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RESUMO 
 

 

Candida tropicalis é uma das 15 espécies do gênero Candida que são patogênicas ao ser 
humano. A espécie tem sua relevância epidemiológica traduzida como a segunda ou terceira 
espécie mais isolada do gênero, com prevalência registrada em regiões tropicais e subtropicais, 
como América Latina e Ásia, incluindo o Brasil. A levedura tem capacidade de promover 
infecções com taxa de mortalidade semelhante à de Candida albicans e superiores às de outras 
espécies não-Candida albicans. O switching fenotípico, considerado um fator de virulência 
descrito como capaz de promover variabilidade a partir de linhagens isogênicas, podendo 
acarretar em aumento na virulência. Neste sentido, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar 
o efeito do switching fenotípico em aspectos moleculares e celulares de morfotipos (linhagem 
parental, Variante Crepe e Revertente de Crepe – RC) de C. tropicalis expostos ao fluconazol. 
Para isso, as metodologias utilizadas visaram avaliar a influência do switching fenotípico pré e 
pós exposição ao fluconazol na concentração inibitória mínima (CIM) do fármaco, na expressão 
dos genes ERG11 (gene que codifica a enzima lanosterol 14-α-desmetilase da via de síntese do 
ergosterol) e CDR1 (gene que codifica uma bomba de efluxo para múltiplas drogas para o 
gênero Candida), na porosidade de parede celular, no tamanho e granulosidade celular, na 
quantidade de componentes de parede celular e na integridade de membrana plasmática. Os 
resultados demonstraram o morfotipo (RC) com o maior valor de CIM50, menor porosidade de 
parede celular e superexpressão do gene CDR1. Além disso, destaca-se a superexpressão do 
gene ERG11 para o morfotipo Crepe, sugerindo que há uma maquinaria molecular morfotipo-
dependente para morfotipos de C. tropicalis em resposta ao fluconazol. Para todas as análises 
foi possível evidenciar o efeito do switching fenotípico, mostrando que o fator de virulência 
tem a capacidade de modificar características moleculares e celulares em C. tropicalis. 
 
Palavras-chave: levedura; switching fenotípico; adaptação; estresse. 
 
 



SANTOS, Murilo Moreira. Cellular and molecular alterations of Candida tropicalis 
morphotypes before and after fluconazole exposure. 2022. 64 p. Dissertation (Master degree 
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ABSTRACT 
 

 

Candida tropicalis is one of 15 species of the Candida genus that are pathogenic to humans. 
The species has its epidemiological relevance, identified as the second or third most isolated 
species of the genus, with a prevalence recorded in tropical and subtropical regions, such as 
Latin America and Asia, including Brazil. The yeast is capable of promoting infections with a 
mortality rate similar to Candida albicans and higher than other non-Candida albicans species. 
The phenotypic switching virulence factor is described as an event capable of promoting 
variability from isogenic strains, which may lead to clinical difficulties. In this sense, the 
present work aimed to evaluate the effect of phenotypic switching on molecular and cellular 
aspects of C. tropicalis morphotypes (parental strain, crepe variant and revertant of crepe - RC) 
exposed to fluconazole. For this, the methodologies used aimed to evaluate the influence of 
phenotypic switching before and after exposure to fluconazole on the minimum inhibitory 
concentration (MIC) of the drug, on the expression of ERG11 genes (gene encoding the enzyme 
lanosterol 14-α-demethylase of the ergosterol pathway) and CDR1 (gene encoding an efflux 
pump for multiple drugs for the Candida genus), cell wall porosity, cell size and granularity, 
amount of cell wall components and plasma membrane integrity. The results demonstrated the 
RC morphotype with the highest MIC50 value, lowest cell wall porosity and CDR1 gene 
overexpression. Furthermore, the overexpression of the ERG11 gene for the Crepe morphotype 
stands out, suggesting that there is a morphotype-dependent molecular machinery for C. 

tropicalis morphotypes in response to fluconazole exposure. For all analyzes, it was possible to 
evidence the effect of phenotypic switching, showing that the virulence factor has the ability to 
modify molecular and cellular characteristics in C. tropicalis. 
 
Key words: yeast; virulence factor; adaptation; stress. 
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1. Introdução 

Candida tropicalis é uma das 15 espécies do gênero Candida que são 

patogênicas ao ser humano. Como vários atributos de virulência são expressos por fungos 

em resposta às condições de estresse induzidas pelo ambiente, C. tropicalis é conhecida 

por ser intrinsecamente tolerante a altas concentrações de sal, desenvolvendo mecanismos 

fisiológicos e genéticos para neutralizar o estresse osmótico, sem sofrer ações de 

toxicidade e perda de água (ZUZA-ALVES; SILVA-ROCHA & CHAVES., 2017; NG et 

al., 2015). 

C. tropicalis tem sua relevância clínica traduzida como a segunda ou terceira 

espécie de Candida mais isolada, com prevalência registrada em regiões tropicais e 

subtropicais, como América Latina e Ásia, incluindo o Brasil (BRAGA et al., 2018). A 

espécie é associada a infecções superficiais e sistêmicas, principalmente em pacientes 

geriátricos, respiratórios e internados em unidades de terapia intensiva, mas com 

incidência em toda a gama de nichos que o hospedeiro humano dispõe (WANG et al., 

2021). Infecções sistêmicas provocadas por C. tropicalis carregam taxas de mortalidade 

mais altas do que as relatadas para as espécies Candida não-Candida albicans e 

semelhantes em comparação à Candida albicans, que é a espécie mais prevalente e 

conhecida do gênero (OLIVEIRA et al., 2020). 

Dentro do quadro epidemiológico apresentado pela espécie, a resistência 

antifúngica tem sido muito discutida. Isolados clínicos de C. tropicalis resistentes aos 

azois estão emergindo no mundo todo. As explorações dos mecanismos moleculares de 

resistência aos azóis incluem mutações e/ou regulação positiva do gene ERG11, que 

codifica a enzima alvo lanosterol 14-α-desmetilase (CHEN et al., 2021). Diante disso, já 

é recomendado o uso das equinocandinas como primeira linha de tratamento contra 

infecções leves e moderadas promovidas por Candida spp. ao invés do fluconazol (FLC) 

(PAPPAS et al., 2018). Especificamente, essa prática funciona para C. tropicalis, que 

demonstra baixos níveis de tolerância a equinocandina e responde de forma muito efetiva 

ao tratamento (PRISTOV & GHANNOUM., 2019). 

Nosso grupo de pesquisa apresenta estudos acerca da epidemiologia e dos 

fatores de virulência de C. tropicalis, com ênfase para o switching fenotípico. É sabida a 

alta capacidade da levedura de adesão e de formação de biofilme, bem como a crescente 

incidência de resistência a antifúngicos, principalmente aos azois. Na epidemiologia, 
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nossas pesquisas já evidenciaram a alta incidência regional da espécie, com 33% dos 

registros (FURLANETO et al., 2011). No contexto do modelo biológico do switching 

fenotípico, foi exposta a alteração morfológica causada pelo evento em linhagens isoladas 

de infecções sistêmicas e de secreções traqueais e a consequência deste fator de virulência 

nas características celulares dos morfotipos. A microevolução pontual demonstrou 

capacidade de modificar a adesão e formação de biofilme, relação parasita-hospedeiro, 

expressão gênica, estrutura celular e sensibilidade antifúngica (FRANÇA et al., 2011; 

MORALEZ et al., 2014, 2016; SOUZA et al., 2020, 2021; PERINI et al., 2018, 2019). 

A proposta investigativa trazida aqui é de que o fluconazol tem um papel na 

modificação estrutural da levedura, nos desdobramentos que o estresse induzido pela 

exposição ao fármaco provoca na levedura, bem como no efeito do switching fenotípico 

na diferença de interação entre linhagens isogênicas sob uma pressão seletiva imposta 

pelo fluconazol em concentração subinibitória. 

 

2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

Analisar o papel do switching fenotípico em alterações celulares e 

moleculares associadas a resistência ao fluconazol em resposta ao estresse conferido por 

este fármaco. 

 

2.2. Objetivos específicos 

2.2.1. Obter o perfil de sensibilidade de morfotipos derivados de switching fenotípico ao 

fluconazol. 

2.2.2. Analisar o efeito do switching fenotípico na sensibilidade pós exposição ao 

fluconazol. 

2.2.3. Analisar o efeito do switching fenotípico e do fluconazol na expressão de genes 

relacionados à resistência ao fármaco (ERG11 e CDR1). 

2.2.4. Analisar o efeito do switching fenotípico e do fluconazol na quantificação de 

quitina, β-glucana e manana da parede celular). 
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2.2.5. Analisar o efeito do switching fenotípico e do fluconazol na porosidade de parede 

celular. 

2.2.6. Analisar o efeito do switching fenotípico e do fluconazol na complexidade, 

granulosidade e tamanho celular. 

2.2.7. Analisar o efeito do switching fenotípico e do fluconazol na integridade de 

membrana plasmática. 

 

3. Referencial teórico 

3.1. Gênero Candida 

É crescente em todo o mundo a recorrência e dados de estudos multicêntricos 

mostrando infecções fúngicas invasivas como um grande problema em hospitais (SARDI 

et al., 2013). Entre as espécies de fungos, infecções invasivas causadas por Candida spp. 

apresentam incidência estimada em 72,8 casos por milhão de habitantes ao ano. Espécies 

de Candida são isoladas em 84-88% de superfícies mucocutâneas em pacientes 

hospitalizados ou mesmo adultos saudáveis, demonstrando sua prevalência 

(STANISZEWSKA., 2020). 

O gênero Candida é um vasto gênero de leveduras do filo Ascomycetes, 

composto por cerca de 150 espécies, dentre as quais mais de 20 espécies são de 

importância clínica. Espécies de Candida são habitantes comuns da pele e membranas 

mucosas do trato traqueal, gastrointestinal e geniturinário, pertencentes, portanto, ao 

microbioma normal humano. Por este fato, são descritos como patógenos oportunistas 

(NG et al., 2015). A incidência de infecções provocadas por Candida spp. têm aumentado 

dramaticamente, sobretudo desde os anos 80. As candidemias (infecções que atingem a 

corrente sanguínea), estão se tornando uma das principais causas de morbidade e 

mortalidade para diferentes tipos de pacientes, sobretudo os que estão em estado de 

imunocomprometimento (MARINS et al., 2018).   

