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      La técnica de micromatrices de tejidos (TMA), basada en la toma de ponches cilíndricos de bloques de parafina 
donantes y su transferencia a un solo bloque receptor, revolucionó el campo de la patología, por la posibilidad 
de evaluar múltiples muestras en una sola lámina. En Cuba no existen antecedentes del tema, por lo que el 
objetivo de este trabajo fue implementar la técnica de TMA. Para ello, se evaluó la concordancia de los 
resultados que se obtienen por sección completa y por TMA, en la evaluación de los receptores de estrógeno 
(RE), progesterona (RP) y del factor de crecimiento epidérmico tipo 2 (HER2) en muestras de cáncer de mama. 
Se estudiaron 45 muestras parafinadas de mujeres con esta enfermedad que se atendieron en el Instituto de 
Oncología en el año 2012. Se construyeron dos bloques de TMA y posteriormente se determinó, mediante 
inmunohistoquímica, la expresión de los marcadores RE, RP y HER2, en la sección completa de tejido y en el 
TMA. Para el análisis de concordancia se empleó el índice Kappa. Se obtuvo una buena concordancia para los 
tres marcadores (RE k=0,8272; RP k=0,793 y HER2 k=0,716). Este trabajo constituye el primer reporte sobre 
la técnica de TMA en Cuba y demuestra que es una herramienta valiosa, por lo que se sugiere su potencial uso 
en la investigación traslacional y en los ensayos clínicos de vacunas. 
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Introducción 

En los últimos años, las limitaciones de las técnicas 
convencionales de patología molecular, así como los 
avances en los campos de la genómica y la proteómica, 
sustentan el desarrollo de nuevas técnicas 
experimentales.  

Uno de los avances que revolucionó el campo de la 
patología, particularmente en el área de la investigación 
oncológica, fue la introducción de la técnica de 
micromatrices de tejidos (TMA, del inglés tissue 
microarray). Esta tecnología consiste en la toma de 
ponches cilíndricos de bloques de parafina donantes y 
su transferencia a un solo bloque receptor (1). 

Si bien las primeras aproximaciones sobre las 
evaluaciones multi-tejidos en un solo soporte surgieron 
en la década de 1980 (2), no fue hasta 1998 en que se 
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introdujo propiamente la técnica de TMA, por Kononen 
y cols, en el Instituto Nacional de Salud de Bethesda, 
Estados Unidos (3). Desde entonces, el empleo de esta 
herramienta tecnológica se incrementó de forma 
significativa, lo cual se evidencia en sus más de 15 mil 
publicaciones en la literatura científica (4). 

Múltiples ventajas justifican el uso del TMA, 
fundamentalmente la posibilidad de evaluación de un 
elevado número de muestras a la vez, la reducción de 
los costos y del tiempo que se emplea en la técnica, el 
uso más eficiente de la muestra, así como la posibilidad 
de aplicarse en varios procederes como la 
inmunohistoquímica (IHQ), hibridación in situ 
fluorescente (FISH) o cromogénica (CISH) (5, 6). 

En Cuba, no existen antecedentes del tema; sin 
embargo, es necesario el uso de la técnica de TMA, no 
solo por sus múltiples ventajas, sino por las 
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particularidades de la investigación oncológica en el 
contexto nacional.  

El cáncer constituye la principal causa de muerte en 
Cuba (7), por lo cual se justifica la introducción de la 
técnica de TMA, que facilitaría: optimizar la evaluación 
diagnóstica, el pronóstico, la terapéutica en estos 
pacientes, incluyendo el desarrollo de una medicina 
más personalizada, así como responder ante la creciente 
demanda de evaluación, en el escenario clínico, de las 
vacunas terapéuticas contra el cáncer. 

