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h 5 COMO FUNCIONA?

La captura por microdiseccion laser, desvelando los
secretos de una célula
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La captura por microdiseccion laser (Laser Capture Micro-
dissection, LCM, en inglés) es una poderosa técnica de micros-
copia que permite el aislamiento y captura de tejidos o células
individuales a partir de secciones histoldgicas o cultivos celu-
lares. Desde principios del siglo XX se han ido cimentando las

infiltracién del fijador en las células debido a las paredes celu-
lares. Otro elemento esencial en la seleccion de fijador es el
tipo de moléculas a extraer una vez realizada la microdisec-
cion. Si se trata de DNA o RNA no son recomendables fijadores
que provoquen modificaciones permanentes o dafios en la
molécula como el paraformaldehido por lo que se han de usar
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bases que dieron lugar a su desarrollo definitivo en 1996 por
Emmert-Buck (1) y comercializado posteriormente por Arctu-
rus (2). Esta técnica, principalmente desarrollada como una
herramienta para los patdlogos, se ha extendido a diferentes
ramas de la medicina y la biologia siendo un método estable- Fijacién
cido en la biologia molecular, las neurociencias, la biologia del

desarrollo, la investigacion del cancer, la medicina forense, la l
protedmica, la metabolémica o la investigacién de plantas. El

gran potencial de la LCM reside en su capacidad de procesar T
muestras para su posterior analisis mediante otras técnicas |nC|USIOLJ
(para la medida de la expresién génica, de proteinas, activi-

dades enzimaticas o, incluso, metabolitos) permitiendo anali- l

zar las funciones de una célula o tejido concretos. Aunque el

uso de la microdiseccion laser, sin captura, también permite
realizar estudios de desarrollo, por ejemplo, permitiendo la
eliminacién fisica de una célula de un embrién. En la dltima
década la LCM se ha convertido en un magnifico aliado de las
técnicas de dltima generacion para el andlisis masivo del v
transcriptoma, el proteoma o el metaboloma aportando in- = = =
formacién global sobre los procesos que tienen lugar en de- Microdiseccion ,‘
terminados compartimentos tisulares.

Corte y
montaje

Desde un punto de vista meramente bioldgico, el funcio- v
namiento de esta técnica presenta numerosos puntos clave vz
més alla del acto de realizar la microdiseccion, que se puede r Extraccion
considerar como el punto menos problematico de todo el
proceso (Figura 1). En primer lugar, hay que considerar la l
correcta preparacion de las muestras histolégicas que se pue-
de tener como la parte fundamental de la LCM. Depende de
varios factores, incluyéndose las muestras bioldgicas de parti-
da y la molécula a extraer a la conclusion de la LCM. No todos
los tejidos responden de la misma manera a un fijador por lo
que se ha de probar cudl es el mejor fijador para un drgano o
tejido concreto. Ademds el proceso de fijacién también puede
presentar variaciones, por ejemplo, si se trata de muestras
vegetales se habran de realizar pulsos de vacio para mejorar la

- Analisis

Figura 1: Esquema del flujo de trabajo en
la LCM.
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fijadores alternativos como la acetona, el etanol, la formalina,
etc. Finalmente es importante el tipo de inclusion de la mues-
tra: en parafina o en medio de congelacion. Por ejemplo, si se
opta por medios de congelacién para cortar en un criostato
existe la posibilidad de no realizar una fijacion anterior a la
inclusion mediante congelacién rapida en nitrégeno. En ese
caso la fijacion se puede llevar a cabo sobre las secciones his-
toldgicas obtenidas tras cortar en el criostato.

En la LCM cada tipo de inclusién tiene unas ventajas sobre
el otro. Mientras que la parafina puede conseguir una mayor
integridad estructural, las muestras congeladas permiten
mantener mejor la integridad de las moléculas a extraer. El
uso de cada tipo de inclusion dependera, por tanto, de las
necesidades puntuales como de las capacidades del laborato-
rio donde se desarrolla la LCM. La inclusion con parafina con-
lleva un proceso de deshidratacion de las muestras y, final-
mente, de sustitucion del contenido liquido de las muestras
por parafina. Esto requiere un tiempo de manipulacion de las
muestras que puede conllevar la degradacion de las moléculas
de interés, por ejemplo el RNA, a pesar de estar fijadas. Por
ello son usuales los procedimientos abreviados de inclusion de
las muestras tanto convencionales como los que incluyen las
microondas para mejorar y acelerar la infiltracion del medio
histoldgico. Las muestras incluidas en parafina han de ser muy
bien deshidratadas puesto que una vez que las secciones his-
toldgicas van a ser usadas las enzimas enddgenas como las
RNAasas pueden empezar a actuar. En cuanto a las muestras
congeladas la inclusién se hace por congelacién sea con iso-
pentano enfriado en nitrégeno liquido, congelacion mds gra-
dual a mayor temperatura, o directamente en nitrégeno liqui-
do, congelacion mads répida a menor temperatura. Depen-
diendo del tipo de muestra se puede realizar sin ningin tra-
tamiento previo o haciendo pre-incubaciones en agentes
osmoprotectores como la sacarosa que mejoran la integridad
estructural de las muestras congeladas.

