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RESUMO

A histoplasmose ¢ uma micose sistémica, com caracteristicas de doenga granulomatosa
com predilecdo pelo pulmao e 6rgios do sistema imunoldgico e é causada pelo fungo
Histoplasma capsulatum. Uma extensa diversidade de fungos patogénicos tem
demonstrado a habilidade em colonizar superficies e formar biofilmes, sendo a maior
causa para resisténcia de infec¢cdes humanas. Existem diferentes perfis de expressao de
proteinas por H. capsulatum quando comparado seu crescimento em culturas
planctonicas e biofilmes. Desta forma, dando continuidade aos trabalhos realizados,
nosso grupo propde realizar a andlise quantitativa da expressao do gene codificante da
proteina DASH diferencialmente expressa por H. capsultaum durante a formacdo de
biofilmes, a fim de selecionar alvos e/ou biomarcadores da interagdo fungo-células
hospedeiras. Para a realizacdo do estudo foi selecionada a cepa EH-315 de H.
capsulatum. Apos a formacdo dos biofilmes, as amostras de RNA foram obtidas por
meio de extragdo com o reagente Trizol e com o kit da Qiagen RNeasy Plant Mini Kit®.
Ap0s a sintese e quantificagdo de cDNA, foi realizada a PCR em Tempo Real, sendo
selecionado o gene codificante da proteina DASH para ter sua expressdo avaliada nas
diferentes condi¢des de crescimento de H. capsulatum, em biofilmes e culturas
planctonicas. Os resultados obtidos ap6s quantificacdo do RNA extraido de cultura
planctonica e biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum mostram que ndo foi obtida
uma grande quantidade de produto e que sua pureza, se mostra comprometida. Apesar
dos resultados do nosso estudo nao permitirem a continuidade do processo de analise de
expressdo génica, ele ainda assim teve relevancia ao pontuar possiveis falhas no
processo de extragdo de RNA.

Palavras-chave: H. Capsultaum, biofilme, PCR em Tempo Real



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Mapa indicando a distribuicdo de histoplasmose na América Latina. Fonte:

Colombo, A. L. €t al, 201 L..ciiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ee e 12

Figura 2. Biofilme em placa de 24 pocos da cepa EH-315 de H. capsulatum apos 7
horas de pré-adesdo e 72 horas de incubagdo a 37° C em meio de cultura BHI

suplementado com 0,1% de cisteina e 1% de glicose...........covviiiiiiiiiiiiiiiinii, 27

Figura 3. Eletroferograma da amostra de RNA extraido com método Trizol de cultura

planctonica (P3T) da cepa EH-315 de Histoplasma capsulatum............................. 29

Figura 4. Eletroferograma da amostra de RNA extraido com método Trizol de biofilme

da cepa EH-315 de Histoplasma capsulatum.......................c.ccoiiinvnniivenienene. .29

Figura 5. Eletroferograma da amostra de RNA extraido com Qiagen RNeasy Plant Mini

Kit® de cultura planctonica da cepa EH-315 de Histoplasma capsulatum...................30

Figura 6. Eletroferograma da amostra de RNA extraido com Qiagen RNeasy Plant Mini

Kit® de biofilme da cepa EH-315 de Histoplasma capsulatum..............................31

Figura 7. Curva de amplificacdo dos genes rRNA, GAPDH e DASH em amostras de
cultura planctonica e biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum, com finalidade de
padronizar a reacdo de PCR em tempo real, partindo de concentragdes de 0,51M, 0,7uM,
0,8uM e 1,0uM de primers dos respectivos

0S][N X |



Figura 8. Curva de dissociacdo dos genes rRNA, GAPDH e DASH em amostras de
cultura planctonica e biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum, com finalidade de
padronizar a reacdo de PCR em tempo real, partindo de concentragdes de 0,51M, 0,7uM,
0,8uM e 1,0uM de primers dos respectivos

(S 1 1O OO R. 7



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Primers para analise de expressao do gene codificante da proteina DASH e

genes endogenos para H. capsSulatum..................coouveeeveeeceeiieeeieesieenee e e e s ieenennn 2

Tabela 2. Reagentes utilizados na padronizagdo de PCR em Tempo Real................. 26

Tabela 3. Resultados da quantificacdio em espectrofotdmetro NanoVue® (GE

Healthcare) de RNA extraido pela metodologia com Trizol................ccooviiiiiiinnn. 28

Tabela 4. Resultados da quantificacdo em espectrofotdmetro NanoVue® (GE

Healthcare) de RNA extraido pela metodologia com Qiagen RNeasy Plant Mini

Tabela 5. Valores de Ct para amostras em cultura planctonica e biofilme da cepa EH-

315 de Histoplasma capsulatum frente as diferentes concentragdes do primer

Tabela 6. Valores de Ct para amostras em cultura planctonica e biofilme da cepa EH-

315 de Histoplasma capsulatum frente as diferentes concentragdes do primer

Tabela 7. Valores de Ct para amostras em cultura planctonica e biofilme da cepa EH-

315 de Histoplasma capsulatum frente as diferentes concentragdes do primer



LISTA DE ABREVIATURAS

BHI — Brain Heart Infusion (em portugués: infusao de cérebro e coracao)

cDNA — DNA complementar

C: - cycle threshold (em portugués: limiar de ciclo)

DNase — Desoxirribunuclease

GAPDH - Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase

N/A — not applicable (em portugués: nao aplicavel)

PBS - Phosphate Buffered Saline (em portugués: tampao fosfato salino)

PCR — Polimerase Chain Reaction (em portugués: reacdo em cadeia da polimerase)

RIN — RNA integrity number (em portugués: numero de integridade do RNA)

rRNA — RNA ribossdmico

mRNA — RNA mensageiro

Undet. — Undetermined (em portugués: indeterminado)



1. INTRODUCAO
1.1. Histoplasmose

A histoplasmose ¢ uma micose sistémica, com caracteristicas de doenga
granulomatosa com predilecdo pelo pulmao e 6rgaos do sistema imunologico podendo
ser causada pelo fungo Histoplasma capsulatum var. capsulatum no caso da
histoplasmose cléssica, e por Histoplasma capsulatum var. duboisii no caso da
histoplasmose africana (Aidé, 2009; Gugnani e Okafor, 1997).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude a maioria dos casos ¢ assintomatica, porém
algumas infec¢des podem causar histoplasmose pulmonar aguda, que ocorre na sua
maioria em criangas expostas ao microorganismo pela primeira vez, caracterizada por
febre alta, dores de cabeca, tosse seca, calafrios, fraqueza, dor pleuritica e fadiga
(WHO, 2015; Kauffman, 2007). Pacientes portadores da forma aguda podem apresentar
artralgia ou artrite, eritema nodoso ou multiforme e pericardite (Aidé, 2009).