Sendo algumas espécies do gênero habitantes do microbioma humano, é 

importante destacar que na maioria dos casos clínicos, a população comensal dá origem 

à patogenia. Em ambientes hospedeiros, Candida spp. interage com uma complexa rede 

de pressões seletivas bióticas e abióticas, somado aos vários estresses impostos pelo 
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hospedeiro, incluindo a carência nutricional, níveis de oxigênio, defesas imunológicas e 

interação com antifúngicos (ENE, HICKMAN & GERSTEIN., 2021). 

A espécie mais isolada, caracterizada e estudada do gênero é C. albicans, mas 

outras espécies têm se mostrado como patógenos emergentes importantes (DOI et al., 

2016). O estado fisiológico do hospedeiro é o fator determinante para definir a etiologia 

da candidíase. Desta forma, o fato de pequenas alterações no metabolismo do hospedeiro 

poderem transformar leveduras comensais em agentes infecciosos capazes de causar 

sérios danos, aponta para o potencial patogênico das espécies de Candida. A linha para a 

transição de organismo comensal inofensivo para uma interação parasítica é tênue e 

atribuível a um extenso repertório de fatores de virulência expressos sob uma pressão 

seletiva específica (NAGLIK, CHALLACOMBE & HUBE., 2003).  

Os fatores de virulência expressos pelas espécies de Candida, tais como 

produção de adesinas, polimorfismo (produção de hifas), síntese e secreção de enzimas 

líticas, produção de biofilme e switching fenotípico, influenciam diretamente na 

possibilidade e na capacidade de causar infecções, variando conforme o nicho e a resposta 

imune do hospedeiro. Apesar destes atributos de virulência estarem envolvidos no 

processo de infecção, nenhum fator isolado é responsável pela virulência de Candida e 

nem todos os atributos de virulência expressos podem ser necessários para um estágio 

específico do processo infeccioso. A fisiopatologia de Candida spp. é complexa, 

multifacetada e tem variações espécie-específicas (CUTLER., 1991; ODDS., 1994; 

STANISZEWSKA., 2020). 

 

3.2. Candida tropicalis 

Candida tropicalis é filogeneticamente próxima à C. albicans (Figura 1), mas 

ambas diferem em seus habitats naturais. As amplas relações filogenéticas relacionadas a 

virulência parecem ter evoluído independentemente em Candida spp. C. albicans, C. 

glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis apesar de desencadearem respostas semelhantes 

no hospedeiro, apresentam respostas transcricionais únicas e exclusivas (ZUZA-ALVES; 

SILVA-ROCHA & CHAVES., 2017; ZHENG et al., 2017; KÄMMER et al., 2020; ENE, 

HICKMAN & GERSTEIN., 2021). C. albicans reside comensalmente em humanos ou 

em animais endotérmicos, raramente é isolada de ambientes não contaminados. Já C. 

tropicalis não é apenas um comensal, a levedura também existe de forma onipresente no 
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ambiente. A espécie é amplamente distribuída em ambientes marinhos tropicais e 

subtropicais como água do mar, sedimentos do mar e praias. Os mecanismos subjacentes 

que contribuem para as diferentes habilidades de adaptação de C. albicans e C. tropicalis 

ainda demandam mais pesquisa (ZHENG et al., 2017) 

 

Figura 1. Filogenia de Candida spp. e espécies próximas relacionadas (Ene, Hickman & 

Gerstein., 2021 adaptado de Muñoz et al., 2018). 

 

Uma característica marcante das espécies C. albicans e C. tropicalis é a 

capacidade de alternar entre a forma leveduriforme e a forma filamentosa (hifal), 

habilidade intimamente relacionada à virulência em ambas as espécies. Esta mudança 

morfológica reversível permite que os patógenos se adaptem rapidamente aos nichos do 

hospedeiro (ZHENG et al., 2016).  

C. tropicalis apareceu para a comunidade científica isolada de um paciente 

com bronquite fúngica em 1910 e foi descrita inicialmente pelo epíteto Oidium tropicale 

(CASTELLANI., 1912). A levedura pertence ao filo Ascomycota, classe Saccaromycetes, 

ordem Saccharomycetales e família Saccharomycetales incertae sedis, que contém um 

subgrupo conhecido como o Clado CTG, cujos membros traduzem de forma incomum o 

códon CTG como serina ao invés de leucina, onde se apresenta C. tropicalis (McManus 

& Coleman., 2014). A espécie também se destaca pela alta capacidade de adesão e forte 
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produção de biofilme, fatores decisivos para a patogênese (MARCOS-ZAMBRANO et 

al., 2014; DE SOUZA et al., 2020).  

As colônias de C. tropicalis em meio Sabouraud-Dextrose-Agar (SDA) são 

de coloração branca a creme, com uma textura lisa e aparência suave, podendo ter bordas 

levemente enrugadas, indistinguindo-se morfológicamente entre espécies do gênero. A 

morfologia celular se apresenta em blastoconídios esféricos ou ovóides com cerca de 4–

8 × 5–11µm, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. Metabolicamente, sabe-se que C. tropicalis 

é capaz de fermentar galactose, sacarose, maltose e trealose, assimilando-os pela via 

oxidativa (KURTZMAN, FELL & BOECKHOUT., 2011).  

O genoma foi sequenciado em 2009 (cepa MYA-3404, GenBank) num 

trabalho de Butler et al. (2009). A levedura é diplóide, com 5-6 cromossomos e tamanho 

genômico de 14,5Mb, contendo 6.254 genes (CIUREA et al., 2020). A levedura é descrita 

como assexuada, entretanto, há forte registro do ciclo parassexual, onde células diplóides 

A e α conjugam-se gerando células A/α tetraplóides. Esse processo é regulado pelo 

switching fenotípico, marcado por alterações morfológicas tanto em cor, como em 

estrutura das colônias (SEERVAI et al., 2013; PORMAN et al., 2011). A recombinação 

genética promove alterações de ploidia (aneuploidias e poliploidias), além de afetar a 

expressão gênica das células e a produção de proteínas (MORROW & FRASER., 2013). 

A redução da ploidia é considerada um mecanismo de adaptação que pode estar associada 

ao estresse celular (BERMAN & HADANY., 2012). Esse mecanismo adaptativo também 

pode gerar variação de cariótipo dentro do hospedeiro e pode ser induzido por vários 

estressores, tais como choque térmico, exposição à luz UV, crescimento em fonte de 

carbono de l-sorbose ou d-arabinose e outros tipos de estresses ambientais. Não há 

descrição de ciclo sexual e meiose em C. tropicalis (MORROW & FRASER et al., 2013; 

ZUZA-ALVES; SILVA-ROCHA & CHAVES., 2017). 

 

3.3. Epidemiologia de C. tropicalis 

Candidemia, ou infecção da corrente sanguínea, causada por espécies de 

Candida, é um subconjunto de candidíase invasiva com incidência crescente nas últimas 

décadas. A patologia é considerada um problema de saúde pública com grande impacto 

nos custos associados aos cuidados de saúde e alta taxa de mortalidade (35% a 75%), 

apesar dos avanços alcançados no diagnóstico e tratamento (MEDEIROS et al., 2020). 
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C. albicans ainda se mantém como a levedura responsável pela maior parte 

dos casos de infecção por leveduras do gênero Candida, porém, nos últimos anos (desde 

2016), C. tropicalis têm se firmado como a terceira levedura mais isolada, com incidência 

bem próxima à segunda colocada Candida glabrata, com valores crescentes de acordo 

com estudos epidemiológicos. C. tropicalis se mostra mais presente em isolados 

provenientes de vias aéreas, seguido de isolados provenientes de urina, fezes, 

brônquios/alvéolos e secreção respectivamente, e com maior distribuição nas unidades 

hospitalares respiratórias, geriátricas e de cuidado intensivo (UTI), respectivamente 

(WANG et al., 2021). 

Na Ásia, a prevalência de candidíase varia de 0,16 a 4,53 casos por 1000 

admissões em hospitais e 11,7 casos a cada 1000 admissões em unidades de terapia 

intensiva (UTI), taxa de 20-30 vezes maior do que no mundo ocidental. Destes casos, 70-

90% são causados por espécies de Candida não-Candida albicans (CNCA), com C. 

tropicalis sendo a espécie mais comum (35-40%) (SINGH & CHAKRABARTI., 2017).  

No Oriente Médio, dados libaneses indicam 0,39 casos por 1.000 admissões 

em hospitais, além de mostrarem a tendência de decréscimo da taxa de incidência de C. 

albicans de 86% em 2005 para 60% em 2014, e um aumento na incidência de espécies 

NAC de 14% em 2005 para 40% em 2014, com C. tropicalis sendo a NAC mais incidente 

(34% –45%), seguido por C. glabrata (25% –36%), C. parapsilosis (9% –22%) e C. krusei 

(5% –11%). De forma semelhante, a espécie prevalece como a NAC mais isolada na 

Arábia Saudita e Emirados Árabes Unidos (GHAZI et al., 2019).  

Na Europa, dados da Grécia apresentam C. albicans se mantém no topo como 

a mais isolada (39,6%), seguida por C. parapsilosis (36,6%), C. glabrata (11,1%), C. 

tropicalis (9,9%), C. krusei (0,2%), C. lusitaniae (<0,1%) e C. guilliermondii (<0,1%). 

No continente, a epidemiologia de C. tropicalis é predominantemente inferior a outras 

espécies NAC, como C. parapsilosis e C. glabrata (PAPADIMITRIOU-OLIVGERIS et 

al., 2019).  

Nacionalmente, 65,7% dos casos de candidemia estão associados a espécies 

NAC, com epidemiologia distribuída entre C.albicans (37,5%), seguido por C. tropicalis 

(28,1%), C. parapsilosis (18,4%) e C. glabrata (6,9 %), mostrando C. tropicalis como a 

segunda espécie mais isolada segundo Braga et al. (2018). Há ainda alguns estudos que 

mostram C. tropicalis como a terceira espécie mais isolada nacionalmente (DOI et al., 
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2016) ou quarta espécie mais isolada do gênero (MARINS et al., 2018). Furlaneto et al. 

(2011) evidenciou nos dados regionais para a região de Londrina 33,2% dos isolamentos 

de Candida spp. atribuídos à C. tropicalis.  

