e
HISTOTECNOLOGIA
APLICADA

Prof. Carina Ladeira
Abril 2010




e
HISTOTECNOLOGIA
APLICADA

MICRODISSECCAO A LASER



Microdissecacao a Laser

Microdissecacao Captura Laser (LCM) € uma técnica
desenvolvida pelo Instituto Nacional do Cancro
(Instituto Nacional de Saude, Bethesda)

O desenvolvimento desta técnica encontra-se
integrado no Projecto Anatomia do Genoma do
Cancro

Este projecto pretende compilar os catalogos de
expressao de genes por tecidos normais, pre-
neoplasico e neoplasicos

Importante ferramenta para providenciar amostras
celulares puras que irao constituir bibliotecas de
expressao de genes humanos




Microdissecacao a Laser

Microdisseccao a laser (LCM) é um método que
permite a procura de subpopulacoes de células de
tecidos através de visualizagdo microscopica directa

A tecnologia LCM extrai as células de interesse

Recentemente, a etiologia e patogénese de um
grande n.° de doencas verifica que estas podem estar
relacionadas com alteracoes de genes, nos produtos
génicos e vias biogquimicas relacionadas

Para melhor compreensao do processo da doenca
tém sido desenvolvidas estratégias que relacionem as
alteracbes moleculares com a morfologia
microscopica




Microdissecacao a Laser

e A combinacao de procedimentos analiticos de elevada
sensibilidade como o PCR e a de técnica de
microdissecacao em preparagoes histologicas e
citologicas tem se constituindo como um importante
instrumento para obter populacdes de células
purificadas a partir de tecidos primarios complexos

Tem importantes avancos em termos de rapidez,
facilidade de utilizacao e versatilidade

Baseia-se na aderéncia das células seleccionadas a
uma membrana termoplastica




Microdissecacao a Laser

Os tecidos sao constituidos por diferentes tipos de
células e matrizes, conferindo diferentes
heterogeneidades

Existem alteragoes moleculares especificas de um
determinado tipo de células

Por tudo isto, deve existir uma correlagao da patologia
a nivel morfoldégico e molecular

Este processo requer a procura de populacoes puras
de células semelhantes morfologicamente para a
realizacado de analise molecular

C Microdissecacao a laser




Microdissecacao a Laser

Existem 2 técnicas basicas de LCM que utilizam laser
IV ou UV

Microdissecacao de Captura a Laser
Microdissecacao Corte a Laser

Apesar desta terminologia, considera-se apenas LCM




Microdissecacao a Laser

e Visualizacao das células de interesse via
MIiCroscopio
e Transferéncia da energia laser para um

polimero termolabil com formacao de um
composto polimero e células (Sistema V)

e Remocao das células de interesse do tecido
heterogéneo

e Sao0 sistemas compativeis com uma variedade
de tipos de tecidos, tecnicas de coloracao,
fixacao e arquivos




Microdissecacao Captura Laser

Laser IV (temperatura <70°C)

Nao corta o tecido
Utiliza uma membrana termoplastica de acetato de
etil-vinilo que derrete e envolve o tecido desejado

A membrana derretida agrega-se as células
seleccionadas e sao encaminhadas para um tubo que
contém uma solucao de extraccao

O tecido envolvente das células seleccionadas
permanece inalteravel




Microdissecacao Captura Laser
LCM

e LesoOes especificas ou tipos celulares de tecidos
complexos podem ser facilmente removidos sem dano
morfologico da zona seleccionada e do tecido
adjacente

Esta estrategia permite que uma unica célula inserida
no meio de centenas de celulas seja procurada e
removida com seguranca

Este método é especialmente utilizado para o
iIsolamento de ceélulas individuais ou pequenos grupos
celulares




Principio e Base Técnica da LCM

Thermolabile polymer
on bottom surface of cap

Infrared laser melts
thermolabile polymer

Cells of interest bound
in polymer-cell composite

O Ll

Um polimero termolabil €
colocado na lamina
histologica

Laser |V “derrete” o
polimero

E formado um composto
de polimero e células
que foram removidas do
tecido




LCM PixCell lle

(a) Laser IV e Microscopio de Luz Invertida (b) Torre de Controlo do
Laser (¢) Monitor do PC e video (d) Monitor do video (e) Camara
de video (f) Computador