A forma granulomatosa mediastinal ¢ caracterizada pelo alargamento maci¢o de
multiplos nddulos emaranhados. Esta massa de nddulos pode permanecer em processo
de alargamento por meses e até anos. Muitos pacientes sdo assintomaticos, e os nodulos
sO sdo descobertos quando realizada a radiografia de torax. Porém estes nodulos podem
colidir com a veia cava superior, bronquios ou es6fago, com sintomas varidveis de
acordo com a estrutura envolvida. Os nddulos também podem escoar-se
espontaneamente para tecidos moles adjacentes do pescogo, para as vias aéreas, ou até
mesmo para o pericardio. Inicialmente se pensou que a forma granulomatosa
mediastinal progredia para mediastinite fibrosante, mas estudos mais recentes mostram
que estas sao duas complicagdes distintas de histoplasmose pulmonar (Kauffman,
2007). A mediastite fibrosante representa uma forma anormal de fibrose em resposta a

uma infeccdo passada. Pode obstruir ou comprimir qualquer estrutura no mediastino,
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formando uma massa fibrotica que sob a forma de nddulo pulmonar solitario €
denominada histoplasmoma e se caracteriza por uma lesdo de centro necrdtico e/ou
calcificado, circundado por uma cépsula fibrotica. O rompimento desta estrutura para
um bronquio pode ocasionar broncolitiase (Aidé, 2009).

Outra forma de manifestacdo ¢ a histoplasmose pulmonar cronica cavitaria, que
aparentemente tem uma predilecdo por pacientes de maior idade, este fato pode estar
relacionado a pré-existéncia de doengas pulmonares que ajudam no desenvolvimento
desta forma de histoplasmose (Kauffman, 2007; Goodwin, 1976).

Histoplasma capsulatum ¢ um importante patdgeno oportunista do homem. Pacientes
com linfomas, transplantados renais, cardiacos e hepaticos, em uso de altas doses de
corticoesterdides, e particularmente com AIDS podem desenvolver quadros graves de
histoplasmose disseminada, que independente da presenca de sintomatologia, pode
evoluir com disseminacao do fungo para todo o organismo, particularmente para os
orgaos ricos em macréfagos, tais como figado, baco, linfonodo e medula 6ssea (Ferreira
e Borges, 2009).

A histoplasmose foi pela primeira vez descrita por Samuel Darling, no Panama, que
entre 1905 e 1906 necropsiou trés casos disseminados da doenga. Inicialmente Darling
considerou a doenca como sendo causada por um protozodrio encapsulado.
Posteriormente em 1912, no Instituto de Medicina Tropical em Hamburgo, Rocha Lima
mostrou que Histoplasma capsulatum, o agente etioldgico da histoplasmose, era na
verdade um fungo e ndo um protozoario. E somente em 1934, o microorganismo foi
corretamente identificado como um fungo (Ferreira e Borges, 2009; Benchimol e S4,

2004).
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1.2. Epidemiologia
A histoplasmose tem uma ampla distribuicdo geografica com grande predominio nas
Américas, leste da Asia e Oceania, Africa Subsaariana e paises do leste central (Farina
et. al, 2005). Nas Américas com maior incidéncia em Ohio, areas ao longo dos vales do
rio Mississipi, nos Estados Unidos e Rio de Janeiro, no Brasil (Nosanchuk e Gacser,
2008). A figura a seguir iretirada da revisao realizada por Colombo, A.L. et al em 2011

ilustra as areas acometidas pela doenca na América Latina.

Figura 1. Mapa indicando a distribui¢do de histoplasmose na América Latina. Fonte: Colombo, A. L. et al,

2011.

Segundo o Ministério da Satde, no Brasil, ndo ¢ uma doenga de notificacao
compulsodria nacional. Até o momento, ndo existem medidas preventivas especificas, a
ndo ser atividades educativas com relagdo ao risco de infec¢do, as quais devem ser
implementadas em atividades de trabalho que envolvam o uso da terra, ecoturismo,
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1.3.

1.4.

manipulagdo de galinheiros e empresas de limpeza. As medidas de desinfeccdo de

secrecdo e fomites devem ser as de uso hospitalar rotineiro (Brasil, 2010).

Terapéutica

Segundo o Ministério da Saude para forma pulmonar aguda, leve a moderada em
pacientes que mantém sintomatologia por mais de 1 més ¢ iniciada a terapia com
Itraconazol, na dose de 200 a 400mg/dia, durante 6 a 12 semanas. Nas formas
pulmonares agudas graves, esta indicado o uso da Anfotericina B, na dose de 0,5 a Img/
kg/dia, nao ultrapassando 50mg/dia, durante 1 a 2 semanas, seguida de Itraconazol, na
dose de ataque de 200mg, 3 vezes ao dia, durante 3 dias, e manutengdo de 200mg, 2
vezes ao dia, durante 12 semanas. Nas formas cavitarias pulmonares cronicas, a
recomendacao ¢ o uso do Itraconazol, 200mg, 3 vezes ao dia, durante 3 dias, seguido de
200 a 400mg por dia, por pelo menos 12 meses, devendo, no entanto, chegar a 18 ou 24

meses (Brasil, 2010).

Histoplasma capsulatum

Histoplasma capsulatum var. capsulatum ¢ um fungo termodimorfico. O solo ¢ seu
habitat natural, principalmente solos ricos em dejetos de passaros e morcegos. O
dimorfismo ¢ uma caracteristica do fungo que depende da altera¢do de temperatura e/ou
fatores nutricionais, associados a resposta imunolédgica do hospedeiro. Em saprofitismo
e nos cultivos a 23°C, o fungo adota a forma filamentosa, com hifas produtoras de
microconidios (elementos infectantes) e macroconidios tuberculados. Em parasitismo e
em cultivos a 37°C, apresenta-se leveduriforme, arredondado e unibrotante com 2-4 um

de diametro (Aidé, 2009; Kurokawa et al., 1998).
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1.5.

