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Resumo

Um adenovirus atenuado — dl 1520 (ONYX-015) — que perde o gene E1B-55K e passa a
conter o gene HSVtk, sob controle transcricional do promotor CAG, sera construido. Este
vetor sera propagado em células HEK 293, ¢ em seguida purificado e estocado. As linhagens
celulares de interesse serdo infectadas e tratadas ou ndo com a droga ganciclovir. Apds
extracdo de proteinas sera realizado western blotting, em seguida FACS e entdo microarranjo,

para que se possa verificar a eficicia desta estratégia de terapia génica.

I — Introducao

Na Coréia, nos ultimos anos, os tumores malignos tém sido a principal causa de 6bito
(7). Em 2005, a Sociedade Americana do Cancer estimou que os nimeros de novos casos da
doenca nos Estados Unidos seriam de aproximadamente 1.372.910 e, dentre esses enfermos,
por volta de 570.280 morreriam pela doenca (7). Esses dados alarmantes sdo exemplos que
demonstram a necessidade de se investir no aprimoramento e desenvolvimento de novos
tratamentos além dos métodos convencionais: quimioterapia, radioterapia e cirurgia. Tais
métodos sao formas comuns de metastase e possuem efeitos agressivos sob os pacientes € ao
mesmo tempo ndo apresentam taxa satisfatoria geral de sobrevivéncia, o que gera duvidas a
respeito desses procedimentos e maior interesse nas terapias alternativas, com destaque
especial sob a terapia génica viral (1).

A terapia génica que utiliza virus para combater tumores ¢ uma promissora
interven¢do médica — uma vez que testada em experimentos prévios e aprovada — que age em
diversos tipos de cancer através da manipulagdo genética das células em questio e/ou do virus
administrado, podendo agir diretamente ou indiretamente no ataque ao cancer.

Na abordagem direta o virus induzird a apoptose por manipulacdo da expressao de
genes, que sdo relevantes para o ciclo de vida celular, e que, uma vez influenciados, forgarao
a morte da célula por agentes citotoxicos (5). Esse método necessita de alta eficiéncia no que
diz respeito a transferéncia de genes e controle na expressdo dos mesmos nas células alvos
(5). Razao por que podemos ressaltar outra importante caracteristica dessa terapia: explorar a
manipulagdo genética dos virus usados para ‘“criar” ou enfatizar o tropismo desses
microrganismos as células tumorais em detrimento das células normais; mais informagdes

sobre como esse processo seletivo se da e as suas causas serdo exploradas adiante.



Na estratégia indireta, por sua vez, o virus regulard o crescimento do tumor, o que
inclui a supressdo da angiogénese e a ativagao do sistema imune, que sera atraido pelos
antigenos virais, logo estes servirdo como “fags” nas células tumorais, que por muitas vezes
passam despercebidas pelo sistema de protecdo do organismo (o tropismo também ¢ essencial
nessa abordagem indireta) (5).

Devem-se enfatizar essas vantajosas caracteristicas da terapia génica viral em relagao
aos métodos tradicionais, uma vez que ela ndo ¢ apenas especifica para as células tumorais,
como também possui a capacidade de estimular o sistema imune do organismo, aumentando
muito mais a taxa de sobrevivéncia e qualidade de vida dos pacientes do que, por exemplo, a
quimioterapia, que suprime esse sistema e causa efeitos muito nocivos aos doentes (1).

A nog¢do de que os virus poderiam ser utilizados como uma arma biologica contra o
cancer surgiu desde o inicio do século XX. Muitos experimentos envolvendo esses
microrganismos foram realizados durante os anos 50 ¢ 60 (1). Os adenovirus, que sdo os
vetores foco do nosso trabalho, foram um dos primeiros a serem estudados. Eles foram
isolados, em 1953, de amostras de tecidos da adendide em culturas que sofriam regressdao
espontanea (1). Desde entdo esses virus foram extensivamente estudados, e durante alguns
anos tiveram grandes impactos como nova e promissora modalidade de tratamento ao cancer
(1). Contudo, essa terapia nao obteve resultados tdo significativos, além de apresentar alguns
efeitos colaterais, o que levou ao declinio das pesquisas na area por algum tempo. Mais tarde,
nos anos 90, com o advento da biotecnologia nos campos da bioquimica, biologia molecular,
genética e microbiologia, essa intervencdo terapéutica ganhou mais uma vez a atencdo dos
meios cientifico e médico reiniciando com firmeza novas pesquisas envolvendo também
diversos virus com potencial oncolitico, a saber: Herpesvirus, Polymavirus, Poxvirus,
Parvovirus, Reovirus, Orthomyxovirus, Paramyxovirus, Rhabdovirus, Coronavirus,
Picornavirus, Togavirus, Retrovirus e os Adenovirus (1).

Recentemente, intensos estudos continuam sendo realizados sobre a viroterapia, que
tem demonstrado ser uma boa opc¢do de tratamento contra o cancer em conjunto as
intervengdes tradicionais (1). E em conseqiiéncia de seus resultados satisfatorios varios
progressos ja foram conquistados, como em 2003, quando o primeiro produto de terapia
génica a ser aprovado para venda em qualquer parte do mundo foi licenciado na China — no
caso um adenovirus (6). Mais de 3000 pacientes no mundo todo j& foram tratados em testes
clinicos com a terapia génica viral, e esse numero tende a crescer muito mais a medida que se
aprofunda o conhecimento sobre a biologia dos vetores usados e as células tumorais e

aumenta a habilidade de reconstruir mais precisamente as interagdes virus-hospedeiro (6).



Todo esse historico de pesquisas e crescente interesse se devem ao fato de os virus
oncoliticos utilizados nessas abordagens de terapia alternativa possuirem um tropismo
especifico para as células cancerigenas, provocando o menor dano possivel para os tecidos
vizinhos sadios e suas respectivas células. Surge entdo o conceito de virus oncoliticos, aqueles
que se propagam seletivamente em tecidos tumorais destruindo-os ou provocando uma
resposta imune anti-tumoral (3). Esse tropismo preferencial dos virus baseia-se em certas
caracteristicas das células cancerigenas, que se desenvolveram devido a uma mini-evolucao
envolvendo desde muitas mutagdes pontuais até grandes mudangas em cromossomos, as quais
lhes conferiram vantagens no processo de manutencdo da replicagdo independente de
controles e estimulos internos e externos, ao contrario do que ocorre em células normais (1).

