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TMA — Tissue Microarray medicine

Introducao

 Metodologia descrita em 1998 na Nature Medicine

Tissue microarrays for high-throughput molecular profiling of tumor specimens.
July 1998; 4(7):844.

Juha Kononen1l, Lukas Bubendorf2, Anne Kallioniemil, Maarit Barlund3, Peter Schraml2, Stephen Leighton4, Joachim Torhorst2,
Michael J Mihatsch2, Guido Sauter2 & Olli-P. Kallioniemil

1Laboratory of Cancer Genetics, National Human Genome Research Institute, National Institutes of Health, USA 2Institute of
Pathology, University of Basel, Switzerland 3Laboratory of Cancer Genetics, Institute of Medical Technology, University of Tampere
and Tampere University Hospital, Tampere, Finland 4Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA

* Aperfeicoamento das técnicas de “salsicha” e “checkerboard”, de
BATTIFORA (1986) e do “canudo” de WEN-HUI et al. (1987)

BATTIFORA, H. The multitumor (sausage) tissue block: Novel method for
immunohistochemical antibody testing. Lab Invest, 55(2): 244-8, 1986.

WEN-HUI, W.; FORTUNA, M. B.; FURMANSKI; P. A rapid and efficient method for

testing immunohistochemical reactivity of monoclonal antibodies against multiple
tissue samples simultaneously. J Immunol Methods, 103:121-129, 1987.
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http://www.nature.com/nm/wilma/v4n7.html

TMA — Tissue Microarray

Introducao

* Producao de um bloco de parafina com multiplas amostras
teciduais (até 1000), de 0,6 a 2mm

658  Human Molecular Genetics, 2001, Vol. 10, No. 7

Figure 1. Principle of TMA analysis. Cylindrical core biopsies are obtained from up to 1000 individual, formalin-fixed. paraffin-embedded tissue blocks. These
are transferred to a TMA block. Multiple TMA blocks can be generated at the same time. Each TMA block can be sectioned up to 300 times. All the resulting TMA
slides have the same tissues in the same coordinate positions. The individual slides can be used for a variety of molecular analyses, such as H&E staining to ascertain tissue
morphology. mRNA ISH or protein immunostaining or analysis of genetic alterations using FISH.
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TMA — Tissue Microarray

Para que serve?

* Avaliacdo de centenas ou milhares de casos para estudos
populacionais de fatores prognosticos, preditivos e
diagnosticos, testes de padrao de reatividade de novos
anticorpos e sondas e teste de novas tecnicas, micro-banco de
tecidos...

660  Human Molecular Genetics, 2001, Vol. 10, No. 7
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Figure 3. Tissue microarrays are powerful for validation, prioritization and extension of findings obtained from genomic surveys, such as cDNA microarrays. The
cDNA microarrays enable one to analyze up to 5000 or 50 000 genes, in one specimen at a time. In contrast, TMAs are applicable to the analysis of one target at
a time, but in up to 1000 tissues on each slide.
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TMA — Tissue Microarray

Caracte rIIStica S 658  Human Molecular Genetics, 2001, Vol. 10, No. 7
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v'Vantagens &

*Grande economia de tempo de A NN

técnlca e de an éllse! de materlals e Figure 2. Comparison of conventional section an-.ﬂ;ﬁb: (A) -.=!nu:_1 TMA analysis
reagentes, logo, de dinheiro! duces information on anc. melecula taret n one fasus wsing somvemions
° P esq u |SaS po p u I ac | on a| S com {;ﬁ]::u\d“ whereas up to 1000 specimens can be simultaneously evaluated using

custo reduzido.
*Controle de gqualidade intra e inter laboratorial.

v'Desvantagens:
*Preco dos equipamentos e acessorios e desnivelamento do
cilindros.

v'Solucéao

*Técnicas alternativas, como a de PIRES & DE SOUZA (2006 e
2010).

TMA - Tissue Microarray - VI Congresso Regional De Histotecnologia, Fiocruz

4 ,
T O n]* Andréa Rodrigues Cordovil Pires www.fontemd.com.br




TMA — Tissue Microarray

Como se faz? Técnica convencional

No primeiro artigo, de KONONEN et al. (1998), € apresentado o
aparelho desenvolvido pela Beecher Instruments. Ja existem
outros equipamentos comerciais, com modelos manuais e
automatizados (US$15.000 a 100.000).
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TMA — Tissue Microarray

Como se faz? Técnica convencional

* Puncéao dos blocos “doadores” e transferéncia dos cilindros

para um bloco “receptor”
Desvantagem: inserir alguns cilindros muito profundamente, ndo aparecendo nos

primeiros cortes.
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Human Molecular Genetics 2001; 10(7):56-66.

