*
i i UNIVERSIDAD DE VALPARAISO :
* niversi
o U ersidad FACULTAD DE MEDICINA p: 4

g deValparaiso CARRERA DE TECNOLOGIA MEDICA
CHILE T’c.‘nnlngm Médica

Universidad de Valpara

“BIO AUTO QUALITY”
CALIDAD DE LA INMUNOREACTIVIDAD
EN BIOMATERIALES DE ANATOMIA
PATOLOGICA

Camila F. Megjias Orellana, 18.375.169-7, +56 9 81634883,
Camila.mejias.o@gmail.com
Ailyn R. Rojas Agusto, 17.807.649-3, +56 9 96168719,
Rachel.agusto@gmail.com

Profesor Guia Pablo Olivero R., BQ, PhD
pablo.olivero@uv.cl
Profesor Co-Guia Carlos Lozano B., MD, Msc
carlo.lburgos@gmail.com
Profesor Co-Guia Claudio Cérdova L., TM, Msc
Claudio.cordova@uv.cl

2020


mailto:Camila.mejias.o@gmail.com
mailto:Rachel.agusto@gmail.com
mailto:pablo.olivero@uv.cl
mailto:carlo.lburgos@gmail.com
mailto:Claudio.cordova@uv.cl

RESUMEN

A medida que la medicina se torna mas especializada, emerge la necesidad de certificar
la calidad de los procedimientos, para disminuir la incertidumbre asociada al proceso de
observacién y conclusion respecto a la evidencia. La evidencia empirica es el factor clave en el
diagndstico, seguimiento y tratamiento de los pacientes, siendo deber del profesional de salud

brindar la mejor calidad de servicio.

Actualmente nuestros centros de salud de Chile no existen protocolos oficiales que
verifiquen la calidad de los biomateriales contenidos en las muestras histol6gicas embebidas en
parafina durante afios. Especificamente, para la técnica inmunohistoquimica, una incorrecta
manipulacion y preservacion ocasiona pérdidas de la inmunoreactividad del tejido, incidiendo

directamente en el diagndstico, prondstico y terapéutica.

En este contexto, el presente estudio presenta un método de andlisis y validacién
masivo de muestras “Bio Auto Quality” que, por medio de la clasificacion digital, reduccion fisica
inmunoreactividad primaria permite evaluar la calidad del tejido y optimizar la interpretacion de
los resultados del andlisis inmunohistoquimico en los laboratorios de histopatologia.

De acuerdo con lo observado en este estudio podemos decir que el tiempo de fijacion
ideal para una muestra de 0,5 cm3 es de 8 horas hasta 18 horas, sin afectar la inmunoreactividad
de la muestra, mientras que el tiempo de isquemia fria (retraso en la fijacion) es de 0 horas, es
decir, fijacion inmediata. Tras analizar la cohorte de muestras del Hospital Carlos VVan Buren con

“Bio Auto Quality” se determin6 que todas son muestras de alta calidad.

PALABRAS CLAVES: Calidad de tejidos, Cancer de mama, Analisis cuantitativo,

Inmunohistoquimica.
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. INTRODUCCION

Los servicios de Anatomia Patoldgica (AP) son los responsables de recibir muestras
histologicas para analizadas, procesarlas y emitir un diagnostico certero, ademas de proporcionar
una serie de variables que constituiran factores prondsticos y predictivos para el tratamiento de
enfermedades, representando un papel fundamental en el cuidado de los pacientes. La reduccion
de los errores médicos en esta disciplina es fundamental para cualquier sistema de salud, ya que,
diagndsticos imprecisos o inadecuados tienen consecuencias inmediatas en el manejo y tratamiento
de los pacientes e inciden en el ambito econdmico, con el consiguiente uso incorrecto de los

recursos disponibles (1,2).
1.1 LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA

La Anatomia Patoldgica es una de las &reas menos conocida de la medicina, inclusive
para las personas relacionadas con las Ciencias de la Salud. Corresponde a la “Rama de la medicina
que se ocupa del estudio, por medio de técnicas morfoldgicas, de las causas, desarrollo y
consecuencias de las enfermedades. EIl fin Gltimo es el diagndstico correcto de biopsias, piezas
quirdrgicas, citologias y autopsias” (3). Esta especialidad médica constituye un importante
cimiento, sin el cual, el resto de las otras especialidades dificilmente podrian funcionar de manera
oportuna, ya gue, se relaciona con todas las otras especialidades, contribuyendo a un estudio mas

completo de la enfermedad (4).

Se apoya sobre complejos y sofisticados procedimientos cuyo seguimiento y
adecuacion requieren ser evaluados y controlados, por el personal especializado en el laboratorio,
dentro de ellos cabe destacar el rol del médico pat6logo, profesional que tiene como mision el
estudio de las muestras de tejidos, las que son procesadas en el laboratorio por el personal

especializado y posteriormente examinadas al microscopio.

El trabajo del médico patélogo es de gran importancia, puesto que, segun el
diagnostico que este efectle, se basara la conducta terapéutica del especialista, lo que repercutira
en el pronostico y posible tratamiento de la enfermedad. Dada la gran importancia de la labor del
patdlogo, los centros hospitalarios de alta complejidad cuentan con un laboratorio de Anatomia

Patoldgica, donde se reciben las muestras y se procesan para finalmente examinar las laminas
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histologicas al microscopio y asi emitir un diagnostico certero. En el anexo 1, se puede encontrar

en detalle todo lo concerniente al procesamiento de los tejidos.

1.2 CALIDAD EN ANATOMIA PATOLOGICA

Los servicios de AP tienen un papel fundamental en el cuidado de los pacientes, por
lo tanto, la reduccion de los errores interpretativos en esta disciplina es primordial para cualquier
sistema de salud. Diagndsticos erroneos, imprecisos o inadecuados tienen consecuencias
inmediatas en el manejo y tratamiento de los pacientes y de tipo econémicas, con el consiguiente
uso incorrecto de los recursos disponibles. Por lo tanto, el objetivo genérico de la calidad debe ser
disminuir en el mayor porcentaje posible el nimero de errores en los diagndsticos
anatomopatologico (5).

Referirse a Calidad cuando se aplica a la asistencia sanitaria y mas adn si es a la
especialidad de AP, puede resultar complejo, por la diversidad en la interpretacion y aplicacion
del significado (6). Y como es un concepto que ha ido variando a lo largo del tiempo, para
comprenderla a cabalidad, se describiran los antecedentes para contextualizarla en asistencia

sanitaria.

1.2.1 Desarrollo de la calidad en asistencia sanitaria
1.2.1.1 Antecedentes historicos

En el &mbito sanitario las primeras formas de regulacion de la practica se encuentran
en el Cédigo de Hammurabi, en el antiguo Egipto (estandares de practica médica de unos 4.000
afios), en el 1.000 a.C. en China (regulando las competencias profesionales), o en el trabajo de
Hipdcrates de Cos, 500 afios a. C., que recoge las primeras bases éticas y legales de obligado
cumplimiento para los médicos y que aun hoy siguen vigentes. Otra contribucion importante fue
la de Galeno (200 d.C.), quien publico “Methodo medendi” (Sobre el arte de la curacion),
estandarizando el conocimiento médico de la época y que estuvo en vigencia quince siglos y

Vesalio que publicé en 1.600 un tratado de anatomia humana (7).
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Tambiéen son importantes los primeros trabajos de evaluacion sistematica de la practica
clinica, que tratan de evaluar y conocer los resultados de la atencidn sanitaria. Dentro de éstos cabe
mencionar el tratado sobre “Politica Aritmética”, escrito en el Siglo XVII por Sir. W. Petty, donde
intentaba comparar la calidad de la asistencia de los hospitales de Londres y Paris. Y los trabajos
a finales del siglo pasado de Sir. W. Fahr sobre mortalidad hospitalaria de y F. Nigtinghale sobre
infeccion quirdrgica y A. Codman en el area quirdrgica. Tras estas experiencias puntuales de
evaluacion de la atencidn sanitaria, los primeros afios del Siglo XX, dan inicio a la evaluacion
sistematica de la calidad de la atencion sanitaria y abre el periodo de lo que se ha venido a

denominar como el pasado reciente (6,7).
1.2.1.2 Antecedentes del Siglo XX

A mediados del Siglo XX, la Comision Conjunta de Acreditacion de Hospitales en EE.
UU. Comenzo a exigir estandares de calidad a los hospitales. Sin embargo, la calidad asistencial
le debe a Awedis Donabedian su desarrollo en los términos en los que hoy dia la conocemos. Fue
el, quien en el afio 1966 escribiod y analizd los estudios sobre la evaluacion de la calidad asistencial
publicados, ordenandolos en términos de la estructura, el proceso y los resultados (8), clasificacion

que tiene vigencia hasta hoy en dia.

En el afio 1972, con el objetivo de revisar la calidad de la asistencia que impartian los
hospitales que utilizaban los programas Medicare y Medicaid, surgié en EE. UU. la Organizacion

de Revision de Normas Profesionales (PSRO por su sigla en inglés) (7).

J. Wennberg en el afio 1973 inicia sus primeros trabajos sobre las variaciones de la

practica clinica entre diferentes areas geograficas de Estados Unidos (9).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en su Objetivo 31 de “Salud para todos
en el ano 2000” para la Oficina Regional Europea en 1980 establecio: “De aqui a 1990 todos los
Estados miembros deberan haber creado unas comisiones eficaces que aseguren la calidad de las

2 I3

atenciones a los enfermos en el marco de sus sistemas de prestaciones sanitarias”. “Se podra
atender este objetivo si se establecen métodos de vigilancia, continla y sistematica, para
determinar la calidad de los cuidados prestados a los enfermos, convirtiendo las actividades de
evaluacion y control en una preocupaciéon constante de las actividades habituales de los

profesionales sanitarios, y finalmente, impartiendo a todo el personal sanitario una formacion



12

que asegure y amplie sus conocimientos” (7). Enunciando este problema y planteando las posibles
soluciones, la OMS hacia énfasis en que la evaluacion de la calidad de los cuidados no se debe
limitar dnicamente al nivel del desarrollo técnico o de experiencia, puesto que, es una
responsabilidad que concierne a todos los distintos tipos de trabajadores; profesionales de la

sanidad, autoridades, investigadores y beneficiarios (6).

En 1988 P. Ellwood propone el desarrollo de un programa nacional para Estados
unidos, donde se busca orientar los resultados de la asistencia sanitaria (Gestion de Resultados) en

pos de desarrollar un disefio para estandares y guias de practica clinica (7).

Y en el afio 1989 D. Berwick propugna la “Mejora Continua”, como un modelo de
mejora de la asistencia sanitaria, extrapolado del modelo industrial, valido para los servicios

sanitarios (10).

La Comision Conjunta en 1990, impulsa con la llamada agenda para el cambio, la
incorporacion de los modelos de (Mejora Continua de Calidad) CQI (por su sigla en inglés) y la
necesidad de orientar los programas hacia la evaluacion de resultados y a implicar a todos los

profesionales en los proyectos de mejora (7).

Calidad, responsabilidad y costes son los topicos que interesan a los Sistemas de Salud
hoy en dia. Si las décadas de los afios 1960 — 70 se caracterizaron por la expansion y el desarrollo
cientifico y tecnoldgico, las décadas siguientes, lo estan siendo por la necesidad de disminucién
de los costos asociados. Se esta iniciando en la actualidad la etapa en que la necesidad de consenso
y de evaluacion en el campo sanitario en la que es de vital importancia comprender a cabalidad

que es y que implica la calidad.
1.2.1.3 Error en Anatomia Patoldgica

En Noviembre del afio 1999, el IOM (Institute of Medicine) emiti6 un informe sobre
la prevalencia y consecuencias de los errores médicos, en el que se afirmaba que hasta 98.000
estadounidenses hospitalizados fallecian anualmente por este tipo de errores (11). Este informe
desperto el interés en los errores médicos, lo que condujo a politicos, periodistas y abogados a
interesarse en areas de la medicina, que hasta el momento habian recibido poca atencién (12).
Unos cuatro meses despues de la publicacion del informe del 10M, el foco de atencién se dirigio

a la Unidad de Anatomia Patolégica, cuando el New York Times publicé un articulo en el que se
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discutia un trabajo del Johns Hopkins Medical Center sobre segunda opiniones para estimar que
aproximadamente 30.000 diagnosticos anuales de cancer en EEUU eran erroneos (13). A raiz del
informe del IOM se cred por mandato presidencial un “Centro para la Seguridad del Paciente” en
los EEUU y aumento la presion para que se declarasen obligatoriamente los errores médicos (14).
En unos pocos afnos los errores médicos en los EEUU han pasado a considerarse un problema de
proporciones epidémicas (15). No obstante, resulta evidente que el error, mas que una aberracion,
es una parte intrinseca de la practica médica y que incluso médicos excelentes cometen

ocasionalmente errores de nefastas consecuencias (15).

En Chile, la Intendencia de Prestadores en apoyo a la acreditacion de los laboratorios
de Anatomia Patoldgica, cre6 guias que norman los procedimientos y contribuyen en la
identificacion de los errores de la trazabilidad de la biopsia, pero no entregan datos estadisticos
(16), en comparacion con la existente en otros paises, que permita determinar los casos de “errores
médicos”. por lo que, la mejora en la seguridad de la atencidn del paciente y la prevencién de los

errores se ha convertido en un objetivo fundamental de los sistemas de salud (5).

Los servicios de Anatomia Patoldgica tienen un papel esencial en el cuidado de los
pacientes, por tanto, la reduccion de los errores médicos en esta disciplina es primordial, ya que,
la emision de diagnosticos anatomopatolégicos acertados y reproducibles, es el objetivo principal
y la piedra angular del tratamiento de enfermedades oncoldgicas y no oncoldgicas (5).
Diagnosticos errdneos, imprecisos o inadecuados tienen consecuencias inmediatas en el manejo y
tratamiento de los pacientes, y también representan un impacto en el area econémica, con el
consiguiente uso inadecuado de los recursos disponibles, es por ello, que el objetivo genérico de
calidad debe ser disminuir en todo lo posible el nimero de errores en los diagnosticos
anatomopatologicos (5). Sin embargo, sin una adecuada definicion del término “error”, no es
posible establecer objetivos de calidad, ni mecanismos de control de procedimientos adecuados de

correccion y mejoras (5).

El papel del patélogo es aplicar los conocimientos actuales para la correcta
interpretacion de los casos a los que se enfrenta. No obstante, debido a la complejidad del proceso
diagnostico, hay un buen numero de oportunidades de llegar a una conclusion errénea. Una
acertada definicion de lo que es un error, podria ser “un acto involuntario (por accién u omision)

0 que no logra el proposito pretendido (17). Pero, esta definicidn no es del todo correcta o completa
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y exige algunas matizaciones, puesto que, no es lo mismo un acto médico que no cumple los
requisitos o estandares minimos en el momento en que se hace (negligencia) que las variaciones
en dicho acto médico propias de diferentes opiniones aceptadas o de diferentes tecnologias, ya
que, no siempre que el resultado no es el esperado, se esta ante una negligencia (18). Tampoco es
necesariamente un error un diagnéstico que posteriormente sea cambiado por la opinion de un
experto. Aunque pueda parecer razonable asumir que, si dos patélogos diagnostican de manera
diferente una misma lesion, uno de los dos diagnésticos ha de ser err6neo, esto no es
necesariamente cierto, basta con leer la enorme cantidad de bibliografia sobre la variabilidad
interobservadores de muchas lesiones o de la gradacion de ellas (18). Ejemplos de esta variabilidad
son entre otros la afirmacion del “The non-Hodgkins Lymphoma project” (19), de que el 1,8% de
los casos de linfoma no Hodgkin que revisaron no eran linfomas. Asumiendo que todos los
hospitales de EEUU tuvieran la misma capacidad diagndstica que los componentes de este grupo,
aparecerian al afio, alrededor de 1000 casos con diagnosticos falsos positivos de linfoma no
Hodgkin (20). Hay estudios sobre la variabilidad interobservadores con resultados muy variados,
debido a que la variacion recogida en estos estudios es influenciada por la seleccién de casos, la
habilidad diagnostica de los participantes, la clasificacion que se utilice y la disponibilidad de
técnicas especiales (15). En estos estudios, cuando hay disparidad en los diagndsticos, el
diagnostico correcto se establece comparando con un estandar de consenso (por ejemplo, una
alteracion molecular conocida). Si no existe este estandar de consenso, se considera correcto el

diagndstico con mayor niumero de votos o aquel que hizo el patélogo de mas “prestigio” (21).

Aun asi, no todos los “errores” tienen las mismas implicaciones posteriores e incluso
en algunos casos el término “discrepancia” sustituye y debe sustituir al término “error”. Aunque
no es una definicién unanimemente aceptada y es posible que esté sujeta a interpretaciones y

revisiones posteriores, el Colegio Britanico de Pat6logos en 2006 propuso la siguiente clasificacion

(5):

- Categoria 1: Un error diagndéstico que es muy probable que tenga una influencia definitiva
en el manejo clinico y en la evolucion posterior.
- Categoria 2: Un error de interpretacién o de supervision con potencial de influir en el

manejo clinico y en la evolucion posterior.
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- Categoria 3: Una discrepancia menor en la categorizacion de una enfermedad con poca o

nula significacion clinica.

Los errores de la categoria uno, se consideran de tipo operacional o técnico. En este
grupo se incluyen las muestras mal etiquetadas, pacientes mal fichados o con informacion errénea
0 incompleta y muestras perdidas. Pero también incluiria tejidos mal fijados, mal incluidos, mal
cortados o tefiidos. E incluso a casos con técnicas inmunohistoquimicas o moleculares mal
realizadas. Obviamente, una mala técnica puede inducir errores diagndsticos o al menos aumenta

la variabilidad diagnostica (22).

En la categoria dos, los errores se producen cuando los estandares o los criterios
diagnosticos de una determinada lesion no estan perfectamente establecidos, lo que conduce a
diferencias de opinién que pueden interpretarse como error, o bien cuando la interpretacion de los
hallazgos es dificil o controvertida. Ejemplos de este tipo de errores se pueden apreciar en lesiones
que forman parte de un espectro que va desde la benignidad a la malignidad: Diagndstico de nevus
displasico/ melanoma; mielodisplasia de alto grado/ leucemia aguda mieloblastica; hiperplasia
epitelial ductal/ hiperplasia epitelial atipica ductal/ carcinoma ductal “in situ” de bajo grado/
carcinoma ductal “in situ” de alto grado. Otros errores que corresponden a esta categoria serian
aquellos producto de una interpretacion equivocada del inmunofenotipo de un tumor o de algunas

caracteristicas moleculares de este que conlleven a categorizarlo erradamente (22).

