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RESUMO 
 

Molina M. Abordagem para análise proteômica de neurônios contendo 
neuromelanina na substância negra, isolados por microdissecção a laser. 
[dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 
2015.  
 
Atualmente observa-se que a proporção de pessoas com 60 anos ou mais está 
crescendo mais rápido do que a de outras faixas etárias. Um dos resultados 
desta transição epidemiológica é o aumento das doenças cujo fator de risco é o 
envelhecimento, entre elas, a doença de Parkinson. Embora muitas regiões 
exibam os sinais neuropatológicos da doença de Parkinson, a degeneração 
dos neurônios, contendo neuromelanina, da substância negra é considerada 
como sendo uma característica importante, representando o critério cardinal 
para o diagnóstico. No entanto, ainda não está claro por que certas regiões do 
cérebro, como a substância negra, são vulneráveis em algumas doenças 
neurodegenerativas e alguns neurônios vizinhos, às vezes morfologicamente 
indistinguíveis, permanecem preservados. Análises moleculares de populações 
de neurônios podem conduzir a uma melhor compreensão sobre a fisiologia 
dos mesmos, bem como os mecanismos envolvidos nos processos de doença. 
Na era pós genômica, realizar análises proteômicas são de grande interesse 
científico, pois permitem avanços no conhecimento dos processos biológicos. A 
técnica de microdissecção e captura a laser tem sido uma ferramenta 
importante e cada vez mais utilizada para aquisição de populações puras de 
células a partir de secções histológicas, evitando que áreas não pertencentes 
ao tecido alvo sejam dissecadas. A união destes métodos pode contribuir de 
maneira relevante para o entendimento fisiopatológico dos neurônios contendo 
neuromelanina da substância negra. No entanto, para que a microdissecção e 
captura a laser e as análises proteômicas sejam eficazes, é imprescindível a 
aplicação de um protocolo bem estruturado. Dentro desse contexto, o presente 
trabalho tem como objetivo criar um protocolo de microdissecção a laser de 
neurônios contendo neuromelanina em indivíduos cognitivamente normais, 
para subsequente análise proteômica. Os casos utilizados neste estudo são 
provenientes do Banco de Encéfalos Humanos do Grupo de Estudos em 
Envelhecimento Cerebral. Para o desenvolvimento da nossa proposta, 
contamos com a colaboração do Centro de Proteômica Médica da 
Universidade de Bochum, Alemanha. O protocolo foi desenvolvido baseado em 
outros previamente descritos na literatura e otimizado de acordo com objetivos 
pretendidos. Analisamos o plano anatômico de amostragem do tecido, o 
método de congelamento, a espessura do corte para a microdissecção, a 
solução utilizada para a coleta do tecido durante a microdissecção e o método 
de digestão proteolítica para posteriores análises proteômicas. Através de 
ensaios comparativos, alcançamos os resultados desejados e os mesmos 
foram validados através de análises por espectrometria de massas. 
Consequentemente, também fomos capazes de reconhecer fatores técnicos 
que possivelmente impossibilitariam um efetivo estudo do proteoma. 
 
Descritores: neurônios, substância negra, neuromelanina, microdissecção e 
captura a laser, proteômica 



 
 

SUMMARY 
 
Molina M. An approach to proteomics analysis of neurons containing 
neuromelanin in the substantia nigra, isolated by laser microdissection 
[dissertation]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 
2015. 
 

Currently the worldwide proportion of people aged 60 years and over is growing 
faster than any other age group. This strikingly epidemiological transition results 
in an increase of aging related diseases, including Parkinson's disease (PD). 
Although many brain areas exhibit the neuropathological signs of Parkinson's 
disease, the degeneration of neuromelanin containing cells in the substantia 
nigra is considered a hallmark feature, representing cardinal diagnostic criteria 
for PD. However, why certain brain regions -- such as the substantia nigra -- are 
vulnerable in some neurodegenerative diseases, while some neighboring 
morphologically indistinguishable neurons remain preserved, is still unclear. 
Molecular analysis of specific neuronal populations can lead us to a better 
understanding about the physiological role played by these neurons and  
mechanisms involved in disease’s processes. In a post-genomic era, proteomic 
analyses are of great scientific interest since they allow a better understanding 
of the biological processes. The laser capture microdissection technique has 
also became an important tool in biological research, being increasingly used 
for acquisition of pure populations of cells from histological sections, preventing 
the dissection of areas outside the target tissue. The combination of these 
methods can significantly contribute to understand the pathophysiological role 
of the containing neuromelanin neurons of the substantia nigra. However, for an 
effective application of both techniques, laser capture microdissection and 
proteomic analysis, it is essential the application of an efficient protocol. In this 
context, this study aims to establish a protocol for laser microdissection of 
containing neuromelanin neurons in cognitively normal individuals for 
subsequent proteomic analyses. We selected cases from the Brain Bank of the 
Brazilian Aging Brain Study. A collaboration with the Medical Proteome Center, 
University of Bochum, Germany took part during the development of our 
proposal. Our protocol was developed based on previous published protocols 
and optimized according the intended aims. We analyzed anatomical planes for 
neuronal collection, freezing methods, thickness of tissue for microdissection 
sections, solution for tissue collection during laser microdissection and the 
proteolytic digestion methods. Through our comparative tests, we have 
achieved the desired results and validated them by mass spectrometry 
analyses. Consequently, we were also able to exclude technical factors that 
could possibly preclude one effective proteome analysis. 
 
Descriptors: neurons, substantia nigra, neuromelanin, laser capture 
microdissection, proteomics. 
  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 
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1.1 Envelhecimento populacional  

 

 

Em todo o mundo, observa-se que a proporção de pessoas com 60 anos 

ou mais está crescendo mais rápido que a de qualquer outra faixa etária. Este 

processo que se iniciou no final do século XIX em alguns países da Europa, 

estendeu-se pelos países desenvolvidos e nas últimas décadas, pelos países 

em desenvolvimento (Carvalho e Garcia, 2003; Organização das Nações 

Unidas (ONU), 2014) (Figura 01).  

 

 

Figura 01. Porcentagem da população com 60 anos ou mais, estimada para 
1950-2014 e projetado para 2050. Modificado de Organização das Nações 
Unidas, 2014. 

 

 

Em 1950, estimava-se cerca de 205 milhões de idosos no mundo, sendo 

que apenas três países possuíam mais do que 10 milhões de indivíduos 

idosos: China (42 milhões), Índia (20 milhões) e Estados Unidos (20 milhões) 

(ONU, 2002). Em 2014, o número de pessoas com 60 anos ou mais aumentou 

cerca de quatro vezes, um crescimento de quase 13 milhões de idosos por ano 

e projeções realizadas pelo Departamento das Nações Unidas para Assuntos 

Econômicos e Sociais indicam que até 2100 a população mundial deverá 

triplicar, aumentando para aproximadamente três bilhões (ONU, 2014).  
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Atualmente o processo de envelhecimento populacional tem ocorrido de 

maneira mais acentuada em regiões menos desenvolvidas. Até 2050, é 

estimado que a população de idosos na África triplique, podendo atingir 212 

milhões, na América Latina e Caribe deverá alcançar o número de 196 milhões 

e na Ásia essa população poderá ser de 1,2 bilhões (ONU, 2014). Além disso, 

observa-se um aumento expressivo na população com 80 anos ou mais. Em 

2014, entre a população idosa, cerca de 14% dos indivíduos tinham 80 anos ou 

mais. Em 2050, espera-se que essa população seja de aproximadamente 392 

milhões de pessoas, totalizando 19% da população idosa (ONU, 2014) (Figura 

02). 

 

 

Figura 02. População de idosos, estimada em 2014 e projetada para 2050. 
Modificado de ONU, 2014. 
 

 

Entre os países mais populosos, o Brasil apresenta um dos processos 

mais agudos de envelhecimento populacional (Giatti, 2003). Segundo o 

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), em 2002, a população 

com 60 anos ou mais era de aproximadamente 14 milhões de pessoas. Em 

2013, a população idosa brasileira alcançou o número de 22 milhões e as 

estimativas são de que até 2050 a população idosa poderá ser superior a 66 
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milhões, representando quase 30% da população brasileira total (Gráfico 01) 

(IBGE, 2013). 

 

 

Gráfico 01. Projeções da população brasileira (2000-2050). Arquivo pessoal. 
Fonte dos dados: IBGE (2013). 
 

 

O processo de envelhecimento populacional conhecido como “transição 

epidemiológica” deve-se, principalmente, ao declínio da fecundidade e ao 

aumento na expectativa de vida (Leme, 1997; ONU 2002) duas tendências que, 

normalmente estão associadas ao desenvolvimento social e econômico 

(Ramos et al., 1987; ONU, 2013). 

Em relação ao declínio da fecundidade, nos países desenvolvidos a 

média da taxa de fecundidade, entre 1950-1955 era de 2,8 filhos por mulher e 

entre 2000 a 2005 esta média diminuiu para 1,5 filhos por mulher (ONU, 2002). 

Já nos países menos desenvolvidos o declínio da fecundidade começou mais 

tarde e assim como o processo de envelhecimento populacional, ocorreu mais 

rápido. A maior redução do nível de fecundidade ocorreu, em geral, durante as 

últimas três décadas do século XX. Nos últimos 50 anos, a taxa de fecundidade 

total média nessas regiões caiu mais de 60%, de 6,2 filhos por mulher em 

1950-1955 para 2,9 em 2000-2005 (ONU, 2002). 

O aumento da longevidade também contribui para o envelhecimento da 

população. Globalmente, a expectativa de vida ao nascer deverá aumentar de 

0 
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69 anos, para 76 anos em 2045-2050 e para 82 anos entre 2095-2100 (ONU, 

2013). De acordo com recentes análises realizadas pelo IBGE, no Brasil a 

expectativa de vida em 1940 não atingia os 50 anos de idade. Já em 2004 a 

expectativa de vida ao nascer alcançava cerca de 71,2 anos, e em 2040 

estima-se que a expectativa alcance a média de 80 anos (IBGE, 2008). 

Um dos resultados dessa transição epidemiológica é aumento na 

incidência e prevalência de doenças relacionadas ao envelhecimento, entre 

elas as doenças neurodegenerativas. É importante ressaltar que, embora as 

doenças neurodegenerativas afetem principalmente pessoas idosas, elas não 

são parte do envelhecimento normal (Nelson et al., 2011). O caráter 

progressivo e irreversível de tais doenças associado à ausência de tratamentos 

eficazes e ao grande impacto social e econômico, têm atraído muita atenção. 

 

 

1.2 O envelhecimento e a doença de Parkinson  

 

 

A idade é um fator de risco bem definido para diversas doenças 

neurodegenerativas (Brown et al., 2005; Mariani et al., 2005; Qiu, 2007; 

Farooqui e Farooqui, 2009; Muangpaisan et al., 2011). Tais doenças afetam a 

qualidade de vida dos idosos e causam sofrimento físico e psicológico diante 

da perda da capacidade funcional (Weintraub e Stern, 2005; Kato-Narita et al., 

2011; Schenkman et al., 2011). As doenças neurodegenerativas são 

consideradas a principal causa de incapacidade na população idosa 

(Jorgensen et al., 2007; Snijders et al., 2007). 

