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Aplicacion de los Tissue Microarrays en el estudio
inmunohistoquimico de los tumores
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RESUMEN

Los tissue microarrays (TMAs) hacen posible agrupar
mads de 1.000 tumores en una sola laminilla, y ser utilizados
para el andlisis de numerosos marcadores de interés diag-
ndstico, prondstico o de ayuda en la decision terapéutica y
seleccion de estudios moleculares. Asi hace posible la
deteccién y estudio de DNA y RNA (por hibridacién in situ
o FISH) y proteinas (inmunohistoquimica).

El objetivo de este estudio fue comprobar la representa-
tividad de los TMAs en el estudio morfolégico de diferen-
tes tumores y valorar los TMAs como herramienta para el
estudio inmunohistoquimico. Los TMA se realizaron en
adenocarcinomas de pulmon, adenocarcinomas de colon,
carcinomas escamosos y oat-cell pulmonares, en el Hospi-
tal Universitario Central de Asturias. Pudimos comprobar
que los TMAS con tres cilindros por cada caso, son repre-
sentativos del tumor, tanto cuantitativamente como cualita-
tivamente.

La utilizacion de esta técnica tiene grandes ventajas que
hacen posible efectuar un estudio en un tiempo escaso. Ello
se halla motivado por una rdpida velocidad en el procesa-
miento de las muestras, la posibilidad de andlisis simultdneo
y estandarizado de multiples muestras y la existencia de un
drea de tamano suficiente para analizar.

Palabras clave: tissue microarrays, inmunohistoquimi-
ca, EGFR, Ki-67.

SUMMARY

Tissue microarrays (TMAs) allow the congregation of
more than 1000 tumors in a single microscope slide. It can
be used for diagnostic and/or prognostic biomarker analysis
that permits the evaluation of therapeutic strategies or selec-
tion of molecular studies. The TMAs allow the detection of
DNA and RNA by fluorescent in situ hybridization and pro-
tein detection by immunohistochemistry.

The purpose of this study was to evaluate the ability of
TMAs to differentiate tumors in morphologic studies and to
assess the potential of the TMAs as a tool for immunohisto-
chemistry. The TMAs were performed in lung adenocarci-
noma, colon adenocarcinoma, squamous carcinomas and
lung oat-cell carcinoma. The study was carry out on the
Hospital Universitario Central de Asturias in Spain. We
found that 3 cylinder cuts of each sample provided a quan-
titative and qualitative representation of each tumor. The
quick processing time of the samples, the ability to analyze
multiple samples at the same time, and wide area for analy-
sis are the advantages of this technique. In conclusion the
TMAs is a promising tool for investigation that will help in
getting results in a shorter period of time.

Key words: tissue microarrays, immunohistochemistry,
EGFR, Ki-67.
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INTRODUCCION

Muchos de los genes y sefiales que controlan la pro-
liferacién, muerte y diferenciacién celular, asi como la
integridad gendmica, estan involucrados en el desarrollo
del cancer (1). El estudio de estos genes es complejo ya
que los tejidos malignos pueden manifestarse con diver-
sas alteraciones moleculares, como es la variabilidad
dentro del mismo tumor o la sobreexpresion de oncoge-
nes. Es importante estudiar estos cambios para hallar
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marcadores que ayuden en el diagndstico, tratamiento y
prondstico de los tumores (2,3).

Asi mismo, el avance en los estudios gendmicos y
proteondmicos estdn aumentando las necesidades de
evaluar gran nimero de marcadores de utilidad diag-
néstica, y que tengan un valor predictivo o prondsti-
co (4).

En los dltimos afios se han descrito nuevas técnicas
de andlisis genético que permiten valorar los genes
implicados en el desarrollo de una enfermedad.

2 Banco de tumores del Hospital Universitario Central de Asturias-TUOPA.

3 Servicio de Patologifa, Hospital Monte Naranco (Oviedo).
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Las técnicas convencionales de patologia molecular
son complejas, requieren mucho tiempo y mucho tejido,
limitando asi, el nimero de tejidos y el nimero de mar-
cadores que pueden ser evaluados. Por lo tanto se han
desarrollado métodos menos complejos y que requieren
menos tiempo (5). Entre los que encontramos los cDNA
microarrays (micromatrices de cDNA) y los «tissue
microarrays» (TMAS), o micromatrices de tejido. La téc-
nica de cDNA microarrays permite estudiar los cambios
en la expresién de un gran nimero de genes en una sola
muestra tumoral (6), y los tissue microarrays permiten
valorar las alteraciones genéticas bien a nivel del DNA,
RNA o en las proteinas por ellos producidas en series
amplias de un mismo tumor (7,8).