Este trabajo constituye el primer reporte sobre la 
implementación de la técnica de TMA en Cuba. El 
objetivo de este trabajo es evaluar la concordancia de 
los resultados que se obtienen por sección completa y 
por TMA en la evaluación de los receptores de 
estrógeno (RE), progesterona (RP) y del factor de 
crecimiento epidérmico tipo 2 (HER2) en pacientes con 
cáncer de mama. 

Materiales y Métodos 

Muestras tumorales 

Se estudiaron 45 muestras de fragmentos tumorales de 
mama, fijadas en formol tamponado al 10% e incluidas 
en parafina, conservadas en los departamentos de 
anatomía patológica del hospital Celestino Hernández, 
de Villa Clara y José López, de Matanzas. Estas 
muestras se enviaron al departamento de biología 
celular y banco del Instituto de Oncología y 
Radiobiología (INOR).  

Las muestras procedían de las pacientes que se 
atendieron en el servicio de mastología de cada una de 
estas instituciones, con previo consentimiento de los 
pacientes a participar en el estudio. 

Inicialmente se evaluaron por un patólogo las láminas 
de hematoxilina-eosina correspondientes, para 
corroborar que eran fragmentos representativos de 
tumor. 

Construcción de TMA 

El patólogo seleccionó un campo tumoral 
representativo en la lámina de hematoxilina-eosina, que 
luego se confrontó con el bloque de tejido 
correspondiente para localizar el sitio exacto para la 
perforación. Posteriormente, se realizaron ponches de  
2 mm de diámetro de cada bloque donante que se 

insertaron en un bloque receptor, con capacidad para 24 
muestras, empleando el dispositivo Thermo Scientific, 
México (Fig. 1). 

Una vez que se construyó el TMA, se mantuvo a 37 oC 
durante 15 min para lograr que los cilindros que se 
insertaron se fundan con la parafina del bloque receptor. 

Se realizaron cortes seriados de tejido de 4 μm, que se 
adhirieron a láminas portaobjetos recubiertas con poli-
L-lisina, una de las láminas se tiño con 
hematoxilina/eosina para verificar la presencia de tejido 
tumoral representativo de cada paciente. 

Evaluación inmunohistoquímica de RE, RP y 
HER2 

Se realizó la técnica inmunohistoquímica en la sección 
completa de tejido y en el TMA. Inicialmente las 
láminas se incubaron a 60 oC durante 60 min para lograr 
una adecuada adhesión del tejido e iniciar el proceso de 
desparafinado. 

Posteriormente se realizaron tres pases por xilol            
(10 min cada vez), seguido por tres pases por 
concentraciones decrecientes de etanol (95%, 85%, 
75%) (5 min en cada uno) y finalmente por agua 
destilada para la rehidratación del tejido.  

Con el objetivo de exponer el antígeno, las láminas se 
sumergieron en una solución de citrato de sodio (0,01 
mol/L, pH=6,0) y se expusieron al calor en un baño 
termostatado en un intervalo de temperatura entre 95 °C 
y 99 °C, durante 30 o 40 min según las indicaciones del 
fabricante.  

Para bloquear la peroxidasa endógena del tejido, se 
trataron las láminas con una solución de peróxido de 

 

Fig. 1. Dispositivo manual Thermo scientific, empleado 
en la construcción del TMA. 
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hidrógeno al 3% en metanol absoluto, durante 5 min. Se 
aplicó el anticuerpo específico para cada antígeno 
durante 30 min.   

Se emplearon los anticuerpos monoclonales anti-RE y 
anti-RP (clones SP1 y SP2 respectivamente) 
prediluidos (Anacrom Diagnósticos, Sevilla, España), 
así como el juego de reactivos Hercep TestTM (Dako, 
Dinamarca) para HER2. 

Para la detección del RE y RP se empleó un sistema 
ultrasensible multiespecífico (MLINK, Anacrom 
Diagnósticos, S.L, España), que incluye un anticuerpo 
secundario marcado con biotina y un complejo de 
estreptavidina marcada con peroxidasa.  