Segundo um relatório realizado em 2015 pelo National Institute of 

Neurological Disorders and Stroke (NINDS) do National Institutes of Healthy 

(NIH), milhões de pessoas em todo o mundo são afetadas por algum tipo de 

doença neurodegenerativa, sendo a Doença de Parkinson (DP) uma das mais 

prevalentes. A DP afeta aproximadamente 1-2% das pessoas com 65 anos ou 

mais (Healy et al., 2008; Bekris et al., 2010). As estimativas do NIH (2015) 

sugerem que cerca de 50.000 americanos são diagnosticados com DP cada 

ano, embora algumas estimativas relatem prevalências maiores. Obter uma 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muangpaisan%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21696087
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estimativa precisa do número de casos é difícil, porque nos estágios iniciais da 

doença muitas pessoas atribuem os seus sintomas ao envelhecimento normal 

e não procuram atendimento médico (Mittel, 2003; NIH, 2015). 

Neuropatologicamente a DP é caracterizada pela progressão anatômica 

não randômica associada à perda neuronal, por depósitos de agregados 

proteicos anormais intracelulares e por um padrão de vulnerabilidade seletiva 

característico (Dickson 2007; Double et al., 2010; Grinberg et al., 2011). Até o 

momento, pouco se sabe sobre a associação entre a deposição de proteínas e 

a perda neuronal. 

Embora muitas regiões do encéfalo exibam os sinais neuropatológicos 

da DP, a perda de células na substância negra é, frequentemente, considerada 

como sendo a característica neuropatológica mais importante (Gibb, 1991; 

Gibb e Lees, 1991; Damier et al. 1999b; Zecca et al., 2002; Braak et al., 2004; 

Double, 2012), representando um critério cardinal para o diagnóstico da DP 

(Figura 03). No entanto, até o momento, não se sabe por que certas regiões, 

como a substância negra, são vulneráveis enquanto outras populações 

neuronais vizinhas e, às vezes, morfologicamente indistinguíveis podem 

permanecer preservadas por anos e até décadas (Double et al., 2010).  

 

 

Figura 03. Fotografia da substância negra em indivíduos normais (A) e 
portadores de doença de Parkinson onde se observa a perda de coloração da 
substância negra (B). Modificado de Winkler, 2014. 
 

 

 

1.3 Substância Negra  
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A Substância Negra (SN) é uma estrutura mesencefálica em formato 

oval achatada localizada no aspecto dorsal do pedúnculo cerebral que pode ser 

identificada anatomicamente através de um plano de corte sagital e/ou 

horizontal (Figura 04), devido à presença de um pigmento escuro. 

 

 

Figura 04. Localização da substância negra em um plano de corte horizontal 
(A) e sagital (B). Retirado de: www.thehumanbrain 
 

 

Braak e Braak em 1986 identificaram três territórios na SN: pars 

compacta (SNpc), pars reticulata (SNpr) e pars diffusa (SNpd) e definiram três 

tipos de neurônios (Figura 05), baseados na forma, grau de pigmentação, tipos 

de processos celulares e tamanho: 

Neurônios do tipo I: encontrados principalmente na pars compacta. 

Esses neurônios têm aproximadamente 50 µm de diâmetro, são fusiformes ou 

poligonais, com 2 a 6 dendritos finos e esparsos que ocasionalmente se 

ramificam. Eles contêm um grande número de grânulos de neuromelanina e 

corpúsculos de Nissl na porção periférica que se estendem para a região 

proximal dos dendritos. 

Neurônios do tipo II: encontrados principalmente na pars reticulata. Eles 

variam em tamanho e forma, embora sejam menores quando comparados aos 

neurônios do tipo I. Células bipolares e bastante alongadas são 

http://www.thehumanbrain/
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frequentemente verificadas, mas multipolares também podem ser encontradas. 

O número de dendritos primários depende do formato do corpo celular e o 

diâmetro desta célula é de aproximadamente 34 µm. Este tipo celular não 

apresenta depósitos de neuromelanina, porém um considerável número destes 

neurônios possuem grânulos de lipofucsina. 

Neurônios do tipo III: são geralmente pequenos, com aproximadamente 

16µm de diâmetro. Alguns finos dendritos se originam da superfície do 

neurônio e irradiam em várias direções. Os dendritos não possuem espinhas, e 

dão origem a alguns prolongamentos. Contêm grânulos de lipofucsina que são 

menores quando comparados aos grânulos de neuromelanina dos neurônios 

do tipo I e aos grânulos de lipofucsina dos neurônios do tipo II. 

 

 

Figura 05. Diagrama dos tipos neuronais na substância negra. Modificado de 
Braak e Braak, 1986 
 
 

Adicionalmente, a SN é composta por populações distintas de neurônios 

dopaminérgicos e GABAérgicos. As populações de neurônios GABAérgicos e 

dopaminérgicos são encontrados na pars reticulata (SNpr) e na pars compacta 

da SN (SNpc) respectivamente (Double et al., 2010).  
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As células dopaminérgicas da pars compacta projetam-se principalmente 

para o estriado, bem como para o núcleo subtalâmico, globo pálido e para a 

pars reticulata (Cossette et al., 1999; Tepper e Lee, 2007). A SNpc recebe 

projeções de diferentes regiões encefálicas, como estriado, globo pálido 

(Tepper e Lee, 2007), pars reticulata (Tepper et al., 1995), entre outros. Um 

resumo esquemático dessas conexões bem como seus neurotransmissores, 

pode ser consultado na Figura 06.  

 

 

Figura 06: Modelo esquemático das conexões sinápticas dos neurônios da 
substância negra pars compacta (SNpc). Os neurotransmissores envolvidos 
Glu (Glutamato), GABA (Ácido Gama-Aminobutírico), 5-HT (5-
hidroxitriptamina), NA (Noradrenalina), Ach (Acetilcolina) estão indicados por 
diferentes cores de setas. Abreviações: SNpr (Substância Negra pars 
reticulata), GPe (Globo Pálido externo), GPi (Globo Pálido interno). Adaptado 
de Guatteo et al., 2009. 
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No mesencéfalo, além da SNpc, outras duas regiões possuem neurônios 

dopaminérgicos: a área tegmental ventral e o campo retrorubral. Essas três 

regiões constituem o grupo mais proeminente de células dopaminérgicas 

cerebrais, aproximadamente 90% do total, sendo considerada a maior fonte de 

dopamina no sistema nervoso central dos mamíferos (Chinta, 2005; Gardaneh, 

2010). Outras regiões onde se encontram neurônios dopaminérgicos são o 

diencéfalo e o bulbo olfatório. Apesar de possuírem o mesmo 

neurotransmissor, essas regiões são anatômica e funcionalmente 

heterogêneas (Chinta, 2005). 

 A SNpc pode ser dividida em uma série de sub-regiões, sendo que a 

definição e terminologia destas sub-regiões variam de autor para autor. 

Utilizando uma combinação de fatores anatômicos e neuroquímicos, alguns 

autores definiram quatro regiões: parte medial (também referido como o grupo 

ventromedial), parte lateral (também conhecida como nigrosomes 3), dorsal 

(também referida como nigrosomes 4, 5 e a matriz) e ventral (também referida 

como nigrosomes 1 e 2) (McRitchie et al., 1996; Damier et al., 1999a).  

A degeneração dos neurônios dopaminérgicos é responsável pelos 

sintomas clássicos da DP e surgem quando houve aproximadamente 60-70% 

de perda neuronal (Hodge e Butcher, 1980; Marié e Defer, 2003; McAauley, 

2003; Obeso et al., 2014). Em condições fisiológicas, indiretamente esses 

neurônios tem uma função importante no controle do movimento voluntário 

(Chinta e Andersen, 2005). 

Alguns autores sugerem que a degeneração encontrada na DP afeta, 

principalmente, a camada ventral (aproximadamente 70-90% de perda 

neuronal) em comparação com o dorsal (25-70% de perda neuronal) (Fearnley 

e Lees, 1991; Hirsch et al., 1997; Damier et al., 1999b; Obeso et al., 2014) 

(Figura 07). 
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Figura 07. Representação do mesencéfalo através de um plano de corte 
horizontal. Do lado esquerdo a substância negra saudável, e do lado direito a 
substância negra na DP. Nota-se o diferente padrão de vulnerabilidade entre as 
camadas da substância negra. Modificado de Double, 2012. 
  

 

Uma característica importante dos neurônios dopaminérgicos da 

substância negra humana é a presença do polímero neuromelanina. A 

neuromelanina começa a acumular-se dentro dos neurônios a partir dos 3 anos 

de idade (Cowen, 1986) e esse processo continua ao longo da vida (Zucca et 

al., 2014). Alguns estudos mostraram que o número de neurônios pigmentados 

diminui com a idade (McGeer et al., 1977; Fearnley e Lees, 1991) enquanto 

outros afirmam não haver perda dependente da idade (Muthane et al., 1998; 

Kubis et al., 2000). 

A neuromelanina é produzida por neurônios catecolaminérgicos em três 

regiões do encéfalo humano: substância negra, lócus cerúleo e formação 

reticular (Fedorow, et al., 2005) (Figura 08).  
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Figura 08. Regiões encefálicas contendo células produtoras de neuromelanina: 
(A) substância negra – mesencéfalo (B) locus coeruleus – ponte (C) formação 
reticular – bulbo. Modificado de Fedorow et al., 2005 
 

 

 Vários estudos têm sido realizados com o objetivo de compreender 

melhor o papel da neuromelanina no envelhecimento normal e no processo 

neurodegenerativo (Lindquist et al., 1987; Fasano et al., 2006; Bisaglia et al., 

2009; Zhang et al., 2013). Uma hipótese é a de que a neuromelanina 

desempenhe um papel protetor, evitando danos de substâncias nocivas como, 

íons metálicos redox-ativos, toxinas e excesso de catecolaminas citosólicas às 

células (Zucca et al., 2004; Zucca et al., 2014). No entanto, também tem sido 

demonstrado um potencial tóxico para neuromelanina atuando como ativadora 

da micróglia endógena e, por consequente, causando inflamação (Zhang et al., 

2013). Outra hipótese seria de que a neuromelanina em excesso poderia inibir 

a função do proteassoma (Shamoto-Nagai et al., 2004).  

 Segundo Karlsson e Lindquist (2013) a ligação de tóxicos a 

neuromelanina, inicialmente protege as células, mas como tal ligação é 

reversível, ela poderia provocar o acúmulo e consequente liberação do produto 

tóxico gradualmente no citosol. Apesar de inúmeras e diferentes hipóteses 
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terem sido propostas, até então, não está clara a sua função no encéfalo 

humano.  

