ISSN 2236-8035
Archives of Oral Research, v. 7, n. 2, p. 161-167, May/Aug. 2011
Licensed under a Creative Commons License

Utilizacao de brocas trefina para a confeccao de tissue microarray

Use of trephine drills for the production of tissue microarray
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Resumo

Objetivos: Descrever e validar uma técnica alternativa econdmica e eficiente para a confeccdo de amostras
teciduais com arranjo matricial (tissue microarrays, TMA). Materiais e métodos: Utilizou-se um motor,
um micromotor, um contra-angulo redutor 16:1 e brocas trefina de ago inoxidavel para osso. Andlise histo-
morfométrica do volume das células acinares de glandulas parétidas foi realizada. Para testar marcadores
imunoistoquimicos para células mioepiteliais, acinares e ductais das parotidas foram utilizados calponina e
PCNA. Resultados: Na analise macroscopica e microscopica das laminas, ndo foi encontrada perda total do
tissue e nem mesmo deslocamento (parcial e/ou total) deste, sendo as perdas teciduais observadas apenas
parciais. Das 90 laminas analisadas, 59 (65%) obtiveram de 50% a 100% do tissue com auséncia de artefato,
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Abstract

deslocamento ou perda de tecido. Conclusdo: O equipamento proposto pelos autores para a confec¢io de
amostras teciduais com arranjo matricial representa uma alternativa econdmica e eficiente.

Palavras-chave: Amostra de tecido. Glandulas salivares. Imunoistoquimica.

Objectives: To describe and validate an inexpensive and efficient alternative for the production of tissue micro-
arrays (TMA). Materials and methods: An electric-motor, a hand-piece, a reducing contra-angle hand-piece
16:1 and trephine stainless steel drills for bones were used in this study. A histomorphometric assessment of
the volume of the acinar cells of parotid glands was performed. Calponin and PCNA were used to test the im-
munohistochemical markers for myoepithelial, acinar and ductal cells of parotid glands. Results: During the
macroscopic and microscopic analysis, total loss of sections was not observed in any slide as well as artifactual
ungluing (total and/or partial) of the sections. The loss of sections was partial. Fifty nine (65%) out of 90
slides showed 50%-100% of the tissue without technical artifact, artifactual ungluing or loss of the section.
Conclusion: The equipment proposed by the authors for the production of arrays represents an inexpensive

and efficient alternative.

Keywords: Tissue microarray. Salivary glands. Imunohistochemistry.

Introducao

O arranjo em matriz de amostras teciduais, ou
tissue microarray (TMA), é uma técnica que foi des-
crita em 1998 por Kononen et al. (1), com ampla
aceitacao pela literatura mundial.

O uso do TMA apresenta vantagens como: a eco-
nomia de reagentes e tempo para realizacdo das
reac¢oes; uniformizacdo das reacdes e facilidade na
interpretacdo comparativa dos casos; possibilidade
de repeticdo das reacoes em multiplos niveis do blo-
co; e, ainda, a simplificagdo do trabalho das linhas
de pesquisa pela utilizacao do bloco em mais de um
projeto (2, 3).

O método original do TMA é realizado por um
equipamento que retira cilindros de tecido (0,6 a
2,0 mm) dos blocos doadores e os introduz no blo-
co receptor, ja previamente perfurado e posterior-
mente aquecido para permitir a fusdo entre as duas
parafinas (4). Como esse equipamento possui um
custo alto de aquisicdo e de manutengao, surgiu a
necessidade da elaboracdo de meios alternativos
para a realizacdo do método sem o uso do equipa-
mento, visando ao barateamento dos custos (5).

Uma técnica alternativa sugeriu a adaptacdo
de agulhas hipodérmicas convencionais com uma
microrretifica: a ponta ativa em bisel da agulha
hipodérmica foi removida, uma janela lateral foi
esculpida e nova ponta ativa circular cortante foi

criada. As agulhas hipodérmicas foram acopladas
a uma maquina de ilhds para perfurar o bloco do-
ador e remover cilindros de tecido parafinado. Os
cilindros de tecido puncionados foram aderidos
ordenadamente, com uma fita adesiva de dupla
face, em um mapa gerado em computador, e foram
instalados no molde histolégico e preenchidos por
parafina liquida (6).