Principios e Base Técnica da LCM

Properly melted  Poor spot
polymer spots

Os polimeros derretidos propriamente possuem um
anel externo de cor escura e um centro claro
iIndicativo que o polimero derreteu e esta em contacto
directo com a preparacao histologica




Principios e Base Técnica da LCM

Capture
force

¢
B Sheer

force

Substratum
force

As forcas fisicas envolvidas na LCM incluem:
 Forcas superiores de adesao entre o substrato e o tecido

* Forcas laterais entre o polimero e as células




Principios e Base Técnica da LCM

Photo courtesy of
Arcturus Biosciences

Uma unica célula esta ligada ao polimero
termolabil na técnica de LCM por IV




Principios e Base Técnica da LCM

e Pode ser incorporada uma substancia corante
no polimero, de forma que:

e Absorva a energia laser, prevenindo danos
nos constituintes celulares

e Auxilie a visualizacao das areas derretidas do
polimero

e O tampao de extraccao € aplicado no
composto polimero-células de interesse e
permite a solubilizacao e libertacao das
células




LCM - Resultados

® L CM permite que células epiteliais de carcinoma da mama (seta
maior) sejam isoladas e removidas do estroma adjacente e do
epitélio mamario normal (seta menor). Esta é uma seccao
histoldgica preparada a partir de tecido mamario congelado e
corada com HE

N ] Eag




Microdissecacao Corte por Laser

Laser UV

Selecciona e corta a area adjacente as células de
interesse

Separa as celulas desejadas dos tecidos adjacentes
ou celulas

Apos cortar a zona pretendida, a pressao do laser faz
com gue a zona removida seja catapultada para um
tubo

A combinacao providenciada pelo laser UV em cortar
e catapultar para o tubo faz com que seja um metodo
muito rapido e preciso

Meétodo ideal para a captura de um grande n.° de
células, requerido para Proteomica e DNA Microarrays




Esquema da Microdissecacao a
Laser UV

[Ty /@l g\ = =

1 PEMN membrane slide

E:EI_. v taser photovolatilizes cells

Ty (&f=] B

Laser ablation of unwanted cells

O tecido € montado numa membrana de polietileno naftalato (PEN)
ou polietileno tetranaftalato (PET)

O laser UV pode ser utilizado para cortar as células de interesse ou

remover o tecido nao pretendido, deixando as células de interesse
intactas




Formas de corte

Exemplos de definicao de formas para corte e
remocao do tecido:

Formas circulares

Formas poligonais




Factores influentes

Existem varios factores que afectam a recuperacao de
DNA, RNA e proteinas de células microdissecadas,

tais como:

Qualidade da amostra

Tempo de preservacao antes da microdissecacao
Tipo de preservacao

Meétodo de fixacao

Eficacia da microdissecacao
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Diversidade de Aplicacao

Perfil molecular do tecido

Avaliacao das interaccoes entre tumor e
microambiente

RT-PCR
Perfil molecular protedmico
Perfil molecular gendémico

Analises forenses de mistura de amostras e foliculos
capilares

Estudos de desenvolvimento da biologia e embriologia
Modelos animais
Biologia de doencas infecciosas




Diversidade de Aplicacao

Biologia celular de plantas

Estudos de metilacao de DNA na espermatogenese
Analises de proteinas, DNA e RNA

LOH

Producao de bibliotecas de cDNA

Expressao génica

Entre outros...
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Limitacoes

Necessidade de identificagao das células de interesse
baseada nas suas caracteristicas morfologicas

A identificagcao das células € usualmente efectuada
em parceria com o patologista ou técnico treinado em
identificacao de células

Alteragoes de estabilidade celular promovidas pela
Intervencao cirurgica

A extensiva reaccao de adigao provocada pelo
formaldeido ode limitar a analise de RNA e proteinas
Fragmento deve estar centrado no terco central da
lamina




Limitacoes

Correcta localizacao do tecido,
no terco central da lamina

Incorrecta localizacido do tecido,
perto de um dos extremos da
lamina




Futuros Avancos

e Tecnologia Touch-screen
e Microdissecacao automatica

e Programas de Inteligéncia Atrtificial com
Software de reconhecimento de celulas

e Telemedicina, em que o patologista
indica as celulas de interesse para a
microdissecacao




