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RESUMEN

Introduccién: En los ultimos afios la inmunohistoquimica (IHQ) se ha convertido en
el método mas usado en la determinacion de la expresion del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (REGF). La falta de control de algunos aspectos técnicos
durante su determinacion en muestras de tejidos fijados en formol e incluidos en
parafina, como por ejemplo, la fijacion tisular y el procesamiento de las muestras, la
elecciéon de un método adecuado de reanimacién antigénica, el empleo de diferentes
anticuerpos anti-REGF y sistemas de deteccion, a llegado a tal punto que la
confiabilidad y reproducibilidad de la deteccién inmunohistoquimica de la
sobreexpresién del REGF esté siendo fuertemente cuestionada.

Objetivo: La estandarizacion de estos procedimientos constituye una de las metas
mas perseguidas actualmente, con el objetivo de continuar empleando la
sobreexpresiéon del REGF por IHQ como criterio de eleccién y predictor de la respuesta
al tratamiento, sin necesidad de recurrir a técnicas mas complejas para su deteccion,
disminuyendo en gran medida a la variabilidad intra e interlaboratorios.

Métodos: Revisidon y determinacién de la pertinencia en el control de la técnica
investigativa y viabilidad de la misma.

Conclusiones: La determinacion de la sobreexpresion del REGF por IHQ continta
siendo el método mas empleado actualmente como predictor de la respuesta a la
terapia contra el receptor. La heterogeneidad de las muestras, la falta de
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estandarizacion de los procedimientos inmunohistoquimicos empleados, la existencia
de numerosos protocolos con un mismo fin, asi como otras fuentes de variabilidad,
han conducido a la obtencion de resultados poco confiables y reproducibles.

Palabras clave: estandarizacion, inmunohistoquimica (IHQ), receptor del factor de
crecimiento epidérmico (REGF).

ABSTRACT

Background: In recent years, immunohistochemistry (IHC) has become the most
widely used method in determining the expression of epidermal growth factor
receptor (EGFR). The lack of control of some technical aspects during their
determination in formaldehyde fixed and paraffin embedded tissue such as tissue
fixation and sample processing, the choice of a suitable antigen retrieval method, the
use of different anti-EGFR antibodies and the detection systems have come to the
point that the reliability and reproducibility of the imunohistochemical analysis of
EGFR overexpression is being seriously questioned.

Objective: The standardization of these procedures is one of most pursued goals at
present, with the aim to continue using EGFR overexpression by IHC as selection
criteria and predictor of treatment response, without resorting to most complex
techniques for its detection, greatly diminishing the intra and inter laboratory
variation.

Methods: A review and determination of the relevance in the control of the
investigative technique and its feasibility was made.

Conclusions: The determination of EGFR overexpression by IHC continues being the
most used method at present as predictor of the response to the therapy against the
receptor. The heterogeneity of the samples, the lack of standardization of the most
used immunohistochemical procedures, the existence of several protocols with the
same goal, as well as other sources of variability have led to obtaining hardly reliable
and reproducible results.

Key words: standardization, immunohistochemistry (IHC), epidermal growth factor
receptor (EGFR).

INTRODUCCION

La inmunohistoquimica (IHQ) es un método de inmunolocalizacién que permite
detectar una gran variedad de antigenos celulares y tisulares, basada en la capacidad
de los anticuerpos de unirse especificamente a sus antigenos correspondientes.!
Actualmente este método permite la identificacidn de numerosas moléculas que
constituyen blancos terapéuticos en el tratamiento del cancer y facilita el estudio de
su localizacién histolégica y su correlacion con los parametros morfoldgicos. Por estos
motivos la IHQ ha permitido a los oncélogos el desarrollo de estrategias terapéuticas
individuales, logrado respuestas clinicas significativas en pacientes portadores de una
gran variedad de tumores malignos.**
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Durante los dltimos afios otro miembro de la familia de receptores erbB, el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (REGF), se convirtié en una de las moléculas
mas atractivas en el disefio de las nuevas terapias antitumorales.>’ Con el
advenimiento de estas terapias dirigidas contra el REGF, los ensayos clinicos han
incrementado el empleo de la IHQ,® con la finalidad de seleccionar a los pacientes que
probablemente responderan a ellas. Sin embargo, la calidad de la determinacion del
REGF mediante técnicas de IHQ se encuentra limitada por varios factores técnicos,
que establecen diferencias en los procedimientos empleados para este fin. Estos
factores son responsables, en gran medida, de los altos niveles de variabilidad intra e
inter-laboratorios reportados.