Os mecanismos de seletividade para a diferenciacdo do virus entre uma célula normal

e outra tumoral podem ocorrer de varias formas, como esquematizado na fig.1 (3). A primeira
forma de fazer esse direcionamento é colocando um gene essencial para a replicagdo viral sob
o controle de um promotor especifico de uma célula cancerigena (fig.1a).
Apesar das células anormais terem ganhado atributos que enfatizam seu crescimento, elas
simultaneamente perderam componentes criticos dos mecanismos de defesa intracelular, logo
se tornaram campo fértil para a replicagdo de varios virus (1). A partir desse fato ocorre a
segunda forma de tropismo, que se baseia na supressao dos genes dos virus que combatem os
mecanismos antivirais celulares, como genes que inibem a agao do interferon (IFN). O IFN ¢
um intermedidrio nas respostas comuns que ocorrem durante a infeccdo viral, sendo
responsavel pelo abortamento da sintese protéica nas células vizinhas. Contudo, nas células
tumorais a producdo dessa proteina ¢ freqlientemente deficiente, permitindo, assim, que o
virus knockout, que ndo conseguiria inibir a sintese do agente nas células normais, possa
replicar-se (fig.1b).

Na terceira maneira, o virus recombinado ndo consegue reprimir a apoptose da célula
hospedeira, logo ele ndo ¢ capaz de terminar efetivamente sua replicagdo em uma célula
normal, mas sim em uma tumoral que possui essa via naturalmente defectiva (fig.1c).

Uma ultima alternativa seria o reconhecimento das particulas virais por receptores
expressos preferencialmente ou exclusivamente na superficie das células tumorais, ou pelo
reconhecimento por esses microrganismos das proteases que sao comumente expostas no
tecido cancerigeno (fig.1d). De fato, células malignas podem expressar altos niveis de
receptores para virus em comparacdo as células fisioldgicas, o que as torna muito mais

susceptiveis as infecgdes (1).
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Fig.1: Mecanismos propostos para o tropismo e agdo dos virus oncoliticos.

Fonte: RUSSELL; PENG, 2007.

Todos os mecanismos descritos acima sdo base para o desenvolvimento da viroterapia,
que ao produzir o vetor especifico para cada abordagem - que relaciona a intima relagdo
vetor/célula hospedeira — toma o devido cuidado na atenuagdo do virus, com o objetivo de
evitar um espalhamento indesejavel do mesmo. Isso € feito experimentalmente através de um
rearranjo genético do virion, no qual ha dele¢do em regides do seu genoma que codificam as
proteinas de fun¢do estrutural, como aquelas responsaveis pela produgdo do capsidio viral
e/ou do envelope protéico. Assim o rearranjo génico nao permite ao virus se espalhar para
outras células por meios de replicagdo autonoma, eliminando ambos as possibilidades e os
riscos da disseminagdo da infeccdo (1). Apesar de ser uma area promissora e aparentemente
segura, mais testes se fazem necessarios uma vez que, apesar das atenuagdes feitas, muitas
variaveis ainda podem causar efeitos sérios e pouco conhecidos nos pacientes.

Uma vez dentro da célula hospedeira, o virus oncolitico causa a morte da mesma
devido a varios fatores: por usurpar grande parte da maquinaria de transcri¢do; por causa da
expressdo ou importagdo de proteinas virais, que por si s6 sdo toxicas para o hospedeiro, ou

que influenciam fungdes celulares vitais, levando a apoptose; e também por expressdao de



genes que em sinergia com um outro vetor viral ou substancia farmacéutica levam a morte da
célula (1). Este ultimo mecanismo de agao viral no hospedeiro ¢ o foco do nosso trabalho,
uma vez que trataremos da relagdo conjunta e dependente de um pro-fairmaco que para matar
a célula tumoral necessita ser ativado pelo produto do gene viral que, por sua vez, ¢ levado a
célula alvo pelo vetor adenovirus.

O adenovirus possui DNA dupla-fita, que contém aproximadamente 35-36 Kb. E
morfologicamente caracterizado como um virus de simetria icosaédrica; ndo possuindo
envoltério (8). O tipo selvagem acomete principalmente os olhos, o trato respiratério, o
gastro-intestinal, ¢ o urinario (8). A sua expressdo clinica ¢ em muitas vezes assintomatica
podendo permanecer no hospedeiro durante meses (8).

Os adenovirus sdo sistemas particularmente valiosos pelo seu uso potencial como uma
ferramenta na terapia génica, uma vez que os virus de replicacdo defeituosa, ndo perdem a
capacidade de infectar sua célula alvo, e tornam-se seletivos para células tumorais, através da
delecao dos genes El. Estes sdo expressos nos estagios mais prematuros da infec¢do, logo
apos a entrada do virus no citoplasma (1). Dois genes em especial desse grupo tém sido
modificados para criar um virus tumor-especifico. Sao eles: EIA e E1B (E1B55K) (1).
Normalmente os produtos desses genes agem em conjunto para forcar a célula hospedeira a
entrar na fase S, um pré-requisito importante para a replicagao bem sucedida do virus (9).

A delecao do E1A tornaré o virus susceptivel a acdo antiviral do mecanismo mediado
pela proteina retinoblatoma (Rb), que bloqueia a transi¢do da fase G1 para S (1). A delegao
do E1B, por outro lado, permitird a p53 induzir a apoptose das células infectadas, abortando a
replicagdo e disseminagdo do virus (1). Portanto, a replicagdo produtiva do adenovirus
mutante, somente vigora em células deficientes em Rb e p53, caracteristica comumente
encontrada na maioria das células tumorais (3).

Utilizando do adenovirus atenuado com essas caracteristicas como vetor do gene do
virus herpes simplex que codifica a timidina cinase e de um pro-farmaco chamado ganciclovir
(GCV) desenvolveremos nosso experimento que se baseia em outros ja feitos. Estes geraram
resultados muito bem sucedidos, principalmente naquele que foi o maior ensaio clinico tipo
III ja feito, que ocorreu em meados dos anos 90, no qual culminou no aumento da
sobrevivéncia de pacientes com cancer cerebral primario, de 37.7 para 62.4 semanas, motivo
pelo qual nos incentivaram a criar este projeto. A unica diferenca ¢ que nos testes ja
realizados foram usados retrovirus como vetores (4 € 6).

O ganciclovir ¢ um pro-farmaco poderoso, que entra no organismo sem agao

prejudicial e s6 culmina na morte da célula uma vez que induzido — essas sdao caracteristicas



importantes para classificagdo de drogas como pro-farmacos. O GCV so6 ¢ ativado quando
fosforilado pela timidina cinase, que o transforma em uma nucleosideo monofosfato (9). Este
sera posteriormente fosforilado por mais duas vezes por kinases celulares, tornando-se, entdo
um trifosfato que competird com o dGTP, e uma vez introduzido no genoma para a replicagao
e leva a morte da célula (9). As timidinas cinases codificadas pelo gene HSV-TK do virus
herpes simplex sao muito mais eficientes na catalisagdo da fosforilacdo do GCV, do que a
humana, dai seu uso recorrente em terapias génicas, inclusive nos nossos testes.

