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ARTIGO ORIGINAL
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Perda de amostras em tissue microarray: comparacao entre o o
Aceito para publicagdo em 20/10/08

técnicas com uso de fita adesiva comercial, laminas silanizadas iz
pelo método tradicional ou por método modificado

Loss of tissue samples in the tissue microarray: comparison between techniques using commercial adhesive
tape, silane-coated microslides by the conventional method and by a modified technique

Joaquim Soares de Almeida'; Henrique de Oliveira Costa?; Flavio de Oliveira Lima?; Nathanael Pinheiro Jr.3; Celina Tizuko Fujiyama

Oshima*; Thiago Simao Gomes®; Marcello Franco®
TN resumo

VA Introdugéo/objetivo: O microarranjo tecidual, ou tissue microarray (TMA), permite avaliar mdltiplas amostras
de tecido em um Unico bloco. Um dos problemas do TMA é o descolamento dos cortes teciduais, por isso,

Perda de amostras para reduzir essa perda, tem-se utilizado fita adesiva especial comercial. Nao hé relatos comparando o uso
. dessas fitas adesivas com a técnica de silanizacdo modificada. O objetivo desse estudo foi comparar as perdas
Imuno-histoquimica de cortes entre ldminas usando fitas adesivas comerciais, laminas silanizadas por técnica convencional e

léminas silanizadas por técnica modificada, com menor consumo de acetona. Material e método: O TMA foi
construido com blocos de tecido hepético, em dispositivo de base fixa, colocando-se 32 cilindros de 2 mm
de diametro em duplicata e espacamento de 2,2 mm. Quinze sec¢bes de 4 um foram colocadas em [aminas
silanizadas a 4% por técnica convencional (grupo 1), 15 em laminas silanizadas com técnica modificada (6%
de silano e com uso minimo de acetona) (grupo 2) e 15 em ldminas com fita adesiva comercial de acordo com
as recomendacdes do fabricante (grupo 3). Todas as ldminas foram processadas por imuno-histoquimica para
citoqueratina 18, com recuperagdo antigénica em tampdo citrato pH 6, em microondas. As perdas de amostras
foram quantificadas e expressas como: perda total (> 80%), quase total (75% a 79%) ou parcial (50% a 74%).
Resultados: A perda de tecidos foi semelhante nos trés grupos: com silanizacdo tradicional, modificada ou
fita adesiva comercial (4,9 vs. 3,1 vs. 8,1, respectivamente) (andlise de variancia [ANOVA], p = 0,3654). Uma
das laminas com a fita adesiva apresentou descolamento artefatual de todos os tecidos e outra de 20 tecidos
em um dos lados. Nenhuma das laminas silanizadas apresentou tal artefato. Conclusao: Laminas silanizadas
tém resultados satisfatdrios, requerem menos treinamento técnico e reduzem os custos da utilizagdo do TMA,
justificando seu uso em pesquisa. Mais ainda, o uso da técnica modificada de silanizacdo, com reducéo do
volume de acetona, barateia o processo e diminui a producao de residuos quimicos.

abstract ISR

Introduction/objective: The tissue microarray (TMA) technique allows the evaluation of multiple tissue samples | TMA
in a single block. One of the problems of TMA is the ungluing of tissue sections, thus commercial adhesive tape
has been used to reduce this loss. There are no reports comparing the use of the commercial adhesive tape with
the use of the modified silane-coated technique. The objective of this study was to compare section loss in slides
using commercial adhesive tape, silane-coated microslides with the conventional technique or with the modified
technique. Material and method: The TMA was constructed with hepatic tissue blocks embedded in paraffin, using | Silane-coated microslides
a fixed base device, placing 32 cylinders of 2 mm in diameter in duplicate and 2.2 mm apart from each other.
Fifteen 4-um sections were placed on conventional silane-coated microslides at 4% (Group 1), 15 on silane-coated
microslides with a modified technique (6% of silane and minimum use of acetone) (Group 2), and 15 on slides
using commercial adhesive tape, according to the manufacturer’s recommendations (Group 3). All microslides
were processed by immunohistochemistry for cytokeratin 18, with antigen retrieval accomplished by incubation
with citrate buffer pH 6.0 with microwave enhancement. Samples loss was quantified and expressed as: total
(= 80%), almost complete (75% to 79%) or partial (50% to 74%). Results: The loss of sections was similar in
all three groups (4.9 vs. 3.1 vs. 8.1, respectively) (analysis of variance [ANOVA], p = 0.3654). One slide using
commercial adhesive tape showed artifactual ungluing of all sections and another one showed loss of 20 samples
on one side of the slide. None of the silane-coated microslides showed such artifact. Conclusions: Silane-coated
microslides show adequate results, require less technical training and reduce the cost of TMA procedure, what
justifies their use in research. Moreover, the use of the modified silane-coating technique, with the reduction of
acetone volume, lowers the costs and reduces chemical residues.

