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APRESENTACAO

A obra “O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces”
apresenta artigos de todo o territério nacional que demonstram exatamente essa
caracteristica das Ciéncias BiolOgicas: suas diversas conexdes com outras areas o que a
torna a cada dia mais imprescindivel para a construgdo de uma sociedade mais sustentavel.

Assim em seus 19 capitulos este e-book apresenta artigos que envolverdo o(a)
leitor(a) em temas que evidenciam essa interface como: educagédo em saude prevencao
de patologias a formacéo inicial de estudantes da area imunologia e imunogenética
biodigestao anaerébia interagbes moleculares de medicamentos no corpo humano modelo
didatico de anatomia humana plantas invasoras detec¢céo de bactérias em alimentos crus
efeitos de herbicidas em peixes registro de lobo marinho subantartico no litoral paulista
otimizag&o de técnicas para estudo de cancer de intestino sindrome metabdlica em idosos
utilizacao de musica para o trabalho com questdes de género na disciplina de Biologia do
Ensino Médio propriedades fisicas do solo em diferentes usos na floresta Amazénica e
abordagem do atropelamento de fauna em estudo de impacto ambiental.

Essa variedade de temas corrobora portanto a importancia e o fortalecimento das
Ciéncias Biologicas ndo somente para a pesquisa cientifica como também para o cotidiano
e formacao de profissionais da Educacdo Medicina Farmacia Geologia Educacéo Fisica
Engenharia de alimentos Engenharia Agrondmica Engenharia Civil e até mesmo Ciéncias
Sociais entre tantos outros.

Considerando-se o exposto e agradecendo a todos(as) os(as) autores(as) bem
como a estrutura disponibilizada pela Atena Editora em sua plataforma digital desejo uma
otima leitura bem como ampliacdo e aprofundamento de conhecimentos com os trabalhos
aqui apresentados.

Poliana Arruda Fajardo
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RESUMO: O presente estudo tem como objetivo
otimizar a técnica de Real Time-PCR (qPCR) para
analise quantitativa da expressao génica de ratos
suplementados com Lactobacillus probibticos
0s quais possuem lesdes cancerosas no célon
induzidas por 1 2-dimetilhidrazina (DMH). Foram
utilizados Rattus norvegicus Wistar com o0s
tratamentos: 1- solugéo salina; 2 - DMH; 3 - DMH
+ Lactobacillus casei; 4 — DMH + L. brevis; 5 -
DMH + L. curvatus. Ap6s eutanasia o segmento
colorretal foi coletado realizando-se extracdo de
RNA sintese de cDNA e otimizacdo da reacao
de gPCR para os genes GAPDH p53 Bcl-2
IL-10 TNF-a e FAS utilizando o equipamento
QuantStudio 3 com o sistema SYBR Green/Rox.
A concentracao ideal de primers variou conforme
0 gene alvo consistindo em 1250nMx1250nM
para os genes GAPDH Bcl-2 IL-10 e TNF-a
625nMx1250nM para p53 e FAS. A quantidade
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INTESTINO

de amostra inicial também variou conforme gene
de interesse com 100ng para GAPDH IL-10 e
TNF-a 4ng para p53 e 20ng para Bcl-2 e FAS.
Foi possivel otimizar a técnica de Real Time-PCR
no que se refere a concentracdo de primers e de
amostra inicial para os genes GAPDH p53 Bcl-2
IL-10 TNF-a e FAS.

PALAVRAS-CHAVE: Lactobacilos. Probiéticos.
Céancer colorretal. gPCR. DMH.