Finalmente, los errores de pertenecientes a la categoria tres, se producen cuando no se
siguen criterios bien definidos, establecidos, consensuados y aceptados por la comunidad de
Patologos. Estos errores pueden explicarse meramente por falta de conocimiento (“solo se
diagnostica lo que se conoce”). En este grupo se incluyen aquellos errores que se cometen por
“pasar por alto” o por malinterpretar datos presentes en la preparacion histologica (23). Se incluyen
también en esta categoria, aquellos errores producto de una mala interpretacién no del
inmunofenotipo sino de la inmunotincion (por ejemplo valorar como positivo un marcaje para
CD30 que no sea globular) (22).

Los psicdlogos han agrupado el error en tres tipos que se superponen bastante bien con
las subdivisiones que se mencionaron con anterioridad: 1) lapsus y fallos basados en la habilidad,
2) errores basados en reglas y 3) errores basados en el conocimiento. Curiosamente, las diferencias

entre el novicio y el experto se deben més a las habilidades y reglas, que al conocimiento
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propiamente tal. Si se manejan bien los dos primeros, se debe saber cuando un caso hay que

referirlo para una segunda opinion (18).

Existe ademas multitud de actitudes que tienden a sesgar el diagndstico y por lo tanto,
a producir errores: la tendencia a buscar datos que confirmen la hipdtesis, a minusvalorar la
importancia de la evidencia negativa, a ser influenciados por el contexto; la tendencia a usar mas
aquellos diagndsticos que méas se manejan o a encerrarse con el primer diagnostico y no dar cabida
a otro probable (18).

A pesar de todo lo anterior sigue habiendo un cierto nivel de incertidumbre ya que la
deteccion de errores o discrepancias en un alto porcentaje de casos dependera de la comparacién

con un gold standard, referencia perfecta que no siempre es accesible o posible (5).

En el proceso diagndstico, se pueden distinguir tres fases: 1) fase preanalitica, 2) fase
analitica y 3) fase postanalitica, donde se ejecutan procesos diferentes con caracteristicas distintas
y son fuente de diferentes tipos de error. A su vez precisan también de medios no siempre
disponibles, asi como de un adecuado entrenamiento de todos los implicados en cada fase. Por
altimo, cada una de las fases de este proceso precisara de diferentes instrumentos de control que
deben implantarse y desarrollarse de una forma armonica (14).

I Fase preanalitica:

La etapa preanalitica, es la que incluye todos los procesos desde la solicitud del analisis
por parte del clinico, envio de la muestra al laboratorio, su identificacion; con la correcta

informacion de filiacion y clinica, hasta el procesamiento de la muestra véase anexo 4 (1).

Hay muchas evidencias de que la mayor parte de los errores se generan en esta fase,
por lo que se pueden realizar una serie de consideraciones respecto al manejo y el procesamiento

de las muestras recibidas en el laboratorio de Anatomia Patoldgica (5).

La primera consideracion, tiene que ver con la automatizacién de los distintos pasos
del proceso, en medida de lo que sea posible. La implementacion de sistemas de automatizacion
permite una mejor estandarizacion de los procedimientos, un control mas eficaz de los resultados,

un andlisis mas simple y eficaz de los posibles defectos y una correccion mas rapida de los mismos
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(5). A continuacion, se explicaran mas a detalle, los errores que se presentan en el procesamiento

de la muestra:

a) Recepcion e identificacion de las muestras: Los problemas de identificacion y
etiquetado han sido definidos como cualquier discrepancia entre la informacion del formulario
de solicitud de biopsiay la etiqueta que acomparfia la muestra recibida en el laboratorio. También
se puede considerar como error de identificacion cualquier resultado que fue reportado para un
espécimen incorrecto (o lo habria sido sin alguna intervencién) (16). En esta fase, el uso de
sistemas informaticos, reduce notablemente la posibilidad de errores humanos (5). Su alcance es

amplio y abarca:

- Muestras mal etiquetadas: Aquellas en que uno o los dos identificadores del paciente no
son correctos, por ejemplo, una muestra con una etiqueta de un paciente diferente, dos
etiquetas contradictorias en una misma muestra, o etiquetas cuyos datos no coinciden
exactamente con los de la solicitud (incluyendo los datos del paciente u origen de la
muestra) (16).

- Muestras sin etiqueta: Muestras recibidas en el laboratorio sin etiqueta o sin ningun tipo

de identificacion del paciente en la etiqueta (16).

- Muestras parcialmente etiquetadas: Muestras con etiqueta que contiene solo una forma
de identificacion del paciente (por ejemplo, solo el nombre o solo el nimero de historia

clinica). Etiqueta sin el 6rgano o muestra que contiene el frasco (16).

- Solicitudes incompletas: Muestras recibidas con una solicitud que no incluye al menos
dos identificadores del paciente, o la informacién adicional requerida para su
procesamiento correcto (por ejemplo, que no .se haya enumerado él o los frascos de cada
caso) (16).

- Etiquetailegible: Aquellas en los que los identificadores del paciente no pueden ser leidos

manual o electronicamente de un modo confiable (16).
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En la fase preanalitica, los errores incluyen (24):

1. En el frasco que contiene la muestra o en el portaobjetos con el frotis:

- Etiquetado con un nombre de paciente incorrecto o sin nombre.

- Error en el nimero de historia clinica

- Falta de etiquetado

- Errores tipograficos de distinta magnitud

- La falta o error de etiquetado de las diferentes muestras u 6rganos de un mismo
paciente. Por ejemplo, un caso con dos bolsas y cinco frascos que incluyan estomago,
bazo, ganglios de distintos origenes, tejido adiposo y piel; o casos de Organos
bilaterales en los que no se especifica de qué lado es cada muestra; 0 muestras de piel

de distintos sitios en los que solo diga “piel” o solo mencione el diagnostico.

2. En el formulario de solicitud:

Identificacion incorrecta del paciente o falta de identificacion
Error u omision de la lateralidad de la muestra

Error u omisién del tejido a que corresponde a cada una de las muestras

Errores tipograficos de distinta magnitud

A lo anterior se debe sumar los casos de “contenedor vacio”, que son recibidos sin
muestra, 0 con muestra, pero sin fijador. También cabe destacar los casos cuando la muestra viene

inmersa en agua o alcohol incidiendo en el deterioro del tejido (16).

a) Fijacion, descripcion macroscopica y muestreo tisular: Para evitar posibles
deficiencias en esta fase, debe disponerse de protocolos estandarizados accesibles para
cualquier miembro del equipo de trabajo del laboratorio. Es por ello, que en el proceso de
protocolizacion diagnostica deben incluirse los aspectos de fijacién, diseccion, descripcion y
muestreo adecuados para cada tipo de muestra. Al igual que en el caso de la recepcién e
identificacion de muestras, los sistemas informaticos pueden ayudar a dirigir estas actividades,
asi como recopilar la informacion necesaria (demora en la fijacion, tipo de fijador, tiempo de
fijacion) (5).
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b) Procesamiento del tejido, seccién, tincion, montaje y etiquetado de las
muestras: Al igual que en los puntos anteriores, los sistemas automatizados son fundamentales
para el control de estos aspectos. Ademas de los sistemas informaticos (recopilacion y manejo
de los datos relevantes), impresoras de casetes, procesadores, tefiidores y montadores

automaticos de tejido, facilitan el manejo de estas fases del proceso (5).

I Fase analitica:

Esta fase abarca todos los procedimientos relacionados directamente con el
procesamiento; el estudio macroscopico de la misma, la elaboracion de los blogues de parafina,
las secciones histoldgicas con su posterior tincion, para facilitar la correcta interpretacion del
diagnostico (1). Ademés, se relaciona con el estudio e interpretacion de los hallazgos
microscopicos, la integracion de los resultados de las pruebas complementarias necesarias y la
preparacion del informe diagnostico. Es probablemente la parte mas compleja de analizar de todas,

ya gue en ella intervienen aspectos subjetivos muy dificiles de evaluar (5).
111 Fase postanalitica:

Esta etapa se fundamenta en la validacion de los resultados, elaboracion y emision de
un informe por parte del laboratorio, que se remite al facultativo responsable del manejo del

paciente y se almacenan las muestras en 6ptimas condiciones (1).
En las fases analitica y post analitica, los errores abarcan (16):

- Errores de identificacion en la recepcion y codificacion inicial de las muestras
en el laboratorio

- Errores de identificacion en los bloques y laminas de microscopia

- Cambio de numeracion o rotulacion de casetes histoldgicos y laminas

- Error de compaginacién entre la hoja del caso por ver y las laminas de dicho
caso

- Perdida de muestras

- Errores de identificacion durante la redaccion, transcripcion y compaginacion

de los informes
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El aseguramiento de la calidad en el laboratorio de anatomia patolégica consiste en
evaluar el cumplimento en todos los pasos del analisis, incluyendo las tres fases anteriormente
explicadas, de esta forma se promueve la excelencia en el resultado de la practica médica (1). Es
por ello, que se precisa entender a cabalidad el concepto de calidad y su importancia en el correcto
funcionamiento de todos los procesos llevados a cabo para la resolucion de un correcto

diagnostico.
1.2.1.4 Calidad

El concepto de calidad ha evolucionado continuamente segun las necesidades y las
caracteristicas de las personas y organizaciones a lo largo de la historia, implicando un juicio de

valor tanto individual como colectivo (25).

La Calidad es una cualidad o propiedad inherente a las cosas que permiten que estas
sean comparadas con otras de su misma especie. Si se hace referencia al cliente (médicos y -en
segundo plano- pacientes), permite satisfacer sus necesidades y deseos, aunque también, puede

aportar valores al cliente, usuario o consumidor (25).

Con relacion a la asistencia sanitaria, existe una preocupacion en los servicios
hospitalarios, por establecer objetivos de calidad, es desde esa premisa que surge el aseguramiento
de la Calidad, el cual, comprende el control de la calidad, que representa un componente integral,
donde se incluyen los procesos y las técnicas destinadas a detectar, reducir y corregir las
deficiencias en el proceso analitico y la mejora de la calidad, que es la practica continua de la
evaluacion y el ajuste en el rendimiento por medio de procedimientos estadisticos y cientificos
validados (1).

Y es por la complejidad de estos procedimientos mas los multiples factores implicados
en el proceso diagndstico, que se dificulta el establecer recomendaciones relativamente faciles de
cumplir para obtener los objetivos de calidad expuestos, debido a que en la actualidad, no hay
definidos estandares concretos y objetivos, mas alla de la definicion general de obtener un
diagnostico completo, ajustado, reproducible y accesible en el menor tiempo posible (5).

Para llevar a cabo la aplicacion estos objetivos, es necesario una serie de requisitos que
con frecuencia dependen del equipamiento del laboratorio, la formacion tanto del personal técnico

como del personal médico y en Gltima instancia de las caracteristicas del hospital, que precisaran
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por tanto de la adecuacion de los objetivos de calidad a cada circunstancia individual, teniendo

como referencia a otros hospitales o laboratorios de caracteristicas similares (5).

Por ultimo, es importante destacar que muchos de los aspectos que se han expuesto,
estdn implicados en los procesos de acreditacion o certificacion, y que en muchos casos

representaran requisitos indispensables para su obtencion.
1.2.1.5 Acreditacion del laboratorio

Los estandares generales de acreditacion para prestadores institucionales de atencion
abierta y cerrada incluyen entre sus exigencias, que los establecimientos de salud aseguren la

trazabilidad de las biopsias realizadas a los pacientes (16).

Genéricamente la trazabilidad puede ser definida como un conjunto de procedimientos
preestablecidos que permiten conocer el historico, la ubicacion y la trayectoria de un producto, o

lote de productos a lo largo de una cadena de suministros, en un momento dado (16).

En el caso de las biopsias, que suelen involucrar multiples procesos y “cambios de
mano”, el sentido del estandar es evitar errores asociados a la identificacion del paciente al que
pertenece la biopsia, contribuir a localizar muestras o informes extraviados o con retardo en la
entrega de los resultados, y apoyar a cualquier investigacion frente a un posible error en estos
procesos, es por esta razén, que mantener la identificacion del paciente a través de todo el proceso
preanalitico y su posterior procesamiento es fundamental para cualquier laboratorio de anatomia
patoldgica y ha sido catalogado como un objetivo principal entre los National Patient Safety Goals

de Joint Commission (26).

Sin embargo, para la obtencion de objetivos de calidad es necesaria una labor de
concienciacion de todos el equipo de trabajo, ya sea personal médico, de laboratorio o

administrativo, puesto que es una labor conjunta donde todo el personal debe estar implicado (5).

A continuaciodn se describiran una serie de recomendaciones dadas por Sola Gallego
(5) para ser aplicadas a cualquier laboratorio de Anatomia Patoldgica, independiente de su tamafio

y caracteristicas particulares:

- Todos los procesos que puedan ser automatizados, deben serlo, por lo que, la infraestructura

debe considerar el espacio necesario para todo el equipamiento utilizado en el laboratorio,
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ademas de contar con los recursos que permitan un adecuado aprovechamiento de los
sistemas informaticos, con el objeto de establecer los adecuados estandares de calidad.

- En todo laboratorio debe existir una figura que sea responsable de calidad, el cual, sera el
encargado de la puesta en marcha de los procesos, su mantenimiento y de la redaccién de las
recomendaciones necesarias para corregir las discrepancias detectadas.

- Son de suma importancia las auditorias internas, la aplicacion de protocolos consensuados
en cada laboratorio a la espera de protocolos generales, la regulacion de las consultas internas
y externas y la participacion en comités externos, los cuales, representan instrumentos
relativamente sencillos de implementar y que pueden permitir detectar en las fases iniciales

aquellos aspectos mas deficitarios y que precisan de una actuacién mas urgente.

- Es imprescindible la participacion en todos aquellos programas de garantia de calidad
externos que estén disponibles, puesto que, son el instrumento que permite la comparacion
interlaboratorios y ademas la base, junto con los documentos o guias de consenso, del

establecimiento de los estandares minimos comunes a todos los laboratorios.

- La formacién continuada de todo el personal implicado es un aspecto esencial en la
obtencion de los objetivos de calidad. Deben disponerse de los medios econémicos y de
tiempo necesario para garantizar un minimo de asistencia a cursos acreditados, asi como

reuniones de actualizacion de todo el personal implicado.

Para finalizar en la siguiente tabla, se mencionaran los componentes para el control de

calidad correspondientes a cada una de las fases del proceso para la obtencién del diagndstico.
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TABLA 1.1 Componentes del control de calidad en Patologia (modificado por Barr J.) (5).

Aspectos

Preanaliticos

Procedimiento bidpsico y fijacion en solucion y contenedor adecuados
Peticion correctamente rellenada y transporte al laboratorio
Registro de entrada en el laboratorio e identificacion de las muestras

e Diseccidn, descripcion macroscopica y muestreo tisular

Procesamiento del tejido e inclusion en parafina
Corte de las secciones
Tincion, montaje y etiquetado de las secciones

Aspectos

analiticos

Aspectos

postanaliticos

Estudio microscopico de las secciones junto con los datos clinicos relevantes

e Peticion y estudio de las pruebas complementarias relevantes necesarias

Redaccién y preparacion del informe junto con el diagndstico final

Transcripcién del informe en el formato del informe final

Transmision del informe final al peticionario

Evaluacion del tiempo total de emision del informe

Archivo del informe

Archivo adecuado del material estudiado (seccione, bloques, especimenes)
Desecho de los especimenes después del adecuado periodo de retencion
Peticion y estudio de las pruebas complementarias relevantes necesarias

Esta investigacion se centrd especificamente en analizar los siguientes aspectos:

e Aspectos preanaliticos:

- Procedimiento bidpsico y fijacion en solucion y contenedor adecuados.

- Peticion correctamente rellenada y transporte al laboratorio.

- Registro de entrada en el laboratorio e identificacidn de las muestras

- Diseccion, descripcién macroscépica y muestreo tisular

e Aspectos analiticos:

- Estudio microscopico de las secciones junto con los datos clinicos relevantes

- Peticion y estudio de las pruebas complementarias relevantes necesarias
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1.3 ARGUMENTACION DEL PROBLEMA

Para reconocer la importancia de la calidad en los distintos procesos de los servicios
de anatomia patologica y favorecer al diagnostico y la prevencién de los errores que los afectan,

consideramos que:

En el transcurso del procesamiento de biomateriales humanos (DEF: Datos y muestras
con control de calidad) en los servicios de anatomia patolégica pueden presentarse diversas fallas
humanas u omisiones. Buscar las causas de estos es una parte fundamental de la certificacion de
la calidad, pero esta busqueda debe orientarse con el fin de mejorar éstos procesos al hacerlos

menos vulnerables a dichos errores (16).

Es bajo este contexto y sumado al desarrollo de investigaciones operativas, término
que en el contexto de los servicios de salud y de acuerdo con Zachariah et al. se refiere a:
“Investigacion de las estrategias, las intervenciones, las herramientas o el conocimiento que
puede mejorar la calidad, la cobertura, la eficacia o el rendimiento del sistema de salud o el
programa en el que la investigacion se estd realizando” (27), surge el desarrollo de esta
investigacion, la cual, forma parte de las investigaciones operativas del servicio de anatomia
patoldgica del hospital Carlos Van Buren, cuyo fin es obtener un aseguramiento en la calidad de
los biomateriales procesados y analizados, para que el diagndstico sea certero, mejorando de esta

manera la calidad en la atencidn que el servicio entrega a los pacientes.
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Il. PRESENTACION DEL PROBLEMA

2.1Problema de investigacion

De acuerdo con el contexto presentado, hoy en dia en Chile no existe un método
que nos permita verificar la calidad de muestras y datos humanos generados en el laboratorio
de anatomia patoldgica. Producto de errores procedimentales preanaliticos, no controlables
por el laboratorio, es que se genera una alta incidencia de falsos positivos y falsos negativos
en técnicas de suma importancia como la inmunohistoquimica, lo que conlleva a

imprecisiones diagndsticas y terapéuticas (28).

