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RESUMO GERAL

As espécies de Candida apresentam grande relevancia clinica devido a incidéncia de
colonizacdo e infecgdo no organismo humano. Em alguns casos essas tem apresentado
resisténcia aos antifungicos, principalmente, aos azois. O principal alvo dos azois é a
enzima-chave (lanosterol 14a-demetilase ou Ergllp) na via de biossintese do
ergosterol, codificada pelo gene ERG11. Dessa forma alteracbes neste gene podem
conduzir a diminuicdo da afinidade dos azOis para o seu alvo e, por conseguinte,
provocar a resisténcia ao medicamento. O objetivo do trabalho foi identificar mutac6es
na regido codificadora do gene ERG11 em isolados clinicos do género Candida, com
perfil de resisténcia aos azois. Para tanto foram amplificadas as regides codificadoras do
gene ERG11 provenientes de isolados clinicos do género Candida com perfil de
resisténcia estabelecido para o fluconazol, itraconazol e voriconazol. Além da
identificacdo das mutagdes também foi estabelecido a relacdo filogenética e construida
rede haplotipica entre as espécies de Candida, com isso foi possivel verificar
divergéncias entre as sequencias, contribuindo para a compreensédo da histdria evolutiva.
Este estudo promoveu a identificacdo de novas mutagdes na regido codificadora do gene
ERG11 em isolados clinicos do género Candida, com destaque para a mutacdo de nédo
sindnima, A497C (Y166S), a qual pode ter associagdo com a resisténcia ao voriconazol
em C. krusei. Essa alteracdo genética, se comprovada sua associagdo, pode gerar
informacdes para a prospec¢do de novos alvos terapéuticos, e desenvolvimento de

novos farmacos para espécies de Candida resistentes aos azois.

Palavras-chave: levedura, relacdo evolutiva, lanosterol 14a-demetilase, voriconazol,

Y166S



ABSTRACT

Candida species have great clinical relevance because of the incidence of colonization
and infection in humans. In some cases these have shown resistance to antifungal
agents, mainly to azoles. The main target of azoles is the key enzyme (lanosterol 14a-
demethylase or Ergllp) in the ergosterol biosynthetic pathway, encoded by ERG11
gene. Thus changes in this gene may lead to decreased affinity of azoles for their target
and thus lead to drug resistance. The aim was to identify mutations in the coding region
of ERG11 gene in clinical isolates of Candida, with the azole resistance profile.
Therefore, we amplified the coding regions of ERG11 gene from clinical isolates of
Candida with resistance profile established for fluconazole, itraconazole and
voriconazole. In addition to the identification of mutations was also established the
phylogenetic relationship and built haplotype network between Candida species, it was
possible to see differences between the sequences, contributing to the understanding of
evolutionary history. This study promoted the identification of new mutations in the
coding region of ERG11 gene in clinical isolates of Candida, especially the mutation of
meaning changed, A497C (Y166S), which can be associated with resistance to
voriconazole in C. krusei. This genetic change, if proven its association, can generate
information for the exploration of new therapeutic targets and development of new

drugs for Candida species resistant to azoles.

Keywords: yeast, evolutionary relationship, lanosterol 14a-demethylase, voriconazole,

Y166S
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Resumo

O sequenciamento dos genomas de algumas espécies de Candida possibilitou elucidar
alguns dos mecanismos referentes a resisténcia intrinseca ou adquirida por essas
leveduras, entretanto ndo havia relatos anteriores que de forma detalhada pudesse reunir
pesquisas de diversos anos e de diferentes paises as quais utilizaram as mais recentes
técnicas de biologia molecular, tanto para identificagdo e caracterizacdo molecular,
como também os fatores e mecanismos moleculares envolvidas na resisténcia aos
antifangicos de espécies de Candida. Nesse sentido essa abordagem pode auxiliar na
investigacdo epidemioldgica e também na prospec¢do de novos alvos moleculares para
as moléculas bioativas com atividade antifingica, em especial, para espécies de
Candida resistentes. Considerando a abrangéncia multidisciplinar do assunto, esta
revisdo teve como objetivo abordar os fatores e mecanismos moleculares, envolvidos
tanto na identificagdo como também na elucidagéo das causas da resisténcia de Candida
spp aos antiflngicos.

Palavras-Chave: Antifungicos, Candidiase, Caracterizacdo Molecular, Mutacdes,

Suprexpressdo
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1. Introducéo

Leveduras do género Candida podem causar diversos tipos de infeccdes com
amplo espectro de apresentacdes clinicas, desde formas cutaneo-mucosas benignas até
invasivas, que comprometem diversos 6rgaos humanos (YANG, 2003). A profilaxia ou
o tratamento prolongado com antifungicos tem aumentado a incidéncia de isolados
clinicos de Candida spp. resistentes a esses farmacos (SANGLARD et al., 2003). Nesse
sentido, a identificacdo e caracterizacdo desses isolados em nivel molecular séo
importantes para o entendimento da propagacdo das espécies de Candida e dos
mecanismos de resisténcia aos antifingicos (BAIXENCH et al., 2007).

A resisténcia de Candida spp. aos antifingicos pode ser atribuida a mutacdes e
aumento da expressdo de genes, ou outras alteragdes do alvo da droga (BARKER &
ROGERS, 2006). Estudos mostraram que mutagdes ou superexpressdo em alguns genes
que estdo envolvidos na biossintese de ergosterol, como ERG11, ERG6, ERG3 e ERG2,
tém sido associados a diminuicdo da suscetibilidade aos azdis e polienos em diferentes
espécies de Candida (SANGLARD et al., 2003; VANDEPUTTE et al., 2005; HULL et
al., 2012; CARVALHO et al., 2013). Assim sendo, investigar os fatores genéticos, em
especial, 0s genes associados a resisténcia aos antiflngicos € de extrema importancia,
principalmente nas espécies de Candida, pelo aumento de infec¢bes graves e também
por, em alguns casos, apresentar resisténcia cruzada aos medicamentos (ZIMBECK et
al., 2010; CARVALHO et al., 2013).

Nesse sentido, a identificacdo molecular das espécies e deteccdo das alteracdes
ocorridas nas sequéncias dos genes associados a resisténcia, podem ser Uteis na
investigacdo epidemioldgica e também na prospec¢do de novos alvos moleculares para
as moléculas bioativas com atividade antifingica, em especial, para especies de
Candida resistentes. Considerando a abrangéncia multidisciplinar do assunto, esta
revisdo teve como objetivo abordar os fatores e mecanismos moleculares, envolvidos
tanto na identificagdo como também na elucidagéo das causas da resisténcia de Candida

spp aos antiflngicos.

2. Caracteristicas Gerais

Candida spp. sdo classificadas taxonomicamente no reino Fungi, filo
Ascomycota, classe Saccharomycetes, familia Saccharomycetaceae e género Candida.
Essas leveduras sdo microrganismos unicelulares, pleomdrficos de forma ovdide ou
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esférica, ciclo sexual incompleto. Candida spp habitam comensalmente o organismo do
homem, podendo ser encontradas no trato respiratorio, gastrointestinal, mucosa vaginal,
cavidade oral e pele de individuos saudaveis (BARBEDO & SGARBI, 2010), também
podem ser isolada em vegetais, agua, solo, entre outros. Além disso, sdo capazes de
degradar proteinas e carboidratos como fonte de carbono e nitrogénio, elementos
essenciais para seu desenvolvimento (GIOLO & SVIDZINSKI, 2010).

A relacdo entre a microbiota autéctone de Candida spp. e o hospedeiro homem
pode ser alterada devido a fatores patoldgicos, fisioldgicos, mecénicos e iatrogénicos.
Nesse sentido, espéecies do género Candida podem causar diversos tipos de infeccoes
com amplo espectro de apresentacdes clinicas, desde formas superficiais benignas até
invasivas, que comprometem diversos 6rgdos podendo levar o hospedeiro a morte
(YANG, 2003).

Existem aproximadamente 200 espécies diferentes de Candida, e cinco dessas
espécies, C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis
(Subdivididas em C. parapsilosis; C. orthopsilosis e C. metapsilosis) estdo envolvidas
em mais de 90% dos casos de infecgdes invasivas (COLOMBO & GUIMARAES,
2003; BUTLER, 2010). As outras espécies emergentes de Candida, como a C.
guilliermondii, C. dubliniensis, C. lusitaniae, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis,
C. lipolytica, C. norvegensis e C. inconspicua, também tém alta relevancia clinica, as
quais tém sido identificadas como agentes causadores de micoses superficiais e
sistémicas (PFALLER et al., 1995; COLOMBO & GUIMARAES, 2003; GOMEZ et
al., 2010).

Dentre as espécies de Candida, C. albicans é considerada a espécie mais
frequentemente isolada de pacientes com infec¢bes superficiais e invasivas, em
diferentes sitios anatdmicos e em casuisticas de todo o mundo (ZICKER et al., 2011;
NGUYEN et al., 2012). Apresenta como principais mecanismos de patogenicidade e
fatores de viruléncia, a capacidade de aderéncia a diferentes mucosas e epitelios, o
dimorfismo com producdo de estruturas filamentosas que auxiliam a invaséo tissular, e
a producdo de enzimas como proteinases e fosfolipases. Esta espécie € naturalmente
sensivel aos antifungicos de uso sistémico, mas casos de resisténcia adquirida aos
azolicos, particularmente ao fluconazol, tém sido descritos em pacientes que recebem
terapia prolongada (PFALLER & DIEKEMA, 2007).

14



Em paises de América Latina, particularmente o Brasil, C. tropicalis é
encontrada com frequéncia de 20 a 24% das infec¢bes hematogenicas (NUCCI &
COLOMBO, 2007; PFALLER & DIEKEMA, 2007), principalmente em pacientes
neutropénciso e em outras condi¢gbes como diabetes mellitus e em pacientes idosos
(SIPSAS et al., 2009). Os isolados clinicos desta espécie sdo sensiveis a anfotericina B e
aos triazélicos (GODOY et al., 2003), no entanto, casos de resisténcia a esses
medicamentos, principalmente ao fluconazol, tem sido recentemente descritos
encontrados (ALMEIDA et al., 2013, JIANG et al., 2012).

C. glabrata e C. krusei, também sdo espécies com potencial patogénico (NUCCI
& COLOMBO, 2007; PFALLER & DIEKEMA, 2007). A C. glabrata ocupa o segundo
lugar entre as espécies isoladas de infecgdes hematogénicas nos EUA (PFALLER &
DIEKEMA, 2007). Também tem-se observado aumento da porcentagem de isolados
resistentes ao fluconazol e com resisténcia cruzada a outros medicamentos da classe dos
azois, além de menor sensibilidade a anfotericina B (PFALLER & DIEKEMA, 2007).

C. krusei é intrinsecamente resistente ao fluconazol (GOLDMAN et al., 1993) e
tem-se mostrado como um patdgeno hospitalar ocasional, particularmente, em pacientes
portadores de doencas hematoldgicas malignas e ou submetidos a transplante de medula
0ssea (GOLDMAN et al., 1993; PFALLER et al., 2007).

C. parapsilosis tem sido isolada das méaos de profissionais de saude e solugdes
de nutricdo parenteral (TROFA et al., 2008). Essa levedura tem sido reconhecida como
uma das principais causas de candidemia relacionado as infeccdes com foco originado
na pele (BRITO et al., 2006). Em geral, isolados clinicos desta espécie sdo sensiveis a
maioria dos antifangicos, principalmente anfotericina B e azdis. No entanto, foram
relatados em isolados clinicos casos de sensibilidade reduzida ao fluconazol (ASBECK
etal., 2007, SARVIKIVI et al., 2005).

As espécies de Candida apresentam grande relevancia clinica devido a
incidéncia de colonizacdo e infeccdo no organismo humano. Assim sendo, faz-se
necessario identificar e diagnosticar corretamente a espécie de levedura responsavel

pelas infeccOes e também prescrever um antifngico para o tratamento correto.

3. Identificacéo e caracterizacdo molecular
Nas ultimas décadas, técnicas de biologia molecular tém sido aplicadas para

compreender a patogenicidade das espécies de Candida, bem como a busca de novos
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alvos moleculares para as drogas. As espécies de Candida sao diploides, heterozigoticas
e apresentam genoma plasticial, e a abordagem genbmica permitiu que essas
propriedades fossem caracterizadas de maneira mais eficaz. Em 1996, iniciou o
Candida Genome Sequencing Project cujo principal objetivo era sequenciar 0 genoma
de C. albicans SC5314 (JONES et al., 2004; BRAUN et al., 2005), para tanto foi
necessario o uso de ferramentas de bioinformatica (software especificos) que
possibilitam a predicéo e anotacéo dos genes encontrados. Nesse projeto foram descritos
6.354 genes, entretanto algumas sequencias de DNA, de cromossomos especificos ndo
foram determinados.

A comparacdo do genoma da C. albicans com outros genomas de diferentes
espécies de fungos permitiu a identificacdo de véarios genes especificos, que
eventualmente poderiam ser alvo para terapia com antifingicos. Observaram que, em
comparagdo com outros fungos, as sequéncias codificadoras do genoma de C. albicans
eram ricas em repeticdes de sequéncias curtas (STR, Short Tandem Repeats). Também
foi possivel a identificacdo e andlise detalhada das vérias familias multigénicas
encontradas nesta espécie, muitas delas relacionadas com a patogenicidade (BRAUN et
al., 2005).

Em 2007, Van Het Hoog et al. (2007) forneceram a sequéncia completa do
genoma de C. albicans SC5314 (15,845 Mb, organizado em 8 cromossomos. Além de
sua utilidade para 0 mapeamento genético, revelou algumas caracteristicas bioldgicas,
incluindo: 1) mais uma familia de genes que codifica fator de transcri¢do; 2)
informacBes sobre as relacdes de localizagdo cromossdmica para familias de genes
semelhantes; 3) uma revisdo da lista de open reading frame (ORF) realizada
anteriormente por Braun et al. (2005).