 Para preencher esta lacuna no conhecimento sobre a etiologia, os 

mecanismos da DP e a função da neuromelanina no encéfalo humano é de 

grande relevância o desenvolvimento de estudos topográficos mais focalizados 

- que permitam isolar populações específicas de neurônios, ao invés da análise 

de grandes estruturas e homogenados – preferencialmente associados à 

análises bioquímicas de ponta. Uma maneira eficiente de fazer isto é aplicar as 

ferramentas da dissecção a laser e proteômica em amostras bem 

caracterizadas de tecido humano cerebral. 

 

 

1.4 Microdissecção e captura a laser e a proteômica 

 

 

A técnica de Microdissecção e Captura a Laser (MCL) foi desenvolvida 

em 1996, por pesquisadores do National Cancer Institute dos EUA (Emmert-

Buck et al., 1996) e tornou-se amplamente utilizada como uma ferramenta na 

pesquisa biomédica, potencializando o uso de técnicas já existentes. 

A MCL permite a aquisição de populações puras de células ou tecidos 

de determinadas regiões microscópicas. Atualmente, existem dois tipos de 

laser para realizar a MCL: infravermelho (IV) e ultravioleta (UV). Eles 

compartilham princípios fundamentais comuns: visualização e seleção da área 

a ser microdissecada através de um microscópio, transmissão de laser para 

excisar as células selecionadas, mecanismo que permite a catapultagem, ou 

seja, o lançamento da amostra e a presença de um tubo que capta a região 

alvo (Chung e Shen, 2015).  

A MCL tem a vantagem de poder ser adaptada a uma diversidade de 

tipos celulares e métodos de coloração, tais como violeta de cresila (Bevilacqua 

et al., 2010), hematoxilina e eosina (Xu et al., 2002), imuno-histoquímica (He et 

al., 2013), imunofluorescência (Murakami et al., 2000), entre outros que 

facilitam a visualização histológica (Chung e Shen, 2015). O tecido a ser 

microdissecado pode ser fixado em formalina e embebido em parafina, pode 



14 
 

 

ser espécimes congelados, cultura de células e preparações citológicas, como, 

esfregaços ou células citocentrifugadas (Curran e Murray, 2002; Guo et al., 

2007; Rodriguez et al., 2008; Chowdhuri et al., 2012; Mustafa et al., 2012; 

Mukherjee et al., 2013; Chung e Shen, 2015). 

Tal técnica reduz a probabilidade de contaminação, possui baixo contato 

de manipulação e evita problemas relacionados à heterogeneidade do tecido 

(Emmert-Buck et al., 1996; Murray e Curran, 2005; Murray, 2007; Vogel, 2007; 

Pietersen et al., 2011). Este fato é particularmente relevante para o tecido 

encefálico, que consiste em vários tipos celulares morfologicamente e/ou 

neuroquimicamente distintos cercados por vários tipos de células, como por 

exemplo, células gliais (oligodendrócitos, microglia e astrócitos). Portanto, a 

capacidade de isolar populações de células específicas, como por exemplo, 

neurônios surgiu recentemente como uma alternativa promissora (Banks et al., 

1999; Craven e Banks, 2001; Moulédous et al., 2003; Caudle et al., 2008; 

Boone et al., 2013; Kumar et al., 2013) e unido a técnicas moleculares, pode 

acentuadamente melhorar a compreensão de diversos processos biológicos 

(Kummari et al., 2015).   

A MCL tem sido cada vez mais utilizada em diversas áreas de pesquisa 

biomédica e suas aplicações nestas áreas são baseadas principalmente em 

biologia molecular, como a genética e proteômica (Kerk et al., 2003; Chung e 

Shen, 2015; Sethi et al., 2015). A combinação da MCL e técnicas proteômicas 

podem fornecem uma visão valiosa sobre possíveis caminhos e mecanismos 

envolvidos na patogênese de diversas doenças neurodegenerativas (Standaert, 

2005; Chung e Shen, 2015; Sethi et al., 2015). No entanto, apesar das 

inúmeras vantagens oferecidas pela MCL, este método ainda não foi 

amplamente incorporado no campo da neurociência.  

A proteômica baseada em espectrometria de massas fundamentalmente 

modificou o modo como os sistemas biológicos são estudados. Essa técnica 

permite a análise de milhares de proteínas, incluindo os diversos processos 

relacionados à sua função (Farley e Link, 2009) tais como, a localização 

específica, as interações proteína-proteína, o “turnover” e as modificações pós-

traducionais (PTMs) (Aebersold e Mann, 2003; Altelaar et al., 2013).  
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A técnica de espectrometria de massas identifica analitos que foram 

purificados e/ou fracionados por cromatografia. A cromatografia pode estar 

acoplada ao espectrômetro de massas e o uso desta alternativa vem 

crescendo de forma exponencial. Vários tipos podem ser utilizados, como por 

exemplo, Cromatografia Gasosa (CG) ou Cromatografia Líquida (CL). A 

cromatografia líquida de alta eficiência, do inglês High Performance/Pressure 

Liquide Chromatography (HPLC) é o método de CL mais comum de separação. 

Neste tipo, o analito passa por dois processos: I) fase líquida, onde a amostra é 

dissolvida e II) fase estacionária, geralmente constituída de uma ou várias 

colunas com diferentes fases estacionárias compostas de materiais porosos e 

filtros (Wuhrer, 2009). 

A espectrometria de massas, do inglês Mass Spectrometry (MS) 

consiste basicamente na ionização de um composto e na avaliação da razão 

de massa/carga (m/z) dos íons (Hoffmann, 1996; Ho et al., 2003). O 

equipamento é composto de uma fonte de ionização, um ou mais analisadores 

de massas e um detector, conectado a um computador contendo softwares 

específicos para as análises dos dados.  

Existem dois principais métodos de ionização, o MALDI (Matrix-Assisted 

Laser Desoption/Ionization) usado para amostras em estado sólido e o ESI 

(Electrospray Ionization) utilizado para amostras em estado líquido. As fontes 

de ionização são utilizadas para gerar íons peptídicos ou proteicos, através de 

transferência de prótons (H+) para as moléculas, sem alterar sua estrutura 

química (Ho et al., 2003; Hommerson et al., 2011). 

No analisador, o íon é acelerado em campo elétrico, separado pela 

razão m/z. O íon pode ainda ser selecionado de acordo com a m/z previamente 

determinada e fragmentado através de um processo chamado Mass-

Spectrometry/Mass-Spectrometry (MS/MS) ou espectrometria de massas em 

tandem. Os analisadores de massa podem ser do tipo: Time Of Flight (TOF); 

quadrupolo ou Ion Trap (IT) (Louris et al., 1987; Adahchour, 2005; Chen et al., 

2010). Independentemente do tipo, nos analisadores a massa molecular dos 

íons é avaliada. 
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O exemplo do HPLC acoplada ao espectrômetro de massas bem como, 

o diagrama de espectrometria de massas em tandem (MS/MS) pode ser 

consultado na Figura 09. 

 

 

 

Figura 09. (A) exemplo do sistema de HPCL acoplado ao espectrômetro de 
massas (B) diagrama de espectrometria de massas em tandem. A amostra é 
injetada no espectrômetro de massas, ionizado e acelerado. Em seguida, são 
analisados (MS1). Os íons dos espectros MS1 são seletivamente fragmentados 
e novamente analisados por espectrometria de massas (MS2). Modificado de 
Thermo Scientific, 2014. 
 

 

Enquanto a identificação de proteínas é importante para entender os 

processos biológicos, a análise direta das proteínas em amostras obtidas a 

partir da técnica de microdissecção a laser é de grande relevância, pois reduz a 

complexidade do cérebro ao permitir a obtenção de áreas ou células 

específicas. 

A literatura, ainda carece de descrições sobre metodologias e 

padronizações utilizando eficientemente essas duas técnicas. Diante deste e 
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de outros questionamentos, nós propomos e testamos um protocolo para a 

realização da MCL baseado em outros trabalhos publicados previamente 

(Emmert-Buck et al., 1996; Fend e Raffeld, 2000; De Souza et al., 2004; 

Cummings et al., 2011; Sturm, et al., 2012). Nosso foco foram os neurônios da 

pars compacta da substância negra de encéfalos humanos para posteriores 

análises proteômicas. Foram utilizados utilizando casos clinica e 

neuropatologicamente normais provenientes da casuística do Banco de 

Encéfalos Humanos do Grupo de Estudos em Envelhecimento Cerebral da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (BEHGEEC-FMUSP), 

criado em 2003 com o objetivo de contribuir com o estudo do envelhecimento 

cerebral e melhor entendimento dos processos relacionados à senescência e à 

senilidade cerebral (Ferretti et al., 2009). Nós optamos por utilizar casos 

cognitivamente normais, pois a criação de uma base normativa é 

extremamente importante antes que se queira compreender o processo 

patológico. As investigações ao nível proteico têm contribuído para ajudar a 

identificar, caracterizar e entender essas diferenças e tem sido cada vez mais 

utilizadas (Urquhart et al., 1997; Watarai et al., 2000; Zhou et al., 2002; Tribl et 

al., 2005; Alberio et al., 2010). Além disso, podem permitir a identificação de 

alvos para o diagnóstico precoce e tratamento da doença (Liao et al., 2004; 

Kitsou et al., 2008). 

Os resultados desse trabalho podem ser aplicados em outras propostas 

de estudo utilizando tecido encefálico, já que o estabelecimento de um 

protocolo padronizado é crucial para o sucesso de qualquer experimento no 

campo da proteômica (González-Fernández et al., 2010). 
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2. OBJETIVOS 
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I. Estabelecer um protocolo para a realização da MCL em tecido cerebral 

humano e subsequente análise proteômica; 

II. Validar este protocolo por meio da MCL e análise proteômica em 

neurônios contendo neuromelanina na substância negra de indivíduos 

sem alterações clínicas e neuropatológicas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 Procedência dos casos 

 

 

A Comissão de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (FMUSP) aprovou o protocolo de pesquisa do 

presente estudo (nº 361/10), apresentado pelo Departamento de Patologia. O 

termo de aprovação está apresentado no Anexo (A). 

Este projeto conta com a colaboração do Centro de Proteômica Médica 

da Universidade de Bochum, Alemanha, aprovado pelo Comitê Nacional de 

Ética em Pesquisa – CONEP sob o registro nº 16380 conforme o Anexo (B). 

Os casos selecionados para o presente estudo são pertencentes a 

casuística do BEHGEEC. 

 

 

3.2 Procedimentos do BEHGEEC 

 

 

Os casos incluídos no BEHGEEC são provenientes de autópsias 

realizadas no Serviço de Verificação de Óbitos da Capital (SVOC). O SVOC 

realiza as autópsias em indivíduos que tenham falecido de morte natural ou 

indivíduos em que, a causa de morte não foi definida em vida. No Brasil, o 

serviço de autópsia é mandatório para os casos de óbitos de causa mal 

definida. 

