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OTIMIZACAO DE METODOS PARA EXTRACAO DE RNA DE Candida albicans

Maria Raissa Vieira Lopes?, Francisca Alves dos Santos2, Maria Karollyna do Nascimento
Silva Leandro?

RESUMO

Este trabalho otimizou os protocolos através da extracdo de RNA fungico de Candida albicans
com a finalidade de obter metodologias mais praticas, de baixo custo e boa qualidade. As cepas
fangicas foram cedidas pelo laboratério Vicente Lemos - unidade Crato e 0s testes para extracao
de RNA foram realizados no Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio. As metodologias
empregadas nesta pesquisa foram: Tiocianato de guanidina fenol-cloroférmio, Tiocianato de
guanidina fenol-cloroférmio associado ao carbeto de silicio (SiC) e extragdo com TRI
Reagente®. A andlise da integridade do RNA extraido foi realizada por meio de Eletroforese
em gel de agarose 1% e a avaliacdo do grau de pureza e quantificacdo do material extraido foi
obtida em espectrofotdmetro de microvolume da Agilent Bio Tek Synergy LX Multimode
Reader modelo Cytatation 7 através da placa Take 3, o qual foi realizado em colaboragdo com
0 Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular da URCA, situado no Crato-CE. Os
resultados de rendimento obtidos foram baixos, podendo estar relacionados com a resistente
parede celular fangica, entretanto foram obtidos dados significativos quanto a integridade do
material. A extracdo de RNA com TRI Reagente® é comumente utilizada para esse fim, mas,
no presente estudo, esse método foi 0 que apresentou resultados mais insatisfatorios, com
rendimento abaixo de 30ng de RNA total por mL. Na eletroforese em gel de agarose foi possivel
visualizar discretas bandas de RNAr 5.8S nas ultimas amostras do método 1 e 2, além de
observar que o material estava integro, sem formacdo de rastros nas bandas. Conclui-se,
portanto, que apesar de ndo ter obtido resultados significativos quanto ao rendimento e pureza
das amostras, foi possivel obter, por meio de algumas adaptacGes, protocolos répidos,
econbmicos e que extraem material integro. Propiciando, dessa forma, que as praticas de
biologia molecular sejam ofertadas em laboratérios de pequeno porte como os de ensino,
propiciando essa vivéncia ao aluno ainda na graduacao.
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OPTIMIZATION OF METHODS FOR RNA EXTRACTION FROM Candida albicans

ABSTRACT

This work optimized the protocols through the extraction of fungal RNA from Candida albicans
in order to obtain more practical methodologies, with low cost and good quality. The fungal
strains were provided by the Vicente Lemos laboratory - Crato unit and the tests for RNA
extraction were carried out at the Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio. The
methodologies employed in this research were: phenol-chloroform guanidine thiocyanate,
phenol-chloroform guanidine thiocyanate associated with silicon carbide (SiC) and extraction
with TRI Reagente®. The analysis of the integrity of the extracted RNA was performed using
1% agarose gel electrophoresis and the evaluation of the degree of purity and quantification of
the extracted material was obtained in a microvolume spectrophotometer from Agilent Bio Tek
Synergy LX Multimode Reader model Cytatation 7 through the Take 3 plate, which was carried
out in collaboration with the Microbiology and Molecular Biology Laboratory of URCA,
located in Crato-CE. The yield results obtained were low, which may be related to the resistant
fungal cell wall, however, significant data were obtained regarding the integrity of the material.
RNA extraction with TRI Reagent® is commonly used for this purpose, but in the present study,
this method was the one that presented the most unsatisfactory results, with a yield below 30ng
of total RNA per mL. In the agarose gel electrophoresis it was possible to visualize discrete
bands of 5.8S rRNA in the last samples of method 1 and 2, in addition to observing that the
material was intact, without formation of traces in the bands. It is concluded, therefore, that
despite not having obtained significant results regarding the yield and purity of the samples, it
was possible to obtain, through some adaptations, fast and economical protocols that extract
intact material. In this way, enabling molecular biology practices to be offered in small
laboratories such as teaching ones, providing this experience to the student still in graduation.

