
 

 

 

 

MINISTÉRIO DA EDUCAÇÃO 

UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA GERAL 

/BIOPROSPECÇÃO 

 

 

DANIELLY BERALDO DOS SANTOS SILVA 

 

 

 

 

 

FILOGENIA E BIOPROSPECÇÃO DE MUTAÇÕES NO GENE 

ERG11 DE ISOLADOS CLÍNICOS DO GÊNERO Candida 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DOURADOS – MS 

2015 



 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS 

Faculdade de Ciências Biológicas e Ambientais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FILOGENIA E BIOPROSPECÇÃO DE MUTAÇÕES NO GENE 

ERG11 DE ISOLADOS CLÍNICOS DO GÊNERO Candida 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Curso de 

Mestrado do Programa de Pós-Graduação 

em Biologia Geral/Bioprospecção da 

Faculdade de Ciências Biológicas e 

Ambientais da Universidade Federal da 

Grande Dourados, por Danielly Beraldo dos 

Santos Silva, para obtenção do título de 

Mestra em Biologia Geral/Bioprospecção, 

sob orientação da Profª Drª Alexéia 

Barufatti Grisolia. 

 

 

 

 

 

 

DOURADOS - MS 

2015 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP). 

 

S586f  Silva, Danielly Beraldo dos Santos. 

    Filogenia e bioprospecção de mutações no gene ERG11 de 

isolados clínicos do gênero Candida. / Danielly Beraldo dos 

Santos. – Dourados, MS : UFGD, 2015. 

 77f.  

 

     Orientador: Profª. Drª. Alexéia Barufatti Grisolia. 

    Dissertação (Mestrado em Biologia Geral/Bioprospecção) – 

Universidade Federal da Grande Dourados. 

 

     1. Levedura. 2. Relação evolutiva. 3. Lanosterol 14α-

demetilase. 4. Voriconazol. I. Título. 

 

                                                                               CDD – 575.9 

 

Ficha catalográfica elaborada pela Biblioteca Central – UFGD. 

 

©Todos os direitos reservados. Permitido a publicação parcial desde que citada a fonte.  

 

 

 

 





 

 

 

"O Senhor não olha tanto a grandeza das nossas obras. Olha mais o amor 

com que são feitas” 

(Santa Teresa de Ávila) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho a toda 

minha família e amigos que 

lutam diariamente ao meu lado, 

com alegria e amor.  



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

À Deus, pelas graças concebidas, por todos os dias de alegria e paz, por iluminar meu 

caminho para que eu o trilhasse sem medo e cheio de esperanças. “Porque aos teus anjos 

ele mandou para que te guarde pelos teus caminhos” (Salmos 90, 11). 

  

 

À minha família (Avós, Tios, Tias, Primos e Agregados), que me entenderam, amaram 

e apoiaram durante minha formação. Em especial, à minha irmã Nadielly e aos meus 

pais (Edson e Iraci), por me ensinar a conduzir a vida com dignidade, sabedoria e 

humildade, por todo amor e carinho. “Percebe e entende que os melhores amigos são 

aqueles que estão em casa, esperando por ti. Acredita, nos momentos mais difíceis da 

vida, eles sempre estarão por perto, pois só sabem te amar” (Anjos de Resgate). 

 

 

A todos os amigos do Laboratório de Biotecnologia Aplicada à Produção Animal da 

FCA, especialmente ao André, Alexandre, Bruno, Jéssica, Joyce e a Jussara. Obrigada 

não só pelo auxílio nas pesquisas, como também pela amizade, pelos momentos de 

descontração,  compreensão e fidelidade. “A vida é curta, mas as emoções que podemos 

deixar duram uma eternidade” (Clarice Lispector). 

 

 

Às minhas queridas amigas Ana Rafaely, Lara, Patrícia e Valeska, em vocês sempre 

encontro o apoio para todas as ocasiões. Vocês acrescentam a felicidade em meus dias. 

Obrigada pela amizade, pela confiança e cumplicidade. “Por toda minha Vida”, “E se na 

distância tu te ausentas pelo poder que há na saudade voltarás” (Pe Fábio de Melo). 

 

 

A todos os amigos do grupo de Jovens Emaús, mesmo que indiretamente me ajudaram 

em todos esses anos, incentivando, apoiando, confiando e principalmente intercedendo 

junto a Deus pelos meus sonhos e pela minha vida. Muito obrigada por tornar os meus 

dias mais alegres, pela paciência, por estarem ao meu lado e por me acolherem como 

amiga. “Fica conosco, pois já é tarde e o dia declina” (Lucas 24,29).  



 

 

Agradeço a Drª Alexéia Barufatti Grisolia que desde a graduação tive o privilégio de tê-

la como minha professora e orientadora. Muito obrigada pelas oportunidades, amizade e 

também pela confiança. Obrigada pelos momentos de descontração, pelos risos, pelas 

discussões cientificas, pela sua paciência em me ajudar e ensinar, além dos conselhos 

profissionais e pessoais. “Era uma raposa igual a cem mil outras, mas fiz dela um 

amigo. Ela é agora única no mundo” (O pequeno príncipe). 

 

 

Agradeço imensamente a Dr.ª Kelly Mari Pires de Oliveira pela gentileza em colaborar 

do inicio ao final do projeto, além dos conselhos profissionais e pessoais. Também 

agradeço imensamente a Luana M. C. Rodrigues e a Adriana A. Almeida por toda ajuda 

desde a elaboração do projeto no quesito microbiologia, como também na execução do 

mesmo.  

 

 

Agradeço imensamente o Dr. Rodrigo Matheus Pereira pelas contribuições e 

apontamentos relacionados às análises de bioinformática que foram de fundamental 

importância para a obtenção dos resultados e desenvolvimento do artigo a ser 

apresentados na minha dissertação.  Agradeço também a Professora Dr.ª Marilene 

Rodrigues Chang pelas contribuições relacionadas à biologia molecular de 

microrganismos. 

 

 

A todos os professores do Programa de Pós Graduação em Biologia 

Geral/Bioprospecção da UFGD. Também aos técnicos administrativos da 

FCBA/UFGD, especialmente ao Paulo Henrique por toda ajuda nas questões 

administrativas relacionadas ao Programa de Pós-Graduação. 

 

 

À Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) pelo apoio logístico, à Fundação 

de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciência e Tecnologia de Mato Grosso do Sul 

(FUNDECT) pelo apoio financeiro ao projeto de pesquisa, e à Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) pela bolsa concedida.  

http://www.capes.gov.br/
http://www.capes.gov.br/


 

SUMÁRIO 

RESUMO GERAL............................................................................................................9 

ABSTRACT....................................................................................................................10 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA-Fatores genéticos da resistência em espécies de 

Candida............................................................................................................................12 

Resumo................................................................................................................12 

Introdução............................................................................................................13 

Características Gerais..........................................................................................13 

Identificação e caracterização molecular ............................................................15 

Antifúngicos e mecanismos de resistência..........................................................21 

Polienos................................................................................................................23 

Análogos de Pirimidina.......................................................................................23 

Azóis....................................................................................................................24 

Equinocandinas....................................................................................................26 

Referências...........................................................................................................28 

HIPÓTESE......................................................................................................................38 

OBJETIVOS  

Gerais...................................................................................................................38 

Específicos...........................................................................................................38 

CAPITULO I- Novas mutações de ponto no gene ERG11 em isolados clínicos do 

gênero Candida com perfil de resistência aos azóis........................................................40 

Resumo................................................................................................................40 

Introdução............................................................................................................41 

Material e Métodos..............................................................................................42 

Resultados............................................................................................................47 

Discussão.............................................................................................................52 

Conclusão.............................................................................................................56 

Agradecimentos...................................................................................................56 

Referências...........................................................................................................56 

Arquivo Suplementar...........................................................................................60 

CONSIDERAÇÕES FINAIS..........................................................................................61 

ANEXO I: Submissão dos artigos e normas da revista...................................................62 

ANEXO II: Currículo Lattes...........................................................................................65 



9 

 

RESUMO GERAL 

 

As espécies de Candida apresentam grande relevância clínica devido à incidência de 

colonização e infecção no organismo humano. Em alguns casos essas tem apresentado 

resistência aos antifúngicos, principalmente, aos azóis. O principal alvo dos azóis é a 

enzima-chave (lanosterol 14α-demetilase ou Erg11p) na via de biossíntese do 

ergosterol, codificada pelo gene ERG11. Dessa forma alterações neste gene podem 

conduzir a diminuição da afinidade dos azóis para o seu alvo e, por conseguinte, 

provocar a resistência ao medicamento. O objetivo do trabalho foi identificar mutações 

na região codificadora do gene ERG11 em isolados clínicos do gênero Candida, com 

perfil de resistência aos azóis. Para tanto foram amplificadas as regiões codificadoras do 

gene ERG11 provenientes de isolados clínicos do gênero Candida com perfil de 

resistência estabelecido para o fluconazol, itraconazol e voriconazol. Além da 

identificação das mutações também foi estabelecido a relação filogenética e construída 

rede haplotípica entre as espécies de Candida, com isso foi possível verificar 

divergências entre as sequencias, contribuindo para a compreensão da história evolutiva. 

Este estudo promoveu a identificação de novas mutações na região codificadora do gene 

ERG11 em isolados clínicos do gênero Candida, com destaque para a mutação de não 

sinônima, A497C (Y166S), a qual pode ter associação com a resistência ao voriconazol 

em C. krusei. Essa alteração genética, se comprovada sua associação, pode gerar 

informações para a prospecção de novos alvos terapêuticos, e desenvolvimento de 

novos fármacos para espécies de Candida resistentes aos azóis. 