Na chegada do cadáver ao SVOC, as famílias devem comparecer ao 

serviço para reclamação do corpo e sua liberação para que então, sejam 

iniciados os procedimentos de autópsia. Os procedimentos de autópsia e a 

liberação dos documentos duram em média 3 horas (Grinberg et al., 2007). 

Caso o indivíduo atenda aos critérios de seleção do BEHGEEC, os 

familiares, presentes no SVOC, são convidados a participar do estudo. Nesse 

momento, são explicados os objetivos do estudo, sua relevância e todos os 

procedimentos de pesquisa pretendidos. Após consentimento informado, um 
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membro da família assina, voluntariamente, o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido e o caso é então incluído no estudo. Os procedimentos do estudo 

são realizados apenas após a autorização do responsável, mediante a 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Ferreti et al., 

2009). 

 

 

3.2.1 Critérios de seleção do BEHGEEC 

 

 

• Ter idade, na data do falecimento, igual ou maior a 50 anos; 

• Possuir um familiar responsável ou cuidador, com contato mínimo 

semanal durante os seis meses anteriores ao óbito; 

• Possuir um informante (familiar responsável ou cuidador) capaz de 

prestar informações consistentes a respeito do histórico de saúde do sujeito; 

• Não ser portador de doenças cerebrais que impossibilitem a avaliação 

macroscópica cerebral, como acidente vascular encefálico hemorrágico; 

• Não ser portador de doença avançada no período de três meses 

anteriores à morte, responsáveis por causar hipóxia ou hipofluxo cerebral; 

• Não possuir história de parada cardiorespiratória prolongada nos três 

meses anteriores ao óbito; 

• Não possuir pH do líquido cefalorraquidiano menor que 6,5 indicando 

acidose grave devido ao estado agonal. 

 

 

3.2.2 Avaliação Clínica 

 

 

Durante o procedimento de autópsia, a avaliação clínico-funcional do 

indivíduo é realizada através de uma entrevista clínica semiestruturada. O 

responsável indicado por relatar as informações pode ser um familiar, um 

cuidador, ou alguém que tenha tido um contato próximo com o sujeito por pelo 
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menos seis meses anteriores ao óbito, de modo que, as informações possam 

ser confiáveis. 

Os indivíduos são entrevistados de segunda a sexta-feira, em uma sala 

privada, por uma equipe de entrevistadores treinados e supervisionados por um 

enfermeiro gerontólogo (Grinberg et al., 2007).  Durante a entrevista, o 

entrevistador julga se as informações obtidas são confiáveis com o objetivo de 

decidir se o caso será ou não incluído no estudo. O gerontólogo é responsável 

por revisar a entrevista após o término para avaliar a consistência dos dados 

coletados. Posteriormente essas entrevevistas são discutidas em uma reunião 

de consenso diagnóstico por uma equipe de médicos (especialistas em 

neurologia e geriatria) e enfermeiros gerontólogos (Ferretti et al., 2009). 

O protocolo de coleta de dados consiste em uma série de escalas e 

questionários validados, cuja função é avaliar os aspectos cognitivos, 

comportamentais, funcionais e socioeconômicos, bem descritos e utilizados 

mundialmente (Grinberg et al., 2007; Ferretti et al., 2009). Para a avaliação 

global do domínio cognitivo é utilizado o questionário Clinical Dementia Rating 

(CDR) descrito por Morris (1993). O protocolo de entrevista completo pode ser 

consultado no Anexo C. 

 

 

3.2.3 Processamento do encéfalo 

 

 

 Após a abertura da calota craniana durante o procedimento de autópsia 

são realizados os seguintes procedimentos: I) coleta do líquido 

cefalorraquidiano, para posterior aferição do pH; II) coleta de sangue para 

estudos bioquímicos e genéticos; III) aferição do volume do encéfalo pelo 

método de Arquimedes; IV) aferição da massa do encéfalo em balança digital.  

Em seguida o encéfalo é levado para a sala de procedimentos no 

laboratório do BEHGEEC dentro de um saco zip imerso em uma cuba com gelo 

e água refrigerada para conservação do tecido. Um conjunto de 17 regiões é 

representado e congelado a temperatura de -80ºC. Essas amostras 

eventualmente serão utilizadas para procedimentos bioquímicos e genéticos. 
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  O hemisfério contralateral é fixado em formol a 4% tamponado com 

fosfato de potássio (pH= 7,4) por no máximo 15 dias. Durante o 

processamento, também é verificado se há presença de lesões vasculares. 

Após esse período, o material encefálico é seccionado em intervalos de 1 cm e 

um conjunto mínimo de 19 áreas são amostradas, sendo posteriormente 

embebidas em blocos de parafina para o diagnóstico neuropatológico.  

 As regiões amostradas e os respectivos procedimentos abordados pelo 

protocolo do BEHGEEC estão descritas na Tabela 01. 

Tabela 01. Regiões amostradas pelo protocolo do BEHGEEC. 
Adaptado de Grinberg et al., 2007 
 

Áreas Encefálicas Amostradas 
Embebidos 

em parafina 

Armazenados 

a -80ºC 

Amígdala e córtex entorrinal X X 

Bulbo olfatório X X 

Cerebelo incluindo o núcleo denteado X X 

Centro semi oval X  

Formação hipocampal anterior X  

Hipocampo na altura do corpo geniculado lateral e 

giro temporal inferior 
X X 

Hipocampo contra lateral X  

Núcleo basal incluindo o núcleo basal de Meynert, na 

altura da comissura anterior 
X  

Giro do cíngulo  X 

Giro frontal médio X X 

Giro frontal superior e giro do cíngulo  X  

Giro orbitofrontal  X 

Giro parahipocampal  X 

Giro temporal médio e superior X X 

Lóbulo parietal inferior e superior X X 

Medula Oblonga X  

Mesencéfalo incluindo substância negra X  

Plexo coróide X X 

Ponte incluindo o lócus cerúleo X  

Sulco calcarino (área visual primária) X X 

Tálamo X  

Território de transição entre as artérias cerebrais 

anterior e média 
X  

Território de transição entre as artérias cerebrais 

média e posterior 
X  
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3.2.4 Diagnóstico neuropatológico 

 

 

Os fragmentos encefálicos embebidos em parafina são seccionados em 

espessura de 5µm e colocados em lâminas silanizadas (3-Aminopropil-trietoxi-

silano) para a coloração de Hematoxilina e Eosina (HE) e aplicação do 

protocolo de imuno-histoquímica. 

A imuno-histoquímica de rotina é realizada usando anticorpos contra os 

seguintes peptídeos ou proteínas: β-amilóide, tau hiperfosforilada, α-sinucleína 

e TDP-43. O método utilizado é avidina-biotina por imunoperoxidase, a 

revelação é feita através do cromógeno 3,3´-diaminobenzidina e a 

contracoloração através de hematoxilina de Harris. As áreas imunocoradas e 

respectivos anticorpos estão demonstrados na Tabela 02. 

 

Região do encéfalo 
Contra 

Proteína 
Amilóide 

Contra 
Proteína 

Tau 

Contra 
Proteína α-
sinucleína 

Contra 
Proteína TDP-

43 

Giros frontais médio e 
inferior 

X X   

Giros temporais superior e 
médio 

X X  X 

Hipocampo, na altura do 
corpo geniculado lateral e 
giro parahipocampal 
adjacente 

X X X X 

Amigdala e córtex adjacente X X X X 

Mesencéfalo com substância 
negra 

X X X  

Núcleos da base, na altura 
da comissura anterior 

X    

Ponte com locus ceruleus   X  

Bulbo na altura da oliva X  X  

Cerebelo X    

Bulbo olfatório   X  

X = área imunocorada 
Tabela 02. Áreas imunocoradas e anticorpos rotineiramente utilizados no 
BEHGEEC. Adaptado de Grinberg et al., 2007 
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O exame anatomopatológico é realizado por neuropatologista cego a 

todos os dados clínicos obtidos. São utilizados critérios mundialmente aceitos 

para o diagnóstico de doenças neurodegenerativas (Braak e Braak 1991; Mirra 

1996; Mckeith et al., 1997) e já descritos por trabalhos publicados pelo nosso 

grupo (Grinberg et al., 2007; Farfel  et al., 2013). 

 

 

3.3 Critérios de seleção de casos para o presente estudo 

 

 

 Além dos critérios de inclusão estabelecidos e descritos do BEHGEEC, 

para este trabalho, foram adotados os seguintes critérios: 

 Não possuir declínio cognitivo de acordo com o questionário CDR; 

 Não ser portador de nenhuma doença neurodegenerativa; 

 Apresentar o tronco encefálico morfologicamente intacto. 

Para este estudo, 8 casos foram selecionados. Destes, um foi excluído, 

visto que não apresentava o tronco encefálico morfologicamente intacto. 

 

 

3.4 Estabelecimento do protocolo para a realização da técnica de 

microdissecção e captura a laser 

 

  

Durante o processamento encefálico de rotina do BEHGEEC, descrito no 

item 3.2.3, o tronco encefálico foi separado do encéfalo na altura do tálamo 

(acima dos colículos superiores), seccionado sagitalmente, tendo como base o 

sulco mediano dorsal, e congelado.  

A representação do mesencéfalo foi realizada com o tronco encefálico 

congelado. Na porção rostral, o tronco encefálico foi seccionado na altura dos 

colículos superiores. Na porção caudal, o tronco encefálico foi seccionado na 

altura da ponte (Figura 10). 
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Figura 10. Procedimento do corte do tronco encefálico para a representação do 
mesencéfalo. Arquivo pessoal. 
 

 

3.4.1 Definição do plano anatômico ideal para a coleta dos neurônios 

 

 

Diferente do processamento encefálico abordado rotineiramente no 

protocolo do BEHGEEC, esta abordagem exigiu que o tronco encefálico de 

dois indivíduos cognitivamente normais fossem fixados por imersão em 

formalina a 10% durante 4 semanas. Após esse período, o material foi 

desidratado em uma série graduada de soluções de etanol, embebidos em 

celoidina usando um método modificado, desenvolvido por Heinsen et al. 

(2000) e seccionados com uma espessura 350 µm. 

Foram testados os planos horizontal e sagital. As lâminas foram coradas 

com galocianina (coloração de Nissl) e montadas com resina como 

previamente descrito por Heinsen e colaboradores em 1991. O arranjo e a 

densidade de células por fatia foram comparados na substância negra segundo 

o plano de corte em cada secção. 