OPTIMIZATION OF THE REAL TIME-
PCR TECHNIQUE FOR QUANTITATIVE
ANALYSIS OF THE EXPRESSION OF
GENES RELATED TO BOWEL CANCER

ABSTRACT: The aim of the present study is to
optimize the Real Time-PCR (gqPCR) technique
for quantitative analysis of rats gene expression
supplemented with probiotic Lactobacillus which
have cancerous colon lesions induced by 1
2-dimethylhydrazine (DMH). Rattus norvegicus
Wistar were used with the treatments: 1- saline
solution; 2 - DMH; 3 - DMH + Lactobacillus
casei, 4 - L. brevis; 5 - DMH + L. curvatus. After
euthanasia the colorectal segment was collected
performing RNA extraction cDNA synthesis and
the gPCR reaction optimization for the genes
GAPDH p53 Bcl-2 IL-10 TNF-a and FAS
using the QuantStudio 3 with the SYBR Green
/ Rox system. An analysis of gene expression
was also performed by gPCR. The primers ideal
concentration varied according to the target gene
consisting of 1250nMx1250nM for the GAPDH
Bcl-2 IL-10 and TNF-a genes 625nMx1250nM
for p53 and FAS. The initial sample quantity also
had variations according to the gene of interest
with 100ng for GAPDH IL-10 and TNF-a 4ng for
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p53 and 20ng for Bcl-2 and FAS. It was possible to optimize the Real Time-PCR technique
with regard to the concentration of primers and initial sample for the GAPDH p53 Bcl-2 IL-
10 TNF-a and FAS genes.

KEYWORDS: Lactobacilli. Probiotics. Colorectal cancer. gPCR. DMH.

11 INTRODUGAO

O cancer & um problema mundial caracterizado pelo crescimento anormal de células
além de seus limites habituais induzindo a formagéo de tumores que podem se espalhar
para outras regides do corpo (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER 2019). Conforme
a Organizagdo Mundial da saude a origem da doenca é multifatorial e envolve agentes
ambientais alteragdes no desenvolvimento e na replicagdo do DNA além de deficiéncias
do sistema imunolégico (WHO 2020).

Ademais 0 mesmo é um grande problema de saude publica sendo considerado a
segunda principal causa de morte no mundo com estimativa de 9 6 milhées de 6bitos no
ano de 2018 (WHO 2019). Nessa perspectiva mais de 600 tipos de cancer foram relatados
sendo o cancer colorretal o terceiro de maior incidéncia mundial (FERLAY et al. 2018;
WHO 2020). A estimativa é que no Brasil para cada ano do triénio de 2020-2022 surjam
40.990 novos casos de cancer colorretal (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER 2019).

O mesmo acomete um segmento do intestino grosso (célon) e o do intestino reto
acarretando em tumores as quais sdo geralmente iniciados a partir de lesdes benignas
denominadas pélipos curaveis quando diagnosticadas precocemente (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER 2019). Em adigéo acredita-se também que a microbiota intestinal
patogénica influencia na inflamagéo local um dos fatores predisponentes mais relevantes
para a tumorigénese do célon contribuindo para o desenvolvimento do cancer acarretando
em danos a saude (URBANSKA ZHANG PRAKASH 2015).

Desta forma linhagens probidticas tém sido obtidas para restaurar a barreira
intestinal prejudicada neutralizando efeitos deletérios na microbiota (BARZ et al. 2015)
podendo vir a reduzir a producéo estimulada de mediadores pré-inflamatérios contribuindo pela
melhora da saude do intestino (RODRIGUEZ-NOGALES et al. 2015).

Os probiéticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios ao hospedeiro
quando administrados em quantidades adequadas exibindo antagonismo contra patdégenos
estimulando o sistema imunolégico modulando atividades enziméticas relacionadas a
metabolizagdo de varios carcindgenos e outras substancias toxicas (BARZ et al. 2015;
PLAZA-DIAZ et al. 2019). Estudos em modelos de camundongos e humanos demostram
resultados promissores entre 0 uso de probibticos a patogénese e tratamento do cancer
colorretal (HENDLER; ZHANG 2018). No entanto estudos sobre o tema ainda séo
escassos para formular resposta definitiva necessitando de novos estudos que elucidem
0s mecanismos de atuacao dos microrganismos suas propriedades e linhagens potenciais
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(DRAGO 2019; MOLSKA; REGULA 2019).