 

Palavras-chave: levedura, relação evolutiva, lanosterol 14α-demetilase, voriconazol, 

Y166S 
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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 14α-

demethylase or Erg11p) 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 14α-demethylase, voriconazole, 

Y166S
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Resumo 

O sequenciamento dos genomas de algumas espécies de Candida possibilitou elucidar 

alguns dos mecanismos referentes à resistência intrínseca ou adquirida por essas 

leveduras, entretanto não havia relatos anteriores que de forma detalhada pudesse reunir 

pesquisas de diversos anos e de diferentes países as quais utilizaram as mais recentes 

técnicas de biologia molecular, tanto para identificação e caracterização molecular, 

como também os fatores e mecanismos moleculares envolvidas na resistência aos 

antifúngicos de espécies de Candida. Nesse sentido essa abordagem pode auxiliar na 

investigação epidemiológica e também na prospecção de novos alvos moleculares para 

as moléculas bioativas com atividade antifúngica, em especial, para espécies de 

Candida resistentes. Considerando a abrangência multidisciplinar do assunto, esta 

revisão teve como objetivo abordar os fatores e mecanismos moleculares, envolvidos 

tanto na identificação como também na elucidação das causas da resistência de Candida 

spp aos antifúngicos. 

Palavras-Chave: Antifúngicos, Candidiase, Caracterização Molecular, Mutações, 

Suprexpressão 
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1. Introdução 

Leveduras do gênero Candida podem causar diversos tipos de infecções com 

amplo espectro de apresentações clínicas, desde formas cutâneo-mucosas benignas até 

invasivas, que comprometem diversos órgãos humanos (YANG, 2003). A profilaxia ou 

o tratamento prolongado com antifúngicos tem aumentado a incidência de isolados 

clínicos de Candida spp. resistentes a esses fármacos (SANGLARD et al., 2003). Nesse 

sentido, a identificação e caracterização desses isolados em nível molecular são 

importantes para o entendimento da propagação das espécies de Candida e dos 

mecanismos de resistência aos antifúngicos (BAIXENCH et al., 2007). 

A resistência de Candida spp. aos antifúngicos pode ser atribuída a mutações e 

aumento da expressão de genes, ou outras alterações do alvo da droga (BARKER & 

ROGERS, 2006). Estudos mostraram que mutações ou superexpressão em alguns genes 

que estão envolvidos na biossíntese de ergosterol, como ERG11, ERG6, ERG3 e ERG2, 

têm sido associados a diminuição da suscetibilidade aos azóis 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, os genes associados à resistência aos antifúngicos é de extrema importância, 

principalmente nas espécies de Candida, pelo aumento de infecções graves e também 

por, em alguns casos, apresentar resistência cruzada aos medicamentos (ZIMBECK et 

al., 2010; CARVALHO et al., 2013). 

Nesse sentido, a identificação molecular das espécies e detecção das alterações 

ocorridas nas sequências dos genes associados à resistência, podem ser úteis na 

investigação epidemiológica e também na prospecção de novos alvos moleculares para 

as moléculas bioativas com atividade antifúngica, em especial, para espécies de 

Candida resistentes. Considerando a abrangência multidisciplinar do assunto, esta 

revisão teve como objetivo abordar os fatores e mecanismos moleculares, envolvidos 

tanto na identificação como também na elucidação das causas da resistência de Candida 

spp aos antifúngicos. 

 

2. Características Gerais 

Candida spp. são classificadas taxonomicamente no reino Fungi, filo 

Ascomycota, classe Saccharomycetes, família Saccharomycetaceae e gênero Candida. 

Essas leveduras são microrganismos unicelulares, pleomórficos de forma ovóide ou 

http://naturdata.com/taxa/Fungi/Ascomycota/Saccharomycetes
http://naturdata.com/taxa/Fungi/Ascomycota/Saccharomycetes/Saccharomycetales/Saccharomycetaceae
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esférica, ciclo sexual incompleto. Candida spp habitam comensalmente o organismo do 

homem, podendo ser encontradas no trato respiratório, gastrointestinal, mucosa vaginal, 

cavidade oral e pele de indivíduos saudáveis (BARBEDO & SGARBI, 2010), também 

podem ser isolada em vegetais, água, solo, entre outros. Além disso, são capazes de 

degradar proteínas e carboidratos como fonte de carbono e nitrogênio, elementos 

essenciais para seu desenvolvimento (GIOLO & SVIDZINSKI, 2010). 

A relação entre a microbiota autóctone de Candida spp. e o hospedeiro homem 

pode ser alterada devido a fatores patológicos, fisiológicos, mecânicos e iatrogênicos. 

Nesse sentido, espécies do gênero Candida  podem causar diversos tipos de infecções 

com amplo espectro de apresentações clínicas, desde formas superficiais benignas até 

invasivas, que comprometem diversos órgãos 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) estão envolvidas 

em mais de 90% dos casos de infecções invasivas (COLOMBO & GUIMARÃES, 

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. inconspícua, também têm alta relevância clínica, as 

quais têm sido identificadas como agentes causadores de micoses superficiais e 

sistêmicas (PFALLER et al., 1995; COLOMBO & GUIMARÃES, 2003; GÓMEZ et 

al., 2010).  

Dentre as espécies de Candida, C. albicans é considerada a espécie mais 

frequentemente isolada de pacientes com infecções superficiais e invasivas, em 

diferentes sítios anatômicos e em casuísticas de todo o mundo (ZICKER et al., 2011; 

NGUYEN et al., 2012). Apresenta como principais mecanismos de patogenicidade e 

fatores de virulência, a capacidade de aderência a diferentes mucosas e epitélios, o 

dimorfismo com produção de estruturas filamentosas que auxiliam a invasão tissular, e 

a produção de enzimas como proteinases e fosfolipases. Esta espécie é naturalmente 

sensível aos antifúngicos de uso sistêmico, mas casos de resistência adquirida aos 

azólicos, particularmente ao fluconazol, têm sido descritos em pacientes que recebem 

terapia prolongada (PFALLER & DIEKEMA, 2007). 
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Em países de América Latina, particularmente o Brasil, C. tropicalis é 

encontrada com frequência de 20 a 24% das infecções hematogenicas (NUCCI & 

COLOMBO, 2007; PFALLER & DIEKEMA, 2007), principalmente em pacientes 

neutropênciso e em outras condições como diabetes mellitus e em pacientes idosos 

(SIPSAS et al., 2009). Os isolados clínicos desta espécie são sensíveis a anfotericina B e 

aos triazólicos (GODOY et al., 2003), no entanto, casos de resistência 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 são espécies com potencial patogênico (NUCCI 

& COLOMBO, 2007; PFALLER & DIEKEMA, 2007). A C. glabrata ocupa o segundo 

lugar entre as espécies isoladas de infecções hematogênicas nos EUA (PFALLER & 

DIEKEMA, 2007). Também tem-se observado aumento da porcentagem de isolados 

resistentes ao fluconazol e com resistência cruzada a outros medicamentos da classe dos 

azóis, além de menor sensibilidade à anfotericina B (PFALLER & DIEKEMA, 2007).  

C. krusei é intrinsecamente resistente ao fluconazol (GOLDMAN et al., 1993) e 

tem-se mostrado como um patógeno hospitalar ocasional, particularmente, em pacientes 

portadores de doenças hematológicas malignas e ou submetidos a transplante de medula 

óssea (GOLDMAN et al., 1993; PFALLER et al., 2007). 

C. parapsilosis tem sido isolada das mãos de profissionais de saúde e soluções 

de nutrição parenteral (TROFA et al., 2008). Essa levedura tem sido reconhecida como 

uma das principais causas de candidemia relacionado às infecções com foco originado 

na pele (BRITO et al., 2006). Em geral, isolados clínicos desta espécie são sensíveis à 

maioria dos antifúngicos, principalmente anfotericina B e azóis. No entanto, foram 

relatados em isolados clínicos casos de sensibilidade reduzida ao fluconazol (ASBECK 

et al., 2007, SARVIKIVI et al., 2005). 

As espécies de Candida apresentam grande relevância clínica devido à 

incidência de colonização e infecção no organismo humano. Assim sendo, faz-se 

necessário identificar e diagnosticar corretamente a espécie de levedura responsável 

pelas infecções e também prescrever um antifúngico para o tratamento correto.  

  

3. Identificação e caracterização molecular  

Nas últimas décadas, técnicas de biologia molecular têm sido aplicadas para 

compreender a patogenicidade das espécies de Candida, bem como a busca de novos 

http://jcm.asm.org/search?author1=Emmi+Sarvikivi&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=Emmi+Sarvikivi&sortspec=date&submit=Submit
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alvos moleculares para as drogas. As espécies de Candida são diplóides, heterozigóticas 

e apresentam genoma plasticial, e a abordagem genômica permitiu que essas 

propriedades fossem caracterizadas de maneira mais eficaz. Em 1996, iniciou o 

Candida Genome Sequencing Project cujo principal objetivo era sequenciar o genoma 

de C. albicans SC5314 (JONES et al., 2004; BRAUN et al., 2005), para tanto foi 

necessário o uso de ferramentas de bioinformática (software específicos) que 

possibilitam a predição e anotação dos genes encontrados. Nesse projeto foram descritos 

6.354 genes, entretanto algumas sequencias de DNA, de cromossomos específicos não 

foram determinados. 