Para a entrega do HSV-TK a célula alvo, recombinaremos o vetor adenovirus Onyx-
015 (dl1520) introduzindo nele o gene em questdo (1 e 4). Esse vetor é um virus atenuado por
ser E1-B negativo, logo possui grande tropismo por células tumorais (1). Uma vez na célula
cancerigena, o gene produzird a timidina cinase, que ativard o GCV, culminando na eventual
morte da célula, contribuindo, assim, para o combate ao cancer.

Portanto, em uma perspectiva farmacologica, o genoma viral pode ser visto como uma
nova classe de droga destruidora de tecido tumoral por meio de sua agdo como nanoparticula
natural utilizada para o transporte e entrega de acidos nucléicos nas células alvo, ou seja, um
vetor, que ativara, assim, processos mais complexos de sinergia entre expressdo génica viral e

farmacos (2).

II — Justificativa

Mediante os altos indices de ocorréncia de cancer na populagdo mundial e a crescente
importancia das terapias para esse tipo de doenca, procuramos expandir a técnica HSV-
TK/GCV. Esta técnica tem se mostrado efetiva na maioria dos casos de combate a tumores
cerebrais e ja estd em nivel III de pesquisa, para outros tipos de tumores, dentre os quais
procuramos incluir aqueles mais recorrentes, de forma a propiciar uma nova alternativa no

tratamento do cancer.

III — Objetivo

Verificar a eficiéncia da pro-drug activation therapy em diferentes tipos de células

cancerigenas, bem como os efeitos na expressao génica das mesmas.



IV — Materiais e métodos

IV.1 — Cultivo de células

A pesquisa pretende testar a eficacia da técnica do pro-drug em interromper o
desenvolvimento de trés culturas celulares tumorais diferentes e verificar a especificidade do
tratamento utilizando como controle uma célula ndo tumoral. As linhagens serdo obtidas da
American Type Culture Colection (ATCC). As células tumorais humanas a serem usadas no
estudo s3o: PC-3 (isolada de um adenocarcinoma de prostata derivado de um sitio de
metastase na medula 6ssea de uma paciente caucasiano de 63 anos de idade), MCF-7 (obtida
de um adenocarcinoma da glandula mamaria a partir de uma sitio de metéstase da efusdo
pleural de uma paciente caucasiana de 69 anos de idade) e HCT 116 (carcinoma coloretal
derivado de um paciente adulto que apresenta uma mutagdo no codon 13 do protooncogene
ras). A célula controle ndo tumoral ¢ a A31 (fibroblasto).

As linhagens serdo cultivadas em garrafas de cultura de plastico 25 cm?2 tratadas para
adesdo celular (250 ml), a 37 °C em estufa umidificada com atmosfera de 5% CO?. O meio
nutriente para a manuten¢ao das células consistird em 20mL de meio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM-Cultilab) suplementado com bicarbonato de sodio 1,2 g/L, 10% soro
fetal bovino (SBF) (Cultilab), mais 1% de solucdo de 5000 U/mL de penicilina G e 5 mg/mL
de sulfato de estreptomicina em salina 0,9% (solucdo de PS), para manter a cultura. O meio
sera trocado trés vezes por semana e as células repicadas assim que atingirem 70% de
confluéncia da garrafa. O repique celular consistira de retirar o meio antigo e depois colocar
2mL de uma solu¢do de MEM contendo 1 mM de EDTA e tripsina a 1%. Apos cerca de 2
minutos as células se soltardo da garrafa sendo posteriormente ressuspendidas em DMEM
com 10% soro fetal bovino para que a ac¢ao da tripsina seja bloqueada. O volume final sera
entdo centrifugado, o sobrenadante obtido retirado e o sedimento ressuspendido em 10 ml de

DMEM.

IV.2 — Montagem do virus recombinante

Os vetores adenovirais possuem um largo espectro de infectividade celular que inclui
virtualmente todas as células pos-mitdticas e mitdticas, e também podem ser produzidos em
elevados titulos. A expressdo gé€nica viral ocorre de uma maneira ordenada e ¢ dirigida, em

grande parte, pelos genes E1A e E1B, localizados na porc¢ao 5' do genoma adenoviral. Esses
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genes possuem fungdes de transativagdo para a transcricdo de varios genes virais ¢ da célula
hospedeira (11). Como estes genes da regido El estdo envolvidos na replicagdo do
adenovirus, sua remogdo torna o virus incompetente para replicagdo ou defectivo, prevenindo
que o virus se espalhe e lise células normais (12). A remocdo também cria espaco para a
inser¢do de um gene de interesse terapéutico. A regido E3, cujo produto estd envolvido na
habilidade do virus de escapar do sistema imunoldgico do organismo hospedeiro, também
pode ser substituida por um DNA exogeno (11). Estes vetores podem ser propagados em
células El-complementing human embryonic kidney cell-derived 293 line (células humanas
embrionarias de rim previamente transformadas pelos genes E1A e E1B do adenovirus,
derivadas da linhagem 293), conhecidas como HEK-293 (13).

Para inserir o gene de interesse na regido El, ele deve ser primeiramente inserido em
um plasmideo (12). Serd feita uma cotransfeccdo com este plasmideo pMV60 contendo o
gene da timidina quinase [junto com o promotor exdgeno CAG (9) e seqiiéncias de
poliadenilag¢ao (12)] e um segundo plasmideo (pBHG10) carregando seqiiéncias genomicas
do adenovirus d/ 1520 (ONYX-015), atenuado com delecdes selecionadas (genes E1, E3), nas
células de empacotamento HEK 293. O DNA do adenovirus sofrerd recombinagdo homologa
com o gene de interesse, formando particulas adenovirais com o transgene HSVtk
substituindo as regides previamente deletadas e sendo flanqueado por seqiiéncias de DNA
adenovirais, que servem como regidoes controle e contém sinais de empacotamento (11). O
processo de producdo de vetores adenovirais estd esquematizado na fig.2 (11). As células
HEK-293 sao células transformadas que carregam os genes E1 do adenovirus, para que este
possa se replicar nela e, tendo sido deletado este gene do seu genoma, seja incapaz de se

replicar em células normais.

