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| - Introducao:

A implantagdo do embrido é um evento critico para a gravidez humana e
sua auséncia pode estar relacionada a infertilidade. O balanceamento correto de
varios fatores de crescimento, citocinas, mediadores lipidicos, fatores de
transcricdo e outras moléculas reguladas por horménios esteroides interferem de
maneira vital na preparacdo do Utero para a nidacao (Develioglu et al., 1999;
Brown et al., 2000; Carson et al., 2000; Lim et al, 2002; Guidice, 2003).
Entretanto, € mais admissivel enxergar o processo de implantagdo como regulado
pela pouca ou super-expressao de diversos genes sobre o controle dos fatores
citados. Apesar da incerteza a cerca do momento exato de implantacdo do
embrido, estudos clinicos sugerem que a denominada “janela de implantacao”
esta geralmente confinada aos dias 20-24 do ciclo ovulatério normal (Psychoyos,
1994). As dinamicas da transicdo de um endométrio nao-receptivo para a forma
receptiva sdo pouco entendidas, porém em humanos uma crescente taxa de
abortos espontaneos tem sido observada durante a transferéncia do embrido no
periodo da “janela de implantacdo” (Navot et al., 1991). A taxa abortiva é
crescente em mulheres brasileiras e aos poucos ocupa uma das principais causas
de infertilidade.

A infertilidade é um disturbio ou condi¢cao temporaria do aparelho reprodutor
feminino ou masculino que dificulta ou impede o casal de ter filhos. Para um casal
ser considerado infértil e precisar de ajuda para a concepc¢ao, geralmente é
necessario pelo menos um ano de tentativas para a mulher engravidar. Durante
esse tempo métodos anticoncepcionais nao podem ser usados e as relacdes
sexuais tém que ser freqlentes.

Nesse projeto daremos énfase a infertilidade feminina, causada
principalmente por (fig.1):

1- Distarbios hormonais ou ovulatérios: a maioria causada pela
deficiéncia ou producdo exacerbada, como na hiperplasia, dos hormonios
controladores (FSH, LH, estrogénio e progesterona). Também pode ocorrer



infertilidade se os ovarios forem resistentes aos niveis normais de horménio ou se
eles estiverem ausentes, danificados ou doentes.

2- Distarbios anatomicos: vulvite, vaginite, geralmente causada por
fungos ou parasitas; DSTs como sifilis e gonorréia; cancer no colo do Utero
(cervical), do endométrio ou dos ovarios; infecgdes uterinas (endometrite); tubas
uterinas bloqueadas ou danificadas; sindrome dos ovarios policisticos;
endometriose.

3- Distarbios cromossémicos: quando ha um numero anormal de
cromossomos sexuais, na sindrome de Turner por exemplo.

4- Outras causas ou infertilidade inexplicada: muco cervical abundante
ou com presencga de anticorpos contra os espermatozoides. Fatores como idade e

estilo de vida podem interferir na fertilidade.

Desordens Obstrucdo
ovulatérias Tubdrla
35%
Oufras / ! .
causas/Inexplicada T 20%
(Idlopitica) Endomeiriose
10%

Figura 1: porcentagens das principais causas de infertilidade.

Para diagnosticar a infertilidade feminina s&o investigados disturbios
ovulatérios, caracteristicas do muco cervical no periodo fértil, uma dosagem
hormonal para verificar a atividade enddcrina dos ovarios é feita e é fundamental
que seja estudado o fator canalicular (tubo-peritoneal, corporal e cervico-vaginal),

jA que desempenha a funcdo de nutricdo, captagdo e transporte dos



espermatozoides e do ovocito. Para isso deve ser feita uma Histeroscopia com o
objetivo de vizualizar a cavidade interna do utero e afastar a presenca de
sinéquias pods-curetagem uterina ou ainda pdlipos endometriais e miomas
submucosos, assim como uma possivel endometrite, os quais dificultariam a
implantacdo embrionaria. Também pode ser feita uma Laparoscopia, que investiga
a cavidade pélvica afastando a presenca de aderéncias pélvicas, endometriose,
obstrucéo tubéria, ma formacao uterina, mioma e doenca inflamatéria pélvica, e
uma ecografia transvaginal que é realizada no periodo ovulatério e avalia a
presenca e o grau de maturidade dos foliculos ovarianos além da espessura da
mucosa endometrial.