Fatores de Viruléncia

A transi¢do morfologica ¢ considerada o fator de viruléncia necessario para a
patogenia do fungo H. capsulatum. Esta conversdo resulta ndo apenas na mudanca de
formato da célula, como também na composi¢do da parede celular, presenca de
moléculas antigénicas e expressao de genes de viruléncia (Klein e Tebbets, 2007).

Na sua forma leveduriforme, em resposta a altas temperaturas e outras condigdes
adversas do hospedeiro, o fungo H. capsulatum expressa varios genes especificos como
YPS-3 ¢ CBPI que o auxiliam a sobreviver no hospedeiro. Estudos mostram que a
transi¢ao morfologica bem como a expressao de genes de viruléncia sdo controladas por
dois reguladores transcricionais: os genes histidina quinase (DRK/7) e RYPI (Holbrok
and Rappleye, 2008; Klein e Tebbets, 2007).

Como visto em estudo realizado por Medoff et al. (1986), existe uma relagdo entre a
termotolerancia e a viruléncia do fungo H. capsulatum, ja que cepas menos virulentas
necessitam de mais tempo para realizar a transi¢do morfoldgica, enquanto que as cepas
mais virulentas, que suportam melhor a transi¢do para a temperatura de 37°C, realizam a
conversao com maior velocidade.

A aquisigdo de ferro ¢ um mecanismo essencial para a patogenia de microorganismos.
Em torno de 100 enzimas metabdlicas utilizam ferro como co-fator de suas atividades
catabolicas. H. capsulatum tem pelo menos trés sistemas de aquisicdo de ferro
identificados. O primeiro mecanismo ¢ a secre¢dao de hidroxamato sider6foro que quela
o ferro da proteina transferrina do hospedeiro. O segundo mecanismo ¢ a producao de
trés diferentes redutores de ferro: uma redutase enzimatica dependente de glutationa
reduzida, redutores ndo enzimaticos de baixo peso molecular, € uma atividade redutora
na superficie da célula. Estes redutores sao utilizados para redu¢do do ferro férrico livre.

E por fim, o fungo utiliza um complexo de uma multicobre oxidase (FET3) e uma
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permease férrica (FTR1) para uma maior afinidade de transporte do ferro férrico (Hilty
etal., 2011).

A parede celular do H. capsulatum ¢ composta por galactomananas, glucanos, quitina,
proteinas e lipideos. Na fase de transi¢do, influenciada pela temperatura, ¢ modificada a
biossintese de glucanos, sendo que na fase leveduriforme ocorre o aumento da sintese
de a-(1-3)-glucano e queda de B-(1,3)-glucano, fato que esta diretamente relacionado a
viruléncia do fungo. O polissacarideo B-(1,3)-glucano, na fase filamentosa, participa do
recrutamento de leucdcitos e na regulacdo de mediadores inflamatdrios tais como
leucotrienos e citocinas proinflamatorias como TNF-a. O a-(1-3)-glucano mascara a
parede celular bloqueando a deteccao de B-(1,3)-glucano pelo sistema imunoldgico do
hospedeiro. Trés genes tém sido identificados como necessarios para a sintese de o-(1-
3)-glucano: a-(1-3)-glucano sintase (AGS1); mutacao no gene AMY 1, que codifica uma
proteina com homologia para a-(1,4)-amilase; e uma UGP1, que codifica UTP-glicose-
1-fosfato uridiltransferase. (Kurokawa et al. 1998, Klein e Tebbets, 2007; Edwards et
al., 2011)

Adicionalmente moléculas de adesdo que sdo expressas essencialmente na superficie
da célula fungica, o tornam capaz de inibir a ativa¢do dos mecanismos de defesa do
macrofago, pois permite a entrada e sobrevivéncia dentro do fagdcito (Holbrook e
Rappleye, 2008; Mihu e Nosanchuk, 2011).

Neste contexto, a proteina de choque térmico 60 (HSP60) ¢ uma molécula de
superficie que tem como funcdo mediar o reconhecimento do microorganismo, pelo
sistema imunolégico do hospedeiro, e interfere também no mecanismo de fagocitose
dos macréfagos. Ela atua como um ligante do receptor CR3 (CD11/CD18), presente na
superficie do macrofago. A interagao entre o fungo e o macréfago pela HSP60 ligada ao

CR3 resulta na rapida ingestdo da levedura e uma suave reacdo imunoldgica, o que
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1.6.

permite que o microorganismo sobreviva e se replique dentro das células do hospedeiro
(Mihu e Nosanchuk, 2011; Errante et al., 2011).

O gene YPS-3, na fase leveduriforme, codifica uma proteina fase-especifica de 20 kDa
que ¢ encontrada como um constituinte de parede celular do fungo e também como
molécula secretada. Mas a producao de proteina durante a fase leveduriforme ¢ restrita
para cepas classe 2 isoladas da América do Norte, que sdo as cepas mais virulentas e
termotolerantes identificadas (Mihu e Nosanchuk, 2011; Bohse ¢ Woods, 2007).

Além disso, a produ¢do de melanina ou pigmentos semelhantes a melanina, pela
levedura, estd associada a viruléncia de diversos fungos, pois o processo de melanizagao
diminui a susceptibilidade dos fungos a anfotericina B e caspofungina. Neste sentido, a
melanina anula a poténcia de certos mecanismos de defesa imunologica do hospedeiro,
como radicais livres e peptideos microbicidas (Mihu e Nosanchuk, 2011).

Uma extensa diversidade de fungos patogénicos tem demonstrado a habilidade em
colonizar superficies e formar biofilmes. Estudos mostram que a forma biofilme ¢ a
forma natural e preferencial para o desenvolvimento do fungo, e ¢ a maior causa para
resisténcia de infec¢des humanas. Microorganismos em biofilme crescem em
comunidades multicelulares e produzem uma matriz extracelular que promove prote¢ao
contra os mecanismos de defesa do hospedeiro e resisténcia as drogas antiflingicas

(Sardi et al., 2013).

