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1. Introducéo e Justificativa

Apesar dos avancgos da farmacologia e da biotecnologia no desenvolvimento de drogas
novas e potentes para o tratamento de doencas inflamatorias, uma das recomendacfes da
Organizacdo Mundial de Saude ¢ a de se intensificar a pesquisa na busca de novos produtos
naturais. Nossa proposta é a utilizacdo de probioticos conhecidos para avaliacdo de seus
possiveis efeitos benéficos no sistema digestivo e microbiota intestinal de mamiferos.

Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que conferem um beneficio a
salde do hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas. Além de beneficios a
salude humana, probioticos podem melhorar varios aspectos do crescimento e desempenho em
rebanhos e granjas, assim como controlar microrganismos indesejaveis em animais de corte.
Estudos indicam que probidticos podem prevenir ou tratar determinadas condicdes, incluindo
doencas atdpicas infantis, alergia alimentar, infeccdo pOs-operatoria, diarréia aguda e
sintomas associados com a sindrome do intestino irritado. Recentemente, real-time PCR e
microarranjos tornaram-se meétodos proeminentes e promissores para examinar mudancas
guantitativas de membros especificos da comunidade microbiana e a influéncia de probioticos
na estrutura e funcdo dos ecossistemas intestinais humano e de animais. Estudos
determinaram que apenas uma fracdo dos organismos presentes nas fezes é cultivavel, desta
forma, os resultados obtidos através de culturas sdo limitados. Por outro lado, profundo
conhecimento do genoma microbiano permitiu que real-time PCR e microarranjos fossem
mais sensiveis, o que resultou em métodos precisos para uma andlise compreensiva da
complexa microbiota intestinal. Alem disso, essas tecnologias podem calcular a interferéncia
de microrganismos intestinais no metabolismo do hospedeiro, em seu estado nutricional e
doengas.

O kefir, considerado um probidtico, € um produto natural das montanhas do Norte do
Céucaso, onde os primeiros cultivadores o utilizavam com leite de cabra cru, cheio de nata, ou
leite de vaca. O leite fresco era despejado em bolsas de couro de cabra, com os Gréos de Kefir
e, apds 24 horas de fermentacdo, uma amarracdo no canto da bolsa retinha quase todos os
graos, permitindo que o Kefir fosse separado e consumido. A bebida resultante era um liquido
espumante, cremoso em textura e consisténcia, com um conteudo de alcool de

aproximadamente 5% a 1%.



A bio-estrutura do grdo (uma espécie de bio-matriz) é criada a partir de um
relacionamento simbiotico, entre uma vasta mistura de bactérias especificas do acido latico e
de leveduras.

Apesar de tantas possiveis utilidades, o kefir foi pouco pesquisado no pais até hoje e
com os estudos concentrados no kefir fermentado no leite. Ele também pode ser produzido em
agua com acucar, mas para essa formulacdo ndo ha pesquisas que comprovam suas acoes.

Especialista em fermentados e probioticos, Célia Ferreira classifica o kefir como
alimento funcional. Funcional é qualquer alimento ou parte dele que proporcione beneficios a
salde, incluindo a prevencdo e tratamento de doencas, além de satisfazer os requisitos

nutricionais tradicionais.



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliagéo do efeito do tratamento com Kefir na microbiota e na expressdo génica das

células epiteliais do intestino de camundongos

2.2. Objetivos especificos

e  Quantificar comparativamente material genético de microbiota intestinal de
camundongos tratados e ndo tratados com Kefir, tendo como base Biffidobacterium spp, E.
coli, C. difficile, grupo B. fragilis, Lactobacillus spp e bactérias totais, através de Real-Time
PCR.

e Avaliacdo da expressdo génica de células do epitélio intestinal de

camundongos tratados com Kefir por meio de microarranjo



3. Metodologia

3.1. Animais

Serdo utilizados camundongos BALB/c fémeas, com idade entre 6 e 8 semanas,
mantidos em gaiolas de plastico, contendo no maximo 5 animais/gaiola. Quando chegam ao

biotério, onde sdo mantidos, os animais sdo vermifugados (invermectin 2%).