Resumo

e Microdissecacao a Laser
e Factores de influéncia

e Diversidade de aplicacao
e Limitacoes

e Futuros avancos
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EXTRACCAO DE DNA DE
BLOCOS DE PARAFINA



Introducao

e Técnicas baseadas na Biologia Molecular, que
envolvem a amplificacao de acidos nucleicos tem
sido utilizadas intensamente na deteccao de cancro e
doencas infecciosas

Nas técnicas de amplificacao com tecidos ou ouiras
amostras clinicas importantes, impurezas nos acidos
nucleicos podem inibir ou reduzir a sensibilidade e
eficiéncia da amplificacao




Extraccao de DNA de tecidos em
parafina

e A extraccao de DNA a partir de tecidos incluidos em
parafina € uma técnica particularmente util em
estudos retrospectivos em que a determinacao de um
diagndstico molecular pode ser correlacionado com a
ficha clinica do paciente

As vantagens de um estudo deste tipo, isto €, um
estudo retrospectivo de analise de DNA sao multiplas
e podem ter inumeras aplicagoes




Aplicacoes

O estudo de numerosos processos de doenca, em
que virus, bactérias ou parasitas sao suspeitos de
serem agentes etiologicos e eventual existéncia de
correlacao de progndstico pode estar relacionada

O estudo do DNA em doencas genéticas

Estudos retrospectivos acerca de doencas raras,
podendo atraves deste tipo de arquivos obter-se uma
boa amostra comparativamente com os estudos
prospectivos com tecidos a fresco

A possibilidade de correlacao de presenca ou
auséncia de uma doenga em particular, diagnostico
morfoldgico, estadio da doenca, progndstico e
resposta a uma terapéutica, quando o diagnostico
clinico é conhecido




Procedimento

Cortes de 50 ym de blocos de parafina

Incubar em xilol durante 15’ a 45°C

Centrifugar 10" a 14.000 rpm

Pipetar e descartar o sobrenadante

Repetir 2 - 4

Adicionar 1 ml de etanol 100% ao pellet, vortex,

centrifugar durante 10" a 14.000 rpm e pipetar e
descartar o sobrenadante
Adicionar 1 ml de etanol 70% ao pellet, vortex,

centrifugar durante 10" a 14.000 rpm e pipetar e
descartar o sobrenadante e secar o pellet




Procedimento

Ressuspender o pellet em 1 ml de NaSCN (1M) e
incubar a 37°C overnight

Centrifugar durante 10" a 14.00 rpm, pipetar e
descartar o sobrenadante

Ressuspender o pellet em 400 pl de tampao de
extraccao de DNA

Adicionar 5 pl de RNase (20 mg/ml) e incubar
durante 1H a 37°C (o tratamento com RNase é
opcional, o material em parafina nao possui grandes
quantidades de RNA)

Adicionar 40 pl de Proteinase K (10 mg/ml), vortex,
incubar a 55°C overnight




Procedimento

Adicionar 440 ul de fenol, agitar vigorosamente
durante 5’ e centrifugar durante 5 a 8000 rpm

Pipetar o sobrenadante para um novo tubo e
adicionar a solugao de 220 ul mais 220 pl
cloroférmio/alcool isoamil (24:1), agitar
vigorosamente e centrifugar durante 5 a 8000 rpm

Pipetar o sobrenadante para um novo tubo,
adicionar 440 ul cloroférmio/alcool isoamil (24:1),
agitar vigorosamente durante 5’ e centrifugar
durante 5" a 8000 rpm

Pipetar o sobrenadante para um novo tubo (2 ml
num eppendorf), adicionar 1/10 de acetato de sodio
(pH 5.2), adicionar 3 volumes de etanol a 100% e
moa})rger o tubo durante 1H a -80°C ou overnight a —




Procedimento

e Centrifugar durante 30’ a 4°C

e Remover o sobrenadante

e Secar o pellet

e Adicionar 20-50 ul em agua estéril

e Agitar gentilmente no termomixer a 37°C
durante 2H

e Medir a concentracao de DNA com um
espectofotometro e correr em gel de agarose
a 1%




Resultados
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Analise de DNA dos nucleos de adenocarcinoma da
mama

Existéncia de populacao aneupldide que é representativa
de tumor
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