Algumas das causas da infertilidade s&o tratadas e revertidas por
tratamento hormonal, pequenas cirurgias e inseminagao artificial. Para os casos
mais complexos e dificeis recomenda-se a reprodugéo assistida.

A endometriose € uma doenca caracterizada pela presenca de implantes
ectépicos de glandulas e/ou estroma endometrial em regides fora do utero,
comumente em ovarios, tubas uterinas, peritbnio, cavidade pleural, figado,
intestinos, bexiga e rins. Também ja foram relatados casos de endometriose em
homens. Esses implantes, assim como o tecido endometrial de crescimento
uterino, apresentam sua atividade regulada pelos horménios do ciclo menstrual. E
considerada uma entidade enigmatica, uma vez que possui etiopatogenia incerta e
diagnéstico indefinido. A endometriose atinge 5% da populacao feminina brasileira
e corresponde a 20% das mulheres inférteis.

Os sintomas apresentados pelas portadoras assumem intensidades
variaveis nao correspondentes a gravidade da enfermidade. Mulheres com estado
severo de endometriose podem ser assintomaticas, enquanto pacientes com
sintomas graves podem apresentar a doenga em um estado mais brando. Os
principais sintomas dessa doenca séo a dor pélvica e sangramento periddico das
regides afetadas.

Acredita-se, atualmente, que a endometriose nao seja uma desordem
isolada e sim um quadro gerado pela atividade de varias doencas, é



provavelmente por esse motivo que pouco se sabe sobre sua fisiopatologia e
evolucao natural.

A relacdo existente entre a endometriose e a infertilidade é incerta, apesar
de existirem referéncias antigas sobre ela na literatura. Acredita-se que as
distor¢cdes da anatomia pélvica presentes em mulheres com endometriose grave
sejam um dos motivos para a falta de fecundidade nessas pacientes, porém esse
sintoma nao explica a infertilidade de mulheres com um estado moderado dessa
desordem. O que é postulado atualmente conclui que fatores como problemas
enddcrinos, alteragdes imunolégicas e defeitos uterinos intrinsecos sao também
responsaveis pela infertilidade.

A hiperplasia endometrial trata-se de uma proliferacdo anormal de glandulas
e estroma, com predominancia do componente glandular, o que provoca o
aumento do volume e dos graus variados de desarranjo arquitetural do
revestimento do endométrio. Sua importancia clinica é o fato de que pode causar
hemorragia uterina anébmala, quadros de infertilidade, estar associada a tumores
ovarianos produtores de estrogénios, resultar de estrogenoterapia isolada e
preceder o cancer de endométrio ou mesmo ocorrer simultaneamente com ele.
Os casos de hiperplasia endometrial foram classificados e divididos em duas
categorias: simples e complexa (referidas ao grau de desarranjo arquitetural),
podendo ambas serem com ou sem atipia (alteracdes citoldégicas que diferem
completamente do epitélio endometrial normal, sendo importante na predi¢cao de

risco para um carcinoma de endométrio).

A hiperplasia é causada pela resposta do endométrio a estimulacdo
estrogénica prolongada (seja exdgena ou enddégena), sem o efeito
contrabalanceador da progesterona. Normalmente ocorre nos extremos etarios da
vida reprodutiva da mulher, devido aos ciclos anovulatérios. Outras possiveis
causas de hiperplasia endometrial podem ser o uso de estrogenos por longos
periodos sem a administracdo concomitante de progestdgenos ou mesmo
neoplasias ovarianas produtoras de estrogénio. Mulheres obesas sdao mais

predispostas ao aparecimento de hiperplasias, pois o0 tecido adiposo, além de



armazenar estrégenos, pode converter andrégenos circulantes em mais

estrogenos.

O potencial de malignidade pode ser influenciado pela idade, obesidade,

doenga ovariana concomitante, endocrinopatia e intensidade da atipia citolégica.

