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Objetivos

En este trabajo se busca describir un método manual para producir micromatrices (MMT) a partir de muestras de tumores de mamas caninos y
validar sus posibilidades de aplicacion para evaluar de forma mas eficiente diferentes biomarcadores.

Materiales y Métodos

Para la confeccion de MMT, se seleccionaron 22 casos de tumores
mamarios caninos, remitidos al Servicio de Diagnéstico Histopatolégico
y Citoldgico de la Facultad de Ciencias Veterinarias. Los mismos ya se
encontraban procesados de acuerdo con la técnica histologica clasica,
incluidos en parafina, cortados a Sum y coloreados con hematoxilina y
eosina (HE) para la realizacién del diagnéstico de rutina. Estas
muestras fueron analizadas y se localizé y delimito el area mas
representativa del tumor con un marcador indeleble (Fig. 1 a). El
proceso de ensamblaje de las MMT se basé en el método de Kononen
(1998). Se empled un punch de biopsia de piel de Smm de diametro,
con el que se extrajo el area de interés (nucleo) de cada blogue -
donante y se alojo en el bloque receptor elaborado a partir de un molde —

de silicona flexible, siguiendo el nimero de caso y para facilitar la Figura 1. a) Area delimitada representativa del Figura 2. Proceso de construccion del Bloque de MMT. Molde
i - X s s tumor. b) Exiraccién del nlcleo del blogue donante. de silicona, bloque receptor con los nuclecs de interés y bloque
localizacién de cada una de las muestras en las secciones, se introdujo resultanta con las MMT

tejido adiposo como control en el orificio de un extremo del blogue
receptor (Fig. 2). Una vez desarrollado el blogue se introdujo en estufa
a 40°C para conseguir una correcta integracion de los nucleos al
blogue receptor. Se realizaron cortes seriados de Sum de cada bloque
y se montaron sobre portaobjetos. Las muestras fueron coloreadas con
HE (Fig. 3-a), y luego se compararon con las secciones completas de
donde se obtuvieron los nlcleos para confeccionar las MMT.

Se realizd el diagndstico histopatoldgico (DH) de acuerdo con la
Clasificacion de Goldschmidt y col. (2011) y se determiné el grado de
malignidad (GMH) en cada caso segun el “Sistema de Graduacion
Histolbgica de Malignidad de los Carcinomas mamarios caninos y
felinos”, propuesto por Misdorp (2002). Los resultados obtenidos del
analisis en MMT vy secciones clasicas, fueron comparados por medio
de las pruebas de concordancia se utilizé el método estadistico de
Kappa (K), con un nivel de confianza de 95%, para determinar el grado
de concordancia entre ambas pruebas

Figua 3 @) Corte
obtenido de un bloque de
MMT coloreado con HyE
b) Detalle de las MMT 4x.

Resultados y Discusion

La comparacion entre las secciones coloreadas de los nucleos de las micromatrices (Fig. 3-b) y las areas seleccionadas de los cortes
clasicos de fejidos (Fig. 1-a), mostraron una concordancia buena para el diagndstico histopatoldgico (k=0,7) y fue muy buena para la
determinacion del grado de malignidad en ambas técnicas (k=0,8). Los resultados mostraron buena concordancia entre los cortes obtenidos
de las micromatrices y las secciones completas lo que sustenta la validez de esta técnica para realizar estudios en serie de manera
economica, rapida y estandarizada.
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