Uno de los primeros indicios de la falta de estandarizacién de los procedimientos
empleados en la deteccién del REGF por IHQ lo constituy6 las diferencias reportadas
en los niveles de expresion del receptor de un estudio a otro (Ej. carcinomas de
cabeza y cuello, pulmoén y cancer colorrectal).®**

Desde que el EGFR pharmDxTM fue aprobado por la FDA como el kit diagndstico para
la deteccion de la expresion del REGF, con la finalidad de elegir a los pacientes con
cancer colorrectal a la terapia con el cetuximab, este método se convirtié rapidamente
en el estandar internacional en el inmunodiagnéstico del receptor. Sin embargo,
pacientes cuyos tumores resultaron negativos al REGF por IHQ lograron respuestas
clinicas significativas a la terapia con el cetuximab y panitumumab, similares a
aquellos cuyos tumores fueron clasificados como positivos.*®**° Interesantemente, se
ha reportado que ante un caso REGF negativo o débilmente positivo es posible
aumentar los niveles de expresion detectables por IHQ haciendo algunas
modificaciones en el kit de referencia. Aumentar el tiempo de incubacion con el
anticuerpo primario y/o cambiar el método de reanimacion antigénica empleado
(digestion enzimatica con proteinasa K por horno de microondas) logra revertir el
resultado inicial, convirtiendo muestras de tumores REGF negativos en positivos.?°

Por estos motivos resulta imprescindible lograr un procedimiento 6ptimo de
inmunotincién que permita una correcta la identificacién y evaluacion de esta
molécula diana, ya que los resultados actuales estan influyendo negativamente en la
toma de decisiones terapéuticas. En este trabajo se muestra una revision de varios de
los aspectos técnicos que mas influyen en la falta de reproducibilidad actual de la
IHQ, asi como algunas sugerencias para su estandarizacion.

EL REGF COMO BLANCO DE LAS TERAPIAS ANTITUMORALES

El receptor del factor de crecimiento epidérmico es una glicoproteina de membrana de
170 kDa que consiste en un dominio extracelular de unién a ligando, una regién
transmembrana y un dominio intracelular con actividad tirosina quinasa.?! Los dos
ligandos naturales mas importantes del REGF son el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) vy el factor transformante de crecimiento alfa (TGF-). Estos ligandos se unen al
dominio extracelular del REGF causando la auto o transfosforilacion del dominio intra-
citoplasmatico adyacente, provocando ademas la activacion de la actividad tirosina
quinasa intracelular. La fosforilacién inicia sefiales de transduccién que regulan la
division, la proliferacién y la diferenciacién celular.??%3

El REGF se encuentra expresado en la membrana plasmatica de las células epiteliales
normales aproximadamente entre 20 000 y 200 000 moléculas por célula, llegando a
alcanzar en muchos tumores malignos, 2 millones de moléculas de receptor por
célula.?! Entre los tumores que sobreexpresan el REGF se incluyen el carcinoma de
pulmén de células no pequerias, los carcinomas de cabeza y cuello, tumores
colorrectales, adenocarcinomas de la mama y gliomas, entre otros.**%*2’ La
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sobreexpresion de REGF confiere ventajas de crecimiento y alto indice de
metastizacion, baja sobrevida, pobre respuesta a la quimioterapia y a la
hormonoterapia y el desarrollo de resistencia a agentes citotdxicos, lo que
generalmente correlaciona con una rapida progresion de la enfermedad. Aunque la
sobreexpresion del REGF como indicador de mal prondstico adn es
controversial-*314.24.28.29

En la actualidad se han abierto varias estrategias de inhibicion de la cascada de
sefalizacion del REGF, basadas en el conocimiento de su papel y el de sus ligandos en
el crecimiento y desarrollo de diferentes tipos de tumores epiteliales.® Entre ellas se
encuentran el empleo de moléculas inhibidoras de la actividad tirosina quinasa,’ las
vacunas>°y el bloqueo de la unién del ligando al receptor mediante el uso de
anticuerpos monoclonales (AcMs).” Dentro de este grupo las mas experimentadas son
el empleo de los inhibidores de la actividad tirosina quinasa y los AcMs, algunos de los
cuales ya se encuentran registrados para el tratamiento de tumores humanos de
origen epitelial con sobreexpresion del REGF.

