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TR resumo

Tissue microarray O arranjo em matriz de amostras teciduais, ou tissue microarray (TMA), é uma técnica descrita em
1998 por Kononen et al. com ampla aceitacdo pela literatura mundial. Com um conceito extrema-
mente simples, trata-se de agrupar um grande nimero de amostras teciduais em um Unico bloco de
parafina, permitindo o estudo de expressdo de marcadores moleculares em larga escala com grande
Perfil molecular aproveitamento do material arquivado, do tempo e dos custos. Discutimos as vantagens e limitaces
do método, as estratégias e técnica de construcdo, as aplicacdes e dificuldades encontradas para a
patologia investigativa nos Gltimos cinco anos de uso no Hospital do Cancer A. C. Camargo.

Imuno-histoquimica

Patologia investigativa

abstract
Tissue microarrays (TMA) is a worldwide well accepted technique described in 1998 by Kononen et al. It uses | Tissue microarray
an extremely simple concept of ordering hundreds of samples in just one paraffin block to evaluate protein
expression in large cohorts with great advantages on costs, time and sample saving. We discuss the technique, its
advantages and limitations, strategies to construct the receptor block, its usefulness and difficulties experienced
in the last five years at Hospital do Cancer A.C. Camargo. Molecular profiling

Immunohistochemistry

Investigative pathology

Introdugéo sao dispostos no bloco receptor sequindo uma ordem

predeterminada.

Conceito

. . o , Aplicacdes e vantagens do método
O arranjo em matriz de amostras teciduais, ou tissue

microarray (TMA), é uma técnica descrita em 1998 por Um bloco de parafina contendo amostra de centenas

Kononen et al.® com ampla aceitacdo pela literatura de tumores de modo ordenado é uma poderosa ferra-
mundial. Trata-se da construcdo de um bloco de parafina menta para a patologia investigativa aplicada. Com o
contendo fragmentos cilindricos de amostras teciduais uso de métodos especiais, como a imuno-histoquimica
ou tumorais obtidos de dezenas ou centenas de blocos ou reacdo de hibridacdo in situ cromogénica (Cish) ou
de parafina originais. Os cilindros teciduais ou tumorais fluorescente (Fish) em uma lamina obtida do bloco de
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TMA, é possivel conhecer a expressdo de um determinado
marcador ou uma determinada amplificacdo ou translocacéo
cromossdmica em centenas de amostras ao custo de uma
Unica reacdo. Desde sua descricdo, crescente utilizacdo do
método pode ser demonstrada pelo nimero de artigos pu-
blicados a cada ano, conforme demonstrado na Tabela 1.

Entre as varias aplicacdes do método destacamos:

e avaliacdo da sensibilidade e da especificidade dos novos
anticorpos de imuno-histoquimica ou novas sondas de
Fish/Cish desenvolvidos nos laboratérios ou comerciais. E
possivel, ainda, analisar comparativamente diferentes clones
de anticorpos, distintos protocolos de reacéo ou diferentes
sistemas de amplificagdo;

* pesquisa em larga escala de fatores prognésticos ou
preditivos das neoplasias;

e uniformizacdo das reacdes nos grandes estudos retros-
pectivos de uma instituicdo ou estudos colaborativos entre
instituicoes;

¢ validac@o ao nivel protéico da hiperexpressdo ou hipoex-
pressdo génica identificada nos estudos feitos pela andlise
da quantificacdo do DNA complementar.

O uso do bloco de TMA apresenta mdiltiplas vantagens
em relacdo ao corte tradicional® 8101418 "entre elas:
e grande economia de reagentes e de tempo para a reali-
zagao das reacdes;
e uniformizacdo das reacoes e facilidade na interpretacao
comparativa dos casos de uma pesquisa;
* possibilidade de repeticao das reacdes em mdltiplos niveis
do bloco;
e simplificacdo do trabalho das linhas de pesquisa pela
utilizacdo do bloco em mais de um projeto.

