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TR resumo

Microdissecgdo e capturaa laser | Introducdo: Microdisseccdo e captura a laser (MCL) € uma técnica de desenvolvimento recente que per-
mite a coleta de células individuais ou pequeno conjunto de células para analise molecular. Atualmente,
no Brasil, ha raros microscépios para MCL, de modo que a divulgacdo dos procedimentos inerentes a
essa técnica é oportuna para destacar seu amplo potencial para diagndstico e investigacao. Objetivo: Este
Gene TP53 trabalho descreve a padronizacdo dos procedimentos de MCL e de extragao de DNA de material fixado
em formalina e incluido em parafina. Material e métodos: Foram estudados o éxon 8 do gene TP53 e o
gene da ciclofilina em amostras de tecido normal e de neoplasias de figado e rim provenientes de modelo
Blocos de parafina de carcinogénese quimica induzida em rato. A extracdo do DNA foi comprovada por reacdo em cadeia
da polimerase (nested-PCR). Resultados: Foram padronizados os procedimentos de preparo dos cortes
histolégicos, de microdisseccdo e captura a laser e de obtencdo de seqiiéncias génicas pela reacéo de
nested-PCR para tecidos incluidos em parafina. Obtivemos amplificacdo de 48,3% das amostras para o éxon
8 do gene TP53 e 51,7% para o gene da ciclofilina. Considerando pelo menos um dos dois segmentos
geénicos, foram amplificadas 79,3% das amostras. Discussdo e conclusdo: A extracdo de DNA de tecidos
fixados em formalina e incluidos em parafina e a técnica de nested-PCR foram adequadamente padronizadas
para produtos génicos de interesse, obtidos de material coletado por MCL. Esses procedimentos podem
ser Uteis para a obtencéo de seqiiéncias de DNA de arquivos para analise molecular.
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abstract ISIWTE

Background: Laser-capture micro-dissection (LCM) is a recently developed procedure that provides single cells | Laser-capture microdissection
or specific cell groups for molecular analysis. Currently, there are few LCM systems in Brazil, in such a way that
it is necessary to disseminate the technical procedures inherent to the methodology, and also to characterize
its enormous potential for diagnosis and research. Objective: This study describes the standardization of LCM
and DNA extraction from formalin fixed and paraffin-embedded tissues. Material and Method: The gene | 1p53 gene
TP53 exon 8 and the cyclophilin gene were studied in normal and neoplastic liver and kidney samples from
a chemical carcinogenesis model in rat. DNA extraction was confirmed by nested-PCR. Results: Histological
sections preparation for LCM and the nested-PCR procedures were standardized; 48.3% amplifications of the | Paraffin-embedded tissues
gene TP53 exon 8 and 51.7% of the cyclophilin gene samples were obtained. When at least one of the gene
segments was considered, 79.3% samples presented amplification. Discussion and Conclusion: Procedures for
DNA extraction from formalin fixed and paraffin-embedded tissues collected by LCM were standardized. They
can be useful for DNA collection for molecular studies.
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Introducéo

A microdisseccdo e captura a laser (MCL) é uma técnica
de desenvolvimento relativamente recente que permite a
obtencdo de amostras de tecidos normais ou alterados, ou
de células individuais de regides microscpicas especificas®.
O contato com o laser preserva a morfologia das células e seu
material genético, permitindo anélise molecular.

Em estudo anterior de nosso laboratério, ndo encontra-
mos mutagdes nos éxons 5 a 8 do gene TP53 pelas técnicas
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e single strand
conformation polymorfism (PCR-SSCP) em lesdes de figado e
rim induzidas em modelo de carcinogénese quimica expe-
rimental®. Nesse estudo, o DNA néo foi extraido de lesdes
histoldgicas especificas, de modo que a analise molecular
consistiu em um pool de células procedentes tanto de lesdes
neoplésicas e pré-neoplasicas como dos tecidos normais ad-
jacentes a elas. Assim, ndo se pode afastar a possibilidade de
que a auséncia de alteracdes moleculares tenha resultado de
“diluicdo” do DNA alterado, jé que as células neoplasicas e
pré-neoplasicas constituem uma populacéo relativamente pe-
quena do tecido analisado, criando condicdes para resultados
falso negativos‘*. Para evitar essa fonte de erro, as alteracdes
do genoma devem ser preferencialmente pesquisadas em
amostras de células transformadas, procedentes de lesdes
pré-neoplasicas ou neoplasicas especificas. Uma maneira de
fazer isso é pelo uso de MCL.