A comparação do genoma da C. albicans com outros genomas de diferentes 

espécies de fungos permitiu a identificação de vários genes específicos, que 

eventualmente poderiam ser alvo para terapia com antifúngicos. Observaram que, em 

comparação com outros fungos, as sequências codificadoras do genoma de C. albicans 

eram ricas em repetições de sequências curtas (STR, Short Tandem Repeats). Também 

foi possível a identificação e análise detalhada das várias famílias multigênicas 

encontradas nesta espécie, muitas delas relacionadas com a patogenicidade (BRAUN et 

al., 2005). 

Em 2007, Van Het Hoog et al. (2007) forneceram a sequência completa do 

genoma de C. albicans SC5314 (15,845 Mb, organizado em 8 cromossomos. Além de 

sua utilidade para o mapeamento genético, revelou algumas características biológicas, 

incluindo: 1) mais uma família de genes que codifica fator de transcrição; 2) 

informações sobre as relações de localização cromossômica para famílias de genes 

semelhantes; 3) uma revisão da lista de open reading frame (ORF) realizada 

anteriormente por Braun et al. (2005). 

Com o objetivo de determinar as características genéticas subjacentes à 

diversidade biológica e patogênica das diferentes espécies de Candida, Butler et al. 

(2009) propuseram o sequenciamento de C. albicans (WO-1), C. tropicalis, 

C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. lusitaniae  e Lodderomyces elongisporus (parente 

próximo da C. parapsilosis), e posterior comparação com o isolado já sequenciado de 

C. albicans SC5314 e Debaryomyces hansenii, levedura marinha raramente associada 

com doença, (DUJON et al., 2004, JONES et al., 2004, BRAUN et al., 2005; VAN HET 

HOOG et al., 2007). 

http://www.pnas.org/search?author1=Ted+Jones&sortspec=date&submit=Submit
http://www.pnas.org/search?author1=Ted+Jones&sortspec=date&submit=Submit
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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 composição de genes codificadores de proteínas 

(entre 5.733 a 6.318 genes) de acordo com as espécies. Também identificaram 64 

famílias gênicas que mostraram ter alguma relação com a patogenicidade das espécies 

de Candida. Seis dessas famílias já tinham sido anteriormente associadas com a 

patogenicidade, incluindo o gene ERG3, envolvido na via de biossíntese de ergosterol 

(BUTLER et al., 2009). A divulgação dos genomas de C. albicans e Candida não-

Candida albicans (CNCA) para o domínio público acelerou a pesquisa na elucidação 

dos mecanismos biológicos e principalmente mecanismos moleculares associados com a 

patogenicidade dessas espécies. 

Devido algumas das espécies de leveduras do gênero Candida apresentar poucas 

variações morfológicas e bioquímicas, técnicas de biologia molecular tem sido utilizada 

para superar as limitações dos métodos de identificação fenotípicos. A sistemática 

molecular de fungos se baseia principalmente na análise dos genes do DNA 

mitocondrial (mDNA) e DNA ribossomal (rDNA) (BRIDGE et al., 2005). 

O gene mitocondrial citocromo oxidase I (COI) foi proposto para identificação 

molecular em nível de espécie (HEBERT et al., 2003) e é o marcador padrão 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 

código de barras em alguns gêneros de fungos, como o Penicillium (SEIFERT et al., 

2007), no entanto os resultados em alguns outros grupos examinados 

experimentalmente são inconsistentes, delimitando a utilização do mesmo 

(DENTINGER et al., 2011). 

Os genes ribossomais são conservados entre todos os grupos de organismos 

conhecidos. Como consequência, esse gene permite a reconstrução da filogenia conjunta 

de procariotos e eucariotos. Além disso, a taxa de substituição de nucleotídeos no 18S 

rDNA é baixa (SIMON et al., 1993). Por outro lado, essas características impedem 

muitas vezes a discriminação de espécies próximas. Assim, espécies que apresentam 

diferenças ao nível dos genes ribossomais provavelmente já divergiram há pelo menos 

alguns milhões de anos. 

Para discriminação de espécies próximas de fungos filamentosos e leveduras, as 

regiões ITS 1 e 2 (Internal transcribed spacer), localizadas entre os genes 18S, 5.8S e 

28S do rDNA e a região D1/D2 localizada na subunidade maior do rDNA, têm 

https://www.google.com.br/search?es_sm=93&q=patogenicidade&spell=1&sa=X&ei=KbusU5SuC8GKyAS2kIKAAw&ved=0CBsQvwUoAA
https://www.google.com.br/search?es_sm=93&q=patogenicidade&spell=1&sa=X&ei=KbusU5SuC8GKyAS2kIKAAw&ved=0CBsQvwUoAA
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demonstrado eficiência na utilização da identificação em nível de espécie (Figura 1). 

Nas regiões ITS 1 e 2 ocorrem repetições em tandem de 100-200 cópias, as quais 

contêm domínios altamente conservados e domínios variáveis, respectivamente 

(ENACHE- SOARE et al., 2009; SHOKOHI et al., 2010). Essas regiões têm sido 

adotadas como código de barras para a maioria dos gêneros de fungos, sendo 

considerado marcador padrão pelo Consortium for the Barcode of Life  (SCHOCH et 

al., 2012). 

 

 

 

Figura 1. Estrutura do rDNA de fungos. NTS: Non-transcribed spacer, ETS: External 

transcribed spacer, ITS: Internal transcribed spacer, D1/D2 Region: Região D1/D2, genes 18S, 

5.8S e 28S do DNA ribossomal.  

 

Kurztzman et al. (2007) descreveram a existência de divergências extensas na 

região D1/D2 que permitiu a diferenciação de Ascomicetos. Desde então, essas regiões 

em conjunto com as regiões ITS tem sido amplamente utilizada para a identificação e 

estabelecimento das relações 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 

identificação de grupos taxonômicos superiores, incluindo o reino Fungi (BRIDGE et 

al., 2005). 

A história evolutiva contada pela análise filogenética é normalmente ilustrada 

como ramificações, diagramas em formato de árvore que representa a estimativas das 

relações herdadas entre moléculas (“árvores genéticas”), organismos ou ambos 

(BRINKMAN & LEIPE, 2001). Existem três classes principais 

de métodos filogenéticos: baseados em distâncias, baseados em caracteres, e baseado na 

inferência bayesiana. Nos modelos que utilizam distâncias para a reconstrução 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schoch%20CL%5Bauth%5D
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filogenética, duas etapas são necessárias: cálculo da distância e a construção da 

topologia. 

Para o cálculo da distância são utilizadas matrizes calculadas a partir de 

comparações par a par das sequencias alinhadas, tendo como base um modelo de 

substituição, isto é, um modelo de evolução das sequencias (Russo et al., 2012). Dentre 

os mais utilizados para análise filogenética em espécies de Candida estão: Distância P, 

Juckes-Cantor, Kimura 2-Parâmetros, Tajima e Nei, Tamura 3-Parâmetros, Tamura e 

Nei, Gama-Poisson, e Distância 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, são diretamente inspirados nos métodos 

da cladística (Máxima parcimônia e Máxima Verossimilhança) (Pereira et al., 2012), e 

os modelos baseado na inferência bayesiana, os parâmetros são considerados variáveis 

aleatórias nas quais a incerteza sobre valores é medida pela distribuição da 

probabilidade posterior (Huelsenbeck & Ronquist, 2005). 

Para caracterização molecular de Candida spp. são 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 distâncias genéticas e 

inferir a relação filogenética das espécies podendo ser facilmente avaliada em termos de 

modelos de probabilidade, as técnicas mais indicadas são as baseadas no 

sequenciamento de genes, em que pode-se avaliar topologias construídas a partir de 

nucleotídeos ou de aminoácidos no caso de se utilizar genes codificadores. 

O Multilocus Sequence Typing (MLST), método baseado em sequenciamento, 

foi inicialmente desenvolvido para a identificação de clones e tipagem bactérias 

patogênicas (MAIDEN et al., 1998). O método analisa polimorfismos de nucleotídeos 

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 caracterização molecular com alto poder 

discriminatório 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 início 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 análises (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 útil para a 

diferenciação epidemiológica de isolados clínicos de C. albicans (BOUGNOUX et al., 

2002; TAVANTI et al., 2003).  

Dodgson et al. (2003) desenvolveram MLST para C. glabrata por meio da 

amplificação e sequenciamento de fragmentos de regiões de codificação de 6 genes 

(FKS , LEU2 , NMT1 , TRP1 , UGP1 e URA3 ), o método diferenciou 30 DSTs 

(Diploid Sequence Type). Ainda não foram encontrados estudos que correlacionem 

DSTs em C. glabrata com a resistência aos antifúngicos. Uma análise por MLST de 

230 isolados de C. glabrata de cinco populações que diferiam tanto geograficamente 

quanto temporalmente confirmou que a partir dos seis loci, foi possível obter a 

diversidade genotípica e diferenciação 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 polimórficos de seis genes 

(MDR1, ICL1, SAPT2, SAPT4, XYR1 e ZWF1a) com poder discriminatório acima de 

99%. O método diferenciou 87 tipos de sequencias diplóides 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 análise haplótipica revelou diversos 

eventos de recombinação, descreveram alguns eventos de diferenças causadas por 

completa de heterosigose. 

