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RESUMO:

A analise de células individuais tem sido amplamente reconhecida como técnica
chave para o entendimento das fungdes celulares, aprimorando as formas de dife-
renciacao entre um tecido saudavel e um doente, permitindo assim varios avancgos
e descobertas em diversas areas, entre elas a neurociéncia, reproducao humana,
microbiologia e oncologia. O avanco dessas técnicas mostra-se particularmente
importante para tecidos com alto grau de variacao, como tumores, podendo revelar
diferencas estruturais e mutagdes que poderiam ser mascaradas por outras célu-
las em um sequenciamento em massa. O estudo detalhado do genoma de células
individuais é capaz de mostrar fungdes até entdo desconhecidas, em células feno-
tipicamente idénticas em um determinado 6rgao, porém, varios desafios precisam
ser ultrapassados. O principal desafio é extrair uma quantidade muito pequena de
amostra e amplifica-la de forma a gerar quantidade suficiente de material para que
seja feito um sequenciamento confiavel. Lidar com baixas concentracoes de DNA
pode levar a degradagao, perda de amostra e contaminagdes podendo ter um gran-
de efeito na qualidade do sequenciamento. Devido a essas dificuldades, o objetivo
deste trabalho é descrever as técnicas utilizadas para o sequenciamento de célula
individual, desde a manipulacao até a amplificacdo, mostrando a importancia dessa
técnica para o estudo do cancer e para o aprimoramento dos principais temas en-
volvidos na eficacia da terapia do cancer: deteccdo, progressao e predicao.

Palavras Chave: sequenciamento em célula individual; cancer; célula tumoral
circulante; MDA; MALBAC.



ABSTRACT:

The single cell analysis has been widely recognized as the main technique for the
better understanding of cell functions, improving the ways of differentiation be-
tween healthy and unhealthy tissues, allowing several advances and discoveries
in many different areas, including neuroscience, human reproduction, microbio-
logy and oncology. These advances are particularly important for tissues with

a high degree of variation, such as tumors, revealing structural differences and
mutations that could be masked by other cells in a mass sequencing, for being
part of only a small fraction of the studied cells. The detailed genomic study of
individual cells is capable to show previously unknown functions, in phenotypi-
cally identical cells at a specific organ, however, several challenges still need to
be overcome. The main challenge is to extract a very small sample and amplify
it in @ way to generate enough material for a reliable sequencing. Dealing with a
low concentration of DNA can lead to degradation, loss of the sample and conta-
mination, having a great effect in the quality of the sequencing. Due to these
difficulties in the amplification of the DNA from a single cell, this review aims to
describe the techniques used for single cell sequencing, from manipulation to
amplification, showing the importance of this technique for cancer studies and for
the improvement of the main themes related to the efficiency of cancer thera-
pies: detection, progression and prediction.

Keywords: single cell sequencing; cancer; circulating tumor cell; MDA; MALBAC.

1. INTRODUCAO

Apesar da maior parte dos sequenciamentos de DNA e RNA serem feitos a partir
de amostras de tecidos ou cultura de células, fazendo com que diferencas entre
as células muitas vezes passem despercebidas, as diferencas genémicas em
alguns tipos celulares sao bem caracterizadas e tém sido estudadas por décadas
1, A unidade fundamental de todos os sistemas bioldgicos é a célula, cada célula
controla os parametros dos seus respectivos sistemas 2. O sequenciamento de
células individuais permite o melhor entendimento das fungdes celulares em seu
meio, aprimorando as formas de diferenciacdo entre um tecido saudavel e um
tecido doente. Isso tem permitido avancos e descobertas em diversas areas,
dentre elas a neurociéncia, a reproducdo humana, a microbiologia e a oncologia 3.

A microbiologia, por exemplo, proporciona uma vasta area para a utilizagdo desta
técnica. Aproximadamente 99% dos microrganismos, segundo a maior parte das
estimativas, ainda nao podem ser cultivadas, sendo observadas somente pelo uso
de marcadores. Nos ultimos anos, muitos desses microrganismos tém sido estu-
dados por meio do sequenciamento de células individuais, sendo que tais estudos
tendem a crescer exponencialmente junto ao aperfeicoamento da técnica. Esses
novos dados podem elucidar fungdes anteriormente desconhecidas de microrga-
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nismos, relacionando-os com a saude humana tanto positivamente, através da
microbiota, quanto negativamente, pela descoberta de novos patdgenos .

