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INTRODUCAO

A caquexia € uma sindrome metabdlica associada a diversas doengas, como cancer,
doenca renal crbnica, doencgas cardiacas crbnicas, entre outras enfermidades, sendo
caracterizada pela reducdo da massa muscular, deple¢éo dos estoques de gordura corporea
e inflamacéo cronica generalizada. Estudos demonstram que alteracées na composi¢cdo da
microbiota intestinal parecem estar particularmente relacionadas ao desenvolvimento de
sindromes e doencgas metabolicas, como obesidade e diabetes e, portanto, o desequilibrio da
microbiota (situacdes conhecidas como disbioses) poderiam ndo apenas contribuir para o
agravamento de infec¢des por patdgenos, mas também para o estabelecimento de quadros
inflamatorios crénicos, uma vez que a alteracdo na microbiota interage diretamente com o
sistema imune do hospedeiro (ALMEIDA et al, 2003; EVANS et al, 2008; FEARON et al, 2011,
ZHANG et al, 2015). Diversos trabalhos foram e estdo sendo conduzidos de maneira a
identificar modificagBes na microbiota intestinal associadas a diversas patologias, utilizando
regides do gene que codificam o RNA ribossomal 16S rRNA, que apresenta 9 regides
hipervariaveis alternadas com regides altamente conservadas (FORDE et al, 2013). Entéo, as
regides conservadas sao utilizadas para desenhar primers capazes de amplificar as regides
hipervariaveis de bactérias presentes em uma populagdo mista. De maneira analoga, a
analise do micobioma também se concentra em sequenciar a regido que codifica 0 rRNA
eucariotico, conhecida como cistron ribossomal, que também apresentam regides
conservadas e variaveis. Estudos recentes vém utilizando a técnica de sequenciamento de
regides intergénicas conhecidas como ITS (Internal Transcribed Spacer) do RNA ribossomal
(ARGILES et al., 2005 TANAKA et al., 2009; NILSSON, 2009). Ent&o, uma vez que a caquexia
trata-se de uma sindrome diretamente associada a disfungfes no metabolismo energético,
ndo chega a ser surpresa verificar que alteracdes na composi¢cdo da microbiota também
estejam correlacionadas com o desenvolvimento de quadros caquéticos, assim como foi
verificado nos casos de obesidade e diabetes (BINDELS et al., 2015, 2016). No entanto, os
autores que se dedicaram a este estudo se concentraram no estudo do micobioma associado
a caquexia induzida por células C26 e Baf. Portanto, o projeto aqui apresentado tem por
objetivo padronizar protocolos que serdo utilizados, pela primeira vez, para caracterizar de
maneira abrangente (bactérias e fungos) as alteragdes que ocorrem na microbiota intestinal
de camundongos C57BL/6 durante o desenvolvimento de caquexia induzida por transplante
tumoral subcuténeo, com células tumorais da linhagem LLC (cancer pulmonar).
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OBJETIVOS

Induzir caquexia nos camundongos C57BL/6 por transplante tumoral subcutaneo de
células da linhagem LLC (Lewis Lung Carcinoma); avaliar o estabelecimento da caquexia
nesses animais; padronizar protocolos de extracdo de DNA total do material fecal
camundongos; testar pares de primers capazes de amplificar as regides hipervariaveis
presentes nos genes ribossomaisl6sS e ITS, através de PCR convencional.