Ao realizar um estudo de caracterização molecular com 61 isolados de C. 

tropicalis, Magri et al. (2013) encontraram apenas 3 isolados resistentes ao fluconazol, 

não sendo possível as análises de correlação de DSTs com a resistência. Esses mesmos 

autores, relataram que o MLST é 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 são necessárias para investigar a diversidade genética, filogenética e 

epidemiologia de Candida spp.  

 

4. Antifúngicos e mecanismos de resistência 

As classes de medicamentos mais comumente utilizadas para combater as 

infecções causadas por Candida spp. são os polienos (anfotericina B e nistadina), 

análogos de pirimidina (flucitosina), os azóis (fluconazol, Itraconazol, e voriconazol) e 

as equinocandinas (caspofungina, anidufungina e micafungina). As resistências aos 

agentes antifúngicos podem ser intrínsecas ao organismo, ou serem resultantes da 

utilização extensiva do medicamento em profilaxia ou tratamento das infecções fungicas 

(DA MATTA et al., 2007).  

Tipicamente, a resistência pode ser atribuída a mutações e aumento da expressão 

de genes ou famílias multigenicas que codificam proteínas do tipo ABC (ATP-binding 

cassette), enzimas responsáveis pela biossíntese 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 resistência antifúngica em espécies clinicamente relevantes de 

Candida  

Classes das 

moléculas 
Genes 

Localização 

dos Genes 
Alteração Espécies 

Classes de 

antifúngicos  
Referência 

Proteínas 

transportadoras do 

tipo ABC 

CDR1 Chr 3 Superexpressão C. albicans Azóis 
Holmes 

et al., 2006 

CDR2 Chr 3 Superexpressão C. albicans Azóis Sanglard et al., 1997 

Complexo 

enzimático da 

Biossíntese do 

Ergosterol 

ERG2 
 

Chr 1 

Mutação 

Pontual 
C. glabrata Polienos Hull et al., 2012 

ERG3 Chr 1 
Mutação 

Pontual 
C. albicans Azóis Sanglard et al.,  2003 

ERG6 Chr 3 
Mutação 

Pontual 
C. glabrata Polienos Vandeputte et al., 2008 

ERG11 Chr 5 

Superexpressão 

Mutação 

Pontual 

C. albicans 

C. dubliniensis 

C. glabrata 

C. krusei 

C. tropicalis 

Azóis 

Carvalho et al., 2013 

Eddouzi et al., 2013 

Geber et al., 1995 

Jiang et al., 2012 

Lamping et al. 2009 

Perea et al., 2002 

Complexo 

enzimático da 

Biossíntese da 

glucana 

FKS1 Chr 1 
Mutação 

Pontual 

C. glabrata 

C. krusei 
Equin 

Zimbeck et al., 2010 

Kahn et al., 2007 

FKS2 Chr R 
Mutação 

Pontual 
C. glabrata Equin Zimbeck et al., 2010 

Fatores 

transcriptacionais 

UPC2 
 

Chr 1 
 Desconhecido C. albicans Azóis Heilmann et al.,  2010 

TAC1 Chr 5 
Mutação 

Pontual 
C. albicans Azóis Coste et al., 2004 

PDR1 Chr A 
Mutação 

Pontual 
C. glabrata Azóis Tsai et al., 2010 

MRR1 Chr 3 
Mutação 

Pontual 
C albicans Azóis Dunkel et al., 2008 

Proteína 

transportadora de 

membrana MFS  

MDR1 
 

Chr 6 
Superexpressão 

C. albicans, 

C. dubliniensis 
Azóis 

Chau et al 2004 

Akins., 2005 

Outros 

PDH1 Chr F Superexpressão C. glabrata Azóis Izumikawa et al., 2003 

PDR16 Chr 1 Superexpressão C. albicans Azóis Saidane et al., 2006 

FCY1 Chr 6 
Mutação 

Pontual 
C. lusitaniae 

Análogos de 

Pirimidina e 

Azóis 

Florent et al., 2009 

FCY2 Chr 3 
Mutação 

Pontual 
C. lusitaniae 

Análogos de 

Pirimidina e 

Azóis 

Florent et al., 2009 

FCY22 Chr 2 
Mutação 

Pontual 
C. albicans 

Análogos de 

Pirimidina 

Chapeland-Leclerc et 

al., 2005 

FCA1 Chr 6 
Mutação 

Pontual 
C. albicans 

Análogos de 

Pirimidina 
Hope et al. 2004 

FUR1 Chr 5 
Mutação 

Pontual 
C. albicans 

Análogos de 

Pirimidina 
Hope et al. 2004 

ABC: ATP-binding cassette; MFS: Major Facilitator Superfamily; Chr R, 1, 2, 3. 5 e 6: Localização do Cromossomo 

baseado no genoma completo de C. albicans SC5314; Chr A e F: Localização do Cromossomo baseado no genoma 

completo de C. glabrata CBS138; Equin: Equinocandinas; C. : Candida. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sanglard%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9043118
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chapeland-Leclerc%20F%5Bauth%5D
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4.1. Polienos 

A anfotericina B é um dos antifúngicos mais antigos da classe dos polienos e é 

considerada a droga de referência para o tratamento da maioria das infecções fúngicas 

sistêmicas. A anfotericina B atua ligando-se aos esteróis da membrana celular, 

resultando em um extravasamento dos constituintes celulares e morte celular (Figura 2). 

Seu espectro de ação inclui todas as espécies de Candida, algumas espécies de 

Aspergillus, Blastomyces dermatitidis, entre outros fungos. Essa droga não é absorvida 

pelo trato gastrintestinal e deve ser administrada por via intravenosa com supervisão 

hospitalar (BATISTA et al., 1999). 

Os mecanismos de resistência desta classe ainda não foram elucidados, no 

entanto admite-se que alterações dos esteróides da membrana celular e do perfil 

fosfolípidico dos esteróis, defesa contra os danos oxidativos e mutações nos genes 

envolvidos na biossíntese do ergosterol, principalmente no gene ERG6, possam estar 

relacionadas a resistência em espécies de Candida (PEREA & PATTERSON 2002). 

Vandeputte et al. (2008) identificaram uma mutação pontual sem 

sentido ou nonsense (que codificam um códon de parada) no gene ERG6 (Ergosterol 

Biosynthesis)  que levou a diminuição do teor ergosterol em um isolado clínico de C. 

glabrata resistente a anfotericina B (Tabela 1). Hull et al. (2012) identificaram duas 

mutações (T121V e T121I) no gene ERG2 (Ergosterol Biosynthesis) em dois isodados 

de C. glabrata com sensibilidade reduzida a anfotericina B. Essa substituição de 

treonina na posição 121 por valina ou isoleucina comprometeu a função do gene ERG2, 

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

 

4.2. Análogos de Pirimidina 

A flucitosina, 5-fluorcitosina ou 5-FC, é uma pirimidina que transforma-se, 

dentro da célula fúngica, em 5-fluoruracil e depois em 5-fluordesoxiuridina. Esse último 

comporta-se como um antimetabólito que interfere na biossíntese normal dos ácidos 

nucléicos e nucleotídeos vitais para o crescimento do fungo (Figura 2), são indicados 

para o tratamento de infecções causadas principalmente por Cryptococcus neoformans, 

Candida spp., Torulopsis spp. e Aspergillus (VERMES et al., 2000). 

Mutações que causam a quebra ou diminuição no importe do fármaco ou na sua 

conversão intracelular são frequentemente responsáveis pela resistência aos análogos da 

pirimidina. O mecanismo de resistência mais frequente são mutações no gene FUR1 (5-
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Fluorouridine Resistant), que codifica para a enzima responsável pela conversão 

intracelular da 5-FU (5-fluorouracil) em metabolitos capazes de integrar o metabolismo 

da citosina. A mutação pontual que resultou na troca de arginina por cisteína na posição 

101 no gene FUR-1 foi associada por Hope et al. (2004) com a resistência a 5-FC em C. 

albicans (Tabela 1). 

Outra mutação frequentemente associada apenas à resistência da 5-FC é uma 

mutação no gene FCY1 (Fluorocytosine Resistance 1) , que codifica para a citosina 

desaminase, responsável pela conversão 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 mutação T26C a qual 

resultou na alteração aminoacídica M19T, no gene FCY1 associada a resistência de C. 

lusitane a 5-FC. 

 

4.3. Azóis 

Os azóis tem amplo espectro de ação, por isso, constituem a classe de 

medicamento mais utilizada no tratamento de doenças causadas por fungos, 

especialmente por Candida spp. O ergosterol é um componente essencial para manter a 

integridade e função da membrana plasmática dos fungos e é alvo para muitos 

antifúngicos, incluindo os azóis. Esta via biossintética converte ácido acético em 

ergosterol utilizando diversas enzimas, similar o que ocorre na biossíntese de colesterol 

em mamíferos. 

O fluconazol, voriconazol, itraconazol e posaconasol atuam na via biossintética 

do ergosterol da membrana fúngica, por meio da inibição da enzima 14α-demetilase 

(Erg11p ou 14DM), sendo citocromo P450 dependente. Dessa forma, a conversão de 

lanosterol em ergosterol é impedida, aumentando a permeabilidade e progressiva 

instabilidade da célula fúngica (VANDEPUTTE et al., 2005; BARKER & ROGERS, 

2006) (Figura 2). 

 Diversos estudos têm sido realizados para elucidação dos mecanismos 

moleculares responsáveis pelo desenvolvimento de resistência aos azóis em isolados 

clínicos das espécies de Candida. Um dos mecanismos apontados envolve as bombas de 

efluxo, as quais exportam o antifúngico do meio intracelular para o meio extracelular, 

reduzindo assim a sua concentração 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 fúngicas de maneira dependente 

de energia, e que o maior efluxo do antifúngico é causado pela superexpressão de genes 

que codificam proteínas transportadoras de membrana (SANGLARD et al., 1997; 

MORSCHHAUSER, 2002; HOLMES et al., 2006). 