Portanto, baseado no estudo feito, evidencia-se que pouco é conhecido
sobre a relagdo entre as causas de infertilidade, dentre elas a hiperplasia
endometrial e a endometriose, e fatores genéticos reguladores do ciclo natural, os

quais podem ser responsaveis por essas patogenias.

Il - Objetivos:

Objetivos Gerais:

O projeto tem como objetivo geral comparar a expressao génica de células
do endométrio entre mulheres férteis, mulheres com infertilidade portadoras de
endometriose e portadoras de hiperplasia endometrial.

Objetivos Especificos:

1- Analisar o perfil de expressdo génica nas células do endométrio de
mulheres férteis, mulheres portadoras de endometriose, e mulheres portadoras de
hiperplasia endometrial.

2- Fazer a identificagdo dos genes com padrdes diferentes de expressdo em
mulheres férteis, mulheres portadoras de endometriose, e mulheres portadoras de
hiperplasia endometrial.

3- Validar os genes candidatos através do sequenciamento e comparacao

das sequéncias génicas entre os trés grupos de mulheres estudados.

Il - Justificativas:

A infertilidade feminina é um distarbio ou condi¢cao temporaria que impede

ou dificulta a gravidez. A endometriose é responsavel por 20% dos casos de



infertilidade registrados no Brasil. Essa patologia caracteriza-se pela invasdo de
tecido endometrial em regides fora do utero. Na hiperplasia endometrial ocorre a
hiper-estimulacdo do crescimento do endométrio pelos horménios do ciclo
menstrual, o que resulta em um aumento exagerado desse tecido. Essa desordem
afeta uma relevante parte das mulheres inférteis.

Esperamos com esse projeto buscar solucées para essas mulheres que
compdem uma porcentagem razoavel da populacédo. Acreditamos que a anélise da
expressao génica do tecido endometrial nos revelara quais genes estao
envolvidos nessas desordens e, a partir dessa informacdo, poderemos
desenvolver melhores técnicas de diagndstico e acompanhamento dessas
patologias. Futuramente, acreditamos que a nossas pesquisas € a de varios
outros autores sejam capazes de abrir novas possibilidades de tratamento e curas

para essas doengas.

IV — Metodologia:

Para atingirmos nosso objetivo, usaremos a técnica de microarranjo de
cDNA de amostras de tecido uterino extraidas de mulheres portadoras de
endometriose, hiperplasia endometrial, e mulheres férteis. A extracdo destes
tecidos devera ser realizada apds a assinatura do “Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido”. Em seguida faremos o sequenciamento dos genes candidatos e a
comparacao das seqléncias génicas entre os trés grupos de mulheres por meio

de cromatogramas.

IV.1 — Microarranjo:

Para a realizagdo do experimento serdo analisados os endométrios de 15
mulheres voluntarias recrutadas no periodo de um ano, com idades entre 35 e 42
anos, ciclos menstruais regulares e prévia ovulagcdo confirmada. Cada uma
assinara um termo de consentimento e compromisso com o projeto aprovado pela

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Serao criados trés grupos com 5



individuos em cada um do seguinte modo: Grupo I: controle, Grupo II:
Endometriose, Grupo Ill: Hiperplasia Endometrial. A confirmagcdo do estado
uterino, patolégico ou ndo, de cada voluntaria sera feita mediante uma ultra-
sonografia transvaginal (Mirkin et al., 2005).

Primeiramente sera feita uma biépsia do endométrio de cada mulher em um
determinado dia da chamada “janela de implantacao” do ciclo natural. O tecido
serd retirado de acordo com um protocolo da Unimar (Bridgeport, CT, EUA) no dia
21 do ciclo menstrual, data 7 dias posterior a ovulacao (dia14) e 8 dias apés um
exame urinario que as voluntarias fardao com base no kit QuikVue One Step hCG
Urine (Quidel, San Diego, CA, EUA) para verificacdo do nivel do hormdnio
Gonadrotofina Coriénica Humana. Cada amostra serd divida em duas por¢des:
uma fixada em formalina a 10% e processada para andlise histolégica
(hematoxilina-eosina), e outra imediatamente congelada em nitrogénio liquido para
posterior extragdo de RNA (Mirkin et al., 2005).