La obtencidn de las secciones histoldgicas dependera del
medio de inclusion aunque en ambos casos es importante la
conservacion de las secciones hasta su uso en el LCM. Se sue-
len obtener secciones de un grosor de 10 pm aunque éste se
puede modificar segtin las necesidades. Las secciones obteni-
das a partir de muestras incluidas en parafina una vez monta-
das en portaobjetos para LCM han de ser bien secadas y con-
servadas protegidas de la humedad. En el caso de las mues-

Tabla 1: Tipos de equipos LCM.

tras congeladas las secciones se pueden guardar montadas
sobre un portaobjetos para LCM a -80°C hasta su uso. Justo
antes de la microdiseccién se pueden tefiir las secciones histo-
l6gicas para poder identificar las dreas de interés que se
desean separar del tejido. Se pueden hacer tinciones conven-
cionales, como la eosina-hematoxilina, como inmunohisto-
quimicas. En cualquier caso, los protocolos que se usan son
abreviados y se han de tomar todas las precauciones posibles
respecto a los productos empleados para evitar la degradacion
de las moléculas a extraer. En algunos casos, como en tejidos
vegetales con grandes paredes celulares, se puede realizar la
LCM sin ningtin tipo de tincién lo que aumenta en cierta me-
dida las posibilidades de éxito.

La LCM en si es el mas sencillo de todos los pasos a reali-
zar. El microdisector laser es bdsicamente un microscopio
dptico, al que se le puede acoplar fluorescencia, con un lasery
un sistema de captura de las muestras diseccionadas. Adicio-
nalmente el microscopio posee una cdmara conectada a un
ordenador con el que se realiza la seleccion de los tejidos o
células que han de ser aislados de las secciones histoldgicas o
cultivos celulares. El sistema fue inicialmente comercializado
por Arcturus (2) aunque con el tiempo han aparecido diversas
compafias que han desarrollado sus propios equipos con
algunas diferencias entre todos ellos. Existen laseres de infra-
rojo y de UV, todos disefiados para evitar dafios a las muestras
capturadas. El sistema de captura es distinto en cada equipo,
puede ser mediante un film adhesivo (Arcturus, MMI), por
una catapulta de onda de presién inducida por un laser (Zeiss)
o simplemente por gravedad (Leica) (Tabla 1). Cada casa co-
mercial posee un conjunto de consumibles propio. Los por-
taobjetos para LCM poseen una membrana sobre la que se
aposentan las secciones histoldgicas y que al realizarse la
microdiseccion se desprende del portaobjetos junto con la
muestra seleccionada para su posterior captura. Estos por-
taobjetos pueden variar dependiendo de si son de cristal o
marcos de acero y del tipo de polimero de la membrana sobre
la que realmente se aposenta la seccion histoldgica. El uso de
un tipo de polimero u otro depende de la aplicacion final del
LCM y si el material puede interferir en los procesos posterio-
res. Ademads de portas también se pueden encontrar otros
accesorios para la LCM como placas de Petri especiales para
cultivos celulares que permiten la seleccién de células indivi-
duales bien para hacer subcultivos o para realizar analisis

Compania Sistema Captura Laser Longitud de onda
Arcturus  Arcturus™’ Membrana CapSure IR 810 nm
Leica LMD7000 Gravedad uv 349 nm
MMI CellCut Plus Tapén adhesivo uv 355 nm
Zeiss PALM MicroBeam Catapulta por onda de presion UV 337 nm




g

'

24

3

>
‘!’“d'."

£y

(2,3). Basicamente el proceso de microdiseccién consiste en la
seleccion de las células o tejidos a cortar en la pantalla de un
ordenador, el corte de las partes seleccionadas por parte del
ldser y su captura en un tubo (Figura 2). Evidentemente existe
la posibilidad de realizarlo todo de manera manual o automa-
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tejido aunque la variedad de posibles usos de la LCM sea igual
al niimero de técnicas que se puedan combinar con ella (2,3).
La LCM puede aportar una informacién esencial para la inter-
pretacion de la gran masa de datos que generan las nuevas
tecnologias contextualizando cada funcién.

tica mediante el uso del software del equipo. Los pardmetros
para el corte con el laser pueden cambiar dependiendo del
aumento, de la muestra y del portaobjetos con los que se
trabaje. El corte se realiza mediante
el laser, segn el tipo de equipo la
modulacién de su intensidad, su
frecuencia o el ancho del corte
podrén ser modificados para cada
muestra. Finalmente, una vez obte-
nidos los cortes se han procesar
para la realizacion de los subse-
cuentes analisis. Dependiendo del
tipo de andlisis las muestras pue-
den ser almacenadas en un -80 °C
hasta su uso. En la actualidad exis-
ten kits comerciales para la extrac-
cion de DNA y RNA de muestras
aisladas por LCM. EI ndmero de
células o la cantidad de tejido aisla-
do dependera de las necesidades de
los andlisis posteriores aunque,
generalmente, las cantidades que
se pueden obtener son muy limita-
das, por lo que el uso de ciertas
técnicas dependerd de reacciones
de amplificacién de las moléculas
extraidas (4).

Laser UV

Area de corte

La LCM se ha convertido en un
complemento indispensable para
los anlisis masivos de las funciones
de los seres vivos. En este contexto
un tipo de trabajos muy desarrolla-
dos hasta el momento son los atlas
de expresion génica en los diferen-
tes tejidos de un drgano e incluso
en las distintos tipos celulares de un

o Tejido capturado

Figura 2: Esquema de la microdiseccion |aser.
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