METODOLOGIA

A inducdo de caquexia foi realizada a partir da inoculacéo de 3,5x10° células tumorais
da linhagem LLC no flanco direito de 40 camundongos C57BL/6. A massa corporal,foi aferida
diariamente ao longo dos 28 dias do periodo experimental. As fezes dos camundongos foram
coletadas, de maneira estéril, antes da inoculacdo das células LLC (dia 0) e no dia 28,
congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -70°C. Apos o sacrificio dos animais, foram
retirados, dissecados e pesados os depdésitos de tecido adiposo e de tecido tumoral. Dois
testes foram realizados para padronizar a extragdo do DNA gendmico das amostras fecais, a
saber, o protocolo descrito por Zoetendal e colaboradores (2006) com modificacbes baseadas
em Delgado e colaboradores (2013), e a partir do kit DNeasy PowerSoil Kit (QIAGEN). Em
seguida, realizou-se sele¢do dos primers a serem utilizados para caracterizagdo de bactérias
e fungos a partir de um extenso levantamento bibliografico. Logo apds, reagbes de PCR
(amplificagdo em cadeia da polimerase) foram realizadas utilizando DNA gendmico fecal
extraido com o kit Power Soil. Cada reacao foi realizada a partir 12,5 ng de DNA gendmico
(ou 100 ng para os experimentos visando amplificar a regido intergénica fangica), seguindo
as recomendacdes da lllumina para as condi¢cdes de ciclagem e montagem da reacéo de
amplificacdo. Ap6s a amplificacéo, o resultado foi avaliado por meio de eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De maneira a estabelecer o grau de caquexia nos animais do nosso grupo
experimental, utilizamos as recomendac¢fes do Consenso Brasileiro de Caquexia (2012). Os
camundongos que apresentaram no 28°dia perda de massa em relacdo ao dia do
aparecimento do tumor foram classificados em pré-caquéticos (perda de massa entre 1 e 5%),
caquéticos (perda de 5% a 10%) e com caquexia refrataria (perda maior que 10%). Alguns
anmais apresentaram ganho de massa corporal e foram classificados como grupo controle,
uma vez que a caquexia ndo foi estabelecida. Além desse padréo classico de perda de massa
corpérea, avaliamos 0s animais através do paradmetro descrito por Deminice (2016),
conhecido como indice de caquexia. Os dados obtidos através do indice coincidem em
aproximadamente 70% com os dados verificados pela metodologia da redugcdo de massa.
Paralelamente, nos concentramos em testar dois métodos de extracdo de DNA. O kit DNeasy
PowerSoil da QIAGEN® foi eficaz e permitiu a obtencdo de maetrial suficiente para a
realizacdo dos testes posteriores. Assim, realizou-se a extragéo de DNA total das 80 amostras
fecais, que foram quantificadas em fluorimetro, obtendo-se um rendimento médio de 2 pg.

Posteriormente, foi realizada a selecdo de primers a serem testados para
padronizagdo do mesmo. O conjunto de primers que parecia mais apropriado para 0 N0Sso
estudo foram 3 iniciadores para 16S rRNA, sendo eles: V3/V4 341F-806R (ILLUMINA et al,
2012); V4/V5 515F- 806R (BINDELS et al, 2016) e V5/V6 784F-1064R (WALTERS et al,
2016), e 12 iniciadores para ITS, sendo para ITS 1: ITS1F-ITS2 (TANG et al, 2015); ITS18S-
ITS5.8S (STRATI et al, 2016); H1SeqgF - HlsegRb (MAR et al, 2015) ; ITS5- ITS2 (BLAALID
et al, 2013); ITS1-F_KY02-ITS2-R_KY02 (TOJU et al, 2012); e para ITS 2: ITS3 - ITS4 (NASH
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et al, 2017); ITS3F - ITS4R (KIM et al, 2017); FSeq — Rseq (HEISEL et al, 2015); H2SeqF -
H2segRb (MAR et al, 2015); ITS2F — ITSR (SOKOL et al, 2016); F ITS7- ITS4 (FUJIMURA
et al, 2015); ITS3_KYO02- ITS4 (TOJU et al, 2012). Esses iniciadores foram sintetizados e as
amplificacbes realizadas de acordo com o recomedado pela lllumina. Durante os testes,
variaces na temperatura de anelamento e na quantidade de ciclos foram realizadas. Para a
amplificacdo do fragmento 16S rRNA, optamos pelo par de primers 515F- 806R, que amplifica
a regido V4-V5. Esse par permite, além da identificacdo de espécies pertencentes ao Reino
Bacteria, também ampliar a analise identificando representantes do Reino Archaea, ou seja,
sera possivel caracterizar ambos 0s reinos por meio do sequenciamento da mesma regido
16S rRNA (OWEN et al., 2015; WALTERS et al,2016; FADROSH et al.,2016).Para amplificar
aregido ITS, os melhores resultados foram obtidos para os pares de primers ITS2F — ITSR
(SOKOL et al, 2016), ITS18S - ITS5.8S (STRATI et al, 2016) e H1SeqF - H1SeqRb, H2SeqF
- H2SegRb (MAR et al, 2015). Estudos demonstraram que a regido ITS1 se comparada a
regido ITS2, parece ser mais adequada para analise comparativa entre taxons. Isso se da
devido a maior variabilidade no ITS1, o que permite uma maior distingdo entre espécies
(MANZONNI et al, 2010; MENEZES et al, 2010; PRETOZZO et al, 2014) e, por esse motivo
os primers que amplificam a regido ITS2 foram excluidos da padronizagdo. Entre os dois
iniciadores restantes, optou-se por escolher o primer ITS18S - ITS5.8S (STRATI et al, 2016)
porque além de apresentar bons resultados nos testes realizado, esse mesmo iniciador foi
utilizado por nosso grupo de pesquisa em analises de bioinformatica em trabalhos em
colaboracdo. Como resultado, pode-se dizer que esse par de primers fornece um amplicon
gue facilita o emprego da pipeline necessaria para analisar esse conjunto de dados em larga
escala.

