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Resumo: O objetivo deste estudo foi comparar a sensibilidade antifingica e a presenca dos
genes de viruléncia SAP1-3 em linhagens de Candida spp. Foram estudados 49 isolados,
sendo 30 C. albicans e 19 Candida nédo-albicans (CNA). A determinagdo do perfil de sensi-
bilidade foi realizada conforme protocolo do Clinical and Laboratory Standards Institute.
Para identificagdo dos genes SAP1-3, foi utilizado método de PCR. Todas as amostras de C.
albicans foram sensiveis ao fluconazol, dentre as CNA 21% foram sensiveis e 68,4% foram
SDD, 100% das linhagens de C. albicans e 94,7% de CNA foram sensiveis ao cetoconazol.
Para itraconazol, 86,7% dos isolados de C. albicans e 42,1% de CNA foram sensiveis. Os
genes mais frequentes nas linhagens de C. albicans foram SAP1 (56,6%,) e SAP2 (40%) se-
guido de SAP3 (26%). As amostras de CNA apresentaram um predominio de SAP2 (42,1%),
seguido por SAP1 (10,5%), SAP3 ndo foi identificado. As espécies de Candida apresentam
diferencas significativas quanto ao perfil de sensibilidade a azdlico e em relagdo a presen-
¢a dos genes SAP1-3, sugerindo que esses fatores devem refletir em uma terapéutica e
patogénese distintas para estas leveduras.

Palavras-chave: Candida; sensibilidade antifingica; Aspartil Proteases Secretdrias.

Abstract: The aim of this study was to compare the antifungal susceptibility and the pres-
ence of the SAP1-3 virulence genes in Candida spp. It was studied 49 isolates, being 30
C. albicans and 19 Candida non-albicans (NCA). The determination of the susceptibility
profile was performed according to the protocol of the Clinical and Laboratory Standards
Institute. PCR method was used to identify the SAP1-3 genes. All C. albicans samples were
sensitive to fluconazole, between that NCA 21% were sensitive and 68.4% were SDD.
100% C. albicans and 94.7% NCA were sensitive to ketoconazole. For itraconazole, 86.7%
of C. albicans strains and 42.1% of NCA were sensitive. The most frequent genes in the C.
albicans strains were SAP1 (56.6%) and SAP2 (40%) followed by SAP3 (26%). CNA samples
showed a predominance of SAP2 (42.1%), followed by SAP1 (10.5%), SAP3 was not identi-
fied. Candida species present significant differences in the sensitivity profile to azole and in
relation to the presence of the SAP1-3 genes, suggesting that these factors should reflect
in a different therapeutics and pathogenesis for these yeasts.

Keywords: Candida; antifungal susceptibility; Secreted Aspartyl Proteinase.

Resumeén: E| objetivo de este estudio fue comparar la sensibilidad antifungicay la presencia
de los genes de virulencia SAP1-3 en linajes de Candida spp. Se estudiaron 49 aislados,
siendo 30 C. albicans y 19 Candida no albicans (CNA). La determinacion del perfil de sen-
sibilidad se llevd a cabo de acuerdo con el protocolo del Clinical and Laboratory Standards
Institute. Para la identificacion de los genes SAP1-3 se utilizd el método de PCR. Todas las
muestras de C. albicans fueron sensibles al fluconazol, entre las CNA 21% fueron sensibles y
el 68,4% fueron SDD, el 100% de los linajes de C. albicans y el 94,7% de CNA fueron sensibles
al ketoconazol. Para itraconazol, el 86,7% de los aislados de C. albicans y el 42,1% de CNA
fueron sensibles. Los genes mas frecuentes en los linajes de C. albicans fueron SAP1 (56,6%,)
y SAP2 (40%) seguido de SAP3 (26%). Las muestras de CNA presentaron un predominio de
SAP2 (42,1%), seguido por SAP1 (10,5%), SAP3 no fue identificado. Las especies de Candida
presentan diferencias significativas en cuanto al perfil de sensibilidad a la azucacién y en
relacién a la presencia de los genes SAP1-3, sugiriendo que estos factores deben reflejar
en una terapéutica y patogénesis distintas para estas levaduras.