2.2 Pregunta de investigacion

“,Como evaluar la calidad de los biomateriales humanos para mejorar el

diagnostico y seguimiento terapéutico en cancer?”.

2.3 Relevancia

La relevancia de esta investigacion radica en el desarrollo de un método que nos
permita establecer pardmetros de calidad cuantificables, que los procedimientos actuales no
contemplan, acercdndonos asi al concepto de Medicina de Precision. De esta manera, se
contribuird directamente a reducir las imprecisiones diagnosticas que radican en la

subjetividad del analisis e interpretacién de los exdmenes inmunohistoquimicos.
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I11l. OBJETIVOS

1.1 Objetivo General

e Desarrollar un algoritmo de clasificacion masiva para medir la calidad de la

inmunoreactividad en biomateriales humanos.

1.2 Objetivos Especificos

e Ensayar un algoritmo de clasificacion automatizado de la inmunoreactividad.

e Comparar la calidad del tejido con distintos tiempos de isquemia fria y distintos
tiempos de fijacion.

e Evaluar la calidad de una cohorte de biopsias de cancer de mama formada por
muestras generadas y almacenadas en el hospital Carlos VVan Buren.
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1VV. METODOLOGIA

4.1 Tipo de Estudio

Estudio de tipo analitico y experimental, debido existen dos variables
independientes para los investigadores: tiempo de isquemia fria y de fijacion, que provocaran
un efecto sobre la variable dependiente: calidad de la inmunotincion de las muestras. Se

efectia manipulacion de las variables (29).

4.2 Poblacion de Estudio

Muestras de mastectomias anonimizadas para diagnostico de cancer de mama,
tomadas en el Hospital Carlos VVan Buren de Valparaiso, en el periodo comprendido entre el
1 de enero de 2012 al 31 de mayo de 2018.

4.3 Muestra

Se seleccionaron 84 muestras histoldgicas embebidas en parafina y 36 muestras
histoldgicas frescas procedentes de biopsia rapida de tejido mamario, todas estas muestras

fueron facilitadas por el servicio de anatomia patoldgica del hospital Carlos VVan Buren.

4.4 Tipo de muestreo

De tipo no probabilistico y de conveniencia, pues no fueron escogidos
aleatoriamente, sino que han sido seleccionados directa e intencionalmente de acuerdo a las

caracteristicas de la investigacion (29).
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4.5Criterios de Inclusion y Exclusion
4.5.1 Para curvas de calidad:

4.5.1.1 Criterios de inclusion
- Muestra procedente de biopsia rapida.
- Muestra de tejido mamario

4.5.1.2 Criterios de exclusién

- Pieza quirdrgica de tamafio igual o menor a 8 cm.
4.5.2 Para la cohorte:

4.5.2.1 Criterios de inclusion

- Casos diagnosticados con cancer de mama.

- Casos con mas de 3 tacos.

- Presentar areas dentro del tejido con al menos un 50% de células malignas
(independiente del tipo histolégico).

- Areas del tejido que sean representativas del tipo histologico del tumor que
representa.

- Las células tumorales deben ser bien diferenciadas.

- Que el taco tenga un espesor de 3 mm como minimo, para poder obtener una gran

cantidad de tejido para insertar en la matriz de TMA.

4.5.2.2 Criterios de exclusion
- Bloques de tejido con nimero de folio ilegible.
- Bloques de tejido que se rompan al realizar el trocar.

4.6 Variables en Estudio
4.6.1 Variables primarias:

- Tiempo de isquemia fria

- Tiempo de fijacion
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Temperatura ambiente

4.6.2 VVariables secundarias:

Intensidad de la inmunotincién

Area de la inmunomarcacién

4.6.3 Definicion conceptual:

Tiempo de isquemia fria: Intervalo de tiempo que transcurre entre la extraccion del
tejido del paciente hasta que es depositado en el liquido fijador.
Tiempo de fijacidn: Intervalo de tiempo que transcurre el tejido inmerso en el liquido

fijador.

Temperatura ambiente: Temperatura del medio en el que se desarrolla el transporte

de la muestra, puede ser medida en un sitio y momento determinado.

Intensidad de la inmunotincion: Cantidad de ag presentes en el tejido que son afines

con ac de interés los cuales reaccionan a un cromégeno produciendo la coloracién.

Area de inmunomarcacion Zona del tejido que presenta marcacion cromogénica.

4.6.4 Definicion operacional:

Tiempo de isquemia fria: Intervalo de tiempo que trascurre entre que el tejido
posterior a su extraccion del cuerpo del paciente es puesto en inmersion en suero
fisiologico y es transportado desde el pabellon hasta el laboratorio, donde es ingresado
a la base de datos y es depositado en la formalina al 10%. El cual puede ser registrado

por un cronémetro o reloj.

Tiempo de fijacion: Intervalo de tiempo que transcurre desde que la muestra es
inmersa en la formalina al 10% hasta que es puesta en el procesador automatizado. El
volumen del liquido fijador es 20 o0 30 veces mayor que el de la muestra y el tiempo

que esta inmerso dependera del grosor y tamafio de esta, variando en un intervalo entre
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12 y 24 horas (a mayor tamafio y grosor, mayor tiempo de permanencia en el liquido

fijador).

- Temperatura ambiente: Temperatura ambiente a la que estara expuesta el tejido desde
su extraccion del cuerpo del paciente, transporte desde el pabellon hasta el laboratorio,
manipulacion en el laboratorio, inmersion en la formalina, procesamiento en el

procesador automatizado y su posterior analisis.

- Intensidad de la inmunotincion: Clasificacion de la coloracion de los pixeles del &rea
de marcacion de acuerdo con una escala de grises de 8 bites. Se mide en bits por pixel.
- Area de inmunomarcacion: Cantidad de pixeles que presentan marcacion

cromogeénica. Se mide en pixeles al cuadrado.

4.7 Fuentes y Métodos de recoleccion de datos

Como fuente de datos para esta investigacion se utilizaron los reportes
histopatoldgicos de las muestras de pacientes diagnosticados con cancer de mama del Hospital
Carlos Van Buren, agrupados y anonimizados en tablas entregadas por el anatomopatdlogo a

cargo.

Los métodos de recoleccion de datos corresponden a la base de datos creada en el
programa SQL server, el cual, sirve para analizar y organizar datos estadisticos. Los datos que
se recolectaron corresponden al codigo de identificacion de la biopsia, el tipo de cancer
diagnosticado y finalmente la clasificacion de estas segin Bio Auto Quality, sin incluir datos

del paciente.
4.8 Procedimientos y Actividades

Un total de 36 muestras fueron obtenidas mediante biopsia rapida de tejido
mamario (ya sea tejido sano o patoldgico), de 5 x 5 mm de grosor aproximadamente, se
utilizaron para la realizacion de la curva que evaluo la calidad en triplicado. Se dividieron
en grupos de 12 y se procesaron en 3 Tissue Microarrays (TMA) distintos, los tissue

microarrays son un formato que permite el analisis en un tiempo de una gran cantidad de
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muestras (véase anexo 2), un grupo estara en el TMA con la cohorte. Los grupos se volveran
a dividir de modo que 6 muestras seran utilizadas para evaluar los distintos tiempos de

isquemia fria, y las 6 muestras restantes para evaluar los distintos tiempos de fijacion.

Para la realizacion de la cohorte en cambio, se utilizaron un total de 84 muestras
almacenadas en el hospital, correspondientes a casos diagnosticados con cancer de mama en
el intervalo entre los afios 2012 — 2018. Se escogieron 12 tacos por afo, de al menos 3 0 4
casos, donde cada uno tenga 3 tacos como minimo para hacer correlacion entre ellos, y cada

taco debe superar los 3 mm de espesor.

4.8.1 Disefo experimental

Para la realizacion de este proyecto se disefi6 un modelo de TMA en el cual

se encontraran todas las muestras que se utilizaran en este estudio (figura 1).
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Figura 4.1 Disefio TMA para anélisis de calidad.
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Como podemos observar en la figura, en la zona superior se encuentran las
curvas de calidad, las cuales constaran de seis muestras cada una en las que variaran
los tiempos de fijacion e isquemia fria. A continuacién, se presentan los controles
negativos y positivos para los ac que se utilizaron como muestras referenciales para el
analisis de la calidad, esto para normalizar los datos de 0 a 1 en base a los controles.

Tanto las curvas de calidad como las muestras de control se trabajaron en
triplicado, es decir, contamos con tres réplicas de cada uno de estos elementos,
pertenecientes a tres pacientes diferentes.

Por ultimo, se observan las muestras que conforman la cohorte que se
pretende caracterizar con este método, la que contiene tejido mamario procesado por
el servicio de Anatomia Patolégica del hospital Carlos Van Buren, entre los afios 2012

y 2018,
4.8.2 Curvas de calibracion

Para la realizacidon de las curvas de calibracion se utilizaron tejidos frescos,
puesto que, en ellos se modificaron las variables ya mencionadas en este documento, para
asi observar cambios en la inmunoreactividad de estos tejidos. Cada trozo de tejido utilizado

proviene de una Unica pieza quirdrgica, que es de tamafio 0,5 x 0,5 x 0,5cm.

4.8.2.1 Curva de deterioro por isquemia fria

Se retrasd la inmersion en liquido fijador de los tejidos de acuerdo con lo
especificado en la tabla 1. Los trozos de tejido se mantuvieron en agua destilada hasta su
inmersion en el liquido fijador. Para la fijacion de las muestras se utilizo formalina al 10%.
La fijacion se realizo de acuerdo con el protocolo anexado (anexo 4). Cada muestra fue fijada

en un casete rotulado, lo que permitio su correcta identificacion.

TABLA 4.1 Tiempos de retraso de la fijacion.

0 2 5 7 24 28
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Se seleccionaron los tiempos de isquemia mencionados en la tabla 1 en base a la
investigacion de Neumeister et al., puesto que, se conoce que el efecto del TIF hasta la
primera hora y media de retraso no representa una pérdida de calidad significativa, por lo
que, se seleccionaron los primeros tres tiempos para observar si este cambio leve en la
calidad se sostenia en el tiempo. Luego de las tres primeras horas se escogieron tiempos mas

extremos, para asegurar el registro de una pérdida de calidad significativa (30).
4.8.2.2 Curva de deterioro por tiempo de fijacion

Las muestras que conforman esta curva se mantuvieron inmersas en el liquido
fijador, formalina al 10%, durante el tiempo especificado en la tabla 2. Cada muestra fue
fijada en un casete rotulado, lo que permitird su correcta identificacion. Todo el

procesamiento posterior fue llevado a cabo siguiendo el protocolo anexado (anexo 5).

TABLA 4.2 Distintos tiempos de fijacion.

Se seleccionaron los tiempos de fijacion mencionados en la tabla 2 de acuerdo
con lo siguiente: los puntos de 1, 120 y 168 horas, son tiempos extremos, incluidos para
obtener puntos en los que hubiese un efecto mas marcado. 24 horas de acuerdo a la literatura
es el tiempo ideal para la IHQ (31) , ademas este tiempo y el de 72 horas se asemeja a la

realidad de los fin de semana y feriados largos que ocurren en el hospital.

4.8.3 Seleccion de muestra para realizacion de la cohorte

Se buscaron casos que cumplian con los criterios de inclusion ya mencionados y
posteriormente el patdélogo del servicio de anatomia patoldgica selecciond una zona
representativa de cada uno, para incluirlo en la matriz de TMA, de acuerdo con el orden del

disefio ya expuesto anteriormente (figura 1).



34

4.8.4 Confeccion de Tissue Microarray

La matriz que se utiliz6 para la confeccion de este TMA contiene 45 cilindros de
0,5 cm de diametro, en los que se posiciono cada una de las muestras, previo a esto se
selecciond una zona representativa del tejido, esto fue realizado por el patélogo del servicio
de anatomia patoldgica del hospital Carlos VVan Buren, quien indico en la lamina histol6gica
correspondiente a cada taco la zona que se desea estudiar.

Una vez seleccionadas las zonas, se comparo la lamina histologica con su molde
de procedencia, para asi extraer la zona de interés por medio de un trocar, posteriormente se
colocd en la matriz del TMA (Figura 2). Al completarse la extraccion y posicionamiento de
todas las muestras se procedio a realizar la inclusion de la matriz, formando asi un molde

histologico del cual, se obtendran laminas histolégicas (Figura 3).

| O

Figura 4.2 Esquema de procedimiento de confeccion de Tissue array. A) Taco de parafina
con la muestra de tumor, se extrae un cilindro de 0,5 cm. B) se confecciona un nuevo taco
de parafina donde estan los cilindros extraidos. C) Se realizan cortes histolégicos. D) se
obtienen laminas de los tacos de Arreglo de tejido, listas para IHQ o FISH.
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Figura 4.3 Histomoldes de TMA. De izquierda a derecha se encuentran el TMA 1, TMA 2,
TMA 3.

En la etapa previa a la realizacion del TMA se consider6 el uso de una matriz
capaz de contener la totalidad de los tejidos utilizados, pero posteriormente solo se logrd
conseguir matrices con una capacidad de 45 especimenes, por lo cual, para evitar retrasos en
la realizacién de la etapa experimental se optd por su uso, finalmente las muestras fueron

dispuestas de acuerdo con los esquemas de las figuras 4y 5.

4.8.5 Cortes histoldgicos

Una vez confeccionados los TMA, se procedi6 a realizar 6 cortes de 4um. Cada
uno de ellos sera rotulado como TMA maés el numero de histomolde, agregando el ac a
utilizar en las técnicas posteriores y el sentido de lectura de la ldmina, de esta forma se sabra

claramente la posicion de cada muestra en el contenido (figuras 4 y 5).
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Figura 4.4 Placa TMA 1. En ella se encuentran las curvas de calidad, controles de
referencia y parte de la cohorte (2018 aparte de 2016).
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Figura 4.5 Placa TMA 2y 3. En ella se encuentran los TMA 2y 3, estos contienen las
muestras de la cohorte desde 2016 hasta 2012.

4.8.6 Inmunohistoquimica

Para esta parte del procedimiento se utilizaron los siguientes materiales:

Equipo de recuperacion antigénica

EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH DAKO (1:50)
Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin Clones AE1/AE3 DAKO
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- Monoclonal Mouse Anti- Human Vimentin Clone V9 DAKO
- Anticuerpo secundario EnVision FLEX/HRP, DAKO.

- Cromdgeno DAKO, EnVision FLEX DAB+Chromogen.

- Wash Buffer

La tincién inmunohistoquimica (véase anexo 3) se realizard de acuerdo con el

protocolo utilizado en el hospital Carlos VVan Buren, el cual, se encuentra en el anexo 6.

4.8.7 Recoleccion de imagenes y andlisis digital

Las imagenes fueron digitalizadas mediante captura fotografica con microscopio
Optico Olympus DP71 y el programa de captura fotografica DP Controler. Las imagenes
obtenidas fueron analizadas automéaticamente con el sistema de analisis de imagenes ImageJ.
Este sistema analizd estas imagenes sin comprimir, distinguiendo entre las areas de
elementos tumorales y estroma, utilizando la méscara de CK y de VIM, lo que resultara en

una sola mascara tumoral de CK binaria para cada terreno.

Para la captura de imagenes se utilizaron los ajustes siguientes:
- Exposicion: 1/350
- Balance de blancos
- Rojo: 0,9
- Verde: 1,1
- Azul: 1,0

Las fotografias se tomaron en aumento de 40X en duplicado de acuerdo con la
figura 6. ElI promedio de los datos obtenidos de las fotografias de 40X de CK y VIM

conformaran los datos de la cohorte utilizada en este estudio.
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40X

Figura 4.6 Esquema de captura fotogréfica.

Para el analisis de las fotografias se usaron los siguientes ajustes:

- Tamafio de la imagen 1000 x735 pixeles.

- Formato Lab; L: 0-130; a: 0-255; b: 110-255.

- Conversién de la imagen a escala de grises de 8 bits.

Los datos que se obtuvieron del analisis corresponden a la intensidad promedio

de la tincién y al &rea de marcacion.

Posterior a este primer analisis de las fotografias se realizdé un segundo analisis
con los siguientes ajustes:

- Tamafio de la imagen 1000 x735 pixeles.

- Formato Lab; L: 0-130; a: 0-255; b: 138-255.

- Conversidén de la imagen a escala de grises de 8 bits.

- Oscurecimiento de fondo.

De este analisis se obtiene el dato de area de tejido circundante.
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4.9 Plan de analisis
4.9.1 Evaluacion de resultados

De los andlisis anteriormente mencionados se obtuvieron los siguientes datos:

intensidad promedio y area de marcacion.

La intensidad se midio de acuerdo con una escala de grises de 8 bits, mientras
que el area de marcacion se midié de acuerdo con la cantidad de pixeles que son detectados

de acuerdo con la méscara de CK.

La escala de grises de 8 bits comprende un total de 256 colores, de acuerdo con
el esquema presentado en la figura 5.7 la menor intensidad percibida corresponde al color
blanco (abajo), por lo cual, la mayor intensidad percibida por el programa de analisis

corresponde al negro (arriba).

1-bit | 2-bit | 4-bit 5-bit 6-bit | 8-bit | 14-bit

Figura 4.7 Escala de grises de 1, 2, 4, 5, 6, 8 y 14 bits.

En base al control positivo se definieron patrones que permitieron la
identificacion de la marcacién, de acuerdo con los parametros indicados previo al analisis,
que fueron establecidos de acuerdo con el formato Lab, que detecta los colores percibidos

por el ojo humano del espectro visible.
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Este modelo mide tres parametros: L: Luminosidad de color, a: posicion entre
magenta y verde, b: posicion entre amarillo y azul (32). Y para que el programa distinguiera
la marcacion antigénica de los demas, se ajustaron a los siguientes valores formato Lab; L:
0-130; a: 0-255; b: 110-255 (Véase anexo 7).

Una vez obtenidos los datos por medio del célculo del indice de calidad de tejidos
se realizd la clasificacion de la cohorte, en base a los pardmetros presentados en la tabla 3,
los cuales, se definen de acuerdo al valor de la desviacion estandar de las curvas de calidad

y controles (30).

