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Resumen Las determinaciones inmunohistoquimicas y moleculares en las muestras tisulares
son métodos utilizados para establecer factores pronosticos y predictivos en el cancer de mama.
Para que estas técnicas sean lo mas eficaces posible se requiere de un correcto manejo de
los especimenes, lo que incluye controles preanaliticos como el del tiempo de isquemia, una
correcta fijacion, tallado e inclusion en parafina, asi como la adecuada seleccion de la repre-
sentacion del tumor que se sometera a estudio. La precision en todos estos pasos repercutira
en un resultado optimo de la técnica inmunohistoquimica o molecular aplicada.

© 2015 SESPM. Publicado por Elsevier Espafa, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Management of samples for immunohistochemical, molecular and genetic tests in
breast cancer

Abstract Molecular and immunohistochemical analysis of tissue samples are useful tools to
establish prognostic and predictive factors in breast cancer. The efficiency of these techniques
is based on a correct management of surgical specimens which includes pre-analytic controls
such time of ischemia, appropriate fixation, gross manipulation and paraffin embedding. It is
also important the right selection of tumor representation for study submission. The accuracy
of all these steps will affect in the optimal result of the immunohistochemical and molecular
test applied.
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El Servicio de Anatomia Patolégica es el encargado de
recibir las muestras tisulares para su procesado y estudio
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microscopico a fin de emitir un diagnostico. Ademas, actual-
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serie de biomarcadores que representan factores pronos-
ticos y predictivos que contribuiran al manejo terapéutico
de las pacientes con cancer de mama. Asi, el tejido ha de
someterse a pruebas inmunohistoquimicas, determinaciones
moleculares y test genéticos. También pueden almacenarse
muestras tumorales en biobancos o el material estudiado
remitirse a otros laboratorios para contrastar opiniones.
Es por ello que las muestras tisulares deben procesarse
siguiendo unos estandares optimos para que todos estos
procesos sean posibles y se desarrollen en las mejores
condiciones con el objetivo de preservar los hallazgos morfo-
logicos y las caracteristicas biologicas. Para la preservacion
tisular es necesaria la utilizacion de un fijador adecuado,
para la preservacion de la antigenicidad se requiere que
el tiempo de fijacion sea el optimo, y para preservar el
material genético es imprescindible el control del tiempo
de isquemia.
Los biomarcadores a estudiar son':

- Proteinas: es el biomarcador mas utilizado, pues puede
determinarse mediante inmunohistoquimica. No obs-
tante, su examen se ve alterado por al menos 67 variables
preanaliticas’. Su determinacion puede llevarse a cabo en
material parafinado.

- ADN: es relativamente resistente al manejo rutinario de
las muestras; no obstante, su determinacion se ve influida
por la accion del formol.

- ARNm: es la molécula mas labil y es la que utilizan muchas
firmas genéticas. Su determinacion se ve influida por el
tiempo de isquemia caliente e isquemia fria.

Existen varias marcas comerciales que ofrecen test gené-
ticos, ya sean con caracter clasificador (clasifican el tumor
mamario en un subtipo molecular) o pronédstico/predictivo
(ofrecen informacion acorde del comportamiento del tumor:
riesgo de recidiva, de metastasis, etc., y la respuesta a
tratamientos especificos), que utilizan técnicas distintas y
determinan un nUmero variable de genes. Estas técnicas
estan validadas para tejido en fresco y/o tejido parafinado
(tabla 1)3-.

Tiempo de isquemia

Para una correcta preservacion del ARNm, o en caso de que
se requiera una toma de muestra para banco de tumores,
estudios genéticos, etc., es necesario que las piezas quirur-
gicas se remitan al Servicio de Anatomia Patologica integras
(sin seccionar) y lo mas rapidamente posible después de la
exéresis.

El tiempo de isquemia hace referencia al periodo que
transcurre entre la interrupcion del flujo sanguineo y el
inicio de la fijacion. El tiempo que transcurre entre la
interrupcion del flujo sanguineo y la exéresis es el tiempo
de isquemia caliente’. Y el que transcurre entre la exé-
resis y el inicio de la fijacion del tejido es el tiempo de
isquemia fria’. Un tiempo de isquemia prolongado conlleva
una acidosis tisular, una degradacion enzimatica y la pérdida
de inmunorreaccion. Es dificil influir en el tiempo de isque-
mia caliente, pero si es posible controlar el tiempo de
isquemia fria, que se recomienda que sea lo mas corto posi-
ble (inferior a una hora), por lo que es critico facilitar que

la muestra, una vez extraida, llegue al Servicio de Anato-
mia Patoldgica para que se realice este proceso de forma
adecuada'’:®.

Excepcionalmente se ha visto que la determinacion de
HER2 mediante inmunohistoquimica no se ve influida hasta
un tiempo de isquemia fria de 3 h, pero los resultados se ven
afectados si este periodo se supera’.