Palabras clave: Candida; sensibilidad antifiingica; Aspartil Proteasas Secrecion.
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1 INTRODUCAO

A candidiase é uma micose oportunista causada por leveduras do gé-
nero Candida, podendo estar associada a quadros de infecgGes superficiais
e fungemias. Esses micro-organismos colonizam a mucosa oral, vaginal e
trato gastrointestinal, porém, diante de fatores predisponentes tornam-se
patogénicos. Os fatores predisponentes para candidiase compreendem
linfécitos T-CD, abaixo de 200 células/mm?, tabagismo, uso de terapia imu-
nossupressora e antibidticos de amplo espectro, procedimentos cirdrgicos,
extremos de idade (<1 ano e idade avancada) e diabetes mellitus.

Candida albicans é a espécie mais frequentemente encontrada em
amostras clinicas, correspondendo a 70-80% dos isolados, prevalente em
infecgdes superficiais e invasivas. Todavia espécies ndo-albicans tém surgido
como importantes patdgenos oportunistas, com predominio de Candida
glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Candida krusei. Qs an-
tifungicos azélicos sdao comumente usados no tratamento da candidiase,
entretanto diferencas na suscetibilidade de Candida albicans e Candida
nado-albicans (CNA) tém sido relatadas.

Diversos fatores de viruléncia contribuem para a colonizacdo e infeccao
por espécies de Candida, dentre estes, destacam-se as enzimas hidroliticas
Aspartil Proteases Secretdrias (Secreted Aspartyl Proteinases — SAP). Os
genes SAP1-3 desempenham func¢des importantes na patogénese da can-
didiase e estdo relacionados a uma maior habilidade dos microrganismos
em colonizar e penetrar os tecidos do hospedeiro. Esses genes estdo en-
volvidos na adesdo de C. albicans as células hospedeiras, crescimento em
meio contendo proteinas, capacidade de decompor proteinas na saliva e
evasdo do sistema imunoldgico, contribuindo, assim, para a disseminacdo
da levedura através da corrente sanguinea.

Todas as espécies de Candida secretam enzimas hidroliticas, entretanto,
apesar de haver extensas pesquisas para identificar atributos patogénicos
em C. albicans, os fatores de viruléncia em espécies ndo-albicans sao menos
conhecidos, e estas espécies, aparentemente, expressam fatores de viruléncia
em um nivel mais baixo quando comparado com C. albicans. Nesse contexto,
o objetivo do presente estudo foi comparar a sensibilidade antifungica e a pre-
senca de genes de viruléncia SAP1-3 entre C. albicans e Candida ndo-albicans.
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2 METODOLOGIA

2.1 Micro-organismos estudados

Foram estudados 49 isolados orais de Candida spp., sendo 30 C.
albicans e 19 Candida ndo-albicans, destas, 13 sdo C. glabrata, 4 C. tropicallis
e 2 C. krusei . As leveduras foram obtidas através da coleta de swabs esté-
reis da mucosa oral de pacientes HIV-positivo acompanhados no Servico
de Atendimento Especializado (SAE) do municipio de Rondonépolis, MT. Os
participantes foram recrutados em uma amostra de conveniéncia no periodo
de janeiro a maio de 2015, durante suas consultas de rotina no servico de
saude, sendo informados sobre os objetivos, riscos e beneficios do estudo
e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Julio
Muller/UFMT, nimero: 31905114.6.0000.5541.

Os swabs foram cultivados em agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit,
EUA), suplementado com cloranfenicol (100 pg / mL) e em agar cromogénico
CHROMagar Candida (PROBAC, Sao Paulo, Brasil), incubados a 37°C por 48-
72 h. Aidentificacdo especifica das espécies de Candida foi realizada através
do método de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) espécie-especifica
baseada no protocolo previamente descrito por Liguori et al. (2010). A PCR
foi realizada em um volume de reacdo total de 25ul, constituido por 20
ng de DNA, Taq Buffer 10x, dNTPs 10 mM, 0,8uL de cada primer (20pmol/
L) e Tag DNA polimerase 1,25 U. As condicBes para a amplificacdo foram:
desnaturacdo inicial (92°C, 2 min); 35 ciclos de desnaturacdo (95°C, 1 min),
anelamento (50°C, 1 min), extensdo (72°C, 1 min) e extensao final (72°C,
10 min).