Com o objetivo de determinar as caracteristicas genéticas subjacentes a
diversidade biologica e patogénica das diferentes espécies de Candida, Butler et al.
(2009) propuseram o0 sequenciamento de C.albicans (WO-1), C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. lusitaniae e Lodderomyces elongisporus (parente
proximo da C. parapsilosis), e posterior comparacdo com o isolado j& sequenciado de
C. albicans SC5314 e Debaryomyces hansenii, levedura marinha raramente associada
com doenca, (DUJON et al., 2004, JONES et al., 2004, BRAUN et al., 2005; VAN HET
HOOG et al., 2007).
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Os genomas das espécies estudadas por Butler et al. (2009), variaram em
tamanho (entre 10,6 a 15,5 Mb) e composicdo de genes codificadores de proteinas
(entre 5.733 a 6.318 genes) de acordo com as espécies. Também identificaram 64
familias génicas que mostraram ter alguma relacdo com a patogenicidade das espécies
de Candida. Seis dessas familias ja tinham sido anteriormente associadas com a
patogenicidade, incluindo o gene ERG3, envolvido na via de biossintese de ergosterol
(BUTLER et al., 2009). A divulgacdo dos genomas de C. albicans e Candida néo-
Candida albicans (CNCA) para o dominio publico acelerou a pesquisa na elucidagédo
dos mecanismos bioldgicos e principalmente mecanismos moleculares associados com a
patogenicidade dessas espécies.

Devido algumas das espécies de leveduras do género Candida apresentar poucas
variagcBes morfoldgicas e bioquimicas, técnicas de biologia molecular tem sido utilizada
para superar as limitacbes dos métodos de identificacdo fenotipicos. A sistematica
molecular de fungos se baseia principalmente na analise dos genes do DNA
mitocondrial (INDNA) e DNA ribossomal (rDNA) (BRIDGE et al., 2005).

O gene mitocondrial citocromo oxidase | (COIl) foi proposto para identificacdo
molecular em nivel de espécie (HEBERT et al., 2003) e é o marcador padrdo adotado
pelo Consortium for the Barcode of Life para todos os grupos de organismos, incluindo
fungos (SCHINDEL & MILLER., 2005). O COI funciona razoavelmente bem como um
cddigo de barras em alguns géneros de fungos, como o Penicillium (SEIFERT et al.,
2007),n0 entanto os resultados em alguns outros grupos examinados
experimentalmente sdo inconsistentes, delimitando a utilizacdo do mesmo
(DENTINGER et al., 2011).

Os genes ribossomais sdo conservados entre todos 0s grupos de organismos
conhecidos. Como consequéncia, esse gene permite a reconstrucdo da filogenia conjunta
de procariotos e eucariotos. Além disso, a taxa de substituicdo de nucleotideos no 18S
rDNA € baixa (SIMON et al., 1993). Por outro lado, essas caracteristicas impedem
muitas vezes a discriminacdo de espécies proximas. Assim, espécies que apresentam
diferengas ao nivel dos genes ribossomais provavelmente j& divergiram hé pelo menos
alguns milhdes de anos.

Para discriminacgéo de espécies proximas de fungos filamentosos e leveduras, as
regides ITS 1 e 2 (Internal transcribed spacer), localizadas entre os genes 18S, 5.8S e
28S do rDNA e a regido D1/D2 localizada na subunidade maior do rDNA, tém
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demonstrado eficiéncia na utilizacdo da identificacdo em nivel de espécie (Figura 1).
Nas regides ITS 1 e 2 ocorrem repeticdes em tandem de 100-200 copias, as quais
contém dominios altamente conservados e dominios varidveis, respectivamente
(ENACHE- SOARE et al., 2009; SHOKOHI et al., 2010). Essas regides tém sido
adotadas como codigo de barras para a maioria dos géneros de fungos, sendo
considerado marcador padrdo pelo Consortium for the Barcode of Life (SCHOCH et
al., 2012).

NTS rDNA-Repeat NTS rDNA-Repeat NTS
[ers[ 188 |iTs1 [irs2] 285 | [ers[ 188 | irs1] irs2] 285 |
s.elzs 5,85
D1/D2 D1/D2
Region Region

Figura 1. Estrutura do rDNA de fungos. NTS: Non-transcribed spacer, ETS: External
transcribed spacer, ITS: Internal transcribed spacer, D1/D2 Region: Regido D1/D2, genes 18S,
5.8S e 28S do DNA ribossomal.

Kurztzman et al. (2007) descreveram a existéncia de divergéncias extensas na
regido D1/D2 que permitiu a diferenciacdo de Ascomicetos. Desde entdo, essas regides
em conjunto com as regides ITS tem sido amplamente utilizada para a identificacéo e
estabelecimento das relacfes evolutivas (Filogenia) de diversas espécies de fungos,
incluindo Candida spp. A filogenia inferida por dados moleculares tem sido utilizada
para esclarecer as principais linhas evolutivas, e tem auxiliado no processo de
identificacdo de grupos taxonémicos superiores, incluindo o reino Fungi (BRIDGE et
al., 2005).

A histdria evolutiva contada pela analise filogenética & normalmente ilustrada
como ramificagdes, diagramas em formato de arvore que representa a estimativas das
relacdes herdadas entre moléculas (“arvores genéticas”), organismos ou ambos
(BRINKMAN & LEIPE, 2001). Existem trés classes  principais
de métodos filogenéticos: baseados em distancias, baseados em caracteres, e baseado na

inferéncia bayesiana. Nos modelos que utilizam distancias para a reconstrucdo
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filogenética, duas etapas sdo necessarias: calculo da distancia e a construcdo da
topologia.

Para o célculo da distancia sdo utilizadas matrizes calculadas a partir de
comparagOes par a par das sequencias alinhadas, tendo como base um modelo de
substituicdo, isto €, um modelo de evolucdo das sequencias (Russo et al., 2012). Dentre
0s mais utilizados para anélise filogenética em espécies de Candida estdo: Distancia P,
Juckes-Cantor, Kimura 2-Pardmetros, Tajima e Nei, Tamura 3-Parametros, Tamura e
Nei, Gama-Poisson, e Distancia PAM. Os algoritmos utilizados procuram ordenar, na
topologia, as distancias calculadas entre as sequencias macromoleculares constantes na
matriz, sendo os mais utilizados UPGMA (Unweighted pair group method with
arithmetic means), Neighbor-joining e Minimum evolution (Russo et al., 2012).

Os modelos baseados em caracteres, sdo diretamente inspirados nos métodos
da cladistica (Maxima parciménia e Maxima Verossimilhanca) (Pereira et al., 2012), e
os modelos baseado na inferéncia bayesiana, os parametros sdo considerados variaveis
aleatorias nas quais a incerteza sobre valores é medida pela distribuicdo da
probabilidade posterior (Huelsenbeck & Ronquist, 2005).

Para caracterizacdo molecular de Candida spp. sdo utilizados diversos técnicas,
tais como Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) (CARDONA-CASTRO
et al., 2002), fingerprinting de DNA (PUJOL et al., 2002), electrophoretic karyotyping
(RHO et al., 2004), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (PINTO et al.,
2004), Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE) (BORIOLLO et al., 2006) e
microssatélites (SAMPAIO et al., 2009). No entanto, para estimar distancias genéticas e
inferir a relacdo filogenética das espécies podendo ser facilmente avaliada em termos de
modelos de probabilidade, as técnicas mais indicadas sdo as baseadas no
sequenciamento de genes, em que pode-se avaliar topologias construidas a partir de
nucleotideos ou de aminoacidos no caso de se utilizar genes codificadores.

O Multilocus Sequence Typing (MLST), método baseado em sequenciamento,
foi inicialmente desenvolvido para a identificacdo de clones e tipagem bactérias
patogénicas (MAIDEN et al., 1998). O método analisa polimorfismos de nucleotideos
em fragmentos de genes essenciais “housekeeping genes” de até 500pb detectados por
meio de sequenciamento molecular (MAIDEN et al., 1998; BOUGNOUX et al., 2002;
ODDS & JACOBSEN 2008), possibilitando a caracterizacdo molecular com alto poder
discriminatorio e reprodutibilidade.
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A técnica de MLST foi descrita para diferentes espécies de Candida
(http://www.mlst.net/), entre elas C. albicans no inicio de 2000 (BOUGNOUX et al.,
2002; TAVANTI et al., 2003). Com base em um trabalho colaborativo, um conjunto de
sete genes essenciais de C. albicans foi proposto para anélises (BOUGNOUX et al.,
2003). Este conjunto inclui os genes: AAT1a, ACC1, ADP1, MPIB, SYA1, VPS13 e
ZWF1b, sendo que em 2007 o gene MPIB foi renomeado e passou a ser chamado de
PMI1 (ARNAUD et al.,, 2007). O MLST provou ser um método Util para a
diferenciacdo epidemioldgica de isolados clinicos de C. albicans (BOUGNOUX et al.,
2002; TAVANTI et al., 2003).

Dodgson et al. (2003) desenvolveram MLST para C. glabrata por meio da
amplificacdo e sequenciamento de fragmentos de regides de codificacdo de 6 genes
(FKS , LEU2 , NMT1 , TRP1 , UGP1 e URA3 ), o método diferenciou 30 DSTs
(Diploid Sequence Type). Ainda ndo foram encontrados estudos que correlacionem
DSTs em C. glabrata com a resisténcia aos antifangicos. Uma analise por MLST de
230 isolados de C. glabrata de cinco populagdes que diferiam tanto geograficamente
quanto temporalmente confirmou que a partir dos seis loci, foi possivel obter a
diversidade genotipica e diferenciacdo entre os isolados desta espécie (LOTT et al.,
2010).

Tavanti et al. (2005) descreveram alto grau de reprodutibilidade para diferenciar
por MLST isolados de C. tropicalis por meio de fragmentos polimérficos de seis genes
(MDR1, ICL1, SAPT2, SAPT4, XYR1 e ZWF1a) com poder discriminat6rio acima de
99%. O método diferenciou 87 tipos de sequencias dipléides DSTs entre o total de 106
isolados testados. Jacobsen et al. (2008) realizaram um estudo da filogenia molecular
por MLST em 242 isolados de C tropicalis e a analise haplotipica revelou diversos
eventos de recombinacdo, descreveram alguns eventos de diferengas causadas por
completa de heterosigose.

Ao realizar um estudo de caracterizagdo molecular com 61 isolados de C.
tropicalis, Magri et al. (2013) encontraram apenas 3 isolados resistentes ao fluconazol,
ndo sendo possivel as anélises de correlacdo de DSTs com a resisténcia. Esses mesmos
autores, relataram que o MLST € importante ferramenta para o estudo da diversidade
genética, principalmente no que diz respeito aos polimorfismos. Embora muitos estudos

moleculares tenham sido realizados para analisar as diferentes espécies de Candida,
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mais pesquisas sdo necessarias para investigar a diversidade genética, filogenética e

epidemiologia de Candida spp.

4. Antifangicos e mecanismos de resisténcia

As classes de medicamentos mais comumente utilizadas para combater as
infeccbes causadas por Candida spp. sdo os polienos (anfotericina B e nistadina),
analogos de pirimidina (flucitosina), os azois (fluconazol, Itraconazol, e voriconazol) e
as equinocandinas (caspofungina, anidufungina e micafungina). As resisténcias aos
agentes antifungicos podem ser intrinsecas ao organismo, ou serem resultantes da
utilizacdo extensiva do medicamento em profilaxia ou tratamento das infec¢des fungicas
(DA MATTA et al., 2007).

Tipicamente, a resisténcia pode ser atribuida a mutacfes e aumento da expressao
de genes ou familias multigenicas que codificam proteinas do tipo ABC (ATP-binding
cassette), enzimas responsaveis pela biossintese do ergosterol e glucana, e fatores
trasncriptacionais como relatados na Tabela 1 (BARKER & ROGERS, 2006).
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Tabela 1. Genes associados com a resisténcia antifingica em espécies clinicamente relevantes de

Candida
Clas§es das Genes Localizagdo Alteracéo Espécies Clg§ses _de Referéncia
moléculas dos Genes antifdngicos
Proteinas x . L Holmes
transportadoras do CDR1 Chr3 Superexpressao C. albicans Azdis etal.. 2006
tipo ABC CDR2 Chr 3 Superexpressao C. albicans Azbis Sanglard et al., 1997
Mutacéo .
ERG2 Chr1 Pontual C. glabrata Polienos Hull et al., 2012
ERG3 Chr1l Mutagao C. albicans Azbis Sanglard et al., 2003
Pontual
Cpmp !exo ERG6 Chr3 Mutagdo C. glabrata Polienos Vandepultte et al., 2008
enzimatico da Pontual
Biossintese do
Ergosterol : Carvalho et al., 2013
G albicans Eddouzi et al., 2013
Superexpressdo  C. dubliniensis Geber et al. 1995
ERG11 Chr5 Mutagéo C. glabrata Az0is . "
. Jiang et al., 2012
Pontual C. krusei -
C. tropicalis Lamping et al. 2009
' Perea et al., 2002
Complexo Mutacdo C. glabrata . Zimbeck et al., 2010
enzimaético da FKS1 Chr1 Pontual C. krusei Equin Kahn et al., 2007
Biossintese da 5
glucana FKS2 ChrR '\ggrt]?ﬁgf C. glabrata Equin Zimbeck et al., 2010
UPC2 Chri Desconhecido C. albicans Azbis Heilmann et al., 2010
TACL Chr5 Mutagdo C. albicans Azbis Coste et al., 2004
Fatores Pontual
transcriptacionals — ppq Chr A Mutagao C. glabrata Azbis Tsai et al., 2010
Pontual
MRRL1 Chr3 Mutagdo C albicans Az6is Dunkel et al., 2008
Pontual
Proteina .
x C. albicans, . Chau et al 2004
transportadorade  MDR1 Chr 6 Superexpressao C. dubliniensis Az0is Akins.. 2005
membrana MFS
PDH1 Chr F Superexpressdo C. glabrata Az06is Izumikawa et al., 2003
PDR16 Chr1 Superexpressdo C. albicans Az06is Saidane et al., 2006
Mutacio Anélogos de
FCY1 Chr6 ¢ C. lusitaniae  Pirimidina e Florent et al., 2009
Pontual -
Az0is
Mutacio Analogos de
FCY2 Chr 3 ¢ C. lusitaniae Pirimidina e Florent et al., 2009
Outros Pontual Azbis
Mutacdo . Anédlogosde  Chapeland-Leclerc et
FCY22 Chr 2 Pontual C. albicans Pirimidina al., 2005
FCA1l Chr 6 Mutagao C. albicans Arya_logors de Hope et al. 2004
Pontual Pirimidina
FUR1 Chr5 Mutagao C. albicans Arya_logors de Hope et al. 2004
Pontual Pirimidina

ABC: ATP-binding cassette; MFS: Major Facilitator Superfamily; Chr R, 1, 2, 3. 5 e 6: Localizacdo do Cromossomo
baseado no genoma completo de C. albicans SC5314; Chr A e F: Localizacdo do Cromossomo baseado no genoma
completo de C. glabrata CBS138; Equin: Equinocandinas; C. : Candida.
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4.1. Polienos

A anfotericina B é um dos antifungicos mais antigos da classe dos polienos e ¢
considerada a droga de referéncia para o tratamento da maioria das infec¢des fungicas
sistémicas. A anfotericina B atua ligando-se aos esterdis da membrana celular,
resultando em um extravasamento dos constituintes celulares e morte celular (Figura 2).
Seu espectro de acdo inclui todas as espécies de Candida, algumas espécies de
Aspergillus, Blastomyces dermatitidis, entre outros fungos. Essa droga ndo é absorvida
pelo trato gastrintestinal e deve ser administrada por via intravenosa com Supervisao
hospitalar (BATISTA et al., 1999).

