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Resumen: Las micromatrices de tejido son plataformas de alto rendimiento que permiten el analisis
de decenas a cientos de muestras de tejidos en forma simultanea. Estas se han utilizado, en es-
pecial, para analizar tejidos neoplasicos. Sin embargo, los beneficios de su aplicacién pueden ser
aprovechados en otras areas de investigacion, como la embriologia y la histologia. El presente trabajo
explora el uso de la técnica de micromatrices de tejido para el analisis morfolégico y molecular de
tejidos animales normales. Un total de 82 muestras de piel canina normal prenatal y posnatal fueron
utilizadas para construir la matriz. A partir de ésta, se obtuvo una gran cantidad de secciones en
las que se aplicaron técnicas de histologia convencional y de inmunohistoquimica. Los resultados
nos muestran la eficacia de la técnica para realizar el analisis morfoldgico y molecular de decenas
de muestras de tejido normal en forma simultanea. Esto permite la evaluacion mas estandarizada
de los tejidos, reduciendo asi la variabilidad que puede ocurrir cuando se realizan ensayos sobre
muestras individuales.
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Abstract: Tissue microarrays are platforms for high throughput simultaneous analysis of tens to
hundreds of tissue samples. They have been used especially to analyze neoplastic tissues. However,
the advantages of this technique could be applied to other research areas such as embryology and
histology. This study explores the use of tissue microarrays for morphological and molecular analysis
of normal tissues from animals. A total of 82 samples of normal skin from prenatal and postnatal dogs
were selected and used to construct the array. A large number of sections from this array block were
obtained and routine stain and immunohistochemistry techniques were applied. The results show the
effectiveness of the technique for morphological and molecular analysis of a large number of normal
tissue samples simultaneously. This allows the standardized assessment of tissues, thus reducing
the variability that can occur when testing is performed on individual samples.
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Introduccién

Las micromatrices de tejidos incluidos en pa-
rafina (MMsT) son plataformas de alto rendimiento
que permiten el analisis de multiples muestras de
tejidos en forma simultanea (Hewitt 2004). Estas
plataformas se construyen mediante la obtencién
de biopsias cilindricas a partir de decenas a cien-
tos de bloques de parafina donantes, las cuales
son reincorporadas en un Unico bloque de parafina
receptor (Kononen et al. 1998). Por lo tanto, una
seccion obtenida a partir de esta matriz contiene
pequefas muestras de tejido representativas de los
diferentes casos, sobre la cual se pueden aplicar las
mismas técnicas que se usarian sobre una seccion
de tejido convencional en un portaobjetos, como por
ejemplo la inmunohistoquimica (IHQ) (Hewitt 2004;
Kononen et al. 1998).

Una micromatriz de tejidos (MMT) bien di-
sefiada permite ahorrar tiempo y materiales, asi
como también facilita el analisis simultaneo de
dianas moleculares en condiciones idénticas y
estandarizadas sobre muestras multiples, redu-
ciendo la variabilidad de los experimentos al evitar
la necesidad de realizarlos una y otra vez (Hewitt
2004). Por ejemplo, una sola inmunotincién puede
proporcionar informacion valiosa sobre todas las
muestras que se encuentran sobre el portaobjetos
en forma simultanea, mientras que las secciones
posteriores de la matriz pueden ser utilizadas para
analizar otros anticuerpos (Molinolo ef al. 2007).
Estas ventajas llevaron a que la aplicacion de esta
técnica surja como una herramienta esencial en el
campo de la oncologia, en la que ha permitido la
deteccién rapida y rentable de biomarcadores de
utilidad diagnéstica, prondstica y predictiva (Hewitt
2009; Hewitt 2012; Kononen et al. 1998).