CONCLUSOES

A inducéo da caquexia em camundongos C57BL/6 por inoculagéo de células tumorais
da linhagem LLC foi realizada com éxito. Avaliou-se o estabelecimento da caquexia nos
camundongos usando dois métodos de inducdo descritos na literatura. Nossos dados
apresentaram concordancia entre as metodologias testadas. Dados com relagdo a massa de
tecido adiposo dos camundongos também foram avaliados e, desta forma, os animais foram
classificados em diferentes grupos quanto a progressdo sa caquexia, levando em
consideracao esses trés aspectos citados. O material genético coletado foi extraido utilizando
o0 kit DNeasy PowerSoil, que possibilitou maior rendimento (em torno de 2 ug), quando
comparado com o método de extragdo sem o uso de kit (em torno de 12 ng). Portanto, com
essa abordagem de extracdo, temos quantidade suficiente de material para futuramente
realizar a preparacgéo das bibliotecas de 16S rRNA e ITS. Dessa forma, todas as 80 amostras
ja foram extraidas e estdo aptas a serem amplificadas.Em seguida, foi possivel definir os
primers que serdo utilizados para a amplificacdo e posterior sequenciamento da regiao ITS
(fungos) e 16S rRNA (bactérias). Optou-se pelo iniciador 515F- 806R, que amplifica a regido
V4-V5 do gene ribossomal 16S de bactérias, uma vez que, além de ser capaz de identificar o
Reino Bacteria, caracteriza também o Reino Archaea. Ja para a amplificacédo da regido ITS,
escolheu-se o par ITS18S - ITS5.8S que amplifica a regido ITS1, uma vez que, da mesma
forma que o par 515F- 806R, apresentou excelentes resultados nos testes de amplificacéo,
com padréo de banda com apenas um amplicon bem definido e de tamanho esperado e alto
rendimento do material.Assim, o objetivo do projeto foi concluido, sendo a préxima etapa,
utilizar os primers padronizados para amplificar e sequenciar as regifes variaveis dos genes
ribossomais de bactérias e fungos, o que ird permitir a caracterizacdo e mapeamento, por
NGS, das diferencas que ocorrem na diversidade e composi¢cao da microbiota e do micobioma
intestinal de camundongos C57BL/6 antes (dia 0) e apds a inducdo da caquexia (dia 28),
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induzida por implante de células da linhagem tumoral LLC (cancer pulmonar) a partir das
amostras extraidas nesse projeto.
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