Os mecanismos de resisténcia desta classe ainda ndo foram elucidados, no
entanto admite-se que alteracbes dos esterOides da membrana celular e do perfil
fosfolipidico dos esterois, defesa contra os danos oxidativos e mutacdes nos genes
envolvidos na biossintese do ergosterol, principalmente no gene ERG6, possam estar
relacionadas a resisténcia em espécies de Candida (PEREA & PATTERSON 2002).

Vandeputte et al. (2008) identificaram uma mutacdo pontual sem
sentido ou nonsense (que codificam um cddon de parada) no gene ERG6 (Ergosterol
Biosynthesis) que levou a diminui¢do do teor ergosterol em um isolado clinico de C.
glabrata resistente a anfotericina B (Tabela 1). Hull et al. (2012) identificaram duas
mutacdes (T121V e T121l) no gene ERG2 (Ergosterol Biosynthesis) em dois isodados
de C. glabrata com sensibilidade reduzida a anfotericina B. Essa substituicdo de
treonina na posicdo 121 por valina ou isoleucina comprometeu a funcdo do gene ERG2,

promovendo a diminuicdo da sensibilidade dos isolados a anfotericina B (Tabela 1).

4.2. Anélogos de Pirimidina

A flucitosina, 5-fluorcitosina ou 5-FC, ¢ uma pirimidina que transforma-se,
dentro da célula fangica, em 5-fluoruracil e depois em 5-fluordesoxiuridina. Esse Gltimo
comporta-se como um antimetabolito que interfere na biossintese normal dos &cidos
nucléicos e nucleotideos vitais para o crescimento do fungo (Figura 2), séo indicados
para o tratamento de infecgdes causadas principalmente por Cryptococcus neoformans,
Candida spp., Torulopsis spp. e Aspergillus (VERMES et al., 2000).

MutagOes que causam a quebra ou diminuicdo no importe do farmaco ou na sua
conversdo intracelular sdo frequentemente responsaveis pela resisténcia aos analogos da
pirimidina. O mecanismo de resisténcia mais frequente sdo mutac6es no gene FUR1 (5-
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Fluorouridine Resistant), que codifica para a enzima responsavel pela conversao
intracelular da 5-FU (5-fluorouracil) em metabolitos capazes de integrar o metabolismo
da citosina. A mutacdo pontual que resultou na troca de arginina por cisteina na posi¢céo
101 no gene FUR-1 foi associada por Hope et al. (2004) com a resisténcia a 5-FC em C.
albicans (Tabela 1).

Outra mutacdo frequentemente associada apenas a resisténcia da 5-FC é uma
mutacdo no gene FCY1 (Fluorocytosine Resistance 1) , que codifica para a citosina
desaminase, responsavel pela conversdo de 5-FC em 5- fluorouridina monofosfato,
desregulando a via biossintética das pirimidinas (CHAPELAND-LECLERC et al.,
2005; PAPON et al., 2007). Florent et al. (2009) identificaram a mutacdo T26C a qual
resultou na alteracdo aminoacidica M19T, no gene FCY1 associada a resisténcia de C.

lusitane a 5-FC.

4.3. Az0is

Os azbis tem amplo espectro de acdo, por isso, constituem a classe de
medicamento mais utilizada no tratamento de doencas causadas por fungos,
especialmente por Candida spp. O ergosterol € um componente essencial para manter a
integridade e funcdo da membrana plasmatica dos fungos e é alvo para muitos
antifingicos, incluindo os azoéis. Esta via biossintética converte &cido acético em
ergosterol utilizando diversas enzimas, similar o que ocorre na biossintese de colesterol
em mamiferos.

O fluconazol, voriconazol, itraconazol e posaconasol atuam na via biossintética
do ergosterol da membrana fungica, por meio da inibicdo da enzima 14oa-demetilase
(Ergllp ou 14DM), sendo citocromo P450 dependente. Dessa forma, a conversdo de
lanosterol em ergosterol € impedida, aumentando a permeabilidade e progressiva
instabilidade da célula fungica (VANDEPUTTE et al., 2005; BARKER & ROGERS,
2006) (Figura 2).

Diversos estudos tém sido realizados para elucidacdo dos mecanismos
moleculares responsaveis pelo desenvolvimento de resisténcia aos azéis em isolados
clinicos das espécies de Candida. Um dos mecanismos apontados envolve as bombas de
efluxo, as quais exportam o antifungico do meio intracelular para o meio extracelular,
reduzindo assim a sua concentracao intracelular (SANGLARD et al., 1997; HOLMES
et al., 2006).
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Estudos realizados com o fluconazol demostraram que este medicamento é
ativamente transportado ao meio externo pelas células fangicas de maneira dependente
de energia, e que o maior efluxo do antifingico é causado pela superexpressdo de genes
que codificam proteinas transportadoras de membrana (SANGLARD et al., 1997;
MORSCHHAUSER, 2002; HOLMES et al., 2006).

Duas familias de transportadores de membranas de efluxo podem ser
distinguidas em leveduras de acordo com a fonte de energia utilizada para a extrusao de
substratos (MARIE & WHITE, 2009). Os genes CDR1 e CDR2 (Candida Drug
Resistance) codificam proteinas transportadoras do tipo ABC (ATP-binding cassette)
que atuam como bombas de efluxo transmembranares e utilizam a hidrélise de ATP
para encaminhar os substratos através da membrana. A expressdo dos genes CDRL1 e
CDR2 é regulada pelo fator de transcricdo Tacl (Transcriptional Activator of CDR
genes). A hiperativacdo do fator de transcricdo Tacl é conferida por mutagdes gain-of-
function que consequentemente promovem a suprexpressao dos genes CDR1 e CDR2
(COSTE et al., 2004).

Além dos genes CDR1 e CDR2, o gene MDR1 (Multi Drug Resistance 1)
codifica a proteina do tipo MFS (Major Facilitator Superfamily), pertencente a
superfamilia das permeases, que atua como transportadora de membrana e utiliza
gradiente eletroquimico de prétons para o transporte de substratos, estando diretamente
envolvida na resisténcia ao fluconazol. A expressdo do gene MDRL1 é regulada por pelo
menos por trés fatores de transcricdo, entre eles, o mais descrito, o fator de transcricdo
MRR1 (Multidrug Resistance Regulator 1). A hiperativacdo do fator MRR1 é conferida
por mutacdes gain-of-function em C. albicans e C. dubliniensis (Tabela 1) conferindo a
superexpressdo do gene MDR1 (SCHUBERT et al., 2008).

Alteraces na biossintese do ergosterol é outro mecanismo de resisténcia. Este
mecanismo passa pela inativacdo da enzima esterol AS5,6-desaturase (codificada pelo
gene ERG3) que atua na etapa anterior a lanosterol 14a-demetilase na via da biossintese
do ergosterol, convertendo 14a-metilfecoesterol em 14a-metil-3,6-diol. Como o esterol
14a-metilfecoesterol é capaz de suportar o crescimento da célula fungica e 14a-metil-
3,6-diol ¢é toxico para a célula, a inativagdo do esterol AS5,6-desaturase promove a
resisténcia aos azdis (CHAU et al., 2005). Desse modo, alteracbes nessa etapa
enzimatica, apresentam vantagem seletiva quando submetidas a acao dos azdis (AKINS,
2005).
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As mutacdes no gene ERG11 em Candida spp. (localizado no cromossomo 5,
com varia¢ao no tamanho em pares de bases ‘pb’ de acordo com a espécie, de 1569 pb
para C. parapsilosis a 2669 pb para C. glabrata) também estdo envolvidas com
mecanismos de resisténcia. Essas mutagdes conferem resisténcia aos azodis pela
diminuicdo da afinidade de ligacdo do farmaco determinando o aparecimento de
leveduras com fendtipo resistente aos azolicos (BARKER & ROGERS, 2006). Diversos
estudos compararam a sequencia do gene ERG11 de isolados de diferentes espécies de
Candida sensiveis e resistentes aos azois, sendo a C. albicans a espécie mais estudada
(CHAU et al., 2004; GOLDMAN et al., 2004; CARVALHO et al., 2013).

Ao estudar isolados de C. tropicalis resistentes ao fluconazol, Vandeputte et al.
(2005) encontraram uma mutagdo de ndo sindnima (Y132F) que havia sido relatada
anteriormente em C. albicans por Chau et al., 2004 conferindo resisténcia a esse
farmaco. Carvalho et al. (2013) ao investigar mutacdes no gene ERG11 em isolados
clinicos de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis previamente avaliados por testes de
susceptibilidade ao fluconazol, identificaram 14 diferentes mutagOes missense, cinco
das quais néo tinham sido descritas anteriormente, sendo que uma nova mutagdo L321F
foi identificada em um isolado de C. albicans resistente ao fluconazol.

O aumento da expressdao do gene ERG11 também resulta na resisténcia aos
antifungicos, pois este implica na elevacdo da concentracdo da 14o-demetilase no
ambiente intracelular, necessitando de maiores quantidades de antifingico para inibir a
atividade da enzima. Este mecanismo tem sido encontrado em vérios isolados de C.
albicans resistentes ao fluconazol (PEREA et al., 2002; GOLDMAN et al., 2004). A
expressdo do gene ERG11 é regulada pelo fator de transcricdo Upc2. Em resposta aos
agentes azolicos, foram identificadas mutacbes no gene UPC2 (UPtake Control),
designadas de mutacGes gain-of-function, que sdo responsaveis pela sua hiperatividade.
Esta hiperatividade conduz a ativacdo da expressdo do gene ERG11. A sobre-expressao
do ERG11 reduz significativamente o efeito do antifungico nas células, diminuindo a
sua sensibilidade (HEILMANN et al., 2010).

4.4. Equinocandinas
A equinocandina € classe mais recente de agentes antifungicos que foi
introduzida na pratica clinica para o tratamento de infec¢es causadas por espécies
fungos, especialmente do género Candida (CAPPELLETTY & EISELSTEIN-
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MCKITRICK, 2007). As trés drogas antifungicas: caspofungina, micafungina e
anidulafungina, tém-se mostrado eficaz no tratamento de candidiase (PFALLER, 2004;
DERESINSKI & STEVENS, 2003; CHANDRASEKAR & SOBEL, 2006). Essas
drogas inibem a B-(1,3)-D-glucano sintetase, que é responsavel pela sintese da parede
celular de fungos e composta de um complexo de proteinas e policarboidratos. O
blogqueio desta enzima provoca instabilidade osmaética comprometendo a integridade da
membrana dos fungos levando-os & morte (MORRIS & VILLMANN, 2006). Esse
mecanismo também est ilustrado na Figura 2.

Embora a utilizacdo das equinocandinas no tratamento seja recente, ja foram
descritas resisténcias a este farmaco. A diminuicdo da sensibilidade para as
equinocandinas tem sido associada a mutagfes nas subunidades Fkslp e Fks2p do
complexo B-1,3-glucano sintetase, o qual é necessario para a produgao de -1,3 glucano,
componente essencial da parede celular das espécies de Candida (DESNOS-OLLIVIER
etal., 2008).

Especificamente, as mutacGes ocorrem em duas regides, hot spot 1 e hot spot 2,
de nove e oito aminoacidos respectivamente, que aparecem em ambos 0s genes. Estas
mutacdes nos genes FKS1 e FKS2 (FK506 Sensitivity Protein 1) resultaram na
incapacidade das equinocandinas inibir a producéo de 1,3-B- glucana (PERLIN, 2007).
Mutagdes no hot spot 1 dos genes FKS1 e FKS2 sdo as mais prevalentes em uma
variedade de espécies de fungos resistentes a este farmaco. Zimbeck et al (2010)
relataram mutacdes no hot-spotl de ambos os genes, FKS1 e FKS2, associadas a C.
glabrata resistentes a equinocandinas (Tabela 1).

O sequenciamento dos genomas de algumas espécies de Candida possibilitou
elucidar alguns dos mecanismos referentes a resisténcia intrinseca ou adquirida por
leveduras do género Candida. A comunidade cientifica vem desenvolvendo estratégicas
para entender e solucionar o problema referente a resisténcia, e uma das alternativas é as
prospeccbes novas de moléculas bioativas com atividade antifungica baseadas na
caracterizacdo genética e molecular dos isolados, podendo oferecer além de viabilidade
socio-econdmica, tecnoldgica e industrial, e tratamento apropriado baseado na melhor
especificidade da atividade de novas moléculas, principalmente nos casos de

emergéncia de isolados resistentes.