Para el HER2 se utilizó el sistema de detección basado 
en anticuerpos anti-conejo marcados con peroxidasa 
que se une a un polímero de dextrán, como agente de 
visualización, incluido en el juego diagnóstico. 

Para todos los marcadores, posterior al sistema de 
detección, se aplicó el cromógeno 3,3'-
diaminobencidina tetrahidroclorhídrica (DAB) durante 
10 min, para revelar la reacción.  

La reacción se contrastó con hematoxilina de Mayer 
(Dako, Dinamarca) durante 30 s. Finalmente se 
deshidrataron los tejidos en concentraciones 
ascendentes de etanol (75%, 85%, 95%), 5 min en cada 
una, se aclaró en xilol y se montaron las láminas con un 
medio permanente Eukitt (KinderGmbH& Co, 
Alemania). En cada experimento se utilizaron como 
control positivo, muestras de tejidos con expresión 
previa conocida y líneas celulares que recomienda el 
fabricante del juego de reactivos Hercep TestTM. 

Evaluación de la inmunotinción 

La expresión tisular de RE y RP se determinó por la 
coloración del núcleo de las células tumorales, con el 
uso de un microscopio de campo brillante (Zeiss). Se 
consideraron positivas las muestras con al menos el 1% 
de las células tumorales positivas (8-10). 

La expresión tisular de HER2 se evaluó según la escala 
propuesta por Dako y aprobada por el Colegio 
Americano de Patología (9) que tiene en cuenta la 
continuidad e intensidad de coloración de la membrana 
citoplasmática en las células tumorales: 

Negativo (0): no se observa tinción en la membrana 
citoplasmática en <10% de las células tumorales. 

Negativo (1+): tinción débil e incompleta de la 
membrana citoplasmática en más del 10% de las células 
tumorales. 

Débilmente positivo (2+): tinción completa de la 
membrana citoplasmática, débil o moderada, en el 10-
30% de las células tumorales. 

Positivo (3+): tinción de la membrana citoplasmática, 
completa e intensa en más del 30% de las células 
tumorales. 

La evaluación de los marcadores inmunohistoquímicos 
se realizó por dos observadores y en caso de 
discordancia se incluyó un tercero. 

Análisis estadístico 

Para evaluar la concordancia entre los resultados del 
TMA y de la sección completa de tejido se utilizó el 
índice Kappa (k) (10). Además se determinó la eficacia 
del TMA (capacidad para detectar correctamente todos 
los positivos y los negativos) (10): 

Eficacia = (VP+VN)/(VP+VN+FP+FN) x 100 

Donde: 

VP = Verdaderos positivos o positivos correctamente 
detectados.  

FP = Falsos positivos.  

VN = Verdaderos negativos o negativos correctamente 
detectados.  

FN = Falsos negativos.   

Adicionalmente se analizó la relación entre las 
variables clínico-patológicas (edad, diagnóstico 
histológico, positividad de los ganglios y grado 
histológico) y el estado de los receptores hormonales y 
HER2, mediante el estadígrafo Chi-cuadrado (α=0,05).  

Se determinó además la edad promedio de los casos 
estudiados y su rango. Se calculó el porcentaje de los 
marcadores que se evaluaron en la muestra, del 
diagnóstico y grado histológico, así como del número 
de ganglios positivos. 

Para el procesamiento y análisis estadístico de los datos 
se utilizó el paquete estadístico SPSS, versión 20.0 para 
Windows. 
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Resultados 

La edad promedio de los casos estuvo entre 44,3-71,9 
años, con un rango entre 27 y 83 años. Predominaron 
las mujeres con carcinoma ductal invasivo (84,44%) y 
con grado histológico 2 (37,77%) (Tabla 1). 

En relación a la construcción del TMA, se destaca que 
todos los ponches mostraron muestra tumoral 
representativa. Se construyeron dos bloques de TMA, 
con 24 muestras cada uno, incluyendo los controles 
(Fig. 2). 