A experiéncia relatada na literatura com esse proce-
dimento é animadora. Um estudo de 2001 comparou
a microdisseccdgo manual e a MCL em amostras de sete
adenocarcinomas colorretais arquivadas em parafina. As
amostras microdissecadas foram avaliadas por PCR, SSCP e
seqlienciamento. Foram detectadas mutac6es no éxon 1 do
oncogene K-RAS e nos éxons 5 e 7 do TP53 em cinco dos sete
casos processados por MCL e por microdisseccdgo manual.
A MCL permitiu genotipagem mais rapida e eficiente, redu-
zindo o tempo para a andlise molecular®. Estudos clinicos
tém utilizado a MCL para avaliar a assinatura molecular de
neoplasias® > 1. A MCL também pode ser aplicada em
modelos experimentais para identificar mutagdes e alteracdes
da expressao génica criticas da carcinogénese®.

O presente estudo descreve as etapas de padroniza-
¢do da MCL para obtencdo de segmentos de DNA de
lesdes tumorais de figado e rim induzidas em modelo de
carcinogénese quimica experimental®. Os genes alvo de
investigacdo nesse estudo foram o éxon 8 do TP53 e 0 gene
da ciclofilina. O TP53 é um supressor tumoral e esta asso-
ciado aos processos de proliferacdo, diferenciacdo e morte

celular®. Por isso acha-se envolvido de modo importante
na oncogénese humana e experimental 2. O gene da
ciclofilina é constitutivo (house-keeping) do rato; codifica
um receptor intracelular da ciclosporina A, um potente
agente imunossupressor®,

Padronizar técnicas de microdisseccéo e captura a laser,
extracdo de DNA e PCR usando como alvos de investigacéo
0 éxon 8 do gene TP53 e o gene da ciclofilina obtidos de
neoplasias de figado e rim fixadas em formalina e incluidas
em parafina.

Material e métodos

Selecao das amostras

Foram selecionados blocos de parafina com amostras
de figado (sete adenomas e quatro carcinomas) e de rins
(cinco carcinomas de células tubulares) de um protocolo
de carcinogénese quimica sistémica®”. Foram obtidas por
microdisseccdo 26 amostras pareadas de neoplasia e tecido
normal adjacente e trés amostras somente de tumores.

Processamento histologico do material

Os fragmentos de figado e de rim foram fixados por 48
horas em formalina a 10% tamponada com fosfato de sédio
monobésico e fosfato de sédio dibasico anidro, nas propor-
¢Oes de 4 e 6,5 g/I"?, lavados em é&gua corrente durante
24 horas e mantidos em &lcool a 70% por até 72 horas.
Em seguida, foram submetidos a processador automético
de tecidos (Leica EG1160, Alemanha), com desidratacdo
por alcool e diafanizacdo por xilol"®. Os tecidos foram
incluidos em parafina a 60°C em inclusor automético (Leica
EG 1160, Alemanha).

Preparo das laminas para MCL e extracio de
DNA

Foram testados cortes histolégicos com trés espessuras
(4, 5 e 6 um) obtidos em micrétomo semi-automatico (Lei-
ca RM 214, Alemanha). Para cada bloco de parafina a ser
recortado fez-se assepsia do micrétomo com élcool a 70%,
assim como troca de navalha, do parafilme e das luvas do
técnico. Para distenséo do corte usou-se banho-maria com
agua destilada (aproximadamente a 50°C). As ldminas com
os cortes histoldgicos foram mantidas em temperatura am-
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biente overnight para secar e, a sequir, coradas com azul de
toluidina (Tabela 1). Atencéo especial foi dada a etapa de
desidratacao durante a técnica de coloracéo, pois a presenca
de &gua no corte histolégico impede a adeséo adequada do
fragmento histolégico ao filme termoplastico, dificultando
a captura quando a emisséo do /aser é ativada®. As laminas
ficaram sem laminulas de 20 a 30 minutos em temperatura
ambiente antes do procedimento de MCL. Cortes histolé-
gicos de cada amostra foram corados por hematoxilina e
eosina (H-E) para anélise morfolégica de controle.