Laminas silanizadas

Sample loss

Immunohistochemistry
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Introducao

Em agosto de 1986, Batiffora propds um novo método
de microarranjo de tecido (multitumor tissue block [MTTB])
ou técnica de “salsicha”@. Ele desemblocava os fragmen-
tos incluidos em parafina, cortava-os em cilindros com
1 mm? de area e 2 a 3 cm de comprimento e os reincluia
paralelamente, formando blocos multiteciduais nos quais
diferentes tecidos eram amostrados em pequenos qua-
drados justapostos. Isso permitia testar até cem amostras
diferentes com apenas uma pequena aliquota de anticorpo
primario, resultando em economia de reagentes e tempo de
leitura, além de homogeneizar as rea¢des. O autor também
relatou a montagem de MTTB com arranjos tematicos,
que poderiam ser usados para controle de qualidade em
imuno-histoquimica. Uma limitacdo desse método era a
nao-identificacdo de cada amostra com o paciente cor-
respondente. Outros autores aprimoraram a técnica®'”) e
somente em 1998 Kononen et al.® desenvolveram a base
do método utilizado atualmente com o uso de dispositivo
mecanico de base fixa, que consiste em dispositivo cilindri-
co semelhante a punch de bidpsia cutdnea, em base fixa,
com mecanismo para retirada do cilindro e montagem
em bloco pré-moldado e vazado, com os loci para receber
os cilindros. Esse dispositivo facilitou a montagem técnica
dos blocos de microarranjos teciduais, ou tissue microarray
(TMA), permitindo a coloracdo de até 600 amostras no
mesmo bloco e na mesma lamina. Os autores propuseram
o corte do maior nimero possivel de laminas para evitar o
desgaste excessivo do bloco a cada série de corte, e também
que o estoque das laminas com os cortes de TMA fosse
parcialmente recoberto por parafina. Usaram fitas adesivas
para a retirada dos cortes do micrétomo e a transferéncia
dos mesmos para as laminas, evitando perda de amostras.
Posteriormente, outros autores sugeriram mudancas na
confec¢ao™ e na andlise das laminas®.

Atualmente, ha crescente nimero de publicagdes que
buscam diminuir os custos de pesquisa envolvendo o TMA,
principalmente pela adocdo de métodos alternativos de
confeccédo dos blocos% 141618,

Um dos problemas relacionados com a técnica de
TMA é o descolamento dos cortes das laminas. Apesar de
apenas alguns trabalhos reportarem a possibilidade do
ndo-uso de fitas adesivas comerciais, os pioneiros da téc-
nica a utilizaram, argumentando que tém menor perda de
amostras® 7 & 121516 Por outro lado, vérios pesquisadores
referiram bons resultados sem o seu uso, gerando reducao

nos custos® . Outros trabalhos chamam a atencéo para
um pior desempenho das fitas também nas técnicas de
hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) e hibridizacao in
situ colorimétrica (CISH), podendo inclusive causar artefatos
na técnica imuno-histoquimica® .

O objetivo deste trabalho foi comparar o percentual
de perda de amostras de tecido em laminas especiais
com o uso de fita adesiva comercial, laminas silanizadas
com técnica convencional ou com técnica modificada em
blocos de TMA.