Durante la ejecución de la técnica IHQ, se perdieron      
3 muestras de RE (6,66%) y 4 muestras de RP y HER2 
(8,88%), que resultaron no evaluables. 

Con respecto a la expresión de los marcadores que se 
evaluaron en las secciones completas de tejido, se 
observó un predominio de pacientes con receptores 
hormonales positivos (RE: 68,89% y RP: 66,67%), 
mientras que para HER2, solo se declaró positividad en 
el 24,44% de los casos.  

En la Figura 3 se observa la imagen microscópica de 
una de las muestras del TMA, donde se evaluó la 
expresión inmunohistoquímica de RE. 

Previa clasificación de los resultados que se obtuvieron 
para cada marcador, se realizó el análisis de la 
concordancia entre el TMA y la sección completa, así 
como de la eficacia del nuevo método (Tabla 2).  

Tabla 1. Características clínico-patológicas de los 
pacientes en estudio. 

Variables clínico-patológicas 
(n=45) 

No % 

Edad:   

< 50 años 11 24,44 

≥ 50 años 34 75,55 

Diagnostico histológico:    

    Carcinoma ductal invasivo 38 84,44 

    Carcinoma lobulillar infiltrante 3 6,66 

    Carcinoma ductolobulillar 3 6,66 

    Carcinoma papilar 1 2,22 

Grado histológico:   

    Grado 1 16 35,55 

    Grado 2 17 37,77 

    Grado 3 12 26,66 

Número de ganglios positivos:   

    0 15 33,33 

    1-3 18 40,00 

    4-9 10 22,22 

    10 y más 2 4,44 

Tabla 2. Análisis de eficacia y concordancia entre sección completa y TMA según los marcadores evaluados. 

Marcadores Resultado Sección Completa TMA Eficacia 
Concordancia 
(índice Kappa) 

p 

RE (n=41) Positivo 29 28 
97,56% 0,827 0,000 

Negativo 12 13 

RP (n=42) Positivo 28 26 
95,23% 0,793 0,000 

Negativo 14 16 

HER2 (n=41) Positivo 8 10 
95,12% 0,716 0,000 

Negativo 33 31 

TMA: Técnica de micromatrices de tejidos de sus siglas en inglés. 
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Se puede observar una excelente eficacia, superior al 
95% en los tres marcadores. De igual forma, se obtuvo 
una buena concordancia (RE k=0,827; RP k=0,793 y 
HER2 k=0,716), con valores estadísticamente 
significativos. 

No se detectó relación estadísticamente significativa 
entre la expresión de RE, RP y HER2, y las variables 
clínico-patológicas: grupo de edad (<50 y ≥50 años), 
diagnóstico histológico, grado histológico y número de 
ganglios positivos. 

Discusión 

Este trabajo constituye el primer reporte sobre la 
técnica de TMA en Cuba. La localización que se 
estudió fue cáncer de mama, por ser la de mayor 
número de investigaciones del tema en la literatura 
científica y por representar, además, la segunda causa 
de incidencia y mortalidad por cáncer en el sexo 
femenino en Cuba (7). Se evaluaron tres marcadores 
(RE, RP y HER2), bien caracterizados y de amplio uso, 
por su valor pronóstico y predictivo en las pacientes con 
cáncer de mama. Los datos demostraron una buena 
concordancia entre los resultados obtenidos por TMA y 
por sección completa. 

Estos resultados son similares a los de Zhang y cols, 
quienes declararon una coincidencia superior al 95% 
para RE, RP y HER2 en un estudio de 97 muestras de 
mama (11). Otras investigaciones también evidencian 
resultados similares (12, 13). 

Aunque existen varias investigaciones sobre el empleo 
del TMA en la evaluación de estos marcadores (11-15), 
sus diseños muestran gran variabilidad en el número de 
muestras que se estudiaron, así como en el diámetro y 
número de ponches que se realizaron por cada caso, 
cuestiones que aún son polémicas en la literatura. 

