
   

Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina

Laboratorial

ISSN: 1676-2444

jbpml@sbpc.org.br,adagmar.andriolo@g

mail.com

Sociedade Brasileira de Patologia

Clínica/Medicina Laboratorial

Brasil

Malagoli Rocha, Rafael; Piana Andrade, Victor; Buzelin Nunes, Cristiana; Silva Rocha,

Gislene Fátima; Squárcio Fernandes Sanches, Fernanda; Oliveira, Flávio Nepomuceno;

Gobbi, Helenice

Construção de arrays de tecido com equipamento alternativo e de baixo custo para

estudo imuno-histoquímico de tumores mamários

Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, vol. 42, núm. 6, diciembre, 2006,

pp. 477-482

Sociedade Brasileira de Patologia Clínica/Medicina Laboratorial

Rio de Janeiro, Brasil

Disponível em: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=393541932012

   Como citar este artigo

   Número completo

   Mais artigos

   Home da revista no Redalyc

Sistema de Informação Científica

Rede de Revistas Científicas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal

Projeto acadêmico sem fins lucrativos desenvolvido no âmbito da iniciativa Acesso Aberto

http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3935
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3935
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3935
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=393541932012
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=393541932012
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=3935&numero=41932
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=393541932012
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3935
http://www.redalyc.org


477

Tissue microarrays

Breast cancer

Immunohistochemistry

Prognostic markers

y 

Construção de arrays de tecido com equipamento
alternativo e de baixo custo para estudo
imuno-histoquímico de tumores mamários

Construction of low cost tissue microarrays using alternative equipment
for immunohistochemical study of breast tumors
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resumo
Introdução: Tissue microarrays (TMA) são blocos contendo numerosos cilindros de tecido parafinado or-
ganizados em linhas e colunas que permitem analisar muitas amostras numa única lâmina. Equipamentos 
disponíveis comercialmente são importados e têm alto custo (entre 11 e 24 mil dólares). Objetivos: Des-
crever uma forma alternativa de construção de arrays de tumores mamários de baixo custo e relatar nossa 
experiência na sua utilização em estudo imuno-histoquímico (IIQ). Metodologia: Utilizou-se modelo que 
consiste numa minirretífica com agulha de biópsia hepática de 2mm de diâmetro acoplada à bancada com 
suporte (Dremel). Inicialmente preparou-se o bloco receptor fazendo o número de furos desejável (55). 
Cilindros de tecido foram obtidos com o mesmo dispositivo e colocados nos orifícios do bloco receptor. 
De cada bloco doador, obteve-se dois cilindros de diferentes áreas representativas do tumor. Em cada 
array foram incluídos cilindros de tumor (controle positivo e negativo) para cada anticorpo testado na 
IIQ, e cilindro marcador de iniciação da leitura da lâmina (fígado). Cortes seqüenciais de 4µm obtidos do 
array foram submetidos à IIQ. A primeira e a última lâmina foram coradas pela hematoxilina e eosina (HE) 
para avaliar: número de discos de tecido, preservação tecidual e adequabilidade da amostra. Foi realizada 
IIQ empregando anticorpos anti-receptores de estrógeno, progesterona, Ki67, p53 e Her2. Resultados: O 
custo total do equipamento foi apenas US$180,00. Cortes histológicos do array apresentaram boa preser-
vação tecidual, sendo adequados para avaliação morfológica e suficientes para confirmação diagnóstica. 
A qualidade das reações IIQ foi semelhante à obtida nos blocos doadores. Conclusão: Esse equipamento 
e a técnica representam uma alternativa econômica aos equipamentos comerciais.