 

 

3.4.2 Definição do método de congelamento para MCL 

 

 

Mesencéfalo 
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Para este tópico, mesencéfalos de três indivíduos diferentes foram 

selecionados e seccionados sagitalmente. Para essa abordagem, ambos os 

lados foram utilizados (direito e esquerdo) diferindo do protocolo proposto pelo 

BEHGEEC, resultando em 6 amostras. Três protocolos de com diferentes 

combinações de passos de congelação foram testados: I) congelação em 

freezer a -20 ° C durante 30 min, seguido de armazenamento a -80°C; II) 

congelamento e armazenamento a -80°C; e III) congelamento por inserção em 

nitrogênio líquido, seguido de armazenamento -80°C (Tabela 03). Os casos 

foram cortados e corados com violeta de cresila. Três investigadores 

independentes e cegos para o método de congelação analisaram 

qualitativamente as fatias com base na morfologia dos neurônios e a qualidade 

do tecido. 

 

Caso Lado Procedimento 

1 
Esquerdo -20°C/-80°C 

Direito -80°C 

2 
Esquerdo -20°C/-80°C 

Direito Nitrogênio líquido/-80°C 

3 
Esquerdo -80°C 

Direito Nitrogênio líquido /-80°C 

Tabela 03. Visão geral dos procedimentos de congelação 

 

 

3.4.3 Definição da espessura do corte, coloração do tecido e 

microdissecção a laser 

 

 

O mesencéfalo de um indivíduo foi seccionado de acordo com o tópico 

3.4. O tecido foi fixado por meio de resina do tipo Tissue-Tek (O.C.T – Optimal 

Cutting Temperature) em suporte de criostato. Posteriormente, foram 

realizadas secções em criostato (Modelo CM 1850 UV, Nußloch GmbH, 

Nußloch, Alemanha) a -20°C de temperatura dentro da câmara (Figura 11). 
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Figura 11. Procedimento de corte no criostato.  Arquivo pessoal. 

 

 

Antes do corte, o tecido foi mantido por 15 minutos dentro do criostato 

para estabilizar a temperatura. As secções foram colocadas em lâminas com 

membrana própria para MCL (PALM MembraneSlides 1 mm PEN, Carl Zeiss 

Microscopia GmbH, Gottingen, Alemanha). Para distinguir as células, os cortes 

foram corados com violeta de cresila a 1% de acordo com o protocolo 

estabelecido pela Carl Zeiss Microscopy GmbH (Carl Zeiss MicroImaging, LCM 

Protocols – Protein Handling for LC/MS), com pequenas modificações. O 

violeta de cresila é um corante básico, utilizado para evidenciar núcleos. Esta 

técnica de coloração é recomendada para microdissecção a laser destinada a 

subsequentes abordagens proteômicas (Chaurand et al. 2004; Caldwell 

e Caprioli, 2005). Para preparar a solução, 1 grama de violeta de cresila (Cresyl 

violet acetate, Sigma Life Sciences, St. Louis, EUA) foi diluída em 100 ml de 

etanol a 50% e agitada por 12 horas através de uma placa de agitação. No dia 

seguinte, a solução foi filtrada para remover possíveis partículas não 

dissolvidas. A solução foi mantida a 4°C até a sua utilização. O resumo do 

protocolo de coloração pode ser consultado na Tabela 04. 
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Etapa Solução Procedimento Duração Temperatura 

1. Etanol 70% Incubação 2 min 4°C 

2. 
Violeta de Cresila 

a 1% 
Incubação 30 s TA 

3. --- 
Descartar excesso de 

corante 
  

4. Etanol 70% Mergulhar 3-5x 1 s 4°C 

5. Etanol 100% Mergulhar 1x s 4°C 

6. --- Secagem 1-2 min RT 

TA = Temperatura Ambiente 
Tabela 04. Procedimento de coloração com violeta de cresila 
 

 

Na sequência foi realizada a MCL. O sistema de microdissecção 

a laser é composto por (1) um microscópio invertido; (2) uma fonte de 

raios laser, acoplada a porção posterior do microscópio cujo feixe atravessa o 

microscópio através da objetiva e atinge a lâmina; (3) um computador 

alimentado com um programa próprio, para controle das diversas funções do 

microscópio e do laser (Figura 12). O sistema informatizado permite controle 

direto de quase todas as atividades por computador, desde a observação dos 

cortes histológicos até a microdissecção em si. O software também possibilita 

calcular as áreas dos campos escolhidos. 

 

 

Figura 12. Imagem representativa do sistema PALM MicroBeam. Modificado de 
PALM MicroBeam Microdissection System to Research Platform – The New 
Standard in Modern Life Science Research. 
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O pulso de laser transporta a amostra selecionada da lâmina para um 

dispositivo de coleta (geralmente a tampa de um microtubo, que deve conter 

um adesivo ou estar preenchido com uma solução).  

Nesta abordagem, nós testamos duas soluções diferentes para a coleta 

do material: I) água ultrapura (TKA-Gene PURE, Thermo Scientific, Baltimore, 

USA) e II) solução a 50% de acetonitrila (Biosolve BV, Valkenswaard, Holanda) 

diluída em água.  

A MCL foi realizada com o instrumento PALM MicroBeam (LCM PALM-

System, Carl Zeiss Microscopy, GmbH). Para a padronização, a tampa do 

microtubo foi preenchido com 50 µl de uma das soluções. Uma vez que o 

estabelecimento do protocolo incluiu a subsequente análise por espectrometria 

de massas, logo após de terminar a MCL, 2,5 µl RapiGest™Surfactante a 2% 

(m/v) (Waters GmbH, Milford, MA, EUA) foi cuidadosamente adicionada na 

tampa do tubo de modo que a concentração final fosse de 0,1% (m/v) e que o 

processo de desnaturação das proteínas fosse iniciada. O tubo foi fechado e 

armazenado de cabeça para baixo a -80°C. 

Durante o procedimento de microdissecção se não fosse possível a 

coleta de toda a amostra desejada em uma única lâmina a lâmina seguinte 

também era utilizada com intuito de evitar a evaporação desnecessária da 

solução presente na tampa do tubo.  

Foram testadas 4 espessuras para o isolamento dos neurônios e regiões 

da SN: 5 µm; 10 µm; 20 µm e 30 µm. A seleção da espessura ideal foi baseada 

na capacidade de catapultar a região/células e na capacidade de estabelecer 

os parâmetros do laser necessários para um processo de catapultagem eficaz 

dentro de um curto espaço de tempo.  

 

 

3.5 Otimização do protocolo de preparação das amostras para 

espectrometria de massas 

 

 

3.5.1 Preparação e digestão das amostras para análise por 

espectrometria de massas 
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A digestão é necessária para que todas as partes da proteína fiquem 

uniformemente expostas à dissociação e ionização, bem como, para aumentar 

a eficiência desses processos. As proteases normalmente utilizadas são: 

quimotripsina, pepsina, carboxipeptidases, aminopeptidases, tripsina. A tripsina 

por exemplo, cliva resíduos de arginina ou lisina. 

Para a digestão das amostras, os tubos com o tecido coletado foram 

incubados ainda de cabeça para baixo em banhos de ultrassons durante 1 

minuto, em seguida as amostras foram centrifugadas brevemente. Esta etapa 

foi repetida. Posteriormente, as amostras foram incubadas a 95° C durante 5 

min em um termomisturador e centrifugadas novamente. Um microlitro de 250 

mM de 1,4-ditiotreitol (DTT, AppliChem GmbH, Darmstadt, Alemanha) foi 

adicionado em cada amostra e essa mistura foi incubada durante 30 min a 

60°C. Subsequentemente, as amostras foram novamente incubadas com 1,4 µl 

de iodoacetamida a 0,55 M (AppliChem) em temperatura ambiente durante 30 

min em câmara escura. A digestão foi iniciada por adição de 1:4 de tripsina 

diluída em água (Promega, Mannheim, Alemanha) durante 4 horas a 37°C e 

paralisadas com adição de 3,25 µl de ácido trifluoacético (TFA) a 10% durante 

30 min a 37°C. As amostras novamente foram centrifugadas durante 15 min a 

14.000 rpm a 4°C. O sobrenadante resultante foi transferido para uma nova 

tampa e seco com auxílio do SpeedDry (RVC 2-25 CDplus, Martin Christ 

Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode, Alemanha). Finalmente, 30 µl de 

TFA a 0,1% foram adicionados a cada amostra. 

 

 

3.5.2 Determinação da concentração de proteína, com a análise de 

aminoácidos  

 

 

Depois da digestão da amostra, as concentrações de proteína foram 

determinadas por análise de aminoácidos, como descrito por Plum et al. 

(2013). Para este processo, 5 µl de cada amostra foi completamente seco em 
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um tubo de vidro. Em seguida, as amostras foram dissolvidas pela adição de 

10 µl de de ácido clorídrico (HCl) a 20 mM. A análise de aminoácidos foi 

realizada através de HPLC. De acordo com as instruções do fabricante, 

utilizando o HPLC Acquity e AccQ-Tag (Waters GmbH). Para a derivação e 

para permitir a conversão de aminas primárias e secundárias em derivados 

estáveis, as amostras foram incubadas com 10 µl de AccQ-Tag e 30 µl 

norvalina padrão (concentração final: 10 pmol/µl) durante 10 min. Derivados de 

aminoácidos foram separados sobre uma coluna AccQ-Tag ultra RP (Reversed 

Phase) e detectado pelo Acquity UPLC-TUV (Ultra Performance Liquid 

Chromatography - Tunable UV Detector) (Waters GmbH). Os aminoácidos 

foram quantificados utilizando padrões de aminoácidos 10 pmol/µl. 

 

 

3.5.3 Análise por espectrometria de massas 

 

 

A análise por Liquid Chromatography - Mass Spectrometry/Mass 

Spectrometry (LC-MS/MS) foi realizada utilizando o sistema UltiMate 3000 

RSLC nano LC (Dionex, Idstein, Germany) acoplado ao sistema Q Exactive 

(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha). O carregamento da amostra na 

coluna (100 µm × 2 cm, tamanho de partícula 5 µm, tamanho do poro 100 Å, 

C18, Thermo Scientific) foi realizada automaticamente a uma vazão de 30 

µl/min a 60°C com TFA a 0,1%). A ligação entre o sistema de HPLC e Q 

Exactive é realizada online, e a ionização foi realizada por electrospray. A 

tensão de vaporização dos íons foi ajustada para 1,600 V (+) e a temperatura 

do capilar para 250°C. O alcance de leitura foi definido como 350-1400 m/z 

para o modo de leitura completa, e para as verificações do tipo SIM (Selected-

Ion Monitoring), uma resolução de 70.000 (a 200 m/z) foi criado.  

Os fragmentos para análise de MS/MS foram gerados utilizando a 

dissociação induzida por colisão de alta energia (High-Energy Collision-Induced 

Dissociation - HCD). Para a dissociação dos íons, uma energia de colisão 

normalizada (Normalized Collision Energy - NCE) foi feita a 27%, a seguinte 

análise dos fragmentos foi realizada em um analisador do tipo Orbitrap. 
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Os dados primários resultantes da análise LC-MS/MS foram 

interpretados usando Proteome Discoverer (versão 1.4.0.288), com base no 

banco de dados UniProt (UniProt/SwissProt-Release 2013_05 of 01.05.2013; 

541,561 (with decoys) (http://www.uniprot.org)) como referências de 

sequências de proteínas. A taxonomia foi definida como homo sapiens. O 

banco de dados utilizado foi randomizado a fim de identificar o nível de falso 

positivo, ou, o conhecido, False Discovery Rate (FDR) foi ajustado para 0,01%. 