Material e método

Material

Foram selecionados, aleatoriamente, do arquivo de blo-
cos do Departamento de Patologia da Universidade Federal
de Séo Paulo (UNIFESP), oito blocos de parafina contendo
amostras de tecido hepdtico. A orientacdo espacial das
amostras na construcdo do TMA foi feita com diferencas
na disposicao dos cilindros no bloco.

Construcdo do TMA

A construgéo do bloco de TMA sequiu a técnica preco-
nizada por Kononen et al.®, utilizando-se o dispositivo de
base fixa, com o uso de agulhas de 2 mm de didametro. Foi
confeccionado bloco com 32 cilindros em espelho, sendo
que de cada bloco doador foram retirados quatro cilindros
aleatoriamente, totalizando 64 cilindros no bloco, com
espacamentos de 2,2 mm entre os centros dos cilindros.

Técnicas de silanizacdo das laminas

No grupo 1 (com silanizacéo tradicional: TMA G1), as
laminas foram deixadas em solucdo detergente neutra por
2 horas e, ap6s lavagem em agua corrente até ser retirado o
excesso do detergente, foram imersas seqliencialmente em
trés cubas contendo acetona, com imersao subseqiiente em
cuba contendo silano a 4% em acetona. A sequir passaram
por mais trés cubas de acetona e foram deixadas a secar
em estufa a 58°C.
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No segundo grupo (silanizacdo modificada: TMA
G2), as laminas foram deixadas em solucdo de agua
destilada com detergente neutro a 10% por 2 horas,
lavadas em dgua corrente até ser retirado o excesso do
detergente e imersas sequiencialmente em trés cubas
contendo etanol absoluto. Na quarta cuba, a solugao
continha silano a 6% (diluido em acetona). Em sequi-
da, foram imersas em mais trés cubas contendo etanol
absoluto, secas em estufa a 58°C e guardadas em tem-
peratura ambiente.

As laminas do terceiro grupo 3 (laminas com fita adesiva
comercial: TMA G3), denominadas especiais, foram aquelas
em que se usaram fitas adesivas (Instrumedics Inc, Hackensak,
NJ, EUA) e foram submetidas aos solventes e banhos de luz
ultravioleta, conforme especificacdes do fabricante.

Confeccdo das laminas de TMA

Apb6s a confeccdo do bloco, este foi seccionado com
4 um de espessura em micrétomo e os cortes, aderidos
em laminas silanizadas (pelo método convencional ou
modificado) ou especiais.

Para a confeccdo das laminas TMA G1, os primeiros 15
cortes foram aderidos consecutivamente em 15 laminas
silanizadas convencionais numeradas de 1 a 15. Para o TMA
G2, 15 cortes seguintes foram aderidos da mesma maneira
em laminas silanizadas com a técnica modificada. Para a
preparacao do TMA G3 foram utilizadas laminas especiais
e fitas adesivas para a fixacdo dos cortes na lamina. Nesse
terceiro grupo foram também utilizados os Gltimos 15 cortes
consecutivos. Um par de laminas de cada grupo (laminas 1
e 15 da seqliéncia de corte) foi corado por hematoxilina-
eosina (H&E) e as demais foram submetidas a técnica de
imuno-histoquimica.

Imuno-histoquimica

As laminas dos trés grupos foram levadas a estufa a
57°C por 12 horas. A seguir foram colocadas em imersao
em trés banhos de xileno, sendo o primeiro por 30 min e
o segundo e o terceiro por 5 min cada, sequidos por mais
trés banhos de 5 min em etanol absoluto e lavadas em dgua
corrente por mais 5 min.