27



Glicoproteinas

/\

‘ -— L =
r-\\ i I = /-\__——\ ‘
A //-— =) . Parede Celular
Ergosterol Facilitador da Transportadores de Foy2p I
Membrana bomba de efluxo ~ bombas de efluxo A
plamatica A. (Mdrlp) (Cdrlp, Cdr2p, Cg Pdhip) Analogs de
y B. pririmidina 1,3-p-D
Polienos N glucana
Ergl1p p———AZz0is Fcalp Furlp 4
Tacl CDR1/2 mRNA
ac.h Fks1p/Fks2p
Fator de ) AR T
n'anscng:ao\ AR 4_( ‘]!{)",‘"." C. Equinocandinas
esconhecidy I'ranscri¢do

Nucleo
Pdrl CgCDRI e PDH1 mRNA  «——— C. glabrata
il Transcri¢do

Figura 2. Mecanismo de agdo e resisténcias aos antifingicos em espécies de Candida. A) Biossintese do

ergosterol (azdis) e integridade da membrana plasmatica (polienos), alteragdes dos esteroides da
membrana celular e do perfil fosfolipidico dos esterdis, defesa contra os danos oxidativos e mutagdes nos
genes (ERGI11 que codifica a 14a-demetilase) envolvidos na biossintese do ergosterol pode levar
resisténcia. B) Biossintese dos &cidos nucleicos e nucleotideos (analogos de pirimidina), mutacdes (gene
FCY2, FUR1 e FCA1 que codificam Fcy2p, Furlp e Fcalp, respectivamente) que causa a quebra ou
diminuigdo no importe do farmaco ou na sua converséo intracelular sdo frequentemente responsaveis pela
resisténcia. C) Manutengdo da parede celular (equinocandinas), a resisténcia esta associada a mutagdes
nas subunidades Fkslp e Fks2p do complexo B-1,3-glucano sintetase, o qual é necessario para a produgdo
de 1,3-B-D glucana, componente essencial da parede celular das espécies de Candida.

Fonte: Adaptado de BARKER & ROGERS, 2006.
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HIPOTESE

As mutacdes em genes envolvidos nas vias de biossintese do ergosterol, como no caso o
gene ERGL11, podem determinar o aparecimento de leveduras com fenotipo resistente

aos azois.

OBJETIVOS

Geral

Identificar mutacdes na regido codificadora do gene ERG11 em isolados clinicos

Candida spp.

Especificos

1. Inferir a relagdo filogenética dos isolados clinicos de Candida tropicalis,
Candida glabrata e Candida krusei com sensibilidade reduzida aos azdéis, bem
como construir redes haplotipicas mostrando a relacdo entre as espécies por

meio do gene ERG11.
2. ldentificar mutacdes de ponto no gene ERG11 dos isolados clinicos de Candida

tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei com perfil de resisténcia

estabelecido para os azois.
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi identificar mutacGes na regido codificadora do gene ERG11
em isolados clinicos do género Candida com perfil de resisténcia estabelecido para o
fluconazol, itraconazol e voriconazol. Este estudo promoveu a identificacdo de trés
novas mutacdes sindnimas no gene ERG11 em isolados clinicos em Candida glabrata e
duas novas mutacdes ndo sinbnimas em Candida krusei, A497C (Y166S) e G1570A
(G524R). Para prever a consequéncia funcional das mutacdes ndo sinbnimas no gene,
foram calculados os scores da conservacdo evolutiva. Os resultados mostraram que
G524R ndo e suscetivel em ter algum tipo de efeito na funcionalidade da 14a-
demetilase, ao contrario, a Y166S pode ter efeito indicando sua possivel relagdo com
sensibilidade dose dependente ao voriconazol no isolado C. krusei (HU18). Essa
alteracdo genética, se comprovada sua associagdo, pode contribuir na busca de novos
alvos terapéuticos com atividade antifungica em isolados de Candida resistentes.

Palavras-Chave: leveduras, Candida krusei, voriconazol, 14a-demetilase, Y166S
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INTRODUCAO

Em paises de América Latina, particularmente o Brasil, Candida tropicalis é
responsavel por 20 a 24% das infeccbes hematogénicas (Nucci & Colombo 2007;
Pfaller & Diekema 2007), principalmente em pacientes neutropénicos e em outras
condigdes, como diabetes mellitus e em pacientes idosos (Sipsas et al. 2009).

Candida glabrata e Candida krusei, também sdo patdgenos hospitalares
ocasionais, particularmente, em pacientes portadores de doencas hematoldgicas
malignas ou submetidos a transplante de medula 6ssea (Goldman et al. 1993, Nucci &
Colombo 2007, Pfaller & Diekema 2007).

Nas ultimas décadas, tém surgido muitos casos de resisténcia aos antifingicos
utilizados na profilaxia e tratamento das infecces causadas por Candida spp. (Jiang et
al. 2012, Almeida et al. 2013). Os mecanismos moleculares responsaveis pelo
desenvolvimento da resisténcia em espécies de Candida (Barker & Rogers 2006, Berila
et al. 2009, Ge et al. 2010, Carvalho et al. 2013) na principal classe de antifdngico
utilizada, os azois, pode ser atribuida a mutacdes e aumento da expressdo de genes que
codificam enzimas responsaveis pela biossintese do ergosterol (Vandeputte et al. 2005,
Barker & Rogers 2006).

Os azo6is atuam na via de biossintese do ergosterol da membrana fungica, por
meio da inibi¢do da enzima, sintetizada pelo gene ERG11, a 14a-demetilase (Ergllp ou
14DM), sendo citocromo P450 dependente. Deste modo as muta¢Bes ou aumento da
expressdao no gene ERG11 podem conferir resisténcia aos azois pela diminuicdo da
afinidade de ligacdo do farmaco, determinando o aparecimento de leveduras com
fenotipo resistente aos azois (Barker & Rogers 2006).

Nesse sentido, a busca por mutacbes no gene ERG11 associadas com a

resisténcia aos azoOis em espécies de Candida clinicamente relevantes, pode
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proporcionar melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
resisténcia aos antifingicos e investigacdo epidemiologica, além servir como subsidio
na prospeccdo de novas moléculas bioativas com atividade antifingica, baseadas na
caracterizacdo genética e molecular de espécies de Candida resistentes. Portanto, o
objetivo foi identificar mutacdes na regido codificadora do gene ERG11 em isolados

clinicos com perfil de resisténcia aos azois.

MATERIAL E METODOS
Selecdo e cultivo

Os isolados clinicos de Candida glabrata, Candida krusei e Candida tropicalis
utilizados neste estudo pertenciam a Micoteca do Laboratério de Microbiologia
Aplicada da Universidade Federal da Grande Dourados (LMA/UFGD). A sensibilidade
antifangica foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo, de acordo com as
normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), documentos: M27-A3 e
M27-S4 (CLSI 2008a, CLSI 2012) e os antifungicos testados foram: fluconazol,
itraconazol e voriconazol. (Tabela 1).

Para garantir a pureza e viabilidade, os isolados foram cultivados em Sabouraud
Dextrose Agar (Difco®, Sparks, MD, USA) e em CHROMagar Candida (Difco®,
Sparks, MD, USA). Os pontos de corte de susceptibilidade para fluconazol, itraconazol
e voriconazol foram estabelecidos de acordo com o suplemento M27-S3 e M27-S4
(CLSI 2008b, CLSI 2012). Cepas de referéncias de C. glabrata ATCC 90030, C. krusei
ATCC 6258 e C. tropicalis ATCC 750 (American Type Culture Collection — ATCC)

foram utilizadas nas analises.
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Tabela 1. Perfil de susceptibilidade dos isolados clinicos de espécies do género Candida

MIC (pg mL™1)*

Isolados  Espécies Sitio de isolamento

Fluconazol Itraconazol Voriconazol
HU25 C. glabrata Urocultura 8(S) >1(R) 1(-)
HU10 C. glabrata Urocultura 8(S) <0.125(S) 1(-)
HU26 C. glabrata Urocultura 8 (S) >1(R) >4(-)
HU33 C. glabrata Swab retal 8 (S) <0.125(S) >4(-)
HU37 C. glabrata Urocultura 8(S) <0.125(S) >4(-)
HU40 C. glabrata Hemocultura >64 (R) >1(R) >4(-)
HU61 C. glabrata Urocultura 16 (S) >1(R) 1(-)
HU66 C. glabrata Urocultura 16 (S) <0.125(S) >4(-)
HU11 C. krusei Swab nasal >64 (-) <0.125(S) 1 (SDD)
HU18 C. krusei Hemocultura >64 (-) <0.125 (S) 1 (SDD)
HU45 C. krusei Swab retal 8(-) <0.125(S) 1 (SDD)
HU48 C. tropicalis Urocultura 8 (R) <0.125(S) >4 (R)
HU54 C. tropicalis Ponta de cateter 16 (R) <0.125(S) 1(R)
HU80 C. tropicalis Urocultura 8 (R) <0.125(S) 1(R)

*MIC: Concentracdo Inibitéria Minima; (S) Sensivel; (SDD) Sensibilidade Dose Dependente; (R) Resistente;
(-) Nao existe evidencia significativa para determinar o valor de corte para a espécie.

Para garantir a pureza e viabilidade, os isolados foram cultivados em Sabouraud
Dextrose Agar (Difco®, Sparks, MD, USA) e em CHROMagar Candida (Difco®,
Sparks, MD, USA). Os pontos de corte de susceptibilidade para fluconazol, itraconazol
e voriconazol foram estabelecidos de acordo com o suplemento M27-S3 e M27-S4
(CLSI 2008b, CLSI 2012). Cepas de referéncias de C. glabrata ATCC 90030, C. krusei
ATCC 6258 e C. tropicalis ATCC 750 (American Type Culture Collection — ATCC)

foram utilizadas nas analises.

Extracdo de DNA

O DNA de todos os isolados e cepas de referéncia foi extraido a partir de trés
Unidades Formadoras de Colonias (2,40 x 10’ cel/cm®) reativadas e cultivadas em caldo
Sabouraud Dextrose por meio do YeaStar™ Genomic DNA Kit. A pureza
(260nm/280nm) e a concentragdo (ng/pL) do DNA total foram determinadas em

nanofotometro (NanoPhotometer™ P-300 UV-Vis da IMPLEN®).
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Reacdo em Cadeia pela Polimerase

Os primers utilizados para amplificacdo da regido codificadora do gene ERG11
nas espécies de Candida estdo descritos na Tabela 2. As reacGes de amplificacdo foram
realizadas em termociclador BIORAD® modelo MyCyclerTM Thermal Cycler. As
solucdes foram preparadas em volume de 25 pL, constituidas por 12,5 uL de PCR
Master MIX (Kapa Biosystems®), 1 pL de cada primer (10 pmoles) e 2 uL DNA
genémico (10 a 20 ng). Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2% para avaliacdo da sua qualidade e integridade.

Para todas as reacbes, o programa de amplificacdo do termociclador foi:
desnaturacdo inicial de 94°C por 5°, 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30,
anelamento a 50°C por 40’ e extensdo a 72°C por 50”°, seguido da extensdo final a

72°C por 10°.
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Tabela 2. Primers utilizados para reagdo amplificacdo da regido codificadora do gene
ERG11 das espécies do género Candida

Espécie Primers Fra(gprgt)anto Referéncia
CtERG11-1F TCTGACATGGTGTGTGTGTG 678
CtERG11-IR  ATTGATGCCATCAATGGCAG
CtERG11-2F ATCCCACAGGCTTATTTGAAA 614 Vandeputte et
. CtERGII2R _ GGTCTCTTTCCTTGGTTTTG al. 2005
C. tropicalis — ERG113F TGCTGAAGAAGCTTATACCC 499
Genbank _CUERGLL-3R_ CAAGGAATCAATCAAATCTCTC
V236731 _CFERGII-3IF  TGACGCTGCTCAAAGAAAGA 493 N
CtERG11-3.1R  ATGAGCATAACCGGCAGAAA
CtERG11-4F GGTGGTCAACATACTTCTGC 630 Vandeputte et
CtERG11-4R  AGCAGGTTCTAATGGTAAGG
CLERGII-5F  AAACGGTGATAAGGTTCCAG 626 al. 2005
CtERG11-5R  TCCCAAGACATCAAACCCTG
Cg-ERG11-0F  TCGGTCCATCTCTGTTTCTT 599 .
Cg-ERG11-0R  GAACACTGGGGTGGTCAAGT
Cg-ERG11-1IF  ACTACAATAACATGTCCACTGA 408
C.glabrata “Cg-ERGI1-IR  GGTGGTCAAGTGGGAGTAA
Cg-ERG11-2F  AGCTGCTTACTCCCACTTGACC
Genbank Cq-ERG11-2R __ AGCTTGTTGGGCATGGTCTCTC 412
EU219981.1 Cg-ERG11-3F GCCCAACAAGCTATCTCTGGTA 18
Cg-ERG11-3R  TGTTTGGAATAGCGACATCTCTC
Cg-ERG11-4F  CCAAACACTTCCTACGTTGTCCC 424
Cg-ERG11-4R  GCATCTAGTACTTTTGTTCTGGATG Carvalho et al.
Ck-ERG11-IF  CCTCTCTAGCAACAACAATGTCC 128 2013
Ck-ERG11-IR  GCCCTTACCGAAAACAGGAGTG
C.krusei  Ck-ERG11-2F  ACTCCTGTTTTCGGTAAGGGCG 121
Ck-ERG11-2R  CACCGGCACGCTTTGTATTG
Genbank  Ck-ERG11-3F  CGTGCCGGTGGTGAAATCAA 397
EU309502.1 ~Ck-ERG11-3R _ GGCCCTTTGGAACAATGTACGA
Ck-ERG11-4F  GTACATTGTTCCAAAGGGCCATT 410
Ck-ERG11-4R  GCTAGTTCTTTTGTCTTCTCTCC

*Pares de Primers propostos neste trabalho obtidos por meio do Software Primer 3

Sequenciamento e analise dos dados

Todos os produtos resultantes da amplificagdo foram purificados por meio de

Alcool Isoamilico e sequenciados pelo método de Sanger (Sanger et al. 1977) no ABI

3500 automated DNA sequencer (Applied Biosystems®) com mesmos primers

utilizados na PCR e o BigDye Terminator cycle sequencing. A leitura das sequéncias foi

feita pelo software Sequencing Analysis v5.3 (Life Technologies®).
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Para cada isolado foi estabelecida uma sequéncia consenso (Assembly) por meio
do software CAP 3 (Huang & Madan 1999), utilizando as sequéncias geradas pela
amplificacdo com os primers da Tabela 1.