Adicionalmente, Hammoud et al. (2013) levantam que a candidemia 

persistente, definida como a falha da eliminação da infecção da corrente sanguínea, está 

diretamente associada com aumento da mortalidade. A taxa de mortalidade registrada foi 

de 54% entre as infecções persistentes e apenas 3% entre aqueles com candidemia não 

persistente, revelando a preocupação que se deve ter com o gerencialmente clínico de 

candidemias. 

 

3.4. Patogênese de Candida spp.  

Algumas espécies de Candida têm habilidade de realizar dimorfismo, que 

envolve a conversão de blastoconídeo em hifas ou hifas em blasconídeos. Cada uma 

dessas fases do crescimento é vital para a virulência e patogenicidade, pois influenciam 

como a levedura escapa do sistema imunológico. Levedura e hifa desempenham papéis 

independentes durante a infecção. Enquanto a forma de levedura está envolvida na 

disseminação, a forma hifal participa da invasão de tecidos e patogênese (SEMAN et al., 

2018).  

A patogênese se inicia com a colonização do hospedeiro e posterior adaptação 

a restrições ambientais como temperatura, oxigênio, pH, níveis distintos de dióxido de 

carbono, baixa disponibilidade de nutrientes, sistema imunológico, e outras células 

bacterianas e fúngicas coexistentes no microbioma. A resposta positiva a essas restrições 

tem um efeito instantâneo na adaptação e promoção de virulência e patogenicidade de 

Candida spp. (MBA & NWEZE et al., 2020). 

Antes do reconhecimento epitelial mediado por receptor em Candida, várias 

vias de sinalização são ativadas. Mudança de temperatura, carência de nutrientes, estresse 

oxidativo, estresse osmótico e detecção de pH desencadeiam resposta via proteína ativada 

por mitogênio quinase (MAPK), além de vias baseadas em AMP cíclico e sinal Rim 101 

de transdução, que invariavelmente induzem ação de muitos genes, sendo a maioria deles 

associados com filamentação e formação de biofilme. As vias de sinalização e adaptação 

desempenham papéis cruciais em vários aspectos fisiológicos e processos celulares 
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envolvidos na patogênese de espécies de Candida, sendo estas: 1) Proteína quinase 

ativada por mitogênio (MAPK); 2) Via Ras-CAMP-PKA; 3) Transdução de sinal RIM 

101; 4) Vias de resposta ao estresse; 5) Vias de biossíntese de ergosterol; 6) Plasticidade 

do genoma e 7) Vias do cálcio-calcineurina. A consequência dessas cascatas reativas pode 

incluir formação de biofilme, ativação de genes associados à morfologia e virulência, 

liberação de DAM’s (Danger Associated Molecules), candidalisinas e enzimas 

hidrolíticas, dentre outras respostas que interferem diretamente na interação da levedura 

com o hospedeiro (HAN et al., 2011; MBA & NWEZE., 2020).  

Em geral, a patogênese da Candida começa com a colonização, infecção 

superficial e invasão tecidual profunda antes da infecção alcançar a corrente sanguínea 

(caso ocorra). As etapas gerais na invasão de tecidos descritas para C. albicans incluem: 

1) Adesão às células epiteliais; 2) Colonização; 3) Penetração/invasão epitelial por hifas; 

4) Disseminação vascular; 5) Colonização /penetração endotelial. A infecção pode atingir 

diversos sítios no hospedeiro, tais como a cavidade abdominal, ossos, cérebro, olhos, 

coração, rins, fígado, baço, pulmões e sangue. A candidíase disseminada (infecção 

sanguínea e forma mais grave) ocorre apenas quando a levedura evade o sistema 

imunológico, penetra nos vasos sanguíneos dos tecidos e chegam na corrente sanguínea. 

Este processo ocorre por duas vias: 1) Rotas naturais (penetração em células epiteliais da 

mucosa das superfícies celulares); 2) Rotas artificiais (implantação de dispositivos 

médicos/cirúrgicos ou esgotamento da microbiota natural por antibioticoterapia) 

(PAPPAS et al., 2018; MBA & NWEZE., 2020) (Figura 2). 
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Figura 2. Patogênese da candidíase invasiva. Fonte: Pappas et al. (2018), com 

adaptações. 

C. tropicalis é uma das espécies CNCA mais prevalentes na Ásia, África e 

América do Sul. O aumento na incidência da espécie é motivo de preocupação devido a 

sua capacidade de desenvolver resistência rápida ao fluconazol (DEORUKHKAR, SAINI 

& MATHEW., 2014).  A fisiopatologia de C. tropicalis no epitélio vaginal tem alguns 

componentes espécie-específicos, característica comum dentro das leveduras do gênero. 

Em infecções precoces, a levedura aciona vias de biossíntese ribossomal e de ergosterol, 

provocando na célula um estresse mitocondrial durante a invasão, resultando na liberação 

de mtROS e mtDNA pela mitocôndria da célula epitelial. Isso culmina na regulação 

positiva de genes regulados por interferon (ISG’s). Em infecções tardias, há ação das vias 

de transporte transmembrana e processos a nível de RNA, provocando danos no tecido e 

alteração espécie-específica na célula a nível de transporte do íon sódio (PAPON & 

NAGLIK et al., 2021).  

C. tropicalis possui quatro genes SAP (Secreted Aspartyl Proteinases) 

conhecidos (SAP1, SAP2, SAP3 e SAP4). Sabe-se que a expressão deles desempenha um 

papel na a capacidade do fungo de causar infecções disseminadas e de combater os 

macrófagos do sistema imunológico, com exceção da ação dos genes SAP na cavidade 

oral, onde não há registro de aumento de virulência (CIUREA et al., 2020).  

A duração do tratamento antifúngico é geralmente determinada pela resposta 

clínica e fúngica individual. Entre os pacientes com candidemia, as hemoculturas são 

acompanhadas, no mínimo, a cada dois dias até a eliminação documentada de Candida 

spp. da corrente sanguínea. Na ausência de acometimento de órgãos, a duração da terapia 

antifúngica sistêmica (intravenosa ou oral) deve ser de 14 dias após a eliminação de 

Candida spp. da corrente sanguínea e resolução de todos os sinais de infecção (PAPPAS 

et al., 2018).  

 

3.5. Switching fenotípico 

Sabemos que a complexidade epidemiológica é agravada pela expressão dos 

diversos fatores de virulência já descritos aqui, relacionados com a capacidade da 

levedura de causar infecção. Dentre os vários, destaca-se um evento microevolutivo que 
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ocorre em uma fração diminuta da população de forma aleatória e reversível, alternando 

a morfologia de colônia, chamado switching fenotípico (SOLL, 1992, PORMAN et al., 

2011).  

O fenômeno de switching fenotípico foi descrito primariamente para a espécie 

modelo do gênero, C. albicans, conhecido como sistema de switching White/opaque, 

onde há a alteração das colônias e células a nível de coloração (SLUTSKY; BUFFO & 

SOLL et al., 1985). O evento de switching também foi descrito para outras espécies 

patogênicas do gênero, como Candida krusei (ARZMI et al., 2011), C. parapsilosis 

(LAFFEY & G. BUTLER., 2005), C. glabrata (LACHKE et al., 2002), Candida 

lusitaniae (FAVEL et al., 2003), e também em C. tropicalis (FRANÇA et al., 2011; 

PORMAN et al., 2011; XIE et al., 2012; JONES et al., 2014; MORALEZ et al., 2014). 

Sabe-se que C. tropicalis pode realizar múltiplas formas de switching 

fenotípico. Soll et al. (1988) descreveu pela primeira vez que a espécie pode apresentar 

switching de alta frequência durante o curso de uma infecção prolongada por Candida em 

um hospedeiro imunocomprometido. Nosso grupo somou informações ao demonstrar a 

ocorrência de um modelo distinto de switching isolado-específico em isolados clínicos de 

C. tropicalis (Moralez et al., 2014). 

                      

Figura 3. Sistema de switching 49.07, isolado traqueal de Candida tropicalis proveniente 

do Hospital Universitário de Londrina (HU-UEL). 

As colônias de isolados clínicos de C. tropicalis se apresentam com bordas 

arredondadas e superfície celular lisa, enquanto as colônias derivadas de switching 
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fenotípico têm bordas irregulares e superfície celular estruturada (FRANÇA et al., 2011; 

MORALEZ et al., 2014) (Figura 3). O switching fenotípico pode causar alterações a 

níveis epigenéticos, alterações macroscópicas e alterações celulares, bem como mudança 

de vias sinalizadoras e metabólicas (PORMAN et al., 2013). Como consequência, há a 

alteração da rede de virulência da levedura C. tropicalis, propiciando a geração de 

indivíduos que, embora isogênicos, demonstrem algum nível de variabilidade e padrões 

distintos de virulência e sensibilidade à antifúngicos (PERINI et al., 2018). 

Para C. tropicalis, o gene WOR1 parece ser o principal regulador 

transcricional relacionado ao evento de switching White-Opaque, um fenômeno que está 

relacionado à transição reversível de células de uma fase branca para uma fase opaca, em 

que as células são maiores e alongadas, enquanto as colônias apresentam aparência 

irregular e estruturada, além de características associadas a virulência, como formação de 

biofilme e morfogênese (PORMAN et al., 2013; ZUZA-ALVES; SILVA-ROCHA & 

CHAVES., 2017).  

A literatura que abrange o efeito do switching fenotípico em infecções 

promovidas por C. tropicalis, mesmo que escassas, já evidenciam que o evento 

epigenético interfere no potencial de virulência da levedura, alterando as características 

celulares da espécie, sensibilidade a antifúngicos, adesão, formação de biofilme e 

interação parasita hospedeiro (PERINI et al., 2019; DE SOUZA et al., 2020; MORALEZ 

et al., 2020). Essas alterações podem resultar num variante morfológico mais virulento 

do que o isolado clínico. Assim, linhagens variantes de C. tropicalis que apresentam 

alterações morfológicas causadas pelo switching fenotípico podem representar um 

problema importante no contexto clínico, visto que a aletoriedade do evento pode resultar 

na dificuldade do tratamento e ainda no aumento do tempo de internação, afetando a 

sobrevida do paciente de forma substancial. O conhecimento da rede reguladora desse 

fenômeno epigenético pode ajudar no desenvolvimento de estratégias para prevenir 

infecções por C. tropicalis (PERINI et al., 2018). 