En esta investigación se realizó un ponche por muestra, 
que resultó concordante con la sección completa, 
resultado similar a otros reportes previos (11, 16). No 
obstante, algunos autores sugieren un mayor número de 
ponches, en dependencia, incluso, del marcador. Tal es 
el caso de Graham y cols (14), quienes recomiendan un 
mínimo de cuatro ponches para los estudios de HER2, 
mientras que Faratian y cols (17) en investigaciones de 
RP sugieren al menos tres. En cualquier caso, es 
prudente realizar una evaluación previa de las muestras 
para determinar si existe marcada heterogeneidad 
tumoral, valorar si es recomendable el uso del TMA y 
en tal caso identificar el mínimo de ponches necesarios, 
en aras de aumentar la eficiencia de la técnica. 

En relación al diámetro del ponche, en este estudio fue 
de 2 mm, el que se encuentra dentro del rango que se 
declara en la literatura (0,6-2 mm), aunque el que 
mayormente se utiliza es de 0,6 mm (4). 

El TMA es un método eficiente, económico y de alto 
rendimiento que permite evaluar hasta 1.000 muestras 
en una sola lámina. No obstante, su principal limitación 

 

Fig. 3. Imagen representativa de la expresión 
inmunohistoquímica del receptor de estrógenos; a y b: 
aumento 10X  y c: aumento 4X. 

 

Fig. 2. Imagen representativa de un bloque de 
micromatrices. 
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radica en el riesgo de no representatividad en tumores 
histológicamente muy heterogéneos o cuando existe 
una baja proporción de células tumorales en la muestra. 
No se recomienda su uso en los estudios de nuevos 
antígenos, donde la distribución dentro del tejido se 
desconoce, ni en estudios de marcadores de expresión 
focal (18). 

En Cuba, el laboratorio de biología celular y banco de 
tumores del INOR, es pionero en el uso de esta técnica. 
Actualmente se evalúa, por TMA, la expresión de la 
molécula NglicolilGM3 en muestras de pacientes 
incluidos en los ensayos de la vacuna terapéutica contra 
este blanco, proyecto en colaboración con el Centro de 
Inmunología Molecular (Cuba). Paralelamente se 
aplica esta técnica en dos proyectos del INOR, que se 
relacionan con la evaluación de biomarcadores de 
pronósticos en cáncer de mama y colon.  

Este estudio demuestra que la técnica TMA es una 
valiosa herramienta, útil en la investigación 
traslacional. Es el propósito de esta investigación y del 
INOR, extender su uso a nuevos ensayos clínicos de 
vacunas terapéuticas y a otros proyectos de 
investigación oncológica. 
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   Implementation of tissue microarrays technique for cancer research in 
Cuba 

Abstract  

     The tissue microarray (TMA) technique is based on making cylindrical cores from paraffin donor blocks and 
transfer to a single recipient block. The TMA has revolutionized the field of pathology for the possibility to 
evaluate multiple samples in one slide. There is no precedent of this subject in Cuba, so the objective of this 
research was to implement the TMA technique. The concordance of the results obtained by complete section 
and the TMA were evaluated for this purpose, in the evaluation of the estrogen receptors (ER), progesterone 
(PR) and epidermal growth factor type 2 (HER2) in samples of breast cancer. Forty-five paraffin-embedded 
samples from women diagnosed with breast cancer at the Institute of Oncology in 2012 were studied. Two 
TMA blocks were constructed, and subsequently the expression of markers ER, PR and HER2 was determined 
by immunohistochemistry, in the complete section of tissue and in the TMA. Kappa index was used for 
concordance analysis. A good concordance was obtained for all three markers (ER k=0.8272; PR k=0.793 and 
HER2 k=0.716). This study constitutes the first report on the TMA technique in Cuba and shows that it is a 
valuable tool, suggesting its potential use in translational research and clinical trials on vaccines.  

Key words: tissue microarray, immunohistochemistry, breast cancer. 
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