Gen terapéutico

Purificacio do
Vetor com o gen adenovirus
terapéutico recombinante
DNA do vetor adenoviral
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DMA adenoviral » Vetor
adenoviral
pAdex M s E1
Cotransfeccio,
recombinagio homdloga Lise do -
endosomo

Episomo \
E1 Produto génico
terapéutico
Genoma
Célula de empacotamento
carregando genes E1 de adenovirus
Fig. 2: Etapas da produg¢@o e uso de vetores adenovirais.
Fonte: Revista Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento.
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Os plasmideos para transfeccdo adenoviral pMV60 (construido do plasmideo pXCX2)
e pBHG10 (Microbix Biosystems), sdo preparados usando-se o sistema Maxi-prep (Qiagen).
Um dia antes da cotransfeccao, semear células HEK 293 (ATCC-1573) em 7mL de meio 293
[meio minimo esssencial Dulbecco's com Earle's salts, 10% soro fetal bovino, MEM 1X,
2mM L-glutamina , 100 U/ml penicilina, 1 mg/ml estreptomicina, estocado por 1 més a 4°C],
em garrafas de cultura 25cm’. Pretende-se alcangar 40% de confluéncia no dia da transfec¢io
para otima eficiéncia desta. No dia do experimento, aspirar o meio e adicionar SmL de meio
293 fresco pré-aquecido. Pipetar em um tubo falcon de 15mL estéril, Spg do plasmideo
contendo o gene de interesse, e Sug do pBHG10. Adicionar low-Tris/EDTA buffer [100 ml
IM Tris-Cl, pH 7,5 ¢ 10 ml 0,5M EDTA, pH 8,0] até um volume final de 210 uL e misturar.
Adicionar 30 pl of 2M CaCl, e dar um spin (1 minuto em 200xg, a temperatura ambiente).
Adicionar a mistura para um segundo tubo estéril contendo HeBS 2X (2X HEPES-buffered
saline). Permitir precipitacdo por 30 minutos a temperatura ambiente. Adicionar a mistura
HeBS-DNA-CaCl, diretamente nos SmL de meio das células 293 cultivadas. Um fino
precipitado de DNA se formara nas células, enquanto esta ¢ incubada por 16 horas. Aspirar o
meio e adicionar 5 ml de D-PBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline - Life Technologies).
Aspirar o PBS, lavar as células com meio 293 e entdo adicionar 6mL de meio 293 fresco, e
tornar a incubar as células. Trocar o meio a cada trés dias. Se a recombinacao tiver ocorrido,
placas se tornardo visiveis seis dias apds a cotransfec¢ao. Permitir que a placa se espalhe
através da monocamada. Coletar as células em um tubo falcon de 15mL (as células irdo se
destacar da superficie da garrafa ou lavando ou batendo levemente) e centrifugar por 15
minutos a 300xg, a 4°C. Aspirar o sobrenadante e ressuspender as células em 100uL de D-
PBS. Lisar as células congelando e descongelando rapidamente por trés vezes, centrifugar por
15 minutos a 300xg, a 4°C para formar o pellet do debree celular, e entdo transferir o
sobrenadante para um “eppendorf” estéril (12). Apds estes procedimentos, o adenovirus
recombinante ¢ purificado por ultracentrifugacdo em gradiente de césio. O concentrado do
virus entdo serd dializado (para separacao do césio), aliquotado e estocado a -80°C. Em

seguida sera determinado o titulo do virus por plaqueamento (9).

IV.3 — Infeccao

Cada linhagem serd submetida a trés condi¢des experimentais diferentes. Em uma

garrafa as células serdo infectadas com o adenovirus recombinante para o gene da timidina



12

cinase ¢ incubadas com o GVC com o intuito de se verificar a interrup¢do do crescimento da
cultura. As duas outras situagdes propostas servirdo como controle: em uma cultura as células
serdo infectas mas ndo expostas ao pro-farmaco e em outra as células serdo apresentadas
apenas a este ultimo.

A inoculagdo do adenovirus recombinante na cultura consiste em adicionar uma
suspensdao do virus com multiplicidade de infeccao (titulo de virus/nmumero de células)
adequada. O meio sera carenciado (1%SFB) e o virus incubado durante 1h a 28 °C para a

adsorcdo. Apds esse tempo a cultura seré lavada trés vezes com DMEM.

IV.4 — Western Blotting

Extracdo de proteinas totais

Apds o tempo de infecgdo as células serdo lavadas duas vezes com PBS 1X gelado,
adicionando-se, posteriormente, 100uL/garrafa de solug¢dao de lise [1% Triton NP40, S0mM
HEPES (pH7,5), 5SmM EDTA, 10%v/v glicerol, 200mM NaCl, ImM vanadato de s6dio, ImM
PMSF (fenilmetilsulfonilfluoreto), Spug/mL aprotinina e 2,5ug/mL leupeptina]. As células
serdo mantidas em repouso no gelo por 30 minutos, e entdo raspadas, ressuspendidas e
coletadas em tubos “eppendorf”’. O lisado serd clarificado dos restos celulares através de
centrifugacao a 13500 rpm por 20min a 4°C em uma centrifuga Eppendorf modelo 5417R.

O sobrenadante serd coletado e a concentracdo das proteinas totais determinada por
espectrofotometria através do “Kit Bio-Rad Assay” (Bio-Rad Laboratories, USA). As

proteinas serdo, entdo, aliquotadas e mantidas a -70°C.

Transferéncia de “Western”

Sera adicionado tampao LB [0,5M Tris-HCI (pH 6,8), 5% B-mercaptoetanol, 0,1%

(p/v) bromofenol blue, 20% (v/v) glicerol] a aliquotas de 25 ou 30 pg/amostra das proteinas
totais, que serdo fervidas por cinco minutos a 99°C. As amostras serdo, entdo, fracionadas em
gel de poliacrilamida/SDS (PAGE) 10% a 100 Volts por aproximadamente 2 horas. A seguir,
serdo transferidas para uma membrana de nitrocelulose, (Hybond ECL, Amersham Pharmacia
Biotech), conforme protocolo do “Kit Bio-Rad Transferency” (Bio-Rad Laboratories, USA).
Apos transferéncia, as membranas serdo coradas com “ponceau 1%” para visualizagdo da
eficiéncia da mesma, além da informacdo sobre a equivaléncia das quantidades de proteinas
aplicadas nas diferentes canaletas. As membranas serdo bloqueadas por lhora a temperatura

ambiente, utilizando-se PBS 1X/Tween 0,1% contendo 5% (p/v) de leite em p6 desnatado. A
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seguir, as membranas serdo lavadas 3 vezes em PBS 1X/Tween 0,1% e incubadas com o
anticorpo primario ab56200 (anticorpo policlonal de coelho em concentracao 0,5mg/mL -
Abcam) por 12 a 48 horas, a 4°C, na diluicdo recomendada pelo fabricante, em PBS
1X/Tween 0,1% contendo 5% (p/v) de albumina sérica bovina (BSA). As membranas serdo
novamente lavadas 3 vezes em PBS 1X/Tween 0,1% e incubadas por 1 hora, a temperatura
ambiente, com o anticorpo secunddrio ab6721 (anticorpo policlonal de coelho H&L
-conjugado com peroxidase, em concentragdo 2000mg/mL - Abcam), na dilui¢do
recomendada pelo fabricante, em PBS 1X Tween 0,1%, contendo 5% de leite em po
desnatado. Apds nova e ultima se¢do de lavagens em PBS 1X/Tween 0,1%, as membranas
serdo incubadas com solugdo reveladora “ECL-Plus” (Amersham Biotech, UK) por 5
minutos, expostas contra filme de raios X (Hyperfilm ECL, Amersham Biotech, UK), e

revelados utilizando-se revelador e fixador (Kodak), de acordo com indicagdes do fabricante.