Keywords: Candida albicans. Guanidine thiocyanate. RNA. Silicon carbide.



1 INTRODUCAO

Fungos sao seres eucariontes que possuem nucleo, mitocéndrias, complexo de Golgi e
reticulo endoplasmatico bem definidos. Ademais, possuem uma parede celular constituida
principalmente de quitina e glucana e uma membrana plasmatica composta por ergosterol, alvo
de muitos antifungicos. Podem ser encontrados de duas formas, leveduriforme, unicelulares, ou
em forma de filamentos pluricelulares, os bolores (MURRAY, 2018).

Hodiernamente as espécies de Candida sdo as principais causadoras de micoses
oportunistas, sendo a maior parte causada pela espécie Candida albicans. Trata-se de um fungo
comensal que sO representara problemas para pessoas imunodeprimidas, podendo causar
infeccBes cuténeas, subcuténeas e sistémicas. Além disso, em relacdo as outras espécies,
apresenta uma maior capacidade de aderéncia e penetracdo, fato que facilita sua transformacao
de levedura a micélio (BERMUDEZ,2019).

Quanto ao RNA, ou &cido ribonucleico, tem-se que é uma molécula responsavel pela
sintese proteica das células do organismo e € encontrada tanto no ndcleo quanto no citoplasma
celular. Existem trés principais tipos, RNA mensageiro, transportador e o ribossomal, e
desempenham um importante papel na regulacdo e expressao génica dos seres vivos. Vale
salientar, que em relacdo a molécula de DNA, o RNA é mais instavel, sendo mais dificil para
manuseio (SCHAEFER; THOMPSON, 2015).

Com base na necessidade de se obter técnicas baratas, rapidas e eficientes para obtencao
de material genético, vém se buscando novos métodos. Um desses protocolos, que vem se
mostrando eficaz, pratico e de baixo custo, € o com carbeto de silicio. Trata-se de um produto
abrasivo que ird atuar na lise celular através de seu contato com a membrana, o qual acontece
por meio de vigorosa agitacdo em vortex (ROSA,2008).

O carbeto de silicio € um composto quimico constituido por silicio e carbono, é usado
como abrasivo na fitopatologia, limpeza de metais e vem se mostrado eficaz na extracéo
simultanea de DNA e RNA. A extracdo com 0 composto possui um bom rendimento, alta
qualidade e € um método rapido e de baixo custo. A funcdo do carbeto sera basicamente atuar
na lise celular, a qual ocorrera pelo contato do composto com as células sob vigorosa agitacdo
no vortex (ROSA,2008; SANTOS,2022).

Ademais, destaca-se que apesar das técnicas ja serem consolidadas ha um tempo, ainda
possuem desvantagens significativas. Hodiernamente, os protocolos mais utilizados para

extracdo de RNA sdo as de coluna cromatogréficas de silica e a de o tiocianato de



glanidina/fenol-cloroférmio. Sendo que as de coluna cromatogréaficas sdo muito dispendiosas e
a de tiocianato fenol-cloroférmio sdo corrosivas (YOSHINO; NISHIJIMA;
KAWAKATSU,2020).

A eletroforese é uma técnica simples e bastante utilizada para separar fragmentos de
material genético. Consiste em um método que utiliza a corrente elétrica para promover a
separacdo de moléculas, como proteinas, fluidos e acidos nucleicos. A migracdo dessas
moléculas ocorre pela diferenca de carga elétrica e pelo peso molecular. Ao final dessa
separacdo, as bandas de cada amostra podem ser visualizadas através de radiacdo ultravioleta
(SILVA NETO, 2019).

Tendo em vista a importancia da extracdo de material genético para os estudos em
biologia molecular, o aprimoramento de métodos que possibilitem uma extracdo de RNA com
alto rendimento é relevante. O presente estudo objetivou o aprimoramento dos métodos de
extracdo de RNA, obtendo um produto de alta pureza a partir de amostras de Candida albicans,
utilizando tiocianato de guanidina e carboneto de silicio como instrumento de rompimento

mecanico da parede celular fngica.