3.2. Administracdo do Kefir

A administracdo do Kefir ja se encontra protocolada. O leite fresco cru, pausterizado
ou ndo, desnatado, semi-desnatado ou integral, é colocado em um recipiente apropriado,
limpo, com os grdos de kefir. O conteudo € deixado a temperatura ambiente por
aproximadamente 24 horas. O leite fermentado é coado para separar e recuperar 0s graos de
kefir do kefir liquido. O leite sera administrado por gavagem aos animais com uma dose de
0,2ml.

3.3. Amostras Fecais

Amostras de fezes dos individuos incluidos no estudo serdo obtidas por evacuagdo
espontanea apds periodo de 30 dias de tratamento com Kefir do grupo teste. O material sera

transferido para tubo eppendorf estéril e sera processado em, no maximo, 1h.

3.4. Extracdo de DNA das amostras fecais

As amostras de fezes, sera adicionado tamp&o fosfato de sédio 10% p/v (0,1M, pH
6,5), contendo pectina, amido e xilano. O material sera homogeneizado em vortex e
centrifugado para remocdo de debris celular e restos alimentares. O sobrenadante sera
empregado para extracdo de DNA, empregando-se kit comercial (Stoll DNA kit, QIAGEN,
USA). O DNA serd ressuspenso em agua quimicamente pura estéril e dosado em

espectrofotbmetro UV.



3.5. Analise microbioldgica por Real-Time PCR

O DNA de todas as amostras fecais serdo submetidos a analise por Real-Time PCR
para Biffidobacterium spp, E. coli, C. difficile, grupo B. fragilis, Lactobacillus spp e bactérias
totais, baseado na sequiéncia do gene rDNA 16S (sondas e primers estdo listados na tabela 1).
Para determinacdo de Biffidobacterium spp, amplificadores serdo conduzidos num volume
total de 50 uL, contendo 1 X TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA), 300 nmol/L de ambos os primers, 150 nmol/L de sonda TagMan e 20uL de
DNA alvo purificado. Para E. coli, C. difficile, grupo B. fragilis, amplificadores serdo
conduzidos num volume total de 25 uL contendo 1 X TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), 900 nmol/L de ambos os primers, 200 nmol/L de sonda TagMan e 10
uL de DNA alvo purificado. A amplificagdo (2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C e 42
ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minutos a 60°C) e deteccdo serdo conduzidos com um
sistema de deteccédo de sequéncias Applied Biosystems Prism 7000 (PENDERS et al., 2006).

Para quantificacdo de lactobacilos e bactérias totais a determinagdo por Real-Time
PCR sera realizada com SYBR Greem | (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). A PCR para
lactobacilos serd conduzida num volume total de 25 uL, contendo 1 X iQ SYBR Greem
Supermix (Bio-Rad), 500 nmol/L de ambos os primers e 5 uL. de DNA alvo purificado. A
amplificacdo serd conduzida como a seguir: 5 minutos a 95°C, seguidos de 35 ciclos de 15
segundos a 95°C, 20 segundos a 58°C e 45 segundos a 72°C, com um passo de extensdo final
a 72°C por 5 minutos. Depois da amplificacdo, anélise da curva de anelamento sera executada
de 60°C para 95°C, com aumento de 0,5°C a cada 10 segundos. Para quantificacdo da
concentracdo bactérias totais, amplificagdes foram conduzidas num volume total de 25 pL,
contendo 1 X iQ SYBR Greem Supermix (Bio-Rad), 300 nmol/L de ambos os primers e 5 puL
de DNA alvo purificado. A amplificacdo seré conduzida por 4 minutos a 95°C e 30 segundos
a 60°C, seguidos por 35 ciclos de 30 segundos a 60°C, 15 segundos a 95°C e 30 segundos a
60°C. Finalmente, analise da curva de anelamento sera executada de 60°C para 95°C, com
aumento de 0,5°C a cada 10 segundos. Amplificacdo, analise da curva de anelamento e
deteccdo serdo conduzidos com o MyiQ single-color, sistema de detecgéo por Real-Time PCR
(Bio-Rad) (PENDERS et al., 2006).