Como los rangos de calidad fueron definidos en base a la desviacion estandar,
ésta en cada rango toma un valor distinto, variando su valor entre los ac y los distintos
aumentos.

TABLA 4.3 Evaluacion de calidad. Esta tabla tiene los valores que puede tomar el TQI
para que se consideren como de calidad 6ptima, media o baja.

0.625-1.375 0.651-1.349
0.250-0.624/ 0.302-0.650/
1.376-1.750 1.350-1.698
<0.250/>1.750 <0.302/>1.698

4.9.2 Plan de Andlisis

Para el anélisis de los datos se utilizaron dos formulas con las que se obtuvo un

indice de calidad que permitié medir la calidad de la cohorte recolectada (30).

En primer lugar, se midio el indice de inmunoreactividad (IRI) en escala de
grises de 8 bits (30):
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IRI = MGVs / 256 IRI = Inmuno-Reactivity index
(8 bits) — SA /TA MGV(s) = Sample stain mean gray value
2 SA = Stain drea
TA = Tissue area

El IRI integra el tamafio y la intensidad de las imagenes analizadas. Este indice
ofrece como resultado tres niveles en los que se puede clasificar una muestra; 6ptimo, exceso
de fondo y agregado proteico. La muestra solo puede pertenecer a uno de estos niveles, sin

embargo, el valor de IRI por si solo no nos permite caracterizar la calidad de una muestra.
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Figura 4.8 Posibles escenarios de la marcacion inmunohistoquimica.

Una vez calculados los valores de IRI se obtuvo el indice de calidad de

tejidos (TQI), el cual, se adquiri6 a partir de la siguiente formula (30):

TQ I = IRIs — IRIypeq TQI = Tissue Quality Index

IRI, s — IRI §.= St plc
pos neg Pos = Positive control

Neg = Negative control

El TQI, relaciona los IRI de la muestra y las muestras control. Los valores que
se obtuvieron de esta férmula son los que finalmente permitieron caracterizar la calidad de

las muestras, las que se dividieron en tres categorias segln su calidad: Alta, media y baja.
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Con las muestras ya clasificadas de acuerdo con las tres categorias,
anteriormente mencionadas, se volvieron a clasificar en dos nuevas categorias: “Optimas”;
muestras de alta calidad y en condiciones para el estudio inmunohistoquimico, y
“Descartables”; muestras de calidad media y baja, cuyo estado no permite su correcto
analisis.

Para comprobar la validez de estos métodos, se realizaron las curvas de TIF y
TF, ya que, estas variables afectan solamente a la calidad del tejido y no inciden directamente
en otras variables a lo largo del procesamiento y analisis. Esto se realizd antes de caracterizar

la cohorte en base al indice TQI.

Para el anélisis de estos indices se utilizd un n=3, es decir, se efectuaron 3
réplicas de las curvas de calibracién y 3 réplicas de las muestras controles, ambas
correspondientes a tres grupos de muestras diferentes, mas 3 pseudoréplicas

correspondientes a las fotografias anteriormente mencionadas.

Todos los resultados fueron presentados como el promedio y el error estandar de
al menos tres ensayos independientes para cada condicion experimental. La prueba de menor
diferencia significativa de Fisher y la prueba ANOVA, seguida por un test de Bonferroni se
utilizaran para comparar varios grupos usando Statgraphics Centurion VX (Graph PAd). Un
valor de p>0,05 se utilizara para indicar la significancia estadistica entre grupos. Todos los
graficos seran construidos en formato encapsulado (.eps) con codificacién ASCII de 3
niveles mediante Origin Pro SR2 (Origin Lab) y resolucion de 600 dpi, segin recomendacion

estandar de revistas cientificas de alto impacto.
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V. RESULTADOS

De acuerdo con lo descrito en el capitulo anterior se trabajé con un total de 120
muestras histologicas de cancer de mama, de las cuales 12 se utilizaron para la comparacion de
distintos TF y TIF, 6 fueron muestras de control (referencia) y 84 conformaron la cohorte a

caracterizar.

De las 84 muestras incluidas que conformaron la cohorte a caracterizar, 40
corresponden a tejido mamario sano, 44 a tejido mamario patologico, correspondiente a tumores

primarios de cancer mamario.

De las muestras correspondientes a cancer mamario, el nimero de casos por cada
subtipo histologico es el siguiente; 21 corresponden a casos de carcinoma ductal infiltrante, 9 a
carcinoma ductal in situ, 5 a carcinoma lobulillar infiltrante, 3 a carcinoma medular, 2 a carcinoma
ductolobulillar infiltrante, y un caso para carcinoma tubular, para carcinoma papilar intraductal y

carcinoma tubular infiltrante.

Subtipos tumorales de cancer
mamario de las muestras en estudio

2% 2% B ductal in situ
(]

5%

H |obulillar infiltrante
B medular
B ductal infiltrante

M tubular

® ductolobulillar infiltrante

M papilar intraductal

M tubular infiltrante

Grafico 5.1: Subtipos tumorales de cancer mamario de las muestras en estudio. Los subtipos
tumorales de las muestras utilizadas para la cohorte en esta investigacion es la siguiente; ductal
infiltrante en un 49%, ductal in situ en un 21%, lobulillar infiltrante 12%, medular 7%,
ductolobulillar infiltrante 5%, tubular 2%, papilar intraductal 2% y tubular infiltrante 2%.
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5.1.- Ensayar un algoritmo de clasificacion automatizado de la inmunoreactividad.

Se probd un algoritmo de clasificacion automatizado que permitié fraccionar el area y
la intensidad de la marcacion obtenida de la IHQ de controles positivos y negativos para CK y
VIM, lo que permitié evaluar la maxima y la minima expresion de la inmunoreactividad de estos

ac.

En la figura 1(a) se aprecia el control positivo (C+) de CK, correspondiente a una
muestra de epitelio gastrico, evidenciandose una intensa expresion de la inmunoreactividad, con
una clara delimitacion del &rea que corresponde al epitelio. Mientras que el control negativo (C-)
esta representado por la figura 1(c), para la cual se utilizé una muestra de tejido adiposo, donde no

se detecta la presencia del marcador de interés.

Para el control positivo de VIM representado en la figura 1(b), se emple6 una muestra
de tejido ganglionar, el cual, presenta una gran intensidad y distribucion normal del marcador. En
cambio, para el control negativo, correspondiente a la figura 1(d) se utiliz6 nuevamente el tejido

adiposo, por no presentar expresion del ac buscado.

Mediante el uso del algoritmo del sistema de andlisis de iméagenes ImageJ, se detecto
el area y la intensidad de la sefial positiva para ambos marcadores analizados y con la

cuantificacién de estos controles se establecieron los rangos mostrados en 2(a).

De esta forma, se determind por medio del analisis de los datos del control positivo,
que el indice de calidad maximo tiene un valor de 1, mientras que el control negativo al no
presentar expresion de marcador, su indice de calidad tiene un valor de 0, siendo éste el valor

minimo que puede tomar el indice de una muestra cualquiera.

Con la obtencidn de estos indices, se establecié como rango 6ptimo +/- 1x desviacion
estandar del control positivo para las muestras analizadas con CK, mientras que para las muestras

control analizadas con VIM se establecio como rango éptimo +/- 2x desviaciones estandar.

Con estos parametros ya fijados, podemos obtener tres posibles escenarios de como se
podria apreciar la calidad del tejido, en el caso de la imagen 2(b) la muestra no alcanza el rango
de calidad 6ptimo exhibiendo un exceso de fondo “background”, que se caracteriza por manchas

de mayor area, pero de muy baja intensidad, obteniéndose una marcacién inespecifica.
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En la imagen 2(c) se visualiza una inmunomarcacién 6ptima, donde la sefial de area 'y
de la intensidad dan una marcacién especifica, ya que estan dentro del rango donde se obtiene una

inmunotincién de calidad.

Finalmente puede ocurrir lo representado en la imagen 2(d) cuando el indice de calidad
del tejido de una muestra escapa del rango 6ptimo debido a la presencia de un agregado proteico,
el que ocasiona manchas de un area pequefia, pero de alta intensidad, con lo que se obtiene una

marcacion inespecifica.
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Figura 5.1: 1. Controles de calidad. Fotografia correspondiente a las muestras de control positivo (C+)
en (a) de CK y en (b) de VIM y a las muestras de control negativo (C-) en (c) de CK y en (d) de VIM,
microfotografias en aumento de 40X. 2(a). Grafico indicador de calidad. Grafico que sefiala los valores
gue puede tomar el indice de calidad (representado en el eje Y), en base a la inmunomarcacion detectada
de CK en los tejidos controles (representado en el eje X). De esta forma se puede determinar los rangos en
gue varia la calidad del tejido. Indicadores de calidad. Imagenes representativas de los posibles escenarios
de calidad del tejido, en (b) muestra de baja calidad, correspondiente a tejido mamario, tincion de CK,
aumento de 40X. (c) muestra de calidad 6ptima, correspondiente a tejido mamario, tincion de CK, aumento
de 40X. (d) muestra de mediana calidad, correspondiente a tejido mamario, tincion de CK, aumento de
40X.

5.2.- Comparar la calidad del tejido con distintos tiempos de isquemia fria y distintos tiempos
de fijacion.
Una vez establecidos los rangos de calidad se analizé el rendimiento de la técnica

automatizada (Bio Auto Quality), evaluando el efecto del tiempo de fijacion (figura 5.2.1) y el de

isquemia fria (figura 5.3.1) sobre la inmunoreactividad de las muestras de la cohorte.

En la figura 5.2 se observa que el tiempo de fijacion ideal con formalina al 10% para
obtener un indice de calidad optimo de las muestras es de 8 horas, como se observa en la figura
2(b), mientras que luego de 18 horas de fijacion, la calidad comienza a decaer, lo que también se
verd reflejado en un incremento de agregados proteicos en las muestras e incluso un aumento de

fondo de inmunomarcacion.

En la figura 5.2 (2), las iméagenes sefialan puntos de la grafica donde se observan
cambios de la inmunoreactividad. En (a) se observa una fijacion escasa, lo que repercute en la
intensidad de la inmunomarcacién, en (b) se observa una fijacion ideal para una muestra de 0,5
cm?, en (c) se observa una fijacion de mediana calidad, donde se comienzan a evidenciar agregados
proteicos y ligera tincion de fondo y en (d) se observa una fijacion de mala calidad, donde se

evidencia marcada tincion de fondo.

En la figura 5.3 en cambio, se observa que el tiempo ideal de isquemia fria para un
tejido son O horas, es decir, que el tejido debe ser embebido lo mas rapido que sea posible en el
fijador, mientras que, para que la calidad del tejido no se afecte significativamente, el tiempo

maximo que puede pasar antes de la inmersion del liquido fijador es de 1 hora, posterior a esto, no
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solo se vera afectada la histoarquitectura del tejido, sino que también incidira en un aumento de

fondo de inmunomarcacion inespecifica.

En la figura 5.3 (2), las imagenes sefialan puntos representativos de la grafica, donde
se observa el cambio de la calidad del tejido. En (a) se observa el tiempo de isquemia fria ideal
(fijacion inmediata), en (b) se observa que se comienza a perder la histoarquitectura del tejido, en
(c) se observa inespecificidad de la tincion y en (d) se observa una completa pérdida de la
histoarquitectura del tejido, inespecificidad de la inmunomarcacion con presencia de agregados

proteicos y una ligera tincion de fondo.

indice de calidad

o S S S S S S S e i e
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Tiempo de fijacion (hrs)

Figura 5.2: 1. Gréfico tiempo de fijacion. Grafico que relaciona la variacion del indice de calidad de los
tejidos (representado en el eje Y), en funcion del tiempo de fijacion de las muestras de la cohorte
(representado en el eje X). De esta forma se determiné el tiempo 6ptimo de fijacion para los tejidos. 2.
Imagenes representativas. Imagenes que sefialan el estado del tejido en ciertos puntos (horas) de la curva
del gréfico de tiempo de fijacion. En (a) tiempo 1 hora de fijacion, en (b) 8 horas, en (c) 24 horas y en (d)

72 horas de fijacion.
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Figura 5.3: 1. Gréfico tiempo de isquemia fria. Grafico que relaciona al indice de calidad de los tejidos
(representado en el eje Y), en funcidn del tiempo de isquemia fria de las muestras de la cohorte
(representado en el eje X). De esta forma se determiné el tiempo 6ptimo de isquemia fria. 2. Imagenes
representativas. Imagenes que sefialan el estado del tejido en ciertos puntos (horas) de la curva del grafico
de tiempo de isquemia fria. En (a) fijacion inmediata, en (b) 2 horas de isquemia fria, en (c) 3 horas de
isquemia friay en (d) 24 horas de isquemia fria.

5.3.- Evaluar la calidad de una cohorte de cancer de mama formadas por muestras generadas

y almacenadas en el hospital Carlos Van Buren.

En la tabla de la figura 5.3.1(a), se especifican los valores de los rangos para la
clasificacion de las muestras en calidad 6ptima, media o baja, en base al TQI de ambos ac.
Mientras que el grafico 1(b), es una representacion gréfica de la tabla 1(a), en la que se puede
comparar la amplitud de los rangos en ambos ac y estos a su vez con su control negativo, el cual,
para ambos ac es de valor cero. Cabe destacar que para CK se usé 1x desviacion estandar para
sefialar el rango optimo de calidad, mientras que para VIM 2x desviaciones estandar.
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El rango éptimo hace referencia a una intensidad y patrones de distribucion de
inmunotincion especificos, resultando en una inmunotincién éptima, segun los estandares de buena

calidad dados para la técnica inmunohistoquimica.

En el rango medio se consideran las muestras que, si bien escapan del rango éptimo,
ya sea, por presentar agregado proteico o un exceso de fondo, pero que si se compensan estos
valores pueden ser utilizadas para el estudio cuantitativo de la calidad del tejido.

Por ultimo, el rango bajo corresponde a todas las muestras que resultaron con un
exceso de agregado proteico y/o fondo inespecifico, lo que se traduce en una mala calidad de la

inmunomarcacion, lo que las imposibilita para su uso.

En la figura 2 ambos graficos estan representando la variaciéon de la calidad de la
inmunoreactividad de las muestras de ca de mama almacenadas en el hospital en el periodo

comprendido entre los afios 2012 y 2018, para cada ac estudiado.
Al analizar los datos del grafico 2(a) correspondiente al ac CK, se observo que:

- Un gran porcentaje de las muestras presentan una calidad 6ptima de la
inmunoreactividad.

- Un bajo porcentaje de muestras exhiben una mediana calidad de su inmunoreactividad.

- No se observan muestras con una mala calidad en su inmunoreactividad.

- No se observa pérdida significativa de la inmunoreactividad en las muestras

almacenadas.

En cambio, al analizar los datos referentes a la VIM, grafico 2(b), se observé lo

siguiente:

- Como la cantidad de tejido conectivo en los carcinomas mamarios es menor en
comparacion a la presencia de epitelio, el porcentaje de inmunomarcacion de VIM es
menor, motivo por el cual, las muestras que alcanzaron el rango de calidad media
fueron incluidas en la categoria de muestras de Optima calidad.

- El mayor porcentaje de las muestras presentan una calidad Optima de la

inmunoreactividad.
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A partir del afio 2014, se observa una disminucion importante de muestras de calidad

media, lo que concuerda con el inicio de la colaboracion entre el laboratorio EFC y la

unidad de anatomia patoldgica del hospital

No se observan muestras con una mala calidad en su inmunoreactividad.

En la figura 3, el gréfico representa la relacion entre las muestras inmunotefiidas con

ambos ac. Se consideraron los resultados obtenidos con el ac CK como los mas influyentes, debido

a que este se encontraba en mayor proporcion en el tejido. De esta forma se establecio una relacion

entre CK y VIM para cada grado de calidad, por cada afio estudiado en la investigacion, el cual,

fue representado en valores de porcentajes.

Basandonos en los resultados de los graficos, la mayor parte de las muestras tiene un

procesamiento Optimo, mientras que un porcentaje menor tiene un procesamiento deficiente pero

que no repercute en el analisis de las muestras para su uso diagndéstico y prondstico.
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Figura 5.4: 1(a). Tabla rangos de calidad. Tabla que indica los valores que puede tomar el TQI de CK
como de VIM, para poder caracterizar a las muestras en calidad 0ptima, rescatables o descartables para
ambos ac. (b) Gréfico indicador de calidad. Gréfico que sefiala el grado de calidad del tejido; éptimo,
medio 0 bajo, en relacion con los valores que puede tomar el indice de calidad representado en el eje Y,
en base a la inmunomarcacion detectada en los controles positivos y negativos de ambos ac, en las muestras
pertenecientes a la cohorte representados en el eje X. 2. Gréaficos calidad del tejido en distintos afios.
Gréficos de barra que indican la variacion de la calidad de las muestras de mama almacenadas en el
hospital en funcién de los afios (entre el 2012 y 2018) en (a) para CK y en (b) para VIM. 3. Grafico relacién
calidad de ambos ac. En este grafico se representa la relacidén que hay entre la calidad de las muestras de
CKy VIM. Donde Y representa el porcentaje de la calidad de las muestras en conjunto mientras que en el

eje X estan representado la variacion de la calidad en el periodo de afios de investigacion.
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V1. DISCUSION

A partir de la premisa de desarrollar un algoritmo de clasificacion automatizado de la
inmunoreactividad “Bio Auto Quality” y comprobar su capacidad para medir calidad de los
biomateriales humanos utilizados en IHQ, los resultados presentados en el capitulo anterior nos

indican lo siguiente:

Se logro obtener un algoritmo de clasificacion automatizado, lo que permitio evaluar la
méaxima y la minima expresion de la inmunoreactividad de los ac en cuestion. Estos resultados
guardan relacién con lo que sostiene Pérez y Rodriguez (33) que el tejido del carcinoma mamario
expresa principalmente el filamento intermedio CK, especificamente expresion de CK de distinto
peso molecular, mientras que Wick y Hornick (34) sostienen que en menor proporcién se encuentra
VIM, ya que ésta se encuentra mas comunmente en coexpresion con Desmina, proteina asociada

a tumores de origen muscular.

Ello es acorde con lo hallado en este estudio, donde la proporcion de la inmunomarcacion
de CK es mayor que la de VIM, motivo por el cual, los pardmetros dados al algoritmo para analizar

y clasificar la inmunomarcacion de CK fue mas acotado en comparacion a los parametros de VIM.