Figure 1
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TMA — Tissue Microarray

Como se faz? Técnica convencional

* Colocacao do bloco de TMA na estufa para derretimento e
fusionamento das parafinas do bloco receptor e dos cilindros
dos blocos doadores, para garantir aderéncia.

Desvantagem: alguns "

ang . . Covering with paraffin wax
cilindros inclinam e outros . 50°C
podem se aprofundar,
podendo perder a
orientacao ou néo aparecer
Nnos primeiros cortes.

I Py Usudl sactions

Human Molecular Genetics
Fi 2 The resulting tissue microarray is covered upside down with melted paraffin wax and warmed in an oven for five minutes (50°C).
2001; 1 0(7):56' 66. Tl:%w:roffin v:o:(eo? rlhegtilsssuue ;:ers o:dq)!/h: acze;torl-‘:ﬁzlck starts k:VI:omr];:eniss?:est:hingornqthe Fi:ar| orra‘ l;:ir;ck\.leNorr:chﬁigc'ﬂ:gicél secti)ons

can be prepared from these blocks. Extra aids are not required, even if bone marrow biopsies are arrayed (lower left).
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TMA — Tissue Microarray

Como se faz? Técnica convencional

* Corte dos blocos de TMA

Desvantagens:

\/geralmente utiliza-se fita adesiva para microtomia devido ao alto indice de perda de
cilindros durante o corte (parafinas diferentes).

v'Necessidade de realizar cada reacdo em 2 ou 3 cortes em niveis diferentes, para

garantir que cilindros inseridos em diferentes profundidades estejam presentes no
estudo.
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TMA — Tissue Microarray

Como se faz? Técnica convencional

* Problemas

* inserir alguns cilindros muito
profundamente, ndo aparecendo
nos primeiros cortes.

* fita adesiva para microtomia
devido ao alto indice de perda de
cilindros e quebras de bloco
durante o corte (parafinas
diferentes).

* necessidade de realizar cada
reacdo em 2 ou 3 cortes em niveis
diferentes, para garantir que
cilindros inseridos em diferentes
profundidades estejam presentes
no estudo.

e Custo > US$ 25.000,00.
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TMA — Tissue Microarray

Como se faz? Técnicas alternativas

Existem diversas técnicas alternativas para produzir TMA:

« Pires ARC, Andreiuolo FM, Souza SR. TMA for all: a new method for the
construction of tissue microarrrays without recipient paraffin block using
custom-built needles. Diagnostic Pathology 2006; 1:14.

Chen N, Zhou Q. Constructing tissue microarrays without prefabricating
recipient blocks: a novel approach. Am J Clin Pathol 2005;124:103-107.

Datta MW, Kahler A, Macias V, Brodzeller T, Kajdacsy-Balla A. A simple
inexpensive method for the production of tissue microarrays from needle
biopsy specimens. Appl Immunohistochem Mol Morphol 2005;13(1):96-
103.

Pan CC, Chen PCH, Chiang H. An easy method for manual construction
of high-density tissue arrays. Appl Immunohistochem Mol Morphol
2004;12(4):370-372.
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TMA — Tissue Microarray
TMA “for all”- TMA para todos

* Nossa técnica € um metodo alternativo para a construcao de:
* Dblocos de microbancos de tecido - TMA,

« (e alta densidade (mais de 300 cilindros de tecido por
bloco),

« com 0,8 a 1,2 mm de diametro,

« sem a utilizacao de um bloco de parafina receptor,

« utilizando microtomia e técnica histologica convencionais e

« sem utilizac&do de aparelho comercial especifico e
dispendioso.

* Esta técnica é barata e pode ser executada facil e rapidamente
por laboratérios de Anatomia Patologica de qualquer porte,
interessados em controle de qualidade interno e externo e
pesquisa.
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TMA — Tissue Microarray
TMA “for all”- TMA para todos
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TMA — Tissue Microarray
TMA “for all”- TMA para todos

PIRES, A. R. C.; DE SOUZA, S. R. Hypodermic Needle Without Recipient Paraffin Block
Technique. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 664: 53-61, 2010.