Técnica, infra-estrutura e material

necessario

Técnica do TMA

Para a construcao de um bloco de TMA seguimos diversos
passos até a analise das reacOes: a selecdo dos casos (dos blocos
doadores), a escolha da matriz adequada, a selecdo da area a ser

representada, a construgdo do bloco receptor, a obtencado das
laminas e, finalmente, a manutencdo dessas para os estudos.

Selecao dos blocos doadores

A escolha dos blocos doadores para um TMA deve
preferencialmente atender aos objetivos de uma linha de
pesquisa, e ndao de um projeto Unico. Isso porque sera
sempre possivel selecionar uma coorte contida dentro do
bloco. A construcdo do bloco € bastante trabalhosa e uma
politica restritiva durante a selecdo dos blocos doadores
pode ocasionar grande desperdicio de material e tempo.

Um bloco doador deve ser avaliado quanto a quan-
tidade e qualidade de fixacdo do material através da sua
comparacdo com a lamina original arquivada. O material
nao deve ser esgotado com a obtencdo do cilindro do TMA
para ndo prejudicar o paciente ou a instituicdo. Devido as
particularidades do bloco de TMA, a mé fixacdo do tecido
pode levar afalta de adesdo a lamina do caso isoladamente,
mas também ao descolamento de dezenas de casos situados
ao seu redor na matriz tecidual®" 417,

A qualidade dos informes clinicopatolégicos disponiveis
no caso é um critério a ser considerado. Embora casos sem
informes completos ndo precisem ser descartados, quando
se selecionam casos com bons dados de prontuério clinico,
o aproveitamento daquele bloco pode incluir estudos de
coorte retrospectivos, e ndo apenas para anélise de expres-
sdo protéica comparativa.

A escolha da matriz adequada

Aescolha da matriz de construcdo do bloco depende da
relacdo entre o nimero e o diametro dos cilindros a serem
inseridos. Em nosso servico, temos agulhas com diametro
interno de 0,6 mm, 1 mm, 1,5 mm e 2 mm.

Usando agulhas de 0,6 mm é possivel inserir 500 cilindros
em um bloco; com agulhas de 1 mm, cerca de 320 cilindros;
com agulhas de 1,5 mm, perto de 120 cilindros; e com agu-
lhas de 2 mm, apenas 80 cilindros. Mais freqlientemente,
usamos a agulha de T mm por oferecer boa amostragem,
facilidade da constru¢ao do bloco receptor e menor dano ao
bloco doador. A matriz de 0,6 mm é bastante (til para grandes
casuisticas, porém o bloco é de construcdo e interpretacdo
mais trabalhosas. As agulhas sdo descartéveis e as mais finas,

Nimero de trabalhos indexados na lingua inglesa contendo a expressao tissue microarrays

Tabela 1 desde a descricao do método
1998 1999 2000 2001
2 20 53 202

2002 2003 2004 2005
371 604 870 1.128
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muito frégeis. As matrizes maiores podem ser reservadas para
casos em que a amostragem celular é mais dificil, como nos
carcinomas mucinosos, bécios coldides ou lesdes de dificil
localizagdo, como carcinomas intra-epiteliais.

Assim, a construcdo do bloco deve sequir as seguintes
determinagdes:

e nlimero de casos disponiveis;
® nlmero de areas a serem amostradas em cada caso;

e diametro da agulha mais adequado ao tipo de tecido/
neoplasia;
e nlimero total de cilindros a serem inseridos.

Para uma mesma situacdo é possivel admitir mais de
uma opcao. Por exemplo: um pesquisador com 250 casos
pode optar pela realizacdo de apenas um bloco receptor
contendo cilindros de 0,6 mm com amostragem de duas
areas, ou um bloco com cilindros de T mm amostrados
apenas em uma area, ou, ainda, dois blocos de 1 mm com
amostragem em duas areas.