As sequéncias consenso foram traduzidas para aminoacidos no ExPasy Translate
Tool (http://web.expasy.org/translate/), respeitando a traducédo diferencial das leveduras
do género Candida para o codon CUN (Moura et al. 2010). O alinhamento foi realizado
no Clustal W2 (Larkin et al. 2007) utilizando as sequéncias obtidas neste estudo e
sequencias disponiveis no Genbank.

A érvore filogenética de aminoacidos foi construida no MEGA 6.0 (Tamura et
al. 2013), pelo método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei 1987) o qual foi utilizado o
modelo de Poisson (Zuckerkandl & Pauling 1965). Também foram construidas redes
haplotipicas para analise da relacdo entre os haplotipos gerados pelo Network 4.1.1.2
com o método Median-Joining (Bandelt et al. 1999).

As mutacOes de ponto foram localizadas na sequéncia de aminoacidos por meio
do alinhamento no Clustal W2. Também foi estimada a probabilidade das muta¢des ndo
sinbnimas encontrados neste estudo terem um efeito na funcionalidade da 14a-
demetilase. O subSPEC score (substitution position-specific conservation evolutionary)
foi calculado no PANTHER software (Thomas et al., 2006) com base no score do
alinhamento de proteinas evolutivamente relacionadas utilizando Hidden Markov
Modelo (HMM), tal como descrito em Thomas et al. , 2003 e Thomas & Kejariwal

(2004).

Numeros de acesso das sequéncias
As sequéncias obtidas neste estudo provenientes das diferentes espécies de

Candida foram submetidas ao Genbank com o0s numeros de acesso KR998002,
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KR998003, KR998004, KR998005, KR998006, KR998007, KR998008, KR998009,
KR998010 (C. glabrata), KR998011, KR998012, KR998013, KR998014 (C. krusei),

KR998015, KR998016, KR998017, KR998018 (C. tropicalis).

RESULTADOS
Analise Filogenética

A extensdo sequenciada e avaliada do gene ERG11, considerando o dominio da
14a-demetilase de acordo com as sequéncias disponiveis no Genbank para cada espécie,
foi de 1603 pb para C. glabrata, 1587 pb para C. krusei e C. tropicalis. Ao traduzir as
sequéncias foram obtidos residuos de 533 aminoacidos para C. glabrata, 528
aminoéacidos para C. krusei e C. tropicalis.

A distancia média entre as sequéncias foi de 0,3 (30%) (Figura 1.A), A arvore
filogenética apresentou valores de bootstrap >70 nos nés principais. Nos grupos I e II,
pertencente as espécies de C. glabrata e C. tropicalis ndo foram observadas
divergéncias intraespecifica entre os isolados clinicos, cepas de referéncia ATCC e
sequéncias do obtidas do Genbank para comparacdo. Nos isolados pertencentes ao
grupo Il (C. krusei), foi observado distancia entre a sequéncia DQ903902.1 (C. krusei),
depositada no Genbank por Lamping et al. (2009), e os isolados deste estudo e cepa de
referéncia ATCC 6258.

Com base nos pontos mutacionais presentes nas sequéncias do gene ERG11, a
Figura 1.B representa a relacdo entre os haplotipos formados para diferentes espécies de
Candida. As analises revelaram que as espécies pertenceram a haplétipos diferentes,
devido aos diferentes padrfes da sequencia codificadora do gene ERG11 entre as

especies em estudo.
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Fig. 1: Filogenia da regi&o codificadora do gene ERG11 em espécies de Candida. A) Arvore filogenética baseada no
alinhamento de sequencias de aminoacidos do gene EGR11 dos isolados em estudo e sequencias do GenBank,
construida pelo método de Neighbor-Joining utilizando o modelo evolutivo de Poisson com 1000 repetices
bootstrap. (*) Sequéncias do Genbank utilizadas para comparagdo. B) Rede haplotipica construida pelo método de
Median-Joining baseado no alinhamento de sequencias do gene EGR11 dos isolados em estudo e sequencias do
Genbank, demonstrando os 21 hapl6tipos encontrados para as espécies de Candida. A area dos circulos dos
haplétipos é proporcional a sua frequéncia. O comprimento das linhas esta relacionado aos passos mutacionais que
separam cada haplétipo. Os pontos brancos sdo vetores médios que representam haplétipos hipotéticos introduzidos
pelo algoritmo executado.
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Mutaces de ponto no gene ERG11

Considerando todas as sequéncias avaliadas, inclusive as sequencias obtidas do
Genbank para comparacdo nas analises, no total foram identificadas 25 alteragdes
nucleotidicas diferentes (17 transicdes e 8 transversdes). Em relacdo a natureza dessas
alteracdes, considerando apenas as sequéncias obtidas neste estudo, 20 foram
identificadas como mutagfes sindnimas (que ndo alteram o aminoacido traduzido) e
duas mutacdes ndo sinbnimas (alteram a traducdo do cdédon de um aminoécido para
outro). Ndo foram encontradas insercdes e/ou delecdes, assim como mutagdes sem
sentido que codificam um cddon de parada ao invés de um aminoacido.

O maior nimero de mutagdes pontuais (11) foi encontrado em C. glabrata
(Tabela 3). As alteracbes mais frequentes foram T768C e T1557A, ausente apenas na
cepa ATCC 90030. A mutacdo A1581G foi encontrada em todos os isolados clinicos
avaliados de C. glabrata, inclusive na cepa ATCC 90030. Tanto essa muta¢do quanto as
mutacdes C108G e C423T (Tabela 3), ndo tinham sido relatadas anteriormente. Para C.
glabrata nenhuma das muta¢Ges encontradas promoveu alteracdo da sequéncia de
aminoacidos da 14a-demetilase.

Os isolados HU54 e HUB0 C. tropicalis revelaram uma Unica mutacdo de ponto
e no isolado HU48 de C. tropicalis foram identificadas duas mutacGes (Tabela 3).
Nenhuma das alteracdes nucleotidicas encontradas nas sequencias dos isolados de C.

tropicalis promoveram a troca de aminoacidos.

49



Tabela 3. Mutagdes de ponto encontradas na regido codificadora do gene ERG11 de isolados clinicos resistentes e sensiveis de Candida glabrata
e Candida tropicalis

Candida glabrata (1603 pb)

Genbank

(1solados) Mutagdes de ponto

C108G* C201G C423T* C678T  T768C G927A  A1023G  T1275C  T1521A  TI1557A  Al1581G*

40389.1(L5)" - - R - - R - - - - -

AY942647.1(IHEM21229)? - - - + + - + + + + -
KR998002 (ATCC 90030) - - - - - - - - - i, +
KR998003 (HU10) - + - - + - - - - + +
KR998004 (HU25) - - + - + - + + - + +
KR998005 (HU26) - - - - + + + - - + +
KR998006 (HU33) - - - - + - + - - + +
KR998007 (HU37) - - + - + - + + - + +
KR998008 (HU40) - - - - + + + + . n n
KR998009 (HU61) - - + - + - + + - + +
KR998010 (HU66) + - + - + - + + - + +
Candida tropicalis (1587 pb)
Genbank
(Isolados) Mutagdes de ponto

T225C G264A  A395T T783C GI1362A  T1554C

K(C542323.1 (ATCC 750)* - - - - - R

KC542326.1(TP13650)> + + + + + N
KR998015 (ATCC 750) - - - ; ] ]
KR998016 (HUS0) - ; i + ] )
KR998017 (HU48) - ; i ] + .
KR998018 (HU54) - ; i ] + )

ISequéncias utilizadas para comparacao, susceptivel aos azois ( Geber et al. 1995, Forastiero et al. 2013). “Sequéncias utilizadas para comparagao, resistente aos
azois (Vandeputte et al. 2007, Forastiero et al. 2013).+ Substituicdo de base presente. - Substituicdo de base ausente. *Novas substitui¢des relatadas.



Para os isolados clinicos de C. krusei com sensibilidade dose dependente ao
voriconazol foram identificadas seis mutacGes sinbnimas e duas ndo sindnimas ainda
ndo descritas: Y166S e G524R (serina por tirosina na posicdo 166 e glicina por arginina
na posigdo 524 da sequencia da 14a-demetilase) (Tabela 4). A mutacdo G524R foi
observada na cepa ATCC 6258 e em isolados com sensibilidade dose dependente em
estudo, demonstrando que a mesma pode nao ter relacdo direta com a susceptibilidade
aos azobis. Em comparacdo com as sequéncias do Genbank, a mutacdo Y166S foi
observada apenas no isolado HU18 levando a hipdtese de que o mesmo pode induzir

uma diminuicdo da afinidade aos azois.

Tabela 4. MutacBGes de ponto encontradas na regido codificadora do gene ERG11 de isolados
clinicos resistentes e sensiveis de Candida krusei

Genbank Mutacbes de ponto
(solados-Alelo) T44C  A497C* T642C A756T T939C T1389C AL470C G1570A*
DQ903901.1
(B2399-A)* * - * * - - * -
DQ903902.1
(B2399-B)! ¥ i ¥ ] ] ¥ ] ]
DQ903903.1
(B2399-C)" ¥ ] ] ] " " ’ ]
DQ903904.1
(IFO0011-A)* * - * * - - * )
DQ903905.1 ) ) ) ] ] . . ]
(IFO0011-B)*
KR998011
(ATCC 6258) * - ; ; - * * *
?HRL?49§)012 + - + + - + + +
KR998013
(HU11) + - + + - + + +
(1) R -

ISequéncias utilizadas para comparagao (Lamping et al. 2009). + Substituicdo de base presente. - Substituicio
de base ausente. *Novas mutacfes nucleotidicas com alteracdo de aminoacido, A497C (Y166S) e G1570A
(G524R), Ver Arquivo Suplementar 1.
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De acordo com Brunham et al. (2005), Thomas et al., (2003) e Thomas &
Kejariwal eta al. (2004), o subPSEC score estima a probabilidade de uma Unica
substituicdo de amino&cido ter um efeito funcional na proteina. Os valores de SubPSEC
variam de O (neutro) a -10 (maior probabilidade de ser prejudicial). Score de -3 é o
cutoff point para ocorrer efeito na funcionalidade da proteina. Cutoff point de -3
corresponde a uma probabilidade de 50% que o score € prejudicial (Pgeleterious = 0,5).

A probabilidade de que uma mutacdo Y166S podera prejudicar a fungdo da 14a-
demetilase é estimada por Pgeleterious, de tal modo que o subPSEC score obtido foi de -
4.08665 corresponde a um Pgeleterious de 0.74775, s indicando a suscetibilidade de ser
prejudicial. No entanto, para a mutacdo G524R, ndo foi gerado subPSEC score. Esta
substituicdo ocorreu numa posicdo que ndo apareceu no alinhamento de sequéncias
maultiplas, ou seja, a substitui¢do ocorreu em uma posi¢do maior do que em relacdo ao
HMM consenso. Na maioria dos casos, estas posi¢cdes ndo sao modeladas pelos HMMs
porque 0S mesmos ndo aparecem na maioria das sequéncias relacionadas. Como
resultado, as substituicdes em posi¢des maiores ndo sao geralmente suscetiveis de serem
prejudiciais.

DISCUSSAO

Analise Filogenética

A éarvore filogenética gerada a partir das sequencias da regido codificadora do
gene ERG11 (Figura 1.A), indicou que esse gene apresenta condi¢Bes favoraveis para
ser incluido em estudos filogenéticos demonstrando alta consisténcia e confiabilidade
nas analises devido aos altos valores bootstrap apresentados (Hillis & Bull, 1993).

As sequéncias alinhadas de aminoacidos do gene ERG11, comparadas

quantitativamente por meio da Distancia de Poisson, refletiram uma diferenca de 30%
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dos residuos comparados. Embora a propor¢cdo de diferencas seja boa indicadora da
variabilidade intraespecifica, esse valor assume que a probabilidade de substituicao é
constante ao longo da sequéncia, 0 que nem sempre acontece, havendo regides mais
conservadas que as outras (Russo et al. 2012).

Como se trata de uma regido codificadora foi possivel observar uma variacéo
intraespecifica para o género Candida (divisdo em grupos taxondmicos observados na
Figura 1.A), pois existe limitagdo funcional diferencial e estrutural nas regides da
proteina (Li 2000). O mesmo aconteceu com a rede haplotipica, foi observado
diferengas entre as espécies sugerindo que esse gene pode ser utilizado para
identificacdo de haplogrupos intraespecificos.

As sequencias de aminodcidos intraespecifica obtidas neste estudo séo
altamente conservadas. Como o0 coOdigo genético apresenta a propriedade de
degeneracdo, as taxas de substituicdes sdo reduzidas, portanto as topologias envolvendo
aminoacidos que determinam a funcdo da proteina, neste caso a 14a-demetilase
(componente que mantém a integridade e funcdo da membrana plasmatica dessas
leveduras) possuem menor divergéncia (Russo et al. 2012), como observado na Figura
1A

Mutac6es de ponto no gene ERG11

As mutagdes na sequéncia do gene ERG11 que conduzem a troca de aminoacido
representam um dos principais mecanismos associados a resisténcia de isolados clinicos
de Candida aos azois (Morio et al. 2010). Em um estudo na Russia, IlIkemns et al. (2013)
relataram a mutacdo C201G em C. glabrata resistentes aos azois. As demais mutacdes
sindnimas encontradas nos isolados (Tabela 4) ja haviam sido descritas anteriormente

por Vandeputte et al. (2007) e Berila & Subik (2010), com excecdo das mutacOes
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nucleotidicas C108G, C423T e A1581G. Berila & Subik (2010) observaram que as
mutagOes T768C, A1023G e T1557A estiveram presentes em todos os isolados de C.
glabrata avaliados por eles inclusive nos sensiveis aos azois, demonstrando que essas
alteracOes possivelmente ndo teriam associa¢do com a susceptibilidade aos antiflngicos.