Biofilmes

Inicialmente o biofilme foi definido como uma matriz fechada de uma populagao
microbiana, que estd aderida entre si, ¢ que se adere a uma superficie ou interface
(Costerton et al., 1995). A nova definicdo de biofilme diz que sdo células aderidas entre

si e a uma superficie ou interface incorporadas & uma matriz de substancia polimérica
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extracelular que as proprias células produzem, incluindo os componentes abiodticos, mas
também outro atributos fisiologicos do biofilme, que incluem caracteristicas como curva
de crescimento alterada e o fato de que a forma biofilme transcreve genes que a forma
planctonica ndo transcreve (Donlan e Costerton, 2002).

Durante os primeiros estagios de formag¢ao do biofilme, os microorganismos sésseis se
encontram em um estado de justaposicao de células, podendo ocorrer formacgdes com
uma unica espécie envolvida, e também microcolonias com diferentes espécies
misturadas (Costerton, et al., 1995).

A matriz ¢ primordialmente formada por exopolissacarideos, € muitos sao
negativamente carregados devido a presenca de carboxyl, sulfato ou grupos fosfato.
Adicionalmente, pequenas quantidades de proteinas, acidos nucleicos e lipideos podem
estar presentes. Estruturalmente a matriz forma uma espécie de gel tridimensional super
hidratado, que separa a agua por canais que promovem um mecanismo de circulagdo de
nutrientes dentro do biofilme (Al-Fattani e Douglas, 2006).

A natureza da estrutura do biofilme e seus atributos fisiologicos conferem uma
resisténcia inerente ao agente antimicrobiano. Os mecanismos responsaveis por esta
resisténcia podem ocorrer em decorréncia de uma penetragdo mais lenta do agente
antimicrobiano pela matriz, niveis de crescimento alterado do biofilme e outras
mudangas fisiologicas de crescimento do biofilme (Donlan e Costerton, 2002).

Pesquisas tem revelado informagdes sobre as bases moleculares e genéticas do
desenvolvimento do biofilme. Existem evidéncias de que no desenvolvimento do
biofilme, durante a fase de fixagdo em uma superficie e formac¢do de microcoldnias,
genes especificos sdo ativados. Como exemplo, genes reportadores mostram que a

transcricdo de genes, que sdo requeridos na sintese de matriz extracelular
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1.7.

polissacaridica, ¢ ativada ap6s o processo de fixacdo do biofilme (Costerton et al.,
1999).

Segundo estudos realizados por Sardi et al. (2014) existem diferentes perfis de
expressdo de proteinas por H. capsulatum quando comparado seu crescimento em
culturas planctonicas e biofilmes. Utilizando espectrometria de massas, mais de 40
proteinas, pertencentes a diferentes grupos funcionais, sdo diferencialmente expressas e
identificadas comparando a forma biofilme com a planctonica. Os trés principais grupos
funcionais incluem proteinas envolvidas no metabolismo de aminodcidos, proteinas
nucleares e proteinas de transicao.

Desta forma, dando continuidade aos estudos realizados, este trabalho propoe realizar
a analise de expressdo do gene codificante de uma proteina de destaque em estudo
realizado por Pitangui em 2012, a DASH, que ¢ diferencialmente expressas quando o

fungo se apresenta em biofilmes de H. capsulatum.

Proteina DASH complex subunit

Segundo Pitangui (2012), uma proteina que merece destaque ¢ a DASH complex
subunit, constituinte estrutural do citoesqueleto. Na andlise protedmica realizada tal
proteina foi cerca de 10 vezes mais expressa pelo fungo na forma biofilme em
comparag¢do a forma planctonica. Assim, dando continuidade aos estudos, propusemos
neste trabalho realizar a padronizacdo da andlise quantitativa da expressao génica desat
proteina.

Os elementos principais do citoesqeleto sdo microtibulos e filamentos de actina,
também podem apresentar filamentos intermedidrios. Suas fung¢des englobam

citoarquitetura, movimentagdo das organelas na célula, movimento nuclear, conexao
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1.8.

dos complexos transmembrana e orientagdo das microfibilas (Geitmann e Emons,

2000).

PCR em Tempo Real

A reacdo em cadeia de polimerase em tempo real ¢ uma técnica que permite
quantificar mRNA em amostras biologicas, permitindo quantificar alteragdes biologicas
relevantes de acordo com os niveis de mRNA. Seus beneficios, quando comparada por
exemplo a PCR convencional, incluem maior sensibilidade, maior espectro, um
potencial elevado durante todo o processo, bem como quantificagdes precisas. Porém,
alguns fatores podem interferir na reacdo, como extragdo ineficiente de RNA, que
acarreta em uma amostra de qualidade comprometida, presenca alta de componentes
indesejaveis, co-precipitado, polifendis de plantas e polissacarideos (Valasek e Repa,
2005; Deepak et al., 2007).

Seguindo o mesmo raciocinio da PCR convencional, a metodologia apresenta a fase de
crescimento exponencial, fase de crescimento linear e fase estacionaria. No grafico de
amplificacdo (ARn versus numero de ciclos) estas fases podem ser observadas. O ponto
onde a reacdo atinge seu limiar da fase exponencial ¢ chamado de threshold e este ponto
corresponde ao nimero de ciclos necessarios para que a florescéncia seja detectavel
chamado de cycle threshold (C,). E assim, uma amostra de concentracao desconhecida
pode ter sua concentragdo calcula, a partir da confec¢do de uma curva padrio, baseada
nos valores de C; de cada amostra (Niclas ¢ Buel, 2003; Kubisca et al., 2006; Heid et

al., 1996).
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2.1.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Padronizagdo da metodologia de PCR em tempo real para avaliagdo da expressao do
gene codificante da proteina DASH, que ¢ diferencialmente expressa por H. capsultaum
durante a formacdo de biofilmes, a fim de indica-la como um possivel alvo e/ou

biomarcador da intera¢ao fungo-células hospedeiras.

2.2. Objetivos especificos

Extracao dos RNAs de uma cepa de alta viruléncia de H. capsulatum, nas formas
biofilmes e plantonicas, utilizando diferentes métodos de extracdo, entre eles Trizol
e Kit comercial, a fim de otimizar a concentragdo, integridade e pureza do RNA
obtido;

Andlise da integridade do RNA extraido por meio do equipamento Agilent 2100
Bioanalyzer® (Agilent Technologies);

Quantificacdo e andlise da pureza do RNA utilizando espectrofotdmetro
NanoVue® (GE Healthcare);,

Sintese de cDNA;

Padronizagao das reagdes de PCR em tempo real;

Andlise quantitativa diferencial dos genes expressos pelo fungo em culturas

planctonicas e em biofilmes.
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3.1.