Los tissue microarrays (TMAs) hacen posible agrupar
mds de 1.000 tumores en una sola laminilla, y ser utiliza-
dos para el andlisis de numeroso marcadores moleculares,
asf como para la deteccion y estudio de forma paralela de
DNA (por hibridacién in situ o FISH), RNA y proteinas
diana (inmunohistoquimica). Permitiendo el andlisis de
un gran nimero de marcadores moleculares (9-11).

En Anatomia Patolégica los TMAs también pueden
tener muchas aplicaciones, ya que sirven como un ins-
trumento de control de calidad para evaluar la sensibili-
dad y especificidad de los anticuerpos, métodos de fija-
cién de los tejidos y optimizar protocolos de tincion,
ademds pueden ayudar a optimizar y estandarizar la
interpretacion de la inmunohistoquimica (12).

Otro posible uso futuro de los Tissue Microarrays es
la provision de muestras randomizadas representativas de
una lesion, susceptibles de ser evaluadas por métodos
automadticos (reconocimiento de imagen: densidad nucle-
ar, densidad cromatica, resultados de tinciones inmuno-
histoquimicas) para abrir camino a un diagnéstico obje-
tivo automatizable en Anatomia Patoldgica, que es, hoy
por hoy, uno de los laboratorios diagndsticos con mas
intervencién humana «ars medica» y mayor subjetividad
diagnéstica (13,14).

Fig. 1: TMAs de carcinomas escamosos (HE x10).
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Una de las posibles desventajas de esta nueva técnica es
el reducido tamaio de la muestra de tumor, ya que se utili-
zan cilindros de 0,6 mm, lo que representa aproximada-
mente s6lo el 0,3% del tumor (15), por lo cual se han rea-
lizado varios estudios de validacion de la técnica (16-18).

En el afio 2000, Gillett y cols.(19) efectian un estu-
dio de la expresion de receptores de estrégenos (ER) y
progesterona (PR) en carcinomas de mama comparando
su expresion respecto a la de tejidos en bloques enteros y
la expresion obtenida de tres cilindros. Se demuestra una
alta representatividad de los marcadores inmunohisto-
quimicos en los cilindros del TMAs. Las mayores discre-
pancias se encontraron en los tumores mds heterogéneos.

Ese mismo afio, Camp y cols. (15) realizan un estudio
también en carcinomas de mama evaluando la expresién
de ER, PR y Her2/Neu, para valorar cuantos cilindros
eran representativos y evalian como influye el paso del
tiempo en la expresion de los marcadores. Encuentran
que el porcentaje de positividad era acorde en los cilin-
dros y las secciones completas, no encuentran cambios
significativos en la positividad de tinciones antiguas.

El objetivo de este estudio es comprobar la represen-
tatividad de los TMAs en el estudio morfolégico de dife-
rentes tumores y valorar los TMAs como herramienta
para el estudio inmunohistoquimico.

MATERIALES Y METODOS

Los TMA se realizaron en 18 Adenocarcinomas de
Pulmoén, 18 Adenocarcinomas de Colon, 18 Carcinomas
Escamosos y 8 Oat-Cell pulmonares, diagnosticados en
el periodo de 1998-2002 en el Hospital Universitario
Central de Asturias (HUCA).

El estudio consistio en efectuar tinciones simples de
hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica sobre los
cortes completos de las muestras representativas del
tumor, repitiendo el mismo estudio en los Tissue Micro-
arrays, obtenidos del mismo bloque.

Se disefié un sistema manual para la extraccion e inser-
cién de los cilindros. La técnica consistié en tomar un
pequeiio cilindro de cada bloque de parafina (bloque
donante) e insertarlo de forma precisa en un bloque recep-
tor de parafina. Se utilizaron cilindros de 1 mm y se selec-
cionaron las zonas mds representativas del tumor en los
cortes de hematoxilina-eosina (fig. 1). De cada tipo histo-
légico se construyeron los tissue microarrays con tres
representaciones del tumor. Los cilindros fueron obtenidos
del centro, periferia y zonas intermedias del tumor.

La homogeneizacién de las muestras una vez intro-
ducidas en el bloque receptor se realiz6 mediante calor.
Se anotd la posicién de cada cilindro, para poder identi-
ficarlos posteriormente. Se realizaron cortes de 4 micras
para la tincién con hematoxilina-eosina y estudio inmu-
nohistoquimico.
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Para el estudio inmunohistoquimico se utilizaron
anticuerpos monoclonales tanto para el EGFR (DAKO
clon H11, dilucién 1:300) como para el Ki-67 (DAKO
clon MIB-1, dilucién 1:100). Se eligieron los citados
anticuerpos para obtener resultados cualitativos (EGFR)
y cuantitativos (Ki-67).