Array de tecidos

Câncer de mama

Imuno-histoquímica

Marcadores prognósticos

abstract
Background: Tissue microarrays (TMA) are blocks containing numerous cylinders of paraffinized tissue organized 
in lines and columns allowing analysis of numerous samples in one slide. Commercially available equipment is 
imported and have high cost (US$ 11,000.00 to 24,000.00). Aim: we describe a low cost breast-tumor TMA 
and our experience in its use for immunohistochemistry (IHC). Material and methods: A model that consists of 
a work station (Dremel) to which a liver biopsy needle of 2mm of diameter was connected. A receptor block was 
prepared perforating it until the desired number of rows (55) was reached. Then, the cylinders of tissue were 
obtained using the same equipment and included in the holes of the receptor block. Two samples were obtained 
from different tumor areas of each donor block. Cylinders of previously tested positive control tumors for each 
antibody and one marker (liver sample) that indicated the beginning of slide reading were also included. IHC was 
performed in sequential 4µm sections from the same array using antibodies against estrogen and progesterone 
receptors, Ki67, p53 and Her2. The first and the last slides were stained by hematoxylin and eosin to evaluate: 
number of tissue discs, tissue preservation, and adequacy of the tissue sample. Results: The equipment total 
cost was US$ 180,00. The slides showed fine tissue preservation, adequate for morphologic evaluation, and 
sufficient to confirm diagnosis. The IHC quality was similar to the donor blocks. Conclusion: This equipment 
and technique represent an economical alternative when compared to commercial equipments.
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Introdução
Por mais de um século o material de estudo tem sido 

preservado em formalina e embebido em parafina, para 
que se realize microtomia e posterior análise. Esse método 
se tornou padrão para análises histopatológicas(13). Em 
1998, pesquisadores criaram um mecanismo para exami-
nar várias amostras de tecidos diferentes de uma só vez, 
ao organizá-los num mesmo bloco de parafina utilizando 
pequenos cilindros de tecido(7). Esses arrays de tecidos 
foram referidos como tissue microarrays (TMA). Para a sua 
construção é usado um aparelho em que se utiliza uma 
agulha para retirar cilindros de tecidos incluídos em blocos 
de parafina preexistentes (bloco doador) e, posteriormente, 
são rearranjados em um novo bloco (bloco receptor). Dessa 
maneira, dezenas, e até centenas, de cilindros de tecidos 
podem ser colocados num único bloco de parafina. As 
lâminas obtidas pela microtomia desse bloco podem ser 
analisadas pela técnica rotineira de coloração por hematoxi-
lina e eosina (HE) e/ou por várias outras técnicas, incluindo 
a IIQ, hibridização in situ fluorescente (FISH) e hibridização 
in situ cromogênica (CISH)(1, 6, 7, 9-12).

Para a construção do TMA convencional, o pesquisador 
estuda as lâminas originais e seleciona as áreas de interesse 
para o estudo. A seguir as áreas selecionadas são identifica-
das nos blocos de parafina arquivados (bloco doador) e um 
cilindro de tecido (que pode variar de 0,6mm a 2mm de 
diâmetro) é retirado dessa área com uma agulha acoplada 
a um equipamento de precisão disponível comercialmente. 
Esse cilindro é então introduzido em um novo bloco (bloco 
receptor). Os cilindros dos vários casos são sucessivamente 
adicionados ao bloco receptor e a posição de cada caso é 
identificada em uma planilha, com referências da coluna e 
da linha. Ao final, obtém-se um bloco receptor que pode 
conter até 1.000 amostras diferentes.

Apesar de a utilização do TMA estar amplamente vali-
dada pela literatura e seu uso ser cada dia mais difundido, 
ainda há poucos modelos de equipamentos (manuais ou 
automáticos) disponíveis comercialmente, entretanto os 
preços dos que estão no mercado variam entre 11 e 24 mil 
dólares (www.beecherinstruments.com).

A potencialidade do emprego dos TMAs no estudo de 
marcadores prognósticos e preditivos em tumores mamários 
humanos nos motivaram a montar e testar um equipamento 
alternativo, de baixo custo, para construir arrays de carcino-
mas de mama e, assim, validar sua aplicação na avaliação 
de diferentes anticorpos. O objetivo deste trabalho foi 
divulgar o nosso modelo alternativo para a construção de 

arrays de tecidos, bem como os resultados de seu emprego, 
para testar os marcadores moleculares mais utilizados em 
carcinoma de mama empregando imunoistoquímica.

Material e método
Foram selecionados 26 casos de carcinomas mamários 

invasivos (CMI) nos arquivos do Laboratório de Patologia 
Mamária do Departamento de Anatomia Patológica da 
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas 
Gerais (FM/UFMG). As lâminas originais coradas pela HE 
foram revistas, selecionando-se os respectivos blocos que 
apresentavam áreas mais representativas e preservadas do 
tumor.