Assim como neste estudo, Forastiero et al. (2013) encontraram as mutacgdes
sinbnimas T783C, T1554C e G1362A em um isolado clinico (nimero de acesso
KC542326.1) de C. tropicalis com resisténcia ao fluconazol e voriconazol. Do mesmo
modo, ao investigarem 0s mecanismos de resisténcia aos azdis, Loeffler et al. (2000)
e Vandeputte et al. (2005) encontraram a mutacdo T1554C na sequéncia codificadora do
gene ERG11 em isolados clinicos resistentes aos azois, sendo que Loeffler et al. (2000)
avaliou 21 isolados, dos quais 5 apresentaram essa mutacao.

De acordo com os resultados obtidos e literatura citada, essas mutacfes
sinbnimas no gene ERG11 em C. tropicalis vem sendo encontradas frequentemente.
Desse modo, mesmo que nao tenham relacdo direta com a resisténcia, esses isolados
com susceptibilidade reduzida poderiam estar sofrendo uma pressdo seletiva do
ambiente. O acumulo dessas muta¢bes em um mesmo codon, com o passar do tempo
poderia resultar, na traducdo de um novo aminoacido, o qual possivelmente apresentaria
um impacto sobre a funcionalidade da enzima.

Lamping et al. (2009), ja havia relatado as seis mutagdes sindnimas encontradas
neste estudo em isolados clinicos de C. krusei. A mutacdo ndo sinbnimas G1470A
(G524R) foi encontrada na cepa de referéncia C. krusei ATCC 6258 que é sensivel aos
azois e em isolados com sensibilidade dose dependente ao voriconazol. A substitui¢éo
de aminodcido inserida na posi¢do 524 ndo é suscetivel de ser deletéria, portanto nao

tem impacto na funcionalidade na 14a-demetilase em C. krusei. Diante dos resultados,
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deve-se considerar que outros mecanismos moleculares podem estar envolvidos na
explicagdo do fendtipo resistente, como bombas de efluxo, outras mutaces e
superexpressdo de genes envolvidos na biossintese do ergosterol (Lamping et al. 2009).

A mutacdo A497C (Y166S) foi encontrada apenas no isolado HU18 (C. krusei)
com sensibilidade dose dependente ao voriconazol levando a hipo6tese de que a mesma
pode induzir uma diminuicdo da afinidade aos azdis. Os resultados da analise de
subPSEC mostraram que a Y166S pode ter efeito na funcionalidade da 14a-demetilase.
Neste sentido, essa substituicdo pode estar relacionada a susceptibilidade reduzida do
isolado HU18 ao voriconazol.

Outra evidencia é que a localizacdo da mutacdo A497C (Y166S), esta no sitio
ativo da 14a-demetilase (Xiao et al. 2004) e também pelo fato da tirosina ser mais
hidrofébica que a serina podendo resultar numa possivel alteracdo na estrutura
tridimensional da enzima. A elucidagdo da estrutura cristalina da 14a-demetilase
de Mycobacterium tuberculosis, proporcionou a modelagem dessa mesma enzima em
espécies de Candida (Boscott & Grant 1994, Xiao et al. 2004). Nesse sentido, a partir
da identificacdo de mutagdes na 14a-demetilase, que conferem resisténcia a classe dos
azobis em espécies de Candida, é possivel construir modelos baseados na homologia da
estrutura tridimensional dessa enzima, e assim, conhecer as possiveis mudancas
estruturais.

Apesar das evidencias, o fendtipo com a sensibilidade reduzida observado no
isolado HU18 (C. krusei) ndo pode ser explicada apenas pela presenca da mutacdo
A497C (Y166S). Possivelmente a utilizagdo de clonagem e indugdo dessa mutacdo nao

sindnima permitird melhorar os resultados.
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CONCLUSAO
Este estudo revelou novas mutagdes sindnimas e ndo sindnimas em Candida sp.
Os resultados sugeriram que a mutagdo Y166S encontrada em um isolado de C. krusei
com sensibilidade dose dependente para o voriconazol pode ter efeito na funcionalidade
da 14a-demetilase, levando a hipdtese que a mesma pode ter relagdo com o fendtipo
com a sensibilidade reduzida neste isolado, no entanto novas investigagcdes devem ser

realizadas.
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Arquivo Suplementar 1

AS1. Alinhamento Mdltiplo das sequencias de aminoacidos por meio do Clustal W2, as setas
indicam as novas mutagdes encontradas neste trabalho, A497C (Y166S) e G1570A (G524R).

Isolate Genbank Multiple alignment '

B2399-B  DQ9083902.1 SAEDAYTHLTTPVFGKGVIYDCPNWKLMEQKKFAKVALTKESFIRYVPLIKDEMLKYFNA (18@)
HU18 KR998014  SAEDAYTHLTTPVFGKGVIYDCPNWKLMEQKKFAKVALTKESFIRSVPLIKDEMLKYFNA
ATCC6258 KR998011  SAEDAYTHLTTPVFGKGVIYDCPNWKLMEQKKFAKVALTKESFIRYVPLIKDEMLKYFNA

HU45 KR998012  SAEDAYTHLTTPVFGKGVIYDCPNWKLMEQKKFAKVALTKESFIRYVPLIKDEMLKYFNA

HU11 KR998013  SAEDAYTHLTTPVFGKGVIYDCPNWKLMEQKKFAKVALTKESFIRYVPLIKDEMLKYFNA
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B2399-B  DQ903902.1 AYTQLGTLLVHYIQNFKWTAKVPPIDYTSMVTLPTQPAEIKWEGRQKN (528)

HU18 KR998014  AYTQLGTLLVHYIQNFKWTAKVPPIDYTSMVTLPTQPAEIKWERRQKN
ATCC6258 KR998011  AYTQLGTLLVHYIQNFKWTAKVPPIDYTSMVTLPTQPAEIKWERRQKN
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CONSIDERACOES FINAIS

As informacGes encontradas neste estudo corroboram com o0s conhecimentos
existentes para identificacdo de espécies e dos fatores genéticos associados a resisténcia
em Candida spp. A aplicacdo dessas ferramentas, ou seja, as informacGes moleculares
(genotipicas) obtidas proporcionou inovacao para a regido da Grande Dourados e para 0
Estado do Mato Grosso do Sul no que tange as areas de tecnologias de biologia
molecular.

O conhecimento do perfil de resisténcia aos azo6is pode contribuir ndo apenas
como guia para o0 médico na escolha da terapia apropriada, mas também possui papel
fundamental em termos epidemiologicos, no que diz respeito aos mecanismos
responsaveis pelo surgimento desta resisténcia e sua disseminacao oferecendo subsidios
para melhoria das medidas de controle e prevencdo do problema.

A busca por mutac6es no gene ERG11, proporcionou a descoberta de duas novas
mutac¢des ndo sindnimas, em que uma delas pode ter relacdo com a resisténcia aos azois,
no entanto novas investigacdes precisam ser realizadas. Este estudo pode ser Gtil para
melhor compreensdo e investigacdo epidemioldgica, também servir como subsidio na
prospeccdo de novas moléculas bioativas com atividade antifingica baseadas na

caracterizac@o genética e molecular de espécies de Candida resistentes.
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ANEXO |

Submisséo dos artigos e normas da revista

1. Artigo de Revisdo “Fatores geneticos da resisténcia em especies de candida” foi
submetido na revista Diagnostic Microbiology and Infectious Disease em 5 de Maio de
2015. Qualis A2 para Biodiversidade.

1.1. Submissao:
Ms. Ref. No.: DMID-15-342
Title: GENETIC FACTORS OF RESISTANCE IN Candida SPECIES

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease

Dear Mrs. Danielly Beraldo dos Santos Silva,

Your submission entitled "GENETIC FACTORS OF RESISTANCE IN Candida
SPECIES" has been assigned the following manuscript number: DMID-15-342. You
may check on the progress of your paper by logging on to the Elsevier Editorial System
as an author. The URL is http://ees.elsevier.com/dmid/.

Your username is: daniellyberaldo@gmail.com

If  you need to retrieve password details please go to:
http://ees.elsevier.com/dmid/automail_query.asp

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Administrative Support Agent

Administrative Support Agent [08-Aug-14]
Diagnostic Microbiology and Infectious Disease

1.2. Normas da Revista:

Escopo: Diagnostic Microbiology and Infectious Disease publica artigos sobre os
ultimos desenvolvimentos em microbiologia clinica, diagnostico e tratamento de
doencas infecciosas. Estudos em bacteriologia, imunologia, immunoserology, doencas

infecciosas, micologia, parasitologia e virologia.
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Tipos de papers: Os trabalhos podem ser apresentados em forma de artigos de corpo
inteiro (incluindo artigos de reviséo), ou notas curtas.

Preparacdo do Manuscrito:

Os artigos apresentados devem ser escritos em Inglés. A submissdo a este jornal
prossegue totalmente on-line este pode ser um arquivo PDF ou um documento do Word,
em qualquer formato ou layout que pode ser usado por arbitros para avaliar o seu
manuscrito. Ele deve conter dados suficientes de qualidade elevados para arbitragem.
N&o ha exigéncias sobre referéncia de formatacdo na submissdo. As referéncias podem
ser em qualquer estilo ou formato, desde que o modelo é consistente. Além disso, 0
autor (s) nome (s), titulo da revista / titulo do livro, titulo do capitulo / titulo do artigo,
ano de publicacdo, nimero do volume / capitulo de livro e a paginacdo deve estar
presente. Ndo ha requisitos de formatacdo, mas todos os manuscritos devem conter 0s
elementos essenciais necessdrios para transmitir o seu manuscrito, por exemplo,
resumo, palavras-chave, Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Conclusdes,
figuras e tabelas com legendas. Para maiores detalhes  acessar:
http://www.elsevier.com/journals/diagnostic-microbiology-and-infectious-disease/0732-
8893/guide-for-authors.
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2. Artigo “Novas mutacdes de ponto no gene ERG11 em isolados clinicos do género
Candida com perfil de resisténcia aos azéis” foi submetido na Revista Memadrias do
Instituto Oswaldo Cruz em outubro de 2015 e ACEITO em Fevereiro de 2016 (DOI:

10.1590/0074-02760150400. Qualis B1 para Biodiversidade.

Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro: 1-8, 2016 1

Novel point mutations in the ERG77 gene in clinical
isolates of azole resistant Candida species

Danielly Beraldo dos Santos Silva', Luana Mireli Carbonera Rodrigues’,
Adriana Araijo de Almeida®, Kelly Mari Pires de Oliveira', Alexéia Barufatti Grisolia'/*

'"Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados, MS5, Brasil *Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, Brasil

The azoles are the class of medications most commonly used to fight infections caused by Candida sp. Typi-
caily, resistance can be attributed to mutations in ERGI1 gene (CYP51) which encodes the cytochrome P450
14a-demethylase, the primary target for the activity of azoles. The objective of this study was to identify mutations
in the coding region of the ERGL1 gene in clinical isolates of Candida species known to be resistant to azoles. We
identified three new synonymous mutations in the ERG11 gene in the isolates of Candida glabrata (C108G, C423T
and A1581G) and two new nonsynonymous mutations in the isolates of Candida krusei - 4497C (Y1665) and G15704
(G524R). The functional consequence of these nonsynonymous mutations was predicted using evolutionary conser-
vation scores. The G524R mutation did not have effect on 14a-demethylase functionality, while the Y1665 mutation
was found to affect the enzyme. This observation suggests a possible link between the mutation and dose-dependent
sensitivity to voriconazole in the clinical isolate of C. krusel. Although the presence of the Y1665 in phenotype of
reduced azole sensitivity observed in isolate C. krusei demands investigation, it might contribute to the search of
new therapeutic agents against resistant Candida isolates.

Key words: yeasts - Candida krusei - voriconazole - 14a-demethylase - Y1665
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Curriculo Lattes
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Danielly Beraldo dos Sants Silva
Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/1113361254962972
Ultima atualizacéo do curriculo em 14/06/2015

Possui graduacdo em Biotecnologia (2013) e mestrado em Biologia
Geral/Bioprospecgdo (2015) pela Universidade Federal da Grande Dourados (Dourados-
MS). Atualmente é doutoranda do Programa de po6s Graduacdo em Genética e
Melhoramento Animal da Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho” (Campus de
Jaboticabal-SP), tendo como linha de pesquisa Genética Molecular e Selecdo Genémica.
Tem experiéncia na area de genética e biologia molecular animal e de microrganismos,
atuando principalmente nos seguintes temas: recursos genéticos, biologia molecular
aplicada, marcadores moleculares e bioinformatica.

Formacéao académica/titulacdo

2015

Doutorado em andamento em Genética e Melhoramento Animal (Conceito CAPES 5).
Universidade Estadual “Jalio de Mesquita Filho”, UNESP-FCAV, Brasil. Titulo:
Expressdo diferencial de genes relacionados com caracteristicas de carcaca e carne de
bovinos da raca Nelore, Orientadora: Lucia Galvdo de Albuquerque. Bolsista do (a):
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.

2013-2015

Mestrado em Biologia geral (Conceito CAPES 3). Universidade Federal da Grande
Dourados, UFGD, Brasil. Titulo: Filogenia e bioprospeccdo de mutacdes no gene
ERG11 de isolados clinicos de Candida spp. Orientadora: Alexéia Barufatti Grisolia.
Bolsista do (a): Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.

2009 - 2013

Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal da Grande Dourados, UFGD,
Brasil. Titulo: Marcadores moleculares no gene da leptina associados com
caracteristicas de carcaca em bovinos da raca Nelore. Orientadora: Alexéia Barufatti
Grisolia.