LA INMUNOHISTOQUIMICA EN LA DETECCION DEL REGF

En la actualidad se emplean un gran numero de métodos para la detecciéon y
cuantificacion de la expresiéon del REGF en tejidos humanos normales y
tumorales.®*32729:31 De ellos, la determinacion de la expresion del REGF mediante
IHQ constituye probablemente el método mas apropiado para este fin, ya que permite
la observacidn microscépica del tipo celular, niveles de expresion del receptor y su
distribucion. Sin embargo, su estandarizacion se ha encontrado tradicionalmente
limitada, por la existencia de un gran nimero de parametros o factores que
comprenden tres grandes areas o fuentes de variabilidad y que se pueden dividir en:
(1) factores pre-analiticos (fijacion y procesamiento tisular) que constituyen causas
de heterogeneidad de las muestras, (2) factores analiticos (reanimacion antigénica,
anticuerpos anti-REGF, sistemas de deteccidén) que aumentan o disminuyen la
sensibilidad y especificad del procedimiento técnico y (3) factores post-analiticos
(interpretacion y reporte de los resultados) los cuales dependen en gran medida del
grado de experiencia del analista.®?3* La optimizacion y estandarizacion de la IHQ es
posible siempre que se controlen estrictamente los parametros anteriormente
mencionados.

El empleo generalizado de la IHQ se debe fundamentalmente a: (1) la relativa
simplicidad del método, (2) la rapidez con que se pueden obtener los resultados y (3)
que el equipamiento necesario se encuentra, comunmente, disponible en la mayoria
de los laboratorios de histopatologia. En muchos de estos laboratorios la expresion de
esta molécula puede ser determinada en cortes de tejidos fijados en formol e
incluidos en parafina, sin necesidad de recurrir al empleo de tejidos frescos, lo que
facilita, ademas, la evaluacién de muestras de tejidos archivadas. Otro de los factores
que apoya el empleo de la IHQ en la deteccion del REGF es que, con excepcion de los
gliomas,?’*® la correspondencia entre la sobreexpresion del receptor y la amplificacion
génica aun genera controversias, debido a que posiblemente este no constituye el
mecanismo principal de su sobreexpresion,?*%3” por lo que generalmente no es
necesario el empleo de métodos mas engorrosos, como por ejemplo la hibridacién in
situ y la reaccion de la polimerasa en cadena.

Los resultados obtenidos mediante técnicas de IHQ constituyen uno de los criterios
determinantes para la selecciéon de los pacientes a los tratamientos dirigidos contra el
REGF, por lo que resulta imprescindible el control de algunos factores criticos ya
mencionados, con el objetivo de asegurar la veracidad de los resultados obtenidos. Lo
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cual permitiria una mejor evaluacion de la relacién del REGF con la sobrevida de los
pacientes, asi como de su potencial valor predictivo de respuesta al tratamiento.

FIJACION

La fijacion constituye un paso esencial en la evaluacion morfolégica de las muestras
de tejidos. Este proceso es necesario para preservar adecuadamente los componentes
de las células y los tejidos, para prevenir la autolisis y el desplazamiento de los
constituyentes celulares, para proteger el material celular contra los efectos de los
siguientes pasos del procesamiento y para facilitar las coloraciones convencionales y
la IHQ.*® AUn no existe un fijador para las técnicas de IHQ que resulte Gtil para todos
los propdsitos, pues cada uno de ellos presenta ventajas y desventajas en
dependencia, entre otros aspectos, de la naturaleza de la molécula a evaluar.