Aunque la técnica de MMsT fue descripta ini-
cialmente para la investigacion del cancer y se utiliza
principalmente en este campo, la posibilidad de su
aplicacién se ha ampliado hacia otras areas de in-
vestigacion (Avninder ef al. 2008). Asi, sus beneficios
pueden ser aprovechados en estudios en los que se
trabaje, por ejemplo, con multiples muestras de tejido
normal (Kononen et al. 1998), como la embriologia y la
histologia. En estas areas, la técnica de MMsT surge
como una alternativa atractiva para la investigacion
de aspectos morfolégicos y funcionales, dado que,
para realizar un aporte de relevancia es indispensable
contar con una gran cantidad de muestras en las que
se realicen los analisis en forma estandarizada.

El presente trabajo explora por primera vez el
uso de la técnica de MMSsT en el estudio de la piel ca-
nina durante el desarrollo ontogénico, a partir de una
gran cantidad de muestras provenientes de diferentes
regiones corporales de fetos y adultos.

Materiales y métodos
Micromatriz de tejido

Se tomaron muestras de piel a partir de distintas
regiones corporales (dorso, flanco, vientre, dedo, plano
nasal, pabelldn auricular y, en los machos, escroto)
de fetos y adultos caninos. Las muestras de fetos
provinieron de histerectomias realizadas por médicos
veterinarios de actividad privada y, las de animales
adultos, de caninos ingresados al Servicio de Anato-
mia Patolégica de la Facultad de Ciencias Veterinarias
(Universidad Nacional de La Plata). Las muestras
fueron procesadas para su inclusion en parafina y su
posterior coloracién con la técnica de hematoxilina y
eosina (H-E). Luego de la observacién de las seccio-
nes coloreadas con H-E, un total de 82 bloques de
parafina conteniendo los tejidos de interés (bloques
donantes) fueron seleccionados para la posterior
construccion de la MMT. Cuatro bloques de parafina
adicionales, conteniendo muestras correspondientes a
otros érganos, fueron seleccionados para ser incluidos
como controles en la matriz.

El método utilizado en la construccién de la
MMT fue el descripto por Hewitt (2004), utilizando
un arrayer de tejido semiautomatico (TM Arrayer ™,
Pathology Devices, Inc.) y un diametro de cilindro
(nucleo) de 1 mm. Sobre cada una de las secciones
coloreadas con H-E, correspondiente a cada bloque
donante, se procedi6 a la marcacion de las areas de
tejido de interés utilizando un marcador indeleble bajo
observacién microscoépica. Luego, se ordend cada
bloque donante con su seccion correspondiente para
la posterior construcciéon de la matriz. Un bloque de
parafina receptor fue construido utilizando un molde
especifico y parafina bajo punto de fusion. El bloque
de parafina receptor se coloco entonces en el arrayer
de tejido y se procedié a la construccion de la MMT.
Sobre un soporte especifico se ubicé el bloque donan-
te y sobre éste la seccién coloreada con H-E corres-
pondiente. El conjunto formado por soporte-bloque
donante-seccion coloreada con H-E se alined de forma
tal que el area de interés marcada sobre el portaobje-
tos se ubicara debajo de la aguja de perforacion. Se
retiré el portaobjetos y se procedio6 a la obtencién de
una biopsia cilindrica (nucleo) a partir del bloque de
parafina donante. Se retir6 el soporte que contenia el
bloque donante y se procedi6 a reinsertar el nucleo
contenido en la aguja de perforacion en el bloque de
parafina receptor. Este procedimiento se repitié con
cada uno de los bloques donantes. Una vez finaliza-
da la insercion de los nucleos de interés, se coloco
la MMT en una estufa a 37 °C durante 10 min y se
presiond su superficie. Este ultimo procedimiento se
repitid tres veces. Finalmente, se realizé el templado
de la MMT en una estufa a 37 °C. Una vez concluida
la MMT, se obtuvieron secciones que se colorearon
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con H-E para realizar un analisis general de la matriz
y evaluar su calidad.