Tabela 1 — Primers e sondas que serdo usadas neste estudo

Organismo Alvo

(Tamanho do Amplicon) Primer/Sonda Sequéncia (5’ para 3’) Tn°C Referéncia
Forward primer | GCGTGCTAACACATGCAAGTC 59
Bifidobacterium spp (126pb) | Reverse primer | CACCCGTTTCCAGGAGCTATT 59 | PENDERS et al., 2005
Sonda TCACGCATTACTCACCCGTTCGCC 70
Forward primer | CTAGCCGCGTGTATGAAGAA 59 | LUISDENS et al
E. coli (96pb) Reverse primer | CGGGTAACGTCAATGAGCAAA 59 2002 N
Sonda TATTAACTTTACTCCCTTCCTCCCCGCTGAA | 68
Forward primer | TTGAGCGATTTACTTCGGTAAAGA 58
C. difficile (114pb) Reverse primer | TGTACTGGCTCACCTTTGATATTCA 59 | PENDERS et al., 2005
Sonda CCACGCGTTACTCACCCGTCCG 69
Forward primer | CGGAGGATCCGAGCGTTA 58
Grupo B. Fragilis (92pb) Reverse primer | CCGCAAACTTTCACAACTGACTTA 59 ePIIE_'I\'UD ;F;? eztoaolé 2006
Sonda CGCTCCCTTTAAACCCAATAAATCCGG 68 "
RINTTILA et al,
. Forward primer | AGCAGTAGGGAATCTTCCA 59 | 2004, WALTER et al.,
Lactobacillus spp (341pb) | payerse primer | CACCGCTACACATGGAG 59 |2001 e HEILING et
al., 2002
Forward primer | TCCTACGGGAGGCAGCAGT 59 | NADKARNI et al,
Contagem total (467pb) Reverse primer | GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 58 | 2002

T, Indicacdo da temperatura de anelamanto
Referéncia: PENDERS et al., 2006

3.6. Sacrificacdo e obtencdo de células epiteliais do intestino

Os animais serdo anestesiados com xilasina (10 mg/Kg) e ketamina (100 mg/Kg) e
entdo sacrificados. Para extracdo de celulas epiteliais do intestino, o 6rgdo sera retirado,
macerado e misturado a 5mL de Percoll 40% (Sigma). Durante 20 minutos sera centrifugado

a 600xg de forma que as células epiteliais ficam no sobrenadante do col6ide de silica.

3.7. Extracéo de mRNA e obtencgéo de cDNA

Num tubo de 50mL estéril serdo acrescentados aproximadamente 1x10° células
epiteilais do intestino de camundongos e estas serdo centrifigadas a 300xg por 5 minutos a
4°C. O sobrenadante sera desprezado e o pellet ressuspenso com 25mL de solucéo fisiologica
estéril. A preparacdo serd novamente centrifugada como descrito anteriormente e o
sobrenadante desprezado. Serdo entdo adicionados 15mL do Tampdo Desnaturante pre-
resfriado a 4°C, homogeneizado por inversdo e vortexado por 15 segundos. Para extragdo do
RNA adicionaremos 1,2 mL de Acetato de Sodio 2M em pH 4,0 e a 4°C. A preparacao sera
agitada vigorosamente por inversdo e sera adicionado ao tubo 12mL de Fenol-Cloroformio a
4°C e, em seguida, homogeneizado novamente por inversao e vortexado por 10 segundos. O
tubo ficara em banho de gelo por 15 minutos sendo, em seguida, a mistura transferida para



outro tubo de 50mL e centrifugada a 10.000xg por 20 minutos a 4°C. A fase superior da
solucéo serd removida cuidadosamente e transferida para outro tubo de 50mL. A precipitacdo
do RNA total se da inicialmente pela adi¢do de Isopropanol a 4°C (proporcdo 1:1 (v/v)). O
tubo serd incubado a —20°C por 15 minutos. Para resultados otimizados, a precipitacdo pode
seguir overnight. Novamente a preparacdo serd centrifugada a 10,000xg por 15 minutos a
4°C, o sobrenadante sera removido e o pellet ressuspenso em 10mL de Etanol 75% gelado
(4°C). Os tubos serdo secos e invertidos sobre papel absorvente em fluxo laminar por no
maximo 10 minutos. O material sera ressuspenso em 1mL de agua deionizada estaril a 4°C e
armazenado a —20°C. Para extracdo do mRNA, submeteremos o RNA total a separacdo em
coluna cromatografica por afinidade por oligo-dT.