Para a construção do TMA utilizou-se um dispositivo 
idealizado por um dos autores (Andrade VP), que consiste 
numa minirretífica (motor giratório) acoplada a uma ban-
cada fixa com alavanca (Dremel, Alemanha) (Figura 1A), 
a qual permite que a máquina suba e desça respeitando 
os limites estipulados pelo manipulador. À minirretífica foi 
encaixada uma agulha de biópsia hepática de 2mm de 
diâmetro e 1,5cm de comprimento, cortada e lapidada, 
utilizando lixas componentes do próprio equipamento. O 
custo total do equipamento e acessórios no ano de realiza-
ção do trabalho (2005) foi de R$ 400,00 (US$ 174,00).

A construção do TMA tem início com a confecção do 
bloco receptor. Primeiramente, um mapa para orientar o 
conteúdo dos orifícios foi elaborado em editor de texto, 
impresso em papel e fixado sobre a parafina amolecida do 
bloco receptor. Esse mapa contém os pontos exatos onde 
a agulha giratória deve penetrar para a retirada do cilindro 
de parafina, resultando na formação de um orifício para 
receber o cilindro de tecido tumoral obtido do bloco doa-
dor. Para esse trabalho fez-se um bloco receptor, com 55 
orifícios organizados em cinco linhas e 11 colunas, seguindo 
a orientação do mapa.

De cada uma das duas regiões marcadas em cada bloco 
de parafina doador foi retirado um cilindro de tecido, que 
então era encaixado seqüencialmente nos orifícios do bloco 
receptor. Para retirar esse cilindro, abaixava-se a alavanca do 
suporte, fazendo com que a agulha giratória descesse e per-
furasse o tecido, e subisse novamente com o cilindro em seu 
interior. A profundidade da perfuração era controlada pela 
régua milimetrada da minirretífica e mantida constante para 
todos os cilindros. Em seguida, a agulha é retirada do suporte 
e, com o auxílio de um bastão internamente complementar 
ao diâmetro da agulha, o cilindro é retirado e encaixado no 
bloco receptor utilizando-se uma pinça (Figura 1B e 1C).
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No array foi incluído também um cilindro de fígado (pri-
meiro cilindro colocado na linha 1/coluna 1), para orientar 
o início da leitura e o direcionamento das lâminas, e esse é 
referido como cilindro iniciador de leitura. Portanto, cada 
array continha 55 cilindros, sendo 52 representando 26 
casos de tumores mamários em duplicata, dois de tumores 
previamente testados usados como controles positivos para 
os anticorpos a serem testados, e um cilindro de fragmento 
hepático como marcador do início de leitura da lâmina.

Cortes seriados foram obtidos de cada array até que o 
tecido de 30% dos cilindros não mais estivesse presente nas 
seções histológicas. As lâminas foram numeradas na ordem 
de retirada, obtendo-se até 70 lâminas de cada bloco. As 
lâminas que possuíam maior quantidade de discos de teci-
do preservados e melhor organização das linhas e colunas 
foram selecionadas para os testes de imunoistoquímica. 
Para determinar a representatividade do TMA em relação 
aos blocos doadores, selecionamos áreas no bloco corres-
pondentes a campos visuais que contivessem no mínimo 
20% de tumor à coloração por HE(8).

Anticorpos monoclonais anti-receptores de estrógeno 
(RE) e progesterona (RP), Her2, p53 e Ki67 foram emprega-
dos, seguindo as recomendações dos fabricantes (Tabela). 
O método da estreptavidina-biotina-peroxidase (Biogenex, 
EUA) foi o empregado para o estudo IIQ. Os cortes histoló-
gicos foram submetidos à recuperação antigênica usando 
tampão citrato em calor úmido, para RE, RP, p53 e Ki67 
e sem reativação antigênica para as lâminas coradas pelo 
Her2. Fez-se revelação das reações com diaminobenzidina 
e contracoloração com hematoxilina de Harris.