Inmunohistoquimica

Se utilizaron dos secciones de la MMT para
la aplicacion de la técnica de IHQ utilizando un
anticuerpo especifico anti p-catenina (p-Catenin
D10A8XP™ Rabbitm Ab #8480; CellSignaling Tech-
nologies; dilucion 1:100).

Los portaobjetos que contenian las secciones
de la MMT se colocaron en una estufa a 65 °C duran-
te 30 min para fundir la parafina, se sumergieron en
Safeclear Il (Fisher Scientific) para el desparafinado
durante 5 min (tres veces) y se hidrataron mediante
pasajes sucesivos en alcoholes de graduacion de-
creciente. Para bloquear la peroxidasa enddgena se
incubaron en peroxido de hidrogeno al 3% en alcohol
70° durante 30 min y se lavaron con agua destilada
durante 5 min, tres veces. Para la recuperacion anti-
génica, los portaobjetos se colocaron en un recipiente
que contenia acido citrico 10 mM en un horno de mi-
croondas durante 20 min (2 min a 100 % de potencia y
18 min a 20 % de potencia). Los portaobjetos se deja-
ron enfriar durante 15 min a temperatura ambiente, se
lavaron una vez con agua destilada y luego tres veces
con PBS. Las secciones se incubaron en solucion de
bloqueo (albumina sérica bovina al 2,5% en PBS)
durante 30 min a temperatura ambiente. El exceso
de solucion se descartd y las secciones se incubaron
con el anticuerpo primario diluido en solucién de blo-
queo a 4 °C durante la noche. Después de lavar con
PBS, los portaobjetos se incubaron secuencialmente
con el anticuerpo secundario biotinilado (Biotinyla-
ted Goat Anti-Rabbit IgG Antibody; BA-1000; Vector
Laboratories; 1: 400) durante 30 min y luego con el
complejo avidina-biotina (VECTASTAIN® Elite® ABC
Kit; PK-6100; Vector Laboratories) durante 30 min a
temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron
y se revelaron con 3,3'-diaminobencidina (SIGMA-
FAST™ 3,3'-Diaminobenzidine tablets; D4168-50SET:;
Sigma Chemical) bajo control microscépico. La reac-
cion se detuvo con agua destilada y los tejidos se
contrastaron con hematoxilina de Mayer, para luego
continuar con el deshidratado y montado.El anticuer-
po utilizado fue probado previamente en muestras
de piel canina normal para confirmar su reactividad
en la especie, asi como también, para establecer las
condiciones Optimas para su uso.

Resultados
Diseno y construccion de la matriz

Un total de 110 muestras de piel canina normal
fueron obtenidas y procesadas. Luego de la observa-
cion de las secciones coloreadas con H-E, se selec-
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cionaron 82 muestras para la posterior construccion
de la MMT. La causa mas comun de exclusion fue la
mala fijacion del tejido.

Dado que las muestras eran en general peque-
fAas y morfolégicamente homogéneas, fue sencillo
marcar en las secciones coloreadas con H-E las zo-
nas precisas de los bloques donantes desde donde
la aguja de perforaciéon podria obtener los tejidos. El
tiempo empleado para llevar a cabo esta seleccion fue
de aproximadamente 3 horas, mientras que el nece-
sario para llevar a cabo el disefio y construccién de
la MMT fue de aproximadamente 6 horas. Los casos
fueron distribuidos en la matriz teniendo en cuenta
su edad de desarrollo, dejando los controles en el
margen inferior derecho. En la figura 1 (A) se muestra
la MMT finalizada.