2.2 Testes de sensibilidade a antiftingicos

Foi realizada a técnica de microdiluicdo em caldo conforme o proto-
colo M-27A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Utilizou-
se indculo com uma concentracdo final de 1,5x10° células/mL em meio
RPMI- 1640 (Sigma chemical Co., USA) tamponado a pH 7,0 com 0,165 de
acido M morpholinepropanesulfonic (MOPS) (Sigma), e incubacdo a 35°C
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por 24-48h. Os antifungicos testados foram fluconazol nas concentracdes
de 0,125 a 64ug/mL, itraconazol e cetoconazol com concentrages que
variaram de 0,03 a 16pg/mL.

Com base nas diretrizes do documento M27-S4 do CLSI (2012), os
valores de corte epidemioldgico para fluconazol em C. albicans e C. tropicalis
sdo: CIM< 2ug/mL sdo considerados sensivel, > 8 ug/mL resistente e 4 pug/
mL sensivel dose dependente (SDD); para C. glabrata, CIM < 32 pug/mL sdo
SDD e > 64 pg / mL resistente, os isolados de C. krusei sdo considerados
intrinsecamente resistentes ao fluconazol, e seus CIMs ndo devem ser inter-
pretados usando essa escala. Para o itraconazol, os valores de referéncia em
espécies de Candida sdo CIM <0,125 pg/mL sensivel, > 1ug / mL resistente
e 0,25-0,5 pug/mL SDD (CLSI, 2008). Os valores de referéncia para o cetoco-
nazol ndo sdo descritos pelo CLSI, assim, adotou-se o parametro proposto
por Mulu et al. (2013), que consideram resistente > 4 pg/mL.

2.3 Identificagdo dos genes SAP1-3

Para identificacdo dos genes SAP1-3, foram realizados ensaios de
PCR, sendo utilizado PCR multiplex para os genes SAP1 e SAP3. As reacdes
de amplificacdo e os oligonucleotideos utilizados foram como reportado
por Bassyouni et al. (2015), com algumas modificacGes. As reacdes foram
realizadas em um volume final de 25uL, contendo 20ng de DNA, 12,5 uL de
GoTaq Hot Start Green Master Mix e 0,75 pL (20 pmol/uL) de cada primer
especifico. As condi¢Ges de amplificagcdo foram como segue: desnaturacao
inicial (94°C, 3 min); 30 ciclos de desnaturacao (94°C, 30 seg), anelamento
(46°C, 30 seg), extensdo (72°C, 30 seg) e extensdo final (72°C, 10 min). Para
o gene SAP2, a temperatura de anelamento utilizada foi de 529C. A tabela
1 apresenta as sequéncias dos oligonucleotideos utilizados neste estudo.
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Tabela 1 — Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nos ensaios de PCR
para identificacdo dos genes SAP

Primer Sequéncia Produto

(pb)

CA 5'-TCAACTTGTCACAGATTATT-3’ 402

CGLA 5'-CACGACTCGACACTTTCTAATT-3’ 632

CT 5'-AAGAATTTAACGTGGAAACTTA-3’ 149

CK 5'-GATTTAGTACTACACTGCGTCA-3’ 475
ITS4 5’- TCC TCCGCT TAT TGA TAT GC-3’ 0

SAP1 Forward 5'-TCA ATC AAT TTA CTC TTC CAT TTC TAA CA-3' 161

Reverse 5'-CCA GTA GCA TTA ACA GGA GTT TTA ATG ACA-3'

SAP? Forward 5'-AAC AAC AAC CCA CTA GAC ATC ACC-3' 178
Reverse 5'-TGA CCA TTA GTA ACT GGG AAT GCT TTA GGA-3’

SAP3 Forward 5'-CCT TCT CTA AAA TTA TGG ATT GGA AC-3' 931
Reverse 5'-TTG ATT TCA CCT TGG GGA CCA GTA ACATTT-3'

2.4 Analise estatistica

Os dados foram tabulados em programa Excel 2010 (Microsoft Office)
e analisados pelo programa Epi Info 7.2.0.1; aplicou-se o Teste de Mann-
Whitney para os dados ndo paramétricos. As variaveis categoricas foram
comparadas usando o teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher conforme
mais apropriado. Adotou-se um nivel de significancia de 5%.