A utilizagdo do punch (bisturi circular) foi feita
para remoc¢do do cilindro de parafina para a con-
feccdo manual de TMA artesanal. O bisturi circular
foi aquecido para facilitar a penetragdo no bloco
doador, em seguida, o punch quente foi introduzido
com forca de pressdo e tor¢do na area demarcada
do bloco-doador para remover um cilindro de teci-
do (7, 8). Algumas desvantagens da técnica manual
para a confecg¢do artesanal do TMA com o punch fo-
ram citadas, tais como: dificuldade de remogao do
cilindro de tecido parafinado e maceracdo do bloco
doador (9).

Esses métodos descritos sdo o marco de uma
fase de confeccdo de TMA artesanal, principalmente
quanto a acessibilidade dos laboratérios a confec-
¢do dos blocos multiamostrais. Algumas limitacoes
técnicas foram observadas, como a dificuldade de
remover o cilindro de dentro da agulha, a inviabili-
dade de confecgdo de tissue de didametro maior que
5 mm, dificuldade de corte em tecido muscular e ve-
sicula seminal (9).
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Assim, o objetivo deste trabalho foi descrever e
validar uma técnica alternativa de baixo custo para
a confecgdo de TMA.

Materiais e métodos

Para a construgdo do TMA artesanal, foi empre-
gada uma metodologia idealizada pelos autores que
consistiu na utilizacdo de um motor elétrico (mode-
lo Smart - VK Driller Equipamentos Elétricos Ltda®,
Sao Paulo, Brasil), um micromotor Honda (VK Driller
Equipamentos Elétricos Ltda®, Sdo Paulo, SP, Brasil),
um contra-angulo redutor 16:1 (Kavo do Brasil
Ind. Com. Ltda®, Joinville, SC, Brasil) e broca trefina
para osso de aco inoxidavel de 3.0 mm de diametro
(Neodent®, Curitiba, PR, Brasil) (Figuras 1 e 2).

A broca trefina, originalmente utilizada em
Odontologia para perfuracdo de osso mandibular
ou makxilar, apresenta um corpo cilindrico com fen-
das (Figura 2). A ponta ativa (Figura 3) é uma serra
circular delicada com extremidade pontiaguda, for-
mando um angulo de ataque, que facilita a penetra-
¢do, evitando as vibragdes no inicio da perfuragdo e
maceragdo do tecido. A serra circular da broca tre-
fina apresenta uma lapidacao que permite um corte
liso com precisdo e seguranca. Linhas horizontais
gravadas na broca servem para controle da profun-
didade de perfuracio.

O contra-angulo é um dispositivo de uso ma-
nual acoplavel ao micromotor no qual o torque e a
rotacdo sdo transmitidos a broca por meio de um
conjunto de eixos e engrenagens com rotacdo de
transmissdo do redutor 16:1. A fun¢ao do redutor
é reduzir a rotacdo do motor e aumentar o torque
disponivel no eixo de saida.

A construgdo do TMA teve inicio com a orientagio
dos cilindros no bloco receptor. Primeiramente, um
mapa para orientar os locais em que os cilindros fo-
ram fixados foi elaborado. O mapa de apoio foi com-
posto por colunas identificadas com letras e linhas
identificadas com ndmeros a semelhang¢a de um pla-
no cartesiano. Cada fragmento retirado do bloco-
doador foi colocado no bloco-receptor conforme o
mapa. A amostra recebeu a identificagdo de uma letra
e um numero, conforme a sua localizagdo no bloco-
receptor. Esse procedimento facilitou a leitura das
laminas histopatolégicas que foram posteriormente
confeccionadas a partir dos blocos de micro dissec¢ao
(blocos-receptores) para os ensaios laboratoriais.
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Figura 1 - Motor, micromotor, contra-angulo redutor 16:1 e
broca trefina para osso de ago inoxidavel de 3.0
mm de didmetro utilizados para construcdo do
tissue microarray artesanal

Figura 2 - Brocas trefinas de diferentes diametros

Figura 3 - Ponta ativa da broca trefina
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Para a remoc¢ao dos arrays cilindricos, o motor
foi acionado (por meio de um pedal) numa rotacio
média e constante de 1.800 rpm. A broca instalada
no contra-angulo foi posicionada num angulo de 90
graus em relacdo ao bloco (que foi fixado com a mao
oposta aquela que segurava o contra-angulo) e, com
movimento de “vai-vem” (sobe e desce) e aprofun-
damento gradual, feito com o brago (sem movimen-
to de punho), fez-se o corte do espécime.