IV.5 — FACS (separacao de células ativada por fluorescéncia)

Ferramenta que permite identificar subgrupos de célula com determinada propriedade,
fenotipo estrutural e/ou funcional, estagio de maturagdo ou status de ativacdo dentre uma
populagdo inicial a partir do uso de sondas marcadas com um corante fluorescencente que se
liga de modo especifico a um ou mais componentes celulares de interesse. A leitura ¢ feita
com um citometro de fluxo capaz de medir a intensidade da fluorescéncia emitida através da
intersec¢do de um feixe de laser sobre uma fina corrente de liquido contendo células
individuais provocando a dispersao da luz emitida e a excitacdo do corante acoplado que ird
emitir entdo sinais de fluorescéncia. Pela andlise desses fatores podemos inferir dados acerca
do tamanho e granulosidade da célula e niveis de expressdo de diversas moléculas.

Os estudos acerca do ciclo celular também podem ser realizados pela andlise com
citometro de fluxo, as células coradas com iodeto de propideo que marca acidos nucléicos de
cadeia dupla (DNA) que ao serem estimulados emitem fluorescéncia cuja intensidade
permite-nos distinguir a propor¢ao de células em GO ou G1, S e em G2 ou M.

Portanto, a pesquisa propde o uso desta técnica como forma de avaliar o efeito da
interrupcao do ciclo celular pretendido através do tratamento com o pro- farmaco conjugado a
entrega da timidina cinase pelo vetor viral.

Para este fim, as células infectadas e tratadas com GCV, as culturas incubadas apenas
com a droga e as células infectadas, mas ndo expostas a droga, serdo removidas com uma

solucao de tripsina e EDTA. O conteudo serd colocado em um tubo falcon, centrifugado e
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apos a retirada do liquido, as células serao ressuspendidas em 0,5 mL de PBS e entdo fixadas
em alcool 70% e mantidas no refrigerador até o dia do experimento. No dia do experimento
estas serdo entdo centrifugadas, ressuspendidas em 1 mL de PBS, contadas e acertadas para a
concentragio final de 1,0x10°. Estas amostras e a solugio de iodeto de propidio devidamente
protegidas contra luz serdo inseridas no gelo. Microtubos (PGe scientific) de 1mL contendo
500 pL. desta solugdo e 5 uLL da solugdo de iodeto de propidio (100 mg/ mL) serdo utilizados

para realizacdo da leitura.

IV.6 — Microarranjo

A acdo do pro-farmaco ganciclovir sobre as células tumorais impede fisicamente a
replicacdo do DNA, assim como os dimeros de pirimidina, o que impossibilita o pareamento
das demais bases e induz a célula a morte. Na maioria dos casos sdo acionadas vias de reparo
que conseguem realizar o pareamento, mas com o GCV, esse dano ¢ irreparavel.

Em células normais, quando ocorre um dano irrepardvel no DNA, sdo acionadas vias
enzimaticas que induzem a apoptose, como a via da P53. Entretanto, nos tumores essas vias
estdo inativas ou pouco expressas, mas acreditamos que ainda sim a lesdo causada pelo GCV
conduza a uma superexpressao dessas enzimas apoptoticas que contribua para a morte celular.

De forma a verificar a superexpressdao dessas enzimas utilizaremos a técnica de
microarranjo, para a qual isolaremos os mRNAs das células tumorais infectadas com o virus
recombinante e das expostas ao virus e tratadas com GCV, das linhagens de tumor
escolhidas.

A partir dos mRNAs desses dois tipos celulares produziremos cDNAs utilizando a
enzima transcriptase reversa e marcadores com fluorescéncia para indicar a qual tipo celular
pertence cada cDNA. Esses cDNAs serdo entdo misturados e colocados em um chip contendo
oligonucleotideos para as enzimas das vias apoptoéticas.

Aquelas enzimas mais expressas nos tumores apresentardo fluorescéncia mais intensa,
indicando se a lesdo causada pelo pro-firmaco ¢ realmente capaz de induzir a superexpressao

das vias apoptdticas mesmo em canceres.
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VI — Orcamento

Material para cultura: (www.cultilab.com.br)

- Penicilina/estreptomicina 5 mL
- Solugao tripsina/EDTA
- Dulbecco MEM (DMEM) p6 embalagem contendo 10 x 1L
- Soro fetal bovino 500 mL
- Tubo p/ centrifuga 15mL Polip. est. tampa rosca c/40
- Frascos p/ cultura de células 60mL (25 cm?2)

Células: (www.atcc.org)

$ 203,00
$ 203,00
$203,00

-MCF 7
-HCT 116
- PC-3

R$24,60
R$15,50
R$640,00
R$175,00
R$45,00
R$28,00



Construcao do vetor:

Células 293 (Invitrogen) 3x10° células R$460,00
Soro fetal bovino 500mL R$175,00
D-PBS (Invitrogen) 1L RS 37,00
2mM L-glutamina 400g R$110,00
Penicilina/Estreptomicina SmL RS 24,60
2M CaCl, 400g RS 18,00
Tubo falcon de 15mL 50unid R$ 81,00
Eppendorf 1,5mL 100unid R$ 4,00
Plasmideo pBHG10

Plasmideo pMV60

Anticorpos para WB: (www.abcam.com/index.html)

Anticorpo primario ab56200 (Abcam) para WB 100ug R$530,00
Anticorpo secundario ab6721 (Abcam) para WB 1mg R$265,00
Western Blotting:

Kit Bio-Rad

Membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, Amersham Biotech) 10 folhas
“ECL-Plus” (Amersham Biotech, UK) 1kit

Filme de raios X (Hyperfilm ECL, Amersham Biotech) 50 folhas
Revelador e fixador (Kodak)

Gel de poliacrilamida/SDS (PAGE)

PBS 1X/Tween 0,1%

Tampao LB (GE Healthcare)

Solugdo de lise

Reagentes para FACS: (https://www.sigmaaldrich.com)
- (P4170) Iodeto de propidio 25mg (Sigma) R$180,16
- (P5119) Phosphate buffered saline 100mL — PBS (Sigma) R$135,82

Microarranjo:
Express Kit (Invitrogen) R$162.168,00

Total: R$178.404,33

R$725,13
R$402,50
R$392,00
R$646,00
R$646,00
R$816,81
R$975,68
R$263,13
R$312,00
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Pareceres dos grupos:

1. Aspectos Peculiares da Leucemia em Crian¢as com Sindrome de Down.

Resumo:

A Sindrome de Down ¢ uma sindrome genética congénita causada pela presenga de um
terceiro cromossomo 21. O fendtipo expressado por essa anomalia € tipico e facilmente reconhecido
devido a sua grande difus@o na sociedade.