En las secciones obtenidas a partir de la MMT
sobre las que se aplico la técnica de H-E pararealizar
un analisis general de la matriz y evaluar su calidad, se
confirmo la presencia de los tejidos de interés (epider-
mis, dermis y tejido subcutaneo) en todos los nucleos.
Las sucesivas secciones de la matriz obtenidas a
diferentes profundidades presentaron caracteristicas
tisulares similares entre si, comparables a las que se
obtendrian trabajando con los bloques de parafina
convencionales. Asimismo, después de la aplicacion
de la técnica de H-E se observé una minima pérdida
de los nucleos con los tejidos de interés, siendo esta
de 2 o 3 nucleos en cada seccion. Los resultados de
la aplicacion de la técnica de H-E sobre una seccion
de la MMT se muestran en la figura 1 (B y C). Por
ultimo, se realizé la comparacién de las secciones
coloreadas con H-E obtenidas a partir de la matriz con
las respectivas secciones completas provenientes de
los bloques de parafina donantes, observandose una
concordancia de tejido entre los nucleos de la matriz
con las respectivas secciones completas en todos los
casos (Figura 2).

Inmunohistoquimica

En las secciones obtenidas a partir de la MMT
sobre las que se realiz6 IHQ para evaluar la expresion
de B-catenina se observé una intensa marcacion en
las células de la epidermis, asi como también en el
foliculo piloso y en las células de las glandulas seba-
ceas Yy sudoriparas apocrinas. Esta expresion tuvo
una distribucién citoplasmatica y de membrana. Por
otra parte, se realiz6 la comparacion de la expresion
de B-catenina obtenida en las secciones de la matriz
con algunas secciones completas provenientes de
los bloques de parafina donantes, observandose una
concordancia en la marcacién entre los nucleos de
la matriz con las respectivas secciones completas
en los casos analizados. Asimismo, la calidad de los
diferentes nucleos de tejido fue en general buena
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Figura 1. Micromatriz de tejidos construida a partir de muestras de piel canina normal. (A) Imagen de la micro-
matriz de tejido finalizada, conteniendo los nucleos de 1 mm de diametro obtenidos a partir de muestras de piel
canina normal prenatal y posnatal. (B) Seccion de la MMT coloreada con H-E. (C) Imagenes correspondientes
a algunos nucleos representativos de la matriz para mostrar la calidad de los mismos. Objetivo 2x.

tras la aplicacion de IHQ, observandose una minima
pérdida de los mismos (2-3 nucleos). Ejemplos de los
resultados de la aplicacion de esta técnicase muestran
en la figura 3.

Discusion

El uso de la técnica de MMsT brinda una serie
de beneficios cuando se desea trabajar con grandes
colecciones de tejido. La posibilidad de incluir en un
unico bloque de parafina decenas a cientos de mues-
tras permite no solo ahorrar tiempo y materiales, sino
también reducir la variabilidad de los experimentos
que se realicen posteriormente (Hewitt 2004 ; Molinolo
et al. 2007). El principal beneficio observado fue la
reduccion notable en el tiempo y la cantidad de ma-
teriales necesarios para el desarrollo de la técnica de
IHQ. Esto se debe a que en una sola inmunotincion
se pudo obtener informacién de las 82 muestras de
piel que se encontraban sobre el portaobjetos en for-
ma simultanea. Si esta técnica se hubiese aplicado

sobre las secciones completas, no soélo se hubiesen
incrementado los costos y materiales necesarios para
su desarrollo, dado que 82 secciones hubiesen sido
necesarias, sino que ademas no hubiese sido posible
la aplicacién de la técnica de IHQ en forma simultanea
para esta cantidad de muestras.

