Fuera del laboratorio se perfila como un método didactico y evaluativo para
alumnos que estén cursando la mencién, con el fin de dar apoyo en el criterio

diagndstico en formacion.

Al resumir el trabajo realizado, las micromatrices de control elaboradas
demostraron ser un implemento de facil construccién, muy econémicos y eficientes a la
hora de optimizar y estandarizar los procesos inmunohistoquimicos; No tan soélo
corroborando una marcacion éptima frente al tejido, sino también como ayuda objetiva
para orientar la visualizacion de las distintas intensidades presentes en los estudios de
patologia mamaria y verificar el estado de los anticuerpos, los medios de revelado o
estudiar si su funcionalidad se adapta a los requerimientos del servicio de anatomia

patoldgica del Hospital Gustavo Fricke.
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ANEXO.

Anexo N° 1

Inmunoglobulina: Estructura en forma de Y.

Fuente: IHC Staining Methods, Fifth edition.

Anexo N° 2

Produccién de anticuerpos policlonales

Polyclonal Antibody Production

Immunization
and Boosting

'

Serum:
Heterogeneous Mixture
of Antibodies
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Anexo N° 3

Produccion de anticuerpos monoclonales.

Monoclonal Antibody Production

&) e

Immunization

@ and Boosting

() (@@ w—— Fusion df— et -
Isalated Myeloma Cells
B-lymphocytes

ORORON )
®eee@

Clone Each
Positive Culture Propagate

Cell Culture Supernatant:
Homogeneous Population
of Antibodies

Anexo N° 4

Fijacion con formalina de una estructura proteica.
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Anexo N° 5

Tissue microarrays.

F

Anexo N° 6
Kit de anticuerpos utilizados:

Marcadores Utiles en cancer de mama: HercepTest y Receptores hormonales.
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Linea primaria.
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Anexo N° 7

Implementacion basica para IHQ.
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Anexo N°8

Recuperacion antigénica.

Solucién recuperadora.
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Anexo N°9

Sistemas de visualizacion.
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ANEXO N° 10

Cromaogeno.

Anexo N° 11

Materiales para procesamiento de rutina.
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ANEXO N° 12

, &

PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA POLIMERQ @~ sésvave fricxe

1.Desparafinar hasta el H20 / / / / /
2.Recuperacion en olla de pascal / / / / /
3.H20 2' / / / / /
4.Bloqueo de la peroxidasa 10’ / / / / /
5.Lavado H20 destilada 2' / / / / /
6.PBS 2' / / / / /
7.Bloqueo de la proteina especifica 5' / / / / /
NO LAVAR

8.Anticuerpo primario 20' / / / / /
9.Lavado PBS 2' / / / / /
10.Post primario 20' / / / / /
11.Lavado PBS 2' / / / / /
12.Deteccidn del polimero 20' / / / / /
13.Lavado PBS 2 / / / / /
14.DAB 7' / / / / /
15.Lavado PBS / / / / /
16.Hematoxilina 5' / / / / /
17 Virar / / / / /
18.Montar / / / / /
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ANEXO N° 13

, &,
PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA RECEPTORES HORMONALES »= siistave ruicce
1. Recuperacion Ag / / / / /
2. H20Od / / / / /
3. BloqueoPeroxidasa 10’ / / / / /
4. H20d / PBS / / / / /
5.Ac 1°x 20’ / / / / /
6. PBS / / / / /
7.Ac2°x 20’ / / / / /
9. H20Od / / / / /
9. Cromogeno x 10’ / / / / /
10. H20d / / / / /
11.Tincién de contraste / / / / /
Contraste utilizado:......ccocovveeeeiiiieeie
RESULTADOS:
Placa N° Ac: Ac: Ac:
FECHA: ... TV e
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ANEXO N° 14

PROTOCOLO HERCEPTEST

N

DR. GUSTAVO FRICKE

Dilucién de Wash buffer y recuperador antigénico de 1:10, no reutilizable.

1. Recuperacion Ag 40°+20° / / / / /
2. Wash buffer x 5’ / / / / /
3. BloqueoPeroxidasa 5’ / / / / /
4. H20d 2’ / wash buffer 2’ / / / / /
5. Ac 1° x 30’/ control (-) / / / / /
6. Wash buffer 2’ / / / / /
7.Ac 2°x 30’ / / / / /
8. Wash buffer 2’ / / / / /
9. DAB x 10’ / / / / /
10. H20d x 2’ / / / / /
11.Contraste hematoxilina / / / / /
RESULTADOS:

Placa N° Ac: Ac: Ac:
FECHA: ...t TV
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ANEXO N° 15

Evaluaciéon de intensidades de marcacion en casos de patologia mamaria

pertenecientes al Hospital Gustavo Fricke.

