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RESUMEN

Este articulo describe la técnica de tipo microarreglo con materiales de bajo costo y con excelente calidad técnica, que es facil de ejecutar

en un laboratorio convencional de anatomia patologica.
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ABSTRACT

This paper describes a microarray technique that employs low cost materials, exhibits excellent technical quality and is accessible to a

conventional histopathology laboratory.
Key words: microarray, surgical pathology laboratory.

| rapido avance de las técnicas de inmunohis-

toquimica ha hecho posible la deteccién de un

nimero de moléculas, en especial proteicas,

con una técnica sencilla y con escasa instru-
mentacion.!

La técnica de microarreglos permite colocar fragmentos
(cilindros de 3-6 mm) en un mismo bloque de parafina,
varias muestras de tejidos de diferentes origenes. Estos
bloques de microarreglos de tejidos se aplican en estudios
de hibridacion in situ para evaluar la expresion de genes
multiples de ADN y ARN o en técnicas de inmunohistoqui-
mica. Dicha técnica es ampliamente utilizada en series de
estudios de diferentes tumores humanos, asi como también
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en diferentes modelos de investigacién en animales de
experimentacion.?0

En los laboratorios de patologia las reacciones inmu-
nohistoquimicas se hacen para casos problematicos con la
utilizacion del corte histologico completo del tejido. Sin
embargo, en algunos casos individuales, y para la utiliza-
cion de series, es ventajoso el uso de métodos que puedan
procesar un nimero grande de reacciones.#10

En los equipos del mercado esta toma se hace con com-
plejos sistemas automaticos con un visor microscopico que
permite introducir mecanicamente un cilindro hueco de
acero.'8 El costo de estos equipos supera los 15 mil délares.

En el Servicio de Patologia del Hospital Militar Central
(SPHMC) y en la Division de Patologia, Departamento
de Radiobiologia, de la Comision Nacional de Energia
Atémica (DVDR-CNEA) desarrollamos una metodologia
sencilla con materiales faciles de obtener, que permiten
procesar en una operacién un numero significativo de
muestras con excelente nivel técnico en sus resultados.

El objetivo de este trabajo es presentar los detalles
técnicos de su ejecucion.

MATERIAL Y METODO
Técnica

Las tomas para microarreglo de cada caso se basan en los
equipos desarrollados hasta el presente, en la extraccion de
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cilindros de los tacos de parafina utilizados en forma con-
vencional en los laboratorios de patologia. Estos cilindros
deben contener en su interior una muestra representativa
de la lesion a estudiar. La técnica permite realizar cilindros
de diferentes diametros de acuerdo con las necesidades de
la lesién a considerar.

El patélogo selecciona las areas mas representati-
vas de la toma bidpsica para cada caso en el que se
implantard inmunomarcacion. Dicho paso se realiza en
un corte coloreado con hematoxilina y eosina, con un
marcador indeleble se identifican las zonas elegidas. Es
importante aclarar que el plano de corte del preparado
analizado por el patélogo debe coincidir con la super-
ficie del taco de parafina donde esta incluida la toma
bidpsica en estudio. El técnico seleccionara en el taco
de parafina el sector marcado por el patélogo. En este
zona se procedera a introducir el sacabocados —con
leves movimientos circulares— que corta de una manera
muy nitida y que es facil de comprobar ulteriormente
(Figura 1). En nuestro caso para extraer la muestra
utilizamos el sacabocados para tomas de biopsias der-
matoldgicas que se obtiene en el mercado local. Los
diametros de los sacabocados seleccionados fueron 1,
2 y 3 mm con mango de plastico. Se confeccionara un
cursor (varilla metélica de diAmetro menor al diametro
interno del sacabocados para extraer tal cilindro del
mismo) [Figuras 2 y 3].

Una vez realizada esta operacion, con el cursor que tie-
ne cada sacabocados se extrae muy facilmente el cilindro
de parafina del interior del mismo, que debera ser cuidado-
samente identificado con un sistema de numeracion ad hoc.

Preparacion del bloque de parafina muestra
Para realizar la comparacion de casos hay que preparar un
bloque de parafina muestra de un espesor no superior a la
longitud activa del sacabocados (Figura 3). Este bloque
sera perforado con el mismo didmetro de sacabocados
con el que se realizan las tomas de los cilindros de los
tacos de parafina con la muestras de tejido a estudiar.
Estas perforaciones se realizardn ordenadamente de
manera que nos permita individualizar cada caso del
estudio. Nosotros confeccionamos una plantilla guia de
perforacion que nos permite estandarizar y reconocer
cada uno de los casos.