Comparando os casos clinicos de leucemia observa-se que criangas com essa sindrome
apresentam chances de desenvolverem esse cancer até vinte vezes maiores do que criangas normais.
Como exemplo, que também ¢ o foco do trabalho, a leucemia mieldide aguda, que é rara em criangas
sadias. Portanto, as pesquisadoras fardo um estudo da protedmica dos cinco diferentes grupos
estabelecidos, com o objetivo de conhecer melhor as diferencas protéicas de cada um e compara-las
entre si.

Procurardo também comparar a expressdo génica de pacientes com Sindrome de Down
leucémicos antes e depois da quimioterapia, e estes com as de pacientes leuc€micos, mas sem a
sindrome. Assim, contribuirdo para um melhor entendimento das razdes que fazem os paciente com a
sindrome de Down responderem bem ao tratamento quimioterapico, melhor que aqueles que ndo tem a
sindrome mas que também desenvolveram a leucemia. Além de demonstrar as diferencas genéticas
nos pacientes com sindrome leucémicos causadas pelo uso da droga no tratamento quimioterapico.

Para isso as pesquisadoras fardo coletas de células da medula 6ssea contando com campanhas
e doacdes dos pacientes cadastrados no REDOME. Formando assim, cinco grupos sendo os controles
pessoas sem leucemia com e sem Sindrome de Down. Os grupos testes serdo aqueles leucémicos sem
a sindrome, ¢ aqueles também leucémicos porém com a anomalia do cromossomo 21 sendo um grupo
submetido a quimioterapia o outro nao.

A partir das células coletadas serdo feitas centrifugagdes diferenciais, selecionando a porgdo
citoplasmatica das mesmas. As proteinas desse compartimento celular serdo purificadas e corridas em
gel bidimensionais de poliacrilamida (SDS). Por tultimo, para seqiiénciar e identificar as proteinas
estudadas sera usado a espectometria de massa. Dai o grupo terad condi¢cGes de comparar ¢ analisar
todos os seus objetivos com os variados grupos com base nas informagdes das proteinas diferencias
identificadas.

Critica:
Esse projeto contribuird com as pesquisas envolvendo leucemia, sendo muito interessante a

relacdo feita entre Sindrome de Down, pessoas sadias, e a leucemia. Os estudos comparando os
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diversos grupos poderdo apontar padrdes promissores de diferentes expressdes génicas, que
provavelmente contribuirdo para uma melhor compreensdo da doenga e até mesmo servir de base para
pesquisas mais profundas sob um dos padrdes encontrados, acarretanto em novas descobertas, como
por exemplo uma proteina diferencial em pessoas da Sindrome de Down, que lhes confere a melhor
resposta a quimioterapia.

Elas poderiam, no entanto, fazer mais um grupo teste com pacientes leucé€micos que
apresentam Sindrome de Down e que ndo foram ainda submetidos & quimioterapia. Esse grupo extra
enriqueceria ainda mais o trabalho, pois seria mais um conjunto a se comparar em busca de padroes
diferenciais.

Também concordamos com o uso preferencial da técnica de gel bidimensional, uma vez que
esta responde melhor ao objetivo desse projeto que o Western blotting, uma vez que a amostra

estudada ¢ grande e a técnica de blotting ndo apresentaria a resolu¢do adequada.

2. Transcricao génica de mRNA’s ligados a tigmomorfogénese em Arabidopsis thaliana

Resumo:

O objetivo deste projeto € observar a diferenca de expressdo génica nos meristemas
apical e lateral de Arabidopsis thaliana sob estresse mecanico, relacionando esta diferenca de
expressdo ao fenomeno da tigmomorfogénese, que corresponde a diminui¢do do crescimento
apical e aumento do crescimento radial de uma planta quando ¢ submetida a esse tipo de
estresse.

Para alcangar tal objetivo o grupo propoe o cultivo de 100 mudas, das quais 50 serdao
submetidas ao estresse (uma corrente de ar constante produzida por ventilador), e a extragdo
do mRNA dos meristemas apical e lateral das 100 as mudas 6 semanas apds a germinagdo. O
método proposto para andlise da expressdo gé€nica ¢ o Microarranjo, para o qual serdao
produzidos dois tipos de cDNA, um correspondente ao meristema apical e outro ao meristema
lateral. Os chips irdo conter cerca de 126 genes conhecidamente ligados ao crescimento e sera
comparada a expressdo em situacdo de estresse e em condi¢des amenas para cada um dos

meristemas

Critica:
O projeto, tendo em vista seu objetivo, pode ser considerado relevante, ja que
apresentaria uma contribui¢do para a ciéncia, na medida em que poderia estabelecer os genes

responsaveis pela tigmomorfogénese e esclarecer alguns dos mecanismos génicos da
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dominancia apical. Além disso poderia significar um avanco economico com a producdo de
plantas que tenham o seu padrdo de crescimento direcionado ao objetivo de seu cultivo.

Quanto aos métodos propostos para estratificacdo das sementes, plantio e cultivo ndo
ha nenhum problema a ser destacado, ja que sdo métodos empregados com sucesso em outros
trabalhos cientificos. A técnica para extragdo de RNA também se mostra confidvel e inclui
métodos de quantificagdo e avaliacdo da qualidade do material obtido. No entanto o uso da
técnica de microarranjo da forma como foi proposto ndo ¢ vidvel, pois para este tipo de
analise ¢ necessario selecionar um ponto mais especifico onde se espera encontrar os
resultados. A verificacdo de todas as possibilidades, como 126 genes, ¢ invidvel do ponto de
vista financeiro. Diante disso seria aconselhavel que o grupo tentasse estabelecer entre os
genes ligados ao crescimento da planta aqueles com maior probabilidade de estarem
associados a tigmomorfogénese.