Formacgéo Complementar

2015
Livestock Genomics Conservation Curse. (Carga horaria: 40h). Universidade Estadual
“Julio de Mesquita Filho”, UNESP-FCAYV, Brasil.

2014
Ligua Inglesa-Nivel Basico Il. (Carga horéaria: 40h). Universidade Federal da Grande
Dourados, UFGD, Brasil.

Pricipios Basicos de Liofilizacdo-Secar ou Liofili. (Carga horaria: 2h). Universidade
Federal da Grande Dourados, UFGD, Brasil.
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2013
Higiene e manipulacdo de alimentos. (Carga horéaria: 4h). Universidade Federal da
Grande Dourados, UFGD, Brasil.

2012
I Curso de verdo em Bioprospeccdo do Cerrado. (Carga horaria: 40h). Universidade
Federal da Grande Dourados, UFGD, Brasil.

2011
PCR em tempo real aplicado a diagnostico de doenca. (Carga horaria: 4h).
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Pericia e Biologia Forense. (Carga horéria: 4h). Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul.

Elaboracdo de produtos fermentads. (Carga horaria: 4h). Universidade Federal da
Grande Dourados, UFGD, Brasil.

2010
O efeito do Phyllanthus niruri  (quebre pedra). (Carga horaria: 4h).
Universidade Federal da Grande Dourados, UFGD, Brasil.

Espectroscopia. (Carga horéaria: 4h). Universidade Federal da Grande Dourados,
UFGD, Brasil.

Biocombustiveis. (Carga horaria: 4h). Universidade Federal da Grande Dourados,
UFGD, Brasil.

Fermentacdo em estado sélido. (Carga horaria: 8h). Universidade Federal da Grande
Dourados, UFGD, Brasil.

“Técnicas de PCR em Tempo Real. (Carga horéaria: 4h). Universidade Federal da
Grande Dourados, UFGD, Brasil.

Citogenética de peixes. (Carga horaria: 16h). Universidade Federal da Grande
Dourados, UFGD, Brasil.

Ligua Inglesa-Nivel Basico. (Carga horéria: 40h). Universidade Federal da Grande
Dourados, UFGD, Brasil.

Atuacéo Profissional

Universidade Federal da Grande Dourados, UFGD, Brasil.
Vinculo institucional

2012 - 2013
Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Iniciacdo Cientifica, Carga horéria: 20

67



2012 - 2012
Vinculo: Voluntéria, Enquadramento Funcional: Monitora da disciplina de Genética
Geral, Carga horaria: 12

2011 - 2012

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Iniciagdo Cientifica, Carga horéria: 20,
Regime: Dedicacdo exclusiva.

Vinculo institucional

2010 - 2011
Vinculo: Voluntaria, Enquadramento Funcional: Iniciacdo Cientifica Voluntaria, Carga
horéria: 20, Regime: Dedicacdo exclusiva.

Atividades

07/2009 - 07/2009

Estagio realizado

Estégio extracurricular realizado no Laboratério de Biotecnologia Aplicada a Produgéo
Animal na Faculdade de Ciéncias Agrarias.

Projetos de pesquisa

2012 - 2015

Rede de estudos de resisténcia em bactérias e leveduras de interesse clinico no Mato
Grosso do Sul. Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Coordenador: Kelly Mari Pires de Oliveira

2011 - 2013

Caracterizacdo citogenética e molecular dos Surubins (Pseudoplatystoma corruscans e
Pseudoplatystoma reticulatum) e identificacdo de contaminacdo genética de surubins
hibridos em ambiente natural — MS. Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Coordenador: Alexeia Barufatti Grisolia

2009 - 2011

Estudo de estratégias alternativas para o manejo genético-demogréafico de populacdes
cativas no Brasil. Situa¢do: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Coordenador: Leonardo de Oliveira Seno - Coordenador

2009 - 2011

Associacio de Polimorfismos de Nucleotideos Unicos (SNPs) no Gene da Leptina com
Concentracdo Sérica de Leptina, Ganho de Peso e Rendimento de Carcaca em Bovinos
de Corte. Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Coordenador: Alexeia Barufatti Grisolia

Outros Projetos

2010 - 2011
Projeto de Ensino Grupo de Estudos e Treinamento em Genética e Biologia Molecular
Situacdo: Concluido; Natureza: Outra. Coordenador: Alexeia Barufatti Grisolia
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2009 - 2009
A importancia e perspectiva da biotecnologia no Brasil. Situacdo: Concluido; Natureza:
Outra. Coordenador: Alexeia Barufatti Grisolia

Idiomas

Espanhol: Compreende Bem, Fala Razoavelmente, Lé Bem, Escreve Razoavelmente.
Portugués: Compreende Bem, Fala Bem, Lé Bem, Escreve Bem.
Inglés: Lé Bem.

Produc6es Bibiograficas

Artigos completos publicados em periddicos

1. SILVA, D. B. S.; CRISPIM, B. A. ; SILVA, L. E. ; OLIVEIRA, J. A. ; SIQUEIRA,
F.; Seno, L. O. ; GRISOLIA, A. B. . Genetic variations in the leptin gene associated
with growth and carcass traits in Nellore cattle. Genetics and Molecular Research, v. 13,
p. 3002-3012, 2014.

2.SILVA, L. E.; SILVA, D.B. S. ; CRISPIM, B. A. ; VAINI, J. O. ; GRISOLIA, A. B.
; Seno, L. O. . Variacdo de concentracdo de proteinase k em protocolos de extracdo de
DNA de bovino. Archives of Veterinary Science, v. 18, p. 15-19, 2013.

3.SILVA,D.B. S.; SILVA, L. E.; CRISPIM, B. A. ; VAINI, J. O. ; GRISOLIA, A. B.
; OLIVEIRA, K. M. P. . Biotecnologia aplicada a la alimentacion y salud humana.
Revista Chilena de Nutricion (Impresa), v. 39, p. 94-98, 2012.

4. CRISPIM, B. A. ; SILVA, D. B. S. ; BANARI, A. C. ; Seno, L. O. ; GRISOLIA, A.
B. Discriminacdo alélica em ovinos naturalizados do Pantanal Sul-Matogrossense por
meio de marcadores microssatélies. Journal of the Selva Andina Research Society, v. 1,
p. 3-13, 2012.

Trabalhos completos publicados em anais de congressos

1. SILVA, D. B. S. ; FROES, C. Q. ; OLIVEIRA, V. S. ; SOUZA, K. P. . lll Curso de
Verdo em Bioprospeccdo: Prospectando Recursos naturais para valorizacdo e
conservagdo do meio. In: 8 ENEPE UFGD e 5 EPEX UEMS, 2014, Dourados. Anais do
8 ENEPE UFGD e 5 EPEX UEMS, 2014.

2. OLIVEIRA, J. A. ; ROCHA, P. S. ; ROMAN, A. I. ; SILVA, D. B. S. ; ALVES
JUNIOR, V. V. ; PEREIRA, Z. V. . Percepcdo de alunos d ensino fundamental sobre a
reciclagem e sustentabilidade em Dourados/MS. In: 9 Feira de Sementes Nativas e
Crioulas e de Produtos Agrogeoldgicos e 2 Seminario sobre Uso e conservacdo do
Cerrado do Sul do MS, 2013, Juti/MS. Anais da 9 Feira de Sementes Nativas e Crioulas
e de Produtos Agrogeoldgicos e 2 Seminario sobre Uso e conservacdo do Cerrado do
Sul do MS, 2013.

69



3. VAINL, J. O. ; VALEJO, P. A. P. ; GALETTI, V. S. ; SILVA, D. B. S. ; SILVA, L.
E. ; GRISOLIA, A. B. . Pescadores: O caso do surubim hibrido interespecifico em
ambiente natural do MS. In: ENEPE, 2012, Dourados. Anais ENEPE 2012, 2012.

4. SILVA, D. B. S. ; SILVA, L. E. ; OLIVEIRA, J. A. ; VAINI, J. O. ; Seno, L. O. ;
GRISOLIA, A. B. . Relagdo de SNP e locus STR no gene da leptina com o
desenvolvimento ponderal e tipificacdo de carcaca em Nelore. In: ENEPE, 2012,
Dourados. Anais ENEPE 2012, 2012.

5.SILVA, D. B. S.; SILVA, L. E. ; CRISPIM, B. A. ; VAINI, J. O. ; GRISOLIA, A. B.
; Duarte, J. M. B. ; Fernandez, J. ; Seno, L. O. . Ferramentas para a gestdo genético-
demogréfico de populagdes cativas no Brasil. In: 2 Encontro de Ensino de Graduag&o, 4
Encontro de Pdés-Graduagdo, 5 Encontro de Iniciacdo Cientifica, 5 Encontro de
Extensdo (ENEPE), 2011, Dourados. ENEPE. Dourados: UFGD, 2011.

6. VAINI, J. O.; CRISPIM, B. A. ; SILVA, D. B. S. ; SILVA, L. E. ; GRISOLIA, A. B.
Identificacdo molecular de surubim hibrido interespecifico (Pseudoplatystoma
corruscans X Pseudoplatystoma reticulatum) no Rio Dourados-MS. In: 2 Encontro de
Ensino de Graduacdo, 4 Encontro de Poés-Graduacdo, 5 Encontro de Iniciacdo
Cientifica, 5 Encontro de Extensdo (ENEPE), 2011, Dourados. ENEPE. Dourados:
UFGD, 2011.

7.SILVA, L. E.; SILVA,D. B. S.; CRISPIM, B. A. ; VAINI, J. O. ; ALONSO, R. V. ;
MATTOS, M. C. ; GRISOLIA, A. B. . Padronizacdo de protocolo de sexagem de
embribes bovinos por meio da tacnica de PCR. In: 2 Encontro de Ensino de Graduacao,
4 Encontro de Po6s-Graduacdo, 5 Encontro de Iniciacdo Cientifica, 5 Encontro de
Extensdo (ENEPE), 2011, Dourados. ENEPE. Dourados: UFGD, 2011.

8. CUNHA, C. M. ; CRISPIM, B. A.; SILVA, L. E. ; VAINI, J. O.; SILVA,D. B. S. ;
Seno, L. O. ; GRISOLIA, A. B. . Polimorfismo no exon 2 do gene da Leptina e
caracteristicas produtivas de bovinos da raca Nelore. In: 2 Encontro de Ensino de
Graduacdo, 4 Encontro de Pdés-Graduacdo, 5 Encontro de Iniciacdo Cientifica, 5
Encontro de Extensdo (ENEPE), 2011, Dourados. ENEPE. Dourados: UFGD, 2011.

9. CRISPIM, B. A. ; SILVA, D. B. S. ; Vargas Junior, F. M. ; Seno, L. O. ; GRISOLIA,
A. B. . Anélise de marcadores moleculares de microssatelites por eletroforese capilar
em ovinos naturalizados do pantanal sul-matogrossense. In: 2 Encontro de Ensino de
Graduagdo, 4 Encontro de Pés-Graduagdo, 5 Encontro de Iniciagdo Cientifica, 5
Encontro de Extensdo (ENEPE), 2011, Dourados. ENEPE. Dourados: UFGD, 2011.

10. SILVA, D. B. S. ; SILVA, U.G. ; GRISOLIA, A. B. ; Duarte, J. M. B. ; Fernandez,
J. ; Seno, L. O. . Método répido e direto para elaboracdo de arquivos de genealogia
(STUDBOOK). In: ENEPE (Encontro de Ensino, Pesquisa e Extensdo)1l Encontro de
Ensino de Graduagéo/ 3 Encontro de P6s-graduagdo/ 4 Encontro de Iniciagdo Cientifica/
4 Encontro de Extensdo da UFGD, 2010, Dourados. 1 Encontro de Ensino de
Graduagdo/ 3 Encontro de Poés-graduacdo/ 4 Encontro de Iniciacdo Cientifica/ 4
Encontro de Extensédo da UFGD. Dourados: Editora UFGD, 2010.

Resumos expandidos publicados em anais de congressos

70



1. SILVA, D. B. S. ; RODRIGUES, L. M. C. ; CRISPIM, B. A. ; SILVA, L. E. ;
OLIVEIRA, K. M. P. ; GRISOLIA, A. B. . A guantidade de células de leveduras do
género Candida pode influenciar a integridade e quantidade de DNA extraido?. In: 8
ENEPE UFGD e 5 EPEX UEMS, 2014, Dourados. Anais do 8 ENEPE UFGD e 5
EPEX UEMS, 2014.

2. SILVA, D. B. S. ; CRISPIM, B. A. ; OLIVEIRA, J. A. ; BANARI, A. C. ;
GRISOLIA, A. B. ; Seno, L. O. . Andlise da variabilidade genética de ovinos da raca
Bergamacia. In: VIII Congresso Latinoamericano de Especialistas em Pequefios
Ruminantes y Camelidos Sudameriaericanos, 2013, Campo Grande. Anais, CD Rom do
VIII Congresso Latinoamericano de Especialistas em Pequefios Ruminantes y
Camélidos Sudameriaericanos, 2013.

3. CRISPIM, B. A. ; SILVA, D. B. S. ; BANARI, A. C. ; OLIVEIRA, J. A. ; Seno, L.
O. ; GRISOLIA, A. B. . Diversidade genética em ovinos localmente adaptados do
Pantanal Sulmatogrossense. In: VIII Congresso Latinoamericano de Especialistas em
Pequefios Ruminantes y Camélidos Sudameriaericanos, 2013, Campo Grande. Anais,
CD Rom VIII Congresso Latinoamericano de Especialistas em Pequefios Ruminantes y
Camelidos Sudameriaericanos, 2013.

4. BANARI, A. C. ; CRISPIM, B. A. ; OLIVEIRA, J. A. ; SILVA, D. B. S. ;
GRISOLIA, A. B. ; Seno, L. O. . Utilizacdo de marcadores moleculares para a
identificacdo da origem de ovinos no manejo genético dos rebanhos. In: VIII Congresso
Latinoamericano de Especialistas em Pequefios Ruminantes y Camélidos
Sudameriaericanos, 2013, Campo Grande. Anais, CD Rom do VIII Congresso
Latinoamericano de Especialistas em Pequefios Ruminantes y Camélidos
Sudameriaericanos, 2013.