Procesado del espécimen en fresco

El procesado del espécimen debe llevarse a cabo en el
laboratorio por parte de personal especializado. Es impres-
cindible que la pieza llegue de quiréfano convenientemente
senalizada (con hilos de sutura, grapas, tinta, etc.) para
conocer su orientacion. Asi mismo, si se recibe mas de una
pieza es necesario conocer la relacion espacial entre ellas.
Todo ello se hara siguiendo unas condiciones de aislamiento
del tejido y limpieza de forma que se eviten contaminacio-
nes con otros especimenes procesados previamente. Esto es
de primordial importancia en aquellas muestras que deban
someterse a analisis de ARN, base de muchos de los test
genéticos. En caso de la recogida de material para biobanco
y estudios moleculares en fresco se utilizara material dese-
chable y estéril. Hay que tener en cuenta, no obstante, que
la toma de muestras para investigacion nunca debe compro-
meter el diagnéstico ni el estudio de factores pronosticos y
predictivos.

Si es necesario se llevara a cabo un examen radiologico,
ya sea para la determinacion de microcalcificaciones, o para
establecer la presencia de la lesion principal y su localiza-
cion en la pieza, otras lesiones secundarias y la situacion de
los bordes.

Fijacion

El proceso de fijacion incluye una serie de reacciones quimi-
cas que dan lugar a unos entrecruzamientos entre proteinas
y acidos nucleicos de forma que se detiene el proceso de
degradacion tisular una vez se ha interrumpido el suminis-
tro sanguineo a las células. El medio de fijacion estandar es
el formol a una concentracion del 10% y tamponado con fos-
fato a pH neutro®'%-'¢ | que contiene un 4% de formaldehido.
Su accion forma en el tejido unos puentes hidroximetilos en
las cadenas laterales de las proteinas que enmascaran los
enlaces con antigenos, alterando su estructura tridimensio-
nal. Puede penetrar en las proteinas nucleares y los acidos
nucleicos, estabilizando la cubierta acido-proteica y modifi-
cando los nucleotidos a través de reacciones con los grupos
aminos libres'?.

El volumen de fijador utilizado debe ser al menos 10 veces
el volumen del tejido a fijar. En especimenes grandes puede
utilizarse un papel o una esponja para cubrirlo y facilitar
su penetracion®’. Se recomienda que esté a temperatura
ambiente. Es importante sefialar que el frio enlentece el
efecto del formol y retrasa la fijacion, por lo que si el espé-
cimen esta en formol, no es recomendable guardarlo en la
nevera. La profundidad de penetracion viene dada por la ley
de Medawar, que establece que la difusion de los fijadores
en el tejido es proporcional a la raiz cuadrada del tiempo: d
(mm) =K,/ t (min) (K es el coeficiente de difusion, que para
el formaldehido a temperatura ambiente es de 0,78)'.



Tabla 1 Caracteristicas de las distintas firmas genéticas comercializadas
Test Marca Compania Aprobacion  Tipo Categoria Técnica Diana Tejido Informacion
PAM50® Prosigna® NanoString UE y FDA Molecular  Clasificador. qRT-PCR 50 genes Formol/parafina Subtipo intrinseco,
Prondstico nCounter y5 score de riesgo de
controles recidiva (continuo)
ER, PR, HER2, MammaTyper® BioNTech FDA Molecular  Clasificador. qRT-PCR 4 genes Formol/parafina Subtipo intrinseco
Ki67 AG Pronostico
Firma de MammaPrint® Agendia UE y FDA Molecular  Pronostico. Microarray 70 genes Formol/parafina. Categoria de riesgo
70 genes Predictivo Fresco/congelado (bajo/alto)
Firma de Oncotype Dx® Genomic UE Molecular Pronoéstico. qRT-PCR 16 genes Formol/parafina Score de riesgo
21 genes Health Predictivo y5 y categoria
controles (bajo/moderado/alto)
Analisis de EndoPredict® Sividon UE Molecular Pronoéstico. qRT-PCR 8 genes Formol/parafina Score de riesgo y
11 genes Predictivo y3 categoria (bajo/alto)
controles
ER, PR, HER2, IHC4 ND ND Proteina Prondstico. IHQ/FISH- 4 marca- Formol/parafina Score de riesgo y
Ki67 Predictivo CISH dores categoria (bajo/alto)
p53, NDRG1, Mammostrat® Clarient ND Proteina Pronoéstico. IHQ 5 marca- Formol/parafina Categoria de riesgo
CEACAMS, Insight DX Predictivo dores (bajo/moderado/alto)
SLC7A5,
HTF9C
Chip DX Breast PRS® Signal ND Molecular Pronoéstico. Microarray 200 genes Formol/parafina ND
Genetics Predictivo
ChipDX
uPA/PAI-1 Femtelle® Sekisui FDA Proteina Pronoéstico. ELISA uPA/PAI-1 Fresco/congelado Score de riesgo de
Predictivo recidiva (continuo)
indice Grado MapQuant Dx® Ipsogen UE Molecular Prondstico. Microarray 97 genes Formol/parafina. Categoria de riesgo
Gendmico Predictivo Fresco/congelado (bajo/alto)
Analisis de Firma de Veridex ND Molecular  Pronostico. Microarray 76 genes Fresco/congelado Score de riesgo y
76 genes Rotterdam Predictivo categoria (bajo/alto)