A fim de analisar de expressdao génica em microarranjo converteremos mRNA em
cDNA. Para tanto, utilizaremos 5x tampé&o — transcriptase reversa para 10 mL: 250 mM Tris
HCI pH 8.3 (2.5 mL de 1M), 40 mM MgCI2 (400 mL de 1M) e 150mM KCI (150 mL de
1M). Seré acrescentado 20 mg do RNA total (0 que representa aproximadamente 0.2 mg de
MRNA), 10 mL 10x mm LV-RT tampdo com DTT, 2 ml 0.05 mg de dT15 (oligo dT cujo
tamanho € de 15- 18 nucleotideos), 8-X mL de dH20 (i.e volume total é igual a 20 mL). A
preparacdo serd aquecida a 90-95°C e rapidamente resfriada em gelo. Em outro tubo serdo
misturados 20mL do RNA-Dt mix, 2ml 10mM dNTPs (2 mM de cada dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) e 66ml dH20 DEPC. Alem disso sera utilizado 1 mL de inibidor de RNase (esta é uma
proteina sensivel, requer pelo menos ImMDTT), 1 ml Transcriptase Reversa. A incubacao
serd por 15 min em temperatura ambiente e 45 min a 45°C

3.8. Microarranjo
Usaremos GeneChip® HT Mouse Genome 430 Array Plate Set (Affymetrix) para

avaliacdo da expressdo génica de células do epitélio intestinal de camundongos tratados com
Kefir.



4. Cronograma

s|EIZ|E|Z|g|e|&|8|2|8|F
Atividade / Periodo 3|5 % % ’% S| 8 u% S ;QO % %
Pesquisa Bibliografica XX X[ X[ X[|X|X|X[|X]|X
Obtencéo dos animais X
Administracdo do Kefir X
Obtencéo das amostras fecais X
Extracdo de DNA das amostras fecais X
Anélise microbioldgica por Real-time PCR X[ X[ X|X]|X
Sacrificacao e obtencédo do intestino X
Extracdo de mRNA e obtencdo de cDNA X | X
Microarranjo X[ XX

5. Orcamento

5.1 Reagentes para RT-PCR para 200 reacdes: cerca de US$ 250,00 (preco
informado pelo Doutorando Rodrigo Estevdo do Laboratério de Microbiologia Oral e
Anaerobia ICB/UFMG)

5.2 Reagentes para purificacdo de DNA para 100 preps: cerca de US$ 220,00
(preco estimado baseado no site: http://www.chemicell.com/)

5.3 Micro-arranjo de 3.918 sequéncias: cerca de US$ 520,00 dblares sem agregar

sequéncias mais longas (preco estimado baseado no site: http://www. Icsciences.com/)
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7. Parecer das apresentacoes

7.1 - Grupo 1 — Técnica do PRO-DRUG combinando o adHSVtk e a droga GVC

como uma estratégia para a terapia génica

7.1.1 - Proposta: O projeto procura expandir a técnica HSV-TK/GCV usada
eficientemente na maioria dos casos de combates a tumores cerebrais para outros tipos

recorrentes de tumores de modo a obterem-se novas alternativas para o tratamento do cancer.

7.1.2 - Relevancia: Trata-se de um projeto relevante uma vez que a técnica HSV-
TK/GVC tem tido uma grande aplicabilidade nos casos de tratamento de tumores cerebrais.
Dessa forma, uma possivel expansao dessa técnica a outros tipos de tumores, como proposto
pelo projeto, significaria, incontestavelmente, um grande avango nos estudos relacionados ao
combate ao cancer. A relevancia desse projeto fica ainda destacada quando consideramos 0s
niveis crescentes de ocorréncia de cancer na populacdo mundial e a importancia das terapias

génicas, tais como a tecnica HSV-TK/GVC, no tratamento dessa doenca.