A recuperacdo antigénica foi realizada em tampdo citra-
to, pH 6, em forno de microondas por 30 min, na poténcia
maéxima. As laminas foram resfriadas, ainda no tampéo, e
lavadas em égua corrente por 5 min.
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O bloqueio da peroxidase end6gena foi realizado com
quatro banhos de 5 min cada em peréxido de hidrogénio
a 20% (v/v). A seguir foram novamente lavadas em agua
corrente por 5 min, em solucdo tampao salina de fosfato
(PBS), pH 7,4, e incubadas com anticorpo primario de
camundongo anticitoqueratina 18 (clone DC 10, Cell
Signalling Technology , Danvers, MA, EUA), diluido 1:100
em albumina sérica bovina (BSA) a 1%, por 18 horas. Apds
lavagem em PBS, as laminas foram incubadas com o anti-
corpo secundario biotinilado (kit LSAB — DakoCytomation)
por 30 min, lavadas em PBS e incubadas com o segundo
reagente do mesmo kit por mais 30 min. Depois disso foram
lavadas em agua corrente e reveladas com DAB liquido
(DakoCytomation). Os cortes foram contracorados em
hematoxilina, lavados em édgua corrente, desidratados em
etanol absoluto, diafanizados em xileno e montados com
laminula e resina (Figura 1).

TMA TMA TMA
G1 G2 G3
» .‘__‘ L | }‘." .'!
.z::.::: .'.:i :::'l :
>y - |

Figura 1 - Ldminas do grupo 1 (com silanizagéo tradicional: TMA G1), grupo 2
(silanizagdo modificada: TMA G2) e grupo 3 (Iaminas com fita adesiva comercial:
TMA G3)

Avaliacado das perdas teciduais

A reacdo imuno-histoquimica para citoqueratina 18 foi
realizada apenas para avaliacdo da perda ou descolamento
do tecido apds a recuperacdo antigénica. A avaliacéo das
perdas foi feita por dois patologistas, tanto num espelho
como no outro. Os resultados foram postos em tabelas para
posterior obtencdo das médias das perdas. A comparagdo
foi realizada em todos os niveis de corte.

AFigura 2 mostra a padronizacao da leitura das perdas,
considerando-se:
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Figura 2 - Padronizagdo da avaliagdo das perdas teciduais: “sem perda” (A), “perda
parcial” (B), “perda quase total” (C) e “perda total” (D)

e sem perda: acima de 50% da area do cilindro presente
na lamina

e perdas parciais: entre 50% e 74% do cilindro

e perda quase total: aquelas com auséncia entre 75%e
79% da érea do cilindro

e perda total: auséncia de 80% ou mais da érea de
cada amostra.

Analise estatistica

Os dados foram tabulados e submetidos a analise de va-
riancia (ANOVA), seguida do p6s-teste de Bonferroni, utilizan-
do-se o software Prism 4.0 (GraphPad Inc, San Diego, EUA).

Resultados

A Figura 3 mostra a distribuicdo do nimero de per-
das de tecido e a Tabela, a média e o desvio padréo (DP)
das perdas. Essa distribuicdo foi semelhante (ANOVA,
p =0,3654) dentro do mesmo grupo de laminas: TMA
G1 (média = 4,9 amostras), TMA G2 (média = 3,1 amos-
tras) e TMA G3 (média = 8,1 amostras). Uma das laminas
com fita adesiva comercial apresentou descolamento
de todas as amostras (Figura 4) e uma outra, desco-
lamento de 20 amostras em um dos lados da lamina.
Em nenhuma das laminas silanizadas observou-se tal
artefato, exceto pequenos descolamentos centrais em
algumas (Figura 5).
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ANOVA: andlise de variancia.

Figura 3 - Nimero de perdas de tecidos nos TMA G1, TMA G2 e TMA G3. A perda
foi semelhante dentro de cada grupo analisado (ANOVA, p = 0,3654)

Figura 4 - Descolamentos total e parcial das amostras observados nas ldminas com
uso da fita adesiva comercial

Figura 5 - Descolamentos centrais dos tecidos observados em algumas ldminas
silanizadas
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Média e desvio padrao das perdas de
tecidos em TMA G1, TMA G2 e TMA G3.

A perda foi semelhante dentro de cada

BE:1o7-1 -0 Bl orupo analisado (ANOVA, p = 0,3654)
Técnica adesiva
TMAGL TMAG2 TMAG3 p
Média 4.9 3,1 8,1 0,3654

Desvio padrao 3,3 2,7 16,2

TMA G1: microarranjos teciduais, grupos 1, 2 e 3; ANOVA: analise de
variancia.