Microdisseccdo e captura a laser

A MCL foi realizada com o sistema computadorizado
Pix Cell Il Laser Capture Microdissection (Arcturus, Inc.,
Califérnia, EUA), que consiste em um emissor de feixes de
raio laser e um microscépio 6tico invertido acoplados a
um sistema de video (Figura 1). O corte histolégico deve
se localizar no centro da lamina, visto que ela é fixada ao
microscépio por um sistema a vacuo. Um suporte articulado
ao microscépio se acopla a um botéo plastico transparente
que possui um filme termoplastico em sua extremidade
denominado cap (CapSureTM Macro LCM Caps LCM 0211,
Arcturus Bioscience Mt. View, CA). Esse suporte transporta
0 cap para uma posicdo precisa sobre o tecido, alinhando-o
a objetiva do microscépio. A imagem de interesse (células
isoladas ou grupos celulares) é visualizada no monitor de vi-
deo, permitindo orientar a disseccao por disparos sucessivos
de feixes de /laser de alta precisdo. A base do microscépio

€ movida por um joystick para colocar a area de interesse
no campo ético. De acordo com a extensdo da drea a ser
microdissecada, podem-se utilizar trés op¢des de diametro
do feixe de raio laser (7,15 e 30 um). A microdisseccao é
feita disparando-se a quantidade de tiros necessarios para
recortar a area de interesse. A captura ocorre por aque-
cimento do filme termopléstico que se adere ao tecido
dissecado. Ao final, o cap € retirado do sistema com um
suporte préprio e acoplado a um tubo Ependorff contendo
solugdo para extracdo do DNA.

Foram microdissecadas 20 amostras com 15 ym de di-
ametro do feixe de laser e 13 amostras com 30 um. Foram
dados, em média, 2 mil disparos do laser para cada amostra.
Somente as areas selecionadas foram capturadas pelo filme
termoplastico. O restante do tecido (bordas e tecido nao-
alvo) permaneceu intacto na lamina histol6gica. A morfologia
do fragmento transferido foi preservada e pode ser facilmente
visualizada em microscopia 6tica (Figura 2). Apds coletar

Figura 1 - A: Sistema de microdissecgdo e captura a laser (MCL), monitor de video,
fonte do laser e microscdpio mostrando o joystick e o botdo que aciona o tiro do
laser. B: Suporte para os caps e o brago transportador do cap até a lémina

Tabela 1 Procedimentos de coloracao das amostras para microdisseccao e captura a laser

Etapas Solucoes Tempo
Desparafinizacdo Xilol I 2 min
Xilol II 2 min
Hidratacao Etanol absoluto I 2 min
Etanol a 95% 1 min
Etanol a 75% 1 min
Agua destilada 30s
Coloracdo Azul de toluidina a 0,5% Cobrir o corte e lavar em seguida
Desidratacdo e diafanizacdo Etanol a 75% 30s
Etanol a 95% 30s
Etanol absoluto II 30s
Etanol absoluto III 1 min
Xilol III 5 min
Xilol IV 5 min
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Figura 2 - Microdissecgdo e captura a laser de um adenocarcinoma renal de células
tubulares. A: Posicionamento do adenocarcinoma para MCL; B: Captura apenas do
tumor, restando o tecido normal circunjacente; C: Visualizagdo do tumor capturado,
com morfologia intacta

as éareas de interesse, o cap foi encaixado em microtubo
Eppendorf de 0,5 ml contendo 100 pl do tampéo de extracdo
(100 mM de Tris pH 8; 50 mM de é4cido etilenodiaminotetra-
cético [EDTA] pH 8; e 500 mM de cloreto de sédio [NaCl]),
10 pl de proteinase K 10 mg/ml e 10 pl de dodecil sulfato
de sédio (SDS), que foi mantido em suporte com gelo até o
momento da MCL. O microtubo com o cap foi invertido e
agitado vigorosamente para transferir aamostra do cap para
o tampéo de extracao®. O material foi mantido a -20°C até
0 momento da extracdo do DNA.