Nessa perspectiva o género Lactobacillus se destaca possuindo cerca de 18
espécies com interesse probidtico (ALMADA et al. 2015). Em estudo realizado a utilizagéo
de Lactobacillus probi6tico em pacientes com cancer colorretal surtiu efeitos positivos na
reducdo dos sintomas intestinais do cancer na prevencado e na reducao de lesbes pre-
cancerosas (LEE et al. 2014; IRECTA-NAJERA et al. 2017).

A fim de constar respostas positiva em lesdes intestinais cancerigenas apds a
administracé@o de probidticos é possivel avaliar a expressao génica de genes marcadores
de apoptose e anti-inflamatorios (STEINBERG et al. 2014; PAIVA et al. 2016) tendo
em vista que alteracbes na expressdo génica das células com o acionamento de vias
metabolicas distintas séo caracteristicas do cancer (MIRANDA 2016; FABRE et al. 2018).
Nessa perspectiva o gene p53 possui papel importante vindo a reparar danos que ocorrem
no DNA e quando os danos excedem o0s mecanismos de reparo 0 mesmo juntamente
com a proteina p21 induz a célula a morte celular (NAKAYAMA 2019; XUE; SAN; LANE
2019). Ademais o gene induz a apoptose ao regular a expressdo de mediadores anti ou
pré-apoptoéticos envolvidos em atividades celulares como os genes Bcl-2 BAX BAK BID
e FAS (PECORINO 2016).

Os genes IL-5 [L-6 IL-10 IL-12 e IL-17 codificam para a producgéo de citocinas
que estdo diretamente ligadas as células de defesa sendo responsaveis por induzir a
producao e a diferenciacdo de células B células T e células natural killer (FABRE et al.
2018; DENNIS et al. 2013). Em adicdo a citocina IFN-y regula positivamente parametros
pré-inflamatérios tais como IL -12 IL-15 e o fator de necrose tumoral (TNF-a) o qual
possui uma vasta gama de agdes pro-inflamatérias exibindo efeitos supressores de tumor
inibindo a progresséo do ciclo celular e promovendo a apoptose (URBANSKA; ZHANG;
PRAKASH 2015; SYED 2016).

Logo para analise da expressdo génica a partir da quantificacdo absoluta e
quantificacéo relativa de cada gene em relacdo a um gene de expressao constitutiva o
uso da PCR Quantitativa em Tempo Real (QPCR) € essencial (TALARICO 2012; SILVA et
al. 2013).

A técnica de Real Time-PCR é semelhante a técnica de PCR convencional porém
sua principal vantagem se baseia na possibilidade de quantificagdo do material genético em
tempo real com maior sensibilidade (MARTINS 2017) porém para seu uso é necessario a
otimizagédo do equipamento (FERREIRA 2016). Com base no exposto essa pesquisa tem
como objetivo otimizar a técnica de Real Time-PCR para andlise quantitativa da expressao
génica de genes de apoptose e do sistema imunologico de ratos suplementados com
probibticos Lactobacillus sp. os quais possuem lesbes cancerosas no célon induzidas por
1 2-dimetilhidrazina.
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21 METODOLOGIA

O presente estudo foi desenvolvido na Universidade do Oeste de Santa Catarina na cidade
de Videira SC. O mesmo foi iniciado apés aprovagdo pelo Comité de Etica de Uso de
Animais (CEUA) da Universidade do Oeste de Santa Catarina — Unoesc / Joagaba segundo
definicdo da Resolugdo n°. 100/CONSUN/2016 se fazendo cumprir a Lei n°. 11.794 de
08 de outubro de 2008 e demais normas aplicaveis nos aspectos éticos envolvendo a
utilizacdo de animais no desenvolvimento das atividades de ensino pesquisa e extenséo
através do parecer consubstanciado pelo protocolo nimero 04/2018.

2.1 Selecao e Preparo dos Probibticos

Linhagens com potencial probidtico de Lactobacillus casei Lactobacillus curvatus
e Lactobacillus brevis isoladas de alimentos carneos e lacticos pertencentes a colegéo
da UNOESC - Videira-SC (BARATTO et al. 2012; SCHNEIDER 2016; ANDRADE 2017)
foram selecionadas.