As lâminas foram analisadas semiquantitativamente, 
considerando-se positivas ou negativas segundo critérios 
da literatura(4). A leitura das reações para RE, RP e p53 foi 
considerada positiva quando mais de 10% dos núcleos 
apresentavam coloração marrom, independentemente da 
intensidade da reação. O critério de Mello e Alves(9) que 

considera a porcentagem de marcação dos núcleos tumorais 
foi utilizado para avaliação do Ki67 como índice proliferativo 
baixo (0% a 10%), moderado (10% a 25%) e alto (acima de 
25%) de núcleos tumorais marcados. A leitura do Her2 foi 
realizada empregando os critérios propostos no Herceptest 
da Dakocytomation (www.dako.com). As colorações obti-
das nas seções histológicas dos arrays foram comparadas 
às colorações originais realizadas em secções obtidas do 
bloco doador correspondente a cada cilindro, utilizando a 
mesma metodologia. A análise das colorações foi realizada 
por dois observadores (Rocha RM e Nunes CB) e as dúvidas 
e/ou discordâncias na leitura das reações foram revistas 
simultaneamente com um terceiro observador (Gobbi H) 
num microscópio de múltiplos observadores, chegando-se 
a uma leitura de consenso.

Anticorpos, clones, fabricantes e 
diluição utilizados

Anticorpo Clone Diluição Fabricante
RE 6F11 1:100 Novocastra, UK

RP PgR 312 1:100 Novocastra, UK

Ki67 MiB-1 1:100 Dakocytomation, EUA

p53 DO7 1:200 Dakocytomation, EUA

Her2 CB11 1:80 Novocastra, UK
RE: anti-receptores de estrógeno; RP: progesterona.

Tabela 1

Figura 1 – Minirretífica acoplada a uma bancada fixa com alavanca (Dremel, 
Alemanha). Local de encaixe da agulha de biópsia hepática (seta) (1A). Retirada do 
cilindro de tecido parafinado do interior da agulha, que acaba de ser retirada do bloco 
doador, utilizando-se um bastão internamente complementar ao diâmetro da agulha 
(1B). Cilindro proveniente do bloco doador sendo conduzido com uma pinça ao seu 
orifício no bloco receptor (1C)
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Resultados
Após um período inicial de treinamento, em que foram 

construídos diferentes arrays, o tempo médio gasto para a 
construção do array descrito neste trabalho, com 55 cilin-
dros de 2mm de tecido, foi de 50 minutos (Figura 2A). Do 
bloco de TMA destinado a este trabalho foram obtidos 40 
cortes histológicos seriados de 4µm de espessura, medin-
do 2,5 por 1,3cm. As lâminas inicial e final foram coradas 
pela HE. A análise macroscópica das lâminas para verificar 
a preservação dos cilindros de tecido revelou perda de um 
cilindro durante a microtomia, após o décimo primeiro 
corte. Como de cada caso foram incluídos dois cilindros de 
tecido, pôde-se analisar o outro cilindro do mesmo caso 
que estava presente em todas as lâminas, com amostra 
suficiente para o diagnóstico histopatológico. A qualidade 
da coloração avaliada nas colorações pela HE mostrou que 
todos os cilindros apresentaram boa preservação tecidual, 
que foi suficiente para a confirmação diagnóstica.

Na lâmina inicial faltaram 10 discos e na lâmina final 
faltaram sete. Para o estudo imunoistoquímico foram se-
lecionadas 26 lâminas obtidas da porção média do array, 
entre as seções de números 8 e 34, que apresentavam discos 
de tecido mais preservados e com menor fragmentação. As 
reações IIQ obtidas nas lâminas dos arrays apresentaram 
qualidade semelhante às obtidas nos cortes histológicos 
integrais dos blocos doadores (Figura 2B).

Entre as lâminas submetidas à IIQ houve maior perda 
de discos de tecido naquelas submetidas à recuperação 
antigênica (RE, RP, p53 e Ki67). A maior perda foi de dez 
discos, na lâmina corada para p53 e a menor foi de dois 
discos na lâmina corada para RP.

Os resultados da análise IIQ dos diferentes anticorpos fo-
ram semelhantes nos discos de TMA e nas secções dos blocos 
originais de todos os casos, revelando representatividade acima 
de 95%, com a utilização dos mesmos clones e método IIQ.

Discussão
Neste trabalho descrevemos um modelo alternativo de 

equipamento para construção de arrays de tecidos. Nosso 
equipamento custou cerca de US$ 180,00 referentes ao 
valor da minirretífica, da bancada e dos acessórios. O custo 
dos equipamentos manuais comercialmente disponíveis 
pode variar entre 11 e 24 mil dólares. A esse valor deve ser 
acrescido US$ 200,00 referentes ao custo das agulhas de 
2mm, que são vendidas em jogos com 10 unidades (www.
beecherinstruments.com).