3.1.

MATERIAL E METODOS
Microorganismo

Para a realiza¢do do estudo foi selecionada a cepa EH-315 de H. capsulatum, isolada
de morcego infectado capturado no estado de Guerrero, México. Esta cepa esta
depositada na Colegao de Cultura de H. capsulatum do Laboratorio de Imunologia de
Fungos do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Faculdade de Medicina da

Universidade Nacional Autonoma do México (UNAM) (www.histoplas-

mex.unam.mx). Esta colegdo esta registrada no banco de dados da Federagao Mundial

para Colegdes de Cultura com o nimero LIH-UNAM WDCMS17.

Ensaio de formacgao dos biofilmes e culturas planctonicas

A formacao dos biofilmes foi realizada segundo descrito por Pitangui et al. (2012).
Para armazenamento as leveduras foram suspensas em soro fetal bovino 90% e
Dimetilsulféxido 10% e congeladas até o momento do uso. Para o inicio da metodologia
foram retirados 30ul da suspensdo de levedura, previamente descongelada e,
ressuspensos em 5 ml de BHI caldo suplementado com 0,1% de cisteina e 1% de
glicose sob agita¢do a 37°C durante 24 horas.

Apds 24 horas a suspenséo foi centrifugada a 4°C, 3500 rpm durante 15 minutos ¢
lavada com PBS. Depois de lavadas as leveduras foram centrifugadas novamente a 4°C,
3500 rpm durante 10 minutos e depois suspensas em 2 ml de PBS.

Foi feita uma diluicdo 1:500 para a contagem em camara de Newbauer. Apos
contagem de 5 campos foi tirada a média para ajustar a concentragdo para o inoculo,

que foi ajustada para 5x10° células/ml.
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3.2.

A fase leveduriforme ou planctonica foi incubada a 37°C em 2 erlenmeyers de 200 ml
de BHI caldo suplementado com 0,1% de cisteina e 1% de glicose durante 72 horas sob
agitacao 100 rpm.

Para a formacao dos biofilmes foram utilizadas quatro placas de 24 pocos (TPP®,
Trasadingen, Switzerland). Para a fase de pré-adesao do biofilme foram adicionados
500ul do indculo a cada pogo da placa que ficaram incubadas sob agitagio a 37°C
durante 7 horas. Apds 7 horas o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 2 ml
de BHI caldo suplementado com 0,1% de cisteina e 1% de glicose para a fase de adesao
do Biofilme.

Para a fase de adesdo o microorganismo foi mantido em meio BHI caldo
suplementado com 0,1% de cisteina e 1% de glicose sob agitagdo a 37°C por 48 horas.
Realizou-se uma troca do meio de cultura e apds 24 horas foi feito descarte do BHI
caldo suplementado com 0,1% de cisteina e 1% de glicose dos pocos e 1 ml de PBS foi
adicionado em cada pogo para a raspagem dos biofilmes formados no fundo dos pogos
com alg¢a descartavel. Os biofilmes foram coletados em tubos de 50 ml, centrifugados e
lavados até que o sobrenadante descartado estivesse limpido, no caso foram duas
lavagens e centrifugagdes. Descartado o sobrenadante final a amostra foi armazenada a -

80°C para a extragdo de RNA.

Extracio e quantificacio de RNA

As amostras de RNA foram obtidas por meio de duas metodologias diferentes,
extragdo com o reagente Trizol e com o kit da Qiagen RNeasy Plant Mini Kit®.

Na extracdo com o reagente Trizol lavou-se inicialmente as células 3 vezes com PBS,
para retirar o meio de cultura excedente. Em um tubo foi adicionada uma quantidade

estimada de 1,5 g do pellet de células, 3,5 ml de reagente Trizol e aproximadamente o
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mesmo volume em pérolas de vidro. A amostra passou por congelamento em nitrogénio
liquido e foi agitada em Voértex por aproximadamente 15 minutos, em seguida repousou
por 10 minutos em temperatura ambiente e foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos.
Foi transferido o sobrenadante para um novo tubo e adicionou-se 0,2 ml de cloroférmio
para cada 0,75 ml de Trizol recuperado, o tubo foi agitado novamente ¢ deixado em
repouso por 10 minutos. Apds o repouso a amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 15
minutos e o sobrenadante transferido para um novo tubo. O volume recuperado na etapa
anterior foi adicionado a uma mistura de fenol : cloroféormio : alcool isoamilico na
propor¢ao 25 : 24 : 1, agitou-se gentilmente, a amostra repousou em temperatura
ambiente por 10 minutos e foi realizada centrifugacdo do tubo a 3000 rpm por 15
minutos. A fase aquosa foi novamente transferida para um novo tubo, e foram
acrescentados 0,25 ml de isopropanol, 0,25 ml de solugdo de citrato de sodio 0,4 M e
cloreto de sédio 0,8 M para cada 0,75 ml de trizol recuperado inicialmente, agitou-se
gentilmente e a amostra repousou a temperatura ambiente por 10 minutos. A amostra foi
centrifugada a 3000 rpm por 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi lavado com etanol 75%. Uma nova centrifugacdo foi realizada a 3000 rpm por 5
minuto e o sobrenadante foi desprezado. O precipitado secou a temperatura ambiente,
ressuspendido em agua DEPC (dietil pirocarbonato) 0,01% e armazenada a -80°C.