Sin embargo, McCabe et al. (35) manifiestan que existen ac que presentan naturalmente
una expresion menor en ciertos tejidos, reflejando una baja calidad en la inmunomarcacion,
suscitando el uso del ac en concentraciones mayores a las que cominmente se utilizan en la clinica.
Lo que sugiere que el uso de concentraciones mayores de ac es un parametro para considerar en
inmunohistoquimicas masivas. En este estudio no se considero este pardmetro pues se buscaba
analizar la cohorte utilizando los mismos métodos utilizados por el hospital de origen de las
muestras, pero consideramos que usando Bio Auto Quality es posible analizar este pardametro en

estudios posteriores.

Con respecto a la calidad del tejido, se logro observar como afecta el tiempo de isquemia
fria y de fijacion la intensidad y distribucion de la inmunoreactividad. De esta forma se pudo
clasificar en tres categorias la calidad (6ptima, media y baja) y se calcularon los tiempos 6ptimos

para la fijacion e isquemia fria.
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Se observo que el tiempo Optimo de isquemia fria son cero horas (inmediata fijacion),
mientras que la inmunoreactividad no se ve afectada hasta pasada una hora y media
aproximadamente. Ademas que un aumento en el tiempo de isquemia fria incide en la acumulacion
de agregados proteicos, lo que ocasiona que la muestra pierda la especificidad del &nalisis
inmunohistoquimico, resultados que guardan relacion con lo expuesto por Neumeister et al.(30)
que afirma que el aumento de tiempo de isquemia fria es proporcional a la pérdida de

inmunoreactividad del tejido.

También se observo que el tiempo éptimo para la fijacion de las muestras de 5 x 5 x 5 mm.
son de 8 horas, tiempo suficiente para lograr una buena calidad de la inmunoreactividad. Segun lo
expuesto por Kiernan (31), el tiempo de fijacion recomendado es entre 12 y 24 horas (dependiendo
del tamafio de la muestra), para técnicas histoquimicas usando como solucién fijadora formalina
al 10%, mientras que para la IHQ el tiempo recomendado es de 24 horas. Al considerar que el
tamarfio de las muestras analizadas era menor, se esperaba que el tiempo de fijacion 6ptimo fuera

menor que el recomendado en la literatura.

En lo que respecta a los resultados del andlisis de la cohorte, se observd que la
inmunoreactividad se conserva en el tiempo y que por medio del analisis inmunohistoquimico

masivo es factible analizar la calidad del tejido.

Considerando los datos presentados en la seccion de resultados, es crucial tener en cuenta
la composicion del tejido a analizar a la hora de ajustar los parametros del analisis, lo que esta en
concordancia con lo descrito por Khoury (36), quien propone que la concentracion del ac deberia
variar segun el tipo de tejido, ya que, esto sumado a que la prolongacion de la isquemia fria incide
tanto disminuyendo la intensidad y la especificidad de la inmunomarcacién, variable que no esta
del todo controlada, por lo que, los resultados que se obtienen pueden presentar variaciones que

repercutiran tanto en el grado diagnostico como en la terapia posterior a realizar.

La variabilidad de la composicion del tejido y la concentracion del ac usada cominmente
en el ambito clinico, -que es la misma para todos los tejidos-, son factores que repercutieron al
analizar la cohorte con ambos marcadores, dandole prioridad al ac predomintante en el tejido, en
este caso CK, ajustando los pardmetros del analisis a éste, puesto que, al tener una mayor

distribucion en el tejido, permitio analizar el estado de la inmunoreactividad en una mayor area de
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la muestra, lo que se podria asociar al estado de deterioro de la inmunoreactividad de otros ac
especificos usados para diagnosticar el cancer de mama, como lo sefiala Khoury et al.(37), quien
afirma que hay una disminucion de la inmunoreactividad de los ac Her2, receptor de estrogeno y
progesterona, posterior a una hora de isquemia fria, lo que se asemeja a los hallazgos de la presente

investigacion.
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VIl. CONCLUSION

Este estudio fue realizado por el equipo del Laboratorio EFC UV perteneciente a la
Universidad de Valparaiso, Campus Casa Central, en colaboracion con la Unidad de Anatomia
Patologica del Hospital Carlos VVan Buren, donde se evalud la calidad de una cohorte de tejido
mamario en un periodo comprendido entre los afios 2012 y 2018, para lo cual, se hizo uso de la
técnica Tissue Microarray, para que el estudio de las muestras mediante la IHQ fuera en
simultdneo, para finalmente evaluar el tejido con el algoritmo automatizado de la

inmunoreactividad Bio Auto Quality.

e Bio Auto Quality permitié detectar los cambios en la inmunoreactividad del tejido
mamario, permitiendo calcular los tiempos ideales de fijacion e isquemia fria, siendo de 8
y 0 horas respectivamente. Ademas, sirvid para la clasificacion de la calidad de una cohorte

de tejido mamario en tres categorias optima, media y baja.

e Tras el analisis de la cohorte, podemos asumir que las muestras procesadas en el servicio
de anatomia patoldgica del hospital Carlos VVan Buren, cumplen con altos estandares de

calidad tanto en su procesamiento como en su almacenamiento.

e Se recomienda guiarse para el analisis de la calidad por el marcador que tiene una mayor

expresion en el tejido a analizar.

e El andlisis mediante de Bio Auto Quality se recomienda para analisis retrospectivos.

e Sesugiere tener un registro de los tiempos de isquemia fria, para tener datos sobre el retraso
de la fijacion. También sugerimos la elaboracion de una escala que mida la expresion de
los principales AC usados clinicamente, para referencia de la variacion de la

inmunomarcacion.
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En vista de los resultados proponemos que la realizacion de futuros estudios similares sea
en un aumento de 20X, de esta forma podria observarse un area mayor sin perder detalles
de la intensidad de la marcacion. Ademas del analisis con un aumento menor proponemos
la realizacion de estudios similares en otros tejidos y estudios con distintas concentraciones
de AC.
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ANEXOS

ANEXO 1. PROCESAMIENTO DE TEJIDOS

Para la obtencion del resultado de una biopsia, es necesario realizar un procesamiento
de la muestra, para obtener una ldmina histoldgica, la cual, posterior a su tincion, es visualizada
por el médico patdlogo al microscopio para poder emitir el diagnostico. Todos los procedimientos
que acontecen entre la recepcion de la pieza de tejido y la obtencion de la Iamina histoldgica son

descritos a continuacion.
1. Fijacion
EL proceso de fijacion tisular, “Consiste en interrumpir los procesos de degradacion

que aparecen tras la muerte celular, tratando de conservar la arquitectura y composicion tisular lo

mas proxima posible a como se encontraba en el organismo vivo” (38).

Genéricamente, los agentes fijadores se clasifican segin su mecanismo de actuacién

en dos grupos; fijadores por métodos fisicos y fijadores por métodos quimicos.

a) Fijacion por métodos fisicos: Se emplea el enfriamiento por congelacion del tejido
como método para detener la autolisis y putrefaccidn tisular, utilizando para ello, agentes como el
isopentano o el nitrogeno liquido. Este método es de eleccion cuando se pretende realizar estudios
morfolégicos o funcionales en los que se requiere conservar intacta la estructura antigénica del

tejido o su contenido enzimatico (38).

b) Fijacion por métodos quimicos: En este método, los agentes fijadores se
encuentran generalmente en estado liquido, y actian desnaturalizando e insolubilizando las
proteinas tisulares, lo cual, produce un bloqueo de la autolisis por inactivacion enzimatica. Ademas

algunos de estos agentes impiden el crecimiento bacteriano (38).



TABLA 1 Fijadores quimicos segun su mecanismo de accion (38).
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Mecanismo de accion

Descripcion

Ejemplos

Deshidratacién tisular

Actlan eliminando tanto el agua
libre como aquella ligada a las

moléculas proteicas.

Alcohol etilico

Acetona

Cambios en el estado

coloidal de las proteinas

Provoca que las proteinas lleguen a
su punto isoeléctrico, de esta forma
adquieren una estabilidad minima y
una disociacion méaxima, haciendo
que las proteinas se desprendan del

agua ligada a ellas.

Acido acético
Acido tricloroacético

Acido crémico

Formacion de sales con los

Se emplean cationes metalicos o un

Cloruro de mercurio

proteinas

induciendo la ruptura masiva de los

puentes de  hidrégeno  que
determinan la estructura helicoidal
de las proteinas y forma en su lugar,

una malla reticular polipeptidica.

tejidos derivado organico que forman Dicromato potasico
proteinatos o picratos con los | e Acido picrico
tejidos. Acetato de uranilo

Reticularizacion de Desnaturaliza las proteinas | ¢ Formaldehido

Glutaraldehido

Tetroxido de Osmio

Mezclas fijadoras

Combina fijadores simples en
soluciones complejas, sumando las
ventajas de cada uno, amortiguando

Sus inconvenientes.

Bouin
Gendre
Zenker

Carnoy
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Existen ciertas propiedades fundamentales que debe poseer un fijador ideal, éstas son (38):

1. Capacidad para bloquear la autolisis: Cuanto mayor sea la capacidad, mejor sera el agente
fijador. Esto depende del poder para producir la desnaturalizacion proteica, de forma que
la actividad enzimatica quede paralizada.

2. Efecto microbicida: Impide la accidn bacteriana que es responsable de la putrefaccion.

3. No provocar retraccion o distorsion sobre el tejido: Este efecto provoca anomalias en la
arquitectura tisular.

4. Induccion de cambios en la textura y composicion tisular: Esto favorecera la inclusion,

corte y coloracion del material histoldgico.

El formaldehido es el fijador mas ampliamente utilizado en los laboratorios de AP,
esto debido a que es una de las mejores opciones considerando las caracteristicas ideales que se

requieren en un fijador, mencionadas anteriormente.

Formaldehido

El mecanismo de accion mediante el cual la formalina fija las estructuras es, a través,
del radical metilenglicol, que es su forma reactiva. Esta sustancia tiende a formar enlaces quimicos
con todos los grupos quimicos, excepto con los de caracter acido. Por este motivo, tras la ruptura
de los puentes de hidrogeno intermoleculares, se forman puentes metilicos entre las moléculas
proteicas adyacentes, de forma que los surgidos entre grupos amino, imino, imido, guanidil,
hidroxilo, carboxilo y sulfihidrilo son reversibles. Por el contrario, los que se forman entre
aminoacidos aromaticos, como la tirosina, triptéfano, fenilalanina e histidina, son irreversibles
(38). En otras palabras, posee una accién polimerizante, es decir, la formacion de complejos de

adicion por creacion de uniones entre las proteinas (39).

1. Deshidratacion

Procedimiento cuya finalidad es la remocion o eliminacién completa del agua de los
tejidos para que se puedan embeber adecuadamente en un medio de inclusién hidrofébico (40).
Este proceso debe ser completo porque, de lo contrario, el solvente no actla de forma adecuada y
el bloque de inclusion no alcanza la dureza requerida (41).
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Se puede realizar utilizando cualquier reactivo capaz de absorber el agua de los tejidos,
mediante agentes deshidratantes, los principales son alcohol etilico, alcohol metilico, alcohol
butilico, diéxido de etileno, acetona, alcohol isopropilico y tetrahidrofurano (40). Se prefieren
utilizar los alcoholes isopropilico o etilico, cumpliéndose los siguientes parametros (40):

a) Graduacion de los alcoholes: Empleando una serie de alcoholes de graduacion
ascendente (70%, 80%, 95% y 100%), para evitar una marcada retraccion del tejido por accién

brusca que produce someterlo inmediatamente a una elevada gradacion de este agente.

b) Volumen y ndmero de bafios de deshidratacion: EI volumen del bafio debe ser
por lo menos 10 veces superior al volumen de la muestra que se pretenda deshidratar y debe

realizarse en al menos tres bafos de deshidratacion.

c) Duracion de la deshidratacion: Se considera en funcion del volumen de las
muestras y de su contenido de agua. Debe ser completa y evitar exposiciones prolongadas para

provocar endurecimiento excesivo de los tejidos.

2. Diafanizacion

Es un proceso en el cual, se consigue la sustituciéon del agente deshidratante por una
sustancia miscible con el medio de inclusion que va a utilizarse. Con ello se pretende que toda la
pieza histopatoldgica se halle embebida en un agente quimico liquido, en el que pueda disolverse
en medio de inclusién y, de este modo, penetrar en el tejido (42). Algunos liquidos diafanizadores

son el tolueno, el cloroformo y el xilol, siendo este ultimo el més frecuente (43).

El procedimiento generalmente se hace mediante bafios sucesivos en el agente
diafanizador, de duracion variable en funcién de las caracteristicas del agente y del volumen de la

muestra (42).

3. Impregnacion e inclusion

Este proceso consiste en embeber los tejidos con un medio que llene todas las
cavidades naturales, espacios e intersticios tisulares e intracelulares, que proporcione la
consistencia firme necesaria para hacer cortes bastantes delgados sin provocar distorsion ni alterar

las relaciones espaciales del tejido y los elementos celulares (39). Generalmente se pueden
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emplear tres medios de impregnacion e inclusion, que pueden ser celoidina, gelatina o parafina,

siendo esta Ultima la mas frecuente (39).
4.1 Inclusion en parafina

Las parafinas son hidrocarburos saturados provenientes de la destilacion del petréleo,
generalmente son sustancias sélidas a temperatura ambiente (43). Existen diferentes tipos de
parafinas, que se caracterizan por sus puntos de fusion, los cuales, oscilan entre 40° C y 65°C,

estas se clasifican en:

a) Blandas: Tienen un punto de fusion de 45°C — 52°C. Son recomendables para

incluir tejidos en los que se detectaran ag mediante IHQ (43).

b) Semiduras: Sus puntos de fusion son de 54°C —58°C. Es la parafina que se emplea
con mayor frecuencia en los laboratorios donde se realiza técnica histoldgica. De acuerdo a la
temperatura del medio, se recomienda su uso, pues se pueden obtener secciones de 5 a 7 de um
(43).

c) Duras: Tienen un punto de fusion de 60°C — 65°C. Son parafinas que deben usarse
en ambientes con climas de temperaturas altas (43).

Durante la inclusion, los tejidos y la parafina integran un solo bloque que posee la

dureza y la consistencia suficiente para obtener secciones delgadas y transparentes.

4. Microtomiay corte

Se denomina Microtomia al proceso que tiene como finalidad la obtencion de cortes,
muy delgados del tejido o espécimen que se encuentra incluido en parafina (44). Las secciones
delgadas o “cortes” se obtienen mediante un microtomo, que secciona el bloque de parafina en
cortes delgados y de grosor uniforme, estos deben ser de un grosor de 3 a 5 um, en la mayoria de

los casos (43).

Se utilizan dos tipos principales de microtomos para los cortes de especimenes

embebidos en parafina; el de rotacion y el de deslizamiento.
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a) Micrétomo de rotacion: Provoca el corte debido a la transformacion de un
movimiento de rotacion en otro de ascenso y descenso del portamuestras. Su principal ventaja es
la precision de los cortes, la posibilidad de obtener secciones seriadas con facilidad y la
automatizacion del proceso de corte, mediante motores eléctricos (44).

b) Micrétomo de deslizamiento: Se obtienen cortes mediante un movimiento de
deslizamiento del bloque sobre la cuchilla o viceversa. Cabe destacar que estos son mas sencillos
mecéanicamente y su disposicion permite cortar bloques mas grandes o bloques de celoidina,

aunque estan cayendo en desuso (44).

Estos instrumentos brindan la ventaja del control del grosor del corte, pudiendo regular
el nimero de micras deseadas, también producen cortes seriados, es decir, cuando se obtiene un
corte, éste queda adherido por su borde anterior al borde posterior del que lo precedio; formandose

de esta manera una cinta de cortes que va descendiendo por la superficie anterior de la navaja (43).

5. Desparafinacién

Para que el corte pueda ser coloreado debe estar completamente libre de parafina y
suficientemente hidratado. El proceso para la eliminacion de la parafina se denomina
Desparafinacion y consiste en sumergir la muestra en xilol, lo que provocara la eliminacién de la
totalidad de la parafina del tejido. Posterior a esto, la muestra debe pasar por bafios de alcohol de
graduacién descendente, para eliminar el xilol restante e hidratar la muestra gradualmente.

Finalmente, la muestra es sumergida en agua para su hidratacion.

Todo este procedimiento se realiza, porque los colorantes estan disueltos en agua
destilada o en alcohol, por ende, la parafina no se mezcla con ellos y como ésta ha penetrado en el

interior de las células, éstas no podran ser tefiidas (45).

6. Tincidon de tejidos
Los tejidos en general carecen de color, por lo que la finalidad de utilizar coloraciones
en los preparados histoldgicos es para poder contrastar y diferenciar estructuras que, por lo general,

no poseen color propio.
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EL procesamiento completo de los tejidos deja como resultado un corte de tejido
incoloro y relativamente traslicido. Para lograr visualizarlo al microscopio, el tejido debe ser
tefiido con algun agente colorante. De esta forma, se pueden evaluar tanto la morfologia como la

distribucion de los componentes de la muestra (39).
7.1 Tincion Hematoxilina — Eosina

Técnica considerada de rutina en los laboratorios de AP, puesto que permite evaluar la
morfologia general del tejido y verificar si se encuentra o no alterado. Con esta técnica se puede
obtener un diagndstico certero o bien solicitar estudios adicionales con otras técnicas como
tinciones histoquimicas o reacciones inmunohistoquimicas para complementar el diagnostico
presuntivo.

La tincion de H-E, utiliza como principio basico la combinacion de un colorante basico
(Hematoxilina) con uno &cido (Eosina), coloreando el tejido mediante la unién electroestatica a
los componentes acidos (ADN y ARN) y bésicos (citoplasma y fibras colagenas) del tejido,

respectivamente.

a) Hematoxilina: Colorante basico de origen natural, que se extrae el arbol
Hematoxylon Campechianum, el cual, fue encontrado por primera vez en la region de Campeche,
México (39).