El Ki-67 requiri6 pretratamiento con alta tempera-
tura (olla a presién por 30 minutos), mientras que para
el EGFR se utilizé pretratamiento con proteinasa K
por 15 minutos. Se utilizé en protocolo estdndar de
tincion.

La interpretacion del EGFR se hizo usando un siste-
ma de 4 puntos, segiin Goldstein (20):

0: No reactivo.

1+: Reaccién débil: Tincién débil o incompleta del
citoplasma (fig. 2).

2+: Reaccion moderada: Intensidad moderada, com-
pleta o incompleta de la membrana (fig. 3).

3+: Reaccidén intensa: Marrén oscuro, la mayoria de
las veces completa de la membrana, produciendo engro-
samiento de la célula (fig. 4).

4: No valorable/perdido.

Para la interpretacion del Ki-67 se utilizé una escala
de 4 niveles:

Indice de proliferacién bajo: Menor del 15% de las
células positivas.

Indice de proliferacién medio: Entre 15-25% de las
células positivas.

Indice de proliferacién alto: Mas del 25% de las célu-
las positivas.

Para la valoracién cuantitativa del Ki-67 se emplea
Imagen-Pro Plus versién 4.5.1. Para el andlisis de la
expresion del EGFR se utiliz6 una estimacién subjetiva
con doble observador.

ESTADISTICA

La meta fue comparar los resultados procedentes de
las secciones completas del bloque tumoral con los
TMA. El tamafio de la muestra, que consta de 62 tumo-
res, era suficiente, la fiabilidad de los datos es media-
alta. El estudio descriptivo inclufa: la media, la desvia-
cién tipica y los intervalos de confianza al 95% para las
mediciones sucesivas efectuadas en las dreas de interés.
En todo caso, la desviacion tipica no excedio la tercera
parte de la media.

Para el andlisis estadistico se han aplicado varios pro-
cedimientos como: las correlaciones de Pearson y de
Spearman, las pruebas t de Student para las muestras
relacionadas, el test de Wilcoxon, el test de signos y el
test de Kruskal-Wallis.

Ademas en el Bloque se demostr6 la compatibilidad
entre los marcadores Ki-67 y EGFR con el test de Wil-
coxon de los rangos.

b N s
Fig. 4: EGFR intensidad fuerte (3+) (HE x10).

RESULTADOS
Ki-67: La prueba t para el Bloque y la muestra com-

puesta por los tres cilindros (La muestra compuesta de
los TMA fue calculada como la suma de los recuentos de
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Fig. 8: Positividad de Ki-67 en adenocarcinoma de colon en TMAs
(HE x10).

4

Fig. 6: Positividad de Ki-67 en carcinoma escamoso en TMAs (HE x10).
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Fig. 7: Positividad de Ki-67 en adenocarcinoma de colon en bloque Fig. 10: Positividad de Ki-67 en oat-cell en TMAs (HE x10).
(HE x10).

los tres cilindros dividida entre tres). TMA obtiene un p-  (p<0,01). En la muestra de 62 tumores, las correlaciones
valor=0,164 y el intervalo de confianza para la diferen-  entre los valores del Bloque y de los TMA son altas y los
cia de las medias contiene el punto cero; y el coeficiente ~ p-valores de las pruebas t estdin muy por encima de 0,05
de correlacion de Pearson entre ellos es de 0,920  (figs. 5-12).
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Fig. 11. Positividad de Ki-67 en adenocarcinoma de pulmén en bloque
(HE x20).

| o

Fig. 12: Positividad de Ki-67 en adenocarcinoma de pulmén en TMAs
(HE x10).

EGFR: La concordancia entre los cilindros TMAs y
el bloque fue alta: en los Adenocarcinomas de Colon y en
los Oat-Cell fue absoluta; en los Adenocarcinomas de
pulmén se observé la concordancia del 83,3% del total y
en los Carcinomas escamosos del 88,9%, porque aqui
hubo cilindros no valorables y algunos perdidos durante
el procesamiento (figs. 13-18).

TABLA 1
Ki-67 N 1,y de Pearson* Prueba t/p-valor
Bloque-TMA1 47 0,913 0,211
Bloque-TMA2 51 0914 0,765
Bloque-TMA3 48 0,794 0,130
TMA1-TMA2 41 0911 0,640
TMA1-TMA3 40 0,847 0,276
TMA2-TMA3 45 0,812 0,432

* Las correlaciones son significativas con el p<0,001.
*#% Si las cuatro muestras fuesen independientes.

et ¥ a S

Fig. 13: Positividad de EGFR en adenocarcinoma de pulmén en blo-
que (HE x10).