A profundidade da perfuragdo foi controlada
pela graduacdo grafada na prépria broca trefina
e foi mantida constante para todos os cilindros
(Figura 2).

Apos o corte do array, com uma sonda explora-
dora, o tecido foi empurrado para baixo pela canale-
ta da broca trefina. O cilindro de parafina foi, entao,
removido (Figura 4) e armazenado em recipiente
com divisdes e marcagdes para melhor organizacdo
do material. Em seguida, o banho de parafina foi fei-
to e os blocos receptores foram montados.

As Figuras 5 e 6 ilustram a uniformidade das
margens do tissue e a integridade do bloco doador
apds a remocao do tissue com utilizagcdo de broca
trefina de diametro 10.0 mm. Apés a confeccdo dos
blocos de TMA, foram confeccionadas laminas com
4 um de espessura coradas com HE para demons-
tracao da qualidade do corte (10, 11).

As laminas para as montagens dos TMAs foram
submetidas a técnica de silanizagdo tradicional. Na
andlise das ldminas pelo microscopio Olympus®
BX50 (Olympus Corporation, Ishikawa, Japao), as
margens da lesdo mostraram-se integras, lisas e
uniformes.

Avaliacao macroscopica das perdas teciduais

Uma desvantagem da utilizagdo de TMA é a per-
da total ou parcial das amostras de TMA ou ainda
o deslocamento delas, comprometendo o resultado
final (12). Para analisar o percentual de perda de
amostras, foi utilizado o protocolo modificado de
andlise proposto por Almeida et al. (12) descrito
como (A) “sem perda” (acima de 74% da area do ci-
lindro presente na lamina); (B) “perda parcial” (en-
tre 50% e 74% do cilindro presente na lamina); (C)
“perda quase total” (entre 25% e 49% do cilindro
presente na lamina); (D) “perda total” (entre 1% e
24% do cilindro presente na lamina). Por meio da
avaliacdo macroscopica, foram analisadas, a olho

Figura 4 - Remocdo do cilindro de parafina da broca trefina
com auxilio de sonda exploradora

Figura 5 - Uniformidade das margens ap6s a remocao do tissue
com utilizaco de broca trefina de didmetro 10.0 mm

Figura 6 - Integridade do bloco doador apés a remocao do
tissue com utilizagao de broca trefina de diame-
tro 10.0 mm
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nu, as laminas coradas pelo HE, e imunomarcadas
pela calponina (Cma) e pelo PCNA (Pma).

Avaliacdo microscopica das perdas teciduais

Para complementar a avaliagdo macroscopica,
0s autores acrescentaram uma avaliagdo microscoé-
pica do numero de campos histolégicos possiveis
de serem avaliados, analisando cada tissue no mi-
croscopio Olympus® BX50 (Olympus Corporation,
Ishikawa, Japdo) num aumento de 400 X, apds as
imunorreacdes com a calponina e com o PCNA.
Considerou-se que em um tissue de 3.0 mm de di-
ametro, 100% de campos possiveis de serem ava-
liados (sem perda ou deslocamento tecidual e
sem artefato técnico) correspondiam a 24 campos
histoldgicos.

Na padronizacdo da avaliagdo microscépica, foi
estabelecido que: (A’) “sem perda”, o nimero de
campos avalidveis (Ca) era = 18 campos, equivalen-
te a 75%-100% da area total; (B") “perda parcial”,
o niumero de Ca era entre 12 e 17 campos, corres-
pondente a 50-74% da area total; (C*) “perda qua-
se total”, o nimero de Ca era entre 6 e 11 campos,
correspondente a 25-49% da area total; (D) “perda
total”, o nimero de Ca era entre 0 e 5 campos, cor-
respondente a 1-24% da area total. Para a avaliacdo
microscopica, foram analisadas as ldminas marca-
das pela calponina (Cmi) e pelo PCNA (Pmi).

Analise imunoistoquimica

Para testar a efetividade do TMA, foi realizada
analise imunoistoquimica de laminas de espécimes
de glandulas salivares. As laminas foram exami-
nadas em microscopico Olympus BX50 (Olympus
Corporation, Ishikawa, Japdo), utilizando objetivas
de 40X e 100X (com bleo de imersao).

Na técnica imunoistoquimica, utilizou-se o mé-
todo do Envision Dual Link. As imunorreagdes com
a calponina utilizaram diluigdo do anticorpo em
1:800 e para o PCNA dilui¢do 1:400.