7.1.3 - Viabilidade: O projeto é viavel, apresentando no decorrer de sua metodologia
métodos ha muito utilizados tais como o Western Blot, Eletroforese de campo pulsatil e

microarranjo.

7.2 - Grupo 2 - 'Biomol: Grupo 2 - "Estudo sobre a variacdo da expressdo da

HBD-2 e HBD-3 em queratindcitos expostos ao fungo Malassezia furfur*

7.2.1 - Proposta: O projeto propde avaliar a expressdéo de hBD-2 e hBD-3 em

queratindcitos expostos ao fungo Malassezia Furfur.

7.2.2 - Relevancia: O projeto, a nosso ver, propde um estudo de grande importancia.
Isto porque, através dele poderemos compreender com mais clareza o mecanismo de acéo da
hBD-2 e hBD-3 nos queratindcitos e, assim, formular hipoteses que explicariam o porqué de,

mesmo estas sendo moléculas microbicidas, tais células ainda estdo sujeitas a micoses. Além



disso, a avaliacdo da expressdo dessas substancias expostas ao fungo poderiam sugerir

mecanismos eficazes para o tratamento de micoses.

7.2.3 - Viabilidade: é viavel, uma vez os protocolos pareceram confiaveis, simples e
condizentes com o0 que o projeto propde. Dessa forma, provavelmente o grupo tera sucesso

em seu trabalho.

7.3 - Grupo 3 - Transcricdo génica de RNA mensageiro ligados a
tigmomorfogénese em Arabidopsis thaliana (Brassicaceae)

7.3.1 - Proposta: verificar expressao de genes envolvidos no aumento do crescimento

apical e diminuicdo do radial de Arabidopsis submetidas a estresse mecanico (vento).

7.3.2 - Relevancia: projeto relevante, sobretudo sob o aspecto comercial (como
sugerido pelo proprio grupo na apresentacdo). Uma vez sabendo quais genes sdo silenciados e
quais sdo expressados, aqueles que tém madeira como matéria-prima podem usar deste
artificio para obter troncos mais lenhosos ou mais ramificados. Excluindo-se esta oOtica
financeira, o projeto tem relevancia também no campo da ecologia, pois a partir deste
conhecimento da expressdo génica um reflorestamento de areas sob diferentes condicdes

climéticas torna-se mais viavel.

7.3.3 - Viabilidade: projeto simples utilizando técnicas rotineiras em laboratorio e
com custo relativamente baixo. O uso de Arabidopsis pode ser considerado um ponto a favor

devido ao facil cultivo, pequeno tamanho e seqtienciamento conhecido.

7.4 - Grupo 4 - Eucalipto transgénico para recuperagdo de &reas contaminadas
por metais pesados

7.4.1 - Proposta: produzir um OGM (organismo geneticamente modificado), no caso
um eucalipto hibrido de duas espécies, em que se detectou a presenca de fitoquelatinas,
peptideos capazes de quelar e armazenar metais pesados em vesiculas, de forma que estes ndo

possam danificar a estrutura vegetal. O eucalipto transgénico teria a expressao de



fitoquelatinas aumentada com o intuito de ser utilizado para recuperacdo de solos

contaminados com determinados metais pesados.

7.4.2 - Relevancia: é um projeto relevante, ja que apresenta uma possivel solugcdo a
regides que apresentam contaminagdo por metais pesados para as quase ainda ndo ha

alternativas eficazes de restauracéo.

7.4.3 - Viabilidade: é uma proposta interessante e bastante ousada, pois tanto o
método de producdo do organismo transgénico e a fase de experimentacdo do mesmo podem
durar longo tempo. Deve-se ter em vista também os possiveis efeitos ecologicos de um OGM

gue acumule metais pesados em sua estrutura, como a magnificacao trofica.