Os lactobacilos foram cultivados em caldo MRS por 24h a 37+/- 2°C em jarras de
anaerobiose e incubados em estufa bacteriolégica para preparo das solugbes probibdticas.
O material foi centrifugado a 3200 g/10 minutos em centrifuga (Parsec) e apds descarte do
sobrenadante as células bacterianas foram ressuspensas com solugéo salina 0 85% até
atingir DO equivalente a 1-9x1010 UFC/0 5mL analisado em espectrofotdmetro (biospectro)
no comprimento de onda de 600nm.

2.2 Delineamento Experimental e Aplicacéo dos Probiéticos In Vivo

Para o estudo in vivo foram utilizados ratos Rattus norvegicus Wistar machos com
cinco semanas de idade. Estes foram mantidos no biotério da UNOESC/Videira em gaiolas
conforme os preceitos éticos para experimentacao animal. As cobaias foram separadas em
grupos contendo de 6 a 8 animais e apdés 15 dias em periodo de adaptagao iniciou-se os
tratamentos: Grupo 1- solugédo salina; Grupo 2 - DMH; Grupo 3 - DMH + L. curvatus; Grupo
4 - DMH + L. casei; Grupo 5 - DMH + L. brevis.

O tratamento com a solugao contendo os microrganismos probiéticos foi realizado
mediante gavagem (dose= 1-9x10'° UFC/dia) seis vezes na semana durante 15 semanas.
Apo6s 15 dias de uso dos probibticos iniciou-se a indugéo de tumores coloretais usando a
droga DMH (1 2-dimetilidrazina) na dose de 30 mg/kg administrada intraperitonealmente
uma vez por semana durante 13 semanas concomitantemente ao uso dos probiéticos.

Ao final do tratamento as cobaias foram submetidas a eutanasia por overdose
de quetamina/xilasina (> 150 mg/kg / > 16 mg/kg) via intraperitoneal seguindo preceitos
do Comité de Etica em Cuidados com Animais. O segmento colorretal de trés cobaias
referente a cada um dos tratamentos foi coletado para otimizagdo da técnica de qPCR

com posterior analise da expresséo génica.
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2.3 Extracao de Rna e Sintese De Cdna

O RNA total das amostras da regido colorretal do intestino das cobaias anteriormente
coletadas foi extraido com TRIZOL® (Invitrogen). O RNA extraido foi quantificado e
avaliado com DO a 260/280nm e 260/230nm em espectrofotdbmetro e apoés tratados com
DNAse | (Invitrogen). A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit High-CapacitycDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems).

2.4 Amplificacdo dos Genes em Pcr Convencional

Amostras de DNA gendmico de figado de Rattus norvegicus Wistar pertencentes ao
banco da Unoesc/Videira foram utilizadas para avaliar a amplificacao dos genes utilizados
no presente estudo em PCR convencional com os respectivos pares de primers (Tabela 1).

Produto
Gene Senso (5'-3") Antisenso (5-3") (pb)
*p21 TGTCTTGCACTCTGGTGTCT GGCACTTCAGGGTTTTCTCT 149
p53 GTAAACGCTTCGAGATGTTCC GACTGGCCCTTCTTGGTCT 123
Bax ACAGGGGCCTTTTTGCTAC GAGACACTCGCTCAGCTTCTT 125
FAS CTGCGATGAAGAGCATGGTT GCAGCGAACACAGTGTTCACA 121
Bcl-2 AGAGACTCACCAGGGTCTGC GCACTACCTGCGTTCTCCTC 113
GAPDH GTGTCCGTCGTGGATCTGAC GGAGACAACCTGGTCCTCAG 132
BID GAGATGGACCACAACATCCA AGGCTGTCTTCACCTCATCAA 126
BAK TACCTCCACCAGCAGGAAC GACCCACCTGACCCAAGA 125
**IL-5 AGCACAGTGGTGAAAGAGACCTT TCCAATGCATAGCTGGTGATTT 117
IL-6 GAGGATACCACTCCCAACAGACC AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 141
IL-10 GGTTGCCAAGCCTTATCGGA ACCTGCTCCACTGCCTTGCT 191
IL-12 GGAAGCACGGCAGCAGAATA AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG 180
IL-17 GCTCCAGAAGGCCCTCAGA AGCTTTCCCTCCGCATTGA 142
IFN-y  TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA TGGCTCTGCAGGATTTTCATG 92
TGF-B1  TGACGTCACTGGAGTTGTACGG GGTTCATGTCATGGATGGTGC 170