Asthor’s Proot
Chapter 6 .

m;z:lc Needle Without Recipient Paraffin Block :

Tissue Microarrays rm—— i e.
Methods and Protocols :“mm

v

ol and er iagne
itis casy to . e, quick, and creates uriform hocks
a and casy to cut, with negligible losses du

Ed, d b technical procedures.
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1. Introduction 2]

Pathologists have been trving to have a good system o construcr 20
mulritssue paraffin blocks for more than two decades. The firsst 21
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and Wan — “drinking steaw technigue™ (2], 10 vears ago, Kononen 23
reported the rssue miceoareay technique (3). F
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TMA — Tissue Microarray
TMA “for all”- TMA para todos

Técnica de construcao do TMA, utilizando a técnica de PIRES &
DE SOUZA (2006 e 2010)

PIRES, A. R. C.; DE SOUZA, S. R. Hypodermic Needle Without Recipient Paraffin Block Technique. Methods in Molecular Biology
(Clifton, N.J.). 664:53-61, 2010.

PIRES, A. R.; ANDREIUOLO, F. DA M.; DE SOUZA, S. R. TMA for all: a new method for the construction of tissue microarrays
without recipient paraffin block using custom-built needles. Diagnostic Pathology, 1:14, 2006. Disponivel em:
http://www.diagnosticpathology. org/content/1/1/14. Acesso em 20 set. 2011, 18:00:00.
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TMA — Tissue Microarray
TMA “for all”- TMA para todos

Técnica de construcao do TMA, utilizando a técnica de PIRES &
DE SOUZA (2006 e 2010)

: ?*iittﬁi"i
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PIRES, A. R. C.; DE SOUZA, S. R. Hypodermic Needle Without Recipient Paraffin Block Technique. Methods in Molecular Biology
(Clifton, N.J.). 664:53-61, 2010.

PIRES, A. R.; ANDREIUOLO, F. DA M.; DE SOUZA, S. R. TMA for all: a new method for the construction of tissue microarrays
without recipient paraffin block using custom-built needles. Diagnostic Pathology, 1:14, 2006. Disponivel em:
http://www.diagnosticpathology. org/content/1/1/14. Acesso em 20 set. 2011, 18:00:00.
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TMA — Tissue Microarray
TMA “for all”- TMA para todos

Tecido
2 mm

"3
2
1

1 2
o
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Nivel inicial —
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X Nivel intermediario —
lamina 1 lamina 75

TMA Alternativo / TMA for all

v sem bloco receptor pre-perfurado
v cilindros alinhados no mesmo plano

v’ parafina liquida permite fusionamente
completo dos cilindros com o bloco de TMA

v microtomia convencional

v nimero de laminas obtidas depende da
espessura do corte

3 ‘ N
) “ 9

Nivel profundo —
lamina 150
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TMA — Tissue Microarray

TMA convencional TMA Comercial

v" bloco recipiente pré-perfurado

v cilindros nédo alinhados no mesmo plano, alguns
podem ser inseridos muito profundamente

v’ parafinas diferentes dos cilindros e do bloco
receptor podem néo fundir adequadamente

Tecido
2 mm

v microtomia com fita adesiva necesséaria em
alguns casos

v nimero de laminas obtidas depende da
espessura do corte e nivel de insercéo

2 | 3

U
.QO - S5
Nivel inicial — Nivel intermediario — Nivel profundo —
: lamina 1 : lamina 75 : lamina 150
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TMA — Tissue Microarray

Custos

* Beecher instruments
Manual Tissue Arrayer 1 US$ 11,995.00
Manual Tissue Arrayer 2 US$ 23,995.00

0.6 mm punch set (pair) US$ 150.00

1.0 mm punch set (pair) US$ 200.00

2.0 mm punch set (pair) US$ 200.00
« TMA for all

Micro-retifica R$ 150,00

Maquina de ilhés R$ 50,00

Agulhas R$ 0,10
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TMA — Tissue Microarray

Como analizar?

Planilhas baseadas em MS Excel, bancos de dados etc...

A | E D E F G H | o K | L
1
2 1 2 3 4 5 6 I 8 2
3 |SP-17602 A [SP-17602 SP-17602 SP-17602 |SP-c£550 SP-66550 SP=-06550 |SP=-176808 SP«) 76808 SP-176308
4 [SP-663530 B |SP-290494 SP-2Y0454 SP-290494 |SP-303402 SP-308402 SP-308402 |$F-335102 SP-338102 $P-392102
S BP-178808 C |SF-£38814 SP-£35814 SP-638814 |SP-785578 SP-T786573 SP-T7S6578 |SP-937408 SF-857408 SP-937408
6 SP-250454
7 SP-308402 Al AZ AZ A4 AS AE A7 A8 A2
8 |sP-358102 -3 82 B3 =2} BS BS e7 BE B9
2 |SP-638814 ci cz 3 c4 S Ce c7 cs c3
10 |SP-T8E573 (
11 Sp-297408 q
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| diagnosis data Image collection | |Deconvoluter T ST =
Fblimpl ™ cdS T mgmt T vs38
" Save these antibodies as the default choices on this computer (a cookie will be set on your compider)
Cluster Disploycheckadimages | Ressttodefaut | Clearalicheckboxes |
\ Shides from FP#047

\\
el | oKL table

[ user's TMA nirastructure

[ Files suppled by the user

|:] User image collection in defined database format
[ Programs supplied alsawhere

I:]l 3 Frograms introduced for this TMA data management system
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TMA — Tissue Microarray

Como analisar?