Em segundo lugar, para o microarranjo, cada amostra de tecido sera
processada individualmente. O RNA total seréa isolado de acordo com o protocolo
BioModule da Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA). A purificacdo sera com
base no RNeasy Total RNA Clean-up (Quiagen, Valencia, CA, EUA) e a
integridade do acido nucléico medida pelo 2100 Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara,
CA, EUA).

Na producéo da primeira fita de cDNA um primer T-7 devera anelar-se ao
MRNA de acordo com MAXiscript T-7 kit (Life Techonologies, Carlsbad, CA, EUA).
Uma enzima transcriptase reversa sera adicionada junta das condi¢des
necessarias e o primer T-7 sera incorporado a primeira fita de cDNA (Mirkin et al.,
2005) (fig. 2).
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Figura 2: produgéo da primeira fita de cDNA.

Na sintese da segunda fita serdo adicionados RNase H para a

fragmentacdo da fita de RNA, DNA polimerase para a producdo, a partir dos
fragmentos de RNA, da fita complementar de cDNA, e DNA ligase para a juncao
dos pedacos de DNA recém produzidos (fig 3).
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Durante sua producdo o cDNA da amostra experimental devera ser
marcado com fluorocromo vermelho (ficoeritrina) e o da amostra controle com
fluorocromo verde (fluoresceina), de acordo com o protocolo BioModule Microlabel
(Life Techonologies, Carlsbad, CA, EUA). Apés a sintese do cDNA completo, este
sera purificado com fenolcloroférmio, precipitado e redissolvido em agua sem
nucleases.

Para a hibridizacao sera usado o chip HG_U95Av2 da Affymetrix contendo
oligonucleotideos representantes de 12686 genes e 0s reagentes necessarios
(Mirkin et al., 2005). A leitura do microarranjo sera feita pelo Significance Analysis
of Microarrays (SAM) software, método considerado superior em relacdo a

estudos estatisticos convencionais (Tusher et al., 2002) (fig 4 ).

Experimental Call

Microarray
preparation

cDMNA microarray

Figura 4: hibridizag&o e leitura do microarranjo.



Serdo comparados os microarranjos feitos com mRNAs de endométrios
normais e com endometriose com os feitos com endométrios normais e com
hiperplasia endometrial para a andlise do perfil de expressao dos genes em cada
situacao.

IV. 2 — Sequenciamento

Apoés a anadlise do perfil da expressédo génica nas células endometriais das
mulheres dos trés grupos em estudo, por meio da técnica de microarranjo, seréo
sequenciados genes com diferentes graus de expressdao entre mulheres
portadoras de endometriose, hiperplasia endometrial, e mulheres férteis (nao
portadoras). Primeiro devera ser feita uma reagdo em cadeia de polimerase (PCR)
para amplificacdo dos fragmentos de interesse. Para o sequenciamento deve-se
certificar de que nao houve amplificacao inespecifica no produto de PCR, ou seja,
que apareceram bandas fortes no teste, pois bandas claras podem indicar que nao
houve amplificacdo de qualidade ou geracdo de poucos fragmentos. Os
fragmentos amplificados deverdo ser purificados utilizando-se polietilenoglicol
(PEG) para que haja apenas fragmentos de interesse. Para o sequenciamento,
utilizaremos o sistema ABI 3130. A reacao de sequenciamento sera feita com o Kit

Big Dye Terminator, cujos volumes e concentracées seguem abaixo:

Reagente Quantidade Sugerido
BigDye Mix* 8uL 0,3ul

Tampao Save Money oul 1,774l

pGEM (200ng/uL) 2uL 1ul (200ng/pl)
Primer (0.8pmol/uL) 4uL (3.2pmol) 4uL (3.2pmol)
Agua 6uL 3,2ul