A expressio imunoistoquimica da calponina nas
células mioepiteliais e a do PCNA nas células acina-
res e ductais foram analisadas verificando-se ima-
gens de todas as dreas possiveis de serem avaliadas
(foilevada em consideragdo a integridade e a quali-
dade do tecido e a presenca de artefato de técnica),

seguindo o padrdo do numero de campos avaliados
anteriormente descrito.

Testes estatisticos foram realizados (SPSS versao
15.0 para Windows) a fim de testar a normalidade
das variaveis (Kolmogorov-Smirnov) e a homoge-
neidade das variancias entre os grupos (Levene).
Para avaliagdo da perda tecidual macroscépica e
microscopica, foi utilizado o Teste de Correlacdo de
Spearman. Todos os testes foram realizados com ni-
vel de significancia de 5% (p < 0,05).

Resultados
Resultados macroscépicos e microscépicos

Na andlise das laminas, observou-se um resul-
tado satisfatério quanto as perdas de tecido dos
TMA das laminas silanizadas. Em nenhuma amos-
tra houve perda total do tissue e nem mesmo des-
locamento (parcial e/ou total) do tissue foi obser-
vado. As perdas observadas tanto na macroscopia
quanto na microscopia foram parciais. Em todos os
tissues de todas as laminas, restaram 50% ou mais
de tecido.

Na avaliagdo macroscépica, apenas 5% das la-
minas marcadas com calponina (Cma) e apenas 6%
das laminas coradas com HE e PCNA (Pma) apre-
sentaram perda parcial de tecido.

Na avaliagcdo microscopica, das 90 laminas ana-
lisadas, 59 (65%) laminas marcadas com calponi-
na (Cmi) e 51 (56%) laminas marcadas com PCNA
(Pmi) obtiveram de 50 a 100% do tissue com ausén-
cia de artefato, deslocamento ou perda de tecido.

Houve correlacdo estatistica significante entre
Cmix Cma (p=0,000; r=0,45); Cma x HE (p = 0,000;
r=0,69); Pmix Pma (p=0,000; r=0,57); Pma x HE
(p=0,000;r=0,71); Cmi x Pmi (p =0,000; r=0,38);
Cmax Pma (p =0,000; r=0,74).

Resultados imunoistoquimicos

Todos os espécimes estudados exibiram positivi-
dade para o anticorpo calponina, sendo considera-
da positiva a célula que exibiu qualquer expressao
para a calponina no epitélio glandular, representada
por cor acastanhada, independentemente da inten-
sidade da coloracio, ou seja, o suficiente para dife-
renciacdo entre as células positivas e negativas.
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Para o imunorreagente PCNA, as laminas subme-
tidas a imunorreacgdo foram avaliadas para identi-
ficar a presenga ou auséncia de marcagdo contra o
antigeno para o anticorpo PCNA. Considerou-se po-
sitiva a célula que exibiu qualquer expressdo para
o PCNA no epitélio glandular, representada por cor
acastanhada, independentemente da intensidade
da coloragdo. Todos os espécimes estudados exibi-
ram positividade para o anticorpo PCNA.

Discussao
TMA artesanal

A literatura revela um crescente nimero de pu-
blicacbes propondo técnicas alternativas para a
construgdo do TMA artesanal decorrente do alto
custo dos equipamentos manuais e automaticos
disponiveis comercialmente (11 e 24 mil ddlares)
(2, 4,5, 7, 8). No presente estudo, os autores pro-
pdem uma técnica alternativa para a remoc¢do do
cilindro de tecido do bloco doador, de baixo custo e
facil execugdo, a fim de complementar as técnicas de
TMA artesanal ja descritas.