2 METODOLOGIA

2.1 CULTURA FUNGICA

Para obtencdo das amostras da espécie Candida albicans, foram utilizadas duas algadas
de uma cepa padrdo identificada como NCP 3179 ja semeada em agar Sabouraud Dextrose
obtida em colaboracdo com setor de microbiologia do Laboratério Vicente Lemos, situado no
Crato-CE, foram inoculadas em 60 ml de meio Brain Heart Infusion (BHI) estéril preparado em
frasco tratado com H2O/DEPC 1:1000 (v/v). Logo ap6s, 0 meio semeado foi incubado em
estufa bacterioldgica por 24 horas a 37°C e foram retiradas aliquotas do meio semeado para a
preparacdo das amostras utilizadas (Tabela 1).

Assim, foram preparadas 12 amostras a partir de aliquotas de 3,0, 3,5 4,0 e 4,5mL,
respectivamente, retiradas do meio BHI e transferidas para tubos do tipo Falcon de 15mL
estéreis. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3.500 rpm por 5 min. Por conseguinte,
o0 sobrenadante contendo o meio BHI foi descartado e as células foram ressuspendidas em 10
mL de salina estéril. A seguir, 20uL de cada amostra ressuspendida em salina foi retirada para

a contagem de ceélulas.



A contagem de células foi realizada no hemocitdmetro central da Camara de Neubauer
através da contagem de 5 campos contendo 16 subcampos, em que 0s 5 campos escolhidos para
a contagem obedeceram a uma linha imaginaria tracada na diagonal. Ap0s isso, 0 nimero de
células encontradas foi multiplicado pelo volume comportado dentro do hemocitémetro central.
E o nimero total de células em 1mL foi estimada através do calculo com as células contidas em
10uL.

Por fim, as amostras suspensas em salina novamente centrifugadas a 3.500 rpm por 5

min, descartado o sobrenadante e armazenadas a — 20°C até uso posterior para as extracées.

Tabela 1: Volume inicial das amostras utilizadas nos métodos 1, 2 e 3.

Amostras Cultura Numero de células
Volume (mL) 10°UFC/mL
1 3,0 0,66x10°
2 3,5 1,1x 10°
3 4,0 1,74x10°
4 45 2,02x10°

Fonte: elaborada pela autora.

2.2 TRATAMENTO DO CARBETO DE SILICIO

Na utilizacdo dessa metodologia, o carbeto de silicio (SiC) foi tratado de acordo com
protocolo utilizado por Rosa (2008), em que 10 gramas de SiC foi acrescido de uma solucéo de
50mL de &cido cloridrico 10M, por um periodo de 2 horas a uma temperatura aproximadamente
de 30°C, e, por conseguinte, o carbeto foi continuamente lavado por 12 horas em agua DEPC
0,01% estéril. Em seguida, o material foi autoclavado a 120°C por 20 min. e seco em estufa a
70°C por 24 horas e armazenado até o uso.

Todas as solucBes foram preparadas com agua tratada com Diethyl pyrocarbonade-
DEPC, para inibicdo de RNAses, assim garantindo a integridade do material extraido. Além
disso, todos os plasticos utilizados no processo de extracdo foram certificados de que eram
livres de RNAses.

2.3 METODOS UTILIZADOS PARA ROMPIMENTO DA PAREDE CELULAR
FUNGICA



2.3.1 METODO 1: Tiocianato de Guanidina/ fenol-cloroférmio

Para aplicacdo dessa metodologia os testes foram fundamentados no protocolo de
Chomczynski et al. (1987). Nele é abordado que apds o crescimento em meio de cultura liquido,
foi transferido 1mL da cultura para tubos de poliestireno de 1,5ml devidamente estéreis, livres
de RNAses. Apos a coleta o material foi mantido no gelo quando em repouso, bem como os
reagentes, solucdes e a agua foram previamente resfriados, exceto quando discriminado o
contrario. Todas as centrifugacOes foram realizadas a 4°C (adaptagao/rotor no gelo).