Os mapas da matriz escolhida sdo estabelecidos com as
marcas do equipamento e com distancias entre os cilindros.
Assim, na matriz de 0,6 mm temos minimatrizes de 25 ca-
sos, com separacdo de 0,2 mm entre elas. Os cilindros séo
separados por espacos de 0,1 mm. J& nas demais matrizes
ndo ha separacdo em minimatrizes, simplesmente se dis-
tanciando cada cilindro em 0,2 mm. O pesquisador pode
construir minimatrizes com a separacao dos casos de acordo
com o seu interesse e para a facilitacdo da interpretacdo dos
resultados. Na Figura 1A podemos ver o exemplo de um
bloco construido em uma matriz de T mm, com diversas
minimatrizes que separam os componentes histolégicos do
tumor de Wilms, restos nefrogénicos e parénquima renal
normal. Na Figura 1B temos um exemplo de outro bloco
construido em matriz de 0,6 mm subdividido em minima-
trizes que incluem os diferentes tipos histol6gicos dos tu-
mores, neoplasias intra-epiteliais, metaplasias e gastrites.

Selecdo das areas a serem representadas

Cortes histolégicos novos obtidos dos blocos doadores
devem ser analisados para se avaliar a exata representacao
do tecido/neoplasia residual no bloco doador e a manu-
tencdo de um corte histolégico nos arquivos da pesquisa
sem retirar a lamina original do arquivo do servigo. Nessa
lamina nova seleciona-se a érea a ser representada no TMA
com uma caneta permanente (Figura 2).

Uma vez desenhada a area de interesse na lamina, pro-
cesso semelhante deve ser feito no bloco de parafina, o que
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Figura 1 - Detalhe da Idmina corada por hematoxilina e eosina (HE) obtido a partir
dos blocos receptores. A: construido com amostras de 1 mm e espacamento de 0,2 mm.
Os casos foram divididos em minimatrizes que separam os componentes histoldgicos
do tumor de Wilms, restos nefrogénicos e parénquima renal normal. B: construido
com amostras de 0,6 mm e espagamento de 0,1 mm. Os casos foram divididos em
minimatrizes de 25 casos separadas por 0,8 mm, incluindo os tipos histoldgicos dos
carcinomas gdstricos, neoplasias intra-epiteliais, metaplasias e gastrites
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Figura 2 - Esquerda: Idmina obtida a partir do bloco original, com a drea selecionada
para a doagdo ao bloco receptor. As marcas podem ser amplas ou pontuais para orientar
0 técnico na obtengdo do cilindro. Direita: [dmina obtida a partir do bloco doador apds a
retirada de dois cilindros de T mm cada para o controle de qualidade da drea amostrada. Os
ntimeros no extremo inferior da Idmina se referem a ordem do caso no bloco receptor

facilita o preparo e a velocidade da construcdo do TMA.

Se diversas areas precisam ser selecionadas, um c6digo
de cores nas marcacdes pode ser utilizado. A obtencdo de
uma nova lamina apds a coleta do cilindro para o TMA
como controle de qualidade permite verificar a auséncia
da érea amostrada no bloco doador (Figura 2).

Construgdo do bloco receptor

Esta fase € muito técnica e dependente de maxima
concentracdo e paciéncia, pois enganos ocorridos sao
dificilmente identificados a posteriori.

O ambiente de trabalho deve ser bem iluminado, tran-
quilo e com espaco suficiente para que todos os blocos
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constantes da matriz sejam organizados na ordem que
deverdo estar dispostos no bloco receptor.

H& poucas méaquinas para a construcdo de TMA. Basi-
camente, o mercado oferece dois fabricantes de arrayers. A
pioneira desses aparelhos foi a Beecher Intruments Inc., que
os desenvolveu com o apoio do National Institute of Health
(NIH) em Bethesda. O modelo manual inicialmente desen-
volvido oferece preco acessivel e facilidade de manuseio e
manutencdo. Esse mesmo fabricante oferece um outro mo-
delo, cuja Gnica vantagem é a possibilidade de trabalho com
quatro plataformas de blocos receptores simultaneamente. A
desvantagem é o preco substancialmente mais alto.