Duas famílias de transportadores de membranas de efluxo podem ser 

distinguidas em leveduras de acordo com a fonte de energia utilizada para a extrusão de 

substratos (MARIE & WHITE, 2009). Os genes CDR1 e CDR2 (Candida Drug 

Resistance) codificam proteínas transportadoras do tipo ABC (ATP-binding cassette) 

que atuam como bombas de efluxo transmembranares e utilizam a hidrólise de ATP 

para encaminhar os substratos através da membrana. A expressão dos genes CDR1 e 

CDR2 é regulada pelo fator de transcrição Tac1 (Transcriptional Activator of CDR 

genes). A hiperativação do fator de transcrição Tac1 é conferida por mutações gain-of-

function que consequentemente promovem a suprexpressão dos genes CDR1 e CDR2 

(COSTE et al., 2004).  

Além dos genes CDR1 e CDR2, o gene MDR1 (Multi Drug Resistance 1)  

codifica a proteína do tipo MFS (Major Facilitator Superfamily), pertencente à 

superfamília das permeases, que atua como transportadora de membrana e utiliza 

gradiente eletroquímico de prótons para o transporte de substratos, estando diretamente 

envolvida na resistência ao fluconazol.  A expressão do gene MDR1 é regulada por pelo 

menos por três fatores de transcrição, entre eles, o mais descrito, o fator de transcrição 

MRR1 (Multidrug Resistance Regulator 1). A hiperativação do fator MRR1 é conferida 

por mutações gain-of-function em C. albicans e C. dubliniensis (Tabela 1) conferindo a 

superexpressão do gene MDR1 (SCHUBERT et al., 2008). 

Alterações na biossíntese do ergosterol é outro mecanismo de resistência. Este 

mecanismo passa pela inativação da enzima esterol Δ5,6-desaturase (codificada pelo 

gene ERG3) que atua na etapa anterior à lanosterol 14α-demetilase na via da biossíntese 

do ergosterol, convertendo 14α-metilfecoesterol em 14α-metil-3,6-diol. Como o esterol 

14α-metilfecoesterol é capaz de suportar o crescimento da célula fúngica e 14α-metil-

3,6-diol é tóxico para a célula, a inativação do esterol Δ5,6-desaturase promove a 

resistência aos azóis (CHAU et al., 2005). Desse modo, alterações nessa etapa 

enzimática, apresentam vantagem seletiva quando submetidas à ação dos azóis (AKINS, 

2005). 
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As mutações no gene ERG11 em Candida spp. (localizado no cromossomo 5, 

com variação 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 estão envolvidas com 

mecanismos de resistência. Essas mutações conferem resistência aos azóis pela 

diminuição da afinidade de ligação do fármaco determinando o aparecimento de 

leveduras com fenótipo resistente aos azólicos (BARKER & ROGERS, 2006). Diversos 

estudos compararam a sequencia do gene ERG11 de isolados de diferentes espécies de 

Candida sensíveis e resistentes aos azóis, 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 mutação de não sinônima (Y132F) que havia sido relatada 

anteriormente em C. albicans por Chau et al., 2004 conferindo resistência a esse 

fármaco. Carvalho et al. (2013) ao investigar mutações no gene ERG11 em isolados 

clínicos de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis previamente avaliados por testes de 

susceptibilidade ao fluconazol, identificaram 14 diferentes mutações missense, cinco 

das quais não tinham sido descritas anteriormente, sendo que uma nova mutação L321F 

foi identificada em um isolado de C. albicans resistente ao fluconazol. 

O aumento da expressão do gene ERG11 também resulta na resistência aos 

antifúngicos, pois este implica na elevação da concentração da 14α-demetilase no 

ambiente intracelular, necessitando de maiores quantidades de antifúngico para inibir a 

atividade da enzima. Este mecanismo tem sido encontrado em vários isolados de C. 

albicans resistentes ao fluconazol (PEREA et al., 2002; GOLDMAN et al., 2004). A 

expressão do gene ERG11 é regulada pelo fator de transcrição Upc2. Em resposta aos 

agentes azólicos, foram identificadas mutações no gene UPC2 (UPtake Control), 

designadas de mutações gain-of-function, que são responsáveis pela sua hiperatividade. 

Esta hiperatividade conduz à ativação da expressão do gene ERG11. A sobre-expressão 

do ERG11 reduz significativamente o efeito do antifúngico nas células, diminuindo a 

sua sensibilidade (HEILMANN  et al., 2010).  

 

4.4. Equinocandinas 

A equinocandina é classe mais recente de agentes antifúngicos que foi 

introduzida na prática clínica para o tratamento de infecções causadas por espécies 

fungos, especialmente do gênero Candida  (CAPPELLETTY & EISELSTEIN-
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MCKITRICK, 2007). As três drogas antifúngicas: caspofungina, micafungina e 

anidulafungina, têm-se mostrado eficaz no tratamento de candidíase (PFALLER, 2004; 

DERESINSKI & STEVENS, 2003; CHANDRASEKAR & SOBEL, 2006). Essas 

drogas inibem a β-(1,3)-D-glucano sintetase, que é responsável pela síntese da parede 

celular de fungos e composta de um complexo de proteínas e policarboidratos. O 

bloqueio desta enzima provoca instabilidade osmótica comprometendo a integridade da 

membrana dos fungos levando-os à morte (MORRIS & VILLMANN, 2006). Esse 

mecanismo também está ilustrado na Figura 2. 

Embora a utilização das equinocandinas no tratamento seja recente, já foram 

descritas resistências a este fármaco. A diminuição da sensibilidade para as 

equinocandinas tem sido associada a mutações nas subunidades Fks1p e Fks2p do 

complexo β-1,3-glucano sintetase, o qual é necessário para a produção de β-1,3 glucano, 

componente essencial da parede celular das espécies de Candida (DESNOS-OLLIVIER 

et al., 2008 ). 

Especificamente, as mutações ocorrem em duas regiões, hot spot 1 e hot spot 2, 

de nove e oito aminoácidos respectivamente, que aparecem em ambos os genes. Estas 

mutações nos genes FKS1 e FKS2 (FK506 Sensitivity Protein 1) resultaram na 

incapacidade das equinocandinas inibir a produção de 1,3-β- glucana (PERLIN, 2007). 

Mutações no hot spot 1 dos genes FKS1 e FKS2 são as mais prevalentes em uma 

variedade de espécies de fungos resistentes a este fármaco. Zimbeck et al (2010) 

relataram mutações no hot-spot1 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 à resistência intrínseca ou adquirida por 

leveduras do gênero Candida. A comunidade científica vem desenvolvendo estratégicas 

para entender e solucionar o problema referente à resistência, e uma das alternativas é as 

prospecções novas de moléculas bioativas com atividade antifúngica baseadas na 

caracterização genética e molecular dos isolados, podendo oferecer além de viabilidade 

sócio-econômica, tecnológica e industrial, e tratamento apropriado baseado na melhor 

especificidade da atividade de novas moléculas, principalmente nos casos de 

emergência de isolados resistentes.  
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Figura 2. Mecanismo de ação e resistências aos antifúngicos em espécies de Candida. A) Biossíntese do 

ergosterol (azóis) e integridade da membrana plasmática (polienos), alterações dos esteroides da 

membrana celular e do perfil fosfolipídico dos esteróis, defesa contra os danos oxidativos e mutações nos 

genes (ERG11 que codifica a 14α-demetilase) envolvidos na biossíntese do ergosterol pode levar 

resistência. B) Biossíntese dos ácidos nucleicos e nucleotídeos (análogos de pirimidina), mutações (gene 

FCY2, FUR1 e FCA1 que codificam Fcy2p, Fur1p e Fca1p, respectivamente) que causa a quebra ou 

diminuição no importe do fármaco ou na sua conversão intracelular são frequentemente responsáveis pela 

resistência. C) Manutenção da parede celular (equinocandinas), a resistência está associada a mutações 

nas subunidades Fks1p e Fks2p do complexo β-1,3-glucano sintetase, o qual é necessário para a produção 

de 1,3-β-D glucana, componente essencial da parede celular das espécies de Candida. 

Fonte: Adaptado de BARKER & ROGERS, 2006. 
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HIPÓTESE 

 

As mutações em genes envolvidos nas vias de biossíntese do ergosterol, como no caso o 

gene ERG11, podem determinar o aparecimento de leveduras com fenótipo resistente 

aos azóis. 

 

 

OBJETIVOS 

Geral 

Identificar mutações na região codificadora do gene ERG11 em isolados clínicos 

Candida spp.  

 

Específicos 

1. Inferir a relação filogenética dos isolados clínicos de Candida tropicalis, 

Candida glabrata e Candida krusei com sensibilidade reduzida aos azóis, bem 

como construir redes haplotípicas mostrando a relação entre as espécies por 

meio do gene ERG11. 

 

2. Identificar mutações de ponto no gene ERG11 dos isolados clínicos de Candida 

tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei com perfil de resistência 

estabelecido para os azóis. 