Una vez perforado el bloque de parafina muestra se
procede a introducir cada uno de los cilindros obtenidos

Figura 1. Maniobra en la que el técnico introduce el sacabocados
con leves movimientos circulares en el taco de parafina. En un
mismo plano el pat6logo seleccion6 la zona de la toma bidpsica
mas representativa para realizar la inmunomarcacion.

de los tacos de parafina que contiene las biopsias en las
perforaciones previamente realizadas (Figura 2). Para
asegurar esta operacion puede calentarse sin que el bloque
de parafina muestra llegue a fusion. Se completa el sellado
con una gota de parafina. De esta forma se asegura muy
efectivamente el cilindro dentro del bloque.

Cuando estan colocados cada uno de los cilindros y
sellados con parafina liquida (Figura 4) se procede al corte
convencional con microtomo, el correspondiente montaje
en portaobjetos siliconados (Figura 5).

Con este tipo de muestras se realizan las técnicas de
demostracion que se hayan programado; es conveniente
el control del material con cortes coloreados con hema-
toxilina-eosina.

RESULTADOS

Nuestro método es sencillo, rapido, econémico, utiliza
tecnologia que se usa en los laboratorios de Patologia
Quirdrgica y sacabocados tipo dermatoldgicos que son
faciles de conseguir en el mercado de instrumentos de
medicina.
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Figura 2. Taco de parafina que incluye la toma bidpsica a estudiar
(sector superior de la foto). Sacabocados utilizado, en el interior
del mismo se observa una varilla metélica de diametro menor y el
cilindro obtenido de la puncién del taco (sector medio de la foto).
Bloque de parafina muestra (sector inferior de la foto).

DISCUSION

El método de microarreglo permite la exploracion si-
multanea de un nimero grande de muestras bidpsicas
de diferentes origenes.® Como todas las muestras estan
sometidas a inmunomarcacion en forma paralela por estar
montadas en un mismo portaobjeto, los resultados son
comparables.?-1

Si bien algunos laboratorios de anatomia patoldgica
utilizan metodologias similares, presentamos detalles

Figura 3. Maniobra en la que el técnico introduce en cada una de
las perforaciones de los bloques de parafina muestra los cilindros
obtenidos de los tacos de parafina.

Figura 4. Dos ejemplos de tacos de parafina que incluyen bloques
de parafina muestra listos para ser cortados con el microtomo.

técnicos propios de nuestro grupo que simplifican algunos
aspectos. Ha sido un procedimiento que no tiene inconve-
nientes en su realizacion, el material para su realizacion
es de simple obtencién y en &reas de facil interpretacion
histopatoldgica, para medidas subjetivas y cuando utili-
zamos métodos microespectrofotométricos.

Con respecto a los instrumentos utilizados, la incor-
poracion del sacabocados dermatologico es un detalle
importante dado que éste es un elemento médico sencillo de
obtener en el mercado y de gran afinidad a la especialidad.
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Figura 5. Montaje en portaobjetos siliconados coloreados con
hematoxilina y eosina.

Sin embargo, es importante considerar algunas si-
tuaciones que pueden determinar errores que no son
despreciables.

La manipulacion de multiples muestras puede dar
origen a errores de identificacion, aun en los laboratorios
mas sofisticados.

La localizacion de la lesion a investigar depende, en
altima instancia, del observador del microscopio que
decide la zona de toma.

Es importante verificar que el area seleccionada por
el patélogo coincida con el cilindro ubicado en el por-
taobjetos.

Para el caso de lesiones de tipo tumoral es relativamente
frecuente una densidad de coloracién variable y a veces
un sector no es el mejor para la identificacion de una
respuesta inmunitaria.

Hemos utilizado este método en estudios microespec-
trofotométricos, en series de algunos tumores donde la

calidad de las muestras ha sido muy satisfactoria. Por este
motivo la técnica de microarreglos se presenta especial-
mente para analizar el comportamiento de series, mas que
para analisis individual de casos.?

Es importante considerar estos inconvenientes antes de
sacar conclusiones definitivas.

Presentamos un método sencillo, rapido, econémico,
con tecnologia que se utiliza en los laboratorios de Pato-
logia Quirdrgica.
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