Na imunologia, a técnica de analise de células individuais permitiu a descoberta de
novos tipos celulares dentro do sistema imune “. A analise do RNA mensageiro de
células individuais permitiu, por exemplo, a descoberta de um tipo raro de célula
intestinal . Na clinica, o sequenciamento de célula Unica pode ajudar na triagem
de embrides fertilizados in vitro para pacientes de risco. Os corpusculos polares
sdao considerados dispensaveis para o desenvolvimento do embrido e, assim,
podem ser removidos com segurancga utilizando micropipetas para a selegao de
ovulos normais fertilizados, no caso de doengas genéticas maternas. Uma Unica
célula também pode ser retirada do blastocisto e testada para doencas genéticas
paternas, permitindo a selecao de embrides nao afetados 3 ©.

As analises em células individuais sdo particularmente importantes para o estudo
de tecidos com altos graus de variagbes, como o cérebro e tumores, podendo
revelar diferencas estruturais e mutagdes. Neurdnios, por exemplo, podem ser
caracterizados em diferentes tipos celulares baseados na morfologia, padrdes
de condutividade e diversidades de moléculas expressas, porém, essas informa-
coes podem passar despercebidas quando estudadas em grupos de células 7. Nos
estudos de célula tronco o sequenciamento de célula individual tem permitido a
descoberta e o estudo tanto de células tronco pluripotentes quanto de células
tronco tecido especificas 8.

Diferencas na expressao génica de células raras podem nao ser detectadas, por
contribuirem apenas a uma pequena fracao do tecido total. O uso do sequencia-
mento de transcritomas (RNA-Seq) em células individuais é capaz de detectar
essas diferencas e tém confirmado que neurbnios morfologicamente idénticos de
uma mesma regiao possuem diferentes padroes de expressao génica 7 °,

O valor da técnica de sequenciamento em células individuais para o estudo do
cancer vem da possibilidade de se obter uma enorme quantidade de informacgoes
a partir de uma Unica célula tumoral. Tumores sao formados por uma complexa
associacao de varios tipos celulares que inclui fibroblastos ndo cancerosos, células
endoteliais, linfécitos e macréfagos que, juntos, muitas vezes, constituem mais de
50% do DNA ou RNA extraido. Essa associacao de materiais gendmicos extraidos
pode mascarar o sinal das células cancerigenas, dificultando assim, a comparacgao
de dados entre células ou ainda um estudo mais detalhado sobre o cancer *°.
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2. CONSIDERACOES GERAIS

2.1 Sequenciamento em células individuais

Um grande e rapido progresso tem acontecido nos ultimos anos em relagao ao
sequenciamento de células individuais, e dado que este campo esta no inicio do
seu desenvolvimento ainda ha muito para ser explorado 2.

A principal vantagem de se analisar uma populacdo de células separadamente ao
invés de medir a média do tecido é a possibilidade de entender a interagao exis-
tente entre cada célula e sua contribuicdao para o todo . O progresso dessa técnica
nos mostra que em todas as populacdes celulares existe um nivel de heteroge-
neidade entre células do mesmo tipo e este fato pode ser muito importante para
o entendimento de varios sistemas bioldgicos complexos, facilitando o estudo de
doencas e o desenvolvimento de tratamentos %/ 12,

O principal desafio de analisar uma Unica célula é extrair uma quantidade muito
pequena de amostra e amplifica-la de forma eficaz gerando quantidade suficiente
de material para que seja feito o sequenciamento confidvel. Lidar com pequenas
guantidades de amostra significa que a degradacao, perda e contaminagoes podem
gerar um grande efeito na qualidade do sequenciamento 3.

O isolamento de células de um tecido pode ser realizado de varias formas, e sao
classificados como células especifica (biased) ou aleatorias (unbiased). A prin-
cipio, uma amostra aleatdria reflete melhor a composicdo do tecido, porém, uma
amostra especifica pode ser necessaria para o isolamento de células raras *3.

Varias técnicas podem ser utilizadas para o isolamento das células, micropipe-
tagem, microdisseccao a laser, FACS (fluorescence-activated cell sorting) e MACS
(magnetic activated cell sorting) 3 *(Tabela 1). Em suspensdes de células, o isola-
mento pode ser feito por meio da micropipetagem *3. Este € um método de baixo
custo e tecnicamente simples, os Unicos materiais necessarios sao uma pipeta e
um microscépio. O procedimento inicia-se pela digestdo enzimatica do tecido para
gerar uma suspensdo de células, em seguida essa suspensao € diluida para aproxi-
madamente 10-20 células por 1 ul de solugdo e examinada no microscdpio para a
selecdo e aspiracdo da célula desejada *°. Esta técnica se mostra muito trabalhosa
e com um rendimento pequeno 2. Alguns pesquisadores propuseram 0 uso da
técnica FISH (fluorescence in situ hybridization) para aumentar a eficiéncia desta
técnica *°.
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Tabela 1. Vantagens e desvantagens dos métodos de isolamento de células indi-
viduais (Adaptado de Shapiro, 2013 13).