CISH: hibridacion in situ fluorescente; ELISA: ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas; FDA: Food and Drug Administration; FISH: hibridacion in situ fluorescente; IHQ:
inmunohistoquimica; ND: no determinado; qRT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa cuantitativa; UE: Union Europea; uPA/PAI-1: activador de plasminogeno-

uroquinasa/inhibidor del activador del plasmindgeno-1.

Fuente: Prat et al.3, Sinn et al.#, Chang et al.” y Harbeck et al.°.
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El tiempo Optimo de fijacion estd establecido entre las
6 y las 48 h>>12°5, Un tiempo de fijacidn corto puede dar
lugar a una fijacion alcoholica por coagulacion durante el
proceso de deshidratacion que se lleva a cabo en la inclu-
sion en parafina y que afecta a la determinacion de antigenos
como el HER2. Un tiempo de fijacion largo incrementa el
enmascaramiento antigénico y requerira de la utilizacion
de técnicas de recuperacion antigénica en las técnicas de
inmunohistoquimica®'".

Se recomienda que para una pieza quirurgica se empleen
entre 24 y 48 h de fijacion, para una biopsia por puncion
mas de 6h, y, en general, se recomienda que el tiempo de
fijacion no supere las 72 h'>™4,

Con un tiempo de fijacion en formol de entre 24 hy 3 dias
no hay diferencias en la determinacion inmunohistoquimica
de receptores hormonales; no obstante, cuando este tiempo
supera los 8 dias la expresion de estos receptores disminuye,
y esta disminucion es significativa a partir de los 16 dias de
fijacion'?.

La fijacion en formol es el método idoneo para preservar
los detalles morfoldgicos, ofrece un buen resultado para la
determinacion de pruebas inmunohistoquimicas y de hibri-
dacion in situ y conserva los acidos nucleicos. Es también
el reactivo para el que estan optimizados practicamente
todos los kits comerciales utilizados en inmunohistoquimica,
técnicas moleculares y muchos test genéticos'".

No es recomendable la utilizacion de agentes decalcifi-
cantes (EDTA, acido nitrico, etc.), fijadores alcohdlicos (Z5,
Pen-Fix®, etc.), fijadores mercuriales (Zenker, B3, B5, etc.),
solucion de Bouin, o métodos de fijacion rapida (microondas,
etc.) por sus efectos en la antigenicidad del tejido” #1617,

Tallado

En primer lugar, se efectuara una descripcion macrosco-
pica de la pieza indicando las caracteristicas de la lesion
(tamaio, presencia de necrosis, etc.), y se procedera a
sefnalar los margenes quirdrgicos mediante tinta china, espe-
cificandose la distancia macroscopica entre estos y la lesion.

A continuacién se efectuara el tallado del espécimen
obteniéndose muestras representativas del tumor. Si el
espécimen mide 3cm o menos se aconseja incluirlo en su
totalidad. Si es mayor, se incluira toda la lesion macrosco-
pica en cortes consecutivos o 3 bloques tisulares para un
tumor de 2 cm y un bloque por cada centimetro adicional’-'°,
lo que hara que se disponga de material suficiente para futu-
ros test.

Inclusion en parafina

Para incluir en el bloque de parafina se utilizara un bloque
tisular de entre 1 y 1,5cm de lado y 0,2cm de espesor'.
La parafina debe ser pura y estar a una temperatura apro-
ximada de entre 55 y 58°C%. Una vez efectuado el bloque
este debe conservarse a temperatura ambiente (entre 20y
25 oc)1,14.

Seleccion del bloque para analisis

Para llevar a cabo estudios inmunohistoquimicos, molecu-
lares, y sobre todo los test genéticos, el bloque tisular a
seleccionar debe reunir las siguientes condiciones®'"81%:

- Estar representado el componente infiltrante del tumor
(mas de un 30% de las células a estudiar han de ser tumo-
rales).

- Estar representado el foco tumoral «mas agresivo».

- Evitar el componente in situ en el cancer de mama.

- Estar representada la periferia de la lesion con presencia
de tejido no neoplasico.

- No utilizar el material en el que se hayan efectuado los
cortes por congelacion para el estudio intraoperatorio.