Os modelos semi-automatizados acrescentam poucas
facilidades ao modelo manual, com grande desvantagem
no preco. Outro fabricante, Chemicon International Inc.,
acoplou um microscépio 6tico ao arrayer para permitir a
anélise da lamina ao mesmo tempo em que se obtém o
cilindro do bloco correspondente. Na Figura 3 podemos
ver exemplos de blocos de parafina construidos com as
diferentes agulhas.

Figura 3 - Blocos receptores construidos com cilindros de calibres diferentes. A: 0,6 mm;
B:2mmeC:1mm

Em um pais criativo como 0 nosso, nossos patologis-
tas inventaram modelos manuais alternativos bastante
interessantes e de baixo custo. Recentemente, essas al-
ternativas foram apresentadas no Congresso Brasileiro de
Patologia" '>1>19, Um deles utiliza mini-retificas comerciais
acopladas a agulhas grossas de bidpsias e outro usa material
de maquinas de costura overloque. Essas sdo alternativas
extremamente interessantes e baratas, e que podem ser
usadas satisfatoriamente para muitos projetos.

Obtencao das laminas

Para melhor aproveitamento do bloco receptor é neces-
sério obter todos os cortes histolégicos de uma sé vez em
laminas seqiienciais numeradas, sem descarte dos niveis in-
termedidrios. Usualmente sdo obtidas cerca de cem laminas
sequenciais. O grau de perda dos cilindros e as estruturas
amostradas devem ser verificados em niveis intervalados

com a coloracdo de hematoxilina e eosina (H-E). De acordo
com a literatura, o bloco é Gtil enquanto as perdas das amos-
tras forem menores que 20%(3, 7, 14, 17), e excelentes os
cortes com 95% de aproveitamento. Pode-se construir um
gréfico de aproveitamento, apontando-o a cada nivel a fim
de determinar o uso dos melhores cortes.

Os cortes sao feitos em micrétomo manual e ha diferencas
importantes em relacdo a microtomia rotineira. O uso de
banho-maria pode ser problemético, pois, com a expansao
da parafina, os cilindros podem ficar desalinhados. Por esse
motivo utilizam-se laminas adesivas especiais, fabricadas pela
Instrumedics Inc. Os cortes sdo colhidos em fita adesiva e apli-
cados nessas laminas. Por ltimo, a fita adesiva é retirada pela
exposicao a luz ultravioleta cedida pelo préprio fabricante.

O uso dessa fita adesiva agrega certas desvantagens,
como um aumento discreto do background da reacdo
imuno-histoquimica e maior custo. Nos casos em que o
adesivo ndo é completamente removido, também hé pre-
juizo da reacdo imuno-histoquimica. O uso dessas laminas
para hibridacao in situ, seja fluorescente ou cromogénica,
ndo é aconselhavel, sendo para tal importante a coleta de
alguns cortes da maneira tradicional.

Como todas as laminas séo colhidas a um s6 tempo, é
muito importante a manutencéo dos cortes no sentido de
preservar reatividade antigénica. E fato conhecido que os
cortes colhidos em laminas perdem rapidamente sua com-
peténcia para reacdes de imuno-histoquimica e hibridacéo
in situ. 1sso ocorre devido a oxidacao causada pelo contato
com o oxigénio. Portanto deve-se evitar a exposicao do blo-
co com o ar ambiente. De forma ideal, as |aminas e blocos
devem ser armazenados cobertos por parafina, embalados
a vacuo e congelados em freezer a -20°C.

Ha no mercado microscépios robotizados equipados
com softwares analisadores de imagem que inserem auto-
maticamente a informacdo obtida em planilhas ordenadas
segundo a matriz do projeto.