7.5 - Grupo 5 — Aspectos Peculiares da Leucemia em Criancas com Sindrome de

Down

7.5.1 - Proposta: anélise da possivel diferenca na expressdo génica, através de
comparacao do proteoma de medula 6éssea, de criangas leucémicas portadoras de sindrome de
Down e normais levando-se em consideracdo que criangas com a trissomia do cromossomo
21 tém 20% mais chance de desenvolverem leucemia (sobretudo do tipo megacarioblastica

aguda ou mieldide aguda).

7.5.2 - Relevancia: projeto com relevancia consideravel. A comparacdo entre 0S
quatro primeiros grupos usados trara consisténcia a hipotese levantada e podera apontar uma
razdo pela qual existe uma maior susceptibilidade de criancas com sindrome de Down
desenvolverem este tipo de leucemia com uma freqiiéncia maior do que a apresentada em
criancas normais. Entretanto um ponto que pareceu falho é a utilizacdo de quimioterapico
para avaliar seus efeitos no tratamento em um grupo de leucémicos com trissomia (grupo V),
mas ndao ha um “grupo VI” de leucémicos sem trissomia submetidos ao mesmo tratamento

para que se faga a comparacao.

7.5.3 - Viabilidade: viavel embora possa apresentar como fator complicador o

recrutamento de voluntarios. Sobre as técnicas utilizadas parece ndo haver problemas pois



tratam-se de técnicas ja utilizadas com certa frequéncia nos laboratérios de biologia

molecular.

7.6 - Grupo 6 - Determinacdo e comparacdo da expressdo génica entre

endomeétrios normais, hiperplasicos e com endometriose.

7.6.1 - Proposta: o projeto propGe a compara¢do da expressao génica entre células do
endométrio de mulheres férteis, de mulheres com infertilidade portadoras de endometriose e
portadoras de Hiperplasia Endometrial a fim de, posteriormente, se fazer a identificagdo de
possiveis genes com padrdes diferentes de expressdéo em cada um desses casos. O
entendimento desses diferentes padrdes seria uma ferramenta a mais no entendimento das

causas da infertilidade feminina.

7.6.2 - Relevancia: trata-se de um projeto relevante ja que, ainda que a relagéo entre
endometriose e Hiperplasia Endometrial com a infertilidade seja incerta, tem-se uma possivel
ligacdo entre essas doencas que acometem o Utero e a ocorréncia de infertilidade nas
mulheres. Dessa forma, o reconhecimento das diferencas de expressdes génicas em células do
endometrio de mulheres ferteis, mulheres com Endometriose e Hiperplasia Endometrial pode,
de fato, auxiliar na compreensdo das causas da infertilidade favorecendo os estudos

relacionados ao seu tratamento.

7.6.3 - Viabilidade: o projeto é viavel embora possa apresentar alguns pontos
complicadores, tais como: o recrutamento de voluntarias que estivessem, primeiro, dispostas a
submeterem-se a uma ultra-sonografia transvaginal e que, além disso, possuissem um ciclo
menstrual regular j& que a biopsia do endométrio seria realizada no 21° dia do ciclo e sete dias

apos a ovulacdo. Contudo, tais complicadores ndo inviabilizam o projeto.
7.7 - Grupo 8 — Construcéo de bactérias verdes fluorescentes para uso didatico
7.7.1 - Proposta: produzir bactérias da espécie Escherichia coli com o gene para

sintese de pigmento fluorescente derivado de algas, para fins didaticos como demonstracao de

processos bioldgicos em microrganismos.



7.7.2 - Relevancia: é um projeto simples, porém bastante interessante e muito util.
Microrganismos que expressem o gene de fluorescéncia usados para fins didaticos em escolas
seriam muito instrutivos e enriquecedores para a formacgdo cientifica dos estudantes dos

ensinos fundamental, médio e também superior.

7.7.3 - Viabilidade: o projeto apresenta proposta simples e demanda métodos bastante
difundidos no meio cientifico, de facil acesso e que exigem investimentos ndo muito altos.

Portanto, bastante viavel.