Com a técnica proposta no presente estudo, uma
broca trefina foi utilizada por apresentar excelente
poder de corte. Originalmente, essa broca é utiliza-
da para cortar osso. A ponta ativa da trefina, uma
serra circular delicada com extremidade pontiagu-
da (Figura 3), possibilitou fazer cortes com precisdo
e seguranca. Em trabalho anterior (9), o punch foi
utilizado para remover o cilindro de tecido do blo-
co doador. No entanto, foi observado que a vesicula
seminal ndo se apresentou com qualidade quando
preparada no método do TMA, por se tornar extre-
mamente rigida apds a fixacdo e impedir a penetra-
¢do da pinca de punch. Foi observado que o corte
com o punch alterava as caracteristicas morfoldgi-
cas do espécime. O tecido muscular também sofreu
inimeros artefatos depois de utilizada a técnica do
punch. Por ser constituido de fibras musculares,
houve maior dificuldade no corte da amostra pelo
bisturi circular e, ao sofrer o procedimento histol6-
gico, o tecido abriu, alterando suas caracteristicas
morfoldgicas. Todos os outros tecidos apresenta-
ram resultados satisfatérios quando submetidos a
técnica do punch (9). Com a utilizacdo da broca tre-
fina, ndo existiriam as limitacdes de corte da vesicu-
la seminal e do tecido muscular.

No presente estudo, as analises macroscépicas
e microscépicas das laminas coradas com HE, cal-
ponina e PCNA mostraram resultados satisfatérios
para as perdas parciais de tecido. Na andlise ma-
croscopica, menos de 10% das laminas marcadas
com calponina e PCNA tiveram perdas parciais de
tecido. Na andlise microscdpica, menos de 45% das
laminas apresentaram perdas parciais de tecido.
Para a imunorrea¢do com calponina e PCNA, houve
correlagdo significativa entre as analises macrosco-
pica e microscépica (r = 0,45, r = 0,57, respectiva-
mente), mostrando a relagdo entre perdas parciais
macroscopicas e nimero de campos avaliaveis mi-
croscopicamente. Quando foi testada a correlacdo
entre as andlises macroscépicas das laminas marca-
das com HE, e com PCNA e calponina, foram obser-
vadas correlacdes altas entre HE e PCNA (r = 0,71),
e HE e calponina (r = 0,69), refor¢ando a concordan-
cia entre perdas parciais macroscépicas em diferen-
tes coloragcdes/imunorreacoes.

Na técnica do punch, é necessario pré-aqueci-
mento da pinga e ainda aplica¢do de forca de pres-
sdo e tor¢do para a penetracao do punch no bloco
e corte do fragmento. No presente estudo, com o
equipamento proposto, observa-se que ndo é neces-
sario aquecimento, nem mesmo aplicacdo de forcas
de pressdo e tor¢do, pois o equipamento, quando
acionado, gera for¢a de pressdo e tor¢do ou torque
uniformes e constantes. As for¢as sdo geradas por
um aparelho especializado (motor de uso odonto-
l6gico) em ndo gerar estresse e necrose em tecido
6sseo vivo (excesso de calor); assim sendo, ndo gera
maceramento do tecido emblocado (margens pico-
tadas e destrocadas) (7, 8).

A acdo de corte gerada pelo equipamento pro-
posto é muito rapida, leva segundos, diferentemen-
te da técnica do punch, que pode durar minutos.
Adicionalmente, as fendas no corpo cilindrico da
broca permitem remover com facilidade o tecido cor-
tado (Figuras 2 e 4). A broca gera fragmentos unifor-
mes para pesquisa e é disponivel comercialmente em
varios diametros (Figura 2). H4 empresas especiali-
zadas que fabricam estas brocas sob medida.

Schuler et al. (9) constataram que pingas do tipo
punch de 5 mm de didmetro eram grandes demais
para perfurar o bloco doador e que, quanto maior
o diametro da pinga, mais conico era seu formato,
o que resultava na rachadura dos blocos doadores
e a consequente perda do restante da amostra dos
mesmos. Com a broca trefina, isso ndo é observado,
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pois, gracas as propriedades de corte e formato uni-
forme, ndo existe destruicdo, fratura, nem mesmo
rachaduras do bloco doador. Até mesmo brocas com
didmetro de 10 mm (a maior encontrada comercial-
mente, Neodent®, Curitiba, PR, Brasil) mantiveram a
integridade do bloco doador (Figura 6).

Nos cortes histolégicos do array, foi observa-
da preservagdo morfologica aceitavel e suficiente
para a confirmagdo diagnostica, sendo as margens
do corte integras e lisas. Com essa metodologia, ha
facilidade de montagem para os painéis imunois-
toquimicos. E uma alternativa econdmica e rapida
em relacdo aos equipamentos comerciais - o custo
do equipamento é viavel e variavel (a partir de R$
500,00 ou US$ 250).

Conclusao

A obtengao de TMA com a utilizacdo de brocas
trefina mostrou-se segura e representa uma alter-
nativa viavel e acessivel para novos estudos.
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