Nos tubos contendo as células precipitadas e sem 0 meio residual, foi adicionado 0,5mL
de solucdo D (4 M tiocianato de guanidina, citrato de sédio 25mM, pH 7,0, 0,5% (p/v) CTAB
e 2-mercaptoetanol 0,1M) por 0,66x10° células no tubo 1, 1,1x10°8 células no tubo 2, 1,74x10°
células no tubo 3 e 2,02x10° células no tubo 4, como visto na tabela 1. Foi ressuspendido o
lisado dez vezes com uma pipeta de 1mL, usado ponteira estéril e livre de RNAses. Ao fazer
isso, 0 DNA foi fragmentado, minimizando assim sua presenca da fase aquosa. Em seguida foi
adicionado a 0,5mL do lisado: 0,05mL de acetato de s6dio 2 M, pH 4,0, misturando bem;
adicionado 0,5mL de fenol saturado com agua/DEPC em um pH em torno de 5,2. Foi misturado
bem por inversdo e adicionado 0,1mL de cloroférmio/alcool isoamilico (49:1), foi agitado
vigorosamente em vortex por 30 segundos. As amostras foram incubadas em gelo por 15
minutos e posteriormente centrifugadas por 20 minutos a 10.000g. Durante as centrifugacdes,
o rotor da centrifuga foi previamente resfriado a -20°C.

Precipitacdo: o sobrenadante foi transferido com auxilio de uma pipeta cuidadosamente
para um novo tubo estéril. Foi adicionado a fase aquosa 1mL de isopropanol para precipitar o
RNA e as amostras foram incubadas por 1 hora a -20°C. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 20 minutos a 10.000g e é descartado o sobrenadante. O pellet de RNA foi
dissolvido em 0,3 ml de solugéo D, adicionado 0,3mL de isopropanol, incubado por 30 minutos
a -20°C, em seguida centrifugado por 10 minutos a 10.000g e foi descartado o sobrenadante.

Lavagem e solubilizacdo do RNA: apos a lavagem as amostras podem ser armazenadas
por uma semana ou até por um ano (a -20°C). Foi adicionado ao pellet de RNA 0,5mL de
etanol 75% em DEPC e vortexado por alguns segundos. Apds isso as amostras foram incubadas
por 15 minutos em temperatura ambiente, para remover possiveis vestigios de guanidina. As
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 10.000g, descartado o sobrenadante e deixado
o pellet de RNA secar a temperatura ambiente por 30 minutos. O pellet de RNA ¢ dissolvido
em 50uL de agua tratada com DEPC (inibidor de RNase fraco). Posteriormente as amostras

foram quantificadas em gel de agarose 1% seguida de eletroforese a 100V por 20 minutos.



2.3.2 METODO 2: Tiocianato de guanidina com Carbeto de silicio

Nessa metodologia foram realizados todos os passos da metodologia 1, baseada no
protocolo de Chomczynski et al. (1987), porém com a adi¢do do carbeto de silicio apds a adi¢éo
do acetato de sodio, o qual atuou na lise celular. O método utilizando o SiC foi baseado no
protocolo utilizado por Rosa (2008). Nele o sedimento com as células fungicas foi
ressuspendido em 1ml do tampéo a ser utilizado na extracdo, foi adicionado o carbeto de silicio
ja tratado, foram agitados no vértex por 2 minutos e posteriormente a isso foi seguido o
protocolo do método 1.

2.3.3 METODO 3: Extracdo com TRI Reagente®

Foi adicionado 750uL de Trizol® no tubo contendo as células fungicas e o pellet
ressuspendido e incubadas por 7 minutos. Logo apos foi adicionado 700uL de cloroférmio,
seguida de agitacdo manual vigorosa por 15 segundos, incubadas por mais 3 minutos. As
amostras foram centrifugadas a 12.000rpm por 14 minutos, transferindo apos o sobrenadante
para novos tubos livres de RNase e estéreis.

Feito esses passos, foi adicionado 750uL de alcool isopropilico, agitando as amostras
gentilmente e as incubando por -20°C overnight. Prosseguindo, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos, foi descartado o sobrenadante por inverséo.

Posteriormente, foi adicionado 1mL de etanol 75% DEPC, em seguida ligeiramente
agitadas em vortex e posteriormente centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o pellet seco a temperatura ambiente. Por fim, o pellet foi ressuspendido em 50
uL de d&gua/DEPC.