Volume Total 20puL 10pl



O tampéao Save Money pode ser pedido junto com o Kit de sequenciamento. Ele
consiste em uma mistura de fatores e sais essenciais a reacdo, que ja estao
inclusos no Big Dye Mix, portanto quando reduzimos a quantidade de Mix
devemos repor esses fatores acrescentando o tamp&o. Para a preparacao do mix
serdo utilizados 0,3u! de Big Dye Mix, 1,77ul de tampao Save Money e um volume

de primer Forward ou Reverse para a concentracdo de 3,2pmol por reacao.
Primeiramente sera transferido para cada tubo ou placa o volume de mix de
reacdo. Depois sera acrescentado o volume de produto de PCR para a
concentracdo ideal por reacdo e 10yl de agua MQ sera adicionado para
estabelecer o volume final. Finalmente sera iniciada a reagdo de termociclagem.
Apés a ultima, devera ser feita a precipitacdo com isopropanol. Essa precipitacao
destina-se a retirar excesso de primer, sais, nucleotideos nao incorporados e
enzimas utilizados na reacado de sequenciamento. A resuspensao e desnaturagao
destinam-se a preparacao da amostra para o carregamento do sequenciador e,
portanto, deverao ser feitas imediatamente antes do calibramento do seqiienciador
da seguinte maneira:

1. Resuspender em 15-25uL de formamida Hi-Di. Nao é recomendado
resuspender em volumes menores que 10 ul devido a possibilidade de néo
entrada do capilar na amostra.

2. Desnaturar em placa aquecida ou em Banho Maria a temperatura de 94°C
por 5 minutos.

3. Colocar a placa ou tubo em gelo por 2 minutos para o choque térmico que
impede a renaturacgao das fitas.

4. Carregar 0 equipamento e correr 0 sequenciamento.

O resultado do sequenciamento devera ser analisado com auxilio de programas
de bioinformatica como Phred e Phrap. O Phred é uma ferramenta especializada
na leitura de cromatogramas atribuindo uma base para cada pico identificado,
além de indicar um valor quantitativo para cada base como estimativa da taxa de
erro. O Phrap é utilizado para montagem de sequiéncias, geracao de arquivos de
saida que contém dados importantes, além de possibilitar a visualizacdo da
montagem por outros programas. Por fim serdo comparadas as seqiéncias
obtidas de cada gene e investigadas as provaveis alteracoes.



V — Cronograma:

1° j1° |2° |3° [4° |5° |[6° |7° |8 9° [10° | 11° | 12°
ano | mé€s | més | més | mes | més | més | més | més | mes | mes | més | mes
2° 12° |2° |2° |2° |2° |2° |2° |2° [2° |2° |2°
ano | ano | ano | ano |ano | ano |ano |ano | ano |ano | ano | ano
Recrutamento X
de voluntérias
Biopsia X
endometrial
Microarranjo X |X
Sequenciamento X | X | X [ X [X [X [ X |X
Redagio final X

VI - Orcamento:

o
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. BioModule — Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA — R$2196,48

BioModule Microlabel — Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA -
R$2728,00
QuikVue One Step hCG Urine — Quidel, San Diego, CA, EUA — R$15,55
RNeasy Total RNA Clean-up — Quiagen, Valencia, CA, EUA — R$515,59
2100 Bioanalyzer — Agilent, Santa Clara, CA, EUA — R$52,80
MAXIscript T7 Kit — Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA — R$440,00

Chip HG_U95Av2 — Affymetrix — R$1408,00
Kit Big Dye Terminator — Amersham Pharmacia Biotech - R$5060,00

Biopsy Cassete Blue 4x250/cs — Unimar, Bridgeport, CT, EUA -
R$1527,68
Orgcamento total previsto: R$13944,10




VIl - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Destinado a individuos compromissados com a realizacdo do projeto:

Determinacdo e comparagcdo do perfil de expressao génica entre endométrios

normais, hiperplasicos e com endometriose.