El extracto natural que se obtiene de la madera no es un colorante activo, por lo que,
debe ser oxidado, para formar hemateina. Es en este proceso de transformacion oxidativa, donde
el hematoxilon pierde dos atomos de hidrégeno y uno de sus nucleos se vuelve quinona. En
solucion alcohdlica o acuosa, la oxidacion espontanea es muy lenta y puede requerir hasta de un
afio. Este proceso de oxidacion se denomina “maduracion” y se puede lograr casi instantaneamente
con oxidantes quimicos como el 6xido de mercurio, yodato de sodio, permanganato de potasio,
perdxido de hidrégeno e hipoclorito célcico (39).

La hemateina sin mordiente es casi inutil, pues es un colorante que produce una tincion
ambar. Los mordientes son sustancias cuya estructura fisicoquimica facilita la fijacion del

colorante sobre los tejidos. Para esta tincion se utilizan como mordientes sales bi o trivalentes o
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hidroxidos de metales, como las sales de aluminio, hierro, cromo, cobre, molibdeno y vanadio;
ademas de sales simples como sulfatos y cloruros, pero suelen preferirse los alumbres, como el
alumbre de potasio, hierro 0 amonio. EI complejo resultante se denomina “laca” de hematoxilina
(39).

Este agente es capaz de tefiir la cromatina de los ndcleos permitiendo evaluar los
cambios en los patrones de ésta junto con las alteraciones del tamafio y la forma nuclear, lo cual,

constituye un marcador diagndstico en patologia (46).

b) Eosina: Son xantenos acidos o colorantes de ftaleina y es un colorante artificial de
naturaleza quimica acida, lo que permite ser atraido fuertemente hacia los radicales basicos de la
histidina, lisina y arginina presente en las proteinas citoplasmaticas y tisulares. Los representantes
més comunes de este grupo de colorantes comerciales son la Eosina Y, la Eosina B y la Safranina.
La eosina misma deriva su nombre de su color parecido a la aurora; el “Y”’ quiere decir amarillento,
pues éste es el color predominante de la solucion. La eosina se utiliza sobre todo como colorante

de fondo o de contraste, en union con los colorantes de ncleos como la hematoxilina (39,47).

Finalmente con la combinacion de ambos colorantes, se visualizan los nucleos de

color azul / negro, eritrocitos naranja a rosa y estructuras restantes rosado a rojo (47).
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ANEXO 2. TISSUE MICROARRAY

El Tissue Microarray (TMA) es un mecanismo que es desarrollado por Kononeny cols
en 1998, ante la necesidad del analisis de nuevos marcadores para tejidos afectados por cancer,

cuya validacién tomaria demasiado tiempo por los métodos convencionales (48).

Los TMA consisten en bloques de parafina de hasta 500 muestras (puede llegar incluso

a 1200) procedentes de bloques rutinarios previamente seleccionados (49).

Para la confeccion de los TMA el pat6logo selecciona el &rea de interés y la marca con
un rotulador permanente tanto en el portaobjetos como en el bloque de parafina correspondiente
(49).

a b

Figura 1: (a) Lamina HE. Preparacion de HE en la que se sefiala la zona que se desea incluir
en el TMA. (b) Muestra en el bloque de parafina. En el bloque de parafina se sefiala la misma

zona para extraer el tejido del area seleccionada (49).

Posteriormente se extraen cilindros (0,6 — 2 mm de diametro y 3-4 mm de longitud) de
los bloques de parafina de interés mediante trocar con punta de distintos didmetros. Estos cilindros

se transfieren a un bloque receptor de parafina que constituira la matriz de parafina (49).
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Figura 2: (a) Confeccion TMA. Esquema que muestra la confeccion de un bloque de TMA. De la
zona seleccionada se extrae un cilindro del bloque de parafina y este cilindro se lleva al bloque
matriz de TMA. (b) Puncher Sakura. Tissue- Tek® Quick- Ray™ Tissue Microarray System Kit
con los utensilios usados para la confeccion de los TMA.

Una vez cortado el bloque, se obtiene portaobjetos con gran nimero de secciones
circulares que pueden incluir muestras de todos los tejidos, tanto 6rganos normales, como distintos

tipos tumorales o de distintos casos de un tipo tumoral (49).

Para muestras tumorales suelen emplearse agujas de 0,6 — 1,5 mm. Para muestras de
tejidos normales se recomienda el empleo de agujas de 1,5 mm, ya que proporcionaran secciones
de un area suficiente para incluir diferentes capas tisulares (49). Ademas, cabe destacar que el
empleo de agujas de mayor calibre (2mm) es desaconsejado por algunos autores pues pueden dafiar

el blogue donante (50).

Para un optimo aprovechamiento del TMA pueden realizarse todas las secciones en
una Unica sesion de corte hasta agotar el blogue. De esta forma se evita la pérdida de material que

conlleva la reorientacion del bloque en cada sesion de corte (49).

De un bloque pueden obtenerse hasta 200 secciones, dependiendo de la habilidad del
tecnodlogo y de la longitud de los cilindros. Esto conlleva el problema del almacenamiento de las

secciones, a fin de evitar pérdida de antigenicidad, la que va disminuyendo con el tiempo (49).

El pequefio tamafio de las secciones de los TMA puede plantear dudas acerca de la
representatividad de las muestras, sin embargo, se ha comprobado la perfecta correlacion entre los
resultados obtenidos con los TMA 'y los obtenidos con bloques convencionales (51,52). Incluso se
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pueden obtener mejores resultados con TMA que con secciones completas cuando se trata de
comparar resultados con diferentes técnicas, debido al menor campo analizado y, por tanto, a la

mayor homogeneidad de las observaciones (53).
1. Ventajas y aplicaciones

e Permitir un gran ahorro de reactivos y tiempo (tanto en la realizacion de la técnica como
en la interpretacion). Una sola seccion de TMA inmunotefiida sustituye a decenas o cientos
de cortes completos (49).

e Validar y optimizar técnicamente nuevos ac de forma rapida y econémica (54).

e Analizar el perfil de expresion de nuevos ac en diferentes tejidos normales y tumorales
incluidos en los TMA (55).

e Asegurar la homogeneidad del protocolo en todas las muestras del TMA, permitiendo una
comparacion fiable de los resultados inmunohistoquimicos en mdaltiples casos (49).

e Disminuir las variaciones interobservadores en la valoracion cuantitativa
inmunohistoquimica de distintos casos (49).

e Posibilitar la correlacion con otras técnicas histoldgicas en cortes seriados (49).

e Permitir afiadir a determinados casos una seccién de un pequefio TMA (minicontrol) con
lineas celulares o muestras seleccionadas de distintos scores (muy Util en el andlisis de
marcadores predictivos de cancer de mama) (49). EI TMA en miniatura (12 cilindros de
0,6 mm) sirve no solo para controlar la técnica, sino también como guia para la
interpretacion de los resultados (56).

e Disponer de maltiples tejidos normales o patolégicos en una Gnica preparacion con fines
docentes (49).

e Facilitar la cesion de bloques de tejidos humanos y, por tanto, la colaboracion entre
diversos grupos de investigacion (49).
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2. Problemas y limitaciones

e El principal problema en la elaboracion de los TMA radica en conseguir que los extremos
de los cilindros formen una superficie plana en el bloque receptor (49).

e Dificultad para cortar los TMA con aprovechamiento éptimo, lo que genera pérdida de
muestras en la seriacion, al ser los cilindros de diferente altura o desprenderse (49).

e Artefactos al cortar los cilindros si estan muy juntos, por lo que, los cilindros deben
separarse lo suficientemente para evitar estos problemas, aun a costa de incluir menos
cilindros (49).

e Rotura de blogues debido a la heterogeneidad (49).

e Representatividad de la muestra, si se trata de tejidos heterogeneos (49).

e Dificultad inherente al analisis y archivo de los nimeros datos extraidos de 500 0 méas
secciones (49).

e Necesidad de disponer de un equipamiento costoso para la confeccién del TMA. Aunque
se han publicado alternativas manuales que permiten el analisis en un mismo portaobjetos
de hasta 220 secciones (49).

Para el desarrollo del método que permite medir la calidad de los biomateriales usados
en los laboratorios de histopatologia, se utiliz el TMA que asegura la homogeneidad del protocolo
en todas las muestras de tejido mamario de pacientes que padecen cancer mamario. Condicion que
fue escogida, porgue el diagnostico, prondstico y orientacion terapéutica de esta enfermedad,

depende del andlisis inmunohistoquimico de las muestras.
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ANEXO 3. INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica (IHQ) una técnica esencial y de uso rutinario en anatomia
patoldgica, que combina la histologia y la inmunologia permitiendo el diagnostico especifico de
enfermedades, en particular las neoplésicas; permitiendo una adecuada clasificacion en funcion
del linaje y origen (tales como carcinoma, melanoma, linfoma, etc.); de esta forma brinda
informacidn pronostica y sus resultados evaluados en el contexto clinico, contribuyen a la eleccién

del tratamiento de los pacientes (57).

Se basa en la alta especificidad y afinidad de la reaccidn antigeno-anticuerpo, (ag-ac)
permitiendo mediante el empleo de ac especificos y sistemas de deteccion, determinar la expresion
de biomarcadores (proteinas). Se puede realizar tanto sobre tejido en fresco, fijados en formol y
codgulos citoldgicos incluidos en parafina, permitiendo la evaluacién simultanea de la morfologia
(57).

Es una técnica compleja, en la cual, el resultado final esta influenciado por multiples
parametros de las fases preanalitica, analitica y postanalitica. Dependiendo de la seleccion y el
rendimiento de estos parametros, el resultado final de la técnica utilizando el mismo ac primario,

puede variar un rango de negativo a positivo para el ag obtenido (57).

Para que su empleo sea de méaxima utilidad y los resultados obtenidos sean
reproducibles y confiables es imprescindible la estandarizacion de cada uno de los pasos o fases
desde la obtencion de la muestra, con la adecuada fijacion de los tejidos, hasta el ajuste de la
técnica, lectura y valorizacion de los obtenidos a los criterios establecidos mediante controles de

calidad internos y externos (57).

Una adecuada técnica de IHQ debe asentarse en una base sélida. En este sentido debera

prestarse especial atencion a los factores que influyan de manera mas significativa (57):
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TABLA 1. Fases que deben estandarizarse para una adecuada técnica de inmunohistoquimica (57).

FASE PREANALITICA

FASE ANALITICA

FASE POSTANALITICA

. Prefijacion
. Fijador

. Fijacion

A oW N e

. Postfijacion:

- Procesamiento:
deshidratacion, lavados e

impregnacion en parafina

- Cortes de parafina

1. Recuperacion antigénica

2. Bloqueo de enzimas
enddgenas

3. Anticuerpo primario

4. Diluyente

5. Sistema de deteccion

6. Cromogeno

7. Contracolor y montaje

1. Disefio de controles
2. Controles positivos
3. Controles negativos
4. Interpretacion
5. Indicadores  criticos  de

coloracién

- Almacenamiento

1 Fase preanalitica

La mayoria de las variables preanaliticas impactan en el resultado de la técnica de la
IHQ. La tasa de pérdida de integridad de epitopes antigénicos depende de ellas. Una fijacion
inadecuada impide cualquier resultado fiable y la falta de reproducibilidad de la técnica de IHQ es

en parte consecuencia de aquella (57).
1.1 Prefijacion

Segun de Dios Soler (57), los factores que influencian el resultado de la IHQ
comienzan con la toma de la muestra. Por lo que, lo primero que se ve afectado es el tiempo de
isquemia, el cual, hace referencia al periodo que transcurre entre la interrupcién del flujo sanguineo
y el inicio de la fijacién. Cabe destacar que un periodo de isquemia prolongado conlleva acidosis
tisular, degradacién enzimatica y alteracion de la inmunoreactividad, lo que puede comprometer

la calidad tisular, incidiendo en un diagndstico errado. Se distinguen dos tipos de isquemia:

a) Tiempo de isquemia caliente (IC): es el tiempo que transcurre entre la

interrupcién del flujo sanguineo y la exeresis.

b) Tiempo de isquemia fria (IF): es el tiempo que transcurre desde que la muestra de

tejido es obtenida (exeresis) y sumergida en formalina. Cabe destacar que la demora en la fijacion
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(mayor tiempo de isquemia fria) altera de manera significativa no solo a las proteinas, ya sea
aumentando, disminuyendo o deslocalizando la inmunoreactividad, sino también al material
nuclear (ADN y ARN), cuya adecuada conservacion es imprescindible para la realizacion de

técnicas moleculares. Las guias internacionales recomiendan un tiempo de IF no superior a 1 hora.

El deterioro de los epitopes antigénicos causados por la IF no puede ser revertido

mediante la recuperacion antigénica.

Otras variables de prefijacion que pueden influir en el resultado de la IHQ son la
coagulaciéon de proteinas por calor, resultante del uso de electrobisturi en el procedimiento

quirdrgico y el secado del tejido.

A diferencia de la isquemia caliente, la IF esta sujeta a un cierto control, por lo que, es

una de las variables estudiadas en la presente tesis.
1.2 Fijador

El fijador universalmente aceptado; formol o formalina (solucion acuosa de
formaldehido), es el usado en IHQ. Las caracteristicas especificas del espécimen en cuestion
fueron explicadas en la seccion “Fijacion/ Formaldehido” del apartado “Procesamientos de

tejidos” descrito anteriormente.
1.3 Fijacion

La fijacion tiene como objetivo la preservacion de los tejidos, conservando la
morfologia celular lo mas parecido posible al estado vivo, previo a los fendmenos de autolisis y

putrefaccion. El detalle de este procedimiento esta detallado en la seccion “Fijacion” del apartado

“Procesamiento de tejidos”, descrito en el capitulo anterior.

Cabe destacar que el efecto reticulante de la formalina, desnaturaliza las proteinas del
tejido, rompiendo los puentes de hidrégeno presentes para formar uniones entre cruzadas (cross-
linking), evitando la degradacion de las proteinas, de esta manera se ven enmascarados los epitopes
del ag. Si bien estas uniones pueden ser revertidas por la recuperacion antigénica, los tejidos con
un tiempo de fijacion menor a 24 horas experimentan una fijacion hibrida; donde periféricamente
se fija con formalina, mientras que la zona mas profunda se fija con los alcoholes empleados en el

proceso de deshidratacidn, dejando a las proteinas mas expuestas a la recuperacion antigénica
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pudiendo generando posibles falsos positivos, mientras que un periodo excesivo de fijacion
incrementa el enmascaramiento antigénico, ocasionando que el tejido en cuestion requiera un

mayor tiempo de recuperacion antigénica (31,57,58).

Un aspecto que debe evitarse es que el tejido se seque en cualquiera de las etapas, ya
sea durante la extraccion, el procesamiento o la realizacién de la técnica propiamente tal. Esto es
debido a que el secado puede causar cambios morfologicos especialmente incide en una pobre
definicion de la cromatina y puede generar cambios estructurales en los bordes celulares,
ocasionando por una parte la inhibicién de la unién ag-ac, y por otra incidir en el incremento de la
unioén inespecifica, lo que interferira finalmente en la interpretacion del resultado. Es por esto, que
se recomienda constatar cada periodo de tiempo, tanto el de IF, el de fijacion y el tipo de fijador
empleado. El conocer estos datos, otorgara al momento de la interpretacion, la solucion de posibles

problemas técnicos y de explicacion a resultados inesperados (57).
1.4 Postfijacion

Los procesos que estan involucrados en esta etapa corresponden a la deshidratacion,
impregnacion, montaje, corte y almacenamiento, los cuales, fueron descritos en profundidad en la

seccion “Procesamiento de tejidos™ del capitulo anterior.

Cabe destacar que los cortes estan dados por secciones de 3-4 um. de espesor y el
montaje debe efectuarse siempre en portas de vidrios limpios silanizados o de carga positiva, para
evitar que el tejido se desprenda, esto se debe a que la carga electroestatica positiva resultante en
el portaobjetos, interactla con las cargas negativas de las proteinas atrayéndolas. Un error en la
manipulacion del portaobjetos, puede provocar desprendimientos parciales del tejido, lo que

incidiria en falsos positivos, debido al atrapamiento de reactivos (31,57).
2 Fase analitica

Esta fase comienza con el desparafinado y termina con el montado de los cortes
contracoloreados. Es en esta fase donde se efectan los procedimientos de la técnica IHQ
propiamente tales. Las variables de esta fase, las cuales, a diferencia de las preanaliticas pueden

controlarse y modificarse dentro del laboratorio de patologia, son:
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2.1 Recuperacion antigénica

Es el procedimiento mediante, el cual, se restaura la estructura molecular del ag y se
recupera la inmunoreactividad, permitiendo obtener resultados inmunohistoquimicos éptimos. Se
puede obtener mediante tres métodos distintos; inducida por calor, por digestion enzimatica o la
combinacion de ambos métodos (57). En la presente investigacion se utilizé el método inducido
por calor.

2.2 Blogueo de enzimas enddgenas

La enzima peroxidasa y fosfatasa alcalina son las utilizadas para la coloracion en IHQ
y debido a que se encuentran en una variedad de tejidos, su actividad enddgena debe ser blogqueada,
para evitar sefiales que se generarian al interactuar con el sustrato y el cromogeno, interfiriendo al

momento del analisis (57).

La enzima por bloquear dependera de la enzima que se vaya a usar para la coloracion.
En el caso de la peroxidasa su actividad es una propiedad comun de todas las hemoproteinas, cuyo
sitio activo tiene un grupo con contenido de hierro (hemateina), por lo que, se puede encontrar en
la hemoglobina (glébulos rojos), mioglobina (células musculares), citocromo (granulocitos,
monocitos) y catalasas (higado y rifién). La actividad de la peroxidasa puede ser inhibida por
exceso del sustrato peroxido de hidrogeno (31,57). La fosfatasa alcalina tiene varias isoformas y
es producida en el higado, hueso, tibulos proximales del rifion, neutréfilos, intestino, placenta,
foliculos y zona del manto del tejido linfoide. Su actividad es inhibida por la adicion de lavamisol

al cromdgeno/substrato (57).
2.3 Anticuerpo primario

El ac es una molécula que posee la capacidad de unirse en forma especifica a otra
molécula o proteina denominada ag. Mientras que el ag es una sustancia 0 molécula capaz de

desencadenar una respuesta inmunoldgica y de unirse a un ac (31).