Moralez et al. (2014) demonstraram que o switching fenotípico afeta 

múltiplos atributos biológicos de isolados clínicos de C. tropicalis, dentre eles o perfil de 

sensibilidade a azóis. Nesse sentido, comprova-se que células de colônias derivadas do 

evento de switching podem exibir expressão fenotípica alterada da maioria dos fatores de 

virulência.  
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3.6. Respostas adaptativas moleculares e estruturais ao fluconazol 

Estudos genômicos são cruciais para elucidar o modo de ação de fármacos e 

os respectivos mecanismos de resistência associados. Tais trabalhos fazem uso de cepas 

mutantes e/ou cepas com superexpressão de algum gene alvo. A biologia molecular tem 

a capacidade de revelar não apenas o alvo dos agentes antifúngicos, mas também 

identificar vias metabólicas acessórias ou mecanismos de compensação na ação dos 

fármacos (SANGLARD, 2019). A literatura acerca da genética da resistência já foi capaz 

de revelar vários exemplos de genes que atuam na resistência das principais classes 

químicas antifúngicas, como ERG11, CDR1, CDR2, MDR1 e UPC2 para fluconazol em 

C. tropicalis, sendo ERG11 responsável por codificar o alvo do fármaco (ergosterol), 

CDR1, CDR2 e MDR2 principais responsáveis por mediar efluxo e serem associados à 

multirresistência e UPC2 responsável por regular a transcrição global do gene ERG11 

(SHAO et al., 2016; JIN et al., 2018). 

A nível estrutural, existem vários tipos de mecanismos que se opõem aos 

efeitos adversos de compostos químicos. Primeiro, as células evitam a acumulação dos 

compostos tóxicos no citoplasma, limitando a captação ou absorção desses compostos no 

compartimentos extracelulares, como vesículas extracelulares. Em seguida, as células 

sequestram componentes tóxicos em compartimentos intracelulares específicos, como 

vacúolos ou gotículas lipídicas. Além disso, vários sistemas permitem degradação 

metabólica dos compostos tóxicos, tal como a ação dos transportadores de membrana em 

Candida spp. (KNORRE et al., 2020). 

Estresses ambientais induzem modificações na parede celular que impedem 

o reconhecimento imunológico (GOW, LATGE e MUNRO., 2017; LIMA et al., 2019). 

A plasticidade morfológica é uma estratégia adaptativa de micrroganismos às mudanças 

ambientais, traduzida no caráter polimorfico intrínseco à C. albicans e C. tropicalis 

(ZHENG et al., 2017).  

A maioria das paredes celulares têm duas camadas: a camada interna que 

normalmente compreende um esqueleto estrutural conservado e a camada externa que é 

mais heterogênea e varia de forma espécie-específica (GOW, LATGE e MUNRO., 2017). 

A parte interna da parede celular fúngica se traduz no componente estrutural de suporte 

da parede que resiste à pressão hidrostática interna exercida pelo citoplasma e membrana. 
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Esta camada é formada por quitina e glucana, onde 50-60% do peso seco da parede celular 

é composto de β-(1-3)-glucano. A estrutura da camada externa consiste em maior parte 

de glicoproteínas manosiladas com oligossacarídeos N- e O- modificadas. A estrutura 

destas cadeias laterais oligossacarídicas diferem entre as espécies fúngicas (LIMA et al., 

2019; Figura 4). 

 

Figura 4. Arquitetura da membrana plasmática e parede celular de Candida spp. Fonte: 

Childers et al. (2019), com adaptações. 

Além de desempenhar um papel importante na manutenção e viabilidade do 

microrganismo, a parede celular é essencial na interação com as células hospedeiras, 

sendo o componente β-1,3-glucano considerado o principal padrão molecular associado 

ao patógeno (PAMP) (DUAN et al., 2018). Quando submetida a condições adversas, uma 

célula promove rapidamente mudanças na arquitetura da parede. Essa resposta ao estresse 

depende de vias de sinalização metabólica primordiais que participam da homeostase 

(ENE et al., 2015). Um dos mecanismos utilizados para responder a essas situações é por 

meio da indução da cascata MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), que auxilia na 

manutenção e fisiologia da parede celular (BROWN et al., 2017). A dinâmica da parede 

celular pode desempenhar um papel decisivo para o desenvolvimento de resistência 

antifúngica. Modificações na composição estrutural são frequente alvo de investigação 
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em Candida no contexo da resistência antifúngica (MESA-ARANGO et al., 2016; LIMA 

et al., 2019).  

Quando fármacos alcançam a parede celular, podem aderir ou se acumular e 

promover processos estruturais e/ou modificações químicas como mudanças na 

hidrofobicidade. Depois que um medicamento penetrou na célula e alterou a membrana 

plasmática, este processo pode, por sua vez, afetar a estrutura da parede celular. Pesquisas 

anteriores mostraram que expor C. albicans a azóis, fármaco que tem como alvo o 

ergosterol de membrana plasmática, a síntese de quitina é afetada (SUCHODOLSKI et 

al., 2020; MILEWSKI, MIGNINI & BOROWSKI et al., 1991).  

 

3.7. Resistência a azois 

A resistência a azóis apresentada por espécies de Candida tem sido um 

problema crescente. Bombas de efluxo superexpressas e mudanças na via de biossíntese 

de ergosterol são os principais mecanismos conhecidos de resistência aos azóis. Há uma 

gama de pequenas moléculas que aumentam a atividade antifúngica in vitro e in vivo, 

como inibidores de Hsp90, calcineurina e TOR. A terapia combinada com uso de 

antifúngicos juntamente com tais inibidores foi proposto como uma estratégia promissora 

para estender a eficácia do atual drogas (COWEN et al., 2009). Além disso, vários agentes 

psicoterapêuticos, como fluoxetina, flufenazina (FNZ) ou sertralina podem aumentar a 

atividade ao fluconazol contra espécies fúngicas, mas as implicações terapêuticas ainda 

precisam ser elucidados (ZHAI et al., 2012).  

Os mecanismos que contribuem para uma candidemia persistente podem 

incluir variabilidade na ação do fármaco, dosagem subótima, presença de biofilmes 

fúngicos em cateteres internos e redução da imunidade do hospedeiro. Algumas respostas 

ao fármaco não são obtidas medindo apenas o a concentração inibitória mínima (CIM), 

portanto, parâmetros adicionais podem ser usados para prever a probabilidade de um 

isolado clínico responder mal aos tratamentos antifúngicos. Além disso, compreender 

esses parâmetros é crítico para o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas 

contra infecções persistentes por Candida spp. (ROSENBERG et al., 2018). 
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Figura 5. Mecanismo de ação do triazol fluconazol. Moreira. (2010), com adaptações. 

Os triazóis são os agentes antifúngicos mais comumente usados para o 

tratamento de candidíase invasiva em países em desenvolvimento. Alguns exemplos de 

triazóis presentes no mercado são: fluconazol, itraconazol, isavuzonazol, posaconazol e 

voriconazol. Todos esses fármacos citados agem inibindo a enzima lanosterol 14-α-

desmetilase, um componente vital da via de biossíntese de ergosterol, esterol de 

membrana codificado pelo gene ERG11 (Figura 5). Vários estudos relataram o 

surgimento e aumento de resistência aos azóis em C. tropicalis, juntamente com o 

aumento também da incidência nos últimos anos (WANG et al., 2021; FAN et al., 2017). 

Este fenômeno pode estar associado ao uso de drogas antifúngicas, duração inadequada 

da terapia antifúngica e falta de restrições ao uso de drogas nas indústrias de agricultura 

e horticultura. Sabe-se também que isolados de C. tropicalis resistentes a azóis podem até 

ocorrer em pacientes nunca antes expostos à droga (PAUL et al., 2021). 

Wu et al. (2017) demonstram que dos isolados não-albicans responsáveis por 

candidemia, 8,8% eram resistentes a fluconazol in vitro, com a espécie C. tropicalis 

apresentando a maior taxa de resistência ao fluconazol, sendo, recorrentemente, a espécie 

CNCA com resistência mais elevada. (13,9%). O perfil de resistência emergente ao 

flucanazol, somado à maquinaria metabólica de resistência e ao switching fenotípico, 
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configuram um cenário epidemiológico preocupante, exigindo mais dados para que, cada 

vez mais, soluções clínicas espécie-dependentes estejam à disposição. 

 

4. Material e métodos   

4.1. Material biológico 

No presente trabalho foram utilizados 3 morfotipos de C. tropicalis que 

compreendem o isolado clínico 49.07 advindo de uma infecção traqueal ocorrida no 

Hospital Universitário de Londrina (HU) (Parental); e duas linhagens derivadas de 

switching fenotípico (Variante Crepe e Revertente de Crepe - RC) (Quadro 1) 

(MORALEZ et al., 2016). As linhagens ficam armazenados em meio YPD suplementado 

com 40% de glicerol a -20ºC e fazem parte do banco de leveduras do Laboratório de 

Fisiologia e Biologia Molecular de Fungos da UEL. 

Quadro 1 - Características gerais do sistema de switching 49.07. 

Morfotipos do 

sistema de 

switching 49.07 

Padrão de 

Complexidade 

Padrão de 

Morfologia Foto da colônia 

Isolado Clínico 

(Parental) 
Liso/+ 

Superfície lisa e 

uniforme, borda 

regular 
 

Variante 

(Crepe) 
Estruturada/+++ 

Superfície 

estruturada, borda 

irregular 
 

Revertente 

(Revertente de 

Crepe - RC) 

Liso - Parental-

Like/+ 

Superfície lisa e 

uniforme, borda 

regular 
 

 

4.2. Pré-cultivo 

Os morfotipos foram inoculados em 3 mL de meio complexo YPD (Yeast 

Peptone Dextrose) caldo padrão (1% extrato de levedura, 2% glicose, 2% peptona), e 
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incubados durante 24 horas a 28ºC e 180 rpm. A seguir, foi feito o plaqueamento das 

suspensões celulares em meio YPD solidificado (1% extrato de levedura, 2% glicose, 2% 

peptona, 2% ágar) para obtenção de colônias com morfologia típica. 

 

4.3. Exposição ao fluconazol 

A metodologia de exposição ao fluconazol foi realizada conforme descrito 

por Claudino et al. (2009) com modificações. Os morfotipos foram expostos ao 

fluconazol difundido em meio YPD solidificado em concentração subinibitória 

correspondente a maior concentração na qual todos os morfotipos foram capazes de 

crescer em testes anteriores (1µg/mL), que também corresponde a 50% do valor de CIM 

descrito como sensibilidade segundo o EUCAST. 