- Presentar la menor cantidad posible de inflamacién,
necrosis, tejido adiposo, estroma, hemorragia, etc., que
contaminan el analisis.

Si es necesario, para evitar la presencia de elemen-
tos contaminantes, como son el componente in situ,
hemorragia, necrosis, etc., pueden utilizarse técnicas de
microdiseccion sobre la seccion histologica sin tefir para
recuperar el material tisular idoneo para estudiar.

Condiciones particulares las constituyen las lesiones bila-
terales, multifocales o multicéntricas, o los tumores con
distintos patrones morfoldgicos en funcion del area estu-
diada.

Para las lesiones bilaterales, multicéntricas o multifo-
cales se recomienda efectuar los analisis en cada uno de
los tumores. La heterogeneidad dentro de un mismo tumor
existe, pero parece ser que es a nivel de la expresion de
genes individuales y con una baja influencia en las deter-
minaciones basadas en microarrays en la prediccion del
comportamiento o evolucion clinica; en cualquier caso,
siempre es aconsejable seleccionar la parte mas agresiva?®.

En definitiva, no hay que olvidar que el mejor escenario
para la paciente es ser candidata a un tratamiento especi-
fico, por lo que es recomendable encontrar la expresion del
marcador antes de negarle la terapia'’.

Debido a estas condiciones requeridas, es totalmente
imprescindible que sea el patoélogo el que lleve a cabo la
seleccion del material adecuado para la realizacion de estu-
dios especificos.

Recomendaciones
Material fijado:

- Fijar el tejido antes de una hora después de la extraccion.

- Utilizar formol al 10% tamponado.

- Respetar un tiempo de fijacion entre 6 y 48 h a tempera-
tura ambiente.

- Representacion en el bloque tisular de mas de un 30% de
componente infiltrante y evitar que haya necrosis, grasa,
estroma, hemorragia, inflamacion, etc.

- Si hay mas de una lesion han de estudiarse todas, aun-
que puede efectuarse un analisis progresivo lesion a lesion
hasta encontrar la positividad del marcador o un resultado
pronostico con trascendencia clinica.

Material en fresco:

- Procesar el tejido antes de una hora después de la extrac-
cion.

- Utilizar entre 3 y 5mm cubicos de pieza tumoral en un
tubo con sustancia conservante de ARNm.
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- Si es necesario puede conservarse el tubo a 4°C durante
12h, 0 a —20°C hasta 30 dias hasta su procesado, o a
—80°C de forma definitiva en un biobanco.

El informe anatomopatologico debe integrar:

- Parametros morfoldgicos clasicos’-'°: tamanfo, tipo histo-
logico, grado histoldgico, invasion linfovascular, afecta-
cion de los margenes, etc.

- Factores pronodsticos y
micos7,8,13,14,17,21:

o Receptores hormonales (estrogenos y progesterona):
porcentaje de células con positividad nuclear e intensi-
dad media de la tincion.

o Ki67: en porcentaje de nlcleos que lo expresan.

o HER2: negativo (0 o 1+), equivoco (2+), positivo (3+).

- Hibridacion in situ (FISH/SISH/CISH)">?', En test con
una sola sonda: media del numero de sehales de
HER2/numero de células. En test con sonda dual: media
del nimero de senales de HER2/media del niumero de
senales CEP17.

- Perfil genético?': indicando el nombre del test y las
variables que este ofrece (riesgo alto, moderado o bajo,
indice de recidiva, etc.) y la evaluacion de la concordan-
cia con los otros métodos.

predictivos inmunohistoqui-

Cabe sefalar que tanto los parametros morfolégicos como
los factores inmunohistoquimicos (receptores hormonales,
Ki67 y HER2) son imprescindibles, siendo los demas optativos
en funcion de las caracteristicas de cada caso.

También deben consignarse’'>'42': solucién fijadora,
tiempo de fijacién y clon utilizado en el test inmunohisto-
quimico.

En resumen, el procesado de muestra tisulares para test
inmunohistoquimicos, moleculares o genéticos requiere de
un control de variables preanaliticas, como son el tiempo
de isquemia, el fijador y el tiempo de fijacion, etc., y
la seleccion del bloque adecuado para el analisis. Una
vez efectuado el analisis, los resultados deben correlacio-
narse con los hallazgos histologicos, clinicos y radiologicos
antes de elaborar un informe. Si estos resultados no son
acordes con los datos clinicos se debe reevaluar la histo-
logia y la informacion clinica, los resultados y la técnica
utilizada para el test, los efectos de las variables prea-
naliticas y considerar un retest en material adicional. En
cualquier caso, es imprescindible seguir unos protocolos
basados en guias estandarizadas, utilizar métodos anali-
ticos validados y reproducibles, y un trabajo en equipo
que permita discutir los resultados en un comité multi-
disciplinar antes de aplicar una conducta terapéutica a la
paciente.
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