La técnica de MMsT presenta algunas limita-
ciones cuando se utilizan tejidos neoplasicos para su
construccioén, dado que cada nucleo representa una
pequeia fraccion de la lesion (Kononen ef al. 1998).
Asi, en las matrices construidas a partir de este tipo de
tejidos, las secciones tomadas a diferentes profundi-
dades muestran caracteristicas ligeramente diferentes
0, como sucede en algunos casos, la ausencia total de
tejido tumoral en algunos nucleos cuando se alcanzan
los limites no neoplasicos (Molinolo et al. 2007). En
este estudio, observamos que las MMsT construidas
a partir de tejidos normales no presentan esta limita-
cion. Las sucesivas secciones coloreadas con H-E
obtenidas a diferentes profundidades de la matriz
presentaron caracteristicas tisulares similares entre
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Figura 2.Imagenes representativas de secciones
de la MMT coloreadas con H-E y su correlacion
con las imagenes correspondientes a las secciones
completas. (A) Imagenes correspondientes a piel de
la regidn del dorso de un canino neonato: (1) nucleo
de la MMT y (2) seccion convencional. Objetivo 10x.
(B) Imagenes correspondientes a piel de la regién
del dorso de un canino de 50 dias de gestacion:
(1) nucleo de la MMT y (2) seccién convencional.
Objetivo 10X.

si, comparables a las que se obtendrian trabajando
con los bloques de parafina convencional.

Para evaluar la viabilidad del uso de la técni-
ca de MMsT para estudiar las complejas redes de
sefnalizacion involucradas en el desarrollo de la piel
canina normal, se procedi6é a la utilizacién de técni-
cas de IHQ sobre secciones obtenidas a partir de la
MMT. El anticuerpo seleccionado fue anti B-catenina
debido a que ha sido establecida previamente como
una molécula relevante en el desarrollo de la piel
normal en los caninos (Bongiovanni ef al. 2011). En
las secciones obtenidas a partir de la MMT se observo
una intensa expresion citoplasmatica y de membrana
de B-catenina en los distintos nucleos de tejido. Este
patrén de marcacion fue similar al encontrado utilizan-
do la técnica de inmunohistoquimica sobre secciones
completas, lo cual indica que la técnica de MMsT
resulta de utilidad para detectar el nivel de expresion
de esta molécula sobre muestras multiples.

Aunque la técnica de MMsT ha sido ampliamen-
te utilizada para la evaluacion inmunohistoquimica de

Micromatrices en histologia veterinaria

Figura 3. Imagenes representativas de la aplicacion
de IHQ para la marcacién de B-catenina sobre sec-
ciones de la MMT. (A) Imagenes correspondientes a
piel de la region del dorso de un canino de 45 dias de
gestacion. (B) Imagenes correspondientes a piel de la
region del dorso de un canino de 50 dias de gestacion.
(C) Imagenes correspondientes a piel de la region
del dorso de un canino neonato. En los recuadros se
muestran imagenes de (A), (B) y (C), respectivamente,
con objetivo 40X.

muestras de tejidos en medicina humana, y a pesar de
que los tejidos animales son ampliamente utilizados
para su construccion en investigacion (Braunschweig
et al. 2005), existen relativamente pocos informes
sobre su uso en medicina veterinaria, estando estos
restringidos al campo de la oncologia (Buishand ef al.
2014; Hammer et al. 2007; Higgins et al. 2010; Keller
etal. 2007; Khanna et al. 2002; Muscatello et al. 2015;
Wohlsein et al. 2012). El presente estudio es, segun
nuestro conocimiento, el primero en validar el uso de
MMSsT en investigacion en areas basicas de medicina
veterinaria, como son la embriologia y la histologia.
Asi, la técnica de MMsT surge como una alternativa
viable cuando se desea realizar un estudio ontogénico
de un érgano como la piel canina, dado que es impres-
cindible disponer de decenas a cientos de muestras en
las que aspectos morfolégicos y funcionales puedan
ser evaluados en forma simultanea.

Este trabajo podra profundizarse mediante un
analisis morfoldgico exhaustivo y la aplicacion de téc-
nicas de IHQ que permitan detectar moléculas implica-
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das en las distintas vias de sefializacion involucradas
en el desarrollo de la piel canina normal. Esto no solo
resultara de utilidad para entender la naturaleza de
los mecanismos del desarrollo normal, sino que tam-
bién podran ser relevantes en el area de patologia,
para comprender los mecanismos desregulados que
subyacen al desarrollo de enfermedades originadas
en este 6rgano en el adulto.
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