A extracdo com o kit da Qiagen RNeasy Plant Mini Kit® foi realizada conforme
manual de utilizacdo fornecido pelo fabricante, mas antes foi feita a lise das células por
congelamento em nitrogénio liquido e agitagdo vigorosa em Vortex. Foi adicionado
tampao RLC para cada 100 mg de tecido celular. Agitou-se vigorosamente. O lisado foi
transferido para uma coluna de spin QIlAshredder, que foi centrifugada por 2 minutos
em velocidade maxima a 4°C. O sobrenadante foi descartado para um outro tubo,

retirado com cuidado para ndo perturbar o sedimento celular. Em seguida, foi
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3.3.

adicionado e homogeneizado meio volume de etanol (96-100%) ao lisado limpo. O
passo seguinte foi transferir a amostra para uma coluna de spin Mini, que foi
centrifugada por 15 segundos a 10.000 rpm a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e foi
adicionado tampao RW1, centrifugou-se novamente. Apds descartado o sobrenadante
foi adicionado tampao RPE, centrifugado e descartado o sobrenadante mais duas vezes.
Por fim somente a coluna foi centrifugada para secar a membrana e entdo foi adicionada
a agua livre de RNase, e foi feita mais uma centrifugacao para coletar o RNA.

A amostra de RNA foi quantificada em espectrofotometro NanoVue® (GE
Healthcare). Posteriormente, a integridade do RNA das amostras foi avaliada, utilizando
o equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer® (Agilent Technologies) e armazenada a -

80°C para a sintese de cDNA.

Sintese e quantificacio de cDNA

Para a reacgdo de sintese de primeira fita de cDNA foi realizada uma reagdo com 1 pg
de RNA total com 10 pmol/uL de primer CDS. A mistura foi aquecida a 72°C por 2
minutos. Em seguida foi adicionada a mistura 10 pmol/uL de primer cDNA, 4ul de
Tampao de Primeira Fita, 10mM de dNTPs, 40U/ml de RNAseout (Ribolock),100mM
de DTT e 50mM de Cloreto de magnésio.

A reagdo foi incubada a 42°C por 1 hora e trinta minutos. Apds este periodo foram
adicionados 80ul de TE (10 mM Tris-HCIL, 1 mM de EDTA pH 8,0) e a solugdo foi
aquecida durante 7 minutos a 72°C.

As amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C para a reagdo de PCR em tempo

real.
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3.4. PCR em Tempo Real

Foi selecionado o gene codificante da proteina DASH (Cddigo de acesso do banco de
proteina DAD2 KLULA) para ter sua expressao avaliada nas diferentes condi¢des de
crescimento de H. capsulatum, em biofilmes e culturas planctonicas. Os primers do
gene de interesse (DASH Forward e Reverse) e os primers dos genes endogenos (rRNA
Hc Forward e Reverse e GAPDH Forward e Reverse) foram desenhados no laboratério
de Micologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, sendo
sintetizados primers especificos conforme sequéncias demonstradas na tabela 1.

Foram utilizados dois diferentes genes enddgenos para garantir a confiabilidade do

resultado obtido.

Tabela 1. Primers para andlise de expressao do gene codificante da proteina DASH e

genes endogenos para H. capsulatum (rRNA e GAPDH).

Gene Primers
Forward 5>TCAGGCAGCTCCGTGATGT3’
DASH
Reverse S’TCCCAGTTCCTCCATTTGTGA?’
Forward 5’CAGCGAAATGCGATGAGTAATG?’
rRNA
Reverse 5’CGACCGCCCAACACACA
Forward 5" AAATGCTGTTGAGCACGATG3”
GAPDH
Reverse 5" CTGTGCTGGATATCGCCTTT3”’

Foi realizada padronizagdao da concentragao dos primers de acordo como o gradiente
de concentragdo a seguir: 0,5 uM; 0,7 uM; 0,8 uM e 1,0 uM. O volume dos reagentes

respectivos para cada concentragao do primer ¢ demonstrada na tabela 2.
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Tabela 2. Reagentes utilizados na padronizacao de PCR em Tempo Real

Concentracao do Primer 0,5 pM 0,7 uM 0,8 uM 1,0 pM
SYBR Green® 50 ul 50 pl 50 ul 50 ul
Primer Forward (10 uM) 5,0 ul 7,0 ul 8,0 ul 10,0 pl
Primer Reverse (10 uM) 5,0 ul 7,0 ul 8,0 ul 10,0 pl
H,0 Milli-Q 35ul 31l 29 ul 25 ul
Total 95 ul 95 ul 95 ul 95 ul

4.1.

Os testes para a reagdo de PCR foram realizados utilizando-se 1ul de cDNA, 50 ul de
Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Fermentas), e 0,5 uM de cada
primer (concentragdo que mostrou melhor desempenho ao longo dos testes realizados),
sendo adicionado 4gua a reagdo até atingir o volume de 95 pl, neste caso 35 pl de 4gua.
As reagoes foram realizadas com temperatura inicial de 50°C por 2 minutos, seguido
por 10 minutos a 95°C. Depois, 40 ciclos de 95°C a 15 segundos, seguidos de
anelamento e sintese a 60°C por um minuto. Em seguida a PCR, a andlise da curva de
melting foi realizada para confirmar a emissdo de sinal correspondente a um Unico
produto. As reagdes foram realizadas com o aparelho Applied Biosystems 7500 cycler.
Foram utilizados os genes rRNA ¢ GAPDH como referéncia. Como controle negativo

foi empregada uma reagdo que contém todos os reagentes exceto a amostra de cDNA.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ensaio de Biofilme

Foi possivel observar que apds 72 horas de incubagdo na temperatura de 37° C em
meio de cultura BHI suplementado com 0,1% de cisteina e 1% de glicose, o

microorganismo foi capaz de formar o conjunto de células aderidas entre si e a uma
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superficie caracteristico de biofilme, como descrito por Pitangui et al. (2012). A

formacdo de um biofilme maduro pode ser observada na figura 3.

Figura 2. Biofilme em placa de 24 pogos da cepa EH-315 de H. capsulatum apds 7 horas de pré-adesdo e 72

horas de incubaggo a 37° C em meio de cultura BHI suplementado com 0,1% de cisteina e 1% de glicose.

4.2 Extra¢oes de RNA realizadas com Trizol e kit da Qiagen RNeasy Plant Mini Kit®

Apos extragdo do RNA das amostras de H. capsulatum em culturas planctonicas e
biofilmes da cepa EH-315 de Histoplasma capsulatum, realizadas com Trizol e Qiagen
RNeasy Plant Mini Kit®, foi realizada quantificacdo do material extraido em
NanoVue® (GE Healthcare), bem como foi avaliada a integridade deste material por
meio do equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer® (Agilent Technologies) na Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias FCAV — UNESP — Jaboticabal -SP.