Para tal, cada suspenção celular de densidade 6x103 leveduras/mL foi 

ajustada em água destilada estéril e inoculada em placa de petri contendo 

aproximadamente 20mL de meio YPD acrescido da concentração de antifúngico 

(1μg/mL). Após 96 horas a 28ºC as colônias foram obtidas e utilizadas nas metodologias 

adicionais. 

 

4.4. Avaliação da sensibilidade ao fluconazol por microdiluição em caldo 

O teste empregado para determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

de cada grupo morfológico foi o de Microdiluição em Caldo, de acordo com o documento 

E. Def. 7.3.2 do European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST) 

para fluconazol (SIGMA com ≥ 98% de pureza). 

O preparo das diluições seriadas foi feito com o meio RPMI 1640, tamponado 

com ácido 3-N-morfolino propanosulfônico (MOPS) em pH 7,0 e suplementado com 2% 

de glicose, em microplacas de 96 poços. A obtenção das colônias típicas de cada 

morfotipo se dá pelo plaqueamento em YPD + 1ug/mL de FLC comparado às colônias 

crescidas na ausência do fármaco.  

Antifúngico e inóculos foram preparados em concentrações duas vezes 

superiores as de uso na metodologia. As suspensões celulares foram ajustadas na 

densidade celular de 1x105 leveduras/mL em meio RPMI 1640. Posteriormente, 100μL 
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da suspenção foi inoculada a placa de microtitulação em conjunto com 100μL de meio 

com antifúngico, em concentrações a partir de 0,125μg/mL até 64μg/mL, resultando em 

um volume final de 200μL por poço. Os ensaios foram incubados a 35ºC, por 24 horas a 

100 rpm e a densidade óptica mensurada por leitura espectrofotométrica à 490nm para 

obtenção do valor da CIM. 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi definida como a menor 

concentração de antifúngico capaz de promover 50% de inibição de crescimento do 

isolado, denominado CIM 50. O método foi empregado para a mensuração da CIM de 

cada grupo morfológico. Os dados foram interpretados conforme o documento E. Def. 

7.3.2 (EUCAST) e expressos como: sensível (S) e resistente (R) (Tabela 1). 

Tabela 1 - Critério interpretativo para fluconazol em Candida tropicalis para o teste de 

microdiluição em caldo pelo documento E. Def. 7.3.2 (EUCAST 2020). 

Antifúngico        S        R  

Fluconazol ≤ 2 ug/mL   4 ug/mL > 

Fonte: EUCAST, 2020. 

 

4.5. Porosidade de parede celular 

A porosidade da parede celular foi avaliada segundo Ene et al. (2012) com 

modificações. Células de colônias das linhagens fenotípicas não expostas ao fluconazol 

(cultivo em YPD) e expostas (cultivo em YPD + FLC) por 96 horas foram ressuspendidas 

em água destilada estéril. Alíquotas de 1x108 células/mL foram incubadas à 28 °C, 200 

rpm por 30 min, nas seguintes condições: 1) Ressuspendidas em 10 mM de Tris-HCl pH 

7,4 (controle); 2) Com o mesmo tampão contendo 5mg/mL de DEAE-dextran; 3) Outra 

amostra contendo o tampão e 15 µg/mL de Poli-L-lisina. As células foram centrifugadas 

e 200 µL do sobrenadante foram lidos em espectrofotômetro em comprimento de onda 

de 260 nm. A porosidade relativa da parede celular é dada segundo a fórmula: 

Porosidade relativa = 100 x (ADEAE - Atampão) / (APoli-L-lisina - Atampão) 

 

4.6. Quantificação de componentes de parede celular por fluorometria 
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4.6.1. Preparação das amostras 

Células das colônias de C. tropicalis com morfologia característica de cada 

morfotipo foram suspensas em meio YPD caldo. Na sequência, as células foram fixadas 

pela adição de formaldeído na concentração final de 3,7% por 30 minutos a 180 

rpm/28°C. 

Após fixadas, as células foram sedimentadas por centrifugação em 3.500 rpm 

por 3 minutos em temperatura ambiente e o sobrenadante descartado. Após, foi 

adicionado 1 mL de PBS seguido de homogeneização com auxílio de seringa e agulha 

fina para dispersar as células. Em seguida, as células foram centrifugadas em 3.500 rpm 

por 3 minutos em temperatura ambiente e o sobrenadante novamente descartado. 

Cada análise foi realizada antes e após exposição de 96 horas ao fluconazol 

(cultivo em YPD + FLC a 1µg/mL). 

4.6.2. Adição dos Corantes  

Calcofluor White - Quitina  

Foi preparada uma solução de Calcofluor White (SIGMA/MERCK) a 35 

μg/mL em água deionizada (10x concentrada em relação a concentração de uso - 3.5 

μg/mL por 5 minutos a temperatura ambiente). Após o preparo das células, foi adicionado 

900 µL de H2O deionizada estéril e 100 µL da solução de Calcofluor White, seguido de 

homogeneização em vortex e incubada por 5 minutos. A seguir, as células foram coletadas 

por centrifugação em 3.500 rpm por 3 minutos em temperatura ambiente e o sobrenadante 

descartado para posterior adição de 1 mL de água destilada estéril seguido de 

homogeinazação por agitação em vortex. 

Após, as células foram coletadas por centrifugação em 3.500 rpm por 3 

minutos em temperatura ambiente e ressuspendidas em 1 mL de H2O deionizada estéril 

para realização a contagem do número de células em câmara hemocitométrica e posterior 

ajuste de densidade celular para 2x106 células/mL. 

As suspensões foram vortexadas e analisadas em citometria de fluxo em 

microtubos de propileno (10.000 eventos serão analisados). As análises foram realizadas 

empregando-se os filtros: Excitação: 340-380 nm, e Emissão: 440-450 nm. A análise 

permitiu a quantificação de quitina por célula. 
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Aniline Blue - 1,3 β-Glucana  

Foi preparada uma solução de Aniline Blue (SIGAM/MERCK) a 250 μg/mL 

em água deionizada (10x concentrada em relação a concentração de uso - 25 μg/mL por 

15 minutos). Após o preparo da amostra, foi adicionado 900 µL de PBS e 100 µL da 

solução contendo Aniline Blue a 25 μg/mL por 15 minutos em temperatura ambiente. As 

células foram coletadas por centrifugação em 3.500 rpm por 3 minutos em temperatura 

ambiente e o sobrenadante descartado. 1 mL de PBS foi adicionado e vortexado 

vigorosamente para dispersar as células.  

Após, as células foram coletadas por centrifugação em 3.500 rpm por 3 

minutos em temperatura ambiente e ressuspendidas em 1 mL de PBS para contagem do 

número de células em câmara hemocitométrica e ajuste de densidade celular para 2x106 

células/mL. As suspensões foram vortexadas e analisadas em citometria de fluxo em 

microtubos de propileno (10.000 eventos serão analisados). As análises foram realizadas 

empregando-se os filtros: Excitação: 340-380 nm, e Emissão: 440-450 nm. A análise 

permitiu a quantificação de β-1-3-glucana por célula. 

Concanavalina A conjugada com FITC - Manana  

Foi preparada uma solução de Concanavalina A conjugada com FITC 

(SIGMA/MERCK) a 1 mg/mL em água deionizada (10x concentrada em relação a 

concentração de uso - 100 μg/mL por 30 minutos). Após o preparo da amostra, foi 

adicionado 900 µL de PBS e 100 µL da solução contendo ConA conjugado com FITC 

contendo 100 μg/mL por 30 minutos em temperatura ambiente. Após, as células foram 

coletadas por centrifugação em 3.500 rpm por 3 minutos em temperatura ambiente e 

ressuspendidas em 1 mL de PBS para contagem do número de células em câmara 

hemocitométrica e ajuste de densidade celular para 2x106 células/mL.  

As suspensões foram vortexadas e analisadas em citometria de fluxo em 

microtubos de propileno (10.000 eventos serão analisados). As análises foram realizadas 

empregando-se os filtros: Excitação: 450-495 nm, e Emissão: 490-570 nm. A análise 

permitiu a quantificação de Manana por célula. 

 

4.7. Avaliação de tamanho e complexidade celular por citometria de fluxo 
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Suspenções celulares dos morfotipos pré e pós exposição ao fluconazol foram 

ajustadas em PBS na densidade celular de 1x106 células/mL e levadas ao citômetro onde 

10 mil eventos foram analisados para cada amostra. A análise permitiu a mensuração do 

tamanho e complexidade das células. O experimento foi feito em três repetições em 

triplicata. 

 

4.8. Integridade de membrana plasmática 

Cada morfotipo foi cultivado em meio YPD solidificado e o inoculado sob 

densidade celular de 2,5×103 levedura/mL em meio RPMI 1640 com fluconazol em 

concentrações variando de 64 a 0,125μg / mL. Após, a placa será incubada a 37°C por 

48h. A determinação de integridade de membrana foi realizada previamente à exposição 

ao fluconazol e pós exposição (YPD + FLC) por 96 horas. 

Posteriormente, 100 μL dos cultivos foram retirados e transferidos para um 

tubo com 100 μL de solução de azul de trypan 0,4%. Após 15 minutos em temperatura 

ambiente, a quantificação do número de células viáveis e danificadas foi realizada na 

câmara de Neubauer por observação em microscopia óptica. Células integras são 

impermeáveis ao azul de trypan, portanto, qualquer dano à nível de membrana permite 

com que as células se tornem permeáveis ao corante e passíveis de serem contadas, 

expressando o número de células/mL como a média de três experimentos independentes 

com três repetições. 

 

4.9. Análise da expressão gênica 

Os morfotipos foram avaliados quanto a expressão de genes associados a 

resistência a azois ERG11 (codificador da enzima lanosterol 14-α-desmetilase da via de 

biossíntese de ergosterol) e CDR1 (codificador de transportador dependente de energia 

para efluxo celular) (Quadro 2) empregando a PCR quantitativa (qPCR). Para tal, o RNA 

dos morfotipos foi extraído pelo método manual de Trizol-clorofórmio. Após extração do 

RNA, foi realizada a reação de transcriptase reversa (kit de RT-PCR-Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA). A mistura foi incubada a 42°C durante 60 min.  