La reaccion ag-ac se fundamenta en la union especifica del ag de la molécula a

identificar al ac correspondiente para dar un complejo exclusivo (59).
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Cuando se disefia un procedimiento experimental, es importante diferenciar entre ac
monoclonales y policlonales, ya que estas diferencias son el fundamento de las ventajas y

limitaciones en su uso (60).

Los ac monoclonales se obtienen a partir de células de mieloma de raton fusionadas
con células B humanas o de un animal, productoras del ac deseado (hibridomas), de esta forma, se
consigue una poblacion celular de crecimiento indefinido productora de un solo ac especifico (59).
Los ac monoclonales se caracterizan por ser de extremada pureza, afinidad y avidez, pero su uso
exige sumo cuidado en el tratamiento del tejido para evitar que se altere el Unico determinante a
reconocer, sin embargo, de forma general son los ac mas recomendables y con los que se obtienen

mejores resultados (57,59).

Los ac policlonales en cambio, son una mezcla de inmunoglobulinas (lg) sintetizadas
por diferentes clones de células plasmaéticas y que reaccionan con distintos epitopes sobre el ag
para el cual fueron creados (57). Se obtienen por extraccion del suero de un animal (habitualmente
conejos) previamente inmunizado con el ag que se pretende estudiar (57,59). La presencia de ac
humanos contra proteinas del conejo es mucho mas rara que contra proteinas de otros animales y
al detectar varios epitopes antigénicos tienen gran avidez y alta sensibilidad, ya que, aunque alguno
de los epitopes se destruya durante el procesamiento quedaran otros epitopes que seran

reconocidos, proporcionando de esta forma un ensayo mas consistente (57).

La seleccién del ac primario y las condiciones analiticas aplicadas tienen un impacto
significativo con respecto a la sensibilidad y especificidad del diagnoéstico IHQ que incide
directamente en el manejo y tratamiento de los pacientes, por lo que, es primordial el uso de ac
que sean de buena calidad, altamente sensibles y especificos, con resultados reproducibles y

robusto (no influenciado por factores preanaliticos) (57).
2.3.1 Anticuerpos de interés

Los ac que se utilizaron en la presente investigacion fueron; citoqueratina (CK) y

vimentina (VIM), para caracterizar la calidad de los tejidos provenientes de las muestras de mama.
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a. Citoqueratina (CK)

Constituyen el principal componente del citoesqueleto de las células epiteliales
(incluyendo mucosa y glandulas), asi como también en algunas células no epiteliales, donde

forman un gran grupo de filamentos intermedios cuyo diametro oscila entre 8 y 10 nm (61-63).

En la especie humana forman una compleja familia que corresponden a un grupo de
19 proteinas que se clasifican en tipo A o clase I; proteinas pequefias, mas acidicas y numeradas
de 9 a 19 y tipo B o clase Il; proteinas relativamente grandes (56 a 67 kDa), basicas, humeradas
de 1a8(61,64).

Se ha establecido que las CK de bajo peso molecular (40 kDa), se encuentran en
epitelios simples y glandulares, las de peso molecular intermedio en epitelios estratificados y las

de alto peso molecular (~ 67 kDa) en epitelios queratinizados (61).

Especificamente en la investigacion se utilizé CK clones AE1/AE3, que es una mezcla
de dos ac monoclonales que se obtienen inmunizando ratones con queratinas callosas humanas
(65). Se ha observado que AE1/AE3 identifica la mayoria de las CK humanas y, por tanto, puede
ser usado como herramienta para la identificacion inmunocitoquimica positiva de células de origen
epitelial estratificado y simple (65-67). EI ac AE1 inmunorreacciona con un determinante
antigénico presente en la mayoria de las CK de subfamilia A (67), mientras que el ac AE3

reacciona con un determinante antigénico compartido con las CK de la subfamilia B (68).

Los clones AE1/AE3 identifican dos tipos de is6topos presentes en la mayoria de CK
epiteliales (69). De esta forma los resultados contribuyen en la clasificacion del tejido normal y

neopléasico como de origen epitelial (65,66).
b. Vimentina (VIM)

Es una proteina de filamentos intermedios, de un peso molecular de 57 kDa, que forma
parte del citoesqueleto de las células de los vertebrados (70). La VIM pertenece a la clase 11l de
las cinco clases de filamentos intermedios, que tienen un didmetro de 10 nm y son encontrados
principalmente en las células de origen mesenquimal como; fibroblastos, células endoteliales,

macrofagos, ceélulas de Schwann, linfocitos, asi como células mioepiteliales de las glandulas
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sudoriparas, salivales y de mama (71,72). Especificamente en la investigacion se utilizo el ac

monoclonal de raton antivimentina, clon V9, isotipo Ig1, kappa (70).

Inicialmente se penso que la especificidad del tipo de célula, exhibida por cada subtipo
de filamentos intermedios, estaba retenida tanto en las células malignas como en sus homdlogas
normales, lo que convertia a los filamentos intermedios en importantes marcadores diagndsticos
en histogénesis, pero en la actualidad se ha demostrado la coexpresion de los filamentos
intermedios, particularmente la VIM y CK en una variedad de tejidos y células normales y en
lesiones neoplasicas, por lo que, el rol que previamente cumplian como marcadores de histogénesis
debe ser completado con él con el uso de paneles de ac mas especificos para el diagnostico
diferencial de tumores (73,74).

2.4 Diluyentes

En la préactica es habitual diluir los ac antes de utilizarlos para optimizar las
concentraciones finales de los mismos, puesto que, si se utiliza a concentraciones muy elevadas,
las interferencias y el ruido de fondo seran mayores, ademas de que se utilizara mas reactivo del
necesario, encareciendo el coste de la experimentacion, volviéndose imprescindible la dilucion

con el fin de obtener el mejor rango sefial/ruido (75).

Es por ello, que para determinar la concentracion 6ptima de uso de un determinado ac
es necesario la titulacion de este, utilizando diluciones seriadas de la solucién madre del ac. De
esta forma se logra una maxima coloracion especifica con el minimo fondo, permitiendo observar

tincion en tejidos con baja expresién del ag en cuestion (57).

Generalmente los fabricantes ofrecen reactivos prediluidos o recomiendan las
condiciones Optimas, que incluyen; rangos de dilucion, tiempo y temperatura de incubacion y

método de deteccion (57).
2.5 Sistemas de deteccion

Para que la union del ac con el ag pueda ser vista al microscopio, es necesario emplear

sistemas de deteccion y métodos de coloracion que permitan su visualizacion.
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2.5.1 Técnicas de inmunoperoxidasa

La enzima peroxidasa, obtenida del rabano picante, es el trazador enziméatico méas
utilizado. Puede emplearse en técnicas con ac marcados (técnicas directas o indirectas o con ac sin

marcar (técnica de peroxidasa antiperoxidasa) (76).
Técnicas con anticuerpos marcados

En este tipo de métodos el trazador va unido de forma covalente al ac, pudiendo

procederse mediante los métodos directo o indirecto (76).
1. Método directo

Es el procedimiento mas sencillo, pero también el menos sensible para la deteccion de
ag. En él, el ac o antisuero primario se conjuga directamente con la enzima peroxidasa. El método
presenta la desventaja que puede ser dificil conseguir la conjugacion entre el ac y el trazador,
también que durante el procedimiento de conjugacion puede destruirse en parte la actividad del ac,
enzima o ambos y por Ultimo es posible que se produzca una mezcla de ac conjugados y no

conjugados de forma que sea casi imposible purificar los primeros (76).
2. Método indirecto

En este procedimiento el ac primario o especifico sin conjugar se una en un primer
paso con el ag presente en la seccién de tejido. En una segunda fase se afiade un ac marcado con
el trazador enzimatico, obtenido de un animal distinto al primario y especifico para el animal y la
clase de inmunoglobulina que constituye el ac primario. Este ac recibe también la denominacion
de secundario. ElI complejo asi formado puede visualizarse incubando el corte de tejido con un

sustrato cromogeno adecuado (76).

En resumen, segin Garcia de Moral (76), para la técnica de inmunoperoxidasa

indirecta se utilizan dos ac:

- Uno primario sin marcar
- Uno secundario dirigido frente al primero, marcado con peroxidasa y obtenido de un

animal distinto
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El método indirecto posee las ventajas de ser mas sensible que la técnica directa y el
ac secundario puede utilizarse para todos los antisueros primarios posibles obtenidos de una misma

especie (76).
Técnicas con anticuerpos no marcados
1. Método de la peroxidasa-antiperoxidasa (PAP):

Este procedimiento utiliza como trazador inmunocomplejos formados por la enzima
peroxidasa y ac especificos frente a ella, en lugar de ac marcados. La peroxidasa se obtiene del
rabano picante, mediante un proceso de purificacion y se inocula a un animal para obtener los ac
dirigidos frente a la enzima. De este modo, al poner en contacto <in vitro> los ac con la peroxidasa
se forman complejos ag-ac (complejo peroxidasa-antiperoxidasa o complejo PAP) a través de una
reaccion de precipitacion. Estos complejos estan formados por tres moléculas de peroxidasa y dos
de ac antiperoxidasa (76)

Para este procedimiento de inmunotincién, se utilizan sucesivamente tres reactivos

inmunes diferentes (76):

2. Ac primario, semejante a los empleados para los métodos de inmunoperoxidasa
directa e indirecta.

3. Ac puente o secundario, que unira el ac primario al complejo PAP.

4. Complejo PAP, que contiene la enzima que actuara como trazador de la reaccion

inmune.

Este procedimiento de inmunolocalizacion es de 100 a 1000 veces més eficaz que los
métodos indirectos que emplean ac marcados con fluorocromos o peroxidasa y 20 veces mas
sensible que las técnicas en que el ac antiperoxidasa y la peroxidasa se aplican como solucionen

separadas (76).
2.5.2 Técnicas con fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina es una enzima capaz de hidrolizar los esteres de fosfato en un
medio alcalino. Debido a la mayor dificultad de su manejo, se utiliza menos que la peroxidasa. La

mayor ventaja para la utilizacion de esta enzima como trazador es debido a la escasa proporcion
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de tejidos que en condiciones normales la contienen, no suele ser necesario inhibir su actividad

enddgena (76).
2.5.3 Meétodos de avidina-biotina

Se trata de procedimientos técnicos muy sensibles que utilizan ac marcados y se basan
en la gran afinidad que entre si poseen las moléculas de biotina y las de avidina, de forma que se
genera un fuerte enlace no covalente que representa una de las uniones quimicas mas fuertes que

se conocen (49).

La avidina es una glicoproteina de alto peso molecular extraida de la clara del huevo,
gue se compone por cuatro subunidades que configuran una estructura terciaria con cuatro regiones

hidrofobicas de unidn con la biotina (49,76).

La biotina por su parte es una vitamina de bajo peso molecular, que se encuentra en la
yema del huevo, la cual, se conjuga facilmente con ac y enzimas trazadoras por ligarse de forma
covalente a cadenas laterales amino o carbonilo de residuos aminoacidos o de azUcares de proteinas

y glicoproteinas (76).

En todos los métodos inmunoenzimaticos que utilizan el procedimiento de avidina y
biotina para poner de manifiesto una reaccién ag-ac, es posible realizar el marcaje con biotina del
ac primario (técnica directa) o lo que es mucho mas habitual, del ac secundario (técnica indirecta)
(49).

La fase no inmunoldgica del proceso puede implicar (76):

- Realizar una unién del ac biotinilado con avidina sin marcar para ligar a
continuacion el complejo con una enzima también biotinilada (método puente
avidina-biotina).

- Aplicar un complejo de avidina y trazador enzimatico biotinilado que contenga
lugares de unidn libres en la avidina para que se produzca la fijacién sobre el ac

primario o secundario biotinilado (método de complejo avidina-biotina 0 ABC).

En todas las variantes expuestas puede unirse un gran nimero de moléculas de biotina

a un ac unico, por lo que, la proporcion trazador/ac es muy elevada. Esto hace que la sensibilidad
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de este tipo de métodos sea muy alta y permite que el ac primario pueda emplearse muy diluido
(76).

Sistemas de deteccion basados en polimeros
1. - Sistema EPOS (Tincion mejorada de polimero en un solo paso):

Este sistema consiste en la utilizacion de un polimero hidrosoluble de dextrano, que
lleva conjugado covalentemente tanto el ac primario (unas 10 moléculas) como la enzima (hasta
70 moléculas) (57)(49).

Es una técnica rapida, porque consta de un unico paso (técnica directa) y se realiza la
inmunotincion en 10 minutos, lo cual, representa una ventaja para biopsias intraoperatorias. Su
principal limitacion radica en que solo pueden emplearse los ac primarios que hayan sido

conjugados con el polimero por el proveedor, lo que le resta versatilidad (57)(49).
2.- Método de polimero en dos pasos:

a) Método EnVision: Este sistema es similar al anterior, pero consta de dos etapas en
lugar de una, donde el ac secundario esta unido a la molécula de dextrano, de tal forma que la
coloracion es realizada primero por incubacion con el ac primario seguido por el polimero
(57)(49). La conjugaciéon de ac secundarios antiespecie (anti-conejo y/o anti-raton) hacen al
sistema util para ac primarios poli y monoclonales, ademas cabe destacar que el polimero lleva
incorporadas unas 20 moléculas de ac antiespecie y alrededor de unas 100 moléculas de enzima

(peroxidasa o fosfatasa alcalina), con lo que la sensibilidad es muy alta (57).

b) Método PowerVision: Emplea pequefias moléculas capaces de polimerizar con el
ac secundario y con moléculas de enzimas de manera lineal y compacta a modo de “rascacielos”
(57). Esta disposicion permite la unién de multiples conjugados a ag préximos, a los cuales, el
dextrano por su alta masa molecular y su compleja disposicion tridimensional podria ver
comprometido su acceso (49). La disposicion de este sistema, permite el incremento de la

sensibilidad y eficiencia (49).
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2.6 Enzimas y cromdgenos

Basandose en la reaccion enzima-sustrato los métodos de coloracion
inmunoenzimaticos utilizan enzimas para convertir cromogenos, sin color, en productos finales

coloreados como resultado de su oxidacion (57).

Las enzimas son proteinas catalizadoras, que pueden actuar como aceleradores o
retardadores de una reaccion quimicas, en este procedimiento en particular son usadas las

peroxidasa y la fosfatasa alcalina (76).
Enzimas

a) Peroxidasa (HRP): Enzima oxidorreductasa que se aisla de la raiz del rabano (57).
La hematina de la peroxidasa forma un complejo con el peréxido de hidrégeno (sustrato) dando
como producto de reaccion agua y oxigeno, el cual, al ser liberado provoca la oxidacion del
cromoégeno 3,3’diaminobenzidina (DAB), originando un producto de color pardo e insoluble
en alcohol y otros solventes organicos, lo que va a permitir la deshidratacion de los cortes y el
montaje en medio permanente (57)(49).

b) Fosfatasa alcalina: Enzima obtenida del intestino del ternero, la cual, hidroliza los
ésteres de naftol fosfato (sustrato) dando origen a compuestos fenolicos y fosfatos (57). Los
fenoles reaccionan con sales incoloras de diazonio (cromdgeno) para producir colorantes

insolubles azo (57).
Cromogenos

a) Diaminobenzidina (DAB): 3,3’ diaminobenzidina produce un producto final color
marron altamente insoluble en al alcohol y otros solventes organicos, su oxidacion también
causa polimerizacién que resulta en la habilidad para reaccionar con tetroxido de osmio

aumentando su intensidad de coloracion y densidad electrénica (49).

b) Aminoetilcarbazol (AEC): Tras la oxidacion forma un producto final color rojizo,
por lo que debe usarse contra coloracion y en medio de montaje de tipo acuoso. Es sensible a
oxidacion posterior y la exposicion a luz excesiva produce una disminucion de la intensidad

de su coloracion (49).
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c) Naftol AS-MX fosfato: Puede ser usado como Fast Red o Fast Blue, los que
producen un producto final coloreado rojo o azul, respectivamente. Son solubles en solventes
alcoholicos u otros solventes organicos, por lo que, se deben usar en medio de montaje acuoso
(49).

d) Fucsina nueva: También da un producto final color rojo, pero a diferencia del Fast
red o Fast blue, el color producido por la Fucsina nueva es insoluble en alcohol y otros
solventes organicos, permitiendo deshidratar el espécimen antes de ser montado con
cubreobjetos, obteniendo una mayor intensidad en su coloracion en comparacion a Fast red y
blue (57).

2.7 Contracolor y montaje

Posterior al procedimiento de revelado con el cromogeno, se contrasta con
Hematoxilina preferentemente de Mayer, la cual es muy selectiva para colorear la cromatina
nuclear y por tratarse de una tincion progresiva, no requiere diferenciacion posterior, lo que la hace
muy apropiada para el uso en IHQ, ya que el grado de acidificacion provocado sobre el tejido es

mucho menor (47).

Posterior al contraste se procede con el procedimiento estandar de deshidratar el corte,

aclararlo y finalmente montarlo como una muestra de rutina.

Causas de falla de la técnica IHQ en la fase analitica:

De acuerdo al estudio publicado por NordiQC luego de la evaluacion de mas de
300.000 casos durante el periodo 2003-2015 con participacion de méas de 700 laboratorios de 80

paises del mundo las causas mas frecuenten de falla en la fase analitica fueron (57):
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TABLA 2. Causas més frecuentes de errores en la fase analitica (NordiQC) (57).

CAUSA %

1.- Eleccion inadecuada del ac: 17%
e Ac poco sensible o especifico
e Ac poco robusto
e Ac listo para usar pobremente calibrado

e Ac dependiente de la plataforma

2.- Dilucién inadecuada del ac primario 20%
3.- Insuficiente o0 errénea recuperacion antigénica 27%
4.- Sistemas de deteccidn poco sensibles o propensos a errores 19%
5.- Otras: 17%

e Alteracion morfolégica secundaria a excesiva temperatura o
tiempo de la recuperacion antigénica o digestion enzimatica

e Sacado del tejido

e Protocolos dependientes de la plataforma

e EXxcesivo contracolor

3 Fase postanalitica

3.1 Disefio de controles

Antes de proceder a valorar los resultados de la técnica IHQ hay que confirmar la
especificidad de la reaccion, por lo que es imprescindible reconocer los problemas que pueden

plantearse y establecer los controles adecuados para detectarlos (49):
1.  Falsos negativos

Constituyen los problemas mas dificiles de detectar, pero generalmente una vez
localizados suelen ser los mas féciles de subsanar. Pueden ser debidos a factores previos a la
técnica IHQ (preanaliticos), inherentes a la misma (analiticos) o posteriores a ella (postanaliticos)
(49). En el procesamiento de la técnica IHQ, se pueden distinguir los siguientes errores

dependiendo de la fase implicada, cabe destacar que no son estrictamente inherentes a la técnica
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como tal, ya que algunos estan relacionados al procesamiento de las muestras (como se detallé en

el apartado “Error en anatomia patologica”).