A tabela 3 mostra os resultados obtidos apds quantificacdo do RNA extraido de
cultura planctonica e biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum utilizando o método
Trizol. Os dados mostram que ndo foi obtida uma grande quantidade de produto e que
sua pureza, obtida pela razdo A260nm/A280nm, se mostra comprometida ja que €

recomendado que o valor de referéncia desta razao esteja entre 1,8 e 2,0.
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Tabela 3. Resultados da quantificagdo em espectrofotdmetro NanoVue® (GE Healthcare) de

RNA extraido pela metodologia com Trizol.

Amostra Quantificacao (ng/pl) A260nm/A280nm
Planctonica 17,2 1,706
Biofilme 9 1,596

Posteriormente, foi avaliada a integridade do RNA extraido das amostras de culturas
planctdnicas e biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum e conforme o manual de uso
do equipamento, o Agilent 2100 Bioanalyzer® (Agilent Technologies) utiliza
eletroforese automatizada por capilaridade para analisar a integridade do RNA. O
resultado ¢ exibido na forma de eletroferograma, no qual o equipamento realiza a
deteccdo e calcula os picos referentes as subunidades 18S e 28S do fragmento. Desta
forma, para analisar a integridade da amostra, a razdo 28S/18S e o RIN (nimero de
integridade do RNA) sdo os parametros analisados.

A figura 4 mostra o eletroferograma referente a uma amostra com RNA extraido de
uma cultura plancténica da cepa EH-315 com Trizol. O resultado da razao 28S/18S foi
0,0 e o RIN igual a 2,70. O que representa uma amostra com sua integridade
comprometida, ja que valores menores que 2,0 para a razao 28S/18S e RIN menor que

7,0 ndo representam bons resultados.

28
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Figura 3. Eletroferograma da amostra de RNA extraido com método Trizol de cultura plancténica (P3T) da cepa

EH-315 de Histoplasma capsulatum.

A figura 5 mostra um eletroferograma referente a uma amostra com RNA extraido de

biofilme da cepa EH-315 com Trizol. O resultado da razao 28S/18S foi de 0,4 e o RIN

igual a 7,6. Apesar da razdo entre os picos das subunidades estar baixo, o numero de

integridade do RNA estéd dentro do valor aceito.
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Figura 4. Eletroferograma da amostra de RNA extraido com método Trizol de biofilme da cepa EH-315 de

Histoplasma capsulatum.

Em comparagdo aos resultados anteriores a tabela 4 mostra os resultados obtidos na

reagdo de extracdo de RNA de cultura planctonica e biofilme da cepa EH-315 com
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Qiagen RNeasy Plant Mini Kit®. Os dados mostram que foi obtida uma quantidade
maior que a obtida na extragao com Trizol e apresenta maior pureza das amostras, haja

visto a razdo A260nm/A280nm que apresenta valores de aproximadamente 2,0.

Tabela 4. Resultados da quantificagao em espectrofotdmetro NanoVue® (GE Healthcare) de

RNA extraido pela metodologia com Qiagen RNeasy Plant Mini Kit®.

Amostra Quantificacao (ng/pl) A260nm/A280nm
Planctonica 35,2 2,047
Biofilme 62,4 2,026

Ainda em compara¢do com os resultados anteriores referentes as extragdes realizadas
com Trizol, a figura 6 mostra o eletroferograma de uma amostra com RNA extraido de
uma cultura planctonica da cepa EH-315 com Qiagen RNeasy Plant Mini Kit®. O
resultado da razdo 28S/18S foi 0,9 e o RIN igual a 6,80. O que ainda assim representa
uma amostra com integridade comprometida, mas em comparacao ao resultado anterior

apresenta resultados relativamente melhores.
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Figura 5. Eletroferograma da amostra de RNA extraido com Qiagen RNeasy Plant Mini Kit® de cultura

planctonica da cepa EH-315 de Histoplasma capsulatum.
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A figura 7 mostra um eletroferograma referente a uma amostra com RNA extraido de
biofilme da cepa EH-315 com Qiagen RNeasy Plant Mini Kit®. O resultado da razao
28S/18S ¢ igual a 0,0 e o RIN foi classificado como N/A. Este ¢ um resultado
inesperado para esta amostra, pois acompanhando a légica dos resultados apresentados
esperava-se que a amostra com RNA extraido de biofilme da cepa EH-315 com Qiagen
RNeasy Plant Mini Kit® apresentaria um valor para a razao 28S/18S melhor que o

anterior e um RIN 6timo para uso, ou seja, maior que 7,0 ou 8,0.

[FU]

600+
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Figura 6. Eletroferograma da amostra de RNA extraido com Qiagen RNeasy Plant Mini Kit® de biofilme da

cepa EH-315 de Histoplasma capsulatum.

4.3.

Os resultados obtidos neste estudo, acima apresentados, indicam falha em alguma
etapa do processo, a hipotese do grupo para a possivel falha indica os processos de
extragdo de RNA. As andlises, dos resultados de quantificagdo e avaliagdo de
integridade, realizadas acima tem como base para discussdo o estudo comparativo, de
amostras de RNA tratadas e ndo tratadas com DNase, realizado por Norhazlin et al.

(2015).

Quantificacdo de cDNA
O cDNA foi sintetizado a partir destas amostras e quantificado também em

NanoVue® (GE Healthcare) e foram obtidas as seguintes concentragdes: 2,136 ng/ul
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para cDNA sintetizado a partir de amostra com RNA extraido de culturas planctonicas

da cepa EH-315 de H. capsulatum com Qiagen RNeasy Plant Mini Kit®; e 1,842 ng/ul

para cDNA sintetizado a partir de amostra com RNA extraido de biofilmes da cepa EH-

315 de H. capsulatum com Qiagen RNeasy Plant Mini Kit®.

4.4.

Padronizacio das reacoes de PCR em tempo real

O intuito foi padronizar a reacdo de PCR em Tempo Real para posterior analise do

gene expresso pela proteina DASH no processo de desenvolvimento do biofilme.

Para a padronizagdo realizamos corridas de PCR em tempo real com diferentes

concentragdes dos primers propostos € obtivemos o resultados presentes das tabelas 5, 6

e7.