Reações de síntese foram realizadas por meio do sistema GeneAmp® PCR 

(Eppendorf, Gradiente Mastercycler). O DNA complementar (cDNA) obtido foi 
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armazenado em freezer a -20 °C. As condições de ciclagem consistiram em 2 min à 50 

°C, 10 min 95 °C e 40 ciclos a 51 °C e 60 segundos a 60 °C. Cada amostra foi analisada 

em duplicata por PCR em tempo real efetivada em StepOnePlus™ Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems®). A reação foi executada utilizando Platinum® SYBR® 

Green qPCR Supermix-UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) com volume final de 20 

μL.  

Os dados de expressão gênica foram normalizados pela expressão do gene 

constitutivo da β-Actina (ACT). Uma vez normalizados, foi realizada análise dos níveis 

de expressão gênica relativa, pela equação 2-(Δ-Δct). Onde o primeiro Δ trata da condição 

teste normalizada e o segundo trata do controle, também normalizado. As análises de 

expressão gênica foram realizadas previamente à exposição ao fluconazol e após 24 horas 

de exposição (YPD + FLC). 

 

Quadro 2. Oligonucleotideos iniciadores de C. tropicalis usados para a análise da 

expressão gênica empregando qPCR. 

 Genes  Gene - Sequência (5′ a 3′) Referência 

 ERG11  
F: CTACTCCCAAAAAAAACCATA    

R: TAAACCTAATCCCAAGACATC 
Jin et al. (2018) 

 CDR1  
F:CCAGAGGTTTGGATTCCGCT 

R:TGGCTTTGTCTGCTTTCCCA 
Jin et al. (2018) 

 

4.10. Análises estatísticas  

A significância dos dados obtidos foi avaliada no software Graph-Pad Prism 

7, com uso do teste t-pareado, considerando como significância estatística p < 0,05, onde 

p < 0,05: *; p < 0,001: **; p < 0,0001: ***. 

 

5. Resultados 
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5.1. Sensibilidade antifúngica de morfotipos de C. tropicalis pré e pós exposição ao 

fluconazol 

O método de microdiluição em caldo evidenciou valores de concentração 

inibitória mínima distintos para diferentes morfotipos derivados de switching fenotípico. 

Enquanto o morfotipo Parental (isolado clínico) apresentou CIM50 = 0,125µg/mL sem 

exposição ao fluconazol e CIM50 = 0,25µg/mL após exposição ao fluconazol, valor 

traduzido em sensibilidade, o morfotipo Crepe apresentou CIM50 = 1µg/mL em ambas 

condições (controle e exposto ao fluconazol). O morfotipo RC apresentou uma CIM50 = 

1µg/mL pré exposição e CIM50 = 2µg/mL pós exposição, valores que ainda traduzem 

sensibilidade, porém são superiores aos vistos para o morfotipo Parental. 

 

5.2. Expressão gênica 

Dados de expressão relativa do gene ERG11 em morfotipos de C. tropicalis 

sem exposição ao fluconazol (controle) e pós exposição estão apresentados na Figura 6.  

Na condição controle, o morfotipo Crepe apresentou superexpressão de 

ERG11, a qual foi aproximadamente 4 vezes (4,14 ± 0,096) superior que a expressão 

observada para os demais morfotipos (Parental = 1 e RC = 0,72 ± 0,62). Já a expressão 

de ERG11 pelo morfotipo RC não diferiu da observada para a linhagem Parental.  

Na presença do antifúngico, a expressão de ERG11 pelo morfotipo Crepe não 

diferiu da expressão observada para o morfotipo Parental. Nesta condição, o morfotipo 

RC apresentou o menor nível de expressão deste gene, sendo inferior ao dos demais 

morfotipos. Interessante destacar que a expressão de ERG11 pelo morfotipo Crepe foi 

significativamente inferior pós exposição ao fluconazol comparativamente ao observado 

na ausência de exposição (Figura 6). 
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Figura 6. Expressão relativa do gene ERG11 em morfotipos derivados de switching em 

C. tropicalis sem fluconazol (controle) e exposto ao fluconazol (1µg/mL). 

 

Quanto a expressão do gene CDR1, na ausência de fluconazol (controle) o 

morfotipo RC apresentou superexpressão deste gene, com expressão relativa 

aproximadamente 9 vezes superior (9,73 ± 0,77) à dos morfotipos Parental (1) e Crepe 

(1,07 ± 0,47), revelando uma maquinaria molecular morfotipo-dependente. Ao serem 

expostos ao fluconazol, ambas linhagens de switching apresentaram expressão superior 

comparativamente ao observado para o isolado clínico (linhagem Parental) (Figura 7). 

Nesta condição, a expressão de CDR1 pelos morfotipos Crepe (2,18 ± 0,21) e RC (2,81 

± 0,015) foram aproximadamente 2 e 3 vezes superior, respectivamente. 

A exposição ao fluconazol resultou em aumento de 2 vezes na expressão do 

gene CDR1 pelo morfotipo Crepe, comparativamente à expressão na condição controle. 

Diferentemente, a expressão deste gene pelo morfotipo RC foi significativamente inferior 

pós exposição ao fármaco (Figura 7). 
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Figura 7. Expressão relativa do gene CDR1 em morfotipos derivados de switching em 

C. tropicalis sem fluconazol (controle) e exposto ao fluconazol (1µg/mL). 

 

5.3. Porosidade de parede celular 

Os dados de porosidade da parede celular de células dos morfotipos de C. 

tropicalis sem exposição ao fluconazol e pós exposição estão apresentados na Figura 8. 

A porosidade relativa das paredes celulares variou de forma morfotipo-

dependente, tanto na condição controle quanto pós exposição ao fluconazol. Na ausência 

de exposição ao fluconazol, o morfotipo Parental apresentou maior porosidade da parede 

celular (72%), seguido pelos morfotipos Crepe (68,2%) e RC (65,4%), com diferença 

significativa entre todos os morfotipos. Já na condição pós exposição ao fluconazol, o 

perfil se manteve, com o morfotipo Parental apresentando 64,8% de porosidade na parede 

celular, o morfotipo Crepe 62,1% e o morfotipo RC 48,9%, com diferença significativa 

entre Crepe/RC e Parental/RC. Após exposição ao fluconazol, houve redução 

significativa na porosidade da parede celular dos morfotipos Parental e RC, 

comparativamente ao observado na condição controle (Figura 8). 
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Figura 8. Porosidade relativa (%) de morfotipos derivados de switching fenotípico sem 

fluconazol (controle) e exposto ao fluconazol (1µg/mL). 

 

5.4. Quantificação de componentes de parede celular por fluorometria 

A quantidade de β-glucana na parede celular de C. tropicalis foi 

significativamente diferente entre os morfotipos em detrimento do switching fenotípico 

(Figura 9). O morfotipo Parental apresentou um conteúdo de β-glucana inferior aos 

demais morfotipos, sendo que células da linhagem RC demonstraram maior quantidade 

do componente (RC > Crepe > Parental).  

Após a exposição ao fluconazol foi observada diferença significativa do teor 

de β-glucana entre os morfotipos Crepe e RC. Nesta condição, as linhagens derivadas de 

switching apresentaram mesma quantidade deste componente de parede em comparação 

ao observado para o isolado clínico. 



41 

 

 

Figura 9. Quantificação de β-glucana da parede celular de morfotipos de C. tropicalis 

sem fluconazol (controle) e exposto ao fluconazol (1µg/mL). 

Como mostrado na Figura 10, não foi observada diferença significativa na 

quantidade de manoproteínas de parede celular dos morfotipos de C. tropicalis, em 

nenhuma das condições testadas. Foram observadas, no entanto, redução no conteúdo de 

manoproteínas em células dos morfotipos pós exposição ao fluconazol, 

comparativamente ao observado na condição controle.  
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Figura 10. Quantificação de manoproteínas da parede celular de morfotipos de C. 

tropicalis sem fluconazol (controle) e exposto ao fluconazol (1µg/mL). 

 

Quanto ao conteúdo de quitina, houve variação na quantidade deste 

componente da parede celular de morfotipos de C. tropicalis em ambas condições testadas 

(Figura 11). Na condição controle, o morfotipo derivado de switching RC apresentou 

quantidade inferior de quitina comparativamente ao do morfotipo parental e ao morfotipo 

Crepe. Já pós exposição ao fluconazol, somente o RC apresentou quantidade de quitina 

superior ao do observado para células do morfotipo Parental. Nesta condição, houve 

redução significativa deste componente de parede tanto para o morfotipo Parental quanto 

para os morfotipos derivados de switching em comparação ao controle (Figura 11). 

Destaca-se, também, o morfotipo RC, que demonstrou conteúdo de quitina pós exposição 

ao fluconazol 2 vezes superior (63,83 ± 11,54) ao conteúdo de quitina da linhagem 

Parental (31,86 ± 9,10) e do morfotipo Crepe (33,76 ± 6,05). 
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Figura 11. Quantificação de quitina da parede celular de morfotipos de C. tropicalis sem 

fluconazol (controle) e exposto ao fluconazol (1µg/mL). 

  

5.5. Citometria de fluxo 

A Figura 12 mostra diferenças observadas entre os morfotipos quanto a 

complexidade/granulosidade celular. Os dados mostram que, tanto no controle como no 

tratamento pós exposição ao fluconazol, há um padrão na complexidade/granulosidade 

celular, com a linhagem parental se mostrando mais complexa que seus morfotipos 

derivados de switching (Parental > Crepe > RC). Para o morfotipo RC, é possível 
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evidenciar alteração na complexidade celular após exposição ao fluconazol no gráfico 

SSC-H, sugerindo um efeito do fármaco na composição estrutural da levedura. 

 

   

Figura 12. Comparação da média da complexidade/granulosidade celular na área sob a 

curva (SSC-A) e complexidade/granulosidade celular pela altura do histograma (SSC-H) 

de citometria de fluxo entre morfotipos derivados de switching fenotípico em condição 

controle e pós exposição ao fluconazol (1µg/mL). 

 

Na análise do tamanho celular, foi observado o mesmo padrão, sendo que, 

tanto na condição controle, como na exposição ao fluconazol, células da linhagem 

parental apresentaram maior tamanho do que seus morfotipos derivados de switching 

(Parental > Crepe > RC) (Figura 13). 
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Figura 13: Comparação da média do tamanho celular na altura do histograma (FSC-H) 

e média do tamanho celular na área sob a curva (FSC-A) de citometria de fluxo entre 

morfotipos derivados de switching fenotípico em condição controle e pós exposição ao 

fluconazol (1µg/mL). 