| - Dados de identificacao do sujeito da pesquisa e do responsavel legal

Nome

paciente

do

Identidade

Data nascimento

Sexo

Endereco

Bairro

Cidade

Estado
Telefone

CEP

Responsavel

legal

Grau de
Identidade

parentesco




AUTORIZACAO

Eu, , portador do

RG , com anos de idade, declaro para os devidos fins,

que concordo em participar da investigagdo cientifica sobre a determinacéo e
comparagdo do perfil de expressdo génica entre endométrios normais,
hiperplasicos e com endometriose, a ser realizada no Departamento de Biologia
Geral do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG. Para ajudar no estudo desta
doenca, devo submeter-me a exames clinicos e a analise molecular, ou seja,
avaliacdo do meu RNA, além de responder a um questionario clinico. Para que
seja realizada a analise molecular, permitirei a bidépsia de pequena parte de meu
tecido endometrial. Declaro estar de acordo que os resultados de meus exames
poderdo ser utilizados em pesquisa, bem como publicados em meio cientifico
desde que minha identidade seja preservada. Declaro ainda que recebi todos os
esclarecimentos sobre a importancia da referida pesquisa e que a minha
participacdo nao implicara em qualquer risco a minha saude. Caso desistir desta
autorizacdo, todos os resultados me serdo fornecidos bem como a continuacéo de
terapéuticas que venham a beneficiar-me, sem qualquer prejuizo.
De minha livre e espontanea vontade, assino esta declaragdo/autorizacao.

; de

, de 2005.

Probando ou responsavel
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Pareceres



Grupo 1
A técnica Pro-Drug combinando o adHSVtk e a droga GCV como uma
estratégia de terapia génica
Proposta:

O projeto pretende, por meio dos métodos Suicide Gene Therapy e Pro-
Drug, criar uma vacina génica contra o cancer de prostata, de mama e de colo de
utero,com o uso de um vetor adenoviral. Este vetor recebera, por co-transfeccéo,
o gene HSVik, codificador de timidina quinase, do virus Herpes simplex. O vetor
modificado se replicara apenas em células tumorais devido ao seu tropismo e a
expressao da enzima em analise ativara o pro-farmaco Ganciclovir (GCV), o qual
compete com dGTPs e, assim, impede a sintese de DNA em células

tumorigénicas.

Viabilidade:

Uma vez que o projeto € de grande relevancia para a saude humana e de
pratico desenvolvimento, ele provavelmente terd seus objetivos alcancados.
Entretanto, para a verificacdo da relacao entre o farmaco Ganciclovir e a apoptose
(terapia génica direta), seria mais interessante que o0 grupo realizasse um
microarranjo envolvendo genes de células tumorais infectadas com o virus
contendo o gene ativador da droga e células contendo o virus, porém, sem o gene

ativador.

Relevancia:

O projeto em discussao € bastante relevante pois, por meio de métodos de
uso comum e pratico em laboratérios de biologia molecular, objetiva a criacdo de
uma terapia, ja funcional para cancer de cérebro, para outros tipos de oncogenia,

como a de préstata, mama e colo de Utero.



Grupo 2
Transcricao génica de RNA mensageiro ligados a tigmomorfogénese
em Arabidopis thaliana

Proposta:

Obter informacdes sobre a diferenca da expressao génica de gemas apicais

e laterais de plantas sobre estresse mecanico ou nao (controle).

Viabilidade:

A extracdo do RNA da gema apical e lateral de plantas sob estresse
mecanico e do grupo controle e sua posterior analise por meio de microarranjo
mostra-se adequada para o estudo da tigmomorfose. Mediante esta metodologia o

objetivo proposto pelo grupo revela-se bem estabelecido e plenamente alcancavel.
Relevéncia:
O projeto em questao € relevante pois a partir dele podera se direcionar a

criacdo de plantas com determinadas caracteristicas, como por exemplo, tronco

mais alto ou mais ramificado.



Grupo 3
Estudo sobre a variacao da expressao da hBD-2 e hBD-3 em queratinécitos
expostos ao fungo Malassezia furfur

Proposta:

O principal objetivo do trabalho é analisar a expressdo da variagdo da
expressao génica em queratinécitos expostos ao fungo Malssezia furfur. O grupo
também propde fazer um western blotting das proteinas b-defensinas de modo a
descobrir se a proteina é traduzida na célula durante a exposicdo ao fungo
M.furtur.