Talvez fosse interessante comparar a expressao génica entre os dois tipos de
meristemas sob estresse mecanico, ja que a tigmomorfogénese ¢ o fenomeno da dominancia
apical tratam da relacdo entre o meristema apical e o lateral. Além disso, também poderiam
ser feitos experimentos submetendo as plantas a diferentes formas de estresse mecanico além

da corrente de ar.

3. Desenvolvimento de eucalipto transgénico para a recuperacgio de areas

contaminadas por metais pesados

Resumo:

O projeto propde desenvolver, a partir das espécies Eucalyptus grandis e Eucalyptus
urophylla, exemplares transgénicos de eucaliptos que superexpressem fitoquelatinas, tendo
em vista a recuperacao de solos contaminados por metais pesados e seu aproveitamento.

Para tal, o projeto propde isolar o RNAm responsavel pela producdo de fitoquelatina
em Arabdopsis e produzir cDNA a partir dele, realizando sua incorporacdao ao plasmideo de
Agrobacterium tumefaciens. Em seguida pretende-se infectar fragmentos foliares de eucalipto
a partir de T-DNA de A. tumefaciens, e entdo verificar e selecionar as plantas transgénicas.
Entdo, seriam cultivadas as plantas transformadas em solos contaminados com metais
pesados. Apos o cultivo, pretende-se avaliar a concentragdo de metais pesados presente no
solo dos vasos com os vegetais transgénicos € com 0s vegetais controles e comparar os

resultados.
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Critica:

Pesquisas envolvendo eucalipto transgénico no Brasil ja tém sido desenvolvidas no
Brasil, tanto pelo Dr. Carlos Labate, da Esalq, quanto pela Dra. Marguerite Quoirin, da
UFPR. Este projeto apresenta fins de grande interesse (fitorremediacdo), e além dos
beneficios bioldgicos ele proporcionaria grandes lucros para a economia. O eucalipto ndo ¢
nativo do Brasil, entretanto ¢ muito bem distribuido no pais, e apresenta a vantagem de se
adaptar a varios tipos de clima, ter rapido crescimento e raizes grandes. Outra vantagem dessa
planta ¢ que ela pode ficar por muito tempo no solo poluido e estocar metais durante um
longo periodo de tempo. Além disso, a madeira poderia posteriormente ser utilizada na
industria moveleira e em construgdes. A fitoquelatina produzida pelo hibrido talvez fosse a
solugdo para os grandes maleficios causados pela toxicidade dos metais pesados. Entretanto,
dois problemas ecologicos poderiam surgir. As folhas armazenariam os metais pesados e, ao
serem ingeridas por animais, estariam passando a contaminacdo para eles. Ao cair no solo, as
folhas também estriam recontaminando-o. Além disso, a dispersdao de animais contaminados e
folhas poderia ampliar a 4rea de solo contaminado.

Quanto aos métodos moleculares a serem utilizados, estes parecem bastante vidveis,
uma vez que os processos de extragdo de DNA, producdo de c-DNA e incorporacdo em

plasmideo sdo bastante utilizados em laboratorio.

4. Determinacdo e comparacdo da expressio génica entre endométrios normais,

hiperplasicos e com endometriose.

Resumo:

A infertilidade feminina possui vérias causas, e muitas delas ainda necessitam de mais
pesquisas como ¢ o caso da endometriose e da hiperplasia do endométrio. Essas duas
disfungdes acometem uma grande quantidade de mulheres, sendo que a endometriose, por
exemplo, segundo dados estatisticos, atinge 5% da populagdo feminina brasileira e
corresponde a 20% das mulheres inférteis. Esses 20% estdo dentro dos 10% considerados
outras causas de infertilidade, além das normais: desordem ovulatorias, obstrucao tubaria e
endometriose. Contudo, as relagdes entre infertilidade e essas doencas ainda sdao obscuras, dai
o objetivo do grupo de conhecer melhor os fatores genéticos envolvidos e tentar estabelecer a
relagdo entre a expressdo de genes diferenciais e um possivel polimorfismo dos mesmos em
relacdo aos normais. Com isso eles esperam gerar informacgdes relevantes para o

desenvolvimento de melhores técnicas de diagndstico e acompanhamento dessas patologias,
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além de meios para tratamento e cura. Para tal objetivo, eles utilizardo 3 grupos de 5 pessoas,
sendo que o primeiro grupo sera representado por 5 mulheres normais —controle-, o segundo
por 5 mulheres com endometriose e o terceiro de 5 com hiperplasia endometrial. As mulheres
a serem testadas assinardo um termo de consentimento livre e esclarecido e compromisso, €
serdo escolhidas aleatoriamente. Uma bidpsia prévia sera feita antes dos testes, para verificar
a veracidade da doenca nas candidatas.

Ap6s os procedimentos padroes feitos com os grupos a serem testados e o material que
sera usado, segue-se ao microarranjo, técnica esta que sera utilizada para comparar a
expressdo génica diferencial entre tecido normal e com endometriose ¢ aquele normal em
relagdo aquele com hiperplasia do endométrio. A partir dos genes das disfungdes com
expressOes diferentes daquelas dos tecidos normais, serd feita PCR para amplificar os
mesmos. Depois serdo realizados sequenciamentos desses genes de interesse objetivando
atestar possiveis polimorfismos, que seriam as causas genéticas das patogenias. Caso nao
fossem achadas diferencas entre as seqiiéncias dos genes dos tecidos doentes daqueles sadios,
os pesquisadores entenderiam que mutagdes nao estariam envolvidas no desenvolvimento dos

fendtipos disfuncionais estudados.

Critica:

Nosso grupo achou o objetivo, justificativa, e o projeto em si, muito interessantes e
relevantes, uma vez que os resultados dos seus estudos contribuirdo para um melhor
entendimento das relagdes entre infertilidade e as patogenias de hiperplasia endometrial e
endometriose, conseqiientemente dando suporte para um possivel desenvolvimento de
diagndsticos e tratamentos.

Foi um projeto bem estruturado e principalmente barato com um or¢amento estimado
de R$13.944,10. Contudo, algumas melhoras podem ser feitas como em respeito a obteng¢do
da amostragem, uma vez que provavelmente o grupo tera dificuldades em obter candidatas,
principalmente do grupo controle. Entdo, sugerimos que se na primeira tentativa ndo for bem
sucedida e ndo responder a necessidade do grupo de obter 5 voluntarias, o melhor seria
oferecer uma quantia para aqueles que participarem como doadores de tecido endometrial,
como ¢ muito realizado nos Estados Unidos, onde eles pagam uma quantia pré-determinada as
pessoas interessadas. E para enriquecer e tornar o trabalho ainda melhor, sugere-se que
quando for atestar o polimorfismo, com os genes de expressdo diferencial amplificados,
utilizar microsatélites com o objetivo de tracar o pedago do cromossomo onde a mutagao se

encontra.
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5. Estudo sobre a variacio da expressio da hBD-2 e hBD-3 em queratindcitos expostos

ao fungo Malassezia furfur.