En la actualidad existen muy pocos articulos que estudien el efecto de diferentes
fijadores en la preservacion del REGF y su deteccion mediante técnicas de IHQ.
Aunqgue la correlacion de la expresion de esta molécula en muestras de tejido en
fresco y fijadas en formol e incluidas en parafina ha sido previamente reportada.®® En
el afio 2004 Atkins y otros evaluaron la influencia de diversos fijadores con respecto a
la preservacion de la morfologia y a la calidad e intensidad de la expresion del REGF y
su relacién con el tiempo de almacenamiento de las lAminas cortadas. En este estudio
se emplearon una serie de fijadores simples y compuestos variando su concentracion
y tiempo de fijacion. Los resultados fueron satisfactorios para varios fijadores entre
los que se encuentran el formol al 4 % y al 10 % por 24 h, formol tamponado al 4 %
por 24-48 h, AFA (&cido acético/formol/alcohol) y bouin por 24 h y el Pen-Fix (Richard
Allen Scientific; Kalamazoo, MI) por 4 h; no se encontraron diferencias significativas
en términos de inmunotincién en los tres primeros meses de realizada la técnica.* En
un estudio similar Penault-Llorca y otros, en el afio 2006, tampoco encontraron
diferencias en la inmunotincién del REGF empleando formol, AFA y bouin.*? Estos
resultados pueden constituir una de las causas por la que generalmente todos los
procedimientos inmunohistoquimicos para la determinacion de la expresion de REGF,
se encuentran descritos para tejidos fijados en formol e incluidos en parafina, aun
cuando el resto de los fijadores estudiados, son empleados actualmente en los
laboratorios de anatomia patoldgica y muestran una u otra ventaja para las técnicas
de IHQ.

Es bien conocido que la interaccién del formol con las proteinas tisulares modifica la
estructura de la proteina de tal forma que su reaccidn con el anticuerpo es imposible
o en el mejor de los casos dificil de realizarse.*® Por estos motivos, en la fijacion con
formol se deben tener en cuenta diversos factores, tales como: la calidad y
concentracion del fijador, el pH, la temperatura, tamafio de la muestra de tejido,
relacion muestra/fijador y el tiempo de fijacidon. Sin embargo, a nuestro parecer
durante mucho tiempo se ha subestimado el impacto de la fijacion en la preservacion
del REGF. Una prueba de ello es que numerosos articulos no reportan las condiciones
de fijacién empleadas,**?*?’ lo que pudiera enmascarar, en parte, la ausencia de
procedimientos estandares de fijacion tisular para la evaluacion de la expresion del
REGF. Sin embargo, es bien conocido que sin el estricto control de todos los factores
anteriormente mencionados, los antigenos de origen proteico, como el REGF, pueden
quedar alterados de forma irreversible, lo que conduciria a resultados poco confiables.

REANIMACION ANTIGENICA

La deteccion del REGF por IHQ, después de la fijacion con formol, depende
fundamentalmente del restablecimiento de la estructura tridimensional de la proteina
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a su estado nativo o a un estado muy cercano al mismo.***? Los anticuerpos anti-
REGF reconocen epitopes especificos localizados en una configuraciéon espacial
particular dentro de la molécula proteica. Es importante sefialar que el reconocimiento
del antigeno, por el anticuerpo, depende de la estructura del mismo.*?

El pre-tratamiento de las muestras con enzimas proteoliticas (reanimacién antigénica
enzimatica) en la determinacion de la expresion del REGF constituye en la actualidad
el método mas empleado para este fin, aunque presenta varias limitaciones como: (1)
la sobredigestion de los tejidos produce alteraciones morfoldgicas y pérdida de la
expresion del receptor, debido a la susceptibilidad de dicho antigeno a la digestiéon
enzimatica, (2) una digestion insuficiente resulta en un falso negativo y (3) la
seleccion de una enzima u otra puede variar dramaticamente los niveles de expresion
del REGF, contribuyendo grandemente a la variabilidad inter-ensayos e inter-
laboratorios.