 

 



 Artigo formatado de acordo com as normas da Revista Memórias do instituto Oswaldo Cruz (Anexo I). 
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RESUMO 

O objetivo do trabalho foi identificar mutações na região codificadora do gene ERG11 

em isolados clínicos do gênero Candida com perfil de resistência estabelecido para o 

fluconazol, itraconazol e voriconazol. Este estudo promoveu a identificação de três 

novas mutações sinônimas no gene ERG11 em isolados clínicos em Candida glabrata e 

duas novas mutações não sinônimas em Candida krusei, A497C (Y166S) e G1570A 

(G524R). Para prever a consequência funcional das mutações não sinônimas no gene, 

foram calculados os scores da conservação evolutiva. Os resultados mostraram que 

G524R não é suscetível em ter algum tipo de efeito na funcionalidade da 14α-

demetilase, ao contrário, a Y166S pode ter efeito indicando sua possivel relação com 

sensibilidade dose dependente ao voriconazol no isolado C. krusei (HU18). Essa 

alteração genética, se comprovada sua associação, pode contribuir na busca de novos 

alvos terapêuticos com atividade antifúngica em isolados de Candida resistentes.  

Palavras-Chave: leveduras, Candida krusei, voriconazol, 14α-demetilase, Y166S 
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INTRODUÇÃO 

Em países de América Latina, particularmente o Brasil, Candida tropicalis é 

responsável por 20 a 24% das infecções hematogênicas (Nucci & Colombo 2007; 

Pfaller & Diekema 2007), principalmente em pacientes neutropênicos e em outras 

condições, como diabetes mellitus e em pacientes idosos (Sipsas et al. 2009). 

Candida glabrata e Candida krusei, também são patógenos hospitalares 

ocasionais, particularmente, em pacientes portadores de doenças hematológicas 

malignas ou submetidos a transplante de medula óssea (Goldman et al. 1993, Nucci & 

Colombo 2007, Pfaller & Diekema 2007). 

Nas últimas décadas, têm surgido muitos casos de resistência aos antifúngicos 

utilizados na profilaxia e tratamento das infecções causadas por Candida spp. (Jiang et 

al. 2012, Almeida et al. 2013). Os mecanismos moleculares responsáveis pelo 

desenvolvimento da resistência em espécies de Candida (Barker & Rogers 2006, Berila 

et al. 2009, Ge et al. 2010, Carvalho et al. 2013) na principal classe de antifúngico 

utilizada, os azóis, pode ser atribuída a mutações e aumento da expressão de genes que 

codificam enzimas responsáveis pela biossíntese do ergosterol (Vandeputte et al. 2005, 

Barker & Rogers 2006). 

Os azóis atuam na via de biossíntese do ergosterol da membrana fúngica, por 

meio da inibição da enzima, sintetizada pelo gene ERG11, a 14α-demetilase (Erg11p ou 

14DM), sendo citocromo P450 dependente. Deste modo as mutações ou aumento da 

expressão no gene ERG11 podem conferir resistência aos azóis pela diminuição da 

afinidade de ligação do fármaco, determinando o aparecimento de leveduras com 

fenótipo resistente aos azóis (Barker & Rogers 2006). 

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

resistência aos azóis em espécies de Candida clinicamente relevantes, pode 
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proporcionar melhor compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na 

resistência aos antifúngicos e investigação epidemiológica, além servir como subsídio 

na prospecção de novas moléculas bioativas com atividade antifúngica, baseadas na 

caracterização genética e molecular de espécies de Candida resistentes. Portanto, o 

objetivo foi identificar mutações na região codificadora do gene ERG11 em isolados 

clínicos com perfil de resistência aos azóis. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Seleção e cultivo 

Os isolados clínicos de Candida glabrata, Candida krusei e Candida tropicalis 

utilizados neste estudo pertenciam a Micoteca do Laboratório de Microbiologia 

Aplicada da Universidade Federal da Grande Dourados (LMA/UFGD). A sensibilidade 

antifúngica foi determinada pelo método de microdiluição 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 antifúngicos 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 referências de C. glabrata ATCC 90030, C. krusei 

ATCC 6258 e C. tropicalis ATCC 750 (American Type Culture Collection – ATCC) 

foram utilizadas nas análises. 
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Tabela 1. Perfil de susceptibilidade dos isolados clínicos de espécies do gênero Candida 

Isolados Espécies Sitio de isolamento 
MIC (μg mL

-1
)* 

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: Concentração Inibitória Mínima; (S) Sensível; (SDD) Sensibilidade Dose Dependente; (R) Resistente; 

(-) Não 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 referências de C. glabrata ATCC 90030, C. krusei 

ATCC 6258 e C. tropicalis ATCC 750 (American Type Culture Collection – ATCC) 

foram utilizadas nas análises. 

 

Extração de DNA 

O DNA de todos os isolados e cepas de referência foi extraído a partir de três 

Unidades Formadoras de Colônias (2,40 x 10
7
 cel/cm

3
) reativadas e cultivadas em caldo 

Sabouraud Dextrose por meio do YeaStar™ Genomic DNA Kit. A pureza 

(260nm/280nm) e a concentração (ng/µL) do DNA total foram determinadas em 

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

Os primers utilizados para amplificação da região codificadora do gene ERG11 

nas espécies de Candida estão descritos na Tabela 2. As reações de amplificação foram 

realizadas em termociclador BIORAD® modelo MyCyclerTM Thermal Cycler. As 

soluções foram preparadas em volume de 25 µL, constituídas por 12,5 µL de PCR 

Master MIX (Kapa Biosystems®), 1 µL de cada primer (10 pmoles) e 2 µL DNA 

genômico (10 a 20 ng). Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 2% para avaliação da sua qualidade e integridade. 

Para todas as reações, o programa de amplificação do termociclador foi: 

desnaturação inicial de 94ºC por 5’, 30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30’’, 

anelamento a 50°C por 40’’ e extensão a 72°C por 50’’, seguido da extensão final a 

72°C por 10’. 

http://www.biosystems.com.br/
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Sequenciamento e análise dos dados 

Todos os produtos resultantes da amplificação foram purificados por meio de 

Álcool Isoamílico 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 sequências foi 

feita pelo software Sequencing Analysis v5.3 (Life Technologies®). 

Tabela 2. Primers utilizados para reação amplificação da região codificadora do gene 

ERG11 das espécies do gênero Candida  

Espécie Primers 
Fragmento 

(pb) 
Referência 

C. tropicalis 

 

Genbank 

M23673.1 

 

Ct-ERG11-1F TCTGACATGGTGTGTGTGTG 
678 

Vandeputte et 

al. 2005 

Ct-ERG11-1R ATTGATGCCATCAATGGCAG 

Ct-ERG11-2F ATCCCACAGGCTTATTTGAAA 
614 

Ct-ERG11-2R GGTCTCTTTCCTTGGTTTTG 

Ct-ERG11-3F TGCTGAAGAAGCTTATACCC 
499 

Ct-ERG11-3R CAAGGAATCAATCAAATCTCTC 

Ct-ERG11-3.1F TGACGCTGCTCAAAGAAAGA 
493 * 

Ct-ERG11-3.1R ATGAGCATAACCGGCAGAAA 

Ct-ERG11-4F GGTGGTCAACATACTTCTGC 
630 Vandeputte et 

al. 2005 
Ct-ERG11-4R AGCAGGTTCTAATGGTAAGG 

Ct-ERG11-5F AAACGGTGATAAGGTTCCAG 
626 

Ct-ERG11-5R TCCCAAGACATCAAACCCTG 

C. glabrata 

 

Genbank 

EU219981.1 

Cg-ERG11-0F TCGGTCCATCTCTGTTTCTT 
699 * 

Cg-ERG11-0R GAACACTGGGGTGGTCAAGT 

Cg-ERG11-1F ACTACAATAACATGTCCACTGA 
408 

Carvalho et al. 

2013 

Cg-ERG11-1R GGTGGTCAAGTGGGAGTAA 

Cg-ERG11-2F AGCTGCTTACTCCCACTTGACC 
412 

Cg-ERG11-2R AGCTTGTTGGGCATGGTCTCTC 

Cg-ERG11-3F GCCCAACAAGCTATCTCTGGTA 
418 

Cg-ERG11-3R TGTTTGGAATAGCGACATCTCTC 

Cg-ERG11-4F CCAAACACTTCCTACGTTGTCCC 
424 

Cg-ERG11-4R GCATCTAGTACTTTTGTTCTGGATG 

C. krusei 

 

Genbank 

EU309502.1 

Ck-ERG11-1F CCTCTCTAGCAACAACAATGTCC 
428 

Ck-ERG11-1R GCCCTTACCGAAAACAGGAGTG 

Ck-ERG11-2F ACTCCTGTTTTCGGTAAGGGCG 
421 

Ck-ERG11-2R CACCGGCACGCTTTGTATTG 

Ck-ERG11-3F CGTGCCGGTGGTGAAATCAA 
397 

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 
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Para cada isolado foi estabelecida uma sequência consenso (Assembly) por meio 

do software CAP 3 (Huang & Madan 1999), utilizando as sequências geradas pela 

amplificação com os primers da Tabela 1.  

As sequências consenso foram traduzidas para aminoácidos no ExPasy Translate 

Tool (http://web.expasy.org/translate/), respeitando a tradução diferencial das leveduras 

do gênero Candida para o códon CUN (Moura et al. 2010). O alinhamento foi realizado 

no Clustal W2 (Larkin et al. 2007) utilizando as sequências obtidas neste estudo e 

sequencias disponíveis no Genbank. 

A árvore filogenética de aminoácidos foi construída 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 construídas redes 

haplotípicas para análise da relação entre os haplótipos gerados pelo Network 4.1.1.2 

com o método Median-Joining (Bandelt et al. 1999). 