5.0LIVEIRA, J. A.; CRISPIM, B. A. ; SILVA, D. B. S. ; BANARI, A. C. ; Seno, L. O.
; GRISOLIA, A. B. . Diversidade de DNA mitocondrial e cromossomo Y em ovinos do
Mato Grosso do Sul. In: VIII Congresso Latinoamericano de Especialistas em Pequefios
Ruminantes y Camélidos Sudameriaericanos, 2013, Campo Grande. Anais, CD Rom
VIII Congresso Latinoamericano de Especialistas em Pequefios Ruminantes y
Camélidos Sudameriaericanos, 2013.

6.CRISPIM, B. A. ; CARNEVALI, T. O. ; SILVA, D. B. S. ; BANARI, A. C. ;
NASCIMENTO, A. V. ; SILVA, L. E.; VAINI, J. O. ; GRISOLIA, A. B.; VIEIRA, M.
C. . Método simples e eficiente de extracdo de DNA total de tecidos foliares de guavira.
In: 15 Workshop de Plantas Medicinais do Mato Grosso do Sul, 2012, Dourados. Anais
do 15 Workshop de Plantas Medicinais do Mato Grosso do Sul. Dourados: UFGD,
2012.

7.CRISPIM, B. A. ; SILVA, D. B. S. ; BANARI, A. C. ; NASCIMENTO, A. V. ;
GRISOLIA, A. B. ; Seno, L. O. . Analise de parametros populacionais a partir do
pedigree de ovinos criolos do Pantanal. In: XI Simpdsio Brasileiro de Melhoramento
Animal, 2012, Jodo Pessoa. Anais do XI Simposio Brasileiro de Melhoramento Animal.
Séo Paulo: SBMA, 2012.

71



8.CRISPIM, B. A. ; VAINL, J. O. ; SILVA, D. B. S.; SILVA, L. E. ; CUNHA, C. M. ;
OLIVEIRA, J. A. ; SOARES, J. S. ; ROSA, Y. B. C. J. ; GRISOLIA, A. B. . Protocolos
para identificacdo de cromossomos metafasicos mitéticos em Dendrobium nobile
(Orchidacea). In: 14° Workshop de plantas medicinais de Mato Grosso do Sul, 2011,
Dourados. 14° Workshop de plantas medicinais de Mato Grosso do Sul. Dourados:
UFGD, 2011.

Resumos publicados em anais de congressos

1. SILVA, D. B. S. ; RODRIGUES, L. M. C. ; ALMEIDA, A. A.; OLIVEIRA, K. M.
P. ; GRISOLIA, A. B. . Polymorphisms in the ERG11 gene of Candida tropicalis
associated with resistence profile to amphotecirin B. In: 60 Congresso Brasileiro de
Genética, 2014, Guaruja/SP. Anais do 60 Congresso Brasileiro de Genética, 2014.

2.VAINI, J. O. ; SILVA, D. B. S.; CRISPIM, B. A. ; BANARI, A. C. ; GRISOLIA, A.
B. CHARACTERIZATION OF GENETIC VARIABILITY OF
PSEUDOPLATYSTOMA CORRUSCANS (SILURIFORMES: PIMELODIDAE) IN
RIVERS MS/BRAZIL. In: 59 Congresso Brasileiro de Genética, 2013, Aguas de
Linddia. Anais do 59 Congresso Brasileiro de Genética, 2013.

3.VASCONCELOQOS, A. A. ; SILVA, D. B. S. ; GRISOLIA, A. B. . Concepcao dos
académicos de Ciéncias Bioldgicas e Biotecnologia sobre conceitos de genética e
biologia molecular. In: 59 Congresso Brasileiro de Genética, 2013, Aguas de Linddia.
Anais do 59 Congresso Brasileiro de Genética, 2013.

4.0LIVEIRA, J. A. ; CRISPIM, B. A. ; DOURADO, P. L. R. ; SILVA, D. B. S. ;
GRISOLIA, A. B. . MITOCHONDRIAL GENE SEQUENCES FOR
IDENTIFICATION OF ANIMAL SPECIES. In: 59 Congresso Brasileiro de Genética,
2013, Aguas de Linddia. Anais do 59 Congresso Brasileiro de Genética, 2013.

5.SILVA, D. B. S. ; VAINIL, J. O. ; CRISPIM, B. A. ; BANARI, A. C. ; SANTOS, J. C.
G. ; GRISOLIA, A. B. . GENETIC DIVERSITY IN PURE CACHARA SPECIMENS
FROM NATURAL ENVIRONMENT OF MATO GROSSO DO SUL STATE,
BRAZIL. In: 59 Congresso Brasileiro de Genética, 2013, Aguas de Lindo6ia. Anais do
59 Congresso Brasileiro de Genética, 2013.

6.NASCIMENTO, A. V. ; CRISPIM, B. A. ; SILVA, D. B. S. ; BANARI, A. C. ; Seno,
L. O. ; GRISOLIA, A. B. . ASSOCIATION OF NELLORE COWS PRODUCTIVE
AND REPRODUCTIVE TRAITS WITH GENETIC POLYMORPHISMS. In: 59
Congresso Brasileiro de Genética, 2013, Aguas de Linddia. Anais do 59 Congresso
Brasileiro de Genética, 2013.

7.SILVA, D. B. S. ; CRISPIM, B. A. ; VAINI, J. O. ; MATTQOS, M. C. ; OLIVEIRA, J.
A. ; NASCIMENTO, A. V. ; GRISOLIA, A. B. ; Seno, L. O. . Polymorphisms in
Nellore cattle leptin gene associated with body weight and leptin concetration. In: 58
Congresso Brasileiro de Genética, 2012, Foz do Iguagu. Anais do 58 Congresso
Brasileiro de Genética, 2012.

72



8.0LIVEIRA, J. A.; VAINL, J. O.; CRISPIM, B. A.; SILVA, D.B. S. ; SILVA, L. E.;
CUNHA, C. M. ; GRISOLIA, A. B. ; Seno, L. O. . Genetics and molecular biology
interest group for propagation of knowledge and research. In: 58 Congresso Brasileiro
de Genética, 2012, Foz do Iguacu. Anais do 58 Congresso Brasileiro de Genética, 2012.

9.CRISPIM, B. A. ; BANARI, A. C.; SILVA, D. B. S. ; VAINI, J. O. ; SILVA, L. E. ;
OLIVEIRA, J. A. ; Seno, L. O. ; GRISOLIA, A. B. . Microssatellite markers and
genetic variability in pantanal creole sheep. In: 58 Congresso Brasileiro de Geneética,
2012, Foz do Iguacu. Anais do 58 Congresso Brasileiro de Genética, 2012.

10.SILVA, L. E. ; SILVA, D. B. S. ; CRISPIM, B. A. ; NASCIMENTO, A. V. ;
MATTOS, M. C. ; BANARI, A. C. ; Seno, L. O. ; GRISOLIA, A. B. . Association
between BM1500 microssatellite with productive and reproductive traits and plasma
leptin levels in indicine heiifers. In: 58 Congresso Brasileiro de Genética, 2012, Foz do
Iguacu. Anais do 58 Congresso Brasileiro de Genética, 2012.

11.VAINI, J. O. ; VALEJO, P. A. P. ; GALETTI, V. S. ; BENITES, C. ; CRISPIM, B.
A.; SILVA, L. E.; SILVA, D. B. S. ; GRISOLIA, A. B. . Dtetection of interespecific
hybrid surubins (Pseudoplatystoma corruscans X Pseudoplatystoma reticulatum) in
natural enviironment of the Mato Grosso do Sul state, Brasil. In: 58 Congresso
Brasileiro de Genética, 2012, Foz do Iguacu. Anais do 58 Congresso Brasileiro de
Genética, 2012.

12.VAINI, J. O.; CRISPIM, B. A.; SILVA,D. B. S.; SILVA, L. E. ; GALETTI, V. S.
; VALEIJO, P. A. P. ; GRISOLIA, A. B. . Avaliacao de protocolos para extracdo de
DNA em nadadeiras de surubins. In: 20 Congresso de Biolégos do CRBio, 2011,
Corumba. 20° Congresso de Bidlogos do CRbio. Sdo Paulo: Paginas e Letras, 2011.

13.CRISPIM, B. A. ; CHAGAS, F. F.; VAINI, J. O.; SILVA,D. B. S. ; SILVA, L. E. ;
CUNHA, C. M. ; Seno, L. O. ; OLIVEIRA, K. M. P. ; GRISOLIA, A. B. . Detec¢éo de
Salmonella por meio de reacdo em cadeia pela polimerase em cepas isoladas de carcaca
de frango. In: 20 Congresso de Biol6gos do CRBio, 2011, Corumba. 20° Congresso de
Bidlogos do CRbio. Sdo Paulo: Paginas e Letras, 2011.

14 SILVA, L. E.; SILVA, D. B. S. ; CRISPIM, B. A. ; VAINI, J. O. ; CUNHA, C. M. ;
SOARES, J. S. ; Seno, L. O. ; GRISOLIA, A. B. . Efeitos da variagdo na concentragdo e
tempo de incubacdo em proteinase k para extracdo de DNA de leucdcitos. In: 20
Congresso de Bioldgos do CRBIio, 2011, Corumba. 20° Congresso de Bidlogos do
CRbio. S&o Paulo: Paginas e Letras, 2011.

15.SILVA, D. B. S.; SILVA, L. E.; CRISPIM, B. A. ; CUNHA, C. M. ; VAINL, J. O. ;
Seno, L. O. ; GRISOLIA, A. B. . Efeito da leptina na deposi¢éo de gordura corporal em
bovinos. In: 20 Congresso de Biologos do CRBio, 2011, Corumba. 20° Congresso de
Bidlogos do CRbio. Sdo Paulo: Paginas e Letras, 2011.

16.MATTOS, M. C. ; SILVA, L. E. ; SILVA, D. B. S. ; CRISPIM, B. A. ; GARCIA, J.
F. ; Seno, L. O. ; GRISOLIA, A. B. . Sex identification by DNA amplification from
bovine blood tissue and embryos. In: 57 Congresso Brasileiro de Genética, 2011, Aguas
de Linddia. Resumos do 57 Congresso Brasileiro de Genética, 2011.

73



17.Seno, L. O. ; CUNHA, C. M. ; CRISPIM, B. A.; OLIVEIRA, J. A.; SILVA, L. E.;
SILVA, D. B. S. ; MATTOS, M. C. ; GRISOLIA, A. B. . Genotype variation in the
leptin gene in Nelore cattle. In: 57 Congresso Brasileiro de Genética, 2011, Aguas de
Linddia. Resumos do 57 Congresso Brasileiro de Genética, 2011.

18.CRISPIM, B. A. ; VAINI, J. O.; TEIXEIRA, T. Z.; SILVA, D. B. S. ; SILVA, L. E.
: MUSSURY, R. M. ; Seno, L. O. ; GRISOLIA, A. B. . Genotoxic efects and alteration
in leaf anatomy by vehicle traffic pllution of Trasdescantia pallida (Rose) D.R Hunt. In
Dourados, Mato Grosso do Sul. In: 57 Congresso Brasileiro de Genética, 2011, Aguas
de Linddia. Resumos do 57 Congresso Brasileiro de Genética, 2011.

19.CRISPIM, B. A. ; SOARES, J. S.; VAINI, J. O.; SILVA, L.E. ; SILVA,D.B. S. ;
GRISOLIA, A. B. . Genética vai a escola-multidiciplinariedade ao alcance de todos. In:
XI Congresso Iberoamericano de Extension Universitaria, 2011, Santa Fe. XI
Congresso Iberoamericano de Extension Universitaria, 2011.

20.SILVA, D. B. S. ; Seno, L. O. ; GRISOLIA, A. B. ; Vargas Junior, F. M. ;
OLIVEIRA, C. A. L. ; OLIVEIRA, D. P. ; MARTINS, C. F. ; PINTO, G. S. . Estrutura
genética dos ovinos naturalizados do Pantanal. In: 56 Congresso Brasileiro de Genética,
2010, Guaruja/SP. Anais do Congresso Brasileiro de Genética, 2010.

21.Seno, L. O. ; SILVA, D. B. S. ; GRISOLIA, A. B. ; Vargas Junior, F. M. ;
OLIVEIRA, C. A. L. ; OLIVEIRA, D. P. ; MARTINS, C. F. ; PINTO, G. S. .
Diversidade genética dos ovinos naturalizados do Pantanal. In: 56 Congresso Brasileiro
de Genética, 2010, Guaruja/SP. Anais do Congresso Brasileiro de Genética, 2010.

22.SILVA, D. B. S. ; Seno, L. O. ; Vargas Junior, F. M. ; OLIVEIRA, C. A. L. ;
OLIVEIRA, D. P. ; PINTO, G. S. . Caracterizacdo da Diversidade Genética da
Populagdo de Ovinos Naturalizados do Pantanal. In: VI SIMPOSIO DE CIENCIAS DA
UNESP DRACENA & VII ENCONTRO DE ZOOTECNIA, 2010, Dracena. Anais do
VI SIMPOSIO DE CIENCIAS DA UNESP DRACENA & VII ENCONTRO DE
ZOOTECNIA UNESP DRACENA, 2010.

Demais tipos de producéo técnica

1. SILVA, D. B. S. ; GRISOLIA, A. B. . Técnicas basicas de Biologia Molecular
aplicada a bioprospeccgéo de genes. 2014. (Curso de curta duragéo ministrado/Extensao).

2.SILVA, D. B. S. ; SANTOS, L. A. C. . Biotecnologia: Da Fermentacdo ao DNA
recombinante. 2010. (Curso de curta duragdo ministrado/Outra).

3.SILVA, D. B. S. . Ferramentas computacionais na genetica da conservagdo. 2010.
(Curso de curta duragdo ministrado/Outra).

4.SILVA, D. B. S. . Bioinformatica. 2010. (Curso de curta dura¢do ministrado/Outra).

74