Viabilidade:

O projeto possui uma linha de trabalho bem estruturada, dominando bem as
técnicas e metodologias que a pesquisa envolve. O cronograma € viavel e
bastante razoavel quando comparado a cronogramas de projetos semelhantes. A
Unica falha é que o orcamento é bastante impreciso e caro, o que reduz em muito
a procedéncia do projeto, uma vez que ele ja ndo gerara muitos dados
interessantes e poucos deles serdo de larga utilizacdo tanto pela ciéncia como

pela industria farmacéutica.

Relevanica:

O fungo malassezia furfur faz parte de microbiota natural da pele, mas pode
causar diversas doencas cutdneas como dermatite atdpica, foliculite, dermatite
seborréica e pitiriase versicolor. Apesar de ja existirem tratamento para essas
enfermidades o estudo proposto sobre as proteinas hb-2 e hb-3 pode ser
revelante no campo para descobrir formas de tratamento de varias outras doencgas

microbianas, principalmente aquelas causadas por microorganismos aerébicos.



Outra abordagem proposta é o estudo da interacdo da microbiota cutanea com a
pele através dos niveis de expressao de hb-2 e hb-3.

Pode-se concluir que o objetivo principal do trabalho € de pouca relevancia,
uma vez que nao representara nenhum avanco significativo numa area que ja nao
requer muitos estudos. Porém, essa pesquisa tem potencial para obter dados
interessantes sobre proteinas que parecem bastante ligadas com o controle da
microbiota da pele e poderdo trazer pistas para a criacado de novas formas de

tratamento de varias doencas cutaneas, além de informacdes sobre estética.

Grupo 4

Desenvolvimento de Eucaliptos transgénicos para recuperacao de

areas contaminadas por materiais pesados

Proposta:

O grupo 4 procura, por meio da criacdo de eucaliptos transgénicos,
recuperar solos contaminados com metais pesados. O principio do método
consiste na introducdo de um gene responsavel na sintese de fitoqualtina, que
desempenha a funcdo de captar e reter, em toda a planta, os metais pesados

existentes no solo contaminado.

Viabilidade:

Esse trabalho, porém, levanta sérias questdes. Sabendo-se que os metais
pesados sao retirados do solo e armazenados em toda a planta, a entrada desses
metais na cadeia alimentar poderia gerar um problema maior do que o estado
anterior daquele ambiente, uma vez que eles sao altamente prejudiciais a
integridade fisiolégica dos animais e possui efeito acumulativo. Além disso, o
desfolhamento dos eucaliptos em questao e a posterior decomposicao das folhas
levariam a recontaminacdo do solo. Outro fator importante é a utilizagdo da

madeira retirada das plantacdes, ja que essas, por estarem contaminadas, nao



poderao ser utilizadas em caldeiras € nem mesmo como méveis. Além disso, nao
se tem garantia de que tal pratica levara a “cura do solo” no primeiro plantio,
sendo provavel a necessidade de varios ciclos de plantios que levara a um grave
esgotamento do solo, 0 que sera agravado pelo impedimento da utilizagdo dos
restos da plantacdo anterior como adubo, por estarem contaminados.

Concluimos, portanto, que o alcance dos objetivos citados nao sera facil,
uma vez que contornar os impactos ambientais que tal pratica poderia causar
consistird em um problema muito maior do que a prépria criagdo da linhagem

transgénica.

Relevancia:

Tal pratica teria o potencial, segundo os autores, de diminuir a
contaminacao de lengois freaticos e reduzir o desmatamento de matas nativas,
uma vez que haveria o surgimento de areas descontaminadas, propicias a

atividade comercial da terra; portanto o projeto é bastante relevante.

Grupo 5

Aspectos peculiares da leucemia em criancas com sindrome de Down:

Proposta:

Criangas com sindrome de Down tem 20% a mais de chance de
desenvolver a leucemia do que criangcas normais, no entanto respondem melhor
aos quimioterapicos como o Aracetim. Uma das possiveis causas é que 0 gene
codificante da enzima que responde ao medicamento esteja presente no
cromossomo 21 e, como as criangas com sindrome de Down possuem trés desse
cromossomo, produziriam maior quantidade da enzima, tendo uma melhor
resposta.