As mutações de ponto foram localizadas na sequência de aminoácidos por meio 

do alinhamento no Clustal W2. Também foi estimada a probabilidade das mutações não 

sinônimas encontrados neste estudo terem um efeito na funcionalidade da 14α-

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 proteínas evolutivamente relacionadas utilizando Hidden Markov 

Modelo (HMM), tal como descrito em Thomas et al. , 2003 e Thomas & Kejariwal 

(2004). 

 

Números de acesso das sequências 

As sequências obtidas neste estudo provenientes das diferentes espécies de 

Candida foram submetidas ao Genbank com os números 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 

Análise Filogenética 

A extensão sequenciada e avaliada do gene ERG11, considerando o domínio da 

14α-demetilase de acordo com as sequências disponíveis no Genbank para cada espécie, 

foi de 1603 pb para C. glabrata, 1587 pb para C. krusei e C. tropicalis. Ao traduzir as 

sequências foram obtidos resíduos de 533 aminoácidos para C. glabrata, 528 

aminoácidos para C. krusei e C. tropicalis. 

A distância média entre as sequências foi de 0,3 (30%) (Figura 1.A), A árvore 

filogenética apresentou valores de bootstrap ≥70 nos nós principais. Nos grupos I e II, 

pertencente às espécies de C. glabrata e C. tropicalis não foram observadas 

divergências intraespecífica entre os isolados clínicos, cepas de referência ATCC e 

sequências do obtidas do Genbank para comparação. Nos isolados pertencentes ao 

grupo III (C. krusei), foi observado distância entre a sequência DQ903902.1 (C. krusei), 

depositada no Genbank por Lamping et al. (2009), e os isolados deste estudo e cepa de 

referência ATCC 6258. 

Com base nos pontos mutacionais presentes nas sequências do gene ERG11, a 

Figura 1.B representa a relação entre os haplótipos formados para diferentes espécies de 

Candida.  As análises revelaram que as espécies pertenceram a haplótipos diferentes, 

devido aos diferentes padrões da sequencia codificadora do gene ERG11 entre as 

espécies em estudo. 
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Fig. 1: Filogenia da região codificadora do gene ERG11 em espécies de Candida. A) Árvore filogenética baseada no 

alinhamento de sequencias de aminoácidos do gene EGR11 dos isolados em estudo e sequencias do GenBank, 

construída pelo método de Neighbor-Joining utilizando o modelo evolutivo de Poisson com 1000 repetições 

bootstrap. (*) Sequências do Genbank utilizadas para comparação. B) Rede haplotípica construída pelo método de 

Median-Joining baseado no alinhamento de sequencias do gene EGR11 dos isolados em estudo e sequencias do 

Genbank, demonstrando os 21 haplótipos encontrados para as espécies de Candida. A área dos círculos dos 

haplótipos é proporcional a sua frequência. O comprimento das linhas está relacionado aos passos mutacionais que 

separam cada haplótipo. Os pontos brancos são vetores médios que representam haplótipos hipotéticos introduzidos 

pelo algoritmo executado. 
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Mutações de ponto no gene ERG11 

Considerando todas as sequências avaliadas, inclusive as sequencias obtidas do 

Genbank para comparação nas análises, no total foram identificadas 25 alterações 

nucleotídicas diferentes (17 transições e 8 transversões). Em relação à natureza dessas 

alterações, considerando apenas as sequências obtidas neste estudo, 20 foram 

identificadas como mutações sinônimas (que não alteram o aminoácido traduzido) e 

duas mutações não sinônimas (alteram a tradução do códon de um aminoácido para 

outro). Não foram encontradas inserções e/ou deleções, assim como mutações sem 

sentido que codificam um códon de parada ao invés de um aminoácido. 

O maior número de mutações pontuais (11) foi encontrado em C. glabrata 

(Tabela 3). As alterações mais frequentes foram T768C e T1557A, ausente apenas na 

cepa ATCC 90030. A mutação A1581G foi encontrada em todos os isolados clínicos 

avaliados de C. glabrata, inclusive na cepa ATCC 90030. Tanto essa mutação quanto as 

mutações C108G e C423T (Tabela 3), não tinham sido relatadas anteriormente. Para C. 

glabrata nenhuma das mutações encontradas promoveu alteração da sequência de 

aminoácidos da 14α-demetilase.  

Os isolados HU54 e HU80 C. tropicalis revelaram uma única mutação de ponto 

e no isolado HU48 de C. tropicalis foram identificadas duas mutações (Tabela 3). 

Nenhuma das alterações nucleotídicas encontradas nas sequencias dos isolados de C. 

tropicalis promoveram a troca de aminoácidos. 
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Tabela 3.  Mutações de ponto encontradas na região codificadora do gene ERG11 de isolados clínicos resistentes e sensíveis de Candida glabrata 

e Candida tropicalis 

Genbank 

(Isolados) 

Candida glabrata (1603 pb) 

Mutações de ponto 

C108G* C201G C423T* C678T T768C G927A A1023G T1275C T1521A T1557A A1581G* 

L40389.1(L5)
1
  - - - - - - - - - - - 

AY942647.1(IHEM21229)
2 

- - - + + - + + + + - 

KR998002 (ATCC 90030)  - - - - - - - - - - + 

KR998003 (HU10) - + - - + - - - - + + 

KR998004 (HU25)  - - + - + - + + - + + 

KR998005 (HU26) - - - - + + + - - + + 

KR998006 (HU33) - - - - + - + - - + + 

KR998007 (HU37) - - + - + - + + - + + 

KR998008 (HU40) - - - - + + + + - + + 

KR998009 (HU61) - - + - + - + + - + + 

KR998010 (HU66) + - + - + - + + - + + 

Genbank 

(Isolados) 

Candida tropicalis (1587 pb) 

Mutações de ponto 

T225C G264A A395T T783C G1362A T1554C      

KC542323.1 (ATCC 750)
1 

- - - - - -      

KC542326.1(TP13650)
2
  + + + + + +      

KR998015 (ATCC 750) - - - - - -      

KR998016 (HU80) - - - + - -      

KR998017 (HU48) - - - - + +      

KR998018 (HU54) - - - - + -      
1
Sequências utilizadas para comparação, susceptível aos azóis ( Geber et al. 1995, Forastiero et al. 2013). 

2
Sequências utilizadas para comparação, resistente aos 

azóis (Vandeputte et al. 2007, Forastiero et al. 2013).+ Substituição de base presente. - Substituição de base ausente. *Novas substituições relatadas. 
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Para os isolados clínicos de C. krusei com sensibilidade dose dependente ao 

voriconazol foram identificadas seis mutações sinônimas e duas não sinônimas ainda 

não descritas: Y166S e G524R (serina por tirosina na posição 166 e glicina por arginina 

na posição 524 da sequencia da 14α-demetilase) (Tabela 4).  A mutação G524R foi 

observada na cepa ATCC 6258 e em isolados com sensibilidade dose dependente em 

estudo, demonstrando que a mesma pode não ter relação direta com a susceptibilidade 

aos azóis. Em comparação com as sequências do Genbank, a mutação Y166S foi 

observada apenas no isolado HU18 levando a hipótese de que o mesmo pode induzir 

uma diminuição da afinidade aos azóis.  

Tabela 4.  Mutações de ponto encontradas na região codificadora do gene ERG11 de isolados 

clínicos resistentes e sensíveis de Candida krusei  

Genbank 

(Isolados-Alelo) 
Mutações de ponto 

T44C A497C* T642C A756T T939C T1389C A1470C G1570A* 

DQ903901.1 

(B2399-A)
1 + - + + - - + - 

DQ903902.1 

(B2399-B)
1 + - + - - + - - 

DQ903903.1 

(B2399-C)
1 + - - - + + + - 

DQ903904.1 

(IFO0011-A)
1 + - + + - - + - 

DQ903905.1 

(IFO0011-B)
1 - - - - - + + - 

KR998011 

(ATCC 6258) 
+ - - - - + + + 

KR998012 

(HU45) 
+ - + + - + + + 

KR998013 

(HU11) 
+ - + + - + + + 

KR998014 

(HU18) 
+ + + - - + + + 

1
Sequências utilizadas para comparação (Lamping et al. 2009). + Substituição de base presente. - Substituição 

de base ausente. *Novas mutações nucleotídicas com alteração de aminoácido, 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 única 

substituição de aminoácido ter um efeito funcional na proteína. Os valores de subPSEC 

variam de 0 (neutro) a -10 (maior probabilidade de ser prejudicial). Score de -3 é o 

cutoff point para ocorrer efeito na funcionalidade da proteína. Cutoff point de -3 

corresponde a uma probabilidade de 50% que o score é prejudicial (Pdeleterious = 0,5). 

A probabilidade de que uma mutação Y166S poderá prejudicar a função da 14α-

demetilase é estimada por Pdeleterious, de tal modo que o subPSEC score obtido foi de - 

4.08665 corresponde a um Pdeleterious de 0.74775, s indicando a suscetibilidade de ser 

prejudicial. No entanto, para a mutação G524R, não foi gerado subPSEC score. Esta 

substituição ocorreu numa posição que não apareceu no alinhamento de sequências 

múltiplas, ou seja, a substituição ocorreu em uma posição maior do que em relação ao 

HMM consenso. Na maioria dos casos, estas posições não são modeladas pelos HMMs 

porque os mesmos não aparecem na maioria das sequências relacionadas. Como 

resultado, as substituições em posições maiores não são geralmente suscetíveis de serem 

prejudiciais. 