Se solicita al los participantes que en primera instancia observen el tejido en estudio sin
considerar los controles. Posteriormente volver a observarlo pero esta vez mirando
primero la matriz control. Para cada una de estas etapas sefialar de manera individual
los respectivos score (0, +, ++, +++) en cada uno de los marcadores a evaluar

(HT,RE,RP).Llenar solo recuadro en blanco

1° Observar solo el tejido (s/control) y dar Score.

2° Observar el tejido + los controles (c/control) y dar Score.

HT RE RP HT RE RP
s/control s/control s/control c/control | c/control c/control

34039-1
34039-2

33773
33698
33691
33685
33667
33626
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32017

31851-1
31577

31306-2

ANEXO N° 16

Conjunto de datos profesionales

Patdlogo 2

s/c

c/c

™4

c/c

s/c

™ 3

c/c

s/c

™ 2

c/c

s/c

™1

c/c

s/c

Patdlogo 1

s/c

c/c

Casos

° asociado placa

n° de caso

4049

40

40

sin control
con control

Diferencia con

Control

s/c
c/c

Dif c.
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Compilado diferencias profesionales.

T™1:TM2 { TM3 | TM4 | Patl Pat2§

Difc. { Difc. { Difc. | Difc. | Difc. | Difc.

Oo0oo0ooooooo
-~ OO0 oo
OO0OO0OO0OO0OO0OKR OO

1
(BN
| I B |
= I = R ENLNEN

O OO OO0 Oo0o oo o
[
[REN

|
=

OO!OOOOOOOOOO
1
w O

I—\OOOOOOOOOOOOOOOOOOO!OOOOOOOOO

ooooooo:'—xoooooooo:'—x!oooo:'—\

0
0
0 -1 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0 -1
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0
0 0 0 0
0 0 0 1
Numero de diferencias 2 4
Numero de aciertos (exactos) 28 26
Total 30 30
% acierto 93,3 86,7
% diferencias 6,7 13,3
Total 100,0 100,0

26
30

86,7
13,3
100,0

23
30

76,7
23,3
100,0

28
30

93,3
6,7
100,0

23
30

76,7
23,3
100,0

26
154
180

85,6

14,4
100,0
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ANEXO N° 17
Compilado Intensidades.

Casos Patdlogo 1 ™1 ™ 2 ™ 3 ™ 4 Patélogo 2
n° de caso En" asociado placa s/c i c/c s/c 1 c/c s/fc 1 c/c s/fc 1 c/c s/fc 1 c/c s/c i c/c
410 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2
698 2 2 2 2 2 2 2 2 2
68 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
6 66 2 2 2 2
626 2 2 2 2
8 0
0 4 2 2 2 2
410 2 2 2
4049 2
404 2 2 2 2 2 2 2
4 4039 2 2 2 2 2 2 2 2
4039 2 2
6 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
=5 2
9 68 2 2 2 2 2 2 2 2
) 66 2 2 2
626 2
8 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
06 2
: 4 2 2 2 2 2
404 2 2 2 2 2 2 2 2
2 2
8 69 2 2 2 2 2 2 2 2
0 2 2 2
0 Bajo
1 Bajo
2 Alto
3 Alto
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Cuadro diferencias en cambios de intensidades (leve a alta y viceversa).

Patdlogo 1 ™ 2 M3 M 4 Patélogo 2
sfc | c/c s/c c/c s/c i c/c s/c i c/c s/c i c/c sflc I c/c
Alta alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Baja baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Baja Baja Alta ' Baja Baja Baja Baja Baja Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Baja Baja Baja Baja Alta Alta
Baja baja Baja Baja Alta Alta Baja Baja Baja Baja Baja Baja
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Baja Alta Baja Alta |
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja | Alta Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Baja baja Baja Baja Alta | Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Baja Baja
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Baja Alta Alta
Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
I Alta baja I Baja Baja Alta i Baja Baja Baja Baja Baja Alta Baja |
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ANEXO N° 18

Compilado datos alumnos.

Al9

Pocfe

s/c

Alg

Pocfe

sfc

Al7

Locfe

sfc

Al

Pocfe

s/c

AlS

Locfe

sfc

Al4

Locfe

sfc

A3
sfc i c/c

Al2

Locfe

sfc

All

sl |

c/c

Casos
in” de caso n° asociado placa

4049

404
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Al9
Dif c.

Al 8

Dif c.

Al7

Al 6

Dif c.

Dif c.

Al'5

Dif c.

Al 4

Dif c.

Al 3

Dif c.

Al 2

Dif c.

All
Dif c.

86
184
270

11
19
30

18
12
30

17
13
30

17
13
30

Nimero de diferencias

25 22 27 26
30 30

30

27

Ndmero de aciertos (exactos)

Total

30

30

68,1

433 400 900 83 733 900 633 867

433

% acierto

31,9
100,0

133
100,0

5,7 600 100 167 26,7 100 367
1000 1000 1000 1000 1000 100,0

100,0

56,7
100,0

% diferencias

Total
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