Além disso, as seguintes modificações dinâmicas foram assumidas: oxidação e 

carbamidometil. Os arquivos em formato MGF resultantes foram analisados 

com software Ingenuity® Pathway Analysis (IPA; versão 18488943) 

(http://www.ingenuity.com/products/ipa), utilizando a ferramenta de análise de 

núcleo. 

 

 

3.6 Isolamento das amostras através da técnica de microdissecção a 

laser 

 

 

Neste tópico, o tronco encefálico de um indivíduo foi selecionado. A 

região toda da substância negra pars compacta do hemitronco esquerdo foi 

isolada. No hemitronco direito, apenas neurônios da substância negra pars 

compacta foram isolados (vide figura 13 para exemplo do isolamento da região 

(A) e apenas de neurônios (B)).  
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Figura 13. Seleção da área para realizar a MCL.  
 

 

O isolamento de ambos foi realizado seguindo os melhores resultados 

do protocolo de MCL, descrito nos itens: 3.4.2 e 3.4.3. As análises proteômicas 

foram realizadas também de acordo com o protocolo mais adequado, 

apresentado na sessão: 3.5. 
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4. RESULTADOS 
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4.1 Protocolo para a realização da técnica de MCL 

 

 

4.1.1 Definição do plano ideal para a MCL da substância negra 

 

  

Fundamentado na neuroanatomia da região analisada, o plano sagital foi 

o escolhido, por propiciar o reconhecimento mais fácil da camada da pars 

compacta e dos neurônios. Além disso, as fibras neuronais se encontram 

dispostas de maneira que contribuem com o reconhecimento dos neurônios 

(Figura 14). 

 

 

Figura 14. Diferença neuroanatômica dos neurônios da substância negra 
visualizados através de (A) plano horizontal (B) plano sagital. Magnitude: 20x. 
Cedido por Helmut Heinsen. 
 

 

 

4.1.2 Método de congelamento para MCL 

 

 

A análise qualitativa das lâminas demostrou que há maior preservação, 

integridade e melhor qualidade do material nas amostras congelados 

primeiramente em nitrogênio líquido e em seguida armazenadas em freezer -

80°C. As fotos das lâminas analisadas estão apresentadas na Figura 15.  
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Figura 15. Comparação da otimização do procedimento de congelamento para 
MCL. Na figura A o tecido foi congelado em freezer -20°C e armazenado a -
80°C. Figura B o tecido foi congelado diretamente a -80°C. Na figura C o tecido 
foi congelado por imersão em nitrogênio líquido e armazenado em -80°C. 
Arquivo pessoal 
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4.1.3 Espessura do corte para MCL 

 

 

 Ensaios de quatro espessuras diferentes (5 µm, 10 µm, 20 µm e 30 µm) 

revelaram que a precisão de corte a laser diminui com o aumento da 

espessura. Nós utilizamos 5-10 µm para isolar apenas neurônios e 10-20 µm 

para dissecar regiões da substância negra. Essas definições possibilitaram 

melhor delimitação e exigiram apenas um único tiro de laser para área 

microdissecada ser ejetada (Figura 16). 

 

 

Figura 16. Otimização da espessura ideal para o isolamento de neurônios da 
substância negra. Quatro espessuras diferentes foram testadas: 5 µm (A), de 
10 µm (B), 20 µm (C) e 30 µm (D). Arquivo pessoal. 
 
 
 

4.1.4 Coloração do tecido 
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 A utilização do violeta de cresila como corante minimizou a coloração de 

fundo, proporcionou que as células fossem facilmente reconhecidas e não 

interferiu nas análises proteômicas. 

 

 

4.2 Otimização do protocolo de preparação das amostras para 

espectrometria de massas 

 

 

4.2.1 Otimização da solução de coleta das amostras microdissecadas 

 

 

As células para análises proteômicas devem ser isoladas em solução 

otimizada. Foram testadas duas soluções diferentes (água e 50% de 

acetonitrila) utilizando toda região da substância negra pars compacta. A 

análise por espectrometria de massa revelou quantidades iguais de proteínas 

identificadas, após isolamento em água ou acetonitrila. Por não observamos 

diferenças relevantes, a água foi à solução de coleta selecionada para realizar 

a MCL pela facilidade de utilização. 

 

 

4.2.2 Ajustes na MCL para análises por espectrometria de massas 

  

 

Avaliamos a área que deve ser isolada para uma adequada análise por 

espectrometria de massas. A área necessária depende diretamente do tipo de 

tecido e da espessura do mesmo. Pelo menos, 100ng de proteínas devem ser 

coletados para uma análise eficaz por espectrometria de massas. Assim, 

verificamos que, 25.000.000 de µm2 de área foi necessário para analisar toda a 

região da substância negra em fatias cortadas a 20µm de espessura. Em 

relação ao isolamento de apenas neurônios, um total de aproximadamente 

2.500 neurônios (1.500.000 µm2) foram isolados cortados a 10 µm de 

espessura. 
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4.2.3 Preparação das amostras e análise por espectrometria de 

massas 

 

 

Neste trabalho, um protocolo padrão de digestão com tripsina foi 

realizado para estudar a substância negra. Foram analisados os números de 

proteínas identificadas, as suas localizações e os tipos. Utilizando este 

protocolo foi possível identificar 1.144 proteínas da substância negra. 

Analisando a região toda da substância negra pars compacta a maior 

parte das proteínas estavam localizadas no citoplasma (66%). As proteínas que 

foram associadas com a membrana plasmática somaram 15% do total dos 

grupos de proteínas identificadas. Também foi avaliada a distribuição dos tipos 

de proteínas. No total, 13% das proteínas foram identificadas como 

transportadoras (11%) e como proteínas de canal iônico (2%). 

Em relação às análises de apenas neurônios encontramos padrão 

semelhante de distribuição. Do total de 303 proteínas identificadas, 71% 

estavam localizadas no citoplasma. Com relação às proteínas associadas com 

a membrana plasmática, o resultado foi de 14%. No total, 12% foram 

associadas a proteínas transportadoras e 1% a proteínas de canal, compondo 

13% das proteínas identificadas. Estes resultados indicam que o protocolo de 

digestão com tripsina pode ser utilizado para investigações proteômicas do 

encéfalo humano. Na Figura 17, os resultados desta análise estão resumidos, 

de modo proporcionar uma visão do proteoma da substância negra. 
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Figura 17. Análise por espectrometria de massas da substância negra. Um total 
de 1.144 proteínas foram identificadas em todo o tecido da substância negra 
(parte esquerda da figura), na parte superior da figura as análises de acordo 
com a sua localização e tipo (parte inferior da figura). Arquivo pessoal. 
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5. DISCUSSÃO 
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Neste trabalho, descrevemos e validamos uma abordagem para estudar 

populações de neurônios da substância negra utilizando a técnica de 

microdissecção e captura a laser. Esta abordagem foi eficaz para aplicação 

proteômica e embora nosso enfoque tenha compreendido apenas os neurônios 

com neuromelanina da substância negra de humanos, este protocolo pode ser 

adequado para outros tipos de células em seres humanos, bem como em 

modelos animais.  

A combinação de técnicas que permitem a dissecção precisa de células 

individuais de um determinado tecido e posterior análise molecular é de grande 

interesse na área cientifica, pois permite uma compreensão mais profunda 

sobre os sistemas biológicos, bem como os mecanismos que desencadeiam 

doenças. Em nosso meio sua contribuição é promissora, pois pode colaborar 

de forma relevante com entendimento do tecido cerebral, das doenças 

relacionadas ao envelhecimento, sobretudo as doenças neurodegenerativas, 

incluindo a doença de Parkinson. 

Mudanças nas populações neuronais específicas são comumente 

mascarados em análises globais, onde os encéfalos inteiros ou partes dele ao 

invés de grupos de células específicas são homogeneizados para posteriores 

análises. O mesmo ocorre em outros órgãos. Em 2015, Datta e colaboradores 

exemplificaram que miócitos e fibroblastos possuem respostas diferentes 

diante ao infarto do miocárdio, portanto avaliações coletivas destes tipos 

celulares podem não colaborar com a compreensão da doença. 

Na pesquisa biomédica, muitas estratégias surgiram e têm sido 

aplicadas, visando entender o que é fisiológico, patológico e o limite entre 

ambos. Entre estas técnicas, se destaca a microdissecção e captura a laser, 

desenvolvida em 1996 e que permite o isolamento de células específicas 

dentro de um tecido (Emmert-Buck et al., 1996). Em combinação com métodos 

que permitem a análise de pequenos volumes de amostras, novos insights 

sobre cascatas patológicas, opções de terapia, neuroproteção e biomarcadores 

pré-clínicos podem se tornar possíveis. No entanto, a combinação destas 

técnicas recentes apresentam limitações, dependendo dos objetivos do estudo. 
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No presente estudo, ao focar em neurônios da substância negra de 

idosos cognitivamente e neuropatologicamente normais, nosso objetivo foi 

superar alguns obstáculos técnicos e adequar o protocolo de modo que ele 

possa ser usado em outras abordagens. 

 

 

5.1 Plano anatômico ideal para a MCL da substância negra  

 

 

Em 1865, o psiquiatra e neuroanatomista francês Jules-Bernard Luys, 

contribuiu significativamente com o entendimento da anatomia do cérebro 

humano. Em seu livro, Luys desvendou a organização celular de vários 

componentes dos núcleos da base e apresentou as primeiras imagens dos 

neurônios da substância negra. Ele também observou que os neurônios da 

substância negra eram intensamente corados porque continham pigmentos 

escuros (Luys, 18651 apud Parent e Parent, 2010). Após o trabalho pioneiro de 

Luys, outros pesquisadores forneceram descrições detalhadas sobre a 

substância negra humana. Em 1910, Torata Sano subdividiu a substância 

negra em pars compacta, no qual abrigava uma população de neurônios 

densamente pigmentados, e pars reticulata, que continha um número menor de 

neurônios pigmentados (Sano, 19102 apud Parent e Parent, 2010). 

Desde então, diversos autores tem caracterizado a substância negra, as 

definições e terminologias que incluem divisões e sub-regiões variam de autor 

para autor (Braak e Braak, 1986; Fearnley e Lees, 1991; Gibb e Lees, 1991; 

van Domburg e ten Donkelaar, 1991; McRitchie et al., 1995; McRitchie et al., 

1996; Damier et al., 1999a;).  