Célula espe- Processo
Método cifica ou Rendimento manual ou
aleatoria automatizado
Micromanipulagao Aleatodria Baixo Baixo Manual
Aleatdria
FACS . / Alto Alto Automatizado
Especifica
LCM Aleatoria Baixo Alto Manual

O isolamento por microdisseccdo a laser (LCM) é usado para isolar células direta-
mente do seu tecido de origem sem o uso de qualquer produto quimico 5. O proce-
dimento basico envolve cobrir o tecido alvo com um filme termoplastico e atirar
o laser no filme para que este derreta e fique aderido a célula alvo, facilitando o
isolamento mecanico desta célula >. Porém o uso desta técnica para o isolamento
de células individuais ndo é capaz de eliminar todos contaminantes de células vizi-
nhas presentes na célula alvo 7 18,

O FACS pode ser utilizado tanto para selecao de células especificas quando para
captura de células aleatdrias, sendo este o0 método mais eficiente para isolamento
celular’3. Esse método é capaz de selecionar e analisar células de tecidos hetero-
géneos usando sinais de fluorescéncia e parametros de dispersao de luz >, Esta
técnica inicia-se com células em suspensdao que serao marcadas com anticorpos
fluorescentes especificos para a célula alvo, dessa maneira a célula alvo pode ser
identificada e isolada para analise . Esta técnica tem muitas vantagens sobre as
outras, incluindo maior velocidade de isolamento e maior rendimento, porém a
capacidade de deteccao de fluorescéncia do FACS é relativamente baixa, fazendo
com que marcadores de baixa expressao ndao sejam detectados, podendo nao
captar algumas células especificas > 1°,

A técnica MACS é capaz de capturar e isolar células individuais de forma rapida e
efetiva. O procedimento envolve a imunorreatividade de antigenos na membrana
celular e anticorpos ligados a particulas magnéticas que permitem a selegcao das
células por campo magnético 2% 2!, Estd técnica mostrou-se particularmente util
para o isolamento de células tumorais circulantes (CTCs) do sangue periférico em
pesquisas relacionadas ao cancer 2°,

Com o surgimento e maior aplicacdo do sequenciamento em célula individual,
varias técnicas de amplificagdo foram criadas. As principais descobertas que
permitiram a criagcdao dessas técnicas foram as polimerases Phi29 (#29) isolada de
Bacillus subtilis e a polimerase Bst, isolada de Bacillus stearothermophilus, que sao
capazes de amplificar o genoma humano acima de mil vezes por meio do uso das
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técnicas MDA (multiple displacement amplification) e MALBAC (multiple annealing
looping-based amplification cycle) 2. O numero de técnicas e de kits para ampli-
ficacdo especifica de célula individual vem aumentando, porém, existem varios
parametros a serem considerados em sua escolha, como a uniformidade da ampli-
ficacdo, cobertura, taxa de erro, numero de amplificacdes necessarias, tipos de
reagentes utilizados, entre outros. Varias comparagoes ainda sao necessarias para
a identificacao das melhores combinacdes entre amostras e reagentes a serem
utilizados!.

Apds a amplifficacdo é necessario realizar a leitura das sequéncias amplificadas,
para isso é utilizada a técnica NGS (Next Generation Sequencing), que vem sendo
aperfeicoada cada vez mais para permitir o sequenciamento de células Unicas
2, Em geral, uma vez que o DNA ou RNA da célula individual foi amplificado, a
plataforma de NGS mais usada é a Illumina, porém algumas plataformas como a
Pacific Biosciences atualmente permitem leituras mais longas, o que pode gerar
informagdes complementares 2.

3. MDA E MALBAC

A MDA é uma técnica isotérmica linear, baseada no uso de polimerases de alta
capacidade (®29 e Bst) em conjunto com primers aleatérios modificados, criando
estruturas ramificadas para a amplificacao total do genoma com alta fidelidade,
porém ndo muito uniformes, o que pode permitir resultados falso positivos 2. Foi
desenvolvida para a amplificacdo total do genoma a partir de quantidades muito
pequenas de amostras 22 23 (Figura 1).