Tabela 5. Valores de Ct para amostras em cultura planctonica e biofilme da cepa EH-315 de

Histoplasma capsulatum frente as diferentes concentragdes do primer rRNA.

rRNA
0,5 pM 0,7 pM 0,8 pM 1,0 pM
Amostra Ct Amostra Ct Amostra Ct Amostra Ct
Planctonica | 37,0448 | Planctonica | Undet. | Planctonica | Undet. | Plancténica | Undet.
Biofilme 38,9934 Biofilme Undet. Biofilme Undet. Biofilme Undet.

Tabela 6. Valores de Ct para amostras em cultura planctonica e biofilme da cepa EH-315 de

Histoplasma capsulatum frente as diferentes concentragdes do primer GAPDH.

GAPDH
0,5 pM 0,7 pM 0,8 pM 1,0 uM
Amostra Ct Amostra Ct Amostra Ct Amostra Ct
Planctonica | Undet. Planctonica | Undet. | Plancténica | Undet. | Planctonica | Undet.
Biofilme 39,1604 Biofilme Undet. Biofilme Undet. Biofilme 39,5364
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Tabela 7. Valores de Ct para amostras em cultura planctonica e biofilme da cepa EH-315 de

Histoplasma capsulatum frente as diferentes concentragdes do primer DASH.

DASH
0,5 pM 0,7 pM 0,8 pM 1,0 pM
Amostra Ct Amostra Ct Amostra Ct Amostra Ct
Planctonica | 36,0082 | Planctonica | 37,3988 | Planctonica | 36,7732 | Planctbénica | 35,8604
Biofilme Undet. Biofilme Undet. Biofilme 38,5573 Biofilme 37,6478

Os resultados de Cy, assim como a curva de amplificagdo, ndo apresentaram resultados

positivos para a padronizagdo. Os valores de C; considerados adequados para uso nos

calculos de expressdo génica ndo podem ultrapassar o nimero de 35 ciclos, pois a

amostra perde sua confiabilidade. E possivel observar tanto nas tabelas 5, 6 ¢ 7 quanto

na figura 8 que os resultados de encontram fora dos valores considerados adequados.

1.000e+000

1.000e-001

1.000e-002

1.000e-003

Delta Rn

1.000e-004

1.000e-005

1.000e-006

1.000e-007

Delta Rn vs Cycle

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Figura 7. Curva de amplificacdo dos genes rRNA, GAPDH e DASH em amostras de cultura planctonica e

biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum, com finalidade de padronizar a reacdo de PCR em tempo real,

partindo de concentracdes de 0,5uM, 0,7uM, 0,8uM e 1,0uM de primers dos respectivos genes.

De acordo com estudo realizado por Ladeira, Isaac e Ferreira (2011) o C; da amostra

¢ inversamente proporcional a quantidade inicial de amostra disponivel para

amplificacdo. Os resultados obtidos no estudo para C; apresentaram valores acima de 35

ciclos, e muitas vezes acima até do valor maximo mensurado pelo equipamento. Sendo
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assim, podemos entdo concluir que a quantidade de cDNA na reacdo foi insuficiente
partindo do principio que ele necessitou de um numero muito elevado de ciclos para

emitir a fluorescéncia para o equipamento.

Na figura 9 ¢ possivel observar o resultado da curva de dissociagdo das amostras em
questdo. A curva de dissociacdo, utilizada para identificar dimeros de primers ou
amplificacdo de produto nao especifico, também nao apresentou um resultado
satisfatorio. O ideal para uma curva de dissociagdo € que suas curvas apresentem seu
picos na mesma temperatura. Como ndo foi observada um numero de amplificagdes
consideravel as curvas apresentadas na figura 9 sdo possivelmente dimeros de primers.

Dissociation Curve
0.060

0.050
0.040

0.030

Derivative

0.020

0.010

0.000 = —

-0.010

60 65 70 75 80 85 90 95

Temperature (C)

Figura 8. Curva de dissociagdo dos genes rRNA, GAPDH e DASH em amostras de cultura plancténica e
biofilme da cepa EH-315 de H. capsulatum, com finalidade de padronizar a reagdo de PCR, partindo de

concentragdes de 0,5uM, 0,7uM, 0,8uM e 1,0uM de primers dos respectivos genes.

Outro ponto levantado pelo grupo foi a falta de um tratamento com DNase
(desoxirribonuclease), pois realizando o tratamento podemos garantir que nao foi
amplificado DNA no lugar da amostra de cDNA. No trabalho em questao ndo podemos

vincular isso ao resultado que obtivemos, ja que ndo a amplificagdo nao ocorreu
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conforme desejado. Como demonstrado por Gouveia, G. R. (2011) em estudo
comparativo de trés protocolos distintos para extragdo de RNA, a amostra sofre visivel
influencia nos resultados quando tratada com DNase e apresentou bons resultados em
seu estudo. Fato também comprovado por J. Norhazlin et al. (2015) que também

realizou estudo comparativo de amostra de RNA tratada e nao tratada com DNase.

CONCLUSOES

Podemos concluir que apesar dos resultados do nosso estudo ndo permitirem a
continuidade do processo de andlise de expressdo génica, ele ainda sim teve relevancia
ao pontuar possiveis pontos de falha para o processo que possivelmente auxiliard em
estudos futuros utilizando a metodologia de PCR em tempo real para genes referentes
ao fungo H. capsulatum.

A primeira consideracdo a ser feita ¢ a comparacdo entre os dois tipo de extragdo de
RNA, e através da razdo A260nm/A280nm e analisando os resultados fornecidos pelo
equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer® (Agilent Technologies) foi possivel concluir
que a extracdo realizada com Qiagen RNeasy Plant Mini Kit® se destaca em rendimento
e qualidade de amostra comparada a extracdo realizada com Trizol. Ainda assim, sera
necessario um ajuste de quantidade de amostra inicial de massa celular da cultura
planctdnica e biofilme adicionada a coluna para a realizacao da extragao.

Por fim, ao concluirmos que a quantidade de amostra de cDNA foi insuficiente para a
reagdo podemos relacionar o fato levantado com alguma possivel intercorréncia durante
o processo de sintese de cDNA, falha no processo de extragdo de RNA ou até mesmo
um detalhe na concentragdo adicionada no inicio do processo de extracdo do RNA pode

ser determinante para a obten¢ao ou ndo de resultados ao fim do processo.
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