Discussao

Atécnica de TMA foi descrita, em 1998, por Kononen et
al.®, com ampla aceitacdo mundial. Trata-se da construcéo
de um bloco de parafina contendo fragmentos cilindricos
de amostras de tecidos obtidos de dezenas ou centenas de
blocos de parafinas originais que sdo dispostos no bloco
receptor seguindo uma ordem predeterminada®.

O TMA permite analisar, de uma sé vez, centenas de
amostras de tecidos, tanto em sua expressdao molecular
como protéica, e € mais comumente utilizado na pesquisa
de novos marcadores progndsticos. Nos Gltimos cinco anos
tem aumentado significantemente o ndmero de artigos
cientificos que relatam a utilizacdo dessa técnica.

Segundo a literatura, esse método tem muitas vantagens,
como grande economia de tempo, reagentes, tecidos histo-
I6gicos e anticorpos; uniformizagao das reacdes e facilidade
na interpretacdo comparativa dos casos de uma pesquisa;
possibilidade de repeticdo das reacdes, inclusive em mltiplos
niveis de um mesmo bloco; e simplificacdo na execucéo de
estudos pela utilizagdo do bloco em mais de um experimen-
to 2. No entanto, a utilizacdo do TMA implica também
algumas desvantagens em relacdo a técnica convencional
(blocos individuais), como limitagdo na representacdo his-
tolégica, devido a pequena amostra estudada, e perda de
tecidos no procedimento imuno-histoquimico.

O uso de dispositivos de base fixa (do tipo Beecher) tor-
nou-se o padrdo-ouro para a confeccdo de blocos de TMA
nos diversos servicos de pesquisa e diagndstico ao redor do
mundo. Tem, porém, como fatores limitantes o alto custo
de implantacdo e a manutencdo. No intuito de baixar ou
eliminar esses custos, varios autores tém buscado técnicas
alternativas de construcdo de blocos de TMAU. 410,14,18)

Além disso, outro problema é a perda por descolamento
das amostras de tecido dos cilindros durante a confeccédo
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dos cortes histolégicos ou durante o processamento his-
tolégico ou imuno-histoquimico. A fim de contornar esse
problema, foi introduzida a fita adesiva.

Atualmente, o uso da fita adesiva em associagdo
ao uso de laminas especialmente preparadas, solucdes
solventes e lampadas ultravioletas estd amplamente di-
fundido® 781219 Apesar disso, essa solucdo traz consigo
maior dificuldade técnica no ato do corte desses blocos
de TMA, demandando treinamento complementar, com
aumento de custos de manutengdo e consumo de insumos,
além de relatos de artefatos em FISH, CISH e mesmo na
imuno-histoquimica®™ '®. Recentemente foram relatados
bons resultados sem o uso da fita® .

Nesse estudo comparamos a confeccédo das laminas de
TMA utilizando a técnica do uso de laminas especiais e da
fita adesiva comercialmente disponivel, ldminas silanizadas
por técnica tradicional ou convencional e [aminas silanizadas
por técnica modificada.

Observamos, em uma das laminas, o descolamento de
todas as amostras com o uso da fita adesiva comercial e
em outra, descolamento de 20 amostras em um dos lados.
Nenhuma das laminas silanizadas de modo tradicional ou
modificado apresentou tal artefato.

Como essas trés técnicas sao mutuamente exclusivas,
exigindo sequiéncias diferentes no momento do corte, foi
necessaria a realizacdo de quinze cortes consecutivos por
trés vezes.

Os cortes sem o uso da fita adesiva demandam resfria-
mento dos blocos com o contato direto destes com cubos
de gelo. Esse procedimento confere umidade ao bloco de
parafina, impedindo a adesao das fitas comerciais. Assim,
as fitas adesivas ndo podem ser usadas em bloco resfriado,
impedindo o uso de cortes intercalados para as trés técnicas
aqui testadas, como inicialmente planejado.