TNF-a  CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 175

Tabela 1. Sequéncia de Primer utilizados nas reagdes de PCR convencional e qPCR.
Legenda: Fonte: *Silva (2013) WANG et al. (2017); ** Steinberg et al. (2014).

As reacdes de amplificacéo foram realizadas realizada em termociclador conforme
técnica de Reagdo em Cadeia Polimerase (PCR-convencional) efetuadas em 35 ciclos onde
cada ciclo consistiu na desnaturacdo a 94°C/30s anelamento a 60° C/40s e extensao a 72°
C/ 30s. Apos os 35 ciclos uma etapa final de extensdo a 72 ° C/10min foi realizada seguida
por resfriamento a 4°C/10 min. A fim de analisar a presencga/auséncia de amplificagéo e se
as mesmas eram especificas o material foi analisado em eletroforese em gel de agarose
1% 60V e apds 60 minutos visualizado em luz UV.

Ademais um “pool” de cDNA sintetizado anteriormente foi utilizado para avaliar a
amplificacéo dos genes em PCR convencional. Além disso visou-se otimizar a temperatura
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ideal de anelamento de cada par de primer respectivo a cada gene (Tabela 1) as
temperaturas de anelamento avaliadas foram: 50°C 55°C 60°C 62°C e 65°C. As reacbes
de amplificagcéo foram realizadas em 35 ciclos conforme mencionado anteriormente.

2.5 Otimizacao da Técnica de Qpcr Para Analise da Expressao Génica:
Concentracao de Primers e de Amostra Inicial

Para realizacéo dos experimentos de gPCR foi utilizado o equipamento QuantStudio
3 Real-Time PCR System (Applied biosystems USA) empregando o sistema SYBR Green/
Rox gPCR (Thermo scientific USA).

Para otimizacdo da reagédo de Real-Time PCR (gPCR) foram utilizadas diferentes
concentracOes de iniciadores sense e antisense para os genes GAPDH p53 Bcl-2 IL-10
TNF-a e FAS sendo elas: 625nM 1250nM e 1875nM para isso foram utilizados 100ng de
pool de cDNA sintetizado e a reagéo seguiu conforme realizado por Perazzoli et al. (2017).

Para determinar a faixa de quantidade de amostra inicial com a qual se pode
trabalhar na reacéo de qPCR foram realizadas diluicbes seriadas de uma amostra inicial de
um pool de cDNA observando os perfis de amplificagcdo dos genes GAPDH p53 Bcl-2 IL-
10 TNF-a e FAS. As amplificacbes foram realizadas com a amostra em concentragao inicial
(100ng) e diluicdbes da mesma de 5x 25x 125x e 625x. As reagdes seguiram conforme
Perazzoli et al. (2017).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Amplificacdo dos Genes em Pcr Convencional

Os resultados obtidos referentes a amplificagcdo de genes em PCR convencional
demonstram que os genes p53 BAX Bcl-2 GAPDH BID BAK IL-10 IL-12 e TNF-a foram
amplificados mediante uso de primers especificos em DNA gendmico e cDNA de Rattus
norvegicus Wistar. A imagem 1 demonstra que a amplificacdo dos genes em cDNA n&o foi
tao especifica aparecendo smear no gel de agarose quando visualizado em luz UV o qual
pode interferir nas reacdes de qPCR pois a mesma é sensivel que a PCR convencional
(MARTINS 2017).
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Imagem 1. Eletroforese em gel de agarose de genes de Rattus norvegicus Wistar apos
amplificagdo de cDNA em PCR convencional.