A proposta é investigar a diferenca entre o proteoma de criangas leucémicas

normais e com a sindrome de Down, além da diferenca entre criancas leucémicas



com sindrome de Down antes e depois de submetidas a quimioterapia. Pretende-

se contribuir na busca de melhores tratamentos e resposta aos medicamentos.

Viabilidade:

O projeto € viavel. Trabalhard& com medulas de pacientes leucémicos
cadastrados no REDOME. As medulas de pacientes nao leucémicos, que
poderiam ser dificeis de conseguir, serdao cedidas pelo CEMO. As células dessas
medulas serao clonadas, de modo que se tenha um bom estoque e nao precise
recorrer a mais doacdes. Propde o uso de técnicas ja bem conhecidas para
identificar o proteoma: sera feita uma centrifugacédo diferencial para excluir as
porcées nucleares e membranosas. As amostras serdo comparadas utilizando
géis bidimensionais realizando depois uma espectrometria de massa. Sao
metodologias bem conhecidas e relativamente simples. Trara grande beneficio se
colocado em pratica.

Relevéncia:
O projeto é relevante, uma vez que pode dar uma grande contribuigdo para
o entedimento da leucemia em criangas e, consequientemente, proporcionar um

avanco médico-farmacéutico no desenvolvimento de novos farmacos e

tratamentos, dando esperancga e maior chance de cura a milhares de criancas.

Grupo 7



Avaliacao do efeito do tratamento com Kefir na microbiota e na

expressao génica das Células epiteliais do intestino de camundongos.

Proposta:

O grupo 7 visa avaliar o efeito do tratamento com Kefir como proé-bidtico na
microbiota do intestino. Além disso o grupo fard um microarranjo de células
epiteliais de intestino de camundongo para comprovar suas analises. Também
pretende quantificar comparativamente material genético de microbiota intestinal
de camundongos tratados e nao 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.

Viabilidade:

O projeto é bastante viavel pois por meio de técnicas de facil manejo
realizar4d uma pesquisa de grande relevancia em um espaco de tempo bastante

desejado.

Relevancia:

Existem referéncias na literatura de que o consumo de kefir aumentava a
longevidade do povo caucasiano e de que ele atua, também, sobre problemas
intestinais. E lhe atribuido o melhor funcionamento intestinal devido as suas
propriedades probidticas, a pesar de ndo existirem muitos trabalhos nesse campo.

A avaliacdo da microbiota e o estudo da alteracdo da expressao génica de
epitélio intestinal de camundongos alimentados com kefir traria novas pistas sobre
a efetividade do probiédtico no tratamento de desordens enteroldgicas trazendo um
respaldo cientifico em relacdo ao seu uso. O projeto também seria de grande
serventia para entender os mecanismos de agao do kefir, principalmente sobre a
expressao génica do tecido epitelial intestinal.



Grupo 8
Construcao de Bactérias Verde Fluorescente Para Uso Didatico
Proposta:

O projeto propde a producao de bactérias fluorescentes para uso didatico.
Para isto o grupo usaria Escherichia coli gram negativa. Insertos de fragmentos do
gene GFP, que é um gene de alga fluorescente, seria inserido no plasmideo
dessas bactérias através do vetor 322. Seria usada a mesma enzima de restricao
para cortar o DNA do vetor, e o DNA plamidial da bactéria que ira receber o
fragmento, formando pontas coesivas. O inserto seria colocado nas bactérias por
meio de transformacgéao quimica. Uma vez implantado o fragmento de DNA
ex6geno na bactéria, esta ira produzir proteinas que fazem com que a bactéria se
torne fluorescente. Estas bactérias seriam plaqueadas para isolamento de

coldnias.

Viabilidade:

Desde que a bactéria que ira receber o gene GFP seja uma bactéria
competente para esse gene, ela podera produzir proteinas GFP, que sao
proteinas que fazem com que a bactéria se torne fluorescente.

Relevancia:

Além de viabilizar a observacao de aspectos das bactérias, estas bactérias

fluorescentes também poderiam ser usadas para uso didatico em praticas de

ensino.