3 RESULTADOS

Os testes de suscetibilidade de C. albicans para o fluconazol revelaram
que os valores de CIM variaram de 0,125 a 0,5 pg/mL, para o itraconazol
de 0,03 a 0,5 pg/mL e para o cetoconazol foi de 0, 03 pg/mL. O perfil de
sensibilidade antifungica em CNA demonstrou que para o fluconazol a CIM
apresentou valores entre 0,125 a 4 ug/mL, para o itraconazol de 0,03-16
ug/mL e para o cetoconazol de 0,03 al6ug/mL.

Todas as amostras de C. albicans foram sensiveis ao fluconazol, dentre
as CNA 23,5% foram sensiveis e 76,5% foram classificadas como SDD, 100%
das linhagens de C. albicans e 94,7% de CNA foram sensiveis ao cetocona-
zol. Os ensaios para o itraconazol demonstraram que 86,7% dos isolados
de C. albicans e 42,1% de CNA foram sensiveis a este azdlico (Tabela 2).
Observamos uma diferenca estatistica ao compararmos os valores de CIM
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entre C. albicans e CNA para o fluconazol (p = 0,001), itraconazol (p = 0,001)
e cetoconazol (p = 0,003).

Tabela 2 — Perfil de suscetibilidade antifungica de linhagens clinicas de C.
albicans e Candida ndo-albicans

Espécie Antiftngico Amostra S Amostra SDD Amostra R

n (%) n (%) n (%)
, Fluconazol 30 (100) 0(0) 0(0)
¢ (ilfg‘gns Cetoconazol 30 (100) 0(0) 0(0)
- ltraconazol 26 (86,7) 4(13,3) 0(0)
Fluconazol* 4(23,5) 13 (76,5) 0(0)

CNA (n=19) Cetoconazol 18 (94,7) 0(0) 1(5,3)

Itraconazol 8(42,1) 8(42,1) 3(15,8)

* Os isolados de C. krusei ndo estdo inseridos no resultado dos testes para o fluconazol,
pois, de acordo com o CLSI, sdo considerados intrinsecamente resistentes a este antifungico.
S: Sensivel; SDD: Sensivel Dose-Dependente; R: Resistente. CNA: Candida ndo-albicans.

Os ensaios de PCR permitiram identificar a presenca dos genes SAP1-
3 em 24 (80%) isolados clinicos de C. albicans e dos genes SAP1-2 em 10
(52,6%) amostras de CNA. Os genes mais frequentes nas linhagens de C.
albicans foram SAP1 (56,6%, n=17) e SAP2 (40%, n=12). SAP3 foi identificado
em apenas 26% (n=8) dos isolados. As linhagens de C. albicans apresenta-
ram diferentes padrdes genotipicos (Tabela 3). As figuras 1 e 2 apresentam

os produtos de amplificacdo dos genes SAP1-3 e SAP2, respectivamente.
1 2 3 4 5 6 7 8

200 pb-
100 pb-

Figura 1 — Amplificacdo dos genes SAP1 e SAP3 por PCR. SAP1 amplicon de
161 pb. SAP3 amplicon de 231 pb. Linha 1: Marcador de peso molecular
de 100pb, Linha 2: Controle positivo C. albicans ATCC32354, Linhas 3-7:
isolados de C. albicans, Linha 8: controle negativo.
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200 pb-

Figura2 —Amplificacdo do gene SAP2 por PCR. Amplicon de 178 pb. Linha 1:
Marcador de peso molecular de 100pb, Linha 2: Controle positivo C. albicans
ATCC32354, Linhas 3-7: isolados de C. albicans, Linha 8: controle negativo.

A analise genotipica das espécies de CNA evidenciou um predominio
do gene SAP2 (42,1%, n=8), seguido por SAP1 (10,5%, n=2). O gene SAP3
ndo foi identificado nestas espécies, e nenhum destes isolados apresentou
mais de um gene. Os resultados da analise estatistica indicaram uma dife-
renca significativa na frequéncia dos genes SAP1 (p=0,001), SAP2 (p=0,023)
e SAP3 (p=0,013) entre C. albicans e CNA.