Procedimentos de extracdo do DNA

Para extracdo do DNA, os tubos invertidos e vedados com
parafilme foram aquecidos a 56°C por 30 minutos e incu-
bados em banho-maria a 37°C overnight. Em seguida foram
centrifugados a 14.000 rpm por T minuto. O tampao de
extragdo contendo as células microdissecadas foi transferido
para um microtubo de 1,5 ml, tendo sido adicionados 300
ul de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico, na proporgéo de
25:24:1, e homogeneizado por inversdo durante 5 minutos.
Centrifugou-se novamente a 14.000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi transferido para novo tubo, sendo adiciona-
dos 300 pl de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1). Apds nova
centrifugacdo, transferiu-se o sobrenadante para outro tubo
e a precipitacdo do DNA foi feita pela adicdo de 500 pl de
etanol absoluto gelado (-20°C) e 25pl de acetato de amonio
7,5 M, com manutencdo a -80°C durante aproximadamente
1 hora. Ap6s nova centrifugacao, o etanol absoluto foi des-
cartado e 500 pl de etanol a 70% foram adicionados para
lavar e hidratar o DNA. Em seguida, o tubo foi centrifugado
e o etanol, descartado. Os tubos foram mantidos invertidos
para secar o pellet de DNA por aproximadamente 2 horas.
O DNA foi ressuspenso em 20 pl de dgua ultrapura estéril.
A quantificacdo do DNA das amostras foi realizada em es-
pectrofotometro Biophotometer Eppendorf.

Padronizacao da técnica de PCR

As amplificacdes do gene da ciclofilina e do éxon 8 do
TP53 pela técnica de PCR foram realizadas para confirmar

a eficicia da extracdo do DNA. Para ambos os segmentos
geénicos de interesse foi utilizada a técnica de nested-PCR,
que consiste em uma segunda reacdo de amplificacdo
para aumentar o nimero de cdpias do segmento génico
amplificado na primeira reacdo. As condicdes para am-
plificacdo de cada um dos segmentos génicos analisados
sdo apresentadas adiante. Todas as reacdes de PCR foram
realizadas em termociclador Peltier Thermal Cycler (M|
Research, Waltham, MA) e verificadas em gel de agarose a
2% corado com brometo de etidio. Como controle nega-
tivo das reacdes, o DNA das amostras foi substituido pela
mesma quantidade de dgua destilada.

Para amplificacdo do gene da ciclofilina, a PCR inicial
(com volume final 50 pl) foi feita com 4 ul de DNA, tampao
de amplificagdo (200 mM Tris-HCI; 500 mM KCl) diluido
1X, 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,), 0,4 mM de
desorribonuleotideo trifosfatado (ANTP), 2,5 U de enzima Taq
DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 0,2 yM
dos devidos iniciadores: ciclofilina S - ACGCCGCTGTCTCT-
TTTC e ciclofilina A~TGCCTTCTTTCACCTTCC (tamanho do
amplicon: 440)®. O perfil de ciclagem utilizado foi 2 min a
94°C, 33 ciclosde 455a95°C,30sa57,7°Ce 1 mina 72°C,
seguido por extensdo de 10 min a 72°C. Para a nested-PCR,
um mix de volume final de 50 pl foi feito contendo 40 pl do
amplificado da primeira reacdo, 1x tampao de amplificacéo,
1,5 mM de MgCl,, 0,4 mM dNTPs, 2,5 U de enzima Taq
DNA polimerase e 0,2 yM dos mesmos iniciadores. O perfil
de ciclagem utilizado foi 0 mesmo da primeira reacao.

Para amplificacdo do éxon 8 do gene TP53, a reacdo
inicial (volume final 25 pl) foi feita contendo 4 pl de DNA, 1x
tampado de amplificacdo, 3 mM de MgCl,, 0,30 mM dNTPs,
1 U de enzima Taq DNA polimerase e 0,25 uM dos devidos
iniciadores: p53.8S - CCCTTGCTCTCTCCTTCCATA e p53.8A
~-TTGGTACCTTAAGGGTGAAATA (tamanho do amplicon:
102pb). O perfil de ciclagem utilizado foi 5 min a 94°C, 40
ciclos de 1 min a 95°C, 30 s a 58°C e 1 min e 20 s a 72°C,
seguido por extensdo de 7 min a 72°C. Para a nested-PCR, um
mix de volume final de 25 pl foi feito, contendo 19,66 ul do
amplificado da primeira reacdo, 1x tampao de amplificacéo,
3 mM de MgCl,, 0,3 mM dNTPs, 1 U de enzima Tag DNA
polimerase e 0,25 pM dos mesmos iniciadores. O perfil de
ciclagem utilizado foi o mesmo da primeira reacéo.