 

A Figura 14 ilustra, qualitativamente, o Dot Blot dos dados brutos relativos à 

complexidade/granulosidade e tamanho celular (medidas de FSC e SSC) das células de 

C. tropicalis ao longo dos dez mil eventos analisados para cada morfotipo. As imagens 

confirmam as diferenças tanto na complexidade/granulosidade, como no tamanho celular 

de morfotipos derivados de switching fenotípico. 
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Figura 14. Dot Blot dos morfotipos derivados de switching fenotípico na condição 

controle e expostos ao fluconazol (1µg/mL) num histograma SSC-A x FSC-A, onde SSC: 

Complexidade celular; FSC: Tamanho celular; A: Área sob a curva. FLC = fluconazol. 

 

5.6. Integridade de membrana plasmática 

 A análise de integridade de membrana plasmática foi realizada com os 

morfotipos derivados de switching Crepe e RC. A linhagem Parental não cresceu na 

concentração de fluconazol testada (1µg/mL). Para o morfotipo Crepe, foi observado 

aumento no número de células viáveis na presença do fármaco, com manutenção da 

quantidade de células danificadas em relação à condição controle (sem fluconazol). O 

número de células viáveis foi significantemente superior ao número de células 

danificadas em ambas condições de cultivo (Figura 15). Da mesma forma, é possível 

evidenciar o mesmo padrão para o morfotipo RC. Houve aumento no número de células 

viáveis na presença do fármaco, com manutenção da quantidade de células danificadas 

em relação à análise controle (Figura 16). 
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Figura 15. Influência do fluconazol na integridade de membrana celular do morfotipo 

Crepe derivado de switching em C. tropicalis pré (controle) e pós exposição ao fluconazol 

(1µg/mL).  
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Figura 16: Influência do fluconazol na integridade de membrana celular do morfotipo 

RC derivado de switching em C. tropicalis pré (controle) e pós exposição ao fluconazol 

(1µg/mL). 

 

6. Discussão 

Os dados de Concentração Inibitória Mínima para a condição controle 

mostram os morfotipos derivados de switching com valor de CIM50 superior (Crepe = 

1µg/mL e RC = 1µg/mL) ao da linhagem Parental (0,125 µg/mL). Após a exposição ao 

fluconazol, a linhagem Parental e o morfotipo RC apresentaram aumento no valor de 

CIM50 (Parental = 0,5µg/mL e RC = 2µg/mL), o perfil do morfotipo Crepe se manteve, 

mostrando que o switching fenotípico é capaz de alterar os valores de CIM50 em 

morfotipos de C. tropicalis. É interessante destacar a relação observada entre 

Concentração Inibitória Mínima e porosidade. Interessantemente, o morfotipo RC foi o 

morfotipo que mostrou o menor valor de porosidade, dado que pode se relacionar com o 

maior valor de CIM50 para o fluconazol. Em consonância com os dados apresentados, 

Yoon et al. (1999) já demonstraram o efeito do switching fenotípico na alteração de 

sensibilidade a anfotericina B por C. lusitaniae. Para C. tropicalis, Perini et al. (2018) 

evidenciam alteração na sensibilidade induzida por switching fenotípico para fluconazol.  

Apesar dos valores de CIM50 ainda conferirem sensibilidade in vitro segundo 

os critérios interpretativos do EUCAST (Edef 7.3.2, 2020), Sanglard e Odds (2002) 

dissertam sobre a ambiguidade que há ao se discutir o conceito de resistência antifúngica 

e falha do tratamento clínico com um agente antifúngico. Um paciente cuja infecção 

persista mesmo após o tratamento antifúngico ocorrer é comumente descrito como 

“clinicamente resistente”. No entanto, o patógeno pode evidenciar sensibilidade 

inalterada in vitro. A falha do tratamento pode ocorrer pelo fármaco não conseguir atingir 

o sítio de infecção em quantidade suficiente devido ao sistema imunológico do paciente 

ser incapaz de erradicar um microrganismo cujo crescimento é retardado por um agente 

fungistático, como o fluconazol.  

Tal dado alerta para o fato de que a atenção não deve ser voltada apenas para 

a dualidade diagnóstica in vitro de resistência/sensibilidade, mas também para a ação 

efetiva do fármaco in vivo e para a biologia do microrganismo, afim de conhecer 

mecanismos adaptativos que dificultem o tratamento clínico, e, assim, evitando margem 
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para surgimento de resistência. Tendo este raciocínio em mente, e considerando o 

aumento dos valores de CIM50 após exposição ao fluconazol e a diferença na 

sensibilidade antifúngica provocada pelo switching fenotípico, necessita-se de ainda mais 

atenção ao cenário epidemiológico de C. tropicalis e de todo o gênero Candida, 

evidenciando um sinal de alerta para a resistência antifúngica crescente. 

Em adição, num estudo com isolados de C. tropicalis, Paul et al. (2020) 

apresentam que a aquisição de resistência na espécie é mediada pela superexpressão de 

diferentes genes relacionados à resistência sem quaisquer alterações moleculares. Para 

isolados de C. tropicalis resistentes a azois, foi descrito a ocorrência de superexpressão 

para ERG11 e regulação positiva de diferentes genes que codificam bombas de efluxo 

celular, como MDR1 e CDR1 (Paul et al., 2020). Os dados vão de encontro com o presente 

trabalho, que evidenciou superexpressão de ERG11 para o morfotipo Crepe, 

principalmente pré exposição (4 vezes superior ao Parental). Os dados sugerem que a via 

de síntese de ergosterol foi prejudicada pela ação do fármaco, como esperado. Porém, é 

possível ver a influência do switching fenotípico na expressão diferencial do gene ERG11, 

demonstrando a maquinaria metabólica morfotipo-dependente.  

Quanto ao gene CDR1, o morfotipo RC apresentou superexpressão 

principalmente pré exposição (9 vezes superior ao Parental), mas também pós exposição 

ao fluconazol (3 vezes superior ao Parental). Para este gene, o morfotipo Crepe apresenta 

expressão relativa 2 vezes superior à do Parental (Fig. 6 e 7). Os dados mostram que as 

ferramentas moleculares, além de atuarem de forma morfotipo-dependente em morfotipos 

derivados de switching, também atuam na resistência de forma distinta. Como os 

morfotipos Crepe e RC apresentaram os valores de CIM maiores e o morfotipo RC ainda 

evidenciou aumento no valor de CIM pós exposição ao fluconazol, é possível inferir a 

presença de ferramentas de resistência em detrimento do morfotipo Parental. Ainda nesta 

análise, é possível sugerir que os morfotipos se utilizam de vias de resistência distintas, 

um pela superexpressão de ERG11 e outro pela superexpressão de CDR1. Isso mostra 

como o switching altera a expressão gênica de morfotipos em C. tropicalis e provoca um 

alerta para a problemática clínica, visto que, cada vez mais, estudos moleculares expõem 

a heterogeneidade tanto a nível de cepa, como a nível de morfotipo (como evidenciado 

aqui), demandando atenção não apenas para o epíteto específico tropicalis, mas para seus 

morfotipos derivados switching. 
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Apesar dos morfotipos não serem classificados como resistentes, mas sim 

com a sensibilidade alterada, é possível associar os resultados aos dados de Choi et al. 

(2016), que demonstraram que isolados de C. tropicalis não sensíveis ao fluconazol 

apresentaram a superexpressão dos genes CDR1, MDR1 e ERG11, além da infecção 

fúngica disseminada se desenvolver após a exposição ao azol em pacientes com 

imunossupressão. 

Lee et al. (2007) apresentam que a regulação positiva do gene ERG11, bem 

como um alto número de substituições de nucleotídeos na sequência do ERG11 podem 

levar a sensibilidade reduzida ou, segundo Chou et al. (2007), conferir um vantagem 

seletiva na presença de droga. Silva et al. (2020) verificam que isolados expostos a drogas 

azólicas aumentam a expressão dos genes ERG6 e ERG11.  

Pandey et al. (2020) evidenciaram aumento significativo nos níveis de 

expressão dos genes CDR1, MDR1 e ERG11 apenas em cepas resistentes de C. tropicalis. 

Em contraste, Jiang et al. (2013) não encontraram nenhuma diferença significativa nos 

níveis de expressão de CDR1 e MDR1 de isolados de C. tropicalis sensíveis e resistentes 

ao fluconazol. É importante destacar que os dados da participação dos genes MDR1 e 

CDR1 na promoção de resistência em C. tropicalis ainda são muito heterogêneos. Há 

trabalhos que mostram a atividade dos genes, mas também há trabalhos que descrevem a 

ação dos mesmos como insignificante. Berkow & Lockhart. (2017) demonstram que a 

ação do gene MDR1 não deve ser considerada em isolados de C. tropicalis resistentes ao 

fluconazol em comparação aos sensíveis, além disso, o aumento da expressão de CDR1 

só foi detectado em isolados resistentes ao fluconazol em tratamentos laboratoriais 

(BARCHIESI et al., 2000; JIN et al., 2018), mas não em derivados clínicos, não existindo 

demonstração confiável do papel deste mecanismo de resistência. No presente trabalho, 

foi observada a superexpressão do gene CDR1 in vitro (Fig. 6). 

Paul et al. (2021) identificam que, na presença do fluconazol, a expressão do 

gene ERG11 foi significativamente maior em isolados resistentes. Os autores ainda 

investigaram a atividade de diferentes genes da via do ergosterol, fatores de transcrição e 

genes associados ao estresse em isolados sob indução experimental de resistência. Entre 

os fatores de transcrição, as expressões de TAC1 e UPC2 foram significativamente 

maiores, correlacionados com seus genes alvo (genes CDR1 e ERG11, respectivamente) 

que fizeram parte dos dados aqui apresentados. As investigações do presente trabalho 

poderiam se expandir para mais informações a nível genético, sobretudo na direção dos 



51 

 

genes TAC1 e UPC2 em morfotipos derivados de switching fenotípico em C. tropicalis 

para mais respostas do background genético de cada morfotipo e do papel do fator de 

virulência na promoção de resistência.  