FONTé

Agrupamento hierarquico (hierarchical clustering)
Ex: avaliacdo de 21 anticorpos em 450 casos de
cancer de mama — alguns anticorpos definem
entidades e prognaosticos.

Digital image of one section
does not allow comparison of
staing on one core

m:;”m tscecae0es
H&E ot ® - ees
@9 i *e@9e3 ®
m‘ﬂ%‘-“ Bc|2_>0.§ A N e 7
'YL L a\ o0 eqH
Ki-67 @ ) . a; ’ ~
5100 o0 &6 &0
09 OO ® S &ooym
Bel-2 staining

Combined digital images of
mary sections from same cora
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TMA — Tissue Microarray

Como analisar?

Patologia digital: Sistema APERIO para digitalizacao,
catalogacéao e analise das laminas de TMA, disponivel no
Programa de Pos-Graduacédo em Patologia da UFF

www.fontemd.com.br
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TMA — Tissue Microarray

Como analisar?

Patologia digital: Sistema APERIO para digitalizacao,
catalogacéao e analise das laminas de TMA, disponivel no
Programa de Pos-Graduacédo em Patologia da UFF

~ Spectrum - Edit TMA - Windows Internet Explorer
G - A Ntp oo EATMAHaD. php
fle E£dt View Favoeites Tools Help

W - @ - rpgev UTpoks- B- LB

Spectrum e

Edit TMA Map
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1]

3
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TMA — Tissue Microarray

E igual ao corte inteiro? Validac3o

Dezenas de estudos de validacao demonstram que 1 cilindro de
0,6 a 1,0 mm representa cortes inteiros de casos homogéneos
com 85 a 95% de confianca. A utilizacéao de 2 a 3 cilindros
aumenta a probabilidade para >95%, mesmo em casos

heterogéneos. “0 ————
g ) W
§ w
E :-‘IZIE
5 ]
E (1]
=~ 50

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

=B-E.R | 9247 | 96.24 | 98.12 | 99.06 | 99.53 | 99.76 | 99.88 | 99.94 | 99.97 | 99.99
-8-P.R. | 94.53 | 97.26 | 98.63 | 99.32 | 99.66 | 99.83 | 99.91 | 99.96 | 99.98 | 99.99
—d—HER2| 90.39 | 95.19 | 97.60 | 98.80 | 98.40 | 99.70 | 99.85 | 99.92 | 99.96 | 99.98

Number of disks

Figure 2.

The chance of 1 to 10 microarray disks correctly representing the staining of a whole tizsue section. Disks from breast carcinomna cases were stained for estrogen
receptor (ER), PR, and HerZ/neu oncogene (HERZ). The staining pattern of each disk was independently anatyzed and the chance of one disk matching the staining
pattern of the whole tissue section from which it came was determined. The chance of 2 to 10 disks being representative was directly extrapolated and plotted.
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TMA — Tissue Microarray
TMA “for all”- TMA para todos - Validacao

* UFF: Validacao da técnica de TMA na displasia tubular do

carcinoma de células renais.
Dissertacéo de Mestrado de Andréa Monnerat, orientadora Prof. Maria Lucia Ribeiro
Caldas; Resultados: TMA com 4 cilindros de 1mm de 10 casos de displasia tubular
renal em casos de carcinoma de células renais (areas focais); sem casos de perda de
cilindros (blocos pouco gastos); auséncia de diferenca estatistica entre a utilizacao de
2 ou 4 cilindros no TMA e entre o TMA e os cortes inteiros (p>0,05).

« UFF: Validation of tissue Microarray technology in malignant
peripheral nerve sheath tumours. Journal of Clinical
Pathology, 62:629-633, 2009.

Tese de Doutorado da Dra. Karin Cunha. Resultados: TMA com 5 cilindros de 1mm de
70 casos de neurofibromatose (neoplasia homogénea); 4 a 12% de perda de cilindros
(blocos gastos, finos e tecido mixodide); auséncia de diferenca estatistica entre a
utilizacéo de 2 ou 5 cilindros no TMA e entre o TMA e os cortes inteiros (p>0,05).

www.fontemd.com.br
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TMA — Tissue Microarray
Validacao

* UFRJ: Validacao da técnica de construcao artesanal de TMA
em Doenca de Hodgkin classica, usando como modelo a
deteccéo da proteina 1 latente de membrana (LMP-1) por
Imuno-histoquimica.