Limitag6es na representacao histolégica

A maior preocupacdo dos criticos na utilizagdo do TMA é
a representacao da lesao, considerando a pequena amostra
estudada. A fidelidade dos resultados em relacdo ao uso dos
cortes convencionais foi objeto de estudo por ocasido da
valida¢do do método e estd demonstrada em varios trabalhos
da literatura®” #1216.17.19)_ As |dminas convencionais também
sdo amostras selecionadas a partir do exame macroscépico,
e, mesmo que todo o tumor tenha sido incluido em parafina,
nado o examinaremos por completo. Podemos exemplificar
considerando um tumor esférico de 2 cm de didgmetro e
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tomado apenas um corte de T cm? por 4 pm de espessura.
O tumor tem o volume de 8 cm?, enquanto o corte analisa
apenas 0,004 cm?, ou seja, 0,0005% do tumor. Por outro
lado, se analisarmos nas laminas de TMA amostras de tecido
de 1 mm de didmetro, estaremos fazendo cem vezes menos,
portanto 0,00004 cm?. A importancia da selecdo das areas
para 0 TMA pode ser comparada a da selecéo das éreas na
macroscopia para a rotina diagnéstica em patologia. Em
tumores heterogéneos, analisar areas centrais e periféricas
com alta densidade de células tumorais e diferentes aspectos
morfoldgicos, ainda que sejam pequenas como 0,6 cm de
diametro, é mais informativo que uma grande area desmo-
plésica ou necrética® 8161819,

Sapino et al. demonstraram, em 2006, que a meto-
dologia TMA é aplicével a rotina da pesquisa de fatores
progndsticos do cancer de mama através da amostragem
de quatro areas, incluindo regides centrais e periféricas
do tumor. Esses autores obtiveram alta concordancia nos
resultados com os cortes convencionais, custo sete vezes
menor e, portanto, recomendam o uso de TMA na rotina
de imuno-histoquimica e Fish dos laboratérios com alto
fluxo de carcinomas da mama‘'®.

Né&o é aumentando o didmetro do cilindro que se obtém
maior representatividade, mas, sim, com a incluséo de cilindros
de areas tumorais diferentes. Além disso, com a utilizagdo do
TMA podemos analisar [dminas obtidas com diferentes niveis
de profundidade no bloco. Um bloco de TMA pode dar origem
aaté 200 laminas, na dependéncia da profundidade dos cilin-
dros nele contidos. Se considerarmos laminas cortadas com
5 pm e utilizarmos um marcador com 40 niveis de diferenca,
estaremos com 200 um de distancia entre os niveis e nenhuma
célula presente no corte 1 estard representada no corte 40. Essa
avaliacdo em dois niveis pode fornecer melhor representacao
do tumor que um Unico corte original® ™.

Consideracoes finais

Em resumo, defendemos o uso do TMA em relacéo aos
cortes convencionais pelas seguintes razoes:

¢ representatividade eficiente através da utilizacéo de dife-
rentes areas dos tumores e distintos niveis de corte;

¢ possibilidade de repeticdo dos experimentos;
¢ estudo de grande nlmero de amostras simultaneamente;
¢ grande economia de tempo e custos;

¢ uniformizacdo das reacoes.

A organizacdo de um banco de laminas ou dados obti-
dos a partir de blocos de TMA é uma arma de investigacdo
poderosa. Um bloco de TMA deve servir a diversos projetos
institucionais ou multiinstitucionais e os resultados obtidos,
armazenados de forma centralizada para que as pesquisas
nao se repitam. O melhor controle de qualidade de uma
unidade de TMA é o nimero de publicacdes que decorre
do seu uso.

Entendemos que a unidade de TMA ndo deve funcionar
com uma ferramenta que atenda a instituicdo como um
todo com desdobramentos para projetos cooperativos mul-
tiinstitucionais. Assim, temos agido, desde a implantacdo,
colaborando com diversas instituicdes de ensino e pesquisa
na organizacao dos blocos TMA dos projetos aprovados
pelas comissdes de ética e de pesquisa.

Nesta revisdo, tentamos transmitir a experiéncia adquiri-
da de utilizacdo do TMA nestes anos no sentido de facilitar a
instalacao dessa metodologia pelo nosso pais. A experiéncia
adquirida esté a disposicao para troca de idéias e auxilio
no que for pertinente para o incremento da qualidade da
pesquisa em patologia realizada no Brasil.
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