Tabela 3 — Padrdo genotipico identificado em linhagens de C. albicans

Padrdo Gendtipo n (%)
1. SAP1/SAP2 7(23,3)
2. SAP1/SAP3 4(13,3)
3. SAP2/SAP3 2 (6,6)
4. SAP1 6(20)
5. SAP2 3 (10)
6. SAP3 2 (6,6)

4 DISCUSSAO

As espécies de Candida exibem ampla variedade na suscetibilidade
a maioria dos antifungicos utilizados na clinica médica. Por exemplo, C.
krusei é intrinsecamente resistente ao fluconazol, com uma taxa global de
78,3%, enquanto que C. glabrata manifestam menor suscetibilidade com-
parada a outras espécies de Candida, com uma taxa global de resisténcia
de 15,7% (SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-FLORL, 2015). Neste estudo,
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os resultados dos testes de sensibilidade frente aos antifungicos azélicos
evidenciaram uma maior suscetibilidade entre as amostras de C. albicans,
sendo que todas foram sensiveis ao fluconazol e ao cetoconazol e 86,7%
ao itraconazol. A maioria (68%) das linhagens de CNA foi classificada como
SDD para o fluconazol e sensiveis (94,7%) ao cetoconazol. Os ensaios de
suscetibilidade ao itraconazol para CNA revelaram que 42,1% dos isolados
foram sensiveis e 42% SDD.

Estudos prévios realizados na China (Ll et al., 2013), no Brasil (TERCAS
etal., 2017; FAVALESSA; MARTINS; HAHN, 2010)e na india (DAR; SREEDAR;
SHUKLA, 2015) também evidenciaram uma maior sensibilidade de amostras
clinicas de C. albicans aos antifingicos quando comparadas as espécies nao-
-albicans. Paula et al. (2015) pesquisaram a suscetibilidade a antifungicos
em isolados orais de Candida spp. de pacientes HIV-positivo e verificaram
que 65% de suas amostras de C. albicans foram sensiveis ao fluconazol, en-
guanto que, para os isolados de CNA, a suscetibilidade a este azélico foi de
45,5%. Linhagens de C. albicans isoladas do tubo endotraqueal de pacientes
internados em uma unidade de terapia intensiva do Ird apresentaram uma
maior suscetibilidade (64,8%) ao fluconazol do que os isolados de CNA
(40,9%) (BAGHDADI et al., 2016). Na Coréia, Song et al. (2015) estudaram
a sensibilidade antifungica em leveduras orais e constataram que todas as
linhagens de C. albicans foram sensiveis ao fluconazol e ao itraconazol, en-
guanto que, 37,5% das amostras de CNA foram classificadas como sensiveis
ao fluconazol e 25% ao itraconazol.

Um inquérito epidemioldgico realizado no estado de Mato Grosso,
com amostras de Candida spp. isoladas de mulheres assintomaticas e
sintomaticas para candidiase vaginal evidenciou que 93,1% de C.albicans
e apenas 27,6% de CNA foram sensiveis ao fluconazol (GOULART et al.,
2016). Satana, Genc e Erturan (2010) estudaram isolados de Candida spp.
da mucosa oral de pacientes HIV-positivo da Turquia e detectaram que 92%
de linhagens de C.albicans foram suscetiveis ao cetoconazol, diferente das
amostras de CNA em que 72,2% foram classificados como sensiveis. Mondal
et al. (2013)observaram que a maioria (81,5%) das linhagens de C. albicans
foram sensiveis ao cetoconazol, sendo que, para este mesmo antifungico,
a suscetibilidade para CNA foi de 68%.
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Os genes SAP sdo reconhecidos por desempenharem um papel impor-
tante na patogenicidade de C. albicans; estes sdo agrupados em 6 subgrupos,
SAP1-SAP3, SAP4-SAP6, SAP7, SAP8, SAP9 e SAP10 cada um caracterizado
por uma estreita homologia e relevancia fisioldgica. As proteinas codifica-
das por estes genes sdo importantes fatores de viruléncia, pois fornecem
um sistema proteolitico vital tanto para o comensalismo quanto para o
desenvolvimento de infec¢bes, permitindo a aquisicdo de nutrientes pela
protedlise de substratos do hospedeiro (AOKI et al., 2011; CHAFFIN, 2008;
KUMAR et al., 2015; PERICOLINI et al., 2015;).