Figura 1. Representacdo do mecanismo de amplificacdo por MDA (Fakruddin et al., 2013 %)
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Ao contrario da técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction), a amplificacdo por
MDA n3o necessita de ciclos de repeticdo. E realizada uma desnaturacdo inicial
da amostra, seguida pela amplificacao, que pode durar de 6 a 18 horas a 30 °C,
e finalizada pela inativagcao da DNA polimerase a 65 °C por 10 minutos. O rendi-
mento e a sensibilidade sdo altos. A partir de 1-10 cdpias do genoma humano
podem ser obtidos 20-30 pg de DNA 23,

MALBAC é uma técnica semi-linear que combina recursos do MDA e da PCR. Esta
técnica de amplificacdo oferece alta uniformidade. Um sequenciamento feito com
amostras amplificadas por MALBAC alcangcam 93% de cobertura genomica 12 22/ 24,

A amplificacdo se inicia com um pool/ de primers aleatérios, cada um tendo em
comum uma sequéncia de 27 nucleotideos e 8 nucleotideos variaveis, que podem
se hibridizar uniformemente a amostra inicial a 0 °C. A 65 °C a DNA polimerase
gera semiamplicons de tamanhos variados (0.5 - 1.5 kb) que sao entdao sepa-
rados da amostra inicial a 94 °C. Sao realizados 5 ciclos de preamplificagdao a 58
°C, permitindo a formacgao de amplicons completos e o looping desses amplicons,
evitando amplificagdes adicionais e hibridizagao cruzada. Por fim é realizada uma
amplificacao exponencial por PCR gerando a quantidade necessaria de DNA para o
sequenciamento 24,

4. APLICAGOES NA FISIOLOGIA DO CANCER

O cancer é uma doencga causada por mutacdes no DNA, juntamente com falhas
nos processos de reparo celular, levando a uma expansao clonal descontrolada 2°
que esta entre as doengas mais letais e debilitantes do mundo, apesar do grande
numero de pesquisas realizadas para desvendar os mecanismos moleculares da
doenca e seus processos patoldgicos *°.

Tumores sao muitas vezes misturas de varios tipos celulares. Essa heterogenei-
dade altera o resultado das analises. Quando varias células estao presentes, a
anadlise reflete a média da populacdo de células ou o conjunto de células domi-
nantes, que podem nao ser os mais malignos presentes no tumor 7 1%, Em geral,
somente mutacdes que sao encontradas em varias células sdo consideradas reais,
como resultado algumas mutagdoes mais raras podem passar despercebidas. Com
o uso do sequenciamento de célula individual, é possivel estuda-las separada-
mente permitindo avaliar quais células sdao as mais malignas, quais tem maior
potencial para metastase e até quais podem desenvolver resisténcia aos trata-
mentos quimioterapicos, além de facilitar a descoberta de biomarcadores para
serem usados no diagndstico e progndstico do cancer e de alvos para terapias
moleculares 15 26: 27: 28; 29 Essa técnica ja permitiu, por exemplo, a identificacao de
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uma subpopulacao distinta de células tumorais em adenocarcinoma pulmonar 3° e
também a identificacdo de candidatos a biomarcadores para células circulantes de
melanoma 31,

Avancos técnicos em pesquisas recentes tornaram possivel o estudo do cancer
em nivel celular. Esses métodos sdo considerados importantes ferramentas para
avaliar a evolucao da doencga, permitindo assim grande evolugao tanto na pesquisa
guanto na pratica clinica 2>. Com o sequenciamento de célula individual é possivel
tracar o perfil de células cancerigenas escassas, monitorar células tumorais circu-
lantes e detectar células que possam ser resistentes a quimioterapia. Essas aplica-
cOes poderdo aprimorar os trés principais temas envolvidos na eficacia da terapia
do cancer: detecgao, progressao e predicao 1,

5. CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES

Apesar de décadas de estudos para entender o papel das células tumorais circu-
lantes (CTCs), muito ainda permanece desconhecido. As CTCs infiltram-se no
sistema circulatorio, provindas de tumores primarios e, ao contrario de outras
células presentes na circulagdo, as CTCs normalmente apresentam marcadores de
superficie epitelial, como o EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) que as dife-
rencia de outras células sanguineas. Nos pacientes com cancer a média de CTCs
encontradas é de uma em 7,5mL de sangue. As CTCs foram quantificadas pela
primeira vez por RT-PCR (real-time PCR), utilizando marcadores especificos para
genes tumorais, porém, os resultados foram insuficientes em termos de sensibi-
lidade, especificidade e reprodutibilidade, devido, principalmente, a possibilidade
de contaminacdes. Além disso, este método nao fornece evidéncias diretas sobre
a presenca de CTCs no sangue 32,