Como indico Garcia-Caballero et al. (49) los errores asociados al procesamiento de la

muestra que inciden posteriormente en el resultado de la técnica IHQ, son:
Fase preanalitica:

- Tiempo trascurrido desde la extraccion de la muestra hasta su fijacion.
- Fijacion excesiva.
- Eliminacién incompleta de la parafina por desparafinado que provoca la aparicion de areas

negativas irregulares y problemas de fondo.
Y los errores que son exclusivos de la ejecucion de la técnica IHQ son (49):
Fase analitica:

- Recuperacion antigénica inadecuada.

- Dilucién excesiva del ac primario u otro de los reactivos empleados.

- Tiempos de incubacion insuficientes.

- Omision involuntaria de alguna de las etapas u orden inadecuado de las mismas.

- Mal estado de alguno de los reactivos.
Fase postanalitica:

- Deshidratacion y montaje en medio permanente tras el empleo de cromdgenos solubles en
alcohol.

- Contratincion excesiva que podria llegar a enmascarar una inmunotincion en caso de ser
esta muy débil.

- Interpretacion erronea.

1. Falsos positivos

Representan los problemas mas graves que pueden ocurrir, pues conduciran a
conclusiones erroneas. Los mas importantes son inherentes al ac primario, pero pueden originarse

en otras etapas del proceso (49).
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Anticuerpo primario

La seleccion del ac primario y las condiciones analiticas aplicadas tienen un impacto
significativo con respecto a la sensibilidad y especificidad del diagnéstico inmunohistoquimico y
por lo tanto, en el manejo de los pacientes (49). Por ende, se deben utilizar ac de buena calidad,
donde el ideal es que sea altamente sensible y especifico, reproducible y robusto (no influenciado

por factores preanaliticos) (57).

Para escoger el ac, es recomendable realizar un analisis exhaustivo, de cada uno de los
clones disponibles para el ac en cuestion, donde se deberd evaluar; sensibilidad, especificidad,
utilidad para el prop6sito, dependencia de la composicion quimica de los reactivos, de la secuencia
de aplicacién de los mismos y de la plataforma de tincién inmunohistoquimica utilizada por el
laboratorio (57).

Es importante considerar que la sensibilidad de un mismo clon puede variar segun el
fabricante, por lo que, cada decision incidira de forma significativa en el resultado final (57).
Muchos ac, como por ejemplo el cdctel de ac monoclonales de raton AE1/AE3 contra
“pancitoqueratina”y el ac policlonal de conejo contra “S100”, llevan afios o décadas en el mercado
y todavia proporcionan excelentes resultados de tincion, mientras que otros ac deben ser
reemplazados cuando se dispone un ac nuevo y mejorado debido a su baja sensibilidad y/o
especificidad (57).

3.2 Controles positivos

Los controles positivos confirman que la técnica IHQ se desarrolld sin problemas,
ademas sirven como control de una adecuada incubacion de las diferentes etapas de la técnica y

del buen estado de los reactivos (49).
Controles positivos externos

Los controles positivos externos consisten en secciones que presentan el ag no
investigado en buen estado de preservacion y que se tifien conjuntamente con las secciones en
estudio, lo ideal es el empleo de secciones procedentes del mismo laboratorio (in house control),

que aseguren que la fijacion y el procesamiento fueron los mismos que en la muestra en estudio
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(49). Se seleccionaran como controles externos muestras que no presenten una inmunoreactividad

muy intensa, de forma que puedan detectarse cambios ligeros en la sensibilidad de la técnica (49).
3.3 Controles negativos

Los controles negativos aseguran la especificidad de la inmunotincién y tienen dos
acepciones; la bioldgica, que es opuesta al concepto de control positivo antes comentado, la que
hace referencia a secciones (control negativo externo) o componentes de una seccion (control
negativo interno) que carecen del ag en estudio (49). La segunda acepcion esta relacionada con la
técnica, puesto que, para poder afirmar que una reaccion inmunohistoquimica es especifica, hay
que demostrar ausencia de inmunotincion al omitir alguna de las etapas esenciales de la técnica
(49).

3.4 Interpretacion

La interpretacion de los resultados requiere no solo gran experiencia en la técnica, sino
también un conocimiento en profundidad del patron de tincion de cada ac, de las diferentes células
(normales y patoldgicas) que este puede marcar, de su especificidad y de la influencia de la fijacion

y la recuperacion antigénica sobre el epitopo (49).
3.5 Indicadores criticos de coloracion

Recientemente un Comité Internacional Especial de Expertos Ad Hoc ha desarrollado
el concepto de iCAPCs (Inmunohistochemistry Critical Assay Perfomance Controls). Los iCAPCs
son en esencia los tejidos que se usan de control positivo, que han sido bien caracterizados de
acuerdo con los criterios acordados y que demuestran niveles predecibles y patrones de expresion

y localizacion celular para proteinas especificas en condiciones definidas.

Se ha propuesto que iCAPCs sea el componente clave de seleccion de controles para
el desarrollo de controles destinados al monitoreo diario de tejidos (57). Algunos ejemplos de lo

anteriormente expuesto lo podemos observar en la siguiente tabla:
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TABLA 3. Controles tisulares de alta, baja y no expresion (NordiQC) (57).

Antigeno Alto expresion | Baja expresion No expresion
Pan-CK Apendice Higado Amigdala
CK-bajo peso Apendice Higado Amigdala
CK-alto peso Amigdala Pancreas Higado
CK7 Higado Pancreas Amigdala
CK20 Apendice Apendice Amigdala
CD3 Amigdala Apéndice Amigdala
CD20 Amigdala Apeéndice Apéndice
CD31 Amigdala Higado Apéndice
Desmina Apéndice Amigdala Apéndice
Asma Apéndice Higado Apéndice
Sinaptofisina Apeéndice Apeéndice Amigdala
Cromograninaa | Apéendice Apéndice Amigdala
TTF1 Tiroides Pulmon Amigdala
CDX2 Apeéndice Pancreas Amigdala
S100 Apéndice Amigdala Apéndice
Kl67 Amigdala Amigdala Amigdala

Cabe destacar que la calibracién de la técnica IHQ, permite evaluar la robustez y el
impacto de las condiciones preanaliticas e identificar el mejor protocolo para cada ac (clon, titulo,

condiciones de recuperacion ag, etc.) (57).

Cada vez que se incorpora un nuevo ac o se realiza un cambio de clon de un ac ya
conocido se debe optimizar el protocolo de manera de obtener la sefial mas alta con el menor fondo
(57).

El proceso de calibracion u optimizacion debe realizarse en tejido procesado de la
misma manera que el material diagndstico, siendo los factores de procesamiento a incluir; fijador
(es) utilizado, rango de tiempo en la fijacion, métodos de descalcificacion (si es relevante) y las

condiciones de deshidratacion usadas en el laboratorio (57).
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Dado que, de rutina, el material puede experimentar una enorme gama de tiempos de
fijacion es esencial que tejidos fijados en diferentes tiempos estén incluidos en el proceso de

optimizacion de la técnica, con el fin de evaluar el impacto del tiempo de fijacion (57).

Para el proceso de optimizacion de la técnica, es muy valioso realizar las pruebas en
microarrays de tejidos (TMA) compuestos de punch de diferentes tejidos normales, el uso del
TMA permitira evaluar la robustez (influencia de la fijacion) e identificar el protocolo que

proporciona el mejor resultado técnico para el ac en cuestion (57).
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ANEXO 4. PROTOCOLO DE CONSTRUCCION DE CURVAS DE CALIDAD

1.1. Preparacion de los tejidos para isquemia fria

1.2.

1.1.1.
1.1.2.

1.1.3.
1.14.
1.15.
1.1.6.
1.1.7.

1.18.
1.1.9.

Extraer 6 trozos de 5 x 5 mm de tejido mamario fresco.

Retrasar la fijacion de cada muestra durante los tiempos aqui indicados: 0 horas*,
2 horas, 3 horas, 7 horas, 24 horas y 28 horas. Mantener las muestras en agua
destilada, a temperatura ambiente.

*Fijacion en formalina al 10% inmediata.

Fijar en formalina al 10% por 8 horas.

Paso por OH 70° por 12 horas aproximadamente.

Dos pasos por OH 95° de 30 min cada uno.

Tres pasos por OH 100° de 30 min cada uno.

Diafanizacién 3 pasos por xilol (agregar especificaciones de proporciones del xilol)
por 1 hora cada uno.

Impregnacion en 3 parafinas 1 hora cada una.

Incluir las muestras.

Preparacion de los tejidos en distintos tiempos de fijacion

1.2.1.
1.2.2.

1.2.3.
1.2.4.
1.2.5.
1.2.6.
1.2.7.
1.2.8.

Extraer 6 trozos de 5 x 5 mm de tejido mamario fresco.

Fijar en formalina al 10% cada uno de acuerdo con los siguientes tiempos: 1 hora,
8 horas, 24 horas, 72 horas, 120 horas y 168 horas.

Paso por OH 70° por 12 horas aproximadamente.

Dos pasos por OH 95° por 30 min cada uno.

Tres pasos por OH 100° por 30 min cada uno.

Diafanizacién: tres pasos por xilol (Io mismo que arriba) por 1 hora cada uno.
Impregnacion: tres parafinas durante 1 hora cada una.

Incluir las muestras.
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ANEXO 5. PROTOCOLO DE CONSTRUCCION DE TISSUE MICROARRAYS

1.1. Seleccién de muestras para TMA

1.1.1. Recolectar tacos de parafina, con su respectiva lamina tefiida con H-E.

1.1.2. Seleccionar un area representativa de la muestra de interés (seleccion realizada por
un patologo).

1.1.3. Realizar punch de 1,5mm en la zona seleccionada e insertarlo en la matriz.

Y.
§_4m

§§

1.1.4. Registrar el nuero de caso y su posicion.
1.1.5. Incluir, marcar en el taco la direccion del molde

Al construir el TMA es importante realizar un registro de las posiciones de cada

muestra contenida en él.
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ANEXO 6. PROTOCOLO DE TINCION INMUNOHISTOQUIMICA PARA CK Y VIM

6.1. Obtencidn de cortes histoldgicos

6.1.1. Realizar cortes de 4 um a los moldes de tissue array
6.1.2. Secar los cortes durante 1 dia

6.2. Inmunohistoquimica

6.2.1. Desparafinar y recuperar antigenos con pt link Dako a 43°C durante 1hry 30 min.

6.2.2. Lavar en wash buffer diluido al 5% en agua destilada

6.2.3. Realizar bloqueo enzimatico con 60 ul de blogueador por 10 minutos

6.2.4. Lavar en wash buffer

6.2.5. Aplicar 60 pl de anticuerpo primario CK y VIM a cada corte por 20 minutos en
camara himeda

6.2.6. Lavar con wash buffer

6.2.7. Aplicar anticuerpo secundario durante 20 minutos

6.2.8. Lavar con wash buffer

6.2.9. Aplicar 2ml de cromégeno DAB, cubriendo toda la muestra, durante 5 minutos

6.2.10. Lavar con wash buffer y agua destilada

6.2.11. Realizar tincion de contraste con hematoxilina de Harris por 30-45 segundos

6.2.12. Deshidratar y montar.
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ANEXO 7: IMAGEN DIGITAL
7.1 Definicién de imagen digital

El uso de la microscopia como herramienta de observacion ha permitido ampliar los
horizontes de la medicina y la investigacion de manera considerable, de la mano de la experiencia
adquirida de los profesionales microscopistas mediante la observacién continua de un amplio de
un namero de eventos. Sin embargo, a medida que la investigacion se torna mas especializada y la
medicina de precision, construida sobre los procedimientos de calidad certificada, se instaura como
nuevo objetivo del sistema de salud en el mundo, es de suma importancia disminuir en la mayor
proporcion posible la incertidumbre asociada al proceso de observacion y conclusién en base a la
evidencia. La evidencia empirica es el factor clave en el diagnostico, seguimiento y tratamiento de
los pacientes y el deber del profesional de salud asociado es comprometerse con brindar la mejor
calidad de servicio bajo las condiciones actuales, teniendo como méaxima el acercarse lo mas

posible a la realidad, dando la menor cabida a la interpretacion (77).

Para cumplir con este objetivo, como profesional investigador y de la salud, el
tecndlogo médico aporta al proceso cientifico desde dos aristas que constituyen los pilares
fundamentales de la medicina de precision: innovacion tecnoldgica e integracion basico-clinica.
De esta manera, el uso de las herramientas mas eficientes de la ciencia basica en pro de la mejora
continua y sustentable del diagndstico y seguimiento clinica es fundamental, y para el caso del
diagndstico en patologia, las habilidades digitales en disefio experimental y andlisis de imagenes
microscopicas con sus datos asociados son una de las formas mas directas de intervencion junto a
la implementacion de la biologia molecular, los procesos de automatizacion de bajo costo y los
protocolos formales de acreditacion bajo las normas 1SO (de calidad y gestion de calidad) actuales
en los que se incluye el concepto de interoperatividad. La patologia y la microscopia en salud por
definicion caminan de la mano, y para el cientifico del siglo XXI microscopia es sin6nimo de

exactitud analitica (77).

Actualmente con los procesos de digitalizacion, la fotografia, el cine, la television, el
disefio grafico e incluso el disefio industrial produce miles de imagenes digitales, que son
almacenadas en algun soporte fisico, enviadas por un medio de transmisidon electrénico,

presentadas en una pantalla o impresas en papel en algln dispositivo. Esto también ha alcanzado
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el area de la microscopia, en donde, es posible capturar imagenes de lo que se esta observando

para luego poder observarlas con mayor detalle y sin complicaciones en una pantalla (78).

Lo primero que debemos conocer es, si se esta trabajando con una imagen vectorial o
imagen bitmap. Cada uno de estos tipos de imagen se producen y editan con programas diferentes
y tienen aplicaciones distintas. Conviene comprender en qué se diferencian y cuéles son las

ventajas e inconvenientes de cada una (78).

7.1.1 Imagenes vectoriales

Las imégenes vectoriales estan compuestas por entidades geométricas simples:
segmentos y poligonos basicamente. Cada una de estas entidades esta definida mateméaticamente
por un grupo de parametros (coordenadas iniciales y final, grosor y color del entorno, color del
relleno, etc.). Por compleja que pueda parecer una imagen, puede reducirse a una coleccion de
entidades geométricas simples. Al estar compuestas por entidades geométricas simples, las
imagenes vectoriales se pueden cambiar de escala, para amplificarlas o reducirlas, sin que la

imagen pierda calidad (78).

7.1.2 Imagenes bitmap

Las imagenes de mapa bits estan construidas mediante una gran cantidad de pixel.
Cada uno de estos pixeles esta lleno de un color uniforme, pero la sensacién obtenida es el
resultado de integrar visualmente en la retina, las variaciones de color y luminosidad entre pixeles
vecinos. Las imagenes de mapa bits, también llamadas bitmap, son la alternativa ideal para
reproducir objetos sutilmente iluminados y escenas con gran variacién tonal. Las iméagenes bitmap

no permiten el cambio de escala (78).
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7.2 Propiedades de una imagen digital

7.2.1 Resolucién de una imagen

La resolucidn de una imagen es la cantidad de pixeles que la componen. Suele medirse
en pixeles por pulgada (ppi) o pixeles por centimetro (pcm). Cuanto mayor es la resolucion de una
imagen, mas calidad tendra su presentacion, pero desgraciadamente, mas espacio ocupara en el

disco el archivo grafico que la contiene (78).

7.2.2 Dimensiones de la imagen

Las dimensiones de una imagen se expresan como es habitual en centimetros (cm) o
milimetros (mm). Por ejemplo, una imagen de 10 x 15 cm medira 10 cm de ancho y 15 cm de alto.
Sin embargo, a veces, los programas expresan el tamafio de una imagen en pixeles. Para calcular
el tamafo de una imagen en pixeles basta con multiplicar las dimensiones lineales, en centimetros,

por ejemplo, por la resolucién en pixeles por centimetro (78).

7.2.3 Profundidad de color

Cada uno de los pixeles de una imagen bitmap esta coloreado con un color homogeéneo.
El archivo que contiene los datos de la imagen debe contener la informacion del color de cada uno
de los pixeles. Profundidad de color es el nimero de bits utilizados para describir el color de cada
pixel de la imagen. Es obvio que, cuanto mayor sea la profundidad de color de una imagen, mas
colores tendra la paleta disponible y, por tanto, la representacion de la realidad podra hacerse con

mas matices, con colores mas sutiles (78).

7.2.4 El modo de color

El ojo humano percibe los colores segun la longitud de onda de la luz que le llega. La
luz blanca contiene todo el espectro de color, mientras que la ausencia de luz es percibida por
nuestro ojo como el color negro. Los programas de edicion de imagenes utilizan varios modos de

color para definir y clasificar todos los colores posibles, la mayoria de los programas utilizan uno
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de estos tres modos de color: HSB (tono, saturacion y brillo), RGB (rojo, verde y azul) y CMYK

(cyan, magenta, amarillo y negro) (78).

7.2.5 Lasaturacion

La saturacion es la propiedad que describe la viveza del color. Un color muy saturado
es un color con una tonalidad intensa y pura. Por el contrario, un color poco saturado, es el que
tiene una tonalidad apagada. La saturacion de un color se expresa en porcentaje y oscila entre
100%, que corresponde a los colores puros, saturados al méximo y el 0% que corresponde a los

colores apagados en los que ya no se distingue la tonalidad (78).

7.2.6 Laluminosidad

La luminosidad describe la cantidad de luz reflejada. Se trata, por tanto, de una
magnitud relativa, que se expresa también en forma de porcentaje, desde el 100% (luminosidad
total), hasta el 0% (oscuridad total) (78).