Dissertacao de Mestrado de Jodo Gongalves, orientador Prof. José Carlos Morais;

submetido ao XVI Congresso da Soc. Bras. de Patologia, 2007.

Resultados: TMA com 2 cilindros de 1mm de 50 casos de DH (neoplasia

heterogénea); 11 casos de perda de cilindros (blocos gastos, finos); 39 casos de

concordancia e 01 de discordancia entre TMA e cortes inteiros - coeficiente Kappa de

0,94.
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TMA — Tissue Microarray

Aplicacoes

Controle de qualidade em imuno-histoquimica, hibridizagao “in
situ”, histoquimica e outras técnicas

R — :
!

TMA controle - 9 cilindros

TMA controle - 9 cilindros | TMA controle - 9 cilindros | TMA controle - 9 cilindros

, ® |

e . g .

. : “e v ‘ , | Caso
&%
» ®» . |
> e
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!
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TMA — Tissue Microarray

Compartilhamento

»

{ h /._\J “E;"( @ ﬁ‘} <]+ L__,.,; Endereco |éj http: j tissuearray . org/Facilicy finventory flist. php V| Ir
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TMA — Tissue Microarray
TMA “for all”- TMA para todos - Parcerias

Nosso metodo de producéo de TMA esta sendo utilizado na

* FIOCRUZRJ

* Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP
* Universidade Federal Fluminense - UFF

* Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ
* |Instituto Nacional de Cancer - INCa
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TMA — Tissue Microarray
TMA “for all”- TMA para todos
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Tese de Doutorado:
UTILIZACAO DE TECNICA ALTERNATIVA DE CONSTRUCAO DE
TISSUE MICROARRAY (TMA) EM PESQUISA CIENTIFICAE
CONTROLE DE QUALIDADE EM PATOLOGIA

Orientadoras: Prof. Nathalie Henriques Silva Canedo & Prof.
Monica K. Praxedes Lusis
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TMA — Tissue Microarray
TMA “for all”- TMA para todos
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Tecnologia :: Publicacbes

Ciéncia de empresas

FPapers de companhias privadas colahoram para disseminar
conhecimento cientifico e techoldgico

Marcos de Oliveira

Edigdo Impressa 133 - Margo 2007

Imprimir = Enwiar por e-mail Receber boletim Fonte A- A+

Aempresa Fonte Medicing Diagndstica, de Niterdi, no estado do
Rio de Janeira, publicou em 2006 na revista cientifica Diaghostic
Pathology urn artigo sobre um novo método para controle de
fualidade em exames imunoistogquimicos para diagnastico de
cancer, & nova técnica elimina possiveis erros de analise do
material coletado na bidpsia, confirmando tanto resultados
positivos como negativos. "4 nova técnica, que usa um it
construido por nds por RE 100,00, substitui um equipamento
importado que custa USE 23 mil nos Estados Unidos®, diz a
medica patologista Andréa Rodrigues Cordovil Pires, sdcia da
empresa e professora assistente da Universidade Federal
Fluminense (UFF). Ainiciativa de publicar uma nova descoberta
setia trivial se ndo fossem raras as empresas gque publicam
artigos cientificos no Brasil. "Publicamos porgue queriamos
dissaminar essa nova téchica, permitindo que outros possam
usé-la. Mo nos interessam os rovaibies, inclusive nem
patenteamas", diz Andréa, que ja transferiu, em forma de curso,
anovidade para a Universidade de 530 Paulo (USP), a
Universidade Federal de S40 Paulo (Unifesg), a Universidade
Frrrral dn Rin de . lanrim (LIFR.Ih e A LIFF
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TMA — Tissue Microarray
TMA “for all”- TMA para todos
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TMA — Tissue Microarray
TMA “for all”- TMA para todos — Producao Cientifica

* 3 Artigos nacionais
* 8 Artigos internacionais
* 10 Dissertacoes de mestrado
2 UFF, 3 UFRJ, 1 UERJ, 1 INCa, 3 UNIFESP
* 4 Teses de doutorado
3 UFF, 1 UFRJ
* 6 POsteres em congressos internacionais
* 6 POsteres em congressos nacionais
* 3 Prémios — UNIPESP (2009), CREMERJ (2010) e FINEP (2012)

* 3 Patentes
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