Foram realizadas curvas de volume de amplificado e
de concentracdo de MgCl, para otimizar a reacdo. Para a
primeira curva escolhemos uma amostra amplificada an-
teriormente e realizamos a PCR conforme o procedimento
descrito anteriormente. Para a nested-PCR foram fornecidas
quantidades de 1, 4, 8 e 12 ul de amplificados procedentes



IHLASEH, S. M. et al. Microdissecgdo e captura a [aser na investigagdo do gene TP53 em tecidos incluidos em parafina ¢ | Bras Patol Med Lab # v. 43 ¢ n. 1 # p. 61-67 * fevereiro 2007

da primeira reacdo. Os demais reagentes permaneceram
nas mesmas concentracbes. Para a curva de MgCl,, a
primeira reacao foi realizada conforme ja referido. Na se-
gunda reacdo, concentracdes de tampao, dNTPs, primers
e Taq polimerase foram mantidas e o volume de 8 pL de
amplificado, fixado. As concentra¢bes de MgCl, foram de
3 mM (concentracdo da primeira reacdo) e 4 e 5 mM. A
andlise foi feita em gel de poliacrilamida a 7% corado com
solucdo de nitrato de prata, que permite maior acuidade
na discriminacao das bandas.

Resultados

Os resultados deste estudo sao apresentados na Ta-
bela 2. O diametro de 15 pm do feixe de laser permitiu

melhor controle de calibracdo do equipamento de MCL.
A andlise por espectrofotometria da quantidade de DNA
das amostras obtidas por MCL foi inferior a sensibilidade
do aparelho (< 2,5 pg/ml). As andlises das curvas de vo-
lume de amplificado e de concentracdo de MgCl, para
0 éxon 8 do gene TP53 indicaram que o volume de 8 pl
(Figura 3) e a concentracdo de 5mM (dados ndo mos-
trados) foram os que apresentaram melhores resultados
na nested-PCR. No total dos procedimentos executados,
48,3% das amostras amplificaram para o éxon 8 do gene
TP53 e 51,7% para o gene da ciclofilina (Figura 4).
Considerando a amplificacdo de pelo menos um dos dois
segmentos génicos, obtivemos 79,3% de amplificacdo
das amostras analisadas.

Amplificacao de DNA das amostras de figado e rins de ratos Wistar utilizadas para

Tabela 2 microdisseccao e captura a laser

Caso n? Diagnosticos MCLs Espessura do corte (nm)  TP53 éxon 8 Ciclofilina
1FT Carcinoma 1 6 - +
2FT Adenoma 1 4 + +
1EN Normal 2 4/6 -/- +/+
2FN Normal 2 4 + - --
4FT Carcinoma 1 6 - -
7FT Adenoma 1 6 + -
8FT Adenoma 1 6 - +
8EN Normal 1 6 + +
9EN Normal 1 6 - +
9FT Adenoma 1 6 - +
11FT Adenoma 1 6 + +
11EN Normal 1 6 - +
12FT Adenoma 2 5/6 +/- -/-
12EN Normal 1 6 + +
16FT Carcinoma 1 5 - =
16EN Normal 1 5 - -
20FT Carcinoma 1 6 - =
21FT Adenoma 1 6 - +
21FN Normal 2 5/6 -/ - -/ +
2RN Normal 1 5 + -
1RN Normal 1 5 + +
2RT Carcinoma 1 5 - +
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1RT Carcinoma 1
3RT Carcinoma 1
3RN Normal 1
4RT Carcinoma 1
5RT Carcinoma 1
5RN Normal 1
4RN Normal 1

+

Ul Ul U1 U1 U1 U1 U
1
1
1

+ -

FT: amostra de figado tumoral; FN: amostra de figado normal adjacente ao tumor; RT: amostra de rim tumoral; RN: amostra de rim normal adjacente ao tumor; MCLs: nimero

de microdisseccdes realizadas para cada amostra.

Figura 3 - Gel de agarose a 2% da amostra 11FT mostrando resultado da nested-PCR
para o éxon 8 do gene TP53 com diferentes volumes de amplificado da primeira reagdo
(1,4, 8e 12 pl). CN = controle negativo; M = marcador de 100 pb.