Entre las enzimas que con mayor frecuencia se emplean se encuentran la pepsina,®
pronasa’ y la proteinasa K3’ y diferentes protocolos en los cuales se han variado la
concentracion de la enzima, el tiempo de digestion y la temperatura de incubacion.
Estas enzimas restauran la inmunorreactividad del receptor, pero con el inconveniente
de que cada una presenta diferentes niveles de recuperacién antigénica y diferentes
tiempos de digestion.** En la actualidad, las enzimas proteoliticas han jugado un

papel menos importante en las técnicas inmunohistoquimicas, aunque para el caso del
REGF contindan siendo el método de elecciéon, fundamentalmente la proteinasa K, la
cual forma parte de juego de reactivos mas empleado para la evaluacion de la
expresion del REGF por IHQ.*®

Sin embargo, con el advenimiento de la reanimacién antigénica inducida por calor,
muchos autores la han introducido en la determinacion del REGF. A este
procedimiento tradicionalmente se le han adjudicado numerosas ventajas sobre la
reanimacion antigénica enzimatica, entre las que se encuentran: (1) mayor
preservacion de la morfologia del tejido, (2) se pueden emplear menores
concentraciones del anticuerpo anti-REGF y (3) en algunos casos se pueden obtener
una mayor reproducibilidad. Entre las desventajas fundamentales estan: (1) si las
ldminas portaobjetos no presentan un recubrimiento adecuado y/o los cortes no son
lo suficientemente finos, estos se desprenden por accion del calor, (2) un
sobrecalentamiento de las preparaciones produce una pérdida irreversible de la
inmunorreactividad del receptor y (3) el empleo de soluciones y procedimientos de
reanimacion antigénica inadecuadas resulta en una disminucién y/o en cambios en los
patrones de expresion del REGF (Ej. inmunotincién citoplasmatica y nuclear). A pesar
de estas desventajas muchos laboratorios emplean la reanimacién antigénica inducida
por calor para la deteccién del REGF,**?*?” a lo que se suma el empleo de un amplio
rango de procedimientos para este fin entre los que se pueden mencionar: diferentes
equipos para la induccion de altas temperaturas (Ej. horno de microondas, olla de
presion, bafio histolégico), diferentes tiempos en los ciclos de calentamiento-
enfriamiento y el empleo de diferentes tampones de reanimacién (Ej. composicién
quimica, molaridad, pH).

Todas estas diferencias en los métodos de reanimacién antigénica, ya sean
enzimaticos o inducidos por calor, limitan severamente la veracidad y reproducibilidad
inter-laboratorios de los resultados inmunohistoquimicos.

ANTICUERPOS ANTI-REGF Y SISTEMAS DE DETECCION

Actualmente existen numerosos anticuerpos y juegos de reactivos comerciales para la
determinacién de la expresidon del REGF tanto en tejidos frescos como en tejidos
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fijados en formol e incluidos en parafina (Ej. Clone H11 y EGFR pharmDx kit, Dako;
clone 31G7, Zymed; clone 3C6, Ventana; AcM ior egf/r3; Centro de inmunologia
Molecular, Cuba). Muchos de estos AcMs se emplean en la evaluacion de la expresion
del receptor como criterio de inclusidn en ensayos clinicos o para el tratamientos con
algunos de los productos biotecnoldgicos disponibles contra el sistema EGF/REGF. Sin
embargo, el uso indistintamente de anticuerpos anti-REGF requiere de un estudio
para determinar la especificidad de cada uno, su nivel de sensibilidad y su patréon de
reconocimiento. Es importante mencionar que en el afio 2005 el panel canadiense de
consenso sobre la determinacion del REGF en el cancer colorrectal recomendaron el
empleo indistintamente de la mayoria de los anticuerpos mencionados anteriormente,
siguiendo un mismo protocolo en todos los laboratorios y especificando en el reporte
anatomo-patolégico el anticuerpo anti-REGF empleado.*® Sin embargo, solo un afio
después otros investigadores demostraron algunas desventajas de la IHQ en la
evaluacion de la expresion del REGF empleando los mismos anticuerpos
recomendados.?’ Entre estos anticuerpos existen diferencias que radican
fundamentalmente en el nivel de afinidad, especificidad, capacidad de reconocimiento
y patron de inmunomarcaje. Aunque han sido reportados resultados comparables al
emplear el sistema EGFR PharmaDXx kit y el clone 31G7,*® otros autores han
encontrado resultados diferentes.*®