Para evitar que os niveis seqlienciais de cortes produzis-
sem perdas de amostras por desbaste inadequado no inicio
do corte do bloco ou por término do cilindro tecidual nos
dltimos cortes, as seguintes precau¢des foram tomadas: a)
inicio do uso dos cortes do bloco de TMA apenas apds o
desbaste apropriado, conferindo a presenca das amostras
apds coloracao por HE; b) uso de 15 laminas para cada gru-
po, totalizando as 45 laminas utilizadas no estudo, uma vez
que os blocos de TMA permitem o corte de até 80 laminas
antes do término dos cilindros teciduais; c) utilizacdo de
blocos doadores espessos e cortados previamente apenas
uma vez; d) obtencdo, no final, de corte extra, corado por
HE, para avaliar a presenca das amostras. Foram utilizados
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blocos doadores de tecido hepatico confeccionados em
datas préximas, minimizando a variacdo de tempo de
fixacdo e armazenamento.

A nao-adesividade da amostra de tecido a lamina
deve ser o motivo das perdas. Ndo descartamos, porém,
a possibilidade de a perda ter ocorrido durante o desco-
lamento da fita adesiva por temperatura nao-adequada
e/ou descolamento brusco da fita.

A posicdo espacial de cada amostra na lamina pode
causar variacao de perda da amostra. Como ndo analisa-
mos a perda por posicao da amostra, mas sim a perda total
com cada técnica de aderéncia, uma eventual diferenca
de perda secundéria a posicdo da amostra ndo causou
viés na avaliacdo.

Algumas laminas silanizadas apresentaram pequenos
descolamentos centrais. Durante a realizacdo da reacdo
imuno-histoquimica, os cortes histol4gicos sdo submetidos
a sucessivas variacdes fisico-quimicas, como: varios mergu-
lhos em xilol, alcool, perdxido de hidrogénio, 4gua, solucéo
tampao, além de recuperacéo antigénica em forno de mi-
croondas e incubacdo por 16 a 18 horas em temperatura
baixa (4°C). Esses fatores técnicos podem ter sido a causa
dos descolamentos centrais nas laminas silanizadas.

O uso de fitas adesivas, com seus solventes, lampada
e lamina com resina prépria, requer treinamento técnico
especifico, que se soma ao ja requerido para a construgdo
dos blocos de TMA. Devido a esse fato, realizamos nossos
experimentos somente ap6s a completa familiarizacdo com
0 uso das fitas adesivas. O corte dos blocos de TMA, sem
o uso das fitas, ndo apresentou tal problema, uma vez que
j& tinhamos experiéncia com a técnica, que se assemelha
a rotina da histotecnologia.

Outra questdo abordada foi o fato de que o uso da
acetona, em seis banhos para a silanizacdo das laminas pela
técnica convencional, gera problemas de ordem ecolégi-
ca, com a necessidade de descarte de material poluente,
além da questdo de salide ocupacional da equipe técnica,
exposta a risco de natureza quimica. A técnica de silaniza-
cao modificada, que utiliza acetona apenas na solucdo de
silanizacao, dispensando seu uso nos banhos anteriores e
posteriores, feitos com élcool absoluto, minimizou essas
duas questdes, com diminuicdo consequiente de custos.

Milanes-Yearsley et al., em 20020, relataram artefatos
de coloracédo e fundo nas reacdes imuno-histoquimicas
com o uso da fitas adesivas, fato ndo observado com a
utilizacdo de laminas silanizadas.

Por fim, como perspectiva, pretendemos realizar expe-

rimentos adicionais utilizando agulhas de 0,6 e de 1 mm
para confirmacdo dos dados do presente estudo.

Conclusao

Este estudo permite afirmar que as perdas de amostras
com laminas silanizadas, na técnica de TMA, é semelhante
as observadas com o uso de fitas adesivas. Outra vantagem
do uso de laminas silanizadas é ser técnica de uso rotineiro
em laboratérios de patologia, resultando em reducdo de
custos, sem perda da qualidade da informacao. Por fim, a
técnica alternativa de silanizacdo, com reducédo do volume
de acetona, barateia o processo e reduz o lancamento de
residuos quimicos no ambiente.
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