No entanto, até o momento, na literatura não há um consenso sobre a 

organização interna da substância negra humana, há falta de dados normativos 

                                                             
1
 Luys JB. Recherches sur le système nerveux cérébro-spinal text. Baillière. 1865. 

 
 
2 Sano D. Beitrag zur vergleichenden Anatomie der Substantia nigra, des Corpus Luysii und der 

Zona incerta.(Fortsetzung). European Neurology.1910;27(3);274-283. 
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validados especialmente para os indivíduos mais idosos. Por esta razão, nós 

utilizamos o método de inclusão em celoidina (Cabello et al., 2002) para 

analisar a morfologia e determinar o melhor plano para a coleta dos neurônios. 

A técnica histológica foi escolhida por ainda ser considerada o padrão-

ouro para a descrição precisa da neuroanatomia e para a caracterização do 

tecido cerebral (Dauguet et al., 2007). 

 

 

5.2 Processo de congelamento para MCL 

 

 

 A microdissecção e captura a laser revolucionou a análise molecular de 

tecidos complexos, porque combina a precisão topográfica da microscopia com 

o poder da genômica, proteômica, entre outros. No entanto, o sucesso das 

análises moleculares ainda depende do desenho experimental e exige a 

compreensão de cada etapa técnica envolvida na preparação das amostras. 

Ao realizar buscas de dados literários, é notório que tecidos embebidos 

em parafina e tecidos congelados são os métodos de preparo mais comumente 

utilizados para realizar a MCL. Na neurociência, ambos são recursos 

inestimáveis para estudos moleculares das doenças que afetam o sistema 

nervoso central, especialmente os distúrbios neurodegenerativos (Wang et al., 

2013). 

Em nosso trabalho, optamos por realizar análises proteômicas utilizando 

tecido fresco congelado, fundamentados pelo fato de que, o tecido fresco 

preserva a integridade do RNA e proteínas (Goldsworthy et al., 1999)  e 

amostras de tecidos congelados são considerados padrão-ouro para análises 

moleculares (Perlmutter et al., 2004) e imperioso para análises proteômicas. 

Wang e colaboradores, em 2013, identificaram que o método ideal para 

extração de DNA do tecido encefálico humano é obtido a partir do tecido 

congelado. Eles descreveram que embora o DNA possa ser extraído de ambas 

amostras, eles alcançaram 100% na taxa de sucesso de extração de DNA do 

tecido congelado, comparado a 76% em tecido parafinizado. 
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Através da técnica de cromatografia líquida, Scicchitano e colegas 

(2009) compararam amostras embebidas em parafina e amostras congeladas e 

verificaram que o rendimento de proteínas foi menor nas amostras fixadas em 

formalina. Eles ainda ressaltaram que são necessários métodos fiáveis para a 

obtenção de perfis proteômicos em amostras fixadas e embebidas em parafina, 

já que as análises proteômicas de suas amostras foram confundidas, induzidas 

pelo processo conhecido como “cross-linking” ou ligações cruzadas. 

Além disso, a parafina não tem se mostrado compatível com LC-MS/MS 

porque requer um passo de desparafinização, resultando na perda de proteínas 

(Hood et al., 2005; Hood et al., 2006). 

Ainda buscando o método ideal para preservar a integridade e a 

morfologia do tecido em estudo, e para minimizar possíveis erros em nossas 

análises, testamos diferentes protocolos de congelamento. De acordo com os 

resultados obtidos neste trabalho, podemos afirmar que o melhor método de 

congelamento é a imersão do tecido em nitrogênio líquido e o imediato 

armazenamento em freezer a -80°C. A congelação lenta promove a formação 

de cristais de gelo no interior do tecido, que se expande e promove o 

rompimento das células e tecidos. Destacamos a importância de congelar o 

tecido rapidamente evitando assim a cristalização da água. A utilização de 

nitrogênio líquido permite que a água se transforme em estado vítreo, que não 

se expande. 

Em relação à conservação do material, Ferrer et al. (2007) e 

Kretzschmar (2008) relataram que amostras armazenadas em freezer a -80°C 

permanecem adequados para estudos moleculares por anos. 

 

 

5.3 Espessura do corte para MCL 

 

 

A MCL é um processo que depende de vários parâmetros, cada um dos 

quais deve ser otimizado para cada tipo de amostra. As configurações são 

influenciados pelo tipo de tecido a ser isolado. Portanto, é essencial investigar 

essas configurações para cada coleta. 
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Para avaliar a capacidade de precisão do corte a laser, foram analisados 

neste trabalho diferentes espessuras de corte. Muitos autores (Kerk, 2003; 

Rodriguez et al., 2008) defendem que esta determinação é um passo crucial 

para estudos utilizando MCL. Em particular, a espessura de corte é essencial 

para o bom processamento da microdissecção a laser.  

Nossos achados revelaram que a precisão do corte a laser diminui com 

o aumento da espessura e esses resultados vão de acordo com os de Curran 

et al., 2000; Wang et al., 2009; De Carlo et al., 2011. Estes autores 

descreveram que são necessárias energias mais elevadas para secções de 20 

µm de espessura quando comparados a secções de 10 µm. Além disso, em 

cortes mais espessos são necessárias duas ou três emissões de laser para 

cortar e catapultar o tecido.  

Para Wang et al. (2009) a precisão do corte de 5 µm e 10 µm de 

espessura possibilitou que até mesmo células muito pequenas fossem 

isoladas, sem danificar o tecido adjacente. 

Embora nosso achado de realizar os cortes a 10 µm concorde com 

outros trabalhos (Györkey et al., 1967; Dembinsky et al., 2007; Reidel et al., 

2011) muitos estudos (Mikulowska-Mennis et al., 2002; Hommel et al., 2003; 

Park e Cunningham, 2007; Stephenson et al., 2007; St Martin et al., 2007; 

Gründemann et al., 2008) são realizados utilizando diferentes espessuras, 

indicando que, para diferentes objetivos e tecidos, diferentes espessuras 

devem ser testadas. 

 

 

5.4 Coloração para MCL  

 

 

Desde a invenção original da MCL na década de 1990, esta tecnologia 

continua a avançar e evoluiu consideravelmente em vários aspectos. (Tangrea 

et al., 2011; Jensen, 2013). No entanto, a resolução óptica ainda é limitada.  

Se tem demonstrado na literatura, um grande número de procedimentos 

de coloração para a MCL, entretanto, o uso lamínulas é incompatível (Fend et 

al., 2000), pois impossibilita a microdissecção e captura das amostras. A 
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ausência de lamínulas induz uma cor mais escura do tecido e produz uma 

imagem pouco nítida da amostra. Para obter um melhor background, ou seja, 

um fundo que não interfira na identificação das células, a amostra pode ser 

incubada com uma concentração mais elevada de solução de coloração, no 

entanto, este procedimento pode afetar negativamente a análise proteômica 

(Gutstein e Morris 2007). 

A coloração é um método muito útil para reconhecer detalhes 

histológicos, distinguir diferentes padrões de tecidos/células e tem importante 

papel nas experiências com a técnica de MCL (Fend et al., 2000; Wang et al., 

2006). No entanto, a especificidade do processo de coloração e o seu efeito 

sobre a amostra, devem ser considerados (Standaert, 2005). A literatura 

contém inúmeros diferentes protocolos de coloração adequados para a técnica 

de MCL. Colorações comuns incluem: Hematoxilina e Eosina (HE) (De Souza 

et al., 2004; Dos Santos et al., 2007.); azul de toluidina (Lawrie et al., 2001; 

Kirana et al., 2009; Sridharan e Shankar 2012; Kulkarni et al., 2013) e violeta 

de cresila (Aaltonen et al., 2011; Boone et al., 2013). A técnica de imuno-

histoquímica também é utilizada para realizar a MCL (Fend et al., 1999) e 

permite distinguir tipos de células individuais, como neurônios (Pietersen et al., 

2009). 

A escolha do procedimento de coloração depende não só da amostra, 

mas também, dos procedimentos adicionais de processamento da amostra e 

dos objetivos do estudo. Técnicas de coloração têm um impacto significativo 

sobre as propriedades do tecido e pode influenciar amplamente a análise do 

proteoma. Portanto, em nosso estudo era essencial que a técnica de coloração 

não interfirisse com as proteínas, que fosse compatível com MCL e com 

análise por espectrometria de massas. Por exemplo, investigações anteriores 

demonstraram que a coloração de HE não é compatível com a análise de 

proteômica (Ahram et al., 2003; Gutstein e Morris, 2007). Vários outros grupos 

confirmaram a influência da coloração HE em análises proteômicas (Craven e 

Banks, 2001; Craven et al., 2002; Sitek et al., 2005). No entanto, para 

Burgemeister e colegas (2003) essa coloração não mostrou nenhum efeito 

sobre estudos de amostras de RNA e DNA. O azul de toluidina é 

frequentemente utilizado para as análises de DNA e RNA utilizando a MCL 
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para coletar as amostras (Kulkarni et al., 2013) e também pode ser utilizado 

para análises proteômicas (Lawrie et al., 2001). Em contraste, um grupo de 

pesquisadores investigaram amostras de rim corados com azul de toluidina e 

notaram efeitos prejudiciais, identificados na recuperação de proteína na 

análise de gel 2D (Craven et al., 2002).  

Alguns grupos de pesquisa tem adaptado técnicas de coloração imuno-

histoquímica para MCL (Fend e Raffeld, 2000; Murakami et al., 2000; He et al., 

2013).  Este processo auxilia os investigadores a determinar as moléculas de 

interesse em tecidos heterogêneos (Murakami et al., 2000;. Buckanovich et al., 

2006), porém, uma das limitações da imuno-histoquímica para a MCL é que a 

amostra não se torna adequada para estudos da dinâmica da proteína devido a 

ligação do anticorpo a proteína de interesse (Jensen, 2013). 

A técnica utilizando violeta de cresila é especialmente comum para a 

coloração de neurônios. Trata-se de uma solução catiônica (Mouledous et al., 

2003) e se liga aos componentes ácidos do núcleo e do citoplasma neuronal, 

especialmente ribossomos, que estão presentes em grandes números nos 

neurônios (Eltoum et al., 2002; Burnet et al., 2004). Clément-Ziza e 

colaboradores adaptaram o procedimento de coloração utilizando violeta de 

cresila para análise de RNA, substituindo todos os solventes com etanol, o que 

impede a degradação da amostra (Clément-Ziza et al., 2008). Para Ginsberg e 

Che (2004) em comparação com outras colorações comuns, o violeta de cresila 

proporciona um bom contraste no tecido. 

Em nosso estudo, não observamos qualquer interferência da coloração 

com violeta de cresila na análise por espectrometria de massas, inclusive esta 

observação tem sido apoiada na literatura e muito utilizada em abordagens 

proteômicas (Boggio et al., 2011; Andersson et al., 2008; Caudle et al., 2008; 

Seeley e Caprioli, 2011; Reyze e Caprioli, 2005).  