O tempo gasto na construção do array foi relativamente 
curto (aproximadamente 50min). No entanto, o tempo des-
pendido na análise das lâminas dos arrays foi maior, embora 
o trabalho de se analisar uma circunferência de tecido do 
TMA seja praticamente o mesmo empregado na análise do 
hot spot de um corte convencional. Para a análise dos 55 
cilindros do array é necessário um esforço de concentração 
maior, para seguir a seqüência das linhas e colunas a partir 
do disco de iniciação de leitura da lâmina.

A microtomia do bloco de TMA também representou 
maior dificuldade do que cortar um bloco de parafina com 
um ou dois fragmentos de tecido. Ao se colocar a fatia 
de parafina com os cilindros de tecido no banho-maria 
histológico para se distender o material, o corte tendia a 
abrir, desorganizando as linhas e colunas. Esse problema, 
em geral, não ocorre ou é minimizado quando se usa a 
fita adesiva vendida como acessório dos equipamentos 
disponíveis comercialmente. A fita adesiva facilita manter 

Figura 2 – Bloco receptor deste modelo artesanal de TMA completo com 55 cilindros 
(2A). Corte de um cilindro (um disco) em aumento de 10x corado pela IIQ com anticorpo 
anti RE, clone 6F11 da Biogenex (2B)
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a ordenação dos discos no TMA, evitando sua perda. Não 
encontramos na literatura dados numéricos referentes à 
perda dos discos de TMA construídos com arrays, dispo-
níveis comercialmente, que pudessem ser comparados 
aos resultados de nossa técnica alternativa. Observamos 
também perda de discos de tecido durante a técnica de 
IIQ, mesmo utilizando lâminas silanizadas que aumentam 
a adesão do tecido à lâmina.

As bordas de nossos discos de tecido ficaram lisas e 
uniformes, pois as agulhas foram previamente bem lapi-
dadas utilizando-se lixas que são adquiridas junto com o 
equipamento que utilizamos. Entre os acessórios disponíveis 
comercialmente estão jogos de agulhas descartáveis, de 
diferentes calibres, que são substituídas à medida que o 
gume fica gasto. O custo, no entanto, é bem maior que o 
nosso material alternativo, porquanto utilizamos agulhas de 
biópsia hepática reaproveitadas após seu uso clínico (www.
beecherinstruments.com).

As informações sobre a representatividade do tecido da 
amostra no TMA, em relação ao tecido original, são variáveis 
e dependem do diâmetro do cilindro e de quantos cilindros 
são inseridos no TMA. Não há uma norma geral na literatura 
sobre quantos cilindros representam o tumor original.

Camp et al.(2) construíram um array, utilizando equipa-
mento convencional com 10 cilindros de tecido (0,6mm 
cada) de cada caso de neoplasia mamária invasora, sendo 
as áreas selecionadas quando, no mínimo, 10% da circunfe-
rência era constituída pelo tumor. Esses autores observaram 
que, na análise dos receptores de estrógeno e do HER2 neu, 

em apenas um caso não houve concordância entre o array 
e o bloco original. Outro trabalho relata a construção de 
arrays com cinco cilindros de 0,6mm de diâmetro repre-
sentativos de cada caso(5).

O TMA artesanal que descrevemos apresentou repre-
sentatividade tecidual acima de 95% em relação aos blocos 
doadores, tanto no resultado IIQ quanto no diagnóstico 
pela coloração HE. Assim, tendo utilizado dois cilindros com 
2mm de diâmetro, cada um representando um tumor, ob-
tivemos áreas representativas tanto para confirmação diag-
nóstica pela HE, quanto para avaliação IIQ, com resultados 
equivalentes aos obtidos dos blocos doadores. Semelhante 
ao nosso trabalho, outros autores obtiveram representativi-
dade de até 95% com dois cilindros de 0,6mm, utilizando 
arrays comercialmente disponíveis(2).

Portanto, concluindo, o equipamento e a técnica de 
construção do array descritos neste trabalho representam 
uma alternativa econômica aos equipamentos comerciais 
para construção de arrays de tecido, bem como permitem 
boa concordância diagnóstica com os cortes de blocos 
originais corados pela HE e no estudo IIQ de marcadores 
prognósticos em tumores mamários.
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