O fluconazol é um triazol fungistático que atua na enzima lanosterol 14-α-

desmetilase (ERG11), inibindo a fase tardia da via de biossíntese de ergosterol. A ação 

do fármaco induz mudanças significativas na rigidez citoplasmática e na integridade da 

membrana. Childers et al. (2019) discutem que as drogas azólicas não têm como alvo a 

parede celular e não parecem afetá-la diretamente. Entretanto, Suchodolski et al. (2020) 

observaram um acúmulo de quitina no mutante ausente para ERG11, sugerindo um 

possível mecanismo compensatório de C. albicans na falta de ergosterol. Essa afirmação 

se relaciona com a depleção do conteúdo de quitina e com a diminuição do conteúdo de 

manana vistas após exposição ao fluconazol, estebelecendo uma relação entre o 

fluconazol, manana e quitina da parede celular, sugerindo a influência do switching 

fenotípico sobre o conteúdo de quitina e manana, além da redução desses componentes 

causadas pelo fluconazol, sugerindo que ausência parcial ou total de ergosterol (com 

síntese interrompida por azois) causam alterações na parede celular (Fig. 10 e 11). Estes 

autores também relataram a influência dos azois na síntese de quitina, contribuindo para 

uma distribuição irregular da molécula na parede celular. No presente trabalho também 

trazemos o dado de que não foi encontrada influência do fluconazol na alteração do teor 

de β-glucana da parede celular de morfotipos derivados de switching em C. tropicalis. 

Apesar disso, é interessante destacar que, como para os outros componentes, há um 

caráter morfotipo-dependente tanto do teor de β-glucana na parede celular de morfotipos 

derivados de switching, como de quitina e manana, sugerindo que o switching fenotípico 

foi capaz de alterar o conteúdo de β-glucana da parede celular de morfotipos de C. 

tropicalis. (Fig. 9, 10 e 11). Partindo do fato de que a estrutura é a primeira a interagir 

quimicamente com o fármaco, os resultados sugerem que o estresse provocado pelo 

fluconazol seja capaz de causar uma perturbação a nível de parede celular. 

Angiolella et al. (2008), em estudo com C. albicans fluco-resistentes, 

observaram que os dois isolados resistentes (um a fluconazol e outro a micafungina) 

tinham uma porcentagem muito maior de material na parede celular por célula do que o 

do cepa parental, indicando um enriquecimento no teor de carboidratos complexos e 

proteínas (principalmente manana, β-glucana e complexos proteicos), dado que justifica 

a aparência anormal da parede celular em microscopia eletrônica. Portanto, respostas 
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distintas em relação ao fármaco podem ser atribuídas a fatores celulares que incluem 

alteração na composição e espessura de parede celular, tanto é que as vias de sinalização 

e os fatores de transcrição que medeiam essa resposta de reparo são denominados 

mecanismos de salvamento da parede celular ou mecanismos compensatórios da parede 

celular (WALKER et al., 2008). 

Quanto à integridade de membrana plasmática, os resultados mostraram que 

os morfotipos que apresentaram o CIM superior (Crepe e RC) ao do morfotipo Parental 

também demonstraram mesmo perfil quanto à integridade de membrana plasmática. Os 

morfotipos Crepe e RC apresentaram maior densidade celular na presença de 1µg/mL de 

fluconazol, com maior número de células viáveis após exposição ao fármaco e 

manutenção da quantidade de células danificadas (Fig. 15 e 16). Sabe-se que o lipídio 

ergosterol é o principal componente da membrana plasmática de Candida spp. e é 

essencial na manutenção da integridade da estrutura. A ação do fluconazol induz 

anormalidades da membrana celular, levando a interrupção do crescimento da levedura, 

culminando em morte (FATTOUH et al., 2021). Dupont et al. (2011) mostram que a 

composição de esterois é um fator determinante para o estrutura da membrana plasmática, 

governando seu comportamento mecânico. Os dados observados para os morfotipos 

Crepe e RC (Fig. 15 e 16) podem se relacionar com o gene ERG11 (Fig. 7). No morfotipo 

Crepe, a superexpressão do gene sugere um teor maior de ergosterol na membrana 

plasmática, que pode responder pelo comportamento encontrado no experimento de 

integridade de membrana plasmática. Para o morfotipo RC, a expressão do gene ERG11 

não justifica tal comportamento, o que demanda mais análises e sugere a existência de 

diferentes maquinarias moleculares morfotipo-dependentes em C. tropicalis. 

Quanto à porosidade de parede celular, o morfotipo RC se mostrou menos 

poroso, com uma redução significativa da porosidade pós exposição ao fluconazol, 

juntamente com o morfotipo Parental, que apresentou o mesmo perfil, mas em menor 

proporção, tornando as linhagens menos permissíveis a agentes externos, tais como o 

próprio antifúngico. Além disso, os dados evidenciam o efeito do switching fenotípico na 

alteração da porosidade de parede celular em morfotipos de C. tropicalis, dado inédito na 

literatura (Fig. 8). O comportamento de alteração de porosidade afeta diretamente a 

influência de moléculas exógenas no funcionamento celular. Liu et al. (2019) 

identificaram a correlação entre a porosidade da parede celular e a maior penetração de 

fármacos antifúngicos, porém, é importante ter cautela com este resultado, pois a relação 
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estrutural entre parede celular e membrana plasmática é muito tênue. Pode ser possível 

que a desestabilização da parede celular afete a membrana plasmática e facilite a ação dos 

antifúngicos através desta estrutura. Seria importante mais investigações em maior escala 

para determinar o potencial total dos agentes modificadores da parede celular e suas 

relações com fármacos antifúngicos.  

Navarro-Arias et al. (2019) observaram uma porosidade média para a parede 

celular de C. tropicalis de 62,8% (± 8,9%). Apenas o morfotipo RC pós exposição ao 

FLC difere desse valor, com porosidade de 48,9% (± 2,5%), menor valor observado no 

trabalho, ou seja, o switching fenotípico foi capaz de produzir um morfotipo com a parede 

menos porosa permissiva a fármacos do que a média que a espécie costuma apresentar 

(Fig. 8). 

Modificações da parede celular fúngica surgem em detrimento de tensões 

provocadas pelo microambiente hospedeiro e pela exposição da levedura a fármacos 

antifúngicos (LIMA et al., 2019). Alguns exemplos de alterações de parede relacionados 

ao estresse estão descritos na literatura, como a via da integridade celular ativando a 

biogênese da parede celular, a alteração no comprimento e na complexidade da cadeia de 

manana quando as células são cultivadas em meio com sangue ou soro ao invés do 

crescimento em meio laboratorial padrão (KRUPPA et al., 2011; ENE et al., 2012) e a 

ativação da proteína quinase ativada por estresse via gene HOG1, influenciando a 

biossíntese da parede celular e, em parte, regulando a síntese de quitina (WALKER et al., 

2008). Além disso, recentemente foi demonstrado que os estressores influenciam as 

estruturas de mananas em C. albicans (ENE et al., 2012). De Nobel et al. (1990) 

relacionou o aumento da porosidade com cadeias laterais de manana mais curtas. 

Quanto à citometria de fluxo, Malavia et al. (2017) utilizaram a metodologia 

para demonstrar o aumento do tamanho de células de C. albicans, C. dubliniensis e C. 

tropicalis na privação de zinco. O trabalho revelou que há correlação entre o volume 

celular e o potencial de adesão para células de C. albicans com restrição de zinco, 

indicando que o tamanho das células contribui para maior adesão. O dado sugere que 

algum estresse que desencadeia uma mudança no tamanho celular da levedura pode ter 

desdobramento na virulência. Sasse et al. (2013) relataram alteração do tamanho e 

formato celular em células derivadas de switching fenotípico em C. albicans no sistema 

White/opaque, dado que corresponde com o sistema de switching 49.07 estudado aqui, 

onde há clara diferenciação celular entre os morfotipos (Fig. 12, 13 e 14). 
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 Por conta do ineditismo dos dados expostos no trabalho, é difícil estabelecer 

comparações que fizeram uso do modelo biológico e metodologia apresentados, porém, 

Neto et al. (2014) evidenciaram alterações no tamanho/granulosidade celular quando as 

cepas de C. tropicalis resistentes ao fluconazol foram expostas aos compostos químicos 

naftoquinoidais por 24h. Sendo assim, faz sentido retomar o comportamento evidenciado 

pelo morfotipo RC, que na presença do fármaco fluconazol apresentou significativa 

redução na complexidade/granulosidade celular (Fig. 12).  

Em suma, o switching fenotípico foi capaz de produzir morfotipos que 

demonstraram protagonismo para todas as análises expostas. O morfotipo Crepe 

apresentou superexpressão do gene ERG11, menor porosidade de parede celular, maior 

teor de quitina e β-glucana na parede celular, membrana plasmática mais íntegra e maior 

valor de CIM quando comparado ao isolado clínico (Parental). Além disso, e com mais 

destaque, o morfotipo RC apresentou superexpressão do gene CDR1, menor porosidade 

de parede celular, maior teor de quitina e β-glucana na parede celular, membrana 

plasmática mais íntegra e maior valor de CIM em relação ao isolado clínico (Parental) e 

também ao variante morfológico (Crepe), se mostrando o morfotipo com o perfil de 

resposta mais acentuado frente as metodologias testadas. Dessa forma, postulamos o 

apelo clínico do trabalho no fato de que variantes de switching fenotípico podem conter 

uma maquinaria metabólica diferente do isolado clínico, podendo culminar em 

complicações no tratamento de uma infecção por Candida tropicalis. 

 

7. Conclusão 

No presente estudo foi possível evidenciar o efeito do switching fenotípico na 

promoção do aumento da concentração inibitória mínima ao fluconazol, na 

superexpressão dos genes de resistência ERG11 (para o morfotipo Crepe) e CDR1 (para 

o morfotipo RC), na diminuição da porosidade de parede celular, no aumento do teor de 

β-glucana e quitina da parede celular, no aumento da integridade de membrana 

plasmática, complexidade e tamanho celular para morfotipos de C. tropicalis, 

evidenciando o comportamento morfotipo-depende para todas as variáveis testadas. Além 

disso, com o emprego do modelo biológico de switching fenotípico foi possível observar 

a influência do fluconazol na expressão de genes de resistência (ERG11 superexpresso 

para o morfotipo Crepe e CDR1 superexpresso para o morfotipo RC), adaptabilidade dos 
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morfotipos Crepe e RC ao mostrar uma CIM superior e quantidade de leveduras viáveis 

superiores após exposição fármaco, bem como o papel do triazol além do alvo, alterando 

a quantidade de componentes de parede celular (principalmente quitina e manana) e o 

tamanho da célula do morfotipo RC. 
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