Por otra parte, uno de los objetivos méas perseguidos en las técnicas de IHQ es el
empleo de sistemas de deteccion mas sensibles y que resulten en menores tiempos
de incubacién, reduciendo ademas los costos por analisis.>*° Sin embargo, la gran
variedad de sistemas de deteccién disponibles actualmente y que se emplean en la
determinacion de la expresion del REGF presentan diferencias en cuanto a
especificidad y a la sensibilidad de la reacciéon. Los sistemas de deteccidn de varios
pasos, empleados tradicionalmente, presentan varias desventajas, como por ejemplo:
(1) los protocolos consumen mayor cantidad de tiempo, (2) usualmente tienen menor
poder de amplificaciéon y (3) mayores dificultades en la estandarizacién. Por el
contrario los sistemas de deteccion introducidos en los dltimos afios, usando
polimeros sintéticos, permiten realizar procedimientos inmunohistoquimicos en solo
dos pasos, con numeros mayores de moléculas de enzima, lo que constituye un
incremento en la intensidad de la sefial, con un mayor poder de penetraciéon en los
tejidos debido a su menor tamafo. Sin embargo, estos sistemas son mucho mas
costosos, en general son menos estables, quizas debido a su presentacién comercial,
y no se encuentran disponibles en la mayoria de los laboratorios de anatomia
patologica.

Estos factores son responsables, en parte, de la gran variedad de procedimientos
directos e indirectos y de los numerosos sistemas de deteccién que se emplean
actualmente para la evaluacion del REGF.'31427:3539 adicionalmente, se conoce que
cuando los niveles de expresién del REGF son bajos, como resultado del empleo de
procedimientos de fijacion y/o de reanimaciéon antigénica inadecuados, la tendencia
de los laboratorios es a usar mayores concentraciones del anticuerpo primario, a
aumentar los tiempos de incubacion e incluso a cambiar el sistema de deteccién,
decisiones que indudablemente incrementan la falta de reproducibilidad de la
determinacion.

ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La evolucién del diagndstico inmunohistoquimico desde el simple conteo de las células
positivas y negativas hasta la gradacion de la intensidad de la inmunotincién, acorde
con escalas arbitrarias, ha permitido una mejor estratificacion asi como una mejor
seleccion de los pacientes candidatos a recibir tratamientos dirigidos contra el REGF.
Sin embargo, esta decision se encuentra limitada vez por los niveles de expresion del
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REGF logrado tras el procedimiento inmunohistoquimico asi como por el caracter
subjetivo del andlisis de los resultados, debido entre otros aspectos a la naturaleza
semicuantitativa de la técnica.

Una de las causas principales de la heterogeneidad y de la falta de reproducibilidad en
la evaluaciéon del REGF lo constituye, entre otros factores, la ausencia de estandares
internacionales bien definidos donde se combinen la intensidad de la reaccién, con el
patréon de inmunotincion y el porciento de las células tumorales marcadas, asi como la
ausencia de una linea de corte precisa entre la expresiéon normal del REGF y su
sobreexpresion.®* A pesar del paso de avance que constituy6 el sistema de evaluacion
de los resultados desarrollado por Dako (EGFR pharmDx kit) para determinar la
inclusion de pacientes al tratamiento con el AcM cetuximab,*® actualmente co-existen
una gran variedad de sistemas para la evaluaciéon y gradaciéon de la sobreexpresion
del REGF, en las cuales se varia fundamentalmente el porciento de células
positivas.®1%243539 Adicionalmente, aun existen diferencias en cuanto a la evaluacion
del patron y de la localizacion del REGF. Mientras en algunos estudios se reporta
solamente la inmunorreactividad localizada en la membrana plasmatica de las células
tumorales,**?® en otros se tienen en cuenta ambos, el marcaje de membrana y el
citoplasmatico.?** Es de destacar, que seglin nuestra experiencia la localizacién
citoplasmatica del REGF en ocasiones esta estrechamente relacionada con la difusiéon
del receptor producto de procedimientos inadecuados de fijacion tisular y/o de
reanimacion antigénica. Estas diferencias responden fundamentalmente a la falta de
un estandar internacional para la evaluacion de la expresion de REGF por IHQ ya que
la variabilidad entre observadores, empleando el sistema de gradacién desarrollado
por Dako, ha sido considerada no significativa por algunos autores.**®