 

 

5.5 Microdissecção e captura a laser 
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 Nos últimos anos, o campo da patologia molecular tem evoluido 

consideravelmente com a integração de sistemas de microdissecção a laser e 

uma variedade de ensaios biológicos (Emmert-Buck et al., 1996; Bonner et al., 

1997; Vrana et al., 2009) A MCL é igualmente uma técnica promissora para 

estudos do proteoma do encéfalo (Uhlén et al., 2005; Begcevic et al., 2013).  

No entanto, para cada tipo de tecido, parâmetros específicos são 

necessários, porque o desempenho da MCL depende de várias condições, 

cada um dos quais, devem ser aprimorados. As definições são influenciadas 

pelo tipo de tecido, células ou regiões que serão isoladas, pela espessura do 

corte, pela energia do feixe do laser aplicada e pelo tampão utilizado na 

amostra. Além disso, a MCL pode ser interferida pela temperatura e umidade 

(Ordway et al., 2009). Essas condições afetam as configurações de energia 

necessárias para a microdissecção e este processo deve ter ajuste diário. Por 

isso, é especialmente importante otimizar os parâmetros listados 

anteriormente. Cortes mais finos são aconselháveis para a microdissecção de 

células individuais ou de pequenas áreas, a fim de garantir que nenhum tecido 

adjacente seja coletado (Wang et al., 2009). 

Para coletar as amostras, tampas adesivas podem ser utilizadas (Spee 

et  al., 2010), como uma alternativa de coletar em soluções tampão (Cermelli et 

al., 2003). Tampas adesivas contém material adesivo para recolher as 

amostras e dispensam o uso de tampão. Nós não usamos estas tampas 

adesivas para evitar a possível contaminação e limitar a exposição de 

substâncias que podem perturbar a análise por espectrometria de massas.  

Embora a MCL tenha inúmeras vantagens, as suas desvantagens 

devem ser consideradas. O equipamento, bem como seus consumíveis são 

caros, o aparelho pode custar mais de um milhão de dólares (Chung e Shen, 

2015). Existe um risco admissível de que a qualidade dos tecidos 

microdissecados podem não satisfazer a qualidade padrão para análises 

posteriores devido à exposição a agentes fixadores, reagentes de coloração ou 

até a desidratação dos tecidos causada pela ausência de lamínulas (Chung e 

Shen, 2015). 

Além desses fatores, há necessidade de uma quantidade relativamente 

grande de biomoléculas para algumas plataformas de análises (Jensen, 2013). 
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Altelaar e Heck (2012), em seu trabalho, mostraram que independente da 

amostra, pelo menos, 100 ng de tecido devem estar presentes para garantir 

uma adequada análise por espectrometria de massas.  

Acredita-se que o desenvolvimento de sistemas e a integração de 

softwares sofisticados de análises de imagens poderão permitir a 

microdissecção de células automaticamente, desde que a região de interesse 

seja previamente definida. Jensen (2013), defende que esse avanço deverá 

aumentar consideravelmente a precisão e a velocidade de se obter as células, 

bem como, auxiliar na coleta de um volume significativo de amostras e 

consequentemente análises moleculares em maior escala. 

 

 

5.6 Preparação das amostras para espectrometria de massas 

 

 

Pelo menos 100 ng de tecido devem ser coletados para garantir uma 

análise por espectrometria de massa de alto desempenho (Altelaar e Heck, 

2012). Em nosso estudo atingimos uma adequada análise por espectrometria 

de massas utilizando 500.000.000 μm³ de tecido da substância negra e 

15.000.000 μm³ de neurônios da substância negra. No entanto, se a área 

necessária depende do tipo de tecido e de células, ela deve ser examinada, 

para cada tipo de tecido individualmente. Por exemplo, o número de proteínas 

identificadas apenas em neurônios isolados poderá ser reforçada se mais 

neurônios forem isolados.  

Além disso, para alcançar análises proteômicas comparativas, é 

importante estabelecer um protocolo específico e reproduzível de preparação 

da amostra e a etapa de digestão é crucial. Digestão com tripsina é comumente 

usada em pesquisa proteômica (López-Ferrer et al., 2008; Gupta et al., 2010; 

Hao et al., 2011; Sun et al., 2014), esta técnica produziu bons resultados nas 

amostras isoladas a partir da MCL. No entanto, a utilização de tripsina deve ser 

considerada, principalmente trabalhos que estudam o encéfalo, já que, 

proteínas associadas à membrana, são de grande interesse.  
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As proteínas de membrana, que estão presentes na membrana 

plasmática e em compartimentos subcelulares, impactam diretamente nos 

processos de sinalização, essas proteínas garantem a homeostase celular e 

função cerebral. Por isso, são altamente relevantes na pesquisa proteômica, 

especialmente as proteínas transportadoras, receptoras e proteínas de canais 

iônicos.  

A importância de tais proteínas é especialmente perceptível em doenças 

neurodegenerativas. Por exemplo, na doença de Parkinson, a proteína α-

sinucleína é bem conhecida por interagir com a membrana plasmática. 

Alterações nesta proteína parecem afetar a liberação de neurotransmissores 

(Jenco et al., 1998; Lotharius e Brundin, 2002; Sidhu et al., 2004). 

As proteínas localizadas na membrana são frequentemente de caráter 

hidrofóbico, o que torna a realização de análises proteômicas um desafio 

(Helling et al., 2012), ou seja, para analisar as proteínas de membrana, os 

protocolos estabelecidos para as proteínas citosólicas, geralmente solúveis 

devem ser modificados. Existem várias técnicas de preparação de amostra 

para o enriquecimento de proteínas de membrana, como por exemplo, o uso do 

brometo de cianogênio. Helling e colaboradores utilizaram este tipo de 

preparação da amostra para a análise fosfoproteômica do complexo da 

proteína de membrana citocromo c oxidase e encontraram uma melhora na 

análise por espectrometria de massas (Helling et al. 2012). O uso de brometo 

de cianogênio pode identificar seis novos locais de fosforilação que não foram 

encontrados quando as amostras foram digeridas com tripsina. As proteínas da 

membrana são mais hidrofóbicas do que as proteínas citosólicas, indicando 

que a protease tripsina convencionalmente utilizada deve ser combinada com 

digestão com brometo de cianogênio ou métodos semelhantes (Lee et al., 

2011).  

Quimotripsina é outra protease utilizada. Fisher e colaboradores em 

2006 testaram diferentes protocolos de digestão para investigar o proteoma de 

membrana de Corynebacterium glutamicum. Uma mistura de digestão 

contendo tripsina e quimotripsina aumentou a identificação de proteínas que 

continham grandes domínios hidrófobos. Além disso, a pré-digestão da 

amostra com tripsina diminuiu a quantidade de proteínas solúveis que 
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poderiam mascarar algumas proteínas de membrana (Fischer et al., 2006). No 

entanto, os solventes podem também ter impacto na digestão e a otimização 

pode ser um fator chave para melhorar o protocolo (Russell et al., 2001).  
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6. CONCLUSÕES 
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I. O protocolo desenvolvido permitiu congelar, seccionar e corar o tecido 

de forma eficiente para microdissecção a laser; 

 

II. A microdissecção a laser e subsequente análise proteômica foram 

eficazes. A caracterização preliminar do conteúdo proteico da substância 

negra evidenciou diferenças significativas em relação à quantidade de 

proteínas quando comparamos o isolamento realizado em toda a 

substância negra pars compacta e o isolamento apenas dos neurônios. 

Porém, não encontramos diferenças significativas no padrão de 

distribuição destas proteínas.  
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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Este projeto é possível graças à interação do Grupo de Estudos em 

Envelhecimento Cerebral da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo com o Centro de Proteômica Médica da Universidade de Bochum, 

Alemanha.  

Para o estabelecimento dos protocolos, bem como, desenvolvimento 

deste trabalho, durante os meses de maio de 2013 e maio de 2014 tive a 

oportunidade de conhecer e trabalhar no Centro de Proteômica Médica da 

Universidade de Bochum, coordenado pela Dra. Katrin Marcus. Neste período, 

além de desenvolver o protocolo, estive em contato com as técnicas 

preliminares necessárias para realização das análises proteômicas e aprendi a 

interpretar os resultados obtidos na espectrometria de massas.  

 Ademais, a aluna Simone Kutschki da Universidade de Bochum esteve 

nos meses de outubro e novembro de 2013 na FMUSP, conviveu com a rotina 

do Grupo de Estudos em Envelhecimento Cerebral e pudemos dar 

continuidade a otimização dos protocolos.  

Além disso, durante o período que estive na Alemanha (Maio de 2013) 

junto à minha co-orientadora Dra. Renata Elaine Paraizo Leite pude conhecer o 

Laboratório de Pesquisa em Morfologia Cerebral da Clínica de Psiquiatria da 

Universidade de Würzburg, coordenado pelo Prof. Helmut Heinsen. Esta visita 

contribuiu com o aprendizado sobre a morfologia da substância negra e a 

determinação do plano anatômico utilizado neste estudo. 

Acredito que as experiências adquiridas durante estes intercâmbios 

tiveram grande importância científico-acadêmica para com a minha formação e 

somaram de maneira grandiosa com a elaboração deste trabalho. 

 É importante ressaltar que, no momento em que desenhamos este 

estudo, além da validação proteômica subsequente à microdissecção a laser, 

nosso objetivo era também caracterizar o conteúdo proteico dos neurônios 

contendo neuromelanina na substância negra de 5 indivíduos do gênero 

masculino, sem alterações clínicas e neuropatológicas. No entanto, após o 

estabelecimento do protocolo, dois fatos relevantes atrasaram o 

desenvolvimento do trabalho: I) Cinco casos enviados à Alemanha em maio de 
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2014, sofreram atraso alfandegário e sanitário, que foge ao nosso controle. 

Esses casos sofreram descongelação, o que nos levou a excluí-los e realizar 

novas coletas para preencher a casuística desejada. II) o equipamento 

multiusuário a ser utilizado para dissecção a laser precisou de reparos de 

agosto de 2014 a julho de 2015, o que impossibilitou sua utilização no período. 

Este aparelho está localizado nas dependências da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (FMUSP), no Laboratório de Patologia Molecular, 

coordenado pelo Prof. Dr. Chin Jia Lin e possui o sistema PALM Microbeam 

(Zeiss, LCM PALM-System, Carl Zeiss Microscopy, GmbH).  

Dessa forma, optamos por publicar o protocolo desenvolvido enquanto 

novos casos do gênero masculino foram coletados, processados e corados 

para caracterização neuropatológica. Estes novos 5 casos já estão 

caracterizados e serão analisados em breve. O protocolo foi publicado na 

revista Journal of Neural Transmission, com fator de impacto 2.402. 

Este projeto teve apoio financeiro do Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Cientifico e Tecnológico (CNPq), sob a proposta de Acordo 

de Cooperação Bilateral, número do processo: 490709/2013-3 do Edital 

Alemanha DLR. 
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