2.4 ANALISE DA INTEGRIDADE DO RNA POR ELETROFORESE EM GEL DE
AGAROSE 1%

A metodologia tida como base para realizacdo da eletroforese em gel de agarose a 1%,
foi a de Sambrook;Russel 2001. Para realizacdo da técnica os acessorios que foram utilizados
e a cuba foram tratados com agua DEPC 1:1000 (v/v). Em seguida é preparado o gel de agarose
a 1% de tamanho 20x20x0.5, para essa propor¢édo foram utilizados 2 gramas de agarose. Logo
apos pesado, foi transferido para um Erlenmeyer de 300 mL e acrescentado 200 mL de TAE

1X/DEPC. Posteriormente a mistura foi aquecida em forno micro-ondas de 30 em 30 seg. e



homogeneizada até que o liquido se tornasse translicido. Somente apds esfriar, o gel foi
adicionado a placa montada e acrescida dos acessorios.

Apds a montagem do sistema de eletroforese foram misturados 8uL da amostra em 1uL
do agente intercalante Blue Green Loading Buffer Dye de acordo com a recomendacdo do
fabricante. O gel com as amostras empocadas foi submetido a uma voltagem de 100 volts por
20 min. em tampédo TAE 1X/DEPC. Por fim, o gel foi levado ao transluminador de luz UV 260

nm para avaliacao da integridade do material extraido.

2.5 QUANTIFICACAO E PUREZA DO MATERIAL

O grau de pureza e a quantificacdo de RNA isolados foram avaliados por meio de um
espectrofotometro de microvolume da Agilent Bio Tek Synergy LX Multimode Reader modelo
Cytatation 7 atraves da placa Take 3, o qual foi realizado em colaboragdo com o Laboratdrio
de Microbiologia e Biologia Molecular da URCA, situado no Crato-CE. Para essa finalidade
foi utilizado 2 pL de cada amostra. Sendo a razdo OD 280nm/260nm, 0 indice de pureza e

rendimento obtidos pela leitura tabelados nos resultados (Tabela 2).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, é apresentada a tabela 2, a qual dispde os dados obtidos na quantificacdo das
amostras, o rendimento e o indice de pureza de cada amostra nos métodos 1, 2 e 3 a fim de
comparacao. Sendo o método 1 a extragdo com tiocianato de guanidina fenol-cloroférmio, o
método 2 a tiocianato de guanidina fenol-cloroférmio associada ao carbeto de silicio e 0 método

3 a com TRI Reagente®.

Tabela 2: Concentracédo e pureza de RNA purificado de Candida albicans.

Rendimento Pureza
(ng/pL) (Az60/Az0)
Métodos Amostra N°célulassmL  RNA RNA
(x 10° UFC)
Método 1 1 0,66 25.6 2.2
2 11 59.5 2.0
3 1,74 103.2 1.6
4 2,02 91.6 1.6



Meétodo 2 1 0,66 59.0 2.0
2 11 66.8 1.6
3 1,74 81.2 1.7
4 2,02 85.6 1.4
Método 3 1 0,66 20.6 2.2
2 1,1 7.9 1.8
3 1,74 8.3 2.6
4 2,02 6.7 1.8

Fonte: Elaborada pela autora

Quanto a quantificacdo de células de microrganismos por amostra, nota-se que
aumentaram de forma crescente em conjunto com o volume de amostra disponivel em cada
tubo. Sendo o menor volume os das amostras 1 de cada método, com 3mL e 0,66 x 10° células
por mL, e 0 maior volume as amostras 4 de cada método, com 4,5mL e 2,02 x 10° células por
mL.

Os métodos testados permitiram a extracdo de RNA fangico de baixo rendimento,
porém com uma boa pureza, como visto na tabela 2 e justificado pelo estudo de Petrucelli
(2017), o qual considera como limites aceitaveis razdes de RNA em amostras fangicas de 1,8 a
2,0, sendo ainda considerado valores superiores como 2,1.