Resumo:

A Malassezia furfur é uma levedura lipofilica considerada como integrante da microbiota
normal da pele e do couro cabeludo. E responsavel por uma dermatomicose superficial leve e
cronica conhecida por pitiriase versicolor caracterizada pela formagdo de manchas hipo- ou
hiperpigmentadas na pele , principalmente no torax, nas costas, nos brag¢os ou no
abdomen.Essas maculas podem aumentar e coalescer, embora a descamacdo, a inflamagdo e
a irritagdo sejam minimas.Como efeito, essa condi¢cdo comum representa em grande parte
um problema estético.

As beta defencinas expressas em varias células de diversos organismos inclusive nas
células epiteliais humanas sdo moléculas que contribuem no controle da replicagdo do virus
do HIV , possuem atividade quimiotdtica e imuno-estimulantes recrutando as células
dendriticas imaturas e os linfocitos T, além de ser um fator determinante para a diferenciagao
celular . Mas o papel dessas denfensinas explorado no projeto em questdao € a sua atividade
antimicrobiana.

O trabalho analisado pretende investigar a influéncia do agente infeccioso Malassezia furfur
sob a resposta celular de produgdo das defencinas hBD-2 e hBD-3.Para alcangar este objetivo
a pesquisa propdem avaliar a transcricdo do gene envolvido quantificando o seu RNAm
correspondente na célula infectada utilizando para este fim um protocologo de PCR em
tempo real.E posteriormente verificar o conseqiiente aumento do produto protéico deste gene

através do Western blotting.

A importancia de elucidar a relagdo entre Malassezia furfur — beta defensinas — queratinocitos
deve-se ao fato que a pele constitui a primeira barreira de defesa de nosso corpo e a pitiriase
vesicolor € uma micose corriqueira e de dificil tratamento portanto, ¢ util entender melhor os
mecanismos da doenga.

A metodologia sugerida consegue atender o objetivo proposto, o de constatar se ha ao ndo um

aumento das defesinas em resposta a infecg¢do.Para isso o grupo deve o cuidado de ndo sé
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avaliar a expressao do RNAm mas também de seu produto certificando-se que sua expressao
ndo estaria sujeita a repressdao por um controle pds —transcricional .No entanto, os resultados
obtidos ndo nos permitirdo entender se caso a sintese de defensinas esteja aumentada o porque

desta resposta ndo ser tdo efetiva no controle da doenga.

6. Avaliacdo do efeito do tratamento com Kefir na microbiota e na expressio génica

das células epiteliais do intestino de camundongos.

Resumo:

Segundo naturalistas o Kefir, produto da fermenta¢do do leite por uma simbiose de fungos e
bactérias, atua como normalizador intestinal, prevenindo problemas nervosos, asma, ulcera,
anemias, tumores, doencas do figado, diarréia, ictericia, erupgdes cutidneas entre outros.

O grupo pretende a partir deste historico de utilizagdo do Kefir, examinar mudancas
quantitativas em membros especificos da microbiota de camundongos pela acdo do pro
bidtico, e sua possivel influéncia na expressao génica das células epiteliais do intestino.

Para tal, sera realizada uma quantificagdo comparativa do material genético da microbiota de
camundongos tratados e nao tratados (controle) com Kefir por gavagem. Serdo utilizadas as
linhagens Biffidobacterium spp, E. colli, C. difficile, B. fragilis, Lactobacillus spp e bactérias
totais, recolhidas e purificadas a partir das fezes dos camundongos e entdo submetidas a RT-
PCR para a quantificacdo do material genético.

Para a avaliacdo da expressdao génica, serdo utilizadas células epiteliais do intestino dos dois
grupos de camundongos (tratados e ndo-tratados) que terdo seu mRNA purificado e

comparado em CHIP de microarranjo.

Critica:

Apesar do extenso uso do Kefir como pro biotico, existem poucos trabalhos publicados acerca
do assunto e os existentes estdo voltados para o leite fermentado e ndo para o Kefir em geral,
0 que torna o projeto de extrema relevancia. Uma vez que, se comprovada a acdo do mesmo
na microbiota dos camundongos e, principalmente, na expressao génica do epitélio intestinal,
seu uso podera ser melhor direcionado e novos estudos poderdo ser feitos para testar as
demais propriedades deste pro bidtico.

Convém, entretanto, que o grupo também utilize gavagem no grupo controle, de forma a

padronizar o nivel de estresse dos animais.
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O unico empecilho para a realizacdo do projeto € a questdo financeira, pois pretende-se fazer
microarranjo com uma quantidade grande de camundongos € o processo necessitara ser

repetido varias vezes para melhorar a amostragem dos genes.

7. Construcao de bactérias verdes fluorescentes para uso didatico.

Resumo:

O grupo pretende construir uma linhagem de E. Colli fluorescente para uso nas escolas e
demonstragao do processo de clonagem.

Sera realizada a inser¢ao de uma GFP (proteina verde fluorescente) em um plasmideo 322
clivado com enzima de restri¢do e desfosforilado para facilitar a inser¢do. Os insertos serdo
amplificados por PCR e pequenas amostras de cada ciclo serdo analisadas em gel de Agarose.
Os vetores serdo entdo incubados com duas linhagens de E. Colli para que haja transformagao
das mesmas induzida por choque térmico. As colonias transformadas serdo selecionadas em
meios com ampicilina e tetraciclina e entdo utilizadas didaticamente para demonstracdo dos

processos de reproducdo bacteriana.

Critica:

O projeto ¢ interessante para apoio didatico por que E. Colli ¢ um organismo modelo ndo s6
em genética, mas em outras areas como a microbiologia e porque ¢ de facil cultivo e
manuten¢do. Entretanto, torna-se inviavel pois existem outras técnicas para o ensino de
reproducdo bacteriana, utilizando linhagens auxotréficas para determinados nutrientes , ou
seja, dependentes da adicdo destes nutrientes a0 meio de cultura e que podem ser plaqueadas
em meios diferenciais que exibem as colonias com diferentes coloracdes, sem a necessidade
de recombinar as bactérias ou de usar antibidticos nas culturas. Essas técnicas mostram-se,
hoje, extremamente baratas, de facil acesso e manuseio, tornando a criacdo de uma linhagem
fluorescente um processo dispendioso e, infelizmente, desnecessario.

Todavia, ndo se pode negar que seria divertido e envolvente aos alunos trabalhar com
bactérias fluorescentes do que coldnias coloridas, nas quais as cores nem sempre sao bem

distinguiveis.