Ordem= 1: Marcador Ladder 100pb; 2: p53; 3: GAPDH; 4: p21; 5: BID; 6: BAX; 7:BAK; 8: Bcl-2; 9: FAS;
10: Marcador Ladder 100pb; 11: TNF-a; 12: TGF-B; 13: IFN-y; 14: IL-5; 15: IL-6; 16: IL-10; 17: IL-12;
18: IL-17.

Os genes FAS e IL-6 amplificaram apenas em cDNA pois os primers que amplificam
essas regides projetados conforme Silva (2013) Wang et al. (2017) e Steinberg et al.
(2014) podem ter sido desenhados com base em sequéncias existentes nas extremidades
de introns resultando em uma longa sequéncia nucleotidica para amplificacdo. Apesar dos
genes p21 e IL-17 terem amplificado em DNA genémico em cDNA & amplificacdo néo foi
observada o que pode indicar que tais genes s&o pouco expressos resultando em poucos
transcritos.

Em estudo realizado por Silva (2013) observou-se forte diminuicdo na expresséo
do gene da proteina p21 induzidas por chalconas quando avaliadas linhagem celular de
leucemia linfoblastica aguda. Conforme o autor a proteina p21 participa da regulacdo do
ciclo celular e atua induzindo a parada do mesmo. De maneira semelhante Steinberg
(2014) avaliou em seu estudo que o gene IL-17 foi pouco expresso na regido do colén de
camundongos em relac&o ao segmento proximal do intestino delgado.

Ademais os genes IL-5 IFN-y e TGF-B1 ndo amplificaram em DNA genémico nem
em cDNA. Os primers utilizados para amplificar tais genes foram projetados conforme Silva
(2013) Wang et al. (2017) Steinberg et al. (2014). Observou-se que apenas a sequéncia
sense dos primers destes genes apresentou similaridade com o mRNA de Rattus Norvegicus
(numero de acesso: X54419.1; AF010466.1; NM_021578.2) o que justifica a auséncia de
amplificagdo dos mesmos devido a ineficiéncia dos primers.

A partir da otimizacdo da amplificacdo realizada conforme técnica de PCR-

convencional (Tabela 2) observou-se que a temperatura ideal para anelamento para
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cada par de primers variou conforme o alvo estudado com faixa de 60 a 65°C onde a
temperatura de 60°C foi ideal para a amplificagcéo de 81 8% dos genes. Conforme Exxtend
(2018) a maioria dos programas utilizados para projetar primers fornecem um valor de
temperatura de anelamento estimado e a mesma deve ser usada como referéncia sendo

essencial testar um gradiente de temperaturas para encontrar a temperatura ideal.

Gene Temperatura de anelamento (°C)
p53 60 °C
Bax 60 °C
FAS 65 °C
Bcel-2 65°C

GAPDH 60 °C
BID 60 °C

BAK 60 °C
IL-6 60 °C
IL-10 60 °C
IL-12 60 °C

TNF-a 60 °C

Tabela 2. Temperatura ideal para anelamento para cada par de primer respectivo a cada gene.

A temperatura de anelamento variou conforme os iniciadores utilizados sendo
essencial a otimizagdo da mesma para que a reacdo funcione corretamente a fim de
assegurar que o anelamento seja eficiente evitando a formagéo de dimeros de primers que
podem interferir no processo (FERREIRA 2016). Além disto a variagdo da mesma também
pode afetar a capacidade enzimatica da polimerase ligacdo ao iniciador e formacgéo
ou fusdo da estrutura secundaria todas as quais tém efeitos durante a PCR (WONG;
MEDRANO 2018).