Ao observar a tabela é possivel constatar que apesar de ndo ter sido alcangado resultados
promissores, 0 método 2, tiocianato de guanidina/fenol-cloroférmio associado ao carbeto de
silicio, em comparacdo com os outros dois métodos, foi 0 Unico que apresentou rendimento
exponencial, ndo verificando o0 mesmo padrdo na pureza. O carbeto de silicio € um composto
abrasivo que tem mostrado bons resultados na extracdo simultanea de material genético como
no estudo de Santos (2022). Contudo, vale salientar que no estudo da pesquisadora 0s
microrganismos utilizados foram bactérias, deixando a hipotese da ineficiéncia na ruptura da

parede celular fungica do presente estudo.

Dentre os trés métodos, o terceiro, utilizando o TRI Reagente®, foi 0 que apresentou
um menor rendimento. Apesar de ser um reagente tradicionalmente utilizado para extracao de
RNA. Fato que também ocorreu no estudo de Gouveia (2011), o qual comparou trés
metodologias para extragdo de RNA em células do linfonodo humano, e no estudo de Sousa

(2020), que testou trés métodos para extracao de RNA em artropode.



Ainda seguindo a linha de raciocinio quanto ao rendimento, no estudo de Morgante
(2015), considera-se 30ng de RNA total por mL como uma média aceitavel de rendimento,
podendo ser destacado no presente estudo a amostra 2 do método 1 e a amostra 1 do método 2,

ambas com rendimento aceitavel e boa pureza.

Em sua pesquisa sobre métodos para extracdo de RNA fungico, Cortés (2020) discute
sobre as dificuldades enfrentadas para se obter uma extracdo de RNA de qualidade e em boa
guantidade. Salientando que se torna ainda mais dificultosa em se tratado de fungos, devido sua

resistente parede celular e a fragilidade da molécula alvo.

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 1% de amostras de RNA obtidas por trés metodos.

e, e —

Meétodo 1 Meétodo 2 Meétodo 3

Pool de
rRNA/tRNA

Canaletas M= DNA Ladder 1 kb Plus - exACTGene Fischer BioReagente; amostras 1, 2, 3, 4
método 1; amostras 1, 2, 3, 4 Método 2; amostras 1, 2, 3, 4 Método 3;

Fonte: imagem obtida através dessa pesquisa.

Na avaliacdo da integridade das amostras visualizadas por meio da eletroforese em gel
de agarose é possivel observar discretas bandas de RNAr 5.8s formado na amostra 3 e 4 do
método 1 e 2, sendo as do método 2 um pouco mais fortes, figura 1. Ademais também é possivel
notar que foram obtidos materiais integros, sendo justificado pela auséncia de rastros no gel.
Essa etapa, segundo Brammer (2001), é de suma importancia para os estudos moleculares sendo
uma técnica versatil, simples, rapida e que contém muitas informacdes.

E de suma importancia a obtencdo de amostras integras e de boa qualidade para
possiveis avancos na pesquisa. Fleige (2006), discute em seu estudo que o0 uso de RNA de boa
qualidade é fundamental para aplicacbes bem-sucedidas de métodos moleculares modernos
como gRT-PCR e analise de microarray. Ainda quanto a importancia de materiais integros,

segundo Vermeulen (2011), a qualidade do RNA que garante aos resultados confiabilidade.



4 CONCLUSAO

Diante dos resultados, conclui-se que com a pesquisa, foi possivel, por meio de
adaptacdes realizadas nos protocolos, obter métodos rapidos, econdémicos e com uma boa
integridade. Tornando dessa forma viavel a realizacdo de tais metodologias em laboratorios de
pequeno porte, como os de instituicdes de ensino, proporcionando tal vivéncia aos alunos desde
a formacdo académica. Quando comparados os trés métodos, o associado ao carbeto de silicio
foi o que apresentou melhor rendimento, podendo ser um método promissor em posteriores
estudos. Torna-se evidente também que é necessario que haja modificacdes nos protocolos,
principalmente quando se tratar de extracdo de RNA em células flngicas, visto que a ruptura
da parede celular ainda é um entrave para a obtencao de amostras de boa qualidade e quantidade.
Para possiveis alteracfes de método seria interessante testar em uma maior quantidade de
células e em um maior tempo de agitacdo em vortex, para que que haja uma ruptura efetiva da

parede celular fangica.
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