Uma importante aplicacdo para o sequenciamento de célula individual é tracar o
perfil gendmico ou as sequéncias de mutacdoes presentes em CTCs e em células
tumorais disseminadas (DTCs- células que se disseminam dentro de tecidos, como
0s 0ss0s), permitindo assim o diagndstico e o monitoramento de pacientes com
cancer. A partir dessas células, importantes informacdes sobre a atividade do
cancer podem ser obtidas sem a necessidade de uma bidpsia °. Estudos recentes
mostraram que diversos pacientes apresentando tumores primarios ndo metasta-
ticos apresentavam evidéncias de CTCs 10 33,

Varios métodos foram criados para a contagem e o isolamento das CTCs no sangue.
Esses métodos normalmente dependem do uso de anticorpos anti EpCAM para que
seja possivel a separagao dessas poucas células em meio as células sanguineas,

Atas de Ciéncias da Saude


http://www.revistaseletronicas.fmu.br/index.php/ACIS/index

porém, a EpCAM ndo é 100% especifica, e os métodos utilizados atualmente para
a distincdo de células tumorais e contaminantes ndao sao seguros 1°,

6. A BIOINFORMATICA NA ANALISE DOS DADOS

O estudo de células individuais esta crescendo rapidamente e nos ultimos anos
varias técnicas surgiram, porém ainda sao poucas as ferramentas de bioinforma-
tica disponiveis para estas analises. O sequenciamento de DNA/RNA de células
individuais normalmente possui baixa cobertura genémica e grandes chances de
erro, pois as regidoes do genoma nao amplificadas nao serao sequenciadas e as
ferramentas desenvolvidas para o sequenciamento em massa nao funcionam bem
para células individuais 22.

Apesar do sequenciamento de célula individual fornecer uma grande quantidade
de informacgdes em relacao a heterogeneidade e evolugao de tumores, ainda
existem varios problemas técnicos a serem resolvidos. A precisao e a sensibilidade
da deteccao das variacoes celulares podem afetar significativamente a analise da
populacao de células 22,

O continuo avanco e aplicacao dessa técnica requer o desenvolvimento de novos
algoritmos e softwares capazes de lidar com as caracteristicas das técnicas desen-
volvidas. S3ao necessarias ferramentas para avaliar o desempenho de diferentes
tecnologias de sequenciamento de célula individual e normas técnicas para a
avaliacao da cobertura gendémica, para que os resultados de diferentes tecnolo-
gias possam ser comparados. Também sao necessarias ferramentas para lidar
com a grande quantidade de dados que serdao gerados em projetos de sequencia-
mento de células individual, que provavelmente serda maior do que em projetos de
sequenciamento padrao %2,

7. CONSIDERACOES FINAIS

O sequenciamento de células individuais mostra-se uma ferramenta de grande
importancia em diversas areas da biologia e da medicina, permitindo, por exemplo,
o estudo genético pré-implantacional em clinicas de fertilizacdo in vitro, o estudo
de microrganismos de dificil cultivo e, principalmente, o estudo mais aprofundado
de células raras. Varias diferencas funcionais em células anteriormente tidas como
idénticas ja foram descobertas por meio dessa técnica, utilizando MDA e MALBAC
como forma de amplificacdo, porém, ela ainda é pouco conhecida e pouco utili-
zada. Dentro da oncologia, o uso do sequenciamento de célula individual permite
gue sejam encontradas e estudadas células especificas dentro de massas tumo-
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rais heterogéneas, e também, células tumorais circulantes, que ainda sao pouco
conhecidas devido a pequena quantidade presente no sangue. O estudo de forma
individual destas células torna possivel uma pesquisa mais aprofundada da doenca
e com isso, a deteccdo e o tratamento do cancer podem ser aprimorados. E preciso
desenvolver novas ferramentas e aprimorar as ja existentes, tanto para a mani-
pulacdo das células, amplificacdo e sequenciamento do genoma, quanto para a
analise dos dados obtidos. Também sdo necessarios mais testes para que sejam
definidas as melhores combinagcdes entre amostras e reagentes a serem utilizados,
buscando aumentar a confiabilidade da técnica de sequenciamento de células
individuais.
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