No presente estudo, o gene SAPI foi o mais frequente (56,6%) en-
tre as amostras de C. albicans. Resultado semelhante foi encontrado por
Modrzewska, Kurnatowski e Khalid (2016) ao identificar, por PCR, que
SAP1 predominou (54,5%) em isolados orais de Candida spp. Segundo os
autores, a presenca dos genes varia de acordo com a espécie, e SAP1-3
predominaram em individuos com doenca periodontal guando comparado
ao grupo controle e aos pacientes oncoldgicos. Diferentemente de nossos
dados, uma pesquisa genotipica para SAP1-10 com isolados vaginais de C.
albicans revelou uma frequéncia de 94% para SAP1, 98% para SAP2 e 80%
para SAP3. A analise da expressdo destes genes por RT-PCR em tempo real
utilizando um Epitélio Vaginal Humano Reconstituido (EVHR) indicou que
90% de C. albicans expressaram os genes SAP1-3, sugerindo que as protei-
nas sap desenvolvam uma importante fun¢do na patogénese da infeccao
(MONROY-PEREZ et al., 2013).

A aspartil protease mais abundantemente expressa in vitro é a codi-
ficada pelo gene SAP2, conhecida por sua capacidade de decompor pro-
teinas na saliva, albumina, queratina e hemoglobina humanas, destruindo
a barreira protetora do hospedeiro por degradacdo de proteinas e, como
consequéncia, contribui para a colonizacdo e posterior penetracdo profun-
da nos tecidos do hospedeiro (BASSYOUNI et al., 2015; CHEN et al., 2012;
COPPING et al., 2005). Através da analise genotipica das amostras de CNA,
identificamos que SAP2 foi o gene mais prevalente (42,1%,) nestas espécies.
Bassyouni et al. (2015) investigaram o perfil genético de Candida spp. isola-
das de mulheres diabéticas e ndo-diabéticas com candidiase vulvovaginal,
revelando que os genes SAP1 e SAP2 foram os mais frequentes em ambos
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0s grupos, e que SAP1-2 foi identificado em 100% dos isolados do grupo
ndo diabético e em 97,5% do grupo diabético.

O gene SAP3 foi identificado em 26% das amostras de C. albicans e
nao foi encontrado em nenhum isolado de CNA. Estudos anteriores com-
provam que, durante a infeccdo vaginal, hd uma maior expressdo dos genes
SAP1, SAP3 e SAPS8 diferente do que acontece na infeccdo oral, havendo
uma baixa expressao destas enzimas (NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003;
NAGLIK et al., 2008). Alves et al. (2014) caracterizaram a expressao de genes
de viruléncia em C. albicans e C. glabrata utilizando um modelo de EVHR,
e destacaram que o gene SAP3 foi expresso em quantidade minima, e em
alguns casos, ausente em ambas as espécies.

Nosso estudo revelou uma diferenca significativa ao compararmos
a frequéncia dos genes SAP1-3 entre C. albicans e ndo-albicans. Segundo
Haynes, (2001) a identificacdo de fatores de viruléncia exclusivos de uma
espécie particular de Candida pode prover informagdes importantes do
processo patogénico, sendo provavel que diferentes espécies compartilhem
determinados fatores de viruléncia, podendo também apresentar carac-
teristicas distintas, sendo importante identificar quais fatores as espécies
possuem em comum e quais sdo exclusivos.

5 CONCLUSAO

As linhagens de Candida albicans e CNA apresentaram uma diferenca
estatistica para a sensibilidade ao fluconazol, cetoconazol e itraconazol,
indicando a necessidade da realizacdo de uma terapéutica antifungica
direcionada para cada espécie. A analise do perfil genotipico para SAP1-3
indicou distintos padrdes entre Candida albicans e CNA, refletindo em uma
provavel diferenca na patogénese das infeccdes causadas por essas leve-
duras, sobretudo, em uma maior viruléncia de C. albicans. Os resultados
apontam para a necessidade de se estudar os outros genes membros da
familia SAP, além da realizacdo de ensaios expressdo génica que busquem
confirmar as diferencas desses genes in vivo.
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