Fig. 14: Positividad de EGFR en adenocarcinoma de pulmén en TMAs
(HE x10).

Los diagndsticos de la muestra completa de 62 tumo-
res dieron muy buenos resultados con los criterios no-
paramétricos (tablas 1y 2).

Los resultados del test Wilcoxon de los rangos en el
Bloque demostré la posibilidad de concordancia en la
tincién del marcador EGFR y el Ki-67 categorizado:
entre 62 tumores hay 59 o 95,16% coincidencias en el

TABLA 2
p-valor
EGFR N pde . vs ,'lval"r S',"va,lrort Kruskal-
pearman coxon 1gn les Wa“is**
Bloque-TMA1 | 54 0,862 0,135 1,000 0,944
Bloque-TMA2| 51 0,836 0,023 0,629 0,828
Bloque-TMA3 | 53 0,787 0,119 1,000 0,698
TMAI1-TMA2 | 47 0,955 0,479 0,804 0,790
TMA1-TMA3 | 47 0,810 0,934 1,000 0,967
TMA2-TMA3 | 47 0,820 0,533 1,000 0,885

* Las correlaciones son significativas con el p<0,001.
** Si las cuatro muestras fuesen independientes.
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Fig. 15: Positividad de EGFR en carcinoma escamoso en bloque
(HE x10).
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Fig. 16: Positividad de EGFR en carcinoma escamoso en TMAs
(HE x10).

grado de expresion categorizado de los dos marcadores;
el resto de los casos no coincidié por falta de la medicién
en uno de los marcadores: en dos casos (3,22%, Adeno-
carcinomas de Colon) el bloque contenia las células insu-
ficientes para Ki-67, sin embargo, EGFR fue bien defi-
nido; en un caso (1,61%, Oat Cell) no se realizé la prue-
ba de EGFR, y si la del Ki-67.

DISCUSION

Al igual que en los diferentes estudios realizados para
comprobar la utilidad de los TMAs, nosotros pudimos
ver que los TMAs son representativos del tumor, tanto
cuantitativamente como cualitativamente.

Aunque pudimos ver que existe un cierto porcentaje,
entre un 20 y un 30%, donde no es tan valido la inter-
pretacion cuantitativa, esto sucedid principalmente en las
areas periféricas de los tumores, tanto en el bloque como
los TMAs. También se vio que esta variacién dependia
del tipo de tumor.
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Fig. 18: Positividad de EGFR en oat-cell en TMAs (HE x10).

Al realizar el andlisis con la interpretacién en bajo,
moderado o alto grado de expresion, no hubo variaciones
tan significativas, al igual que en el analisis de EGFR
que hubo mds del 90% de concordancia.

Por lo cual es importante tener en cuenta la heteroge-
neidad de los tumores, aunque se ha demostrado que no
se altera la identificacion de pardmetros prondsticos.

Como hemos descrito, la utilizacion de esta técnica
tiene grandes ventajas que hacen posible efectuar un
estudio en un tiempo escaso. Ello se halla motivado por
una rdpida velocidad en el procesamiento de las mues-
tras, la posibilidad de andlisis simultdneo y estandariza-
do de miiltiples muestras y la existencia de un drea de
tamafio suficiente para analizar. Nos damos cuenta que
son una herramienta poderosa para un rdpido screening
tanto de marcadores como de alteraciones de diferentes
tipos de tumores (9,21,22).

Pero no podemos olvidar que tiene ciertas limitacio-
nes como el que es posible que en ocasiones un cilindro
no tenga tejido tumoral o que el cilindro se pierda duran-
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te el proceso. Por lo cual, no lo recomiendan para estudio
de nuevos antigenos, donde la distribucién dentro del
tejido no se conoce y se contraindica en el estudio de
marcadores de expresion focal, ya que puede dar lugar a
una interpretacion errénea. En este caso, una alternativa
seria la utilizacion de técnicas que requieran de un mayor
aporte de material, como los «macrochop» (23).

Ademads, esta técnica también puede ser ttil para el
estudio de enfermedades no neopldsicas y utilizando
citologias (24), aunque estas aplicaciones todavia se
encuentran en una fase de estudio.

Tienen el potencial de acelerar estudios moleculares
que busquen una asociacién entre cambios moleculares y
las caracteristicas clinicopatolégicas del tumor. Es
importante saber que los TMA estdn disefiados para exa-
minar tumores de una poblacién y no tumores individua-
les. Puede ser utilizada como una herramienta de cribaje
a nivel poblacional (22).
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