3.2 Otimizacao da Técnica de Qpcr para Analise da Expressédo Génica:
Concentracao de Primers E De Amostra Inicial

Conforme Svec et al. (2015) a RT-qPCR é o0 método mais sensivel para quantificar
quantidades minuciosas de um RNAm devido a especificidade ampla faixa de quantificacées
sensibilidade e boa reprodutibilidade da técnica. Porém a otimizagéo da reagéo € essencial
para garantir a robustez precisdo e confiabilidade dos ensaios (FERREIRA 2016) sendo
essencial definir a concentracdo inicial de primers e concentracdo de amostra (cDNA)
(RAYMAEKERS et al. 2009). Com base nisso tais parametros avaliados podem ser
observados na Tabela 3.
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Concentracéo de primer Concentragdo de

Gene Sense Antisense amostra inicial
GAPDH 1250nM 1250nM 100ng
p53 625nM 1250nM 4ng
Bcl-2 1250nM 1250nM 20ng
FAS 1250nM 625nM 20ng
IL-10 1250nM 1250nM 100ng
TNF-a 1250nM 1250nM 100ng

Tabela 3. Concentragéo inicial de primer e amostra (cDNA) ideais para amplificagéo dos genes
de interesse em qPCR.

Ademais foi possivel otimizar a reacao de gqPCR no que se refere a concentragcéo
de primers e de amostra inicial para os genes GAPDH p53 Bcl-2 IL-10 TNF-a e FAS.
Observa-se que a concentracdo ideal de primers sense e antisense variou conforme o
gene de interesse sendo selecionadas aquelas em que o gene alvo apresentou menor
valor de Cycle threshold ou ciclo limiar (Ct) e maior ARN sem a formacao de dimeros de
primers quando avaliada a curva de melting (FERREIRA 2016). Segundo Oliveira (2018) a
diminui¢@o da eficiéncia da amplificacdo acarreta a valores de Ct mais elevados.

A escolha dos primers com definicdo da quantidade a ser utilizada é essencial para
0 sucesso da reacdo (RAYMAEKERS et al. 2009) tendo em vista que os mesmos devem
garantir uma eficiente amplificagéo dos genes de interesse (OLIVEIRA 2018).

A quantidade de amostra inicial (¢cDNA) com a qual se pode trabalhar em qPCR
também variou conforme gene alvo com 100ng para o gene GAPDH 4ng para p53 0 8ng
para p21 e 20ng para os genes Bcl-2 e FAS. As mesmas foram definidas com base nos
perfis de amplificacdo que produziram curvas de amplificacdo especificas com o menor
Ct ou seja maior eficiéncia de amplificacdo (RAYMAEKERS et al. 2009). Ademais a
presenca de um Unico pico analisado por meio da curva de melting mostrou que néo houve
amplificacbes inespecificas e estruturas secundarias nos primers.

A andlise da expressao de genes antitumorais e antiinflamatérios como o p53 Bcl-
2 IL-10 TNF-a e FAS é importante para avaliar se houve melhora em lesées intestinais
cancerigenas ap6s a administragdo de probibticos (PAIVA et al. 2016). Tendo em vista
que alteracbes na expressao génica das células com o acionamento de vias metabdlicas
distintas sao caracteristicas do cancer (MIRANDA 2016; FABRE et al. 2018).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Avaliou-se que 31 3% (n=5) dos genes avaliados no presente estudo ndo foram
amplificados no cDNA de ratos Wistar sintetizado. Destes 18 75% (n=3) ocorreu devido a
ineficacia dos primers e 12 5% (n=2) foi decorrente do baixo nUmero de transcritos desses

genes indicando que 0s mesmos S&0 pouco expressos no intestino das cobaias. Ademais
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a temperatura ideal para anelamento para cada par de primers variou conforme o alvo
estudado com faixa de 60 a 65°C onde a temperatura de 60°C foi ideal para a amplificacéo
de 81 8% dos genes.

Foi possivel otimizar a técnica de Real Time-PCR no que se refere a concentragao
de primers e de amostra inicial para os genes GAPDH p53 Bcl-2 IL-10 TNF-a e FAS
do intestino de ratos Wistar suplementados com probiéticos Lactobacillus sp. os quais

possuem lesdes cancerosas no célon induzidas por 1 2-dimetilhidrazina.
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