Actualmente, se realizan numerosos esfuerzos para reducir de alguna manera la
subjetividad del andlisis de los resultados de la IHQ, logrando una mayor
correspondencia entre los niveles de expresion del receptor y el reporte final. Entre
estas alternativas se encuentra el desarrollo de sistemas automatizados de medicion y
andlisis de la expresion del REGF a través de imagenes microscépicas. Alentadores
resultados han sido reportados empleando esta tecnologia. Se han logrando
resultados similares al comparar el sistema de gradacién semicuantitativo de Dako
(EGFR pharmDx kit) con el sistema de analisis automatizado de imagenes ACIS 11
(ChromaVision Medical Systems, Inc., San Juan Capistrano, CA), usando dos
anticuerpos monoclonales anti-REGF diferentes.*® Ademas se ha reportado un
incremento en la especificidad, exactitud y precision de la técnica inmunohistoquimica
al emplear la tecnologia de andlisis cuantitativo computarizado (AQUA, del inglés
Automated Quantitative Analysis technology).? A pesar de que estos sistemas no son
capaces de distinguir el tejido normal del tumoral, estos aumentan la reproducibilidad
de los resultados de la IHQ ya que se elimina la variabilidad entre observadores y la
incapacidad de estos de determinar pequefias variaciones en la intensidad de la
reaccion. Estos factores dependen entre otras cosas de la experiencia de los analistas,
de la calidad de la preparacion histolégica y del nimero de laminas a ser evaluadas.

La determinacion de la sobreexpresion del REGF por IHQ continda siendo el método
mas empleado actualmente como predictor de la respuesta a la terapia contra el
receptor. La heterogeneidad de las muestras, la falta de estandarizacion de los
procedimientos inmunohistoquimicos empleados, la existencia de numerosos
protocolos con un mismo fin, asi como otras fuentes de variabilidad, han conducido a
la obtencion de resultados poco confiables y reproducibles. Estas diferencias en los
resultados inmunohistoquimicos constituye una de las causas fundamentales que ha
apoyado el criterio de emplear métodos mas costosos, laboriosos y menos accesibles
como alternativas para la evaluacion de la expresion del REGF. Sin embargo, el
estricto control de los factores técnicos abordados en este trabajo contribuye al
empleo de procedimientos debidamente estandarizados, elevando de esta forma, el
valor prondéstico y predictivo de la determinacion de la expresion del REGF por 1HQ.
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RECOMENDACIONES

(1) Elevar la calificacion de los analistas, ya que los mismos deben poseer
conocimientos sobre la manipulacién, fijaciéon, procesamiento e inclusién de las
muestras de tejido, sobre los métodos de reanimacion antigénica, sobre la
sensibilidad y especificidad de los distintos anticuerpos y sistemas de deteccion con
que disponen, asi como de su impacto en la evaluacion de resultados y en la
terapéutica del paciente. (2) El control de aspectos técnicos durante la manipulacion
de las muestras antes de la fijacion (Ej. el tiempo que realmente transcurre antes de
la fijacibn quimica, condiciones y temperatura de transportacion), durante la fijacion
(tiempo y temperatura de fijacién, concentracion y pH del fijador) y durante el
procesamiento automatico del tejido y su inclusién en parafina (Ej. calidad de los
reactivos empleados, tiempo de procesamiento, temperatura de la parafina de
infiltracion y de inclusion), evitando de esta forma la heterogeneidad de las muestras.
(3) El empleo de un unico método de reanimacién antigénica que constituya un
patron de referencia internacional y que resulte adecuado y valido para la
determinacion de dicho receptor, eliminando el empleo de una bateria de
procedimientos de reanimaciéon antigénica, que tiene como objetivo igualar la
intensidad de la inmunotincién bajo condiciones variables de fijacion y procesamiento
tisular. (4) La simplificacion y la correcta seleccion de los anticuerpos y reactivos en
general involucrados en el procedimiento de inmunotincién, empleando
fundamentalmente los clones de anticuerpos anti-REGF mejor caracterizados y
disponibles por diversas casas comerciales, asi como sistemas de deteccion con
niveles de sensibilidad y amplificacién comparables. (5) El desarrollo y
comercializacion de materiales y métodos de referencia por los productores de los
reactivos para IHQ, asi como la adopcién de estandares internacionales de
interpretacion de los resultados, donde se combinen la intensidad de la reaccidn, con
el patréon de inmunotinciéon y el porciento de las células tumorales marcadas.
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