€+ AFN SFT &FN CN

102 ph)
ul P

Figura 4 - Géis de agarose 2% mostrando resultados da nested-PCR para um
subgrupo de amostras de figado: A) gene da ciclofilina. C+ = controle positivo dessa
reao, realizado com amostra néo-microdissecada. B) éxon 8 do gene TP53. CN =
controle negativo; M = marcador 100 pb.

Nossos resultados indicam que, em quase 80% das
amostras, a metodologia utilizada foi bem-sucedida para
obtencédo de segmentos de DNA de tecidos fixados em for-
malina tamponada e incluidos em parafina. A amplificacéo
dos segmentos génicos s6 foi possivel pela utilizacdo da
nested-PCR. Essa é uma variante da PCR que possui maior
sensibilidade, indicada quando os amplificados obtidos ini-
cialmente ndo sdo visualizados em gel de agarose, levando
ao risco de resultados falso negativos.

O preparo das laminas com os cortes histol6gicos possui
peculiaridades que sdo criticas para o sucesso da MCL. Por

exemplo, é importante no secar as laminas em estufa, pois
isso acarreta maior aderéncia do tecido a lamina, dificultan-
do seu “descolamento” pelo laser e consequiente captura
pelo cap apbs a microdisseccdo. Outro fator capaz de in-
terferir no éxito da MCL é a espessura do corte histolégico,
que pode variar conforme o tecido estudado. No caso de
6rgédos macicos, como figado e rim, a espessura de 5 ym
adotada no presente estudo foi adequada, pois forneceu
material gendmico suficiente para amplificacdo. Cortes
mais delgados, como 4 pm, fornecem menor quantidade
de material, e cortes mais espessos, como 6 pm, apesar de
fornecerem mais material, mostraram duas dificuldades: ndo
permitiram acurécia na visualizacéo das lesdes de interesse
e foram mais dificeis de dissecar. A coloracdo de azul de
toluidina foi escolhida por ser procedimento de menor custo
e de execucdo mais rapida do que a H-E convencional.

Nossos resultados mostraram que 51,7% das amostras
amplificaram para o gene da ciclofilina e 48,3% para o éxon
8 do gene TP53. Entretanto, cerca de 50% das amostras nao
amplificaram para pelo menos um dos genes. Esse niimero
relativamente alto de ndo-sucessos pode ser atribuido a diver-
sos fatores, que incluem: a) o esgotamento da suspenséo de
DNA extraido; b) problemas com o processamento técnico
dependentes da duracdo da fixacdo do tecido em formalina
e ou do tempo de inclusdo em parafina, resultando em frag-
mentacao do DNA; c) pouca quantidade de DNA genémico
obtido da extracdo. O insucesso parcial da amplificagdo do
gene house-keeping da ciclofilina também pode ser devido
ao longo comprimento de seu amplificado (440 pb), pois,
quando o DNA estd comprometido pelo processamento
do material, como é possivel ocorrer em material fixado e
incluido em parafina, é desejével que o desenho dos primers
envolva amplicons menores que 200 pb®.

Neste trabalho lidamos com dois fatores limitantes a
amplificacdo génica: o nimero relativamente reduzido
de células capturadas por MLC e a fragmentacéo de DNA
gendmico resultante do processamento histolégico dos
tecidos. A qualidade e a quantidade do DNA obtido na
extracdo das amostras parafinadas e microdissecadas nao
podem ser comparadas as conseguidas de tecido fresco e
homogéneo em sua composicao. Reconhecendo essas limi-
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tacOes inerentes ao material analisado, utilizamos recursos e
procedimentos adequados para a obtencdo de seqliéncias
de DNA para analise molecular.

Concluséao

No conjunto, os resultados indicam que o preparo dos
cortes histolégicos para MCL e a extracdo de DNA das lesoes
foram efetivos, permitindo a amplificacdo de segmentos ge-
némicos de interesse em quase 80% das amostras analisadas.
A incorporagdo da técnica de nested-PCR permitiu superar
a limitacdo resultante da escassez de material microdisseca-
do. Esses procedimentos podem ser (teis para pesquisa de
mutagdes génicas por seqlienciamento direto dos produtos

de PCR ou para estudos de expressao génica por RT-PCR em
material arquivado em blocos de parafina® 1%,
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