DISCUSSÃO 

Análise Filogenética 

A árvore filogenética gerada a partir das sequencias da região codificadora do 

gene ERG11 (Figura 1.A), indicou que esse gene apresenta condições favoráveis para 

ser incluído em estudos filogenéticos demonstrando alta consistência e confiabilidade 

nas análises devido aos altos valores bootstrap apresentados (Hillis & Bull, 1993). 

As sequências alinhadas de aminoácidos do gene ERG11, comparadas 

quantitativamente por meio da Distância de Poisson, refletiram uma diferença de 30% 
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dos resíduos comparados. Embora a proporção de diferenças seja boa indicadora da 

variabilidade intraespecífica, esse valor assume que a probabilidade de substituição é 

constante ao longo da sequência, o que nem sempre acontece, havendo regiões mais 

conservadas que as outras (Russo et al. 2012). 

Como se trata de uma região codificadora foi possível observar uma variação 

intraespecífica para o gênero Candida (divisão em grupos taxonômicos observados na 

Figura 1.A), pois existe limitação funcional diferencial e estrutural nas regiões da 

proteína (Li 2000). O mesmo aconteceu com a rede haplotípica, foi observado 

diferenças entre as espécies sugerindo que esse gene pode ser utilizado para 

identificação de haplogrupos intraespecíficos. 

 As sequencias de aminoácidos intraespecífica obtidas neste estudo são 

altamente conservadas. Como o código genético apresenta a propriedade de 

degeneração, as taxas de substituições são reduzidas, portanto as topologias envolvendo 

aminoácidos que determinam a função da proteína, neste caso a 14α-demetilase 

(componente que mantém a integridade e função da membrana plasmática dessas 

leveduras) possuem menor divergência (Russo et al. 2012), como observado na Figura 

1.A.  

 Mutações de ponto no gene ERG11 

As mutações na sequência do gene ERG11 que conduzem a troca de aminoácido 

representam um dos principais mecanismos associados à resistência de isolados clínicos 

de Candida aos azóis (Morio et al. 2010). Em um estudo na Russia, Шкель et al. (2013) 

relataram a mutação C201G em C. glabrata resistentes aos azóis. As demais mutações 

sinônimas encontradas nos isolados (Tabela 4) já haviam sido descritas anteriormente 

por Vandeputte et al. (2007) e Berila & Subik (2010), com exceção das mutações 
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nucleotídicas C108G, C423T e A1581G. Berila & Subik (2010) observaram que as 

mutações T768C, A1023G e T1557A estiveram presentes em todos os isolados de C. 

glabrata avaliados por eles inclusive nos sensíveis aos azóis, demonstrando que essas 

alterações possivelmente não teriam associação com a susceptibilidade aos antifúngicos. 

Assim como neste estudo, Forastiero et al. (2013) encontraram as mutações 

sinônimas T783C, T1554C e G1362A em um isolado clínico (número de acesso 

KC542326.1) de C. tropicalis com resistência ao fluconazol e voriconazol. Do mesmo 

modo, ao investigarem os mecanismos de resistência aos azóis, Loeffler et al. (2000) 

e Vandeputte et al. (2005) encontraram a mutação T1554C na sequência codificadora do 

gene ERG11 em isolados clínicos resistentes aos azóis, sendo que Loeffler et al. (2000) 

avaliou 21 isolados, dos quais 5 apresentaram essa mutação. 

De acordo com os resultados obtidos e literatura citada, essas mutações 

sinônimas no gene ERG11 em C. tropicalis vem sendo encontradas frequentemente. 

Desse modo, mesmo que não tenham relação direta com a resistência, esses isolados 

com susceptibilidade reduzida poderiam estar sofrendo uma pressão seletiva do 

ambiente. O acúmulo dessas mutações em um mesmo códon, com o passar do tempo 

poderia resultar, na tradução de um novo aminoácido, o qual possivelmente apresentaria 

um impacto sobre a funcionalidade da enzima. 

Lamping et al. (2009), já havia relatado as seis mutações sinônimas encontradas 

neste estudo em isolados clínicos de C. krusei. A mutação não sinônimas G1470A 

(G524R) foi encontrada na cepa de referência C. krusei ATCC 6258 que é sensível aos 

azóis e em isolados com sensibilidade dose dependente ao voriconazol. A substituição 

de aminoãcido inserida na posição 524 não é suscetível de ser deletéria, portanto não 

tem impacto na funcionalidade na 14α-demetilase em C. krusei. Diante dos resultados, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vandeputte%20P%5Bauth%5D
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deve-se considerar que outros mecanismos moleculares podem estar envolvidos na 

explicação do fenótipo resistente, como bombas de efluxo, outras mutações e 

superexpressão de genes envolvidos na biossíntese do ergosterol (Lamping et al. 2009). 

A mutação A497C (Y166S) foi encontrada apenas no isolado HU18 (C. krusei) 

com sensibilidade dose dependente ao voriconazol levando a hipótese de que a mesma 

pode induzir uma diminuição da afinidade aos azóis. Os resultados da analise de 

subPSEC mostraram que a Y166S pode ter efeito na funcionalidade da 14α-demetilase. 

Neste sentido, essa substituição pode estar relacionada à susceptibilidade reduzida do 

isolado HU18 ao voriconazol. 

Outra evidencia é que a localização da mutação A497C (Y166S), está no sítio 

ativo da 14α-demetilase (Xiao et al. 2004) e também pelo fato da tirosina ser mais 

hidrofóbica que a serina podendo resultar numa possível alteração na estrutura 

tridimensional da enzima. A elucidação da estrutura cristalina da 14α-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 identificação de mutações na 14α-demetilase, que conferem resistência a classe dos 

azóis em espécies de Candida, é possível construir modelos baseados na homologia da 

estrutura tridimensional dessa enzima, e assim, conhecer as possíveis mudanças 

estruturais. 

Apesar das evidencias, o fenótipo com a sensibilidade reduzida observado no 

isolado HU18 (C. krusei) não pode ser explicada apenas pela presença da mutação 

A497C (Y166S). Possivelmente a utilização de clonagem e indução dessa mutação não 

sinônima permitirá melhorar os resultados. 
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CONCLUSÃO 

Este estudo revelou novas mutações sinônimas e não sinônimas em Candida sp. 

Os resultados sugeriram que a mutação Y166S encontrada em um isolado de C. krusei 

com sensibilidade dose dependente para o voriconazol pode ter efeito na funcionalidade 

da 14α-demetilase, levando a hipótese que a mesma pode ter relação com o fenótipo 

com a sensibilidade reduzida neste isolado, no entanto novas investigações devem ser 

realizadas.  
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Arquivo Suplementar 1 
 

AS1. Alinhamento Múltiplo das sequencias de aminoácidos por meio do Clustal W2, as setas 

indicam as novas mutações encontradas neste trabalho, A497C (Y166S) e G1570A (G524R). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

As informações encontradas neste estudo corroboram com os conhecimentos 

existentes para identificação de espécies e dos fatores genéticos associados à resistência 

em Candida spp. A aplicação dessas ferramentas, ou seja, as informações moleculares 

(genotípicas) obtidas proporcionou inovação para a região da Grande Dourados e para o 

Estado do Mato Grosso do Sul no que tange às áreas de tecnologias de biologia 

molecular.  

O conhecimento do perfil de resistência aos azóis pode contribuir não apenas 

como guia para o médico na escolha da terapia apropriada, mas também possui papel 

fundamental em termos epidemiológicos, no que diz respeito aos mecanismos 

responsáveis pelo surgimento desta resistência e sua disseminação oferecendo subsídios 

para melhoria das medidas de controle e prevenção do problema. 

A busca por mutações no gene ERG11, proporcionou a descoberta de duas novas 

mutações não sinônimas, em que uma delas pode ter relação com a resistência aos azóis, 

no entanto novas investigações precisam ser realizadas. Este estudo pode ser útil para 

melhor compreensão e investigação epidemiológica, também servir como subsídio na 

prospecção de novas moléculas bioativas com atividade antifúngica baseadas na 

caracterização genética e molecular de espécies de Candida resistentes. 
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Submissão dos artigos e normas da revista 

 

1. Artigo de Revisão “Fatores genéticos da resistência em espécies de candida” foi 

submetido na revista Diagnostic Microbiology and Infectious Disease em 5 de Maio de 

2015. Qualis A2 para Biodiversidade. 

 

1.1. Submissão: 

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 

últimos desenvolvimentos em microbiologia clínica, diagnóstico e tratamento de 

doenças infecciosas. Estudos em bacteriologia, imunologia, immunoserology, doenças 

infecciosas, micologia, parasitologia e virologia. 

http://www.journals.elsevier.com/diagnostic-microbiology-and-infectious-disease/


63 

 

Tipos de papers: Os trabalhos podem ser apresentados em forma de artigos de corpo 

inteiro (incluindo artigos de revisão), ou notas curtas.  

Preparação do Manuscrito: 

Os artigos apresentados devem ser escritos em Inglês. A submissão a este jornal 
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2. Artigo “Novas mutações de ponto no gene ERG11 em isolados clínicos do gênero 

Candida com perfil de resistência aos azóis” foi submetido na Revista Memórias do 

Instituto Oswaldo Cruz em outubro de 2015 e ACEITO em Fevereiro de 2016 (DOI: 

10.1590/0074-